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RESUMO 
 

Aplicação de extrato contendo guanitoxina produzida por cianobactéria para 
aplicação no controle de Tuta absoluta 

 
A utilização de inseticidas é amplamente estudada na melhoria da eficiência 

das produções agrícolas, todavia, seu excesso é nocivo para a saúde humana e tem 
um impacto negativo no ambiente. Há um interesse mundial na substituição dos 
inseticidas sintéticos por bioprodutos sustentáveis. Deste modo, tem-se ampliado 
pesquisas com cianobactérias, por serem alternativas promissoras para a 
biossíntese de compostos de interesse agrícola. A guanitoxina (GNT), anteriormente 
conhecida como anatoxina-a(s), é uma molécula polar produzida por cianobactérias 
de água doce. Estudos mostraram que a GNT apresenta capacidade inibitória da 
enzima acetilcolinesterase maior ou igual a um dos organofosforados sintéticos mais 
conhecidos e potentes, o paraoxon. Por não haver nenhum produto agrícola no 
mercado a partir destes organismos, o objetivo deste estudo foi investigar o potencial 
inseticida da cianobactéria Sphaerospermopsis torques-reginae (ITEP-024), através 
de extratos aquosos brutos em diferentes concentrações em insetos da espécie Tuta 
absoluta, relevante peste do tomateiro. Para a realização deste estudo, a cepa ITEP-
024, foi cultivada em condições controladas para obtenção da biomassa liofilizada. 
Para confirmação da presença da toxina, foi realizada cromatografia líquida 
acoplada a espectometrometria de massas (LC-MS). A biomassa foi utilizada como 
controle positivo para confirmação da GNT em todas as amostras do estudo. Para 
avaliação do potencial inseticida dos extratos aquosos em três diferentes 
concentrações (250mg/L, 125mg/L e 62,5mg/L), foi realizado bioensaio em micro-
tomateiro (Lycopersicon esculentum CV MICRO-TOM) com a espécie T. absoluta 
tanto no estágio larval como no estágio embrionário (ovos). Também foi realizado 
avaliação de dano foliar causado por T. absoluta após exposição aos tratamentos. 
Os resultados indicaram que a exposição aguda da T. absoluta em estágio larval 
apresentou resultados significativos para os extratos com as duas maiores 
concentrações (250mg/L e 125mg/L). Já a exposição aguda da T. absoluta em 
estágio embrionário (ovos), apresentou resultados significativos apenas para maior 
concentração do extrato (250mg/L). Os resultados do dano foliar indicaram que os 
extratos testados (250mg/L e 62,5mg/L) apresentaram maior dano que o controle 
negativo (água ultrapura). O presente estudo, além de reforçar o potencial tóxico da 
molécula de guanitoxina, contribui com informações sem precedentes sobre seu 
potencial inseticida testado de forma inédita por bioensaios com insetos da espécie 
T. absoluta. 
 
Palavras-chave: Cianobactérias, Agricultura sustentável, Guanitoxina, Anatoxina-

a(s), Inseticidas 
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ABSTRACT 
 

Application of extract containing guanitoxin produced by cyanobacteria for 
application in the control of Tuta absoluta 

 
The use of insecticides is widely studied to improve the efficiency of 

agricultural production. However, its excess is harmful to human health and has a 
negative impact on the environment. There is worldwide interest in replacing 
synthetic insecticides with sustainable bioproducts. Thus, research with 
cyanobacteria has been expanded, as they are promising alternatives for the 
biosynthesis of compounds of agricultural interest. Guanitoxin (GNT), formerly known 
as anatoxin-a(s), is a polar molecule produced by freshwater cyanobacteria. Studies 
have shown that GNT has an acetylcholinesterase enzyme inhibitory capacity greater 
than or equal to one of the most well-known and potent synthetic organophosphates, 
paraoxon. As there are no agricultural products on the market from these organisms, 
the objective of this study was to investigate the insecticidal potential of the 
cyanobacterium Sphaerospermopsis torques-reginae (ITEP-024), through crude 
aqueous extracts at different concentrations in insects of the species Tuta absoluta, 
relevant tomato pest. To carry out this study, we cultivated the ITEP-024 strain under 
controlled conditions to obtain lyophilized biomass. We performed liquid 
chromatography coupled with mass spectrometry (LC-MS) to confirm the presence of 
the toxin. We used the biomass as a positive control for confirmation of GNT in all 
study samples. We performed a bioassay on micro-tomato plants (Lycopersicon 
esculentum CV MICRO-TOM) with the species T. absoluta in the larval stage as well 
as in the embryonic stage (eggs) to evaluate the insecticidal potential of aqueous 
extracts at three different concentrations (250mg/L, 125mg/L and 62.5mg/L). We also 
carried out an evaluation of leaf damage caused by T. absoluta after exposure to 
treatments. The results indicated that the acute exposure of T. absoluta in the larval 
stage showed significant results for the extracts with the two highest concentrations 
(250mg/L and 125mg/L). On the other hand, the acute exposure of T. absoluta in the 
embryonic stage (eggs) showed significant results only for the highest concentration 
of the extract (250mg/L). The results of leaf damage indicated that the tested extracts 
(250mg/L and 62.5mg/L) showed greater damage than the negative control 
(ultrapure water). The present study, in addition to reinforcing the toxic potential of 
the guanitoxin molecule, contributes with unprecedented information on its 
insecticidal potential, tested in an unprecedented way by bioassays with insects of 
the T. absoluta species. 
 
Keywords: Cyanobacteria, Sustainable agriculture, Guanitoxin, Anatoxin-a(s), 

Insecticides 
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1. INTRODUÇÃO 
Karl Marx, em 1867, já discutia em seu livro “O Capital” como os efeitos nocivos 

do modelo capitalista de agricultura afetavam o solo, prejudicando permanentemente 

sua fertilidade. Com o aumento da população urbana, houve uma maior demanda na 

produção de alimentos, ocasionando um desequilíbrio entre o ser humano e o 

ambiente, já que a regeneração do solo de forma natural fica cada vez mais 

prejudicada devido seu acelerado esgotamento. A degradação ambiental 

ocasionada por este modelo intensificou-se após a 1ª Guerra Mundial com a 

introdução dos agroquímicos (MARX, 1985; MARQUES, 2015). 

Inicialmente, essas substâncias foram sintetizadas com o objetivo de desenvolver 

armas químicas, entre as décadas de 1920 e 1940. Todavia, estudos com esses 

compostos mostraram seu potencial na agricultura, surgindo assim os herbicidas 

sintéticos, e os inseticidas organofosforados e organoclorados. E apesar da 

utilização de agroquímicos ser amplamente estudada para melhoria da eficiência das 

produções agrícolas, seu uso excessivo e inadequado é nocivo para a saúde 

humana e tem um impacto negativo no ambiente (BRAIBANTE & ZAPPE, 2012; 

CARVALHO et al., 2017; SILVA, 2021). 

Sua aplicação, apesar de promover a inibição do crescimento de alguns insetos-

praga, prejudica as propriedades da água, do solo e ar. Além disso, podem 

acumular-se nos alimentos, prejudicando a saúde de quem os consome. Estudos 

mostram que o efeito de agroquímicos em organismos não-alvo tem sido motivo de 

alerta no mundo, pois predadores naturais de insetos-praga são um dos mais 

afetados pelo uso dos agroquímicos. Isso ocasiona um severo desequilíbrio 

ambiental, pois organismos não-alvo tem um papel essencial no controle 

populacional de pragas-alvo (GILL & GARG, 2013; SINGH et al., 2018). 

A publicação do livro “Primavera Silenciosa” em 1962, por Rachel Carson, é 

considerada um grande marco no estudo da toxicologia, já que os efeitos dos 

agroquímicos ainda não eram amplamente questionados e a relação destes com as 

possíveis causas do câncer ainda não eram profundamente compreendidas. Carson 

faz uma severa crítica ao uso do dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), considerado o 

primeiro agroquímico moderno e um dos mais comuns no controle de pragas. Após o 

impacto causado pela publicação de seu livro, o uso do DDT para fins agrícolas foi 

proibido nos Estados Unidos (CARSON, 1962; HUPFFER et al., 2019). 
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No Brasil, até 2009, o DDT ainda era amplamente utilizado, especialmente no 

controle de pragas, como malária e leishmaniose, sendo o país que mais consumia 

agroquímicos no mundo. É compreensível que países sem recursos financeiros 

ainda utilizem agroquímicos menos modernos. Todavia, o Brasil já possui subsídios 

para desenvolver trabalhos relacionados ao controle de pragas e vetores, evitando 

assim que o uso de substâncias tóxicas seja utilizado em excesso (GOBBO, 2016; 

LOPES & ALBUQUERQUE, 2018). 

Além disso, o consumo de agroquímicos no Brasil tem sofrido um aumento 

significativo nos últimos anos devido o atual modelo agropecuário, sendo o 

consumidor de 20% da produção mundial. Entre os anos 2000 e 2014 houve um 

aumento de 135% no consumo de agroquímicos, representando um acréscimo de 

170.000 toneladas para 500.000 toneladas em 15 anos. Das substâncias 

disponíveis, o glifosato é o herbicida mais utilizado no país (BOMBARDI, 2017). 

Sendo assim, pode-se afirmar a urgência em pesquisas que busquem produtos 

naturais e ambientalmente sustentáveis para atenuar os efeitos negativos dos 

inseticidas sintéticos.  

Nesse contexto, as cianobactérias, que são procariontes fotossintetizantes 

datados de 3,5 bilhões de anos, habitando os mais diversos ecossistemas 

(STANIER & COHEN-BARIZE, 1977; TOMITANI 2006), representam um potencial 

biológico por produzirem diversos metabólitos secundários ativos (PRASANNA et al., 

2010), como herbicidas, algicidas e inseticidas (BERRY et al., 2008; SINGH et al., 

2016). As toxinas produzidas por esses microrganismos, as cianotoxinas, tem o 

poder de defendê-los de possíveis ameaças, e por este motivo, representam uma 

possível alternativa como produtos de controle de algumas pragas (CARMICHAEL, 

1992). 

A guanitoxina (GNT), anteriormente nomeada anatoxina-a(s), é o único 

organofosforado natural conhecido, e é produzida por algumas espécies de 

cianobactérias, sendo capaz de inibir a acetilcolinesterase, enzima essencial na 

propagação do impulso nervoso, representando assim um potencial para o 

desenvolvimento de inseticidas naturais (COOK et al., 1988; COOK et al., 1989a; 

COOK et al., 1991; FIORE et al., 2020).  

Ainda não há nenhum produto com finalidade agrícola no mercado produzido a 

partir destes organismos, apesar de estudos demonstrarem o potencial de 

aplicabilidade de extratos contendo GNT no controle de pragas (RODRIGUEZ et al., 
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2012; SANTOS et al., 2019). A investigação dos efeitos de substâncias ativas 

produzidas por microrganismos é uma área promissora e possui diversas aplicações 

biotecnológicas, sendo o foco deste trabalho. 
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2. HIPÓTESE 
Sphaerospermopsis torques-reginae (cepa ITEP-024), produtora de guanitoxina 

(GNT), terá aplicabilidade como insumo agrícola no controle da espécie Tuta 

absoluta, traça presente em micro-tomateiro (Lycopersicon esculentum CV MICRO-

TOM). 
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3. OBJETIVOS 
3.1 Objetivo geral 

Investigar o potencial efeito inseticida da cianobactéria Sphaerospermopsis 

torques-reginae (cepa ITEP-024), produtora de guanitoxina (GNT), através da 

obtenção de extrato aquoso bruto em diferentes concentrações em uma exposição 

aguda em insetos-praga da espécie Tuta absoluta. 

 

3.2 Objetivos específicos 
a) Realizar a extração da biomassa liofilizada da cepa ITEP-024 para confirmar a 

presença da GNT através do método de cromatografia líquida acoplada a 

espectrometria de massas (LC-MS); 

b) Obter extrato aquoso bruto com diferentes concentrações de células liofilizadas 

da cepa ITEP-024; 

c) Avaliar o potencial inseticida dos extratos aquosos em insetos-praga da espécie 

Tuta absoluta através de bioensaio em micro-tomateiro (Lycopersicon 

esculentum CV MICRO-TOM); 

d) Avaliar o dano foliar em micro-tomateiro causado pela Tuta absoluta exposta a 

extratos da cepa ITEP-024. 
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4. REVISĀO BIBLIOGRÁFICA 
4.1 Impacto do uso de agroquímicos no ambiente e na saúde humana 
    O desenvolvimento tecnológico do ser humano, apesar de próspero, tem causado 

diversos efeitos negativos no ambiente, o que tem prejudicado outras formas de vida 

que coabitam o planeta. E a aplicação sem controle dos agroquímicos tem 

ocasionado o aparecimento de novos insetos-praga devido o exício de espécies que 

são predadoras naturais destes organismos. Isso tem como resultado a resistência 

de insetos a algumas dessas substâncias, aumentando a busca por produtos cada 

vez mais seletivos (MOREIRA et al., 1996; GILL & GARG, 2013; NASCIMENTO & 

MELNYK, 2016). 

    A pesquisadora Rachel Carson foi a primeira a denunciar os efeitos nocivos 

ocasionados pelo uso indiscriminado de agroquímicos no ambiente e na saúde 

humana, em especial o DDT, primeiro poluente persistente orgânico (POP) moderno, 

através da publicação do livro Primavera Silenciosa, em 1962. Além de doenças 

como o câncer serem consideradas raras antes do desenvolvimento da indústria 

química, a autora ainda demonstra como esses compostos afetam negativamente as 

propriedades do solo, os organismos que vivem nele e as plantas que dependem da 

terra para sua nutrição e crescimento. Seu trabalho mostra como todos os 

ecossistemas estão ligados, e como o uso de agroquímicos tem interferido em toda 

a cadeia alimentar, causando um ciclo de extermínio sem fim (CARSON, 1962; 

HUPFFER et al., 2019). 

    O Brasil é o país que mais utiliza agroquímicos. Estudos comprovam seus efeitos 

deletérios na saúde humana, dos animais e também na liberação dessas 

substâncias no ambiente (LOPES & ALBUQUERQUE, 2018). Okuyama e 

colaboradores (2020) analisaram as intoxicações causadas por agroquímicos e os 

fatores associados à sua letalidade através das notificações dos centros de 

informação e assistência toxicológica no Brasil. O estudo afirma que em cada 100 

intoxicações, 4 evoluíram para óbito, sendo que os trabalhadores do setor 

agropecuário estão dentre aqueles que apresentam maior chance de óbito, além de 

homens, idosos e tentativas de suicídio com produtos extremamente tóxicos 

(OKUYAMA et al., 2020).  

    O estudo de Parrón e colaboradores (2014) mostra que há evidências cada vez 

maiores entre a exposição crônica a agroquímicos em ambientes de trabalho com o 

aumento de alguns tipos de doenças crônicas, inclusive diversos tipos de câncer. Foi 
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realizado um caso-controle no Sul da Espanha entre 1998 e 2005 para estimar o 

risco de câncer em diferentes distritos. Os resultados mostraram que a população 

que está exposta a um alto uso de agroquímicos teve risco aumentado de câncer em 

todos os locais analisados (PARRÓN et al., 2014). 

    Estudo de Ribas e Matsumura (2009) ressalta inúmeros relatos de óbitos e 

doenças ocasionados pelo uso de agroquímicos. O Brasil apresenta como segunda 

causa de intoxicação a exposição a essas substâncias, ficando atrás apenas do uso 

incorreto de medicamentos. Presume-se que o número de casos de exposição aos 

agroquímicos seja maior que o relatado visto que há uma subnotificação no número 

de acidentes (RIBAS & MATSUMURA, 2009). 

    Os efeitos da exposição aos agroquímicos são classificados em crônicos ou 

agudos. Os efeitos crônicos são aqueles que ocorrem após repetidas exposições, 

por um tempo mais prolongado, mas em quantidades menores. Já os efeitos agudos 

são aqueles que ocorrem rapidamente a intoxicação. É sabido que a exposição 

aguda aos agroquímicos em níveis elevados tem efeitos neurotóxicos já 

estabelecidos, todavia, sua exposição crônica a níveis inferiores ainda é controversa. 

Estudos indicam que a tal exposição pode estar relacionada ao aumento do risco de 

doenças degenerativas como Parkinson (DICH et al., 1997; KAMEL & HOPPIN, 

2004; INCA, 2019). 

    Como exemplos de efeitos agudos, identificam-se: alergias na pele, ardor na boca 

e nariz, coriza, desidratação, vômitos, dificuldade na respiração, entre outros. Além 

desses, podemos ter os sintomas inespecíficos como fraqueza, irritabilidade, 

tremores e dor de cabeça. Os efeitos crônicos podem apresentar os seguintes 

sintomas clínicos: problemas respiratórios mais graves, alteração no sistema renal e 

funcionamento hepático, depressão, alterações hormonais na tireoide, próstata e 

ovários. Aborto, dificuldade de gerar filhos, malformação no desenvolvimento infantil 

também podem ser efeitos crônicos (INCA, 2019; ALOIZOU et al., 2020). 

    Os trabalhadores rurais são diretamente afetados com a exposição tanto aguda 

quanto crônica aos agroquímicos. E por este motivo, o uso de equipamentos de 

proteção individual (EPIs) é essencial para evitar os efeitos colaterais dessas 

substâncias na saúde dessa população. Todavia, dados afirmam que os agricultores 

não fazem uso desta proteção no ambiente de trabalho. É importante ressaltar 

também que tais efeitos colaterais não ficam contidos apenas nas pessoas que 

moram ou trabalham no campo. Os animais, o ar, o solo e as águas também são 
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afetados, bem como os alimentos que são vendidos para as cidades ainda podem 

reter resíduos químicos (CASSAL et al., 2014; YARPUZ-BOZDOGAN, 2018). 

    O agroquímico mais utilizado no Brasil e no mundo é o glifosato 

(organofosforado). Por não ser seletivo e possuir um amplo espectro de ação, está 

diretamente relacionado à impactos na saúde humana e no ambiente, ocasionando 

efeitos tóxicos em seres vivos de todos os níveis tróficos. A segurança no seu uso 

vem sendo rebatida internacionalmente por pesquisas que relacionam sua utilização 

com o aumento do risco de câncer e outras doenças (LIMA et al., 2021).  

    Desde os anos 2000 o Brasil vem sofrendo um aumento no consumo dessas 

substâncias e é o responsável por 20% da produção mundial. Posto isto, há um 

grande interesse quanto o desenvolvimento de produtos naturais que consigam 

realizar o controle de insetos-praga, sem causar a resistência de espécies, não 

agredindo os ecossistemas, bem como apresentarem-se seguros para os seres 

humanos e outros animais (BOMBARDI, 2017; HUPFFER et al., 2019).  

 

4.1.1 Tuta absoluta: uma relevante peste do tomateiro 

    T. absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) é uma espécie de inseto 

lepidóptero (traças) capaz de causar perdas de até 100% na produção do tomate. E 

por este motivo é uma das principais pragas do tomateiro (Solanum lycopersicum) 

no Brasil. O seu controle ainda tem sido realizado por meio de diversos inseticidas, 

como organofosforados e carbamatos, o que ocasiona efeitos prejudiciais no 

ambiente, resistência a dezenas de inseticidas pela espécie, além de elevar os 

custos da produção (SOUZA et al., 1983; CHERIF & VERHEGGEN, 2019). 

    Um fator que contribui para que o tomate seja um dos produtos mais 

contaminados por agroquímicos é a sua vulnerabilidade a insetos-praga (ANVISA, 

2007). Deste modo, a estratégia de manejo integrado de pragas (MIP), que utiliza 

métodos biológicos, físicos, bioquímicos e culturais, tem sido considerada uma das 

melhores opções para o controle da espécie até então. Além da proteção dos 

cultivos, o MIP promove melhorias na saúde pública (CHHETRI, 2018). Todavia, 

ainda não há uma solução definitiva para o controle da Tuta absoluta. 

    Estudos buscam alternativas para o controle da espécie, seja com extratos 

aquosos de plantas (controle químico) ou RNA de interferência (controle biológico). 

O estudo de Brunherotto e Vendramim (2001) analisou os efeitos de extratos 

aquosos de Melia azedarach L no desenvolvimento da Tuta absoluta. O estudo de 
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Vendramim e Thomazini (2001) avaliou a atividade de extratos aquosos de Trichilia 

pallida Swartz em duas cultivares de tomateiro no desenvolvimento deste inseto-

praga. Já Camargo e colaboradores (2016) analisaram o silenciamento gênico pelo 

RNA de interferência (RNAi) para o controle do inseto em tomateiro 

(BRUNHEROTTO & VENDRAMIM, 2001; VENDRAMIM & THOMAZINI, 2001; 

CAMARGO et al., 2016). 

    O ciclo biológico da Tuta absoluta tem duração dependente da temperatura e 

pode ocorrer em 64, 35, 23, 18 dias, nas temperaturas 15°C, 20°C, 25°C e 30°C, 

respectivamente (KRECHEMER & FOERSTER, 2015), e é sabido quatro estágios no 

seu desenvolvimento, que são ovo, lagarta, pupa e adulto (URBANEJA et al., 2007). 

 

 
 
Figura 1. Ciclo biológico da Tuta absoluta com seus quatro estágios de desenvolvimento 

(ovo, lagarta, pupa e adulto) e breve descrição dos danos causados pelas lagartas. Fonte: 

BALDO, 2020. 

 

    Após a eclosão dos ovos, ocorre a penetração no fruto, parênquima foliar ou ápice 

das hastes, e ficam entre 4 a 5 dias até se transformarem em lagartas (13 a 15 dias). 

Em seguida, ocorre a fase de pupa, em que o período de incubação ocorre entre 8 e 

10 dias, ficando principalmente no solo ou nas folhas. A última fase é a adulta em 
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que o ciclo das fêmeas tem duração entre 10 a 15 dias e dos machos de 6 a 7 dias 

(BALDO, 2020; FILHO et al., 2013). 

    A Tuta absoluta é um inseto com alta capacidade de dispersão pelo globo, já 

tendo sido encontrada em diversos países da América, Europa, África e Ásia. Além 

do tomateiro, pode ser encontrada em outras culturas, como a beringela (Solanum 

melongena), beterraba (Beta vulgaris), batata (Solanum tuberosum) e até mesmo no 

feijão (Phaseolus vulgaris) (BENTO, 2017; BALDO, 2020). 

    Em razão deste inseto representar um problema mundial sobre seu 

desenvolvimento em tomateiro, é necessária uma maior investigação com 

substâncias ativas produzidas por plantas, animais e microrganismos com potencial 

inseticida para combatê-lo (SINGH et al., 2016; CHHETRI, 2018). 

 

4.2 Cianobactérias 
As cianobactérias são microrganismos procariontes que realizam o processo de 

fotossíntese para obtenção de energia. Esses seres, pertencentes ao domínio 

Bacteria, são datados de 3,5 bilhões de anos, final do Éon arqueano, sendo 

considerados um dos primeiros seres vivos do planeta. Estão diretamente 

relacionadas ao primeiro grande evento de oxidação, do inglês the great oxidation 

event, (GOE), cujo fato ocasionou um significativo aumento dos níveis de oxigênio 

na atmosfera primitiva, e posterior desenvolvimento dos seres aeróbicos, alterando o 

curso da vida no planeta (CARMICHAEL, 1994; FOURNIER et al., 2021).  

O segundo grande evento de oxidação ocorreu na era Neoproterozoica (evento 

de oxidação neoproterozoico, do inglês neoproterozoic oxidation event (NOE), e a 

crise de poluição ocasionada por esse aumento de oxigênio na atmosfera há 

milhões de anos foi designada “o holocausto do oxigênio” (MARGULIS & SAGAN, 

1986; SÁNCHEZ-BARACALDO & CARDONA, 2020). 

Estes microrganismos contribuíram significativamente com a retirada do gás 

carbônico da atmosfera e o desenvolvimento da camada de ozônio. Esse 

acontecimento trouxe como consequências a diminuição do efeito estufa daquele 

período, a morte da maioria dos seres anaeróbios estritos, e decorrente surgimento 

de seres complexos como plantas, fungos e animais (SCHIRRMEISTER et al., 2013; 

SCHIRRMEISTER et al., 2015). 

Além disso, a hipótese mais aceita é de que a vida iniciou nos oceanos, e as 

cianobactérias deixaram importantes pistas através dos estromatólitos, formações de 
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rochas semelhantes a tapetes que foram preservadas por bilhões de anos. Essas 

formações ocorrem devido a sucessivas precipitações de carbonato quando 

comunidades de cianobactérias morrem, e outras se formam por cima das mais 

antigas. Em outras palavras, os estromatólitos são indicadores dessas interações 

com esses microorganismos (BOSAK et al., 2013; HEARD et al., 2022). 

É provável que a capacidade dos eucariotos superiores de realizarem 

fotossíntese deu-se por meio de um evento endossimbiótico, ou seja, processo de 

englobamento de ancestrais de cianobactérias semelhantes a cloroplastos, 

habilitando os eucariotos superiores para a fotossíntese após muitas gerações 

evolutivas (MARGULIS & SAGAN, 1986). Estudos mostram que um eucarioto 

completo foi o hospedeiro para o ancestral de cianobactérias, e o sequenciamento 

do DNA foi essencial para o entendimento da evolução desses microrganismos 

unicelulares (ZABLEN et al., 1975; BONEN & DOOLITTLE, 1975; BONEN & 

DOOLITTLE, 1976).  

Já a origem da fotossíntese em cianobactérias ainda é um tópico desafiador para 

os pesquisadores, pois as linhagens bacterianas que deram início ao processo já 

não existem mais. Há evidências que os primeiros modelos de fotossíntese já 

ocorriam durante todo o Éon arqueano, ou seja, antes dos primeiros registros fósseis 

das cianobactérias. É sabido que a diversidade de cianobactérias, dentre elas, a que 

originou os cloroplastos, surgiu após o grande evento de oxidação. Mais estudos 

sobre a evolução genômica são necessários para a determinação das características 

dos primeiros centros de reação fotoquímicos para que seja feito a reconstrução das 

sequências ancestrais (SÁNCHEZ-BARACALDO & CARDONA, 2020). 

Em relação à citologia, sua organização é simples, do tipo procarionte. Não 

possuem núcleo, organelas e nem flagelos. Entretanto, possuem um envoltório de 

mucilagem, responsável por proteger a célula do meio externo e captar nutrientes. 

Possuem parede celular que tem a capacidade de corar-se como bactérias gram-

negativas, formada por quatro camadas (duas de polissacarídeos, uma de 

peptidoglicano (mureína), e uma de citoplasma exterior à membrana celular) 

(REVIERS, 2018). 

Possuem ainda uma membrana plasmática onde encontram-se os tilacóides, que 

são estruturas em que pigmentos fotossintéticos (clorofila-a e ficobilinas, por 

exemplo) estão inseridos. As cianobactérias possuem uma característica peculiar de 

realizar tanto o processo de fotossíntese quanto a respiração celular no mesmo 
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compartimento (tilacóides), que possui as cadeias transportadoras de elétrons 

fotossintéticos e também respiratórios. Em seu citoplasma, encontram-se 

basicamente ribossomos e alguns outros pigmentos dispersos, e possuem 

nucleotídeos serpentados, onde está localizado o material genético (VERMAAS, 

2001; GROSSMAN, 2003).  

Em algumas espécies, os plasmídeos podem ser encontrados, que são 

estruturas de DNA circular, replicando-se de forma autônoma. Os plasmídeos 

possuem genes envolvidos em processos importantes relacionados à adaptação e 

resistência da célula ao meio externo, como por exemplo, reparo do DNA, 

termotolerância, biossíntese de cisteína (aminoácido essencial), e até mesmo 

resistência à intoxicação por metais pesados (Cassier-Chauvat et al., 2021; 

Goodchild-Michelman et al., 2023). A tecnologia de DNA recombinante vem sendo 

utilizada para diversas aplicações dos plasmídeos na indústria e na agricultura. 

Além disso, possuem estruturas celulares diferenciadas, como os heterócitos, 

capazes de realizar a fixação de nitrogênio. Possuem também acinetos, que são 

formados quando estas sofrem estresse devido a mudanças não favoráveis do meio 

externo. Temos também os ficobilissomos, estruturas aderidas aos tilacóides que 

coletam a energia luminosa, e finalmente os carboxissomos, importantes no ciclo de 

Calvin para fixação do carbono (CHONUDOMKUL et al., 2004; RAJANIEMI et al., 

2005). 
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Figura 2. Estrutura celular simplificada de cianobactéria. Membrana externa (1), Camada de 

peptidoglicano (2), Membrana plasmática (3), Tilacóides (4), Ficobilissomos (5), Ribossomos 

(6), Proteína Rubisco (7), Carboxissomo (8), DNA circular (9) – Elaborada pela autora e 

colaboradores (2023). Adaptada de SMARDA et al., 2002; KOMÁREK, 2008. 

 

Estes microorganismos fazem parte de um grupo muito variado, podendo viver 

de forma filamentosa, em colônias ou manifestando-se de modo unicelular (RIPPKA 

et al., 1979). Sua reprodução ocorre de modo assexuado por divisão binária ou 

esporos. Pode ocorrer ainda uma fragmentação em espécies filamentosas, 

resultando em descendentes idênticos geneticamente, denominados homogônios 

(STANIER & COHEN-BARIZE, 1977; REVIERS, 2018). 

Muitas espécies de cianobactérias são extremófilas, ou seja, conseguem habitar 

os mais diversos ecossistemas em condições geoquímicas consideradas hostis por 

outros seres vivos, por possuírem estruturas celulares e mecanismos de adaptação 

especiais. Há aquelas que são psicrófilas (reproduzindo-se à baixas temperaturas), 

as termófilas (altas temperaturas), e as halófilas (sobrevivendo em altas 

concentrações de sal). Em relação ao pH do meio, podem ser neutrófilas, alcalifílicas 

ou acidófilas. Ainda há aquelas que são resistentes à radiação e outras que são 
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tolerantes à exposição de metais pesados (MANDAL & RATH, 2014). Desta 

maneira, temos alguns fatores que influenciam seu desenvolvimento, são eles: a luz, 

o pH, a temperatura e quantidade de gases dissolvidos no meio (oxigênio, 

nitrogênio, dióxido de carbono e fósforo). 

Este conhecimento abriu margem para estudos com esses microrganismos em 

um ramo da ciência conhecido como Astrobiologia, que estuda entre muitos tópicos, 

a possibilidade de existência de vida fora da Terra, baseando-se em bioassinaturas 

ou marcadores químicos da vida (água e moléculas orgânicas, por exemplo), e 

também simulando ambientes extraterrestres com estes seres vivos. Um exemplo 

disto é a recente descoberta de uma espécie extremófila de cianobactéria que 

consegue viver em ambientes com uma quantidade de luz muito reduzida, sendo 

possível a hipótese de vida em exoplanetas (planetas fora do Sistema Solar) 

orbitados por estrelas que emitem muito menos radiação que o sol, assim como 

estudos que objetivam utilizar cianobactérias para a produção de biocombustível na 

exploração espacial, sobretudo na ida à Marte (PAULINO-LIMA & LAGE, 2010; 

KRUYER et al., 2021; CLAUDI et al., 2021).  

As cianobactérias são capazes de produzir muitos metabólitos secundários, 

divididos em classes químicas, são eles: peptídeos (maioria), seguido por alcalóides, 

então os policetídeos, alcanos, terpenoides, entre outros. Tais metabólitos podem 

ser tóxicos ou não, sendo os que apresentam toxicidade nomeados cianotoxinas 

(GADEMANN & PORTMANN, 2008; CHLIPALA et al., 2011).  

Destarte, tais metabólitos possuem potencial para diversas aplicações em áreas 

biotecnológicas, como a agricultura, tratamento de rejeitos e até mesmo nutrição, 

representando uma alternativa mais ambientalmente correta na produção industrial 

(SOUZA, 2018). 

Apesar de muitas aplicações possíveis, as cianobactérias são motivo de 

preocupação mundial, e são monitoradas em corpos de água devido as toxinas que 

produzem. As florações (do inglês blooms), como é chamada a reprodução sem 

controle desses microrganismos resultando em manchas visíveis na água, são 

ocasionadas devido ao aumento de nutrientes, como nitrogênio e fósforo, oriundos 

principalmente de efluentes, resultando em eutrofização. Outro fator contribuinte 

para essas florações está no aumento da temperatura global e consequente 

aquecimento das águas (RODRIGUES et al., 2021). 
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É importante ressaltar que as florações não representam um risco somente 

pelas cianotoxinas, mas também por causarem o esgotamento do oxigênio da água, 

ocasionando a morte dos seres que dependem dele, bem como colocam em risco a 

qualidade da água e comprometem a segurança desta para quem as consome, 

como seres humanos e outros animais. Tais riscos são potencializados quando as 

cianobactérias produtoras de cianotoxinas ficam expostas a outros componentes 

adicionais como agroquímicos, metais na água e até mesmo microplásticos 

(METCALF & CODD, 2020; CHORUS & WELKER, 2021). 

Em 1996, um caso grave de intoxicação por cianotoxinas ocorreu em Caruaru 

(PE), após o atendimento de pacientes em hemodiálise. Foram 131 pacientes 

atendidos, todos apresentando sintomas como enjoos e desordens visuais, dos 

quais 100 sofreram insuficiência hepática aguda, e 76 foram a óbito. Após análises 

de água provenientes da clínica e soro dos pacientes, concluiu-se que houve 

contaminação por dois tipos de cianotoxinas, sendo a concentração encontrada na 

água, quase vinte vezes o nível permitido pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS) (CARMICHAEL et al., 2001).  

Posto isto, o monitoramento das Florações de Algas Cianobacteriais Nocivas 

(sigla em inglês, CyanoHABs) por órgãos competentes é necessário. A partir deste 

trabalho é possível elaborar planos de ações, realizar o controle e remediação nas 

áreas afetadas, fazer a identificação das espécies e das possíveis toxinas 

produzidas por estes microrganismos (CARMICHAEL, 2012; BRÊDA-ALVES et al., 

2021).  

Dado o exposto, pode-se afirmar que as cianobactérias são seres de grande 

relevância ecológica na Terra. Foram um dos primeiros produtores primários 

existentes, e são as principais responsáveis por fornecerem nitrogênio aos oceanos, 

sendo a base da cadeia alimentar para esses ecossistemas. Elas ainda servem de 

fonte de suplementação alimentar, como a Spirulina sp., bem como são estudadas 

na produção de bioenergia (biodiesel), represando uma alternativa sustentável. Seus 

metabólitos secundários são um potencial para o desenvolvimento de inseticidas e 

herbicidas bem como o representam uma fonte para a descoberta de novos 

medicamentos. Explorar o potencial desses microrganismos é de suma importância 

para o desenvolvimento científico e também de toda a sociedade (MANDAL & 

RATH, 2014; FARROKH et al., 2019; ALAGAWANY et al., 2021).  
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     4.2.1 Identificação de espécies: Sphaerospermopsis torques- reginae 

    A espécie Sphaerospermopsis torques-reginae (ITEP-024), produtora de GNT, 

passou por algumas reclassificações taxonômicas: inicialmente foi inserida por 

critérios morfológicos no gênero Anabaena spp., por possuir “tricomas torcidos com 

acinetos esféricos adjacentes aos heterócitos”, segundo Werner et al., (2012). Após 

análises moleculares, todas as espécies deste gênero foram deslocadas para outro 

gênero, Dolichospermum spp. Sua última reclassificação para o gênero 

Sphaerospermopsis spp. ocorreu em razão de uma caracterização polifásica com 

duas cepas (ITEP-024 e ITEP-026). Foi somente através da análise filogenética e da 

técnica de sequenciamento do RNA ribossomal (16S rRNA) que pode haver tal 

afirmação (WERNER et al., 2012). 

    Entretanto, a discussão acerca da classificação da espécie Sphaerospermopsis 

torques-reginae não chegou ao fim. Cirés e Ballot (2016) questionam a inclusão da 

espécie no atual gênero, já que ela está mais próxima da espécie 

Cylindrospermopsis raciborskii filogeneticamente do que do gênero 

Sphaerospermopsis spp. (CIRÉS & BALLOT, 2016). Deste modo, nota-se que a 

classificação de espécies de cianobactérias é algo que está sendo constantemente 

discutido e avaliado, pois através do sequenciamento genético é possível comparar 

as espécies analisadas com bases de dados, como o GeneBank, e assim realizar a 

análise (SHIELS et al., 2019; SALMASO et al., 2022). 

 

 
Figura 3. Árvore filogenética da espécie Sphaerospermopsis torques-reginae (ITEP-024) 

feita pela comparação entre gêneros de cianobactérias alinhada a partir de sequências de 

nucleotídeos de agrupamentos gênicos da anabenopeptina. Fonte: LIMA et al., 2017. 
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    É válido ressaltar que a nomenclatura das cianotoxinas está diretamente 

relacionada ao gênero de cianobactéria que foi descoberta a estrutura química, 

como por exemplo, anatoxina-a(s) (atual guanitoxina) foi dado em razão ao gênero 

Anabaena spp.. Deste modo, tem-se discutido uma nomenclatura baseada nos 

grupos químicos encontrados nas toxinas, e não mais no gênero. Por este motivo, a 

mudança de anatoxina-a(s) para guanitoxina (grupo guanido presente na estrutura 

química) ocorreu (FIORE et al., 2020). 

    Primeiramente identificada como Anabaena torques-reginae em ambientes 

eutrofizados em Cuba a partir de florações (KOMÁREK, 1984), a espécie 

Sphaerospermopsis torques-reginae já foi localizada em países da América do Sul, 

como Colômbia e Argentina, e até mesmo no Brasil. Sua primeira coleta e 

identificação no país foi realizada no estado de Pernambuco, no reservatório 

Tapacurá, em Recife. Molica et al., (2005) identificaram a espécie pela primeira vez 

no Instituto de Tecnologia de Pernambuco (ITEP), em que as cepas ITEP-024, ITEP-

025 e ITEP-026 receberam as denominações. Entretanto, um equívoco na 

identificação da espécie ocorreu, e as cepas foram inicialmente identificadas como 

Anabaena spiroides, sendo corrigido somente mais tarde (MOLICA et al., 2005; 

WERNER et al., 2012). 

    A espécie é produtora de metabólitos secundários como as micosporinas (MAAs), 

e alguns peptídeos como as anabenopeptinas, spumiginas e namalides. Um estudo 

de Geraldes et al., (2020) demonstrou pela primeira vez que a espécie é produtora 

de micosporina-glicina-alanina (MGA), sendo a primeira cianobactéria a ser 

identificada com essa produção (GERALDES et al., 2020). Além disso, estudos 

demonstraram a identificação da produção de guanitoxina pela espécie através de 

cromatografia líquida de alta eficiência, acoplada a diferentes detectores (DÖRR et 

al., 2010; RODRIGUEZ et al., 2012; FERNANDES et al., 2020).  

    Sanz et al., (2015) reportaram pela primeira vez a produção de quatro novos 

congêneres de spumigina pela espécie. Outro estudo de Sanz et al., (2017) 

identificou a produção de namalides B e C, bem como a produção de spumigina K-N 

pela mesma cepa. Lima et al., (2017) identificaram os agrupamentos dos genes 

relacionados à família spumigina e anabenopeptinas na cepa ITEP-024 (SANZ et al., 

2015; SANZ et al., 2017; LIMA et al., 2017). 

    Vale evidenciar que a espécie Sphaerospermopsis torques-reginae não é a única 

produtora de guanitoxina (GNT), também temos algumas espécies do gênero 
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Dolichospermum spp. (D. flos aquae, D. lemmermannii, D. spiroides, D. crassa) que 

produzem esta cianotoxina (KAAS & HENRIKSEN, 2000; MONSERRAT et al., 2001; 

BECKER et al., 2010; METCALF et al., 2018), bem como os gêneros 

Aphanizomenon sp. e Cuspidothrix sp. são potenciais produtores desta neurotoxina 

(LIMA et al., 2022). 

    Sphaerospermopsis torques-reginae é uma espécie importante quanto o 

monitoramento de corpos de água por formar florações e produzir GNT, toxina muito 

polar capaz de causar efeitos muscarínicos como salivação excessiva e 

incontinência urinária, bem como efeitos nicotínicos como paralização dos músculos 

respiratórios em mamíferos (Figura 2) (MAHMOOD et al., 1988; COOK et al., 1991). 

Há poucos trabalhos na literatura sobre os metabólitos que a espécie produz, bem 

como há um baixo monitoramento da produção de GNT em comparação a outras 

cianotoxinas, por este motivo, é necessária uma maior investigação. 

 

 
 

Figura 4. Morfologia da espécie Sphaerospermopsis torques-reginae. Fonte: WERNER et 

al., 2012.  

 

4.3 Cianotoxinas 
    Um dos principais metabólitos secundários produzidos pelas cianobactérias são 

as cianotoxinas, compostos químicos capazes de ocasionar efeitos adversos em 

muitos organismos, inclusive em animais. E apesar da elucidação da estrutura 

química de muitas cianotoxinas já ter sido bem estudada, suas funções fisiológicas 
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ainda não foram totalmente compreendidas (KAEBERNICK & NEILAN, 2001; 

CHORUS & WELKER, 2021). 

    De acordo com o mecanismo de ação, as cianotoxinas podem ser classificadas 

em: neurotóxicas (compostos químicos de ação rápida no sistema nervoso, 

causando seu mal funcionamento, como a anatoxina-a, homoanatoxina-a, 

saxitoxinas e a guanitoxina), dermatotóxicas (substâncias que reagem com proteínas 

da pele, causando irritações primárias ou penetrando na corrente sanguínea, e 

causando até gastroenterite, como as toxinas lipopolissacarídicas - LPSs), 

hepatotóxicas (compostos que causam danos no fígado, como as microcistinas e 

nodularinas), e finalmente as citotóxicas (substâncias capazes de causar dano 

celular ou impedir sua proliferação, como a cilindrospermopsina) (VAN 

APELDOORN et al., 2007; BORTOLI & PINTO, 2015). 

    De acordo com as classes químicas, podem ser peptídeos cíclicos (que são 

provenientes da ligação de dois ou mais aminoácidos, como a microcistina e a 

nodularina), alcalóides (que são aminas cíclicas, como a guanitoxina, anatoxina-a, 

homoanatoxina-a, cilindrospermopsina e saxitoxinas), terpenoides (grupo mais 

diverso), entre outros (TILLETT et al., 2000; NICHOLSON & BURCH, 2001; VAN 

APELDOORN et al., 2007; BORTOLI & PINTO, 2015; LUDWICZUK et al., 2017).  

    Ainda são desconhecidos todos os mecanismos bioquímicos de produção das 

cianotoxinas. Todavia, estudos mostram que fatores ambientais afetam tal produção, 

como pH do meio, luz solar e quantidade de nutrientes absorvidos por estes 

microrganismos. (CARMICHAEL, 1996; RASTOGI et al., 2014).  

    Embora as cianobactérias estejam distribuídas em praticamente todos os 

ecossistemas do planeta e serem consideradas um dos primeiros seres vivos 

existentes, é desconhecido a primeira ocorrência de intoxicação em humanos. 

Todavia, há possíveis relatos de florações de fitoplâncton em documentos como a 

Bíblia Sagrada dos Cristãos, referente à primeira praga do Egito, em que as águas 

do rio ganharam coloração avermelhada, fenômeno conhecido como maré vermelha 

(CARMICHAEL, 1992, VALENZUELA et al., 2011; BÍBLIA, 2022). 

    Os casos de intoxicação por cianotoxinas tiveram um aumento a partir dos anos 

2000, considerando o número de publicações sobre tais toxinas, o que mostra um 

maior interesse nessas análises toxicológicas. Um estudo revelou que de 1118 

registros das mais citadas cianotoxinas em 66 países, as microcistinas foram as que 

tiveram um maior número, seguidas da cilindrospermopsina, anatoxinas, saxitoxinas, 
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e finalmente as nodularinas (casos mais raros). Em relação à distribuição de casos 

por continentes, o maior registro de envenenamento por cianotoxinas foi na América 

do Norte e América Central, seguido de Austrália e Nova Zelândia, sendo o menor 

número de registros feitos na Ásia e América do Sul (SVIRČEV et al., 2019). 

    Considerando que muitas cianobactérias produzem toxinas que podem afetar a 

saúde humana e de outros animais, e levando em consideração o aumento do nível 

de poluição em corpos de água devido a descarga de efluentes, são necessários 

cada vez mais investimentos para que as agências de inspeção e pesquisadores 

consigam identificá-las no ambiente através de testes padronizados (CARMICHAEL, 

1996; RODRIGUES et al., 2021). 

 

4.4 Guanitoxina  
    A guanitoxina (GNT) é um alcaloide, classificado como neurotoxina por seu 

mecanismo de ação, sendo uma molécula polar, de baixo peso molecular (252.211 

g/mol) e instável em soluções básicas (Figura 3) (HARADA et al., 1991; ONODERA 

et al., 1997; FERNANDES et al., 2020).  

    A produção desta cianotoxina foi primeiramente observada na espécie Anabaena 

flos aquae (atual Dolichospermum flos aquae) em um lago no Canadá, em 1965. 

Carmichael e Gorham (1978) a nomearam anatoxina-a(s) em razão do gênero em 

que foi descoberta, Anabaena spp., bem como por apresentar mesma dose letal e 

tempo de sobrevida que a anatoxina-a em animais testados, com o diferencial de 

causar severa salivação (por isso a letra “s” ao final do nome) (CARMICHAEL & 

GORHAM, 1978). 

    O nome da cianotoxina foi alterado para guanitoxina por esta molécula apresentar 

o grupo guanidino em sua estrutura (FIORE et al., 2020). Esta proposta de 

classificação para a GNT é a mais adequada, pois baseia-se na estrutura química da 

molécula. 
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Figura 5. Estrutura química da molécula de GNT destacando o grupo guanidino (de azul) e o 

grupo fosfato (de vermelho), de acordo com Fiore et al., 2020; ChemSpider, 2023. – Imagem 

elaborada pela autora e colaboradores (2023).  

 

    Desde a primeira espécie de cianobactéria produtora de GNT descoberta, muitas 

outras espécies já foram identificadas essa produção, como a Dolichospermum 

lemmermannii, Dolichospermum spiroides, Sphaerospermopsis torques-reginae e 

Dolichospermum crassa (HENRIKSEN et al., 1997; MONSERRAT et al., 2001; 

MOLICA et al., 2005; BECKER et al., 2010). Os gêneros Aphanizomenon sp. e 

Cuspidothrix sp. São potenciais produtores de guanitoxina, de acordo com trabalho 

realizado por LIMA e colaboradores (2022), identificado através da bioinformática 

pela análise genética. 

    Do mesmo modo, muitos países do mundo já identificaram cepas produtoras de 

GNT de diversas espécies em lagos, rios e reservatórios, dentre eles, Canadá, 

Estados Unidos, Dinamarca, Suécia, Brasil, Nigéria e Catar (CARMICHAEL & 

GORHAM, 1978; MAHMOOD et al., 1988; HENRIKSEN et al., 1997; WILLÉN & 

MATTSSON, 1997; MONSERRAT et al., 2001; ODOKUMA & ISIRIMA, 2007; 

METCALF et al., 2012). 
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    Estudos mostram que a molécula de guanitoxina apresenta atividade inibitória da 

acetilcolinesterase (AChE) de modo irreversível (MAHMOOD & CARMICHAEL, 

1986; COOK, W. O. et al., 1989b; COOK et al., 1991), em outras palavras, a GNT 

impede o funcionamento adequado desta enzima, fazendo com que ela não degrade 

a acetilcolina (ACh), neurotransmissor importante nos impulsos nervosos. Com isso, 

a ACh se acumula na junção neuromuscular, implicando em uma hiperestimulação 

colinérgica (como mostra os esquemas 1 e 2 da figura 4) (SILVA, 2012; SANTOS, 

2020).  

 

 
Figura 6. O esquema 1 refere-se ao mecanismo de degradação fisiológico da acetilcolina 

pela enzima acetilcolinesterase resultando em 1 molécula de colina e 1 molécula de ácido 

acético. O esquema 2 refere-se ao mecanismo de ação da guanitoxina ligando-se à enzima 

acetilcolinesterase de modo irreversível. Como resultado há um acúmulo de acetilcolina na 

junção neuromuscular, desencadeando uma síndrome colinérgica. O radical “R” refere-se ao 

grupo guanido presente na GNT. De acordo com Santos et al., 2020; Mahmood & 

Carmichael, 1986 – Imagem elaborada pela autora (2023). 

 

    Os sinais clínicos observados em animais são aqueles de efeitos muscarínicos e 

nicotínicos (síndrome colinérgica). Os efeitos muscarínicos são aqueles que 

resultam de uma alta atividade do sistema nervoso parassimpático. Os observados 

nos animais que foram intoxicados ou foram administrados GNT, são: salivação, 

lacrimejamento, incontinência urinária, defecação e desconforto respiratório. Já os 
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efeitos nicotínicos são aqueles que resultam de uma hiperatividade do sistema 

nervoso simpático. Os observados em animais que ingeriram ou foram 

administrados GNT, são: fasciculações, paralisia dos músculos respiratórios e 

taquicardia (COSTA, 1988, MAHMOOD et al., 1988; KAAS & HENRIKSEN, 2000; 

RODRIGUEZ et al., 2012).  

    O mecanismo de ação observado na GNT é característico de organofosforados e 

carbamatos, inseticidas mais utilizados no mundo. Por ser o único organofosforado 

natural conhecido, a molécula de GNT possui um grande potencial biotecnológico e 

no desenvolvimento de novos medicamentos (RODRIGUEZ, 2006; SILVA, 2012). 

Um estudo de Cook et al., (1990) sugeriu que a GNT não é capaz de atravessar a 

barreira hematoencefálica (BHE) (COOK et al., 1990), bem como a neostigmina, 

medicamento utilizado no tratamento de miastenia gravis (SCIACCA et al., 2018), 

configurando um potencial fármaco para essa condição. 

    Em relação ao tratamento em casos de intoxicação, a atropina é a droga mais 

utilizada para controle dos efeitos muscarínicos. Já para uma síndrome colinérgica, 

além da administração da atropina, é necessário fármacos que reativem a enzima 

acetilcolinesterase, como a obidoxima e a pralidoxima (2-PAM) (FOSSIER et al., 

1983; SANTOS, 2009; SAVALL et al., 2018). Alguns estudos testaram diferentes 

drogas em animais para efeito de comparação com a GNT, como é o caso dos 

fármacos fisostigmina, piridostigmina e neostigmina (inibidores da 

acetilcolinesterase) e também dos inseticidas paraoxon, diclorvos e carbaryl. Os 

fármacos utilizados para reverter o efeito da GNT nos animais foram a atropina, 

pralidoxima (2-PAM) e TMB4, como mostrado na tabela 1 (MAHMOOH & 

CARMICHAEL, 1986; COOK et al., 1988; HYDE & CARMICHAEL, 1991; PARRIS et 

al., 2000). 
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Tabela 1. Drogas administradas em animais para comparação ou tratamento da guanitoxina, 

de acordo com seu efeito.                                                                                           (continua) 

Drogas 
testadas 

 Classificação Efeito Animais 
testados 

Autores 
 

Fisostigmina Inibidor 

reversível da 

AcHE 

Parassimpatico

mimético 

Ratos Cook et al 
(1988); Hyde 
& Carmichael 

(1991) 
 

Piridostigmina Inibidor 

reversível da 

AcHE 

Parassimpatico

mimético 

Ratos Cook et al 
(1988); Cook 
et al (1991) 

 

Neostigmina Inibidor 

reversível da 

AcHE 

Parassimpatico

mimético 

Camundongos 

e ratos; 

peixes; 

baratas 

Mahmood & 
Carmichael 

(1986); 
Metcalf 
(2018); 

Santos et al 
(2019) 

 
Paraoxon Inseticida 

organofosforado 

Parassimpatico

mimético 

Ratos Cook et al 
(1988); Cook 
et al (1989b); 

Cook et al 
(1991) 

 
Diclorvos Inseticida 

organofosforado 

Parassimpatico

mimético 

Tecido 

cerebral de 

Peixes e 

atividade 

enzimática de 

caranguejo 

 

Parris et al 
(2000) 
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Tabela 1. Drogas administradas em animais para comparação ou tratamento da guanitoxina, 

de acordo com seus efeitos.                                                                                    (conclusão) 

Drogas 
testadas 

Classificação 
das drogas 

Efeitos das 
drogas 

Animais 
testados 

Autores 
 

 
Carbaryl Inseticida 

carmabato 

Parassimpatico

mimético 

Tecido cerebral 

de Peixes e 

atividade 

enzimática de 

caranguejo 

 

Parris et al 
(2000) 

 
 
 

 

Atropina Antagonista 

muscarínico 

Parassimpatolíti

co 

Ratos, patos, 

porcos, boi 

Mahmood & 
Carmichael 

(1986); Cook 
et al (1989a); 

Cook et al 
(1990); Hyde 
& Carrnichael 

(1991) 
 

 
Pralidoxima (2-

PAM) 

Oxima Reativação da 

AcHE 

Ratos Hyde & 
Carmichael 

(1991) 
 
 

TMB4 Oxima Reativação da 

AcHE 

Ratos Hyde & 
Carmichael 

(1991) 
 

Legenda: As drogas fisostigmina, piridostigmina e neostigmina, bem como os inseticidas 

paraoxon, diclorvos e carbaryl foram testados em razão dos seus efeitos 

parassimpaticomiméticos em comparação com a molécula de GNT. Já os fármacos 

atropina, pralidoxima e TMB4 foram utilizados devido seu efeito reverso na síndrome 

colinérgica no tratamento de intoxicação por GNT. 

 

    É válido ressaltar que a GNT apresentou capacidade inibitória e irreversibilidade 

da inibição das colinesterases tão quanto o paraoxon, que é um dos 

organofosforados sintéticos mais potentes disponíveis (COOK et al., 1991). Além 

disso, estudos revelaram que ratos testados com GNT apresentaram efeitos clínicos 
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iguais ou por maior tempo do que aqueles testados com paraoxon, salicilato de 

fisostigmina, brometo de piridostigmina (COOK et al., 1988; COOK et al., 1991). 

    Estudos mostraram que a dose letal de GNT em ratos é de aproximadamente 60 

mg/kg e a dose letal mediana (LD50) fica entre 40-60 µg/kg. O tempo de vida nos 

animais testados variou entre 4 minutos até 1 hora (CARMICHAEL & GORHAM, 

1978; MAHMOOD & CARMICHAEL, 1986). 

        Sobre a biossíntese da GNT, o estudo de Moore et al., (1992), foi o primeiro a 

descrever a origem dos carbonos da molécula, que foram derivados da L-arginina. 

Em seguida, o estudo de Hemscheidt et al., (1995), diferenciou possíveis 

mecanismos de biossíntese da GNT, em que a (2S,4S)-4=Hidroxiarginina é um 

intermediário oriundo da L-arginina. Ambos estudos realizaram seus achados 

através da técnica analítica de HPLC. Moura e Pinto., (2010) realizaram um estudo 

por Ressonância Magnética Nuclear (RMN) para estabelecer a rota para a síntese 

da cadeia alquila que está presente nas anatoxinas, além disso objetivaram 

desenvolver uma síntese de um 2,3-diaminoácido que pode ser um potencial 

intermediário na síntese da guanitoxina (MOORE et al., 1992; HEMSCHEIDT et al., 

1995; MOURA & PINTO, 2010).  

    O estudo de LIMA et al., (2022) descreveu tanto o conjunto de genes relacionados 

com a biossíntese da GNT quanto a via metabólica em nove etapas detalhadas a 

partir da L-arginina. Este trabalho abre caminhos para o monitoramento de genes 

biossintéticos e ambientais, bem como a detecção da GNT em escala global (LIMA 

et al., 2022). 

    Ainda não há um teste de padrão analítico para a detecção da molécula de GNT. 

Os estudos mais recentes confirmam sua presença nas amostras através de 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE ou HPLC, no inglês) acoplada ao 

espectrômetro de massa (SANTOS et al., 2019; FERNANDES et al., 2021; PASSOS 

et al., 2022). 

    Outros estudos buscaram indícios da GNT em florações de cianobactérias através 

de testes não específicos, como o ensaio colorimétrico in vitro da acetilcolinesterase 

(AChE) e também através de bioensaios em animais (YUNES et al., 2003; BECKER 

et al., 2010; CHATZIEFTHIMIOU et al., 2014). Todavia, não se pode confirmar a 

presença da molécula através destes últimos em razão de serem testes indiretos, ou 

seja, baseiam-se nos sintomas manifestados dos organismos testados ou na inibição 

da AChE. 
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    De todas as cianotoxinas de água doce, a guanitoxina é a mais potente, 

entretanto a menos monitorada. É necessário o estabelecimento de um padrão ouro 

para sua detecção em amostras para que agências de vigilância sanitária e grupos 

de pesquisa independentes possam identificá-la com mais facilidade, e assim 

estabelecer protocolos de segurança nas áreas contaminadas, visando a prevenção 

de florações e mantendo a qualidade da água a níveis considerados seguros para 

consumo (FIORE et al., 2020; BRÊDA-ALVES et al., 2021).  

 

4.5 Métodos de detecção 
A microscopia ótica não é capaz de diferenciar populações produtoras ou não 

produtoras de cianotoxinas que habitam o mesmo ambiente. E mesmo os métodos 

mais inovadores utilizados não são capazes de identificar todas as variantes de 

cianotoxinas. Esses desafios dificultam o monitoramento destas toxinas na água e 

implicam o seu controle de qualidade. Há diversos métodos de detecção de 

cianotoxinas: os ensaios biológicos, biosensores, métodos analíticos e métodos 

moleculares, diferenciando-se principalmente na sensibilidade da técnica (KAUSHIK 

& BALASUBRAMANIAN, 2013; SANSEVERINO et al., 2017). 

    Os ensaios biológicos baseiam-se nos efeitos fisiológicos e tóxicos dos 

organismos ou tecidos testados, proporcionando uma triagem fácil e rápida. Em 

relação às microcistinas, cianotoxinas mais comumente detectadas, esse tipo de 

detecção ainda pode ser classificado em três categorias. Há os bioensaios com o 

organismo vivo, geralmente realizado em camundongos, em que o extrato da toxina 

é administrado intraperitonealmente no animal, sendo o teste considerado 

qualitativo, sem fornecer a confirmação da toxina (KAUSHIK & 

BALASUBRAMANIAN, 2013; GAGET et al., 2017). 

    Há também os ensaios bioquímicos, que se baseiam na inibição de enzimas 

essenciais no tecido do organismo testado, servindo como medida da concentração 

das toxinas analisadas. Uma desvantagem do método, apesar de sensível, é que 

essas proteínas não estão disponíveis à comercialização, o que torna sua 

preparação muito complexa e de alto custo. É válido ressaltar que o ensaio 

colorimétrico da proteína fosfatase, tipo de ensaio bioquímico, correlaciona-se muito 

bem com a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), gerando um ensaio com 

grande sensibilidade (CODD et al., 2001; MOREIRA et al., 2014). 
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    Finalmente há os ensaios imunológicos (testes bioquímicos que medem a 

concentração de uma substância em uma amostra a partir da reação de anticorpos). 

Esses ensaios foram importantes principalmente no que diz respeito a detecção de 

cianotoxinas em amostras ambientais, sendo padrão pela OMS na detecção de 

microcistinas. Como exemplo de ensaios imunológicos temos ELISA e cromatografia 

de imunoafinidade (NICHOLSON & BURCH, 2001; BORTOLI, 2011). 

    Além dos ensaios biológicos mencionados, há a tecnologia baseada em 

biosensores que foi desenvolvida com o intuito de realizar uma triagem rápida para 

detecção de cianotoxinas. Essa tecnologia pode ser associada a um imunossensor. 

Devic et al., (2002) desenvolveram um sensor amperométrico contendo enzimas 

mutantes de acetilcolinesterase para aumentar a sensibilidade de detecção da 

guanitoxina, chegando a níveis abaixo de nanomol por litro (nmol/L) (DEVIC et al., 

2002; CUNHA et al., 2018; VOGIAZI et al., 2019). 

    Outros métodos diretos para detecção de cianotoxinas são os métodos analíticos, 

que realizam a detecção de grupos funcionais presentes nas estruturas das 

cianotoxinas através de propriedades físico-químicas. Há muitas técnicas, todavia as 

mais utilizadas são: os métodos analíticos de separação (cromatografia e 

eletroforese), métodos de detecção (UV, Fluorescência e espectrometria de massa) 

e espectrometria de massa por ionização com dessorção à laser assistido por matriz 

e analisador de tempo de Voo (MALDI-TOF-MS, do inglês Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry) (KAUSHIK & 

BALASUBRAMANIAN, 2013; AL-SAMMAK et al., 2013). 

    Dentre os métodos analíticos utilizados, a cromatografia líquida de alta eficiência 

associada a espectrometria de massa (HPLC-MS) foi capaz de reduzir o limite de 

detecção da análise em aproximadamente 5 vezes, aumentando sua sensibilidade. 

Esse método foi inicialmente realizado para o estudo de saxitoxinas em mariscos, 

todavia tem sido utilizado na avaliação de outras cianotoxinas (BARBOSA, 2009). 

    Os métodos moleculares baseiam-se na detecção de cianobactérias produtoras 

de cianotoxinas de acordo com o DNA de cada espécie, e diferentemente dos 

citados anteriormente, são métodos indiretos. Em outras palavras, analisa-se o 

cluster de genes da biossíntese de uma cianotoxina específica. Esses métodos são 

vantajosos, dentre muitos fatores, por não haver a necessidade de cultivar a espécie 

analisada. Um aliado aos métodos moleculares é a bioinformática, cada vez mais 

utilizada no monitoramento ambiental. Como exemplo de métodos moleculares 
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temos a PCR, PCR em tempo real e a técnica de microarray (BAKER et al., 2002; 

MANKIEWICZ-BOCZEK et al., 2006; PEARSON et al., 2008).  

    Ainda não há um padrão analítico para a identificação da GNT devido suas 

características químicas, principalmente no que diz respeito sua instabilidade em 

meio alcalino e em altas temperaturas. O que dificulta sua purificação e 

padronização para fins comerciais (FERNANDES et al., 2021). Deste modo, diversos 

estudos utilizam técnicas diferentes para detectar a presença da neurotoxina. 

    Alguns trabalhos sobre a guanitoxina realizaram testes de inibição da 

acetilcolinesterase (AChE) por método colorimétrico (HENRIKSEN et al., 1997; 

BARROS et al., 1998; PARRIS et al., 2000; YUNES et al., 2003; METCALF et al., 

2012; CHATZIEFTHIMIOU et al., 2014; METCALF et al., 2018), a partir do trabalho 

de Ellman e colaboradores (1961), e/ou bioensaios para observação dos sintomas 

nos organismos testados (CARMICHAEL & GORHAM, 1978; WILLÉN & 

MATTSSON, 1997; KAAS & HENRIKSEN, 2000; MONSERRAT et al., 2001; 

MOLICA et al., 2005; ODOJUMA & ISIRIMA, 2007; BECKER et al., 2010). Todavia 

esses testes não são específicos e não se pode concluir que há GNT na amostra 

apenas a partir destes. 

O método mais confiável atualmente para a confirmação da GNT em amostras é 

a cromatografia líquida de alta eficiência acoplada ao espectrômetro de massa 

(HPLC-MS), em que é utilizado a presença da massa/carga (m/z) para tal 

confirmação (FERNANDES, 2020; DÖRR et al., 2010; PASSOS et al., 2022). E a 

determinação de sua fórmula molecular foi inicialmente deduzida por ressonância 

magnética nuclear (RMN) (ONODERA et al., 1997). 

    Além das cianotoxinas terem o potencial de causar morte súbita em animais, a 

bioacumulação destas toxinas configura uma ameaça crescente em organismos 

aquáticos, sendo possível a transferência através da cadeia alimentar. É importante 

a realização de trabalhos que foquem em uma detecção mais seletiva, rápida e de 

baixo custo dessas toxinas ainda no início das florações para evitar sua proliferação 

em massa (SANSEVERINO et al., 2017; PARK et al., 2022; PASSOS et al., 2022). 
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Figura 7. O fluxograma refere-se aos métodos diretos e indiretos para detecção de 

cianotoxinas. – Imagem elaborada pela autora (2023). Adaptada de Kaushik & 

Balasubramanian, 2013. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 
5.1 Cultivo da cepa ITEP-024 e produção de biomassa 
           Para este estudo, foi analisada a espécie Sphaerospermopsis torques-reginae 

(cepa ITEP-024), já isolada (MOLICA et al., 2005) e mantida em culturas não 

axênicas no Laboratório de Biogeoquímica Ambiental do Centro de Energia Nuclear 

na Agricultura da Universidade de São Paulo (CENA-USP). A cepa foi cultivada nas 

seguintes condições de controle: pH de 7,4 no meio BG-11, à uma temperatura de 

22 ± 2°C; fotoperíodo de 12:12 em intensidade de 40 µmol.fotons.ms-2.s-1, sem 

aeração ou agitação. A cada 20 dias, as culturas eram interrompidas e centrifugadas 

(10.000 RPM, à 4°C, por 15 minutos – condições que foram utilizadas em todas as 

análises, HIMAC – CR 21GII, Japan) para concentrar as células e obter-se a 

biomassa. O período de 20 dias foi escolhido para a obtenção da biomassa devido 

ao crescimento celular estar no final de sua fase exponencial (aumento evidenciado 

do número de microrganismos na cultura) (GERALDES, 2019).  

           Após a etapa de centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o pellet 

congelado por 24 horas, e em seguida, submetido ao processo de liofilização de 4 à 

5 dias (Vaccum 11.250 mBar. LABCONCO, FreeZone 4.5 Liter Benchtop Freeze Dry 

System, U.S. and Canada). O material liofilizado foi congelado para posteriores 

análises (FERNANDES, 2020). Optou-se pelo material liofilizado para obter a exata 

concentração de biomassa no extrato aquoso utilizado no bioensaio com Tuta 

absoluta (biomassa por volume de água, mg/L). 

 

  
Figura 8. Culturas não axênicas da cepa ITEP-024 em condições controladas de laboratório. 

Foto elaborada pela autora (2023). 
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5.2 Microscopia eletrônica de varredura da cepa ITEP-024 
           As amostras foram fixadas em solução de Karnovsky por um período de 6 

horas e, em seguida, aderidas a lamínulas de vidro utilizando poli-L-lisina. Para a 

desidratação, empregou-se uma série de concentrações de etanol variando de 30% 

a 100%. As amostras foram submetidas à secagem crítica no equipamento LAICA 

EM CPD300, seguida da montagem em suportes de alumínio utilizando fitas duplas 

carbonatadas e revestidas com uma fina camada de ouro por meio do sputter coater 

Baltec SCD050. As amostras preparadas foram observadas utilizando o microscópio 

eletrônico de varredura (MEV) modelo JEOL IT300, e as imagens resultantes foram 

registradas digitalmente. 
 

5.3 Detecção de guanitoxina por análise de cromatografia líquida acoplada a 
espectrometria de massas (LC-MS) 
5.3.1 Reagentes utilizados no LC-MS 

            Foram utilizados ácido fórmico, formiato de amônio, acetonitrila e água 

ultrapura, Mili-Q (Milipore). Todos os reagentes foram de grau analítico e alta pureza, 

Merk (Sigma-Aldrich, Alemanha) e JT Baker (Phillipsburg, EUA). 

 

5.3.2 Preparo da biomassa da cepa ITEP-024 para confirmação de GNT (LC-

MS) 

            A GNT é mais estável em soluções ácidas (pH entre 1,5 e 5,0), sendo o pH 

de 3,0 mais adequado para extração em soluções aquosas (FERNANDES, 2020). 

Deste modo, para a extração da biomassa liofilizada (5mg em triplicata) e 

confirmação da GNT foi utilizada água acidificada (ácido fórmico 0,1% e formiato de 

amônio 2mM, pH 3,05). Para o rompimento da célula, as amostras foram agitadas 

em vórtex por 1 minuto e ficaram em repouso durante 1h em temperatura ambiente 

(22 °C). Após esse tempo, amostras foram agitadas em vórtex novamente, e 

centrifugadas por 10 minutos (10.000 RPM, 5°C, Centrífuga Eppendorf 5415 R). Em 

seguida, foram filtradas (PVDF de 0,22 µm, Analytical) e transferidas para um vial. 

Estas foram analisadas no equipamento Triplo Quadrupolo LC-MS. A biomassa foi 

utilizada como controle positivo para confirmação da GNT em todas as amostras do 

estudo (adaptado de GERALDES et al., 2020). 
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      5.3.3 Detecção de GNT na biomassa da cepa ITEP-024 (LC-MS) 

            Para detecção de GNT, utilizou-se cromatografia líquida (série 1290 

equipada com bomba 1290 VL e injetor 1260 HiP ALS) acoplada a um 

espectrômetro de massas (Agilent Technologies; 6460 Triplo Quadrupolo). A fonte 

de ionização utilizada foi por Electrospray (ESI), e a coluna utilizada para separação 

cromatográfica foi Synergi 4μ Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) (Phenomenex, EUA), à 

temperatura de 30 °C, com vazão de 0,4 ml/min. Os eluentes A utilizados foram: 

água, ácido fórmico 0,1% e 2mM de formiato de amônio, com ajuste de pH para 

3,05. Os eluentes B utilizados foram acetonitrila/H2O – 8:2 e ácido fórmico 0,1%. A 

proporção dos eluentes ocorreu de acordo com o tempo de corrida, que foi de 12 

minutos: do tempo inicial até 2 minutos, utilizou-se 100% de A. De 2 ate 4 minutos, 

utilizou-se um gradiente linear para B até 95%. Após 1,5 minuto a 95% de B, o 

eluente A alcançou 100% em 0,5 minutos e mantido por 4 minutos (reequilíbrio da 

coluna até a próxima injeção). O tempo de 6 minutos até o final da análise foi 

utilizado para os resíduos GERALDES et al., 2020).  

            O software MassHunter Workstation B.04.01 (Agilent Technologies, EUA) 

operou o equipamento Triplo Quadrupolo. A seleção do precursor e do íon produto, 

e a otimização das energias de colisão foram realizadas com injeção em fluxo de 

soluções padrão, e o programa MassHunter Optimizer foi utilizado para esta análise 

(PASSOS et al., 2022). 

            Na espectrometria de massas, as condições utilizadas no equipamento foram 

as seguintes (tabela 2): 
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Tabela 2. Parâmetros utilizados para determinação de guanitoxina em cromatografia 

líquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS). 

 

Parâmetros Valores 

Temperatura do gás de secagem (N2) 

Fluxo do gás de secagem 

Pressão do nebulizador 

Temperatura do gás de revestimento (N2) 

Fluxo de gás de revestimento 

Tensão capilar  

Tensão do bico 

Energia de colisão 

Volume de injeção 

Tempo total de corrida 

300°C 

12ml/min 

45psi 

350°C 

10ml/min 

3500V 

500V 

30V 

10μL 

12 minutos 

 

            O Monitoramento de Reações Múltiplas (MRM) foi realizado em modo 

positivo para detecção de GNT, identificada por seus íons característicos 

(transições) m/z 253>58 [M+H]+ e m/z 253>159 [M+H]+ (DOOR et al., 2010; 

GERALDES et al., 2020). As análises dos dados foram realizadas pelo programa 

MassHunter (Agilent Technologies, EUA). 

 

5.4 Preparo dos extratos aquosos da cepa ITEP-024 para o bioensaio com Tuta 
absoluta 
           Para obtenção dos extratos aquosos com diferentes concentrações de células 

liofilizadas da cepa ITEP-024, a biomassa liofilizada foi extraída três vezes com água 

(ultrapura Mili-Q, Milipore) em vórtex por 2 minutos, ultrassom com sonda por 10 

minutos e centrífuga por 10 minutos, 4°C, 10000 RPM. Na última extração, foi 

realizado apenas o vórtex e a ultrassom (GERALDES et al., 2020). Foram utilizados 

15,625 mg, 31,25 mg e 62,5 mg de biomassa para cada concentração, 

respectivamente (62,5 mg/L; 125 mg/L e 250 mg/L). Utilizou-se volume padrão de 

água de 250mL em todos os extratos aquosos para realização do bioensaio. A 

escolha da extração com água e os valores das concentrações foram determinados 

para simular contaminações no ambiente por cianobactérias em concentrações de 

relevância ambiental, e também pela guanitoxina ser uma molécula polar (PASSOS 
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et al., 2022). É válido ressaltar que a biomassa foi extraída apenas para causar 

rompimento celular, e que nenhuma parte da amostra foi descartada neste processo.  

 

5.5 Avaliação do potencial inseticida dos extratos aquosos da cepa ITEP-
024 
5.5.1 Criação de Tuta absoluta 

           Os insetos utilizados foram provenientes da criação de Tuta absoluta, 

estabelecida no Laboratório de Biologia de Insetos da ESALQ/USP. Estes foram 

alimentados com dieta natural, seguindo metodologia adaptada de Bajonero e Parra 

(2017). Utilizou-se lagartas recém-eclodidas, mantidas em gaiolas de acrílico, 70 x 

50 x 50 centímetros com ambiente controlado (temperatura de 25°C ± 2, umidade 

relativa de 60% ± 10 e fotoperíodo de 14:10). Fez-se a verificação diária dos insetos 

adultos recém-emergidos, que foram transferidos para outra gaiola objetivando sua 

cópula e postura. Foram mantidos folíolos de tomateiro “Santa Clara” para otimizar a 

coleta dos ovos (adaptado de BENTO, 2017 e SOUZA, 2022).  

 

 
Figura 9. Esquema das etapas de manutenção da população de Tuta absoluta em 

condições controladas de laboratório. Fonte: SOUZA, 2022. 
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     5.5.2 Cultivo da Lycopersicon esculentum CV MICRO-TOM 

           A espécie de planta utilizada no experimento foi a Lycopersicon esculentum 

CV MICRO-TOM. As sementes foram distribuídas em bandejas com células 

individualizadas. Foram feitas 60 semeaduras para obter-se uma média de 35 

plantas para o experimento. Para o substrato, foi utilizado NPK e calcário na 

proporção 1:1, 4g/L. Foi feito 4L para este experimento e misturado com vermiculita 

na proporção de 1:1. Foi acrescentado água nas bandejas após a inoculação das 

sementes. As bandejas foram levadas para uma câmara climática do tipo fitotron, em 

umidade (70% ± 10), temperatura (24°C ±1) e fotoperíodo (14:10) controlados 

(LOMBARDI, 2008). 

           Após 5 dias, foi feito o transplante das bandejas para vasos de 150ml. Em 

seguida, os vasos foram colocados na câmara climática e as plantas permaneceram 

por mais 20 dias para crescimento. Após esse período, foram coletadas e levadas 

para uma sala de luz com temperatura (25°C ±1), umidade (60% ± 10) e fotoperíodo 

(14:10) controlados. As plantas foram colocadas em uma câmara úmida (caixa) 24 

horas antes do experimento para que houvesse abertura máxima dos estômatos 

(adaptado de BENTO, 2017). 

 

5.5.3 Bioensaio no estágio larval 

Para a realização do bioensaio com a Tuta absoluta no estágio larval (L1), foi 

preparado extratos aquosos (já descrito) contendo a cepa ITEP-024 (nas 

concentrações de 62,5 mg/L; 125 mg/L e 250 mg/L). Para controle positivo foi 

utilizado inseticida sintético malation 500 Ce diluído na concentração especificada 

pelo fabricante (3ml/L) e para controle negativo foi utilizado água ultrapura. Foi 

adicionado a estes 5 tratamentos o adjuvante tween 80 (0,03% do volume utilizado). 

Para cada tratamento, fez-se 7 repetições (N=35). A pulverização nas plantas 

cultivadas de micro-tomateiro foi feita utilizando um aerógrafo a uma pressão de 2 

kgf/cm2, a uma distância de 25cm, braço posicionado a 90°, rotação de 3,5 voltas 

para que toda as folhas fossem cobertas pelos tratamentos. O volume para cada 

planta utilizada na pulverização foi de 5ml. Após a pulverização, foi inoculado as 

lagartas já eclodidas em cada planta. Utilizou-se 6 lagartas por planta, inoculando 1 

lagarta por folíolo (3 de um lado da planta e 3 do lado oposto). As plantas ficaram 

sob condição controlada de umidade (60% ± 10) e temperatura (20°C ±2) e expostas 

a cada tratamento por 48h até a análise dos resultados (adaptado de SOUZA, 2022). 
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Figura 10. Metodologia utilizada para pulverização nas plantas de Lycopersicon esculentum 

CV MICRO-TOM. Foto elaborada pela autora (2023).  

 

 
Figura 11. Inoculação de larvas neonatas (primeiro instar – L1) de Tuta absoluta nas plantas 

de Lycopersicon esculentum CV MICRO-TOM após pulverização dos tratamentos. Fonte: 

SOUZA, 2022. 
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Figura 12. Plantas de Lycopersicon esculentum CV MICRO-TOM em exposição por 48 

horas aos tratamentos utilizados no experimento. Foto elaborada pela autora (2023). 

 

5.5.4 Bioensaio no estágio embrionário (ovos) 

Para a realização do bioensaio com a Tuta absoluta no estágio embrionário 

(ovos), utilizou-se 4 tratamentos (extratos aquosos contendo a cepa ITEP-024 nas 

concentrações de 62,5 mg/L; 125 mg/L e 250 mg/L, e o controle negativo sendo 

água ultrapura), e 5 repetições para cada (N=20). Optou-se por não utilizar o 

controle positivo, pois não há evidências que o organofosforado malation tenha 

efeito em ovos de Tuta absoluta, apenas em adultos e ninfas (BÔAS et al., 2009). 

           Foi utilizado placas de petri de 60x15mm, colocado papel de filtro qualitativo 

sob cada placa (Corning â 60mm/Tissue Culture Dish, Sterile 25011, NY, USA. 

14831). Foi inoculado 100μl em cada placa de modo que todo o conteúdo fosse 

absorvido pelo papel. Em seguida, foi inserido um total de 10 ovos por placa. As 

placas foram seladas e transferidas para o BOD (umidade 60% ± 10, fotofase de 14h 

no claro, temperatura de 25°C ±1) por 5 dias até a análise de eclosão das larvas.  

(adaptado de PAMPOLINI et al., 2021).  
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Figura 13. Bioensaio com ovos de Tuta absoluta com 4 tratamentos (extratos aquosos 

contendo a cepa ITEP-024 nas concentrações de 62,5 mg/L; 125 mg/L e 250 mg/L, e água 

ultrapura como controle negativo) e 5 repetições (N=20). Foto elaborada pela autora (2023). 

 

5.6 Avaliação de dano foliar do micro-tomateiro causado pela Tuta absoluta 
exposta a extratos aquosos da cepa ITEP-024 
           Para a avaliação de dano foliar do micro-tomateiro, utilizou-se a metodologia 

para criação de T. absoluta e cultivo da Lycopersicon esculentum CV MICRO-TOM 

já descritos. O bioensaio feito com as larvas de T. absoluta para a avaliação de dano 

foliar seguiu também a mesma metodologia já descrita, porém foi realizado no 

estágio larval entre 3 e 4 dias (L3/4) para obtenção de maiores larvas. Utilizou-se 

como tratamento apenas o controle negativo (água ultrapura) e as concentrações C1 

(250mg/L) e C3 (62,5mg/L), (N=21), já que experimentos anteriores não 

demonstraram dano foliar visível quando aplicado o controle positivo (malation 500 

Ce) (adaptado de SOUZA, 2022). O software utilizado para análise das imagens 

obtidas foi o ImageJ for microscopy (National Institutes of Health, Bethesda, 

Maryland, USA). 
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5.7 Análise estatística 

     A normalidade dos dados foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados de 

mortalidade de T. absoluta no estágio larval apresentaram distribuição não normal. 

Todos os dados foram analisados e suas diferenças detectadas pela análise de 

variância ANOVA One-Way (estágio embrionário) e Kruskal-Wallis One Way (estágio 

larval), seguida pelo pós-teste de Dunnett para comparação dos tratamentos com o 

grupo controle. Todas as análises estatísticas foram realizadas no software 

SigmaPlot 12.5 (Systat Software Inc., San Jose, California, USA) e as diferenças 

significativas foram consideradas quando p≤0,05). 
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
6.1 Imagens obtidas através de microscopia eletrônica de varredura da cepa 

ITEP-024 
 

 
(a) 

 
(b) 

 
Figura 14: Imagens digitais de alta resolução (a e b) da cepa ITEP-024 utilizando 

microscópio eletrônico de varredura (MEV). Foto elaborada pela autora e colaboradores 

(2023). 
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           Até o desenvolvimento da filogenética molecular, área da ciência que estuda 

a semelhança evolutiva entre os mais diversos grupos de seres através das 

sequências de DNA, a identificação de espécies de microrganismos era feita 

somente pela morfologia, análises bioquímicas e ecológicas. Portanto, é 

compreensível que muitas mudanças venham ocorrendo na nomenclatura de 

diversas espécies de cianobactérias, que estão sendo reclassificadas em razão das 

novas técnicas (HUGENHOLTZ & PACE, 1996; YANG & RANNALA, 2012).  

           E como já discutido, a espécie passou por diversas reclassificações até ser 

alocada em seu atual gênero. Por conter “tricomas torcidos com acinetos esféricos 

adjacentes aos heterócitos” característicos, foi alocada inicialmente no gênero 

Anabaena spp, todavia foi somente através de análises filogenéticas (16S rRNA) 

que sua mais recente classificação ocorreu para o gênero Sphaerospermopsis spp 

(WERNER et al., 2012). 

           A análise microscópica proveniente dos cultivos da cepa ITEP-024 revela 

uma cianosfera moderada, indicando uma colônia uniforme. E apesar de não ser 

utilizada para classificações taxonômicas, a técnica é muito importante para revelar 

a complexidade de interação desses microorganismos.   

 

6.2 Detecção de GNT na biomassa da cepa ITEP-024 (LC-MS) 
Os cromatograma a,b e c na Figura 15 apresentam o padrão de guanitoxina em 

LC-MS: 
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(a) 

 
(b) 
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                                                         (c) 

Figura 15. Os cromatogramas (a), (b) e (c) representam a detecção de guanitoxina na 

biomassa da cepa ITEP-024 em LC-MS no modo MRM (+ESI) e transições de m/z 253>58 

[M+H]+ e m/z 253>159 [M+H]+. 

 
           Nota-se que o tempo de retenção estimado é de 1 minuto e 50 segundos nas 

três amostras. As análises feitas em MS/MS modo positivo [M + H]+ do 

monitoramento de reações múltiplas (MRM) permitiram determinar os produtos 

iônicos da fragmentação deste composto como ocorrendo em m/z 253 > 58 (picos 

menores de cor rosa, azul e vermelha respectivamente) e m/z 253 > 159 (picos 

maiores de cor laranja, verde e preta respectivamente). A massa teórica calculada 

da guanitoxina é m/z 253.106, valor muito próximo ao determinado nas analises 

(253).  A proporção da intensidade entre os picos do íon-produto fragmentado e do 

íon-precursor protonado foram as mesmas nas três amostras analisadas. Todos 

estes parâmetros permitem indicar que o composto identificado nas amostras 

corresponde ao espectro da guanitoxina. 

           A guanitoxina, ((S)-5-((dimethylamino)methyl)-2-iminoimidazolidin-1-yl methyl 

hydrogen phosphate - C7H17N4O4P), é uma toxina organofosfatada de ação 

neurotóxica produzida por cianobactérias (PRUGH et al., 2017; FIORE et al., 2020). 

Ela foi identificada e descrita na linhagem Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-

024 isolada de um reservatório no nordeste brasileiro (MOLICA et al., 2005; 

FERNANDES et al., 2020; FERNANDES et al., 2021). 
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           A detecção e descrição da GNT foi detalhada extensamente (FERNANDES, 

2021), possuindo padrões cromatográficos seguros baseados em seu tempo de 

retenção (rt), sua fragmentação e sua carga-massa (m/z). A seguir segue o 

cromatograma de um padrão de guanitoxina: 

 

 
Figura 16. Cromatograma representando detecção de padrão de guanitoxina da cepa ITEP-

024 por LC-MS no modo MRM (+ESI) e transições de m/z 253>58 [M+H]+ e m/z 253>159 

[M+H]+. 
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6.3 Avaliação do potencial inseticida dos extratos aquosos da cepa ITEP-024 
 
Figura 17. Exposição aguda do extrato bruto liofilizado da cepa ITEP-024 em diferentes 

concentrações, após 48 horas, em T. absoluta no estágio larval. 

Legenda: Controle negativo (água ultrapura); T1 = 62,5 mg/L; T2 = 125 mg/L e T3 = 250 

mg/L de extratos da ITEP-024 e Controle positivo (malation), (n = 5) aplicados em micro-

tomateiro (Lycopersicon esculentum CV MICRO-TOM) com T. absoluta no estágio larval. Os 

dados estão apresentados como média ± desvio padrão. Letras distintas representam 

diferenças significativas em relação ao grupo controle (Kruskal-Wallis One Way e pós-teste 

de Dunnett). O resultado da diferença significativa foi de p ≤ 0,001. 
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Figura 18. Exposição aguda do extrato bruto liofilizado da cepa ITEP-024 em diferentes 

concentrações, após 48 horas, em T. absoluta no estágio embrionário (ovos). 

Legenda: Controle negativo (água ultrapura); T1 = 62,5 mg/L; T2 = 125 mg/L e T3 = 250 

mg/L de extratos da ITEP-024 e Controle negativo (água) (n = 4) aplicados em micro-

tomateiro (Lycopersicon esculentum CV MICRO-TOM) com T. absoluta no estágio 

embrionário (ovos). Os dados estão apresentados como média ± desvio padrão. Letras 

distintas representam diferenças significativas em relação ao grupo controle (ANOVA One-

way e pós-teste de Dunnett). O resultado da diferença significativa foi de p = 0,028. 

 

Os resultados da avaliação do potencial inseticida dos extratos aquosos da 

cepa ITEP-024 em larvas de T. absoluta foram significativos para as duas maiores 

concentrações (125 mg/L e 250mg/L). Já para a avaliação dos extratos testados em 

ovos de T. absoluta, o resultado foi significativo apenas para a maior concentração 

(250mg/L). 

           Variações no efeito da guanitoxina sobre animais que, em função da sua 

concentração, podem ser prejudiciais, já foram referidas na literatura. Como 
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exemplo, o estudo de Mahmood e Carmichael (1986) que testou a farmacologia da 

GNT em camundongos, ratos e tecidos de frangos e sapos para entender seu 

mecanismo de ação. Outro estudo de Mahmood e Carmichael (1987) testou 

diferentes doses de GNT em ratos. Estudos mais recentes como o de Santos e 

colaboradores (2019) testaram o uso de espécie de baratas como modelo alternativo 

para o monitoramento da atividade da GNT em ambientes aquáticos bem como 

compararam os efeitos neurotóxicos da GNT com o organofosforado sintético, 

triclorfon. Outro estudo realizado em organismos vivos foi o de Passos e 

colaboradores (2022) que investigou a mutagenicidade da cepa ITEP-024 em peixes 

em concentrações de relevância ambiental. Todos os estudos relatados 

apresentaram resultados que indicam o potencial neurotóxico/mutagênico da GNT 

em diversos animais.  

           Todavia é a primeira vez que um bioensaio é realizado para testar seu 

potencial inseticida. Alguns estudos já compararam os efeitos desta neurotoxina com 

outros organofosforados sintéticos como o estudo de Cook e colaboradores (1988) 

que comparou os efeitos da GNT com o paraoxon, fisostigmina e piridostigmina na 

atividade cerebral de camundongos. Os animais testados com GNT apresentaram 

salivação excessiva, tremores e dispneia. Parris e colaboradores (2000) concluíram 

em seu estudo que a atividade da colinesterase na presença do extrato contendo a 

espécie Anabaena flos-aquae, produtora de GNT, foi semelhante aos resultados 

obtidos com diclorvos e carbaril, dois pesticidas inibidores da colinesterase (tabela 

1). Desta forma, os resultados obtidos corroboram com o que já foi descrito na 

literatura.  

           É bem relatado na literatura que a molécula de GNT é capaz de causar 

inibição da atividade da acetilcolinesterase (AChE) de modo irreversível (MAHMOOD 

& CARMICHAEL, 1986; COOK, W. O. et al., 1989b; COOK et al., 1991). Isso faz 

com que esta enzima não degrade o neurotransmissor acetilcolina e este se 

acumule na junção neuromuscular, causando uma hiperestimulação colinérgica 

(figura 6) (SILVA, 2012; SANTOS, 2020).  

           Considerando que o mecanismo de ação da GNT é o mesmo observado em 

organofosforados e carbamatos, esta molécula apresenta um potencial 

biotecnológico para o desenvolvimento de insumos agrícolas e até mesmo 

medicamentos (RODRIGUEZ, 2006; SILVA, 2012; SCIACCA et al., 2018). 
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           A GNT é a cianotoxina de água doce mais potente já relatada. Estudos 

mostram que em ratos, sua dose letal (LD) foi de 60 mg/kg, e sua dose letal mediana 

(LD50) variou entre 40-60 µg/kg (CARMICHAEL & GORHAM, 1978; MAHMOOD & 

CARMICHAEL, 1986). 

           Diante do exposto, sugere-se que o extrato contendo guanitoxina, nas duas 

maiores concentrações para a fase larval e na maior concentração para os ovos de 

T. absoluta, foram capazes de causar alterações vitais nos insetos, porém não se 

pode afirmar que os efeitos tóxicos causados em T. absoluta foram atribuídos 

somente à toxina já que os extratos possuem outros metabólitos como as 

micosporinas, anabenopeptinas, spumiginas e namalides (GERALDES et al., 2020).  

           Apesar disso, o estudo de Passos e colaboradores (2023) mostram um forte 

indício que o extrato metanólico da cepa ITEP-024 testado em Daphnia similis 

(Crustacea: Cladocera) não é tóxico. A análise em LC-MS/MS detectou GNT apenas 

no extrato aquoso, o que pode explicar a toxicidade evidenciada neste tipo de 

extrato (polar). 
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6.4 Avaliação de dano foliar do micro-tomateiro causado pela Tuta absoluta 
exposta a extratos aquosos da cepa ITEP-024 

 

Figura 19. Análise de dano foliar do micro-tomateiro (L. esculentum) causado por T. absoluta 

em estágio larval (L3/4) após exposição por 48h a extratos aquosos da cepa ITEP-024 em 

diferentes concentrações. 

 
 

Legenda: Foi utilizado controle negativo (água ultrapura) e extratos aquosos da cepa 

ITEP-024 nas concentrações de 62,5mg/L e 250 mg/L. Para esta análise, foi utilizada média 

mais erro padrão (desvio padrão/raiz quadrada do número amostral - 41 folhas). 

 
           Os resultados mostram que o dano foliar mais evidenciado ocorreu na maior 

concentração do extrato (250mg/L), seguida da menor concentração (62,5mg/L), e 

por último, no controle negativo (água ultrapura). 

           É possível que devido à toxicidade do extrato polar, o maior dano foliar tenha 

ocorrido nas maiores concentrações, apesar do menor número de larvas ter sido 
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encontrado nestes resultados (maior mortalidade). Como já discutido, até então, 

somente no extrato polar foi possível detectar a presença da GNT (Passos et al., 

2023).  

            Por não haver um padrão analítico para a identificação da GNT 

(FERNANDES et al., 2021), sua purificação e isolamento ainda não são possíveis. 

Nesse sentido, é necessário um avanço nas técnicas para isolamento desta 

importante neurotoxina. 

           Já o possível dano foliar causado pela T. absoluta, também pode ter ocorrido 

devido lesões identificadas em todos os tratamentos nas folhas do micro-tomateiro 

(Lycopersicon esculentum CV MICRO-TOM), característica desse tipo de herbívoro 

mastigador, apresentando mordida de formato irregular (CHERIF & VERHEGGEN, 

2019). 

           T. absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), também conhecida como 

traça-do-tomateiro, é um inseto resistente e que pode causar perdas de até 100% 

nas produções de tomate (SOUZA et al., 1983). As larvas consomem o mesófilo do 

tomateiro, podendo danificar frutos, flores e folhas (KRECHEMER & FOERSTER, 

2015). 

           O controle da espécie tem sido feito com uso de diversos inseticidas, 

causando efeitos indesejados no ambiente, além de causar resistência de diversas 

pragas (SINGH et al., 2018). O manejo integrado de pragas (MIP) ainda é a melhor 

estratégia para minimizar os problemas relatados (CHHETRI, 2018). Como ainda 

não há uma resolutiva para a problemática, a busca de compostos com potencial 

inseticida produzidos por microrganismos representa uma área promissora. 

           O presente estudo, além de reforçar o potencial tóxico da molécula de 

guanitoxina, contribui com informações sem precedentes sobre seu potencial 

inseticida testado de forma inédita por bioensaio com insetos da espécie Tuta 

absoluta, uma peste de relevância para a agricultura no Brasil e no mundo. Ainda 

são necessários mais estudos a respeito da interação desta espécie de inseto com 

os extratos contendo GNT. 
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7 CONCLUSÃO 
    Em conclusão, o extrato da cepa ITEP-024 da espécie S. torques-reginae afetou 

tanto a sobrevivência das larvas (nas duas maiores concentrações) de modo 

significativo quanto a eclosão de ovos de T. absoluta na maior concentração 

ambientalmente relevante testada (250 mg/ml). Além disso, foi evidenciado o maior 

dano foliar na maior concentração do extrato, seguida da menor concentração 

testada, e por último, no controle negativo. Deste modo, este trabalho contribuiu com 

dados sem precedentes a respeito do potencial inseticida desta cepa produtora de 

GNT. E apesar de não podermos afirmar que foi o efeito da guanitoxina de modo 

isolado que ocasionou as mortes no bioensaio, há indícios que o extrato metanólico 

da cepa ITEP-024 não é tóxico, reforçando ainda mais que o extrato aquoso possui 

o composto que resultou nas mortes de T. absoluta. 
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ANEXO 

Tabela 3. Exposição aguda por 48 horas ao extrato bruto liofilizado da cepa ITEP-

024 em três diferentes concentrações (62,5 mg/L, 125mg/L e 250mg/L), controle 

negativo (água ultrapura), controle positivo (malathion 500 Ce), aplicados em micro-

tomateiro (Lycopersicon esculentum CV MICRO-TOM) com Tuta absoluta no estágio 

larval (L1). 

 

Repetições 

Tratamentos 

Água 

ultrapura 

62,5mg/L 125 mg/L 250 mg/L Malathion 500 

Ce 

1ª       A   B   C 

X  1    1   1 

Y  1    1   1  

     A   B   C 

X  0    1   0 

Y  1    1   0 

     A   B   C 

X  0    0   0 

Y  1    0   1 

     A   B   C 

X  0    1   1 

Y  0    0   0 

     A   B   C 

X  0    0   0 

Y  0    0   0 

2ª A   B   C 

X  1    1   0 

Y  0    1   0 

     A   B   C 

X  0    1   1 

Y  1    0   1 

     A   B   C 

X  1    0   0 

Y  0    0   0 

     A   B   C 

X  0    0   0 

Y  0    0   1 

     A   B   C 

X  0    0   0 

Y  0    0   0 

3ª       A   B   C 

X  1    1   0 

Y  1    0   0 

A   B   C 

X  1    1   1 

Y  0    0   0 

    A   B   C 

X  0    1   0 

Y  1    0   0 

     A   B   C 

X  0    0   0 

Y  0    0   0 

     A   B   C 

X  0    0   0 

Y  0    0   0 

4ª  A   B   C 

X  1    1   1 

Y  1    1   0 

     A   B   C 

X  1    0   1 

Y  0    1   1 

     A   B   C 

X  0    0   0 

Y  1    0   0 

     A   B   C 

X  1    1   0 

Y  0    0   0 

     A   B   C 

X  0    0   0 

Y  0    0   0 

5ª       A   B   C 

X  1    1   1 

Y  1    1   1 

    A   B   C 

X  0    0   1 

Y  0    0   0 

     A   B   C 

X  1    0   0 

Y  0    0   0 

     A   B   C 

X  0    0   0 

Y  1    0   1 

     A   B   C 

X  0    0   0 

Y  0    0   0 

6ª       A   B   C 

X  1    1   0 

Y  1    1   0 

    A   B   C 

X  0    0   0 

Y  0    1   0 

     A   B   C 

X  1    0   0 

Y  0    0   1 

     A   B   C 

X  1    1   0 

Y  0    1   0 

     A   B   C 

X  0    0   0 

Y  0    0   0 

7ª       A   B   C 

X  1    1   1 

Y  1    1   0 

     A   B   C 

X  0    0   0 

Y  1    1   1 

     A   B   C 

X  0    1   0 

Y  1    0   1 

     A   B   C 

X  1    0   0 

Y  0    1   1 

     A   B   C 

X  0    0   0 

Y  1    0   0 
Legenda: A, B e C representam os 3 folíolos do lado direito (X) e esquerdo (Y) de cada 

planta. Utilizou-se 1 para insetos encontrados vivos em cada folíolo e 0 para aqueles que 

foram encontrados mortos em cada folíolo. 

 



92 
 

Tabela 4. Exposição aguda por 48 horas ao extrato bruto liofilizado da cepa ITEP-

024 em três diferentes concentrações (62,5 mg/L, 125mg/L e 250mg/L) e controle 

negativo (água ultrapura), aplicados em micro placas com Tuta absoluta no estágio 

embrionário (ovos) para análise de eclosão.  

 

 

Repetições 

                               Tratamentos 

Água ultrapura 250mg/L 125 mg/L 62,5mg mg/L 

1ª 5 

 

1 3 4 

2ª 4 2 3 

 

5 

3ª 5 3 2 

 

3 

 

4ª 5 5 

 

4 4 

5ª 5 

 

1 5 3 

 

Legenda: Os valores representam o número de ovos eclodidos, com variação de 0 à 

10, sendo 0 nenhuma eclosão observada e 10 todos os ovos eclodidos. 

 


