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RESUMO

OLIVEIRA-SANTOS, Naiane, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus,
Dezembro de 2019. Mais do que apenas um matador de insetos: as atividades néao
inseticidas de Bacillus thuringiensis com potencial biotecnolégico. Orientador: Prof. Dr.
Leandro Lopes Loguercio. Coorientador: Dr. Valter Cruz Magalhaes.

Bacillus thuringiensis (Bt) € conhecido ha muito tempo pelo biocontrole de importantes
insetos-praga, mas 0s avancos cientificos revelaram varias caracteristicas além de
sua atividade classica como bioinseticida. Para investigar o status atual do
conhecimento dessas atividades néo inseticidas, foi realizada uma reviséo sisteméatica
sobre atividades alternativas de Bt com potencial biotecnologico, abordando
tecnologias em desenvolvimento e tendéncias de aplicabilidade. Nosso protocolo de
revisao estabeleceu um banco de dados de 128 artigos selecionados para coleta de
dados. Encontramos 13 atividades nao-inseticidas de Bt com potencial biotecnoldgico
em estudos conduzidos em 32 paises. As publicacbes relacionadas as atividades
foram encontradas desde 1971, aumentando sua frequéncia a partir de 2001. Medidas
de efeitos qualitativas foram encontradas em nove dessas atividades, com uma média
de 38 cepas distintas de Bt por atividade. Cerca de 87% de todos os
experimentos/testes identificados lidam com efeitos diretos de Bt nas
células/organismos alvo, com metade dessas cepas estudadas para acéo
antibacteriana. Dos alvos microbianos testados, 92% eram bactérias, o que levou a
77% das condicbes experimentais serem in vitro. Em relacdo as atividades indiretas
de Bt, 55% dos estudos relataram interacdes tri-troficas de 'Bt-planta-patégeno’. A
bio/fitorremediacdo também apareceu como uma atividade relevante sendo
investigada. As atividades alternativas de Bt estudadas até o momento oferecem
formas de desenvolvimento de biotecnologias Uteis para diferentes areas de interesse
antropico, com cepas Bt multifuncionais sendo especialmente vantajosas sob uma
perspectiva de bioeconomia. Os compostos bioativos de Bt mostraram um potencial
notavel tanto para a producdo de drogas para combater patdégenos humanos
multirresistentes quanto para o uso em estratégias de remediagdo para ambientes
poluidos/degradados. Nossos achados foram discutidos em termos de melhoria da
saude humana, agricultura sustentavel e prevencdo de novas perdas de
biodiversidade e servigos ecossistémicos, todos relacionados a qualidade de vida no
planeta.

Palavras-chave: Bacillus spp; biotecnologia; PGPR; endofitico; diversidade

microbiana; patégeno ambiental.



ABSTRACT

OLIVEIRA-SANTOS, Naiane, M.S., State University of Santa Cruz, Ilhéus, December
2019. More than just an insect killer: the non-insecticidal activities of Bacillus
thuringiensis with biotechnological potential. Advisor: Prof. Dr. Leandro Lopes
Loguercio. Co-supervisor: Dr. Valter Cruz Magalhéaes.

Bacillus thuringiensis (Bt) has been known for a long time for the biocontrol of important
pest insects, but scientific advances have revealed several characteristics in addition
to its classic bioinsecticide activity. To investigate the current status of knowledge of
these non-insecticidal activities, a systematic review was carried out on alternative Bt
activities with biotechnological potential, addressing developing technologies and
applicability trends. Our review protocol established a database of 128 articles selected
for data collection. We found 13 non-insecticidal Bt activities with biotechnological
potential in studies conducted in 32 countries. Publications related to activities have
been found since 1971, increasing their frequency since 2001. Measures of qualitative
effects were found in nine of these activities, with an average of 38 distinct Bt strains
per activity. Approximately 87% of all identified experiments / tests deal with direct
effects of Bt on target cells / organisms, with half of these strains studied for
antibacterial action. Of the microbial targets tested, 92% were bacteria, which led to
77% of the experimental conditions being in vitro. Regarding the indirect activities of
Bt, 55% of the studies reported tri-trophic interactions of 'Bt-plant-pathogen’. Bio /
phytoremediation also appeared as a relevant activity being investigated. The
alternative Bt activities studied so far offer ways of developing biotechnologies useful
for different areas of anthropic interest, with multifunctional Bt strains being especially
advantageous from a bioeconomic perspective. The bioactive compounds of Bt
showed a remarkable potential both for the production of drugs to combat multidrug-
resistant human pathogens and for use in remediation strategies for polluted /
degraded environments. Our findings were discussed in terms of improving human
health, sustainable agriculture and preventing new losses of biodiversity and
ecosystem services, all related to the quality of life on the planet.

Key-words: Bacillus spp; biotechnology;, PGPR; endophyte; microbial diversity;

environmental pathogen



1. INTRODUCAO

A utilizacdo dos microrganismos tem se intensificado em varios aspectos
relacionados a sobrevivéncia da humanidade. Desde que foram descobertos, os
mesmos sdo empregados para diversas finalidades e representam importantes fontes
biotecnolégicas aplicaveis. Nas areas da saude, agricultura e meio ambiente, por
exemplo, verifica-se a utilidade dos microrganismos na fabricacédo de alimen (REZAC
et al., 2018), producdo de medicamentos (FAUSTINO et al.,, 2016), plantas
transgénicas (ALl; PARK; KIM, 2018), biopesticidas e fertilizantes (PEREZ-GARCIA;
ROMERO; DE VICENTE, 2011), assim também como em processos de
descontaminacédo de areas degradas por poluentes (EREQAT et al., 2018), producéo
de biocombustiveis (MAJIDIAN; TABATABAEI; ZEINOLABEDINI, 2017), fabricac&o
de polimeros industriais (ATES, 2015) entre outras aplicacdes.

Com o crescimento da populacdo mundial houve um aumento do fluxo de
migracdo em varias regides do mundo (LEE, 2011). Este aumento impulsionou
diversas atividades relacionadas a industrias, mineracdo, agricultura, pecuaria e
comercializacdo de espécies exoticas de animas e plantas (SARWAR et al., 2017).
Essas atividades representam fatores que afetam principalmente a preservacédo dos
ecossistemas, por estarem inteiramente relacionadas com o surgimento de epidemias,
patdgenos resistentes, areas desmatadas, contaminadas e degradas (DVM et al.,
2017). Consequentemente, todas essas atividades antrépicas também tém gerado
alteracdes ambientais que oferecem riscos a sociedade global por causarem a perda
de recursos naturais e a extingado da biodiversidade (ARORA, 2018). Assim, formas
alternativas que oferecem menos riscos a salde humana e que sao importantes para
a reducdo de prejuizos ambientais tém ganhado destaque e conquistado resultados
promissores como recurso biotecnoldgico (EZEONU et al., 2012). Entre essas
alternativas, podemos encontrar a utilizacdo de microrganismos como as bactérias
pertencentes ao género Bacillus que sdo consideradas de grande relevancia industrial
principalmente dentro do campo da saude (LEE et al., 2017), agricultura (JASIM et al.,
2015; HASHEM et al., 2019) e meio ambiente (BABU; KIM; OH, 2013).

Um dos membros mais bem estudados pertencente ao grupo de Bacillus
tratam-se de cepas de B. thuringiensis (EHLING-SCHULZ; LERECLUS; KOEHLER,
2019). Um bioinseticida amplamente conhecido pela sua especificidade em controle



de pragas agricolas de grande interesse econémico no mundo (JOUZANI, 2017).
Essas bactérias sdo bastonetes gram-positivas pertencentes ao grupo Bacillus cereus
sensu lato. Possuem tamanho aproximado de 1,0 a 1,2 um de largura por 3,0 a 5,0
pum de comprimento. A caracteristica definidora que distingue Bt de todos 0s outros
membros do grupo trata-se da capacidade de produzir cristais proteicos durante a
esporulacdo (SANAHUJA et al.,, 2011). Esses cristais proteicos, intracelulares,
conferem ao Bt potencial atividade entomopatogénica para um grande namero de
larvas de insetos (PALMA et al., 2014). Tal caracteristica permitiu a essas bactérias
se tornarem um dos pesticidas utilizados em larga escala no mundo desde sua
primeira aplicagdo como mecanismo de biocontrole em 1938 (HELGASON et al.,
2000).

Estudos recentes tém demonstrado que diferentes cepas de Bt podem servir
para outras finalidades como papel essencial na biof/fitorremediacdo de areas
contaminadas por metais pesados (BABU; KIM; OH, 2013) promogao de crescimento
em plantas (SCHWINGHAMER et al., 2015; CUI et al., 2017; KHAN; BANO, 2018),
criacdo de plantas transgénicas (VINCENT; DENIS, 2008) producdo de compostos
bioativos (ZHENG et al., 2018) atividade de controle biolégico de fitopatdbgenos
(ZHANG et al., 2016), acéo anticancerigena (MOAZAMIAN et al., 2018) entre outras
potencialidades que podem ser explorados em diversos setores industriais
(FERNANDEZ-CHAPA; RAMIREZ-VILLALOBOS; GALAN-WONG, [s.d.]; JOUZANI,
2017).

Neste sentido, devido a aspectos relacionados a custos de registro de
bioprodutos e de abrangéncia de mercado e utilidades (ex. BERG et al.,, 2013 ;
CHOJNACKA,; ACCESS, 2015), além da perspectiva de transi¢cdo para um mundo da
bioeconomia (BUGGE; HANSEN; KLITKOU, 2016; VALLI; RUSSO; BOLZANI, 2018),
pode-se considerar como vantajoso para um produto biotecnolégico ser
multifuncional. Assim, as diversas funcionalidades alternativas de Bt tém alto potencial
de agregacéo de valor aos potenciais bioprodutos derivados desta bactéria (JOUZANI,
2017).

Diante disto, apresentamos aqui uma RS que tem como obijetivos (i) realizar um
levantamento bibliografico sobre atividades de Bacillus thuringiensis com potenciais
aplicacOes biotecnoldgicas para além do seu efeito inseticida; (ii) sistematizar quanti-

e qualitativamente as abordagens es biotecnologias ndo-inseticidas em



desenvolvimento a partir do uso de Bt; (iii) verificar quais sdo &s éareas de
conhecimento que tendem a ter aplicagcdes biotecnoldgicas ndo-inseticidas de Bt; e
(iv) analisar as medidas e os métodos de avaliacdo dos efeitos sob investigacéao,
discutindo lacunas e direcionamentos futuros de pesquisa nesta vertente promissora

de bioeconomia.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biologia e ecologia dos microrganismos

Os microrganismos s&o conhecidos a mais de 3,5 milhdes de anos e
representam um grupo amplo de seres vivos identificados como 0s primeiros
colonizadores da terra (CAVICCHIOLI et al., [s.d.]; KUMAR; CHORDIA, 2017). Eles
sao seres unicelulares microscopicos que podem ser encontrados dentro dos grupos
das unidades taxonbmicas de bactérias, fungos, algas, protozodrios e virus
(TORTORA, 2012). Ao longo do tempo, 0s microrganismos evoluiram para todos 0s
nichos existentes do planeta, remodelaram os oceanos e a atmosfera e deram origem
a condicbes propicias aos seres multicelulares (CAVICCHIOLI et al., [s.d.]). Até o
momento, inUmeras espécies ja foram descritas e identificadas em diferentes regides
do mundo incluindo locais onde as condigcdes ambientais sdo extremas e nao sdo
toleradas por muitos animais e plantas (DONATO et al., [s.d.]). A ecologia dos
microrganismos é bastante curiosa e surpreendente. Diferentes espécies apresentam
a capacidade de sobreviver em ambientes com baixa concentracdo de oxigénio
(MORRIS; SCHMIDT, 2013), pouca disponibilidade de agua (WIERZCHOS; RIOS;
ASCASO, 2012), elevados niveis de temperatura, temperaturas frias, salinidade e
pressdo (SYLVAN; ROBADOR, 2015), além de locais com presenca de acidez ou
alcalinidade (MERINO et al., 2019; POLI et al., 2019; ZAMITH et al., 2019). O seu
potencial de adaptacéo permite que os mesmos possam também crescer na presenca
de residuos téxicos, solventes organicos, metais pesados ou em varios outros habitats
gue antes eram considerados indspitos por qualquer forma de vida (RAMPELOTTO
2013; BLAMEY, 2015; CAVICCHIOLI et al., [s.d.])

Os microrganismos possuem caracteristicas morfolégicas consideradas
relativamente simples e apresentam grande diversidade genética e metabdlica
(MOSTAFIZ, 2012). Eles s&o capazes de produzir e consumir inGmeros compostos,
incluindo hidratos de carbono complexos, peptideos e lipidios, que podem ser Uteis
para sua proépria “alimentacao” e exploragdo de nichos altamente especificos com
diferentes estratégias de vida (DOMBROWSKI; TESKE; BAKER, 2018).

As comunidades microbianas tém um papel fundamental na ciclagem de

nutrientes essenciais para outras vidas no planeta (STARK, 2010). Através de
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processos biogeoquimicos eles disponibilizam oxigénio, carbono, nitrogénio e enxofre
que atuam em beneficio da salde animal e vegetal contribuindo com o
desenvolvimento da agricultura, manutencéo dos ecossistemas e da cadeia alimentar
global (CAVICCHIOLI et al., [s.d.]).

Além de sua relevancia ecologica e ambiental, os microrganismos também
representam importantes fontes biotecnoldgicas aplicaveis que podem ser utilizadas
em diversas areas industriais incluindo aquelas associadas a nutricdo, agricultura e
saude (SINGH; KUMAR, 2017). Suas aplicac6es sdo reconhecidas no mundo todo
(BHOWMIK; PATIL, 2018) e elas se destacam por oferecer mecanismos mais
eficientes para produzir bens e servigos a humanidade com producdes de baixo custo,
menos impacto ambiental e desenvolvimento econdmico de forma sustentavel
(BLAMEY, 2015; VITORINO; BESSA, 2017).

Os microrganismos podem exibir uma grande variedade de capacidades
metabdlicas de particular interesse para o desenvolvimento da biotecnologia, e devido
a isso, eles representam importantes fontes bioldgicas utilizadas para diversas
finalidades industriais (VITORINO; BESSA, 2017). Com os avancos cientificos nos
campos da biologia molecular e da engenharia genética 0s mesmos passaram a ser
projetados para a superproducédo de alimentos fermentados tradicionais (REZAC et
al., 2018), medicamentos (FAUSTINO et al., 2016), polimeros industriais (ATES,
2015), biocombustiveis (MAJIDIAN; TABATABAEI; ZEINOLABEDINI, 2017),
pesticidas (ABD-ELGAWAD; ASKARY, 2018), fertilizantes (STAMENKOVIC et al.,
2018) e varios outras tecnologias de bioprocessos. Essas aplicacbes sédo
consideradas de suma importancias para aas inddustrias, uma vez que, utilizam de
materiais biol6égicos economicamente mais acessiveis e abundantes, e que de modo
geral, apresentam contribuicbes com o meio ambiente por ndo produzem residuos
toxicos (ID; ID; DOEBELI, 2019; VITORINO; BESSA, 2017).

Diferentes espécies microbianas ja foram relatadas como potenciais meio de
producdo biotecnologicas em larga escala industrial. Um dos grandes exemplares
altamente exploradas dentro das industrias alimenticias, farmacéutica e agricultura

sao algumas espécies do género Bacillus.

2.2 Bacillus spp



O género Bacillus contempla espécies de bactérias gram-positivas aerdbicas
ou anaerobicas facultativas (CIHAN et al., 2012). Seus representantes possuem
células em formato de bastonetes que produzem enddsporos capazes de resistir as
condicbes ambientais extremas como calor, radiacdo e tratamentos quimicos (SONI
et al., 2016). As células de Bacillus podem ocorrer isoladamente, em pares, ou em
cadeias (que podem ser de grande comprimento) e como filamentos (VOS;
LEDEGANCKSTRAAT; B-, 2015). Suas espécies sdo amplamente distribuidas na
natureza e incluem bactérias termofilicas, psicrofilicas, acidofilicas, alcalofilicas e
halofilicas que utilizam uma ampla gama de fontes de carbono para crescer
heterotréfica ou autotroficamente (CIHAN et al. 2012). Com excecdo de algumas
espécies como B. anthracis e B. thuringiensis, a maioria dos membros pertencente aa
este género tem pouco ou nenhum potencial patogénico e raramente estdo
associados a doencas em humanos ou outros animais (VOS; LEDEGANCKSTRAAT,;
B-, 2015).

Bacillus € um dos géneros microbianos mais populares na biotecnologia
industrial (SINGH; KUMAR, 2017). Estes microrganismos sao considerados
promissores candidatos a ser explorados em inovacgdes associadas a producao de
energia sustentavel, polimeros ecologicamente corretos a base de combustivel ndo
féssil e moléculas bioativas para uso terapéutico (KUMAR et al., 2013). Alguns de
seus representantes sdo Uteis para a producdo de espécies transgénicas e ao
apresentarem interacfes com espécies vegetais nas condi¢cdes de endofiticos ou
rizobactérias podem atuar em promoc¢do de crescimento e inducao de resisténcia
sisttmica em plantas. Além disso, diferentes microrganismos possuem papel
essencial para o desenvolvimento das plantas ao atuarem na regulagdo do
metabolismo intracelular de fitohormoénios processos de solubilizacdo de fosfato do
solo, fixac&o de nitrogénio e producéao de sideroforos (HASHEM et al., 2019). Entre as
principais cepas bacterianas que realizam esses mecanismos encontram-se Bacillus
subitilis, Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus clausii,
Brevibacillus brevis, Bacillus megareium e Bacillus thuringiensis (BUNK et al., 2010;
FAN et al., 2017; SINGH; PATEL; KALIA, 2009).

B. subtilis (LEE et al.,, 2017) se destacam como produtoras de compostos
bioativos como bacteriocinas (JOSEPH, 2013), lipopeptideos (JHA; JOSHI; GEETHA,
2016), antibidticos (MALANICHEVA et al., 2014) e enzimas (WU et al., 2019) com
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potencial farmacolégico (RADHAKRISHNAN; HASHEM; ABD ALLAH, 2017; SHAFI,
TIAN; JI, 2017). Outras espécies como B. amyloliquefaciens e B. thuringiensis também
podem ser Uteis por produzirem metabdlitos secundarios com atividades antifangicas
(DJENANE et al., 2017; LEE, 2011), antibacterianas (DAAS et al., 2018; KURATA et
al., 2019), entre outras aplicagbes (SHAFI; TIAN; JI, 2017).

Espécies de Bacillus podem apresentar inclusbes de natureza protéica
chamadas de corpos paraesporais ou cristais de proteinas cujas morfologias variam.
As proteinas endotoxinas Cry e Cyt sdo atualmente as mais conhecidas biomoléculas
de origem microbiana nesse género e que possuem aplicacao biotecnoldgica voltada
para a agricultura (VITORINO; BESSA, 2017). Essas proteinas sdo sintetizadas pela
bactéria do solo B. thuringiensis e ttm uma acédo entomopatogénica especifica contra
pragas de milho, algodéo, batata, arroz, soja entre muitas outras culturas (SARWAR
etal., 2017; XIAO; WU, 2019).

Recentemente, pesquisas tem apontado o potencial de Bt para além do seu
efeito inseticida (JOUZANI, 2017). Diversos metabdlitos produzidos por estas
bactérias ja foram testados e oferecem condi¢cbes para atuar no biocontrole de
fitopatdgenos, producdo de plantas transgénicas resistentes a estresses bidticos e
abidticos, promocéo de crescimento em plantas e atividades especificas que podem
contribuir com o desenvolvimento industrial em areas como medicina e meio ambiente
(FERNANDEZ-CHAPA; RAMIREZ-VILLALOBOS; GALAN-WONG, [s.d.]).

2.3 Bacillus thuringiensis

Bt é um bastonete gram-positivo pertencente a familia Bacillaceae, que abrange
a maioria das espécies formadoras de esporos (DAAS et al., 2018). Por mais de seis
décadas tornou-se amplamente conhecida devido a sua capacidade de controlar uma
grande variedade de insetos importantes para a agricultura e a saude publica
(FERNANDEZ-CHAPA; RAMIREZ-VILLALOBOS; GALAN-WONG, [s.d.]; BRAVO et

al., 2011; MOAZAMIAN et al., 2018; PALMA et al., 2014). Cepas de desta bactéria ja

foram isoladas de varias regides do mundo, sobrevivendo em uma ampla gama de
ecossistemas, incluindo solo, agua, ar, superficie e interior de diversas plantas,
insetos mortos (ARGOLO-FILHO et al., 2014), fezes de animais (incluindo mamiferos

insetivoros) e em tecidos humanos com necrose grave (PALMA et al., 2014). A
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principal caracteristica das cepas é a presenca de uma diversidade de cristais de
proteinas intracelulares e outras proteotoxinas secretadas em sobrenadantes da
cultura, a maioria delas com alta especificidade entomocida para o controle biolégico
de pragas de lepidopteros, dipteros e coledpteros, importantes para varias culturas de
interesse econdmico (ex. BRAVO et al., 2011; GOMES et al., 2011; LOGUERCIO et
al., 2001, 2002; PALMA et al., 2014).

Atualmente, foram caracterizadas cerca de 78 familias de genes Cry
(CRICKMORE et al. 2018), a maioria codificando os cristais de proteina inseticida
parasporal, com 770 genes diferentes, trés familias Cyt com 38 genes (NAIR et al.,
2018), e cerca de 138 genes Vip (JOUZANI, 2017), sendo as ultimas duas classes
correspondendo as proteotoxinas secretadas nos sobrenadantes.

Nas ultimas décadas, com o desenvolvimento das ciéncias 6micas, os estudos
do genoma em varios isolados e cepas de Bt tem apresentado, outras potencialidades
e funcionalidades para esta espécie bacteriana, com novas ideias para a sua
utilizacdo (JOUZANI, 2017; PALMA et al., 2014), de modo que o espectro de suas
aplicacBes aumentou e ndo esta mais limitado a sua funcéo tradicional de bioinseticida
(SAUKA, 2017). Alguns genes e toxinas recém descobertos estdo sendo avaliados e
podem ter novas propriedades bioldgicas, sugerindo uma natureza pluripotencial de
Bt com diferentes especificidades (FERNANDEZ-CHAPA; RAMIREZ-VILLALOBOS;
GALAN-WONG, 2019; JOUZANI, 2017; ZHENG et al., 2018).

A tecnologias de sequenciamento de Utima geracdo (NGS) entre outras
ferramentas ampliaram o0s conhecimentos sobre varias informacdes atreladas a
biologia de Bt. O numero estimado at¢é o momento sobre genes que ja foram
estudados em diferentes cepas aproxima-se de 5.343-7.227, e o numero de
plasmideos varia entre 1 e 13 (JOUZANI, 2017). Esses dados possibilitam uma maior
exploracéo de propriedades especificas de Bt, e neste sentido, acredita-se que novos
genes de toxinas possam ser encontrados e identificados em diferentes cepas com
potencial de realizar atividades bioativas bem como outras funcionalidades que
possam ser utilizadas para diferentes aplicacbes biotecnolégicas.

As proteinas parasporinas sdo uma das toxinas de Bt recém investigadas
guanto a sua propriedade farmacoldgica. Elas sdo um grupo heterogéneo de proteinas
Cry produzidas por cepas de Bt que apresentam atividade citotOxica para grupos de

diferentes tecidos humanos (ABOUL-SOUD et al. 2019). Alguns dessas proteinas
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como Cry31A, Cry41A, Cry45A, Cry46A, Cry63A e Cry64A ja foram utilizadas em
experimentos in vitro contra diferentes células cancerigenas e estas biomoléculas
foram promissoras em atividade anticancer quando tratadas na presenca de proteases
(PALMA et al., 2014; PERIYASAMY et al., 2016). A Parasporin-2Aal é um dos
exemplos de toxinas de Bt ja identificada e utilizada em atividade anticancer
especificamente contra células cancerigenas do endométrio, do figado, do colo do
Gtero, da mama e da prostata (BRASSEUR et al., 2015).

As proteinas Cry também ja foram estudadas quanto ao seu potencial para o
controle biolégico de espécies de nematoides. Entre os peptideos de Bt
documentados até o momento sobre essas caracteristicas encontram-se Cry5, Cry6,
Cryl2, Cry13, Cryl4, Cry21, e Cry55 que podem ser explorados para o controle
biolégico de diferentes espécies de nematddeos incluindo aquelas consideradas
pragas agricolas (JOUZANI, 2017).

Algumas cepas de Bt podem ser encontradas na natureza como endofiticos e
rizobactérias atuando em diferentes beneficios para as plantas ao permitir a producéo
de sideréforos, solubilizacdo de fosfato, fixacdo de nitrogénio, sintese de
fitohormdnio, etc (EGAMBERDIEVA et al., 2017; JIANG et al., 2015). Através desses
mecanismos, cepas de Bt podem servir como agente potencializaodor de promogéo
de crescimento, desenvolvimento e resisténcia das plantas em ambientes com varios
tipos de estresses bidticos ou abidticos (BABU; KIM; OH, 2013; CUI et al., 2016;
EGAMBERDIEVA et al., 2017; KHAN; BANO, 2018; SCHWINGHAMER et al., 2015;
VAZ et al., 2018).

Diferentes cepas de Bt também s&do capazes de sintetizar toxinas com
propriedades bactericidas ou bacteriostaticas. As toxinas CytlAa, Cry4Ba e CryllAa
de B. thuringiensis subsp Israelensis sdo exemplos de algumas delas que podem ser
eficientes no combate de outras espécies bacterianas como E. coli (PALMA et al.,
2014). Outras como toxinas CrylA, CrylA, Cry3Aa e CrylD produzidas por
subespécies de Bt também possuem relatos de efeitos antimicrobianos
especificamente contra bactérias aerdbias e anaerbdbias (FARIAS et al., 2014,
YUDINA et al., 2007). Lipopeptideos, bacteriocinas e polissacarideos também fazem
parte do conjunto de biomoléculas de Bt que se mostraram eficazes como
antibacterianos (PLACIDO et al., 2017). Além disso, algumas moléculas sintetizadas
por Bt podem apresentar sinergia com as proteinas Cry, Cyt e Vip para atuar no
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biocontrole de uma variedade de alvos, incluindo fitopatdégenos de natureza fangica
ou bacteriana (DJENANE et al., 2017). As toxinas Cry como Cry5, Cry6, Cry13, Cryl4,
Cryl4, Cry21 e Cry55 também ja foram analisadas e apresentam efeito toxico contra
espécies de nematddoes tais como Meloidogyne hapla (ZHANG et al., 2012).

Devido a aspectos relacionados aos custos de registro de bioprodutos,
demandas de mercado e servigos publicos (ex. BERG et al., 2013; CHOJNACKA,
ACCESS, 2015), pode ser considerado vantajoso que um produto biotecnolégico seja
multifuncional; isto € especialmente verdade sob a perspectiva de uma transicao
necessaria da sociedade para um mundo de bioeconomia (BUGGE; HANSEN;
KLITKOU, 2016; VALLI; RUSSO; BOLZANI, 2018), em que as funcionalidades
alternativas de Bt tém um alto potencial de agregar valor aos bioprodutos derivados
dessa bactéria (ASHRAF; BANO; ALI, 2019; EGAMBERDIEVA et al., 2017; JOUZANI,
2017). Neste sentido, para analisar o conhecimento que vem sendo gerado pela
comunidade cientifica com relagcdo as potencialidades de Bt em aplicacbes
biotecnoldgicas ndo-inseticidas, pode-se utilizar ferramentas de pesquisa tais como

Revisao Sistematica (RS).

2.4 Revisao Sistemaéatica

A RS consiste em uma metodologia cientifica especifica que vai um passo além
da revisdo geral simples. Ela é um método que permite aos cientistas obterem
resultados empiricos ja publicados que (i) respondem a perguntas cientificas e (i)
podem ser quantificados (KITCHENHAM, 2004). Por meio dessa metodologia, é
possivel estabelecer um levantamento sistematizado do estado da arte de um
determinado tema, seguindo um planejamento criterioso e passivel de ser executado
de forma reproduzivel (MIAN et al., 2007). A RS tem o papel de preencher lacunas,
prover sinteses abrangentes, confiaveis e imparciais de uma pesquisa sobre um tema
especifico, integrando, em um Unico relatoério discutido, grandes volumes de estudos
individuais, proporcionando evidéncias empiricas para a tomada de decisbes e
também auxiliando a identificar novos campos de pesquisas (GANESHKUMAR,;
GOPALAKRISHNAN, 2013). Elas sdo metbdicas e explicitas, consistem em um
processo de pesquisa que (i) segue uma sequéncia de etapas metodologicamente
bem definidas, (ii) possuem um protocolo de estudo previamente planejado e (iii) sdo
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passiveis de reproducéo/repeticdo por outrem (KITCHENHAM; BRERETON, 2013;
MIAN et al., 2007). Trata-se, pois, de uma metodologia de investigacdo hibrida, de

base empirica, mas com dados publicados e disponiveis na literatura.
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3. MATERIAIS E METODOS

A revisdo sistematica foi conduzida em quatro etapas: buscas preliminares,
planejamento, execucdo das buscas e constituicdo da base local de pesquisa, e
sumarizacao dos dados e resultados. Essas etapas foram realizadas com base no
modelo de protocolo de busca bibliogréafica oferecido por (KITCHENHAM, 2004).

Para recuperar publicacdes diversas (incluindo revisdes, artigos, comunicacdes
curtas etc.) e considerando que Bt se trata de um microrganismo com muitos estudos
a seu respeito, foi realizada uma busca piloto em trés bases de dados previamente
selecionadas: Web of Science  (www.webofknowledge.com), PubMed

(www.ncbi.nlm.nih.gov) e Scopus (www.scopus.com). Como critério inicial de selecéo,
considerou-se apenas os trabalhos escritos em inglés sobre atividades ndo-inseticidas
de Bt estudadas até dezembro de 2018, sem restricdo para faixa de tempo. Para a
execucado desta etapa, onze strings de busca (combinagdes de palavras-chaves,
simbolos e buscadores booleanos especificos para cada base de dados) foram
formuladas. As strings foram formadas pelos termos comuns Bacillus thuringiensis ou
B. thuringiensis combinados diferentemente com as seguintes palavras-chaves:
‘antimicrobial’, ‘bacteriostatic OR antibacterial’, ‘anticancer OR cell killing OR cell
death’, ‘bioremediation OR phytoremediation’, ‘biofungicide OR fungicide’, ‘growth
promotion’, ‘tolerance to biotic OR abiotic stress’, ‘bionematicide OR nematicide’, ‘bio

bactericide OR bactericide’ e ‘induction of resistance’ (Tabela 1).

Tabela 1: Pesquisa piloto com palavras-chave, nimero de artigos recuperados e
bancos de dados utilizados.

Database 2
Keywords ? :
Pub Med Web of Science Scopus
1. antimicrobial 323 362 4976
2. bacteriostatic OR antibacterial 215 244 3769
3. anticancer OR cell killing OR cell death 157 337 1768
4. bioremediation OR phytoremediation 71 80 1374
5. biofungicide OR fungicide 27 56 945
6. bioactive” OR “bioactive compounds 8 48 577
7. growth promotion 10 34 584
8. tolerance to biotic OR abiotic stress 31 10 284
9. bionematicide OR nematicide 37 91 144
10. bio bactericide OR bactericide 24 17 114
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11. induction of resistance 1 4 66
Total 904 1283 14601

! Palavras-chave que foram combinadas com os termos Bacillus thuringiensis ou B. thuringiensis para
formar diferentes cadeias de pesquisa. As cadeias de pesquisa que contém as palavras-chave foram
ajustadas para o padrdo de pesquisa especifico para cada banco de dados.

2 Bancos de dados usados e nimero de artigos recuperados em cada sequéncia de pesquisa.

Com base nesta busca inicial aplicada ao texto inteiro dos artigos, foram
recuperadas 16.788 publicagcbes; porém, uma amostragem aleatéria de leitura de
titulos e abstracts revelou que a cada 50 artigos revisados, apenas um apresentava
conteudos com abordagens direcionadas para a atividade ndo-inseticida de Bt. Diante
disso, definiu-se uma segunda busca bibliografica com base em uma estratégia
aprimorada que permitisse retornar artigos especificos para atividades ndo-inseticidas
de Bt. Tais estratégias foram incluidas na fase de planejamento e estdo descritas

detalhadamente em no protocolo de elaborado para esta revisédo (Tabela 2).

Tabela 2: Protocolo para busca sisteméatica de literatura e recuperacao de dados.

Titulo: Mais do que apenas um matador de insetos: as
atividades néo inseticidas de Bacillus thuringiensis
com potencial biotecnoldgico

Autores: Naiane Oliveira Santos

Lorena Brito Pimentel Rodrigues dos Santos
Jacqueline Viana Fernandes

Ronilma Fernandes Alves

Juan Carlos Jaimes Martinez

Valter Cruz Magalhaes

Leandro Loguercio

Descricao: Bacillus thuringiensis (Bt) é amplamente abordado na
literatura pelo seu eficiente efeito no controle biologico
de insetos pragas. No entanto, recentemente,
pesquisadores tém apontado que esse microrganismo
pode ter outras potenciais aplicacbes ainda pouco
exploradas. Nesse sentido, esta revisdo sera
relevante por levantar o que existe de atividades
biotecnoldgicas alternativas atribuidas ao Bt para
além do seu uso bioinseticidas.

Objetivos: Analisar o estado da arte sobre atividades de Bacillus
thuringiensis para além do seu efeito inseticida.

Questao da pesquisa
Pergunta Quais sdo as aplicacbes biotecnolégicas nao
inseticidas de Bacillus thuringiensis e quais 0s niveis
gerais de utilizagdo das mesmas?

13



Populacao

Isolados e estirpes de Bacillus thuringiensis que foram
estudadas a respeito das atividades alternativas néao-
inseticidas

Intervencéo Possiveis/potenciais aplicacdes biotecnologicas néo-
inseticidas de Bacillus thuringiensis
Controle Revisdes ja disponiveis

Resultados esperados

Estudos primarios com experimentos empiricos que
testam aplicagdes de Bt em diversas biotecnologias.

Estudos primarios

Estudos primarios na forma de artigo cientifico

Identificacéo de Estudos

Palavras-chaves

antibacterial
l4nticancer
antimicrobial
bactericide
bacteriostatic

bio bactericide
bioactive

bioactive compounds
biofungicide
bionematicide
bioremediation

cell death

cell killing

fungicide

growth promotion
induction of resistance
nematicide
phytoremediation
tolerance abiotic stress
tolerance to biotic

String de Busca

1. ABS  (“Bacillus  thuringiensis” OR “B.
thuringiensis” AND “antimicrobial”)

2. ABS  (“Bacillus  thuringiensis” OR “B.
thuringiensis” AND *bacteriostatic” OR “antibacterial”)
3. ABS  (“Bacillus  thuringiensis” OR  “B.
thuringiensis” AND “14nticancer” OR “cell killing” OR
“cell death”)

4. ABS  (“Bacillus  thuringiensis” OR  “B.
thuringiensis” AND ‘bioremediation” OR
“phytoremediation”)

5. ABS  (“Bacillus  thuringiensis” OR “B.
thuringiensis” AND *“biofungicide” OR “fungicide”)

6. ABS (“Bacillus thuringiensis” OR “B.
thuringiensis” AND “bioactive” OR “bioactive
compounds”)

7. ABS (“Bacillus thuringiensis” OR “B.
thuringiensis” AND “growth promotion”)
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8. ABS  (“Bacillus  thuringiensis” OR “B.
thuringiensis” AND ‘“tolerance to biotic” OR “abiotic
stress”)

9. ABS (“Bacillus thuringiensis” OR “B.
thuringiensis” AND “bionematicide” OR “nematicide”)
10. ABS (“Bacillus thuringiensis” OR “B.
thuringiensis” AND “bio bactericide” OR “bactericide”)
11. ABS (“Bacillus thuringiensis” OR “B.
thuringiensis” AND ‘“induction of resistance”)

Critérios:

Serdo realizadas buscas automaticas nas bases
bibliograficas (Web of Science, Scopus, PubMed)
selecionadas. Utilizando-se as strings adaptadas a
cada base de dados. Os dados seréao importados no
formato BIBITEX.

Idiomas dos estudos

Inglés

Fontes

Web of Science
Pub Med
Scopus

Tipos de estudos

Artigos de dados
Artigos de pesquisa
Comunicagao curta

Selecéo inicial de estudos

Com base no titulo, resumo e palavras chaves.

Selecéo Final de estudos

Selecédo final sera feita com base nos critérios de
incluséo e exclusdo

Critérios de inclusdo e

exclusao:

Incluséo:

Escrito em inglés

Estudos primarios/artigos

Artigos que discorrem sobre atividades néo-
inseticidas atribuidas a Bt

Excluséao:

Artigos de revisdo

N&o esteja alinhado com o objeto de estudo
Artigos com foco em atividades inseticidas de Bt
Artigos sem acesso

Estratégias de extracao de

dados

e Métodos utilizados: Nome ou descricéo

e Resumos dos principais resultados

« Qual foi a utilizagéo de Bacillus thuringiensis

« Principais topicos abordados na discussao

e Origem das cepas de Bacilllus thuringiensis
para o experimento

o Localizacdo da pesquisa (em qual pais)

e No caso de controle biolégico (contra qual
organismos)

e Qual ano que foi realizada a pesquisa

« Palavras-chaves
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Sumarizagao dos | Os dados coletados serdo demonstrados em tabelas,

figuras e gréaficos.
resultados 9 9

Ao analisar o numero de artigos retornados entre as trés bases de dados
utilizada durante a pesquisa piloto, foi possivel perceber que a proporcionalidade dos
artigos recuperados entre as trés bases bibliograficas foi semelhante (Tabela 1),
assim, optou-se por reduzir a fonte de literatura para a nova busca somente para a
base Scopus, uma vez que esta apresentou maior numero de publicacdes retornadas,
sendo um banco de dados caracterizado por artigos revisados por pares (Ballew,
2009). Para recuperar as publicacbes de nosso interesse, utilizamos os mesmos
critérios estabelecidos na busca piloto, com excec¢éo de que os termos e as palavras
chaves presentes nas strings fossem encontrados apenas dentro dos titulos e
resumos dos artigos. Esta decisdo partiu da premissa de que as palavras chaves
sendo encontradas somente nessas duas secOes permitiria abranger maiores
nameros de publicacbes diretamentea atividades ndo-inseticidas de Bt.

ApOs a etapa de execucdo aplicando os critérios acima indicados, 590
publicacdes foram obtidas, as quais foram importadas em formato ‘bibitex’ para o
software StArt (Estado da Arte através da Revisdo Sistematica) v. 3.3 Beta 03,
desenvolvido pela Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar), disponivel para

download (http://lapes.dc.ufscar.br/tools/start_tool ). Apds a organizacédo dos estudos

de acordo com o software, iniciamos o processamento dos artigos obtidos, excluindo
77 trabalhos que vieram duplicados (repetidos entre strings diferentes). A seguir,
realizou-se a selecao inicial dos estudos aplicando os critérios de inclusédo e excluséo
(Tabela 2) com base na leitura dos resumos. Foram excluidos todos os trabalhos que
ealizaram pesquisas com foco em atividades inseticidas de Bt e publicagdes que nao
estavam alinhadas com o objetivo deste estudo, i.e., sem investigacdo de qualquer
atividade alternativa (ndo-inseticida) de Bt. Os artigos que atenderam os critérios de
inclusdo abordaram atividades nao-inseticidas de Bt e foram publicados em lingua
inglesa. Nesta fase, 125 trabalhos tratavam de estudos sobre atividade inseticida e
227 publicacdes ndo abordaram assuntos relacionados ao tema desta pesquisa.
Assim, dos 590 trabalhos recuperados na etapa anterior, 161 passaram para a
selecéo final dos estudos. Nesta etapa houve a identificacdo do tipo de publicacao

para aplicar um dos critérios de exclusao, i.e., eliminacdo de revisbes, capitulos de
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livros e outros artigos que ndo puderam ser acessados na integra. Um total de 128
artigos revisados com base na leitura completa do texto foram utilizados para as
analises dessa revisdo sistematica. Com a finalidade de verificar o padrdo de
recuperacdo de publicacbes com base no protocolo estabelecido, distribuiu-se os
estudos nas trés categorias (artigos rejeitados, duplicados e aceitos), verificando-se
as respectivas proporgdes para cada string de busca utilizada. Apds a etapa de
execucao aplicando os critérios acima indicados, 590 publicacdes foram obtidas, as
quais foram importadas em formato ‘bibitex’ para o software StArt (Estado da Arte
através da Revisdo Sistematica) v. 3.3 Beta 03, desenvolvido pela Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCar), disponivel para download

(http://lapes.dc.ufscar.br/tools/start_tool ). Apés a organizacéo dos estudos de acordo

com o software, iniciamos o processamento dos artigos obtidos, excluindo 77
trabalhos que vieram duplicados (repetidos entre strings diferentes). A seguir,
realizou-se a selecéo inicial dos estudos aplicando os critérios de incluséo e exclusédo
(Tabela 2) com base na leitura dos resumos. Foram excluidos todos os trabalhos que
ealizaram pesquisas com foco em atividades inseticidas de Bt e publicacfes que nao
estavam alinhadas com o objetivo deste estudo, i.e., sem investigacdo de qualquer
atividade alternativa (ndo-inseticida) de Bt. Os artigos que atenderam os critérios de
inclusdo abordaram atividades nao-inseticidas de Bt e foram publicados em lingua
inglesa. Nesta fase, 125 trabalhos tratavam de estudos sobre atividade inseticida e
227 publicacdes ndo abordaram assuntos relacionados ao tema desta pesquisa.
Assim, dos 590 trabalhos recuperados na etapa anterior, 161 passaram para a
selecdo final dos estudos, com extracdo de dados concomitante. Nesta etapa houve
a identificagdo do tipo de publicacdo para aplicar um dos critérios de exclusao, i.e.,
eliminacdo de revisbes, capitulos de livros e outros artigos que ndo puderam ser
acessados na integra. Um total de 128 artigos revisados por pares com base na leitura
completa do texto foram utilizados para as analises dessa revisao sistematica. Com a
finalidade de verificar o padrao de recuperacao de publicagbes com base no protocolo
estabelecido, distribuiu-se os estudos nas trés categorias (artigos rejeitados,
duplicados e aceitos), verificando-se as respectivas proporcdes para cada string de

busca utilizada.
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3.1 Compilacéo e analise de dados

A sumarizacdo dos dados se deu com base em informacfes coletadas das
secdes Materiais e Métodos, Resultados e Discussao de todos os artigos revisados,
incluindo descricdo das atividades de Bt, origem das cepas, pais de conducao das
pesquisas, anos de publicacdo e palavras chaves encontradas. Na categoria de
artigos aceitos estdo todos os artigos de pesquisas sobre atividades de Bt néo-
inseticidas que puderam ser acessados integralmente.

A partir de todos os artigos aceitos, foram extraidos dados quantitativos e
qualitativos a fim de observar os padroes de comportamento das pesquisas referentes
a tipos de atividades alternativas de Bt investigadas, anos de publicacGes e paises
onde foram conduzidas as pesquisas. Além disso, foram também registrados, a partir
do banco de dados desta revisdo sistematica, os métodos empregados em cada
pesquisa, tipos de medidas de efeito (ME) avaliadas, nimeros de cepas de Bt
testadas, alvos e organismos intermediadores utilizados (quando em caso de
atividades de Bt promovidas com a utilizacdo de plantas). Também foram observadas
as condicdes de conducao de cada experimento (in vitro, in vivo e in situ) e o nimero

de artigos aceitos para cada tipo de atividade encontrada.
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4. RESULTADOS

A busca preliminar recuperou um conjunto de trabalhos que abrangeu maior
parte de pesquisas sobre atividades inseticidas de Bt, que ndo correspondiam ao foco
desta revisao. As trés bases de dados Scopus, Web of Science e PubMed mostraram
padroes semelhantes de distribuicdo de publicagdes por string entre si (14601, 1283
e 904 trabalhos, respectivamente); porém, a base Scopus apresentou 87% do total de
publicacdes recuperaveis (Tabela 1). Assim, para refinar a busca bibliogréafica, optou-
se por realizar esta etapa somente na base de dados Scopus, partindo do critério de
que as strings estabelecidas estivessem presentes nos resumos. Com esta nova
estratégia, foi possivel recuperar 590 publicactes.

Os resultados da aplicacdo do protocolo de pesquisa bibliografica foram
analisados em termos da relacédo entre as strings de busca e o numero de artigos
retornados/aceitos. Foi observado que 21.7 % dos trabalhos recuperados na busca
corresponderam aos artigos finais selecionados para compor a base de dados
literarios desta revisdo. Os resultados desta revisdo sistematica mostraram um maior
percentual de publicacdes obtidas a partir das palavras-chaves presentes nas strings
1 (‘antimicrobial’) e 2 (‘bacteriostatic’, ‘antibacterial’) (Tabela 3), as quais representam
62.5% do total de publica¢des recuperadas. Quanto aos artigos aceitos, a proporcéao
destas duas strings reduziu-se para 47.7%. A string 3, referindo-se a ‘anticancer’, ‘cell
killing’, ‘cell death’, foi a terceira com maior numero de publicagdes recuperadas
(12.2%) enquanto a segunda com maior numero de artigos aceitos foi a string 4, que
se refere a ‘bioremediation’, ‘phytoremediation’ (23,4%). Importante observar que
~84% dos trabalhos aceitos em nosso banco de dados para a string 4 foram
publicados nos ultimos 5 anos. Dentro do protocolo de pesquisa sistemética
estabelecido neste estudo, a string 11 (‘induction of resistance’) ndo permitiu o retorno

de nenhuma publicacéo a respeito.

Tabela 3: Andlise inicial e selecdo dos estudos.

Palavras-chaves ! Recuperados? Duplicados 3 Rejeitados* Aceitos®
1. antimicrobial 187 2 147 40
2. bacteriostatic OR antibacterial 182 52 161 21
3. anticancer OR cell killing OR cell death 72 3 53 19
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4. bioremediation OR phytoremediation 40 1 10 30

5. biofungicide OR fungicide 40 1 36 4
6. bioactive" OR "bioactive compounds 34 11 33 1
7. growth promotion 13 1 8 5
8. tolerance to biotic OR abiotic stress 10 2 7 3
9. bionematicide OR nematicide 10 3 6 4
10. bio bactericide OR bactericide 2 1 1 1
11. induction of resistance 0 0 0 0
Total 590 77 462 128

! Palavras-chave que foram combinadas com os termos ‘Bacillus thuringiensis’ ou ‘B. thuringiensis’
para formar diferentes cadeias de pesquisa.

2 Numero de publicagdes recuperadas por cada sequéncia de pesquisa no banco de dados Scopus.
3 NUimero de postagens repetidas que foram encontradas em cada sequéncia de pesquisa.

4 Numero de publicacdes rejeitadas por ndo atenderem ao tema proposto nesta revisao.

5> Numero de artigos aceitos para a Revisdo Sistematica.

A andlise dos conteudos dos artigos incluidos para esta revisado registrou 13
diferentes atividades nao-inseticidas de Bt com potencial aplicacdo biotecnoldgica
(Fig. 1), perfazendo um total de 169 testes/experimentos. Considerando sua natureza,
estas atividades foram classificadas em duas grandes categorias: diretas e indiretas.
As atividades diretas correspondem aquelas em que Bt exerceu seu efeito sobre
determinado alvo sem a necessidade de um terceiro organismo componente no
sistema interativo. Atividades indiretas referem-se a atividades de Bt geralmente
promovidas por meio de um terceiro organismo no sistema, em alguns casos
utilizando plantas. Do total de experimentos/testes encontrados, 87% equivaleram a
atividades diretas e 13% a atividades indiretas (Fig. 1). Estas atividades estdo
relacionadas a trés grandes areas de conhecimento, assim distribuidas: 59.7% para
saude, 21.3% para agricultura e 19% para meio ambiente. Dentre as atividades diretas
analisadas, 66.8% dos experimentos para as a¢gdes nao-inseticidas corresponderam
a atividades inibitorias contra varios tipos de alvos (células de cancer, bactérias e
fungos patogénicos, virus, nematdides etc.). O percentual de artigos em que se
estudou mais de uma atividade n&o-inseticida de Bt, dentre os 128 que compdem o
banco de dados final desta pesquisa, foi de 32%. Das atividades encontradas,
verificou-se 0s menores nameros de estudos (experimentos) publicados sobre as
seguintes atividades de Bt: citotoxica, hemolitica (2 cada), genotoxica e antiviral (1
cada) (Fig. 1).
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Figura 1. Atividades néo inseticidas de Bt que foram encontradas no escopo de artigos aceitos. O eixo
vertical corresponde ao numero de experimentos/testes identificados nos artigos revisados pela
atividade estudada. As atividades diretas correspondem a acdo de Bt em outras células sem a presenca
de um terceiro organismo no sistema. A atividade indireta reflete os efeitos da Bt geralmente em
sistemas interativos tritréficos (por exemplo, Bt-planta-patdgeno).

Uma andlise da evolugcdo temporal e da distribuicdo espacial das pesquisas
revisadas neste estudo também foi realizado, buscando investigar possiveis padrdes
relevantes de pesquisa global nesse tema (Fig. 2). No periodo dos primeiros 30 anos
da faixa de tempo encontrada para as publicacfes aceitas (1971 a 2000), apenas 6
pesquisas (4.7%) sobre atividades de Bt ndao-inseticidas foram publicadas,
equivalendo a 0.2 artigos/ano. A partir do novo milénio, houve um aumento relevante
no namero dessas publica¢cdes, subindo a média anual para 6.8 artigos/ano (aumento
de 34 vezes a média do periodo anterior). A distribuicdo geogréafica global de
experimentos/testes de Bt ndo-inseticida no periodo investigado (Fig. 2) indicaram que
as pesquisas foram conduzidas em 32 paises pertencentes a todos 0s continentes,
exceto Oceania e Antartida. Registrou-se 95 experimentos/testes na Asia, 39 na
Ameérica, 17 na Africa e 12 na Europa, num total de 163; dos 169 testes identificados,
apenas seis (em quatro artigos) nao puderam ter atribuidos a localidade (pais e/ou
continente) em que os estudos foram conduzidos. A Asia foi o continente de maior
representatividade em pesquisas e numero de experimentos encontrados para as
diferentes atividades ndo-inseticidas, correspondendo a 55.9% do total. As atividades
nao-inseticidas de Bt mais representadas neste continente foram as atividades

antibacteriana (24 experimentos) e bio-/fitorremediacao (23). Dentre os paises
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asiaticos, a China e a india apresentaram o maior nimero de pesquisas (49 testes),
correspondendo a 30.1% do total de experimentos identificados. Para a China, a
atividade mais frequentemente encontrada foi a antibacteriana (9 experimentos), e
para a india, a biorremediacdo (8 testes). Os estudos sobre atividades anticancer
também predominaram em instituicbes de paises asiaticos, com maior frequéncia no
Japéo (6 experiments; 33.3%). Do total de 32 paises identificados em nossa reviséo,
de acordo com Banco Mundial
(https://datahelpdesk.worldbank.org/knowledgebase/articles/906519), 26.6% das
pesquisas com atividades nao-inseticidas de Bt foram conduzidas em instituicdes de
paises considerados como de renda média-baixa, 44.9% em paises de renda média-
alta, e 28,5% em paises com renda considerada alta. Destas atividades, as mais
pesquisadas foram antimicrobianas (42 experimentos para antibacteriana e 12 para
antifangica), bio-/fitorremediacdo (25), promoc¢éo de crescimento de plantas (13), e

anticancer (10).
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Figura 2. Tendéncias de publicacéo sobre atividades nado-inseticida de Bt. NUmero de artigos por ano
de publicacdes. Distribuicdo global das atividades estudadas; Mapa de atividades mostrando os locais
onde os estudos foram realizados e o nimero de atividades nédo inseticidas de Bt que foram realizadas.
Um total de 169 experimentos de teste identificados aparecem entre parénteses, de acordo com suas
atividades. Para o mapa, o numero total de experimentos considerados foi de 163, pois néo foi possivel
identificar o pais de atuacao em seis experimentos (i.e., 4 de 128 artigos revisados).
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Para o escopo deste trabalho, buscou-se entender a maneira como as
pesquisas com atividades nao-inseticidas de Bt vem sendo realizadas. Para isso,
procedemos uma investigacdo detalhada, com coleta de dados e de informacdes
sobre avaliacbes quantitativas para variaveis experimentais, as quais foram aqui
consideradas como ‘medidas de efeito’ (ME) para as diferentes atividades de Bt. Os
métodos experimentais em cada um dos artigos selecionados foram analisados para
uma compilacdo desses dados quantitativos. Além das MEs, anotou-se o humero e
tipos de cepas de Bt, o nUmero e tipos de células-alvo, e as condi¢des experimentais
predominantes (Tabelas 4 e 5). Das 13 atividades indicadas na Fig. 1, nove tiveram
MEs avaliadas para caracterizar as atividades alternativas com potencial
biotecnoldgico de Bt, sendo que em média foram utilizadas 38.3 cepas por atividade,
nos diversos estudos realizados (Tabelas 4 e 5). Dentro do conjunto de atividades que
apresentaram dados quantitativos (ME), seis corresponderam a atividades néo-
inseticidas diretas de Bt (quatro com células-alvo, e dois com outro tipo de acéo direta
— Tabela 4). E importante ressaltar que alguns artigos analisados apresentaram
estudos com mais de uma atividade nao-inseticida de Bt (Tabelas 4 e 5), nimeros
entre paréntesis), de modo que o somatorio global de ‘artigos por atividade’ foi maior
do que os 128 artigos publicados selecionados nesta revisao. Deste modo, o nUmero
de artigos por atividade contendo os estudos com acdes diretas de Bt representaram

86.3% do total de artigos por atividade com analises quantitativas (161).

Tabela 4. Resumo das atividades diretas! ndo inseticidas de Bt, com efeitos de
medicdo, encontrados em artigos aceitos que compdem o banco de dados deste
estudo.

Atividades 2 ME 3 N° N Ne exggrri]r?wigr?tzsis 7
e Estudos ¢ Cep?s o Alvas © Vitro Vivo Situ

Antibacteriana  1C50% 1 1 1 1 0 0
(56) 8 MIC 17 21 176 17 0 0
Zona de inibicdo 42 130 636 41 1 0
Total 60 152 813 59 1 0
Anticancer Viabilidade 16 24 59 15 1 0
(29) IC 50% 1 1 4 1 0 0
Peso 0 0
Dose letal 1 1 1 0 0
Total 20 29 69 19 1 0
Zona de inibicao 8 22 32 8 0 0
Antifingica MIC 3 3 25 3 0 0
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Promocéo de

(14) crescimento 2 12 7 2 0 0
Imbu;ao ) de 1 1 1 1 1 0
germinacéo
Total 14 38 65 14 1 0

Nematicida Sobrevivéncia 1 1 1 1 0 0

(04) MIC 2 2 3 1 1 0
Morte 2 2 2 2 0 0
Massa 1 1 2 3 0 0
Total 6 6 8 7 1 0

Outras atividades
Bioremediacao Concentragao 14 14 14 13 1 0
degradada

@7) Concentragao 20 20 20 17 2 1
reduxida
MIC 5 5 9 5 0 0
Populacdo
microbiana 2 2 3 2 0 0
Total 41 41 46 37 3 1

Promogao de g 1asca Prod 18 18 18 8 18 1
crescimento

(19) Medidas lineares 11 11 11 5 11 0
Composi¢do 5 5 5 3 5 0
guimica
Photosintese 1 0
Fisiologia 1 1 1 1 0
Total 37 37 37 18 37 1
Grand total 178 303 1038 154 44 2

1 As atividades nao inseticidas 'diretas' no escopo deste estudo representam todos os tipos de efeitos
da Bt que séo avaliados como resultado de uma acéo direta sobre determinados alvos, sem qualquer
intermediacao por um terceiro tipo de organismo (consulte a Tabela 3).

2 Atividades encontradas em nossos artigos aceitos que compuseram o banco de dados do estudo;

3 Medidas dos efeitos (EM) analisados nos varios estudos, agrupados por cada categoria de atividade.
'MIC'": concentragdo inibitéria minima, 1C50%: concentracao inibidora média, dose letal (anticancer); ,
cada EM indica uma colegédo de variaveis encontradas em todos os estudos correspondentes (consulte
Métodos), mas ndo necessariamente presentes simultaneamente em todos eles.

4 A coluna namero de estudos indica o numero total de variaveis de resposta (medidas de efeitos, EM)
que foram avaliadas nos artigos das quatro bases de dados em que foram encontradas;

5Numero total de cepas de Bt testadas em todos os estudos encontrados para essa medida de efeito
entre os artigos;

6 NUmero total de alvos biolégicos em todos os estudos encontrados para essa medida de efeito;

7 Esta coluna indica os trés tipos de condicGes experimentais nas quais os dados dos estudos primarios
foram coletados. 'Vitro': variaveis / estudos realizados em condi¢Bes controladas de laboratério, com
efeito minimo de variaveis desconhecidas que adicionam erro experimental (por exemplo, culturas de
células in vitro, atividades enzimaticas, etc.); "Vivo": corresponde a testes e técnicas aplicadas aos
organismos modelo (por exemplo, camundongos, plantas etc.); 'Situ': avaliacbes e experimentos
realizados no local / local em que um determinado problema pratico precisava ser tratado (por exemplo,
locais de mineragao, terras agricolas, areas poluidas etc.)

8 Numero de artigos revisados por atividade. O total de atividades com medidas de efeito registradas
nas tabelas 2 e 3 (162) é superior ao nimero de artigos revisados d128), porque alguns dos artigos
apresentaram pesquisa com mais de uma atividade daqueles considerados neste estudo. O nimero
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total gerado para cada coluna corresponde aos valores encontrados em cada estudo (EM), portanto,
nao correspondem ao total de artigos revisados. Alguns artigos apresentaram mais de uma forma de
medida de efeito. Assim, o niUmero de cepas e alvos pode ser repetido quando o mesmo artigo utilizou
mais de um estudo.

Tabela 5. Resumo das atividades indiretas! ndo inseticidas de Bt encontradas nos
artigos aceitos no banco de dados deste estudo.

N° de N° de N° de Ne° Con_digf)es_
Atividades ME ) . experimentais
estudos cepas  estresses Plantas Vitro  Vivo  Situ
Reducéo da 6 6 11 6 3 6 1
doenca
C.on,trq|e Incidéncia/Severi 5 5 5 5 1 5 0
Bioldgico ~ dade
(plants) ovos (nemat) 3 4 5 4 0 2 1
12 5
12) Populagéo de 3 4 5 4 0 3 0
patégenos
Producéo da > 2 4 2 0 2 0
planta
Total 19 21 31 21 4 18
Blomassa/Produ 4 4 4 4 1 4 1
céo
Estresse  Composi¢ao 3 3 3 3 1 3 1
abiodtico quimica
(5) Medidas lineares 2 2 2 2 0 2 1
Fisiologia 3 3 3 3 1 3 1
Fotossintese 2 2 2 2 1 2 0
Total 14 14 14 14 4 14 4
Biomassa 4 2 3 2 2 2 0
Fito- Concentracdo > > > 1 > 0
remediacéo acumulada )
(5) Concentragao > > 2 2 1 > 0
removida
Fotossintese 1 1 1 1 1 1 0
Total 9 7 8 7 5 7 0
Grand total 42 42 53 42 13 39 6

1 As atividades ndo inseticidas 'indiretas' no escopo deste estudo representam todos os tipos de efeitos
da Bt que séo avaliados como resultado de uma acéo direta sobre determinados alvos, sem qualquer
intermediac&o por um terceiro tipo de organismo (também veja a Tabela 2).

2 NUmero de diferentes estresses testados em espécies vegetais;

3 NUumero de espécies de plantas usadas em cada estudo.

Destas acOes diretas, as atividades antibacteriana e de biorremediagéo
apresentaram maior numero de artigos aceitos por atividade (51.5%), com maiores
nameros de estudos identificados (60 e 41, respectivamente; Tabela 4). Quanto as
condi¢cbes experimentais utilizadas, 77% de todos os estudos sobre atividades diretas

encontradas correspondem a experimentos realizados in vitro, 22% a experimentos in
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vivo e somente 1% in situ. Considerando atividades antimicrobianas, foram
identificados 4.3x mais estudos com acbes antibacterianas em relacdo as
antifingicas, com destaque para as proporc¢des de cepas de Bt e de alvos investigados
(Tabela 4): de um total de 303 cepas testadas para as seis atividades diretas, metade
referiu-se somente & atividade antibacteriana, com esta contendo 80% das cepas de
Bt estudadas como antimicrobianas; dos alvos microbianos testados, a vasta maioria
(92.6%) € de bactérias. Para estes estudos, houve uma predominancia de testes
baseados em ‘zona de inibi¢gao’, sendo 70% para atividade antibacteriana e 57% para
antifangica (Tabela 4).

Com relacédo as atividades nado-inseticidas indiretas, 67.2% dos estudos foram
realizados in vivo, 22.4% in vitro e 10.3% conduzidos in situ (Tabela 5). Do total de
estudos com atividades indiretas, o maior percentual (54.5%) correspondeu a
experimentos de controle bioldgico in vivo, nos quais as MEs séo obtidas a partir de
interacgdes tri-tréficas ‘Bt-planta-patégeno’. Controle bioldgico é a atividade indireta de
Bt ndo-inseticida que apresentou maior numero de estudos (45.2%) e cepas utilizadas
(50%), sendo restrito a plantas como terceiro componente da interacao (Tabela 5).
Por fim, observou-se que para as atividades indiretas houve uma relacéo de 1:1 entre
0 numero de cepas de Bt e 0 niumero de estudos realizados, enquanto para as

atividades diretas, essa relacao € afetada (Tabelas 4 e 5).

26



5. DISCUSSAO

Bacillus thuringiensis (Bt) € amplamente discutido na literatura por seu efeito
eficiente no controle biologico de insetos-praga. Nas ultimas décadas, no entanto, os
pesquisadores apontaram que esse microrganismo possui outras aplicacdes em
potencial ainda subutilizadas (JOUZANI, 2017). Neste estudo foi conduzida uma
revisao sistematica (RS) sobre aplicacdes biotecnolédgicas ndo-inseticidas de Bacillus
thuringiensis (Bt) a partir de um conjunto de artigos retornados, utilizando a base de
dados Scopus. Do total de 590 artigos recuperados nesta busca apenas o contetdo
de 128 foram incluidos neste estudo por apresentar experimentos/testes com foco em
atividades nédo-inseticidas de Bt, e, portanto, de acordo com o escopo desta RS.

Quando comparada com o uso do texto completo para recuperar publicacdes
(busca piloto), a estratégia utilizada de considerar a presenca das palavras-
chave/strings de busca somente nos resumos foi mais efetiva (Tabela 1 e 3). Apesar
do numero de publicacdes ter caido para ~3.5% do total inicial da primeira busca, foi
possivel contemplar um numero razoavel de artigos com énfase em atividades
biotecnoldgicas nado-inseticidas de Bt. Isto indicou claramente que as buscas dos
trabalhos a partir dos textos dos resumos e titulos tendem a ser mais eficientes e
especificas. Esta vantagem em se restringir as buscas aos resumos muito
provavelmente esta relacionada ao fato de que a presenca das palavras chaves no
corpo do texto das publicacBes ndo permite restringir o escopo dos estudos primarios
aos interesses da pesquisa. Quanto as publicacbes recuperadas na busca piloto, a
proporcao razoavelmente similar entre as bases de dados e as strings de busca
(Tabela 1) sugere adequada representatividade da base Scopus em relacdo as
demais. Os resultados também sugerem uma maior amplitude da base bibliogréafica
Scopus em relacédo ao tema desta pesquisa, uma vez que foi possivel recuperar um
namero suficiente de estudos para compor a base amostral desta revisao.

Considerando o protocolo de pesquisa bibliografica final estabelecido neste
trabalho, a proporcao encontrada de artigos recuperados e aceitos (Tabela 2) indicou
boa compatibilidade entre as strings de busca e os critérios de incluséo e exclusao.
Isto sugere que a estratégia de pesquisa foi eficiente, ndo enviesada e coerente com
0s objetivos propostos. A maioria dos artigos recuperados e aceitos apresentou o foco

de suas pesquisas em atividades antimicrobianas, anticancer, de morte celular e de
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remediagdo de poluentes (Tabela 3). As predominancias de estudos sobre esses
temas sugerem serem estes alguns dos maiores problemas de saude publica do
mundo (GUDIOL; CARRATALA, 2014; MEER; STATES; STEWART, 2013; TAM,
2019), os quais demandam constante preocupacdo da comunidade cientifica, e para
0s quais Bt tem sido visto como alternativa interessante. Em diversos paises, as
doencas infecciosas, a resisténcia microbiana e o desenvolvimento de células
cancerigenas estdo entre os problemas de saude publica de maior prevaléncia na
sociedade humana (BRAY; FERLAY; SOERJOMATARAM, 2018; DVM et al., 2017;
PRESTINACI; PEZZOTTI; PANTOSTI, 2015). Nos ultimos 30 anos, pelo menos 30
novas doencas infecciosas surgiram para ameacar a saude de milhdes de pessoas, e
a incidéncia e mortalidade por cancer continuam crescendo (BRAY; FERLAY;
SOERJOMATARAM, 2018; MANCHANDA et al., 2018). Diante deste cenario,
entende-se a continua necessidade de estudos que possam desenvolver mecanismos
alternativos e eficientes para o controle dessas patologias. Neste estudo, encontrou-
se 58 artigos de pesquisa empirica com Bt com foco em atividades antibacterianas, o
gue demonstra o interesse dos pesquisadores em investigar e explorar novas fontes
bioativas que possam complementar ou substituir antimicrobianos convencionais.
Interessante notar que os estudos sobre bioatividades (extratos e compostos)
produzidos por Bt (ex. Zwittermicin A, Thuricin CD e Lantibioticos, entre outros com
atividade antimicrobiana; REA et al., 2011; WEN et al., 2008; XIN et al., 2016) talvez
tenham incentivado a expansdo do seu uso para outras areas, tais como o
(bio)controle de varios patégenos de animais e plantas.

Dentre os temas investigados com maior percentual de retorno/aceite de
publicagcdes neste estudo, vale ressaltar os 30 artigos encontrados sobre bio-
[fitorremediacdo (Tabela 3). Estes estudos primarios investigaram a capacidade de Bt
em remediar uma gama de poluentes, incluindo residuos quimicos, compostos
organicos, metais pesados e combustiveis fosseis que estdo entre as principais fontes
de poluicdo encontradas em todo o planeta (MUEDI, 2018). O interesse da
comunidade cientifica neste tema vem aparentemente crescendo de modo rapido,
dado que as publica¢cdes especificas obtidas com essa string se acumularam em anos
mais recentes (ver Resultados). Pode-se cogitar que os niveis atuais de degradacéo
ambiental e dos servicos ecossistémicos, com a percepg¢ao de que a manutengéo

desses servicos € essencial direta e indiretamente para a satude e bem-estar humanos
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(ex.PEDUZZI, 2019; ZARI; MAINGUY, 2019), podem ajudar a explicar este crescente
interesse em bioatividades voltadas para despoluicdo e recuperacdo de areas
degradadas.

As atividades alternativas com potencial biotecnoldgico de Bt estudadas neste
trabalho estdo inseridas em trés grandes areas do conhecimento, cuja pesquisa
cientifica enfrenta enormes desafios associados a necessidade de se integrar
qualidade de vida, desenvolvimento econdmico e sustentabilidade ambiental. Tais
desafios (ex. processos de urbanizacdo, industrializacdo, mineracdo, agricultura,
pecudria, transito de espécies exoticas, poluicdo, mudanca da matriz energética, entre
outros) estdo entre os principais fatores responséveis pela perda de recursos naturais,
alteracdes climaticas, extincdo em massa de espécies, e rearranjos na biodiversidade
do planeta (ELLIS et al., 2011; OPOKU, 2019; PEDUZZI, 2019; ZARI; MAINGUY,
2019). Neste contexto, os conhecimentos disponiveis sobre caracteristicas e
atividades do genoma de Bt sugerem a exploracédo deste microrganismo em diversas
atividades voltadas para a medicina, saude, agricultura e meio ambiente (BERG et al.
2013; FERNANDEZ-CHAPA; RAMIREZ-VILLALOBOS; GALAN-WONG, 2019). Os
resultados encontrados neste estudo sobre atividades inibitdrias de Bt contra variados
alvos relevantes (ANDREEVA et al., 2014; DAAS et al., 2018; RAMAMOORTHY et al.,
2018), bem como efeitos benéficos em sistemas tri-tréficos (CUI et al., 2017; JIANG
et al., 2018; VAZ et al., 2018) ressaltam as grandes possibilidades do seu uso para
além do seu efeito inseticida. Durante varias décadas, o estudo e caracterizacdo de
cepas desta bactéria focou na sua vertente de utilizacdo como agente de controle
biolégico de insetos-praga (ex. GOMES et al.,, 2011; LOGUERCIO et al., 2001;
OSMAN; SALEM; GHATTAS, 1988; PALMA et al., 2014 veja mais abaixo), deixando
a ecologia e evolucdo de Bt abertas a debates: patdgeno de insetos (RUAN et al.,
2015), patégeno ambiental multi-hospedeiro (LOGUERCIO; ARGOLO-FILHO, 2015),
ou ambos (HENDRIKSEN, [s.d.]). As diversas e variadas atividades encontradas para
Bt (JOUZANI, 2017; este estudo), muito como reflexo de sua constituicdo
pangendmica (FANG et al., 2011), ressaltam a versatilidade fisiologica dessa bactéria,
0 que pode explicar assim seu grande potencial bioecondmico além da atividade
inseticida. Apesar das atividades citotdxicas, hemoliticas, genotdxicas e antiviral de

isolados de Bt terem sido encontradas em muito baixa frequéncia no conjunto de
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artigos revisados (Fig. 1), acreditamos que as pesquisas sobre essas atividades ainda
estdo em fases iniciais de geracao de conhecimento e exploracdo de potencialidades.
Até a década de 1970, ja havia transcorrido 32 anos de estudos sobre Bt
inseticida, sendo que varios produtos derivados destas bactérias (ex. Sporeine,
Thuricide and DiPel; MILNER, 1994; SANAHUJA et al., 2011) ja eram disponiveis no
mercado, com ampla utilizagdo na agricultura (TEAKLE, 1994). Mesmo assim, o foco
dos estudos cientificos continuava sendo sobre toxinas de Bt como inseticidas para o
controle de pragas de interesse agrondmico, ainda que ja houvesse indicativos do
potencial para atividades alternativas, como antifungica (PAIK et al., 1997),
biorremediadora (WAGNER-DOBLER et al., 1992), antibacteriana (Cherif. 2003),
promotora de crescimento em plantas (SAUKA, 2017), entre outras funcionalidades.
O desenvolvimento das técnicas de genética e biologia molecular neste periodo
estava em estagios iniciais (WOODGETT; LOUGHLIN, 2016). Desta forma, as
informacgdes sobre os genomas de Bt eram limitadas, o que provavelmente dificultou
uma maior énfase das pesquisas nessas atividades alternativas nao-inseticidas de Bt.
Avancos mais recentes das tecnologias ‘Gmicas’ (genémica, transcriptdémica,
protedmica, metabolémica, etc) aprofundaram a percepcéo da diversidade e rigueza
biol6gica dos genomas das espécies de Bacillus e também entre diferentes
subespécies e estirpes de Bt (BERG et al., 2013). Esse avan¢o nao somente permitiu
o estudo de possiveis polifuncionalidades das proteinas Cry como também a
descoberta de novos genes com novas atividades bioativas especificas para o
controle de uma variedade de organismos, incluindo bactérias, fungos, virus,
nematddeos, protozoarios, acaros, além de células cancerigenas (JOUZANI, 2017).
A maior parte das pesquisas encontradas com foco em Bt nao-inseticidas
parecem estar atreladas a atividades de interesse em salude publica, ainda que
estudos em agricultura ndo possam ser negligenciados (Fig. 1, Tabela 4 e 5). Essas
atividades foram estudadas em paises cuja localizacdo geografica, densidade
populacional e desenvolvimento econémicos séo fatores que apontam para condi¢des
gerais de saude dessas nacgfes que requerem atencdo da pesquisa cientifica em
varios de seus aspectos. A Asia, América Latina e Africa sdo continentes com altas
prevaléncias de doencas tropicais infecciosas (HOTEZ, 2014). Em geral, suas regides
sdo atingidas por doencgas negligenciadas que afetam populagbes com condigcéo

socioeconémica vulneravel, que vivem em areas distantes do alcance dos servigos de
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saude (BOUTAYEB, 2007; HOTEZ; AKSOY, 2011). A alta quantidade de pesquisas
realizadas na Asia, principalmente sobre atividades antibacteriana e bio-
[fitorremediacdo, pode ser explicada por alguns fatores. Por exemplo, problemas de
salude publica associados a condi¢cdes de infraestrutura em desenvolvimento, bem
como terapias antimicrobianas e desfechos clinicos inapropriados foram sugeridos
como alguns desses fatores que podem determinar foco de pesquisa nas atividades
antimicrobianas de Bt (KANG; SONG, 2013). Ja as pesquisas por atividades de
bio/fitorremediacdo provavelmente teriam situacdes preocupantes de degradacéo e
contaminacdo de solos pelas diversas acdes antropogénicas, como agricultura
(GONZALEZ et al., 2018) industrializacdo e mineracdo (LI et al., 2014) como
motivacfes para a pesquisa. Devido muito provavelmente a sua superpopulacéo, a
China tem apresentado uso muito intenso de agentes antimicrobianos convencionais,
0 que tem levado a prevaléncia de patdgenos multirresistentes; microrganismos como
Staphylococcus aureus resistente a meticilina € uma realidade e est4 entre os
problemas de salde publica mais preocupantes neste pais (CUI et al., 2017; ver mais
abaixo). A existéncia de estudos sobre atividade anticancer de Bt encontrados em
paises do continente Asiatico também foi frequente, com destaque para instituicdes
pertencentes ao Japdo. Isto pode estar associado a grande preocupacado com 0S
dados clinicos observados anualmente sobre a crescente taxa de mortalidade de
pacientes ocorridas principalmente por cancer, ha mais de 30 anos (NAGAO;
TSUGANE, 2016). Acredita-se que o fator preponderante para esta elevada taxa de
pacientes com cancer no Japao pode estar associada aos efeitos provocados pela
exposicao a radiacdo das bombas nucleares da Il Guerra Mundial (UTADA et al.,
2019). Mudangas no estilo de vida, com incremento de fatores de riscos como
tabagismo, bebidas alcoolicas e infec¢des diversas, também podem ter contribuido
para este fendmeno (INOUE et al., 2012).

As possibilidades de ampla utilizacao de Bt em diversas atividades e finalidades
biotecnolégicas tém levado a pesquisas relevantes do ponto de vista quali- e
guantitativo, as quais nao se restringem apenas aos beneficios para a agricultura
como agente de biocontrole de insetos-praga pela gama de atividades inseticidas. O
maior volume de estudos sobre atividades diretas de Bt, com énfase marcante para
alvos bacterianos (Tabela 4) pode ser atribuida a constante necessidade em se
descobrir novos agentes/atividades antimicrobianas, a partir de fontes alternativas
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(BRAY; FERLAY; SOERJOMATARAM, 2018; PARRA-SALDIVAR; CENTELLA; AR,
2017); isto se deve principalmente aos problemas de saude causados por infec¢cdes
microbianas hospitalares que podem ser provocadas por cepas patogénicas multi- ou
pan-resistentes aos antibioticos convencionais (CUl et al., 2017; DEMAIN; SANCHEZ,
2009; VINCENT; DENIS, 2008). Estas condicdes de relevancia e repercussao mundial
também ajudam a explicar o maior volume de cepas de Bt e alvos testados para esta
atividade direta (Tabela 4). Como consequéncia, e pela natureza deste tipo de estudo
prospectivo, maiores quantidades de cepas e alvos requerem avaliacdes simultaneas,
em condicdes similares, para a selecdo de isolados mais promissores (ex. GOMES et
al., 2011; LOGUERCIO et al., 2002). Assim sendo, experimentos de confronto de
dupla cultura tendem a ser aplicados inicialmente, o que justifica ndo apenas a grande
predominancia de condi¢des in vitro para os estudos investigados, mas também a
tendéncia para maior presenca de avaliacbes baseadas na zona de inibicdo (Tabela
4).

Algumas regifes degradadas apresentam condi¢cdes desfavoraveis para a
agricultura (SHARMA et al., 2015). Essas regides exigem acdes de recuperacao de
suas areas, o que surge como fator estimulante as pesquisas por atividades
alternativas especificas de Bt, tais como bio-/fitorremediacéo (veja acima). De modo
similar, o estabelecimento de plantas industriais nos moldes do ultimo século tendem
a produzir poluentes e contaminantes que se acumulam tanto em solo quanto em
cursos d’agua e ambientes aquéticos (AHMAD et al.,, 2012). Assim, o uso de
microrganismos e plantas para diminuir esses problemas tem sido uma das
estratégias mais eficazes e promissoras dos pontos de vista econémico e de impactos
ambientais (MOJIRI et al., 2013). Como um importante membro do género Bacillus,
Bt demonstra capacidade de colonizar diferentes hospedeiros e ambientes (ARGOLO-
FILHO et al.,, 2014), atuar como enddfito e/ou rizobactéria (ASHRAF; BANO; ALI,
2019; BABU; KIM; OH, 2013), produzir fitohormdnios (EGAMBERDIEVA et al., 2017)
e compostos bioativos (PEREZ et al., 2017; RAMAMOORTHY et al., 2018). Assim,
uma outra atividade alternativa de Bt de caracteristica indireta que vem, nas ultimas
décadas, aumentando sua importancia para agricultura com sustentabilidade
(KISHORE, 2006; REVIEW et al., 2016) sdo os chamados ‘efeitos benéficos’
(KISHORE, 2006; VEJAN et al., 2016), com destaque para promogéao de crescimento
em plantas (BHATTACHARYYA; JHA, 2012; QI et al., 2016). Os resultados de nossa
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busca (Tabelas 4 e 5) demonstraram a existéncia de linhas de investigagdo nessa
direcdo, com possibilidades claras de ampliar o leque de opc¢des biotecnoldgicas para
esta bactéria, inclusive com mais de uma atividade presente na mesma cepa (ex.
ASHRAF; BANO; ALI, 2019; EGAMBERDIEVA et al., 2017; JOUZANI, 2017). Ainda
se considerando as atividades indiretas, verificou-se uma maior frequéncia de
experimentos in vivo nessa categoria, uma vez que se trata de atividades que
envolvem a participacdo de um terceiro organismo (plantas, em sua maioria) como
membro de um sistema tri-trofico (Tabela 5).

A partir dos dados obtidos nesta pesquisa pudemos observar que 0s compostos
e bioprodutos que podem ser formulados a partir desta bactéria certamente
contribuirdo para ampliar as opcdes e estratégias de producdo agricola sustentavel,
com seguranca ambiental e condicdes mais acessiveis de distribuicdo e
comercializacdo. Por exemplo, os compostos bioativos que podem ser sintetizados
por diferentes cepas de Bt demonstraram potencialidades para a produgcédo de
medicamentos alternativos para o0 combate a uma gama de patdgenos
multirresistentes (ROY et al., 2013). Bt também tem apresentado potencialidade para
utilizacdo em areas degradadas e contaminadas, participando de sistemas de limpeza
e restauracdo ambiental. Nosso planeta caminha na direcdo de uma bioeconomia
(BUGGE; HANSEN; KLITKOU, 2016; VALLI; RUSSO; BOLZANI, 2018) que permita
mitigar um sem-numero de processos degradadores da biodiversidade e dos servi¢os
ecossistémicos (PEDUZZI, 2019; ZARI; MAINGUY, 2019). Também ha questdes
ainda nao plenamente resolvidas relacionadas ao sistema de registro de bioprodutos
e a abrangéncia de suas aplicabilidades (ex. BHATTACHARYYA; JHA, 2012;
CHOJNACKA; ACCESS, 2015). Neste contexto, pode-se considerar vantajoso para
um produto biotecnolégico ser multifuncional, caracteristica esta que esta claramente
presente no mundo de Bt (ASHRAF; BANO; ALI, 2019; EGAMBERDIEVA et al., 2017;
JOUZANI, 2017), cujas diversas atividades biol6gicas para além de sua classica
atividade entomopatogénica tém alto potencial de agregacao de valor aos bioprodutos

ja existentes e potenciais derivados desta bactéria.
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6. CONCLUSOES

A literatura cientifica disponivel online em trés bancos de dados, a partir de
palavras-chaves especificamente estabelecidas, permitiu recuperar numero
representativo de artigos cientificos publicados que abordam atividades e funcdes
ndo-inseticidas de Bt com potencial biotecnoldgico.

Esta revisdo sisteméatica permitiu a identificacdo de 13 atividades nao-
inseticidas de Bt com potencial biotecnolégico, sendo 10 consideradas como sendo
de efeito direto e 3 como sendo de efeito indireto, esta ultima com a necessidade de
uma relacéo tri-trofica entre os elementos do sistema de interacgéo.

Os sistemas biolégicos envolvidos que foram identificados nesta revisdo
relacionam-se com efeitos de Bt de naturezas antibacteriana, anticancer, antifingica,
antiviral, nematicida, citotoxica, genotoxica, antiviral, de promoc¢éao de crescimento de
plantas, de controle biol6gico de fitopatégenos, de aumento de tolerancia de plantas
a estresses abidticos, de biorremediacao e de fitorremediacao.

Dentre as 13 atividades nao-inseticidas de Bt registradas nessa revisao
observa-se que oito delas tem potencial de aplicacdo na area da saude, trés podem
ser aplicadas em agricultura e duas oferecem potencial para melhorias voltadas para
0 meio ambiente.

O conteudo observado nos artigos selecionados possibilitou a construcdo de
um banco de dados com uma variedade de informacdes, cujas variaveis de analise
incluem cepas de Bt testadas, espécies de plantas, microrganismos-alvo, condi¢cdes
experimentais in vivo, in vitro e in situ, e diversas outras especificas, caracteristicas
dos métodos de estudo mais apropriados para as 13 atividades nédo-inseticidas
encontradas.

Os sistemas utilizados nos experimentos, e as informagfes temporais e
geograficas (anos de publicacdo e paises-sede das instituicdes de pesquisas) em que
foram realizados os estudos indicaram espaco para mais investigagfes em areas de
saude humana e veterinaria, relacionadas as atividades citotoxica, hemolitica,

genotoxica e antiviral, pois corresponderam a somente 8.4% dos estudos analisados.
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