Universidade de Sao Paulo
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

Aspectos da regulacao metabdlica bacteriana em resposta a
herbicidas: um enfoque ao sistema antioxidante

Paula Fabiane Martins

Tese apresentada para obteng&o do titulo de Doutor
em Ciéncias. Area de concentracdo: Genética e
Melhoramento de Plantas

Piracicaba
2012



Paula Fabiane Martins
Bidloga

Aspectos da regulacao metabdlica bacteriana em resposta a herbicidas: um
enfoque ao sistema antioxidante

Orientador:
Prof. Dr. RICARDO ANTUNES DE AZEVEDO

Tese apresentada para obtengéo do titulo de Doutor
em Ciéncias. Area de concentracdo: Genética e
Melhoramento de Plantas

Piracicaba
2012



Dados Internacionais de Catalogagéo na Publicacéo
DIVISAO DE BIBLIOTECA - ESALQ/USP

Martins, Paula Fabiane

Aspectos da regulagdo metabdlica bacteriana em resposta a herbicidas:
um enfoque ao sistema antioxidante / Paula Fabiane Martins. - - Piracicaba,
2012.

152 p:il.

Tese (Doutorado) - - Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, 2012.

1. Antioxidantes 2. Bactérias 3. Biodegradagao ambiental 4. Herbicidas
I. Titulo

CDD 615.95299
M386a

“Permitida a copia total ou parcial deste documento, desde que citada a fonte — O autor”









Dedico-av Deus;, por me permitiv concluir estow etapa...
A minha familioy, mde, pai e Aly, por se fagerem presente e todos

o3y momentos; e ao-Rafoy, pelo-amor e companheirismo-






AGRADECIMENTOS

Inicialmente expresso minha gratiddo ao professor e amigo Ricardo Antunes de
Azevedo, o qual me acolheu em seu laboratério e possibilitou o desenvolvimento
deste projeto, bem como me ofereceu sua experiéncia e personalidade como
exemplo de carater e profissionalismo. Nao tenho melhores palavras para expressar
minha gratid&o.

A Salete Gaziola, a qual me ofereceu sua experiéncia e apoio, em todas as
fases deste projeto. Vocé é uma das amizades que mais fazem valer a pena.

Agradeco também aos professores Marcos Pileggi, Valdemar Tornisielo,
Wellington L. de Araujo e, em especial ao Michael |Ibba, que além de grandes
incentivadores do projeto, também me auxiliaram no desenvolvimento deste, sempre
com o respaldo de amizade.

N&ao poderia deixar de citar os funcionarios e professores do Departamento de
Genética, os quais estiveram presentes em todos os momentos, facilitando em muito
meu caminho.

A minha familia, (Martinha, Bigua, Alysson, Edson, Sénia, Carol e Rafa) que
sempre me conforta € me reenergiza, sendo o nicleo da minha formacgdo. E esta
familia, formada por muitas outras pessoas, € que me ensina o valor do viver, e aos
poucos se molda ao tempo de minha vivéncia, me deixando ver pessoas queridas
partirem, e outras chegarem... Tenham meu eterno reconhecimento.

Agradeco enormemente aos meus amigos, porém me reservo o direito de nao
citar nomes, para que minha gratiddao nao seja personalizada, e principalmente pelo
medo de cometer erros ao nao citar alguém. Mas gostaria de deixar aqui meu eterno
reconhecimento por toda a ajuda que me ofereceram em tantos momentos que
precisei durante toda minha caminhada para finalizacdo deste ciclo.

Se guardo algo realmente especial deste tempo em que pude desfrutar da
companhia de todos, é que a amizade € um sentimento que me torna mais forte, isso
porque minhas fraquezas sdo compensadas pela virtudes daqueles que me ajudam.
Sem vocés nao conseguiria terminar este projeto, quem sabe ndo pela incapacidade
de cumprir, mas pela frieza e soliddo que descaracterizaria meu trabalho. Saibam
que vocés me fazem deslumbra com a capacidade de pessoas em sempre ajudar,

sem nunca pedir algo em recompensa.



E finalmente, agradeco a ESALQ/USP, por permitir que eu faca parte da sua
gloriosa histéria, ao CNPq, CAPES e pela concessao das bolsas, e a FAPESP pelo
apoio a pesquisa, e também concessao de bolsa.

Tenham certeza de que, para mim, tudo valeu a pena!!



Com intelectualidade pura cria—se invejosos,

com o corag¢ao cria—se amigos.”

Chico Xavier






SUMARIO
RESUMO ...ttt ettt e e e e e e e sttt e e e e e e s e s naaeeeeeans 13
ABSTRACT ...ttt ettt e ettt e et e e e a e e e e e e aanraaen 15
T INTRODUGAOQ ..ottt n e ean e nan e anens 17
2 UTILIZACAO DIFERENCIAL DO HERBICIDA S-METOLACHLOR COMO FONTE
DE CARBONO PELA BACTERIA Enterobacter asburiae SD1 .............eeveveveveeeennnnnns 23
=TS ] .o SRS 27
AN o 1] 1 = o S 29
P2 I [0 Yo 18 o= T R 27
2.2 Materiais € METOAOS .........eeeiiiiiiieee e 29
2.2.1 Herbicida € metabOlitOS .......oeerieaeeeeeeeee e 29
2.2.2 Condigdes de cultivo para isolado SD1 ........cooooeiiiiiiiiiieeeeeieeee e 29
2.2.3 Identificag@o bacteriana..........cooee e 30
2.2.4 Analise do crescimento bacteriano em diferentes fontes de carbono .............. 30
2.2.5 Analise residual do herbicida s-metolachlor em meio de cultura...................... 31
2.2.6 MEtodos analitiCOS .........uveiiiiiieee ettt 31
2.2.7 Analise estatistiCa ... 32
P2 o T T YU = o [o L P 32
2.3.1 Identificacdo do isolado bacteriano SD1 ... 32
2.3.2 Crescimento bacteriano foi menor quando o isolado bacteriano foi cultivado em
AT o TN 0 1T 0 T=T = | 34
2.3.3 Biodegradagao do herbicida s-metolachlor ocorre de maneira caracteristica dos
compostos cloroacetanilidas ........ ..o 36
2.3.4 Os metabolitos s-metolachlor ESA e AO nao foram passiveis de detecgdo em
nenhum dos tratamentos analiSados. ......cccooe oo 39
P2 I 1o U 1= Lo P 39
REIEIENCIAS ... a e 45

3 REGULAQAO DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES BACTERIANAS DO ISOLADO
Enterobacter asburiae SD1 EM RESPOSTA A DIFERENTES FONTES DE

(O =1 ]\ 51
RESUMO ..ttt e e e e aaeeeeeas 51
AN o 1] 1 = o SR 53
K0 I [ 0110 To [1 o= To R PRRTRT 55
3.2 Material € MEIOUOS ...t e e 56

3.2.2 Viabilidade celular apds exposicao aos tratamentos...........cccceeveveeeeeeeeeeeeeee. 58



10

3.2.3 Extracao e determinacao de proteinas SOIUVEIS .............uveeeeeeeeeeeeeiiniiinan, 58
3.2.4 Variac0es N0S padrOES ProOtEICOS. ...uuuruurerrereeneeeeeeieieeeeneeeanenensenensnnnssssnnnnnnnnnnnnns 59
3.2.5 Quantificagao de peréxido de hidrogénio (H2O2) .......evvveveeveeeeeiiiiiiieeeeeee 60
3.2.6 Quantificacao do produto MDA resultante da peroxidagao lipidica.................. 60
3.2.7 Analises das enzimas antioXidantes ............cceueeeeeiiciciiiiiieiee e 61
3.2.7.1 Atividade da enzima SOD...........ouummmiiiieieiiiiiiiieiiieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeaeeseanenneennnnnnes 61
3.2.7.1.1 Atividade da enzima SOD em espectrofotdmetro ...........ceoeevvivieeeneeeennns 61
3.2.7.1.2 Atividade da enzima SOD em PAGE néo desnaturante ............cccccceeeeenn. 61
3.2.7.1.3 Caracterizacao das isoenzimas de SOD ..........ccccccvveeeeemeeeeieeiiina 62
3.2.7.2 Atividade da enzima CAT .....oeeeeeeeeeeieeieeeeeeiieeeeeetteeeeeteeeteeesseseassssssssessnsnnnnnnnns 62
3.2.7.2.1 Atividade da enzima CAT em espctrofotdmetro.........ccceeeevviiiiiiennnneenns 62
3.2.7.2.2 Atividade da enzima CAT em PAGE nao-desnaturante............ccccevvvvennne. 63
3.2.7.3 Atividade da enzima glutationa-redutase (GR) .........cccccevvveeeviciiiiiiiieeeeee 63
3.2.7.3.1 Atividade da enzima GR em espectrofotdmetro...........cccceevviiiiiieeennenen. 63
3.2.7.3.2 Atividade da enzima GR €M PAGE .........cooooooiiiiiiiiieieeeeeeiieeee e 63
3.2.7.4 Atividade da enzima glutationa S-transferase (GST) ....coooveeeiiiiiiciiiieenneeee. 64
3.3 RESUIAUOS ...t 64
3.3.1 Queda na viabilidade celular pode indicar adaptacdo da bactéria a nova
(oo gl [ 10> o e [0 1N 1 2 =1 o 64

3.3.2 A adaptacao as diferentes constituicdes de meio de cultura pode ser explicada
por baixos niveis de estresse oXidatiVo ...........ccovveeeviiiiiiiiiiiie e 66

3.3.3 A presenga do herbicida s-metolachlor no meio de cultura causa alteracdo na
EXPreSSA0 A€ PrOtEINAS ...ovvieeeeeiie ettt a e e e e e e aaa e e e e 68

3.3.4 A enzima SOD apresenta uma nova isoforma induzida somente na presenca
do herbicida s-metolachlor....... ... 71

3.3.4 A enzima CAT apresenta maior atividade em meio rico e com 12 h de cultivo 74
3.3.5 A enzima GR apresentou alta variabilidade, apresentando 5 isoformas

presentes em todos 0S tratamentoS........oovvvvveiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeee 78
3.3.6 A enzima GST apresentou aumento da atividade nos tratamentos CNH e MMH
apos longa exposicao ao herbicida s-metolachlor ................eeeeeeeeeiieeieei 80
3.4 DISCUSSAO .ottt et e e e oottt e e e e e e e e e e e e e eean 82
REfEIENCIAS......ccc e 94

4 ATIVIDADE DIFERENCIAL DAS ISOFORMAS DE CATALASE E SUPEROXIDO-
DISMUTASE DE Escherichia coli  K-12, EXPOSTA AO HERBICIDA S-

1Y | =R O] X0 x| KO = ST 99
(R T=T1 010 0 [0 JPT TR 99
F Y o 1= 1 = U] F U 101

4.7 INTFOAUGAO ... s 103



11

4.2 Material € MEIOUOS ...ttt a e e e 105
4.2.1 Linhagens bacterianas ... 105
4.2.2 Experimento e condigfes de CUtIVO .....cceevvvvvvveveeieeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 106
4.2.3 Curva de crescimento e sobrevivéncia das células na presenca do herbicida
................................................................................................................................ 106
4.2.4 Quantificagdo de peroxido de hidrogénio (H2O2)........ovvvevvcrmeveiiiiiiceeiiee 107
4.2.5 Quantificagao de MDA (malondialdeido) .........ccevvmeieerreeeeieiieeeee e 107
4.2.6 Atividade de enzimas antioXidantes ...........coooooiiiieiiie e 107
4.2.6.1 Atividade da enzima SOD em PAGE nao desnaturante.........ccccceeevvennnnee 107
4.2.6.3 Atividade da enzima CAT em espectrofotdmetro ... 108
G o T T YU = o [0 L S 108
4.3.1 A taxa de crescimento bacteriano é menor na presenca do herbicida s-
METIOIACKHIO ... 108

4.3.2 A delegao dos genes katG, katE, sodA e sodB induz desequilibrio metabdlico
gerando estresse oxidativo, o que pode ser potencializado pela presenca do

herbicida S-MetolaChIOr ... 111
4.3.3 A Mn-SOD (sodA) é a isoforma com maior contribuicdo na atividade total de
SOD, e tem papel fundamental na resposta ao herbicida s-metolachlor................. 115
4.3.4 A atividade de catalase é induzida diferencialmente entre as linhagens
MUEANTES A E. Ol 117
T I o U TS 1- Lo PP 119
(Y=Y (=TT oLt F= LRSS 123
5 PAPEL DE EF-P, POXA E YJEK NA RESPOSTA ANTIOXIDANTE DE Escherichia
coli AO HERBICIDA PARAQUAT ...t 127
RESUMIO .. 127
L o = U TR 129
ST I [ 0110 [1 o= To RPN 131
5.2 Material € MEIOUOS ....... ..ot a e e e e 132
5.2.1 Linhagens bacterianas .........ccoovveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 132
5.2.2 Experimento e condigdes de CUlIVO .......cooeeeviieiiiiiiieieeeeeeeeee e 133
5.2.3 Curva de crescimento e sobrevivéncia das células na presenca do herbicida
................................................................................................................................ 133
5.2.4 Quantificagdo de perdxido de hidrogénio (H2O2).......covvvevviimeveiiiiiiceeiiee 134
IV SN =00 ) (o F= Vo= To TN 0] (o [o- U 134
5.2.6 Analise de expresséo diferencial de genes por Northernblot ........................ 134
5.2.6.1 Extracao total de RNA ..o 135
5.2.6.2 DESENNO0 A€ SONUAS. ... .uueeeiiiaeeeeei e e e e 135

5.2.6.3 Marcacdo da sonda com Y[ 2PJ-ATP......ccceoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 136



12

5.2.6.4 Transferéncia para membrana de nailon e condicées de hibridizacéo ....... 136
5.3 RESUIAUOS ...t 137
5.3.1 Efeito do herbicida paraquat no crescimento e sobrevivéncia celular de E.coli
................................................................................................................................ 137
5.3.2 E. coli mutantes apresentam alta taxa de peroxidacéo lipidica e H20» ......... 139
5.3.3 Expresséao diferencial de enzimas antioxidantes em linhagens de E. coli em
resposta @0 ParaqUAL.........coome e 141
5.4 DISCUSSAO ...ttt e e e e ettt e e e e e e e e e e e aeeeean 143
REfEIENCIAS. .....ccc e 148

6 CONSIDERAGOES FINAIS ...ttt 151



13

RESUMO

Aspectos da regulacao metabdlica bacteriana em resposta a herbicidas: um
enfoque ao sistema antioxidante

A contaminagdo ambiental por pesticidas € uma preocupacao cada vez mais
presente, como indicam estudos que detectam frequentemente estes compostos em
agua e solo, e visto a importancia destes, faz-se necessario a compreensao do seu
impacto em organismos ndo alvo. Dessa forma, o estudo da resposta adaptativa
bacteriana a herbicidas vem de encontro com a necessidade descrita, além de
fornecer novos dados a cerca da regulacdo metabdlica na possivel biotransformacéao
destes compostos. Neste estudo, o sistema antioxidante foi alvo de andlises para a
compreensao de sua participacdo neste processo, além de evidenciar a regulacéao
diferencial de isoenzimas em bactéria exposta a herbicida. Para tanto, inicialmente
um estudo de biodegradacdo apontou que o isolado bacteriano Enterobacter
asburiae SD1 é capaz de degradar s-metolachlor em cerca de 30% com 13 h de
cultivo em meio mineral, na presenca de 1,25 mM do herbicida. Porém, a
biodegradacao também ocorreu em meio de cultura com fonte de carbono alternativa
ao s-metolachlor, o que juntamente com o crescimento diferencial entre os meios,
sugeriu uma resposta fisiolégica adaptativa a diferentes condicdes nas quais o
herbicida estava presente. Conhecido em estudos de resposta global a estresse, 0
sistema antioxidante foi avaliado na presenca do herbicida e em diferentes
consituicdes de meio de cultura, o que culminou em vias preferenciais ativadas
conforme as caracteristicas dos meios. Na presenca de somente s-metolachlor como
fonte de carbono (meio mineral), a enzima glutation S-transferase foi ativada,
mostrando prioridade no reconhecimento e metabolizacdo do s-metolachlor. J& na
presenca de outras fontes de carbono, além do herbicida, as vias de combate ao
estresse oxidativo, representadas pelas enzimas catalase (CAT), superéxido
dismutase (SOD) e glutationa redutase (GR), foram ativadas primeiramente. Além
disso, foi possivel também avaliar a ativacdo diferencial das isoenzimas de CAT e
SOD frente ao s-metolachlor, sendo que a isoenzima Mn-SOD merece destaque
pela importancia na resposta adaptativa, visto que a delecdo do gene sodA (Mn-
SOD), causou danos a membrana e desequilibrio no trabalho cooperativo enzimatico
no combate as ERQO's (espécies reativas de oxigénio). Finalmente, a integracao dos
diferentes niveis de um metabolismo na resposta do sistema antioxidante bacteriano
foi mostrado através do estudo com a via de controle traducional formada pela
proteina EF-P (elongation factor P). Esta proteina atua na fidelidade do processo de
sintese de proteina, e a delegcdo do gene efp que a codifica, bem como outras
proteinas envolvidas na ativagao desta via, resultou no desequilibrio celular, gerando
estresse oxidativo, potencializado pela presenca do herbicida paraquat. Este
trabalho reune resultados bastante relevantes para a compreensdo do papel do
sistema antioxidante bacteriano, em condigdes de estresse gerado pela presenca de
herbicidas, e oferece dados importantes referentes a integracéo e regulacéo de vias
bioquimicas na ativacdo do sistema antioxidante, bem como para uma eficiente
resposta adaptativa deste sistema.

Palavras-chave: Sistema antioxidante; Bactéria; Herbicida; Biodegradacao
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ABSTRACT

Aspects of bacterial metabolic regulation in response to herbicides: an
antioxidant system approach

The environmental contamination by pesticides is an increasing concern, as
frequently showed in studies with detection of these compounds in water and soil. In
fact, the understanding of pesticide effect on non-target organisms is necessary
given the importance of pesticide and its sustentable use. The study of bacterial
adaptive response to pesticide can show how the metabolic regulation happens, as
well as provide new data about biotransformation of these xenobiotics. For this
propose, firstly the biodegradation analyse showed the Enterobacter asburiae SD1
strain has capacity to degrade the s-metolachlor herbicide in around 30% of your
initial concentration (1,25 mM), in 13 h of cultivation in mineral medium. However, the
degradation was also observed on the presence of alternative carbon source, what
suggests, together the differential growth, the bacteria can show an adaptive
response to different conditions represented by the media constitution. The
antioxidant system, a global sensor to stress, was evaluated in E. asburiae SD1
cultivated in different media, to see what is the effect of s-metolachlor herbicide in the
antioxidant response. It was possible to observe preferential pathways activated
according to medium characteristics, such as the activation of glutathione S-
transferase in the presence of only s-metolachlor as carbon source. This result was
explained by the bacterial need to recognize and metabolize a new molecule. On the
other hand, in the presence of alternative carbon source, in addition to herbicide, the
pathways to combat oxidative stress, as those constituted by catalase (CAT),
superoxide dismutase (SOD) and glutathione reductase (GR), were firstly activated.
Besides this, the differential activation was observed among the isoenzymes of CAT
and SOD, wich special attention to Mn-SOD, which one had an important role in the
adptive responde to herbicide. This affirmation was justified when de delection of
sodA gene (Mn-SOD) induced membrane damage and disruption in the cooperative
work of antioxidant enzymes in bacteria exposed to s-metolachlor. Finally, the
integration of different levels of metabolism in the antioxidant response was showed
through study with a pathway envolved in the translational control which has the
elongation factor-P (EFP) as one important protein. This enzyme acts in the fidelity
during the protein synthesis, and its absence, caused by efp gene delection, as well
others two protein important to activate the EFP, induced the oxidative stress,
increased by the paraquat herbicide. The present work collects relevant results for
understanding of the role of bacterial antioxidant system in the stress condition
induced by herbicide presence, and also offers important data about integration and
regulation of biochemical pathway in the antioxidant system activation for an efficient
adaptative response.

Keywords: Antioxidant system; Bacteria; Herbicide; Biodegradation
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1 INTRODUCAO
“Um homem né&o pode fazer o certo numa area da
vida, enquanto esta ocupado em fazer o errado em
outra. A vida é um todo indivisivel.” (Mahatma
Gandhi)

Os pesticidas representam uma solucdo para o aumento da produtividade
agricola, porém seu uso continuo, e muitas vezes irregular, levou a contaminagao de
alimentos e ambientes naturais com substancias toxicas, e de maneira geral,
persistentes. Atualmente, sabe-se que a falta de especificidade destes compostos
caracteriza um risco para o0s organismos nao alvos, 0s quais sofrem as
consequéncias da exposi¢cao continua.

Para reduzir o risco de contaminacdo ambiental, bem como, minimizar os
efeitos ndo desejados dos pesticidas, & essencial compreender os fatores que
afetam o comportamento destes no ambiente natural, buscando conhecer os
diversos fenébmenos que envolvem a persisténcia e a toxicidade, e assim possibilitar
o desenvolvimento de técnicas viaveis de descontaminacdo, ou mesmo manejo
sustentavel.

O s-metolachlor, principal herbicida alvo deste estudo, é representante da
classe cloroacetanilida, e possui toxicidade alta, mobilidade e é passivel de sofrer
lixiviagdo. Este conjunto de caracteristicas torna o s-metolahclor um potencial
contaminante ambiental, como apontam estudos com amostras de agua e solo,
freqlientemente relatados, ndo somente no Brasil (PARAIBA et al., 2003; LAABS et
al., 2002), como também em outros paises, tais como Grécia, ltalia, Franca e
Estados Unidos (KOLPIN; BARBASH; GILLIOM, 2002; KONSTANTINOU et al.,
2006; VRYZAS et al., 2011). Além disso, a amplitude da contaminacdo ambiental por
pesticidas ja alcanca areas rurais e urbanas (KOLPIN et al., 2002), o que torna o
cenario ainda mais preocupante.

O equilibrio de ecossistemas se da através da manutencdo das funcdes
desempenhadas por organismos que caracterizam nichos especiais de um conjunto
de biomas. Neste caso, 0s microorganismos representam um fator bastante
importante, pois além de ocuparem os mais diversos habitats, ainda apresentam

funcdes metabdlicas particulares, e de extrema relevancia para a ciclagem de
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nutrientes. Inserido neste contexto, se encontra a microbiota do solo, a qual vem
sendo alvo de estudos sobre processos de metabolizagdo, conduzidos a fim de
disponibilizarem compostos, antes presentes em moléculas complexas, como
pesticidas. Foi baseado nisto, que surgiu a primeira hipétese deste trabalho.

Inicialmente, este estudo avaliou a capacidade de degradacao do herbicida s-
metolachlor por um isolado bacteriano identificado como Enterobacter asburiae SD1,
oriundo de solos agricolas com histérico de uso de s-metolachlor. Esta fase do
estudo visou entender como se da a resposta adaptativa do metabolismo quando
exposto a um composto (herbicida), passivel de ser utilizado como fonte de carbono,
ou mesmo, nutrientes.

A influéncia de fontes alternativas de carbono na utilizacdo do herbicida pelo
metabolismo bacteriano foi avaliada, juntamente com as andlises iniciais de
crescimento. Dessa forma, os primeiros resultados mostram que o isolado
bacteriano SD1 consegue atingir cerca de 30% de degradacao de s-metolachlor em
13 h de crescimento, uma taxa bastante significativa para uma bactéria cultivada
isoladamente. Além disso, foi possivel verificar diferencas no crescimento conforme
a constituicio dos meios de cultura, caracterizando respostas adaptativas
diferenciais.

Visando equilibrio de ecossistemas, 0s organismos respondem as
perturbagées ambientais através de mudangas metabdlicas, muitas vezes dirigidas
pela variabilidade genética. Considerado uma forga evolutiva, o fluxo de metabdlitos,
juntamente com a diversidade genética, pode interferir na construcao de novas vias
bioguimicas, caracterizadas pela presenca de enzimas, capazes agora de
reconhecer novos substratos e atuar em condicbées antes ndo encontradas no
ambiente.

Na busca de compreender as mudancas fisiolégicas adaptativas,
representadas pelo crescimento diferencial bacteriano ja citado, o estudo deu
continuidade caracterizando o estresse oxidativo causado pela exposicdo ao
herbicida, e analisando as possiveis vias bioquimicas utilizadas pela bactéria para
sobrevivéncia nos diferentes meios de cultura. Neste caso, foi possivel observar vias
preferénciais do sistema antioxidante ativadas conforme a caracteristica da fonte de
carbono disponivel no meio. Além disso, houve a indugdo de uma nova isoenzima

de SOD na presenca do s-metolachlor ou na auséncia de fonte de carbono,
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resultado que deu indicios para uma possivel regulacdo diferencial de isoenzimas
em resposta a presenca do contaminante s-metolachlor.

Dessa forma, o capitulo seguinte a caracterizacdo do estresse oxidativo,
procurou focar nas duas principais enzimas do sistema antioxidamte bacteriano,
catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD), as quais mostraram atividade
diferenciada quando o isolado E. asburiae SD1 foi submetido ao herbicida s-
metolachlor. Porém, neste ponto o estudo deu prosseguimento com a bactéria
modelo Escherichia coli K-12, a qual tem seu metabolismo bastante estudado, o que
auxiliaria na compreensao de respostas induzidas por condi¢ées novas, ainda nao
testadas na literatura.

Em bactérias da familia Enterobacteriaceae, o sistema antioxidante é
organizado em duas respostas distintas, sendo caracterizadas pelo agente indutor.
Primeiramente, a bactéria E. coli apresenta o locus genético sosR (superoxide
response) regulando positivamente cerca de 40 proteinas, as quais sao induzidas
pela presenca do anion superoxido, a nivel transcricional (LUSHCHAK, 2011).

A regulacao dos niveis de superéxido intracelular é realizado pela enzima SOD,
que em E. coli, pode ser encontrada na forma de 3 isoenzimas, diferenciadas pelo
cofator e localizacao celular. Além da Mn-SOD, codificada pelo gene sodA e sob
controle de SoxR, esta bactéria também apresenta a outras duas isoenzimas: i) a
Fe-SOD, também citosdlica, codificada pelo gene sodB e possivelmente controlada
pela proteina fur (Ferric Uptake Regulator), e a Cu/Zn-SOD, expressa pelo gene
sodC, que apresenta atividade no periplasma na células.

Esta udltima isoforma de SOD (Cu/Zn), muitas vezes ndo é encontrada em
microorganismos cultivados em laboratério, porque é responsavel pela defesa de
superoxido de origem exogena, situacdo geralmente encontrada em
microorganismos patogénicos (KEITH; VALVANO, 2007). Foi baseado nesta
justificativa, aliada a presenca de somente Mn-SOD e Fe-SOD no isolado bacteriano
E. asburiae SD1, que o estudo do papel diferencial das isoenzimas de SOD na
resposta bacteriana ao s-metolachlor utilizou mutacdées simples somente dos genes
SodA e sodB.

Por outro lado, a segunda resposta adaptativa do sistema antioxidante de E.
coli, é ativada na presenca do H»O,, € controlada pelo fator transcricional OxyR.
Este por sua vez ativa proteinas relaciondas as mais diversas fungcdes como defesa

ao estresse (HPIl), manutencao da homestotase redox (glutationa-redutase) e
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protecao ao DNA (Dps: DNA-binding protein). Neste caso, a concentragdo de H»O; é
controlada através da atividade de peroxidases, que em E. coli sdo encontradas em
dois grupos, sendo as catalases-peroxidases, compostas pelas hidroperoxidases
(HP) e as peroxidases, as quais sdo dependentes de um cofator para degradacao do
peréxido de hidrogénio, representadas pela alquil-peroxidase (AhpC).

A HPI, codificada pelo gene katG, é expressa sob condicdes aerdbicas e
anaerodbicas, esta sob regulacdo do fator transcricional OxyR e sua sintese é
induzida quando as células sdo expostas a concentracées subletais de perdxido
hidrogénio (TRIGGS-RAINE et al., 1988). Ja& a HPIlI apresenta maior atividade
durante a fase estacionaria e em culturas aerébicas (LOEWEN et al., 1996), pois seu
controle é realizado pelo fator sigma rpoS (IVANOVA et al., 1994). Sendo assim, as
mutacoes utilizadas em E. coli K-12 para estudo da atividade de CAT foram
delegdes simples nos genes katG (HPI) e katE (HPII).

Neste ponto do trabalho, a hipétese do papel diferencial das isoenzimas foi
corroborado com resultados que apontam a importancia das isoenzimas HPII e,
principalmente, Mn-SOD para a manutengao de niveis de ERO's (espécies reativas
de oxigénio) ndo tdxicos a célula. Estes resultados mostraram o trabalho cooperativo
das enzimas, no qual as especificidades e particularidades de cada isoenzima
constituem uma rede de resposta global, a qual apresenta uma diversidade de vias
responsivas que podem se adaptar ao tipo de estresse gerado peo s-metolachlor.

Entretanto, muitos processos bioldgicos podem ser afetados pelo estresse
oxidativo por diferentes caminhos, sendo uma delas através de alteragbes na
regulacao traducional (VEAL; DAY, 2011; GRANT, 2011). As ERO's podem
apresentar funcao na sinalizacao celular, porém também podem causar danos
celulares, como o comprometimento da ativacdo da desacilacdo da metionina,
desencadeando mudancas programadas na fidelidade do tRNA, ainda na fase inicial
do processo traducional (NETZER et al., 2009).

A eficiéncia e controle da sintese proteica sdo reconhecidamente de grande
importancia para a manutencéao das fungdes celulares, bem como para a resposta
adaptativa as mudancas impostas pelo ambiente. Neste processo, o fator de
elongacdo-P (EFP) apresenta relevante papel, pois estimula a atividade
peptiltransferase do complexo de iniciacao 70S.

Considerando a importancia da regulacdo de processos celulares para uma
eficiente resposta antioxidante bacteriana, seja esta regulacao a nivel transcricional
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ou traducional, o ultimo capitulo do presente trabalho visou compreender a
relevancia do sistema antioxidante na via PYE de controle pds-transcricional para
ativacdo do EF-P. Para isso, foram utilizadas trés linhagens de Escherichia coli
provindas da “KEIO Knockout Collection”, as quais apresentam delecao dos genes
efp, poxA e yjeK, genes estes que codificam enzimas chaves para a ativacdo EF-P.
Através de ensaios bioquimicos, foi possivel caracterizar niveis diferenciais de
estresse oxidativo entre as linhagens, bem como a expressao diferencial de genes
de enzimas antioxidantes, o que evidenciou o papel fundamental de EF-P na
manutencao do estado redox da célula.

Finalmente, o conjunto de dados reunidos neste trabalho possibilita 0 melhor
entendimento da complexidade que envolve a regulacdo do sistema antioxidante
bacteriano, principalmente frente a fatores como disponibilidade de nutrientes e
poluentes ambientais, como herbicidas.

A importancia do sistema antioxidante na manutengcdo da homeostase celular,
bem como, das fungdes biolégicas de uma célula fica claro a partir de resultados que
enfatizam a integralizagao de vias bioguimicas na resposta adaptativa ao herbicida.

O conjunto de dados indica que mais estudos sao necessarios para a
visualizagdo da resposta global do sistema antioxidante, talvez sob aspectos
moleculares ou mesmo, bioquimicos, principalmente quando abordagens ambientais
sao consideradas. Além disso, o presente trabalho abre portas para a aplicacao de
alguns resultados em estudos sobre tolerancia a herbicidas, principalmente quanto a
ativacao preferencial de isoenzimas que podem ser melhor estudadas quanto ao seu
papel em plantas transformadas com genes de microorganismos e que adquirem

tolerancia a xenobidéticos.

Referéncias

GRANT, C.M. Regulation of translation by hydrogen peroxide. Antioxidants &
Redox Signaling, New Rochelle, v. 15, p. 191-203, 2011.

IMLAY, J. Cellular defense against superoxide and hydrogen peroxide. The Annual
Review of Biochemistry, Palo Alto, v. 77, p. 755-776, 2008.

IVANOVA, A.; MILLER, C.; GLINSKY, G.; ELSENSTARK, A. Role of rpoS (katF) in
oxyR-independent regulation of hidroperoxidase | in Escherichia coli. Molecular
Microbiology, Salem, v.12, p.571-578, 1994.



22

KEITH, K.E.; VALVANO, M.A. Characterization of SodC, a periplasmic superoxide
dismutase from Burkholderia cenocepacia. Infection and Immunity, Bethesda,
v. 75, p. 2451-2460, 2007.

KOLPIN, D.W.; BARBASH, J. E.; GILLIOM, R. J. Atrazine and Metolachlor ocurrence
in shallow ground water of the United States, 1993 to 1995: Relations to
explanatarory factors. Journal of the American Water Resources Association,
Herndon, v.38, p. 301-311, 2002.

KONSTANTINOU, L.K.; HELA, D.G.; TRIANTAFYLLOS, A.A. The status of pesticide
pollution in surface waters (rivers and lakes) of Greece. Part I. Review on occurrence
and levels. Environmental Pollution, London, v. 141, p. 555-570, 2006.

LAABS, V.; AMELUNG, W.; PINTO, A.; ZECH, W. Fate of pesticides in tropical soils
of Brazil under field conditions. Journal of Environmental Quality, Madison, v. 31,
p. 256-268, 2002.

LOEWEN, P. Probing the structure of catalase HPII of Escherichia coli— a review.
Gene, Amsterdan, v.179, p. 39-44, 1996.

LUSHCHAK, V.l. Adaptive response to oxidative stress: Bacteria, fungi, plants and
animals. Comparative Biochemistry and Physiology, Part C, Oxford, v. 153,
p. 175-190, 2011.

NETZER, N., GOODENBOUR, J.M.; DAVID, A.; DITTMAR, K.A.; JONES, R.B;
SCHNEIDER, J.R.; BOONE, D.; EVES, E.M.; ROSNER, M;R.; GIBBS, J.S.; EMBRY,
A.; DOLAN, B.; DAS, S.; HICKMAN, H.D.; BERGLUND, P.; BENNINK, J.R.;
YEWDELL, J.W.; PAN, T. Innate immune and chemically triggered oxidative stress
modifies translational fidelity. Nature, London, v. 462, p. 522-526, 2009.

PARAIBA L.C.; CERDEIRA, A.L. ; SILVA, E.F. ; MARTINS, J.S. ; COUTINHO, H.L.C.
Evaluation of soil temperature effect on herbicide leaching potential into groundwater
in the Brazilian Cerrado. Chemosphere, Oxford, v. 53, p. 1087-1095, 2003.

TRIGGS-RAINE, B.; DOBLE, B.W.; MULVEY, M.R.; SORBY, P.A.; LOEWEN, P.C.
Nucleotide sequence of katG, encoding catalase HPI of Escherichia coli. Journal of
Bacteriology, Washington, v. 170, 4415-4419, 1988.

VEAL, E.; DAY, A. Hydrogen peroxide as a signaling molecule. Antioxidants &
Redox Signaling, New Rochelle, v. 15, p. 147-151, 2011.

VRYZAS, Z.; ALEXOUDIS, C.; VASSILIOU, G.; GALANIS, K.; PAPADOPOULO-
MOURKIDOU, E. Determination and aquatic risk assessment of pesticide residues in
riparian drainage canals in northeastern Greece. Ecotoxicology and
Environmental Safety, New York, v. 74, p. 174-181, 2011.



23

2 UTILIZAQAO DIFERENCIAL DO HERBICIDA S-METOLACHLOR COMO FONTE
DE CARBONO PELA BACTERIA Enterobacter asburiae SD1

Resumo

Em ambientes naturais, os microorganismos desempenham importante papel
na degradacdo de contaminantes, funcdo relacionada a resposta adaptativa
desencadeada pelo metabolismo do organismo exposto ao xenobidtico. A adaptacao
a nova condicao imposta pelo agente estressante, muitas vezes inibe funcdes
metabdlicas para indugcédo de vias de reconhecimento e catélise do novo composto.
O herbicida s-metolachlor, encontrado em amostras de agua e solo, apresenta
potencial de contaminagdo visto a estabilidade da molécula, além se ser
considerado altamente toxico para o ambiente. No presente estudo, o isolado
bacteriano Enterobacter asburiae SD1, oriundo de solos contaminado por este
herbicida, foi cultivado em meios de cultura rico (CNH), e mineral (MMH), sendo este
também avaliado com a adi¢cdo de 10% de dextrose (MMDH), na presencga de 1,25
mM de s-metolachlor, visando a andlise da capacidade de catabolizar o herbicida,
mesmo na presenca de fontes de carbono alternativas ao s-metolachlor. Foi possivel
observar através de andlise residual do meio de cultura, que o isolado SD1
apresentou capacidade de degradacao de cerca de 30% em 13 h de cultivo na
presenca do s-metolachlor, porém sem a capacidade de transformacao total nas
condigbes analisadas. Além disso, como encontrado em outros estudos, a
degradacdo do herbicida foi observada tanto na presenca de somente o s-
metolachlor como fonte de carbono, como também na presenca de fontes
alternativas, como dextrose. A andlise de crescimento mostrou uma fase de
adaptacao, a qual variou de duragédo conforme a constituicdo do meio de cultura, e
até mesmo a queda da absorbéancia inicial, como provavel estratégia de
sobrevivéncia na presenca do herbicida, visando a manutencdo da viabilidade
celular. Os dados do presente trabalho indicam que isolado bacteriano SD1 pode
degradar o herbicida s-metolachlor, e mesmo com a transformacéo parcial, o s-
metolachlor mostrou ser suficiente para manter o crescimento deste microorganismo
através do fornecimento de carbono.

Palavras-chave: S-metolachlor; Fonte de carbono; Bactéria; Biodegradacao
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2 DIFFERENTIAL UTILIZATION OF S-MTOLACHLOR HERBICIDA BY STRAIN
Enterobacter asburiae SD1, ISOLATED FROM CONTAMINATED SOIL

Abstract

In natural environment, microorganisms have an important role in the
contaminant degradation, which is related to an adaptive response trigged by the
metabolism of the organism exposed to xenobiotics. The adaptation to a new
condition imposed by the stressor sometimes can inhibit growth functions to induce
the pathways of compound recognition and degradation. The s-metolachlor herbicide
is found in water and soil samples, and shows a potential of contamination because
of its molecule stability and high toxicity. In the present study, the degradation
capacity of bacterium strain Enterobacter asburiae SD1 to degrade s-metolachlor
was analyzed in rich (CNH) and mineral media (MMH), which one also has an
addition of 10% dextrose (MMDH), in the presence of 1,25 mM herbicide. The
residual analyze in the media showed that the strain SD1 had removed around 30%
of herbicide in 13 h of cultivation. However, the bacterium did not show total herbicide
transformation in the conditions tested. As seen in other studies, the s-metolachlor
degradation can be also observed in the presence of alternative carbon sources,
such as dextrose. On the other hand, the bacterial growth in the presence of s-
metolachlor showed an adaptation phase and a decrease in the absorbance in the
initial growth, which one ranged according to medium composition. These data can
indicate a survival strategy related to maintenance of cell viability when the bacterium
was exposed to s-metolachlor. Finally, this work showed that the strain SD1 can
degrade the s-metolachlor, and the herbicide can support the bacterial growth even
with the partial degradation.

Keywords: S-metolachlor; Carbon source; Bacteria; Biodegradation
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2.1 Introducao

S-metolachlor € um herbicida da classe cloroacetanilida, pré-emergente,
utilizado no controle de daninhas de diversas culturas, entre elas soja, milho e cana-
de-acucar (STENERSEN, 2004). Sua férmula apresenta uma estrutura ciclica e um
atomo de cloro, caracteristicos de sua toxicidade, como indicam estudos que relatam
a relagdo do herbicida s-metolachlor com a incidéncia de cancer em humanos
(ALAVANJAet al., 2004; RUSIECKY et al., 2006).

O uso sistematico e continuo de herbicidas e outros quimicos na agricultura,
visando a minimizacdo dos riscos de perda na produtividade, além de resultar na
dissipacdo do contaminante no ambiente, acarretam efeitos danosos em organismos
nao alvos (VAN EERD et al., 2003).Caracterizado por relativa baixa sorcédo e
moderada mobilidade em solo, o herbicida s-metolachlor apresenta alta persisténcia
no ambiente, e pode ser classificado como potencial para contaminacao de aguas
(DORES et al., 2008; YOUBIN et al., 2009).

Estudos relatam a determinacdo de s-metolachlor em amostras de agua,
confirmando rotas de dissipacao e fatores que influenciam sua mobilidade (KURT-
KARATUS et al., 2010; VRYZAS et al., 2011), sendo o Brasil um pais de grande
relevancia e preocupagdo no cenario mundial de contaminacdo ambiental por
pesticidas (DORES et al., 2008; LAABS et al., 2000).

A toxicidade do herbicida s-metolachlor esta relacionada com a inibicdo da
sintese de lipideos, agindo sob enzimas responsaveis pela elongacdo de acidos
graxos na célula,como a Acyl-Coa, além de causar a inibicdo de enzimas que
contém o grupo tiol em sua estrutura (BOGER; MATTHES; SCHMALFUB, 2000).
Devido a estes efeitos negativos no metabolismo, o herbicida s-metolachlor pode
causar desequilibrio da homeostase redox celular e, consequentemente, interferir
em funcdes globais do organismo, como reducdo da taxa de crescimento
(VALLOTTON et al., 2008).

Um dos mais importantes elementos envolvidos em pesquisas com efeitos
toxicos de pesticidas € a habilidade de um organismo em metabolizar este
xenobibtico. A maioria dos microorganismos presentes no ambiente é essencial para
a manutengdo do funcionamento de ecossistemas. Caracteristicas como alta
diversidade e grau de especializacdo metabdlica permitem que comunidades
microbianas presentes no solo, eficientemente degradem muitos poluentes
(URGUN-DERMITASEet al., 2006). Dessa forma, a biodegradacao € considerada um
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importante mecanismo para transformacao de poluentes organicos, vista como uma
ferramenta de desintoxicacdo ambiental, e pode ser utilizada para reducao da
toxicidade do xenobidtico e reinsercdo de nutrientes em ciclos biogeoquimicos
(MEER et al., 2006).

A degradacdo bacteriana de contaminantes tdxicos, transformando-os em
substancias menos e/ou nao tdxicas tem se tornado foco de interesse de pesquisas
(MOLINA et al., 2009; GINET et al., 2011), principalmente visando a aplicacao de
tecnologias como a biorremediacdo (VERMA et al., 2011).Para isto, a compreensao
da utilizacdo de pesticidas como fonte de carbono ou nutrientes por
microorganismos é imprescindivel para o delineamento de processos
biotecnolégicos que envolvam a biodegradacado eficiente do contaminante. Além
disso, a investigacdo do comportamento dos microorganismos exposto ao pesticida
em condicbes que se assemelhem as ambientais podem ajudar na compreensao do
metabolismo na varidveis ambientais que este se expde quando em ambiente
natural.

A principal via de degradagdo do herbicida s-metolachlor no solo é a
transformacao microbiana. A desalogenizacao € apresentada como reac¢ao inicial na
biodegradacdo de compostos clorados (CUOZZO et al., 2009), a qual pode ser
catalisada pela enzima glutationa S-transferase, através do ataque nucleofilico ao
atomo de cloro, o qual é retirado, seguido da formacdo de um conjugado de
glutationa com o pesticida (FIELD; THURMAN, 1996). Esta reacdo pode gerar
acidos organicos, como o acido etanosulfénico (ESA) e acido oxanilico (OA), os
quais sao frequentemente encontrados em amostras ambientais (HUNSTCHA et al.,
2008; CHENG et al., 2010).

Bactérias da familia Enterobacteriales s&o relatadas em artigos pela
capacidade demetabolizar pesticidas (SINGH et al., 2004; MOLINA et al., 2009;
YANG et al., 2010). Em estudo realizado por Wang et al. (2006), duas linhagens
bacterianas isoladas de solo contaminado, sendo uma delas classificada como
Enterobacter cloacap (linhagem WFX-2),quando aplicadas em solo na forma de
consércio microbiano, apresentaram taxa de degradacao proxima de 100% apéds 8
dias de cultivo na presenca do pesticida hexazinona.

Neste estudo, a bactéria isolada de solo contaminado Enterobacter asburiae
SD1 teve analisado o potencial de biodegradacdo do herbicida s-metolachlor,
através da analise residual do herbicida e seus metabdlitos (ESA e AO) em meio de
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cultura. Sendo previamente caracterizada como sendo tolerante ao s-metolachlor
(MARTINS et al. 2011), o isolado SD1apresentou similaridade com E. asburiae na
analise molecular para identificacéo, e mostrou taxas de biodegradacao diferenciais,
caracterizadas conforme constituicao de meio de cultura.

Os resultados aqui obtidos sugerem que o isolado bacteriano apresenta vias
preferenciais para utilizacdo do herbicida como fonte de carbono, as quais podem
estar relacionadas a respostas globais da célula a estresse, uma vez que pode ser
observado a regulacdo do crescimento microbiano como resposta adaptativa a
presenca do herbicida.

2.2 Materiais e Métodos

2.2.1 Herbicida e metabdlitos

O herbicida s-metolachlor [2-chloro-N-(2-ethyl-6-methylphenyl)-N-(methoxy-1-
methylethyl)acetamide] e os metabdlitos acido etanosulfénico (ESA) (2-[(2-ethyl-6-
methylphenyl)(2-methoxy-1-methylethyl) amino]-2-oxoethanesulfonic acid) e &cido
oxanilico (OA) (2-[(2-ethyl-6-methylphenyl)(2-methoxy-1-methylethyl)amino]-2-
oxoacetic acid) foram adquiridos na forma de produtos comerciais de alta pureza
(Sigma Aldrich), bem como os demais reagentes utilizados para andlise de

cromatografia.

2.2.2 Condicoes de cultivo para isolado SD1

O experimento foi conduzido com 3 repeticbes, com tratamentos diferenciais
quanto a composicao do meio de cultura (diferentes fontes de carbono) e presenca e
auséncia do herbicida s-metolachlor. Foram utilizados dois meios base para o
experimento:

i) meio nutriente, contendo 5 g de peptona, 3 g de extrato de levedura e 5 g de
NaCl;

i) meio minimo, contendo 2 g (NH4)>SO4, 4 g KH2PO4, 6 g NaoHPO,4, 0,2 g
MgSQO4.7H20,1 mg FeS04.7H20, 10 ug de B (H3BOj3), 10 ug de Mn (MnSQy), 70 ug
de Zn (ZnS0Oy), 50 ug de Cu (CuS0O4), and 10 ug de Mo (MoQO3), por litro de cultura.

O isolado bacteriano SD1 foi cultivo 6 tratamentos compostos por: 1) meio rico,

2) meio rico com 1,25 mM de herbicida, 3) meio minimo, 4) meio minimo com 10%
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de dextrose, 5) meio minimo com 1,25 mM de herbicida e 6) meio minimo com 10%
de dextrose e 1,25 mM de herbicida.

O pré-in6culo foi obtido do cultivo do isolado bacteriano em frascos com 800
mL de meio nutritivo, a 30°C com agitacao de 120 rpm, até atingirem a fase log-
média de crescimento (Densidade ética = 1,0). Em seguida, o in6culo foi
centrifugado a 8000 rpm por 20 min e realizada 3 lavagens nas células com tampao
PBS (tampao fosfato-salino) para retirar residuos do meio nutritivo.

Finalmente, as células foram solubilizadas em meio mineral e divididas em
aliquotas para inoculo nos tratamentos, os quais foram mantidos sob agitacdo de
130 rpm, a 30°C, até o momento das analises.

2.2.3 Identificacao bacteriana

A anélise molecular do gene 16S ribossémico foi utilizado para identificagdo do
isolado SD1.

A extracdo de DNA foi realizada conforme protocolo adaptado de Araujo et al.
(2002) e a sequencia parcial do gene 16S foi amplificada com os primers1378R
(HEUER et al, 1997) e PO027F (LANE et al, 1985) para 16S rRNA
(MegaBACE1000). As sequencias obtidas do isolado bacteriano foram comparadas
com outras sequencias depositadas na base de dados do GenBank, e utilizadas
para analise de alinhamento e filogenia (KONSTANDINIDIS; TIEDJE, 2005;
SAITOU; NEI, 1987) com o programa MEGA v 4.0. (TAMURA et al., 2007) baseada
no principio da maxima parciménia.

A sequencia parcial do gene 16S rRNA obtida para o isolado SD1 foi

depositada no GenBank sob nimero de acesso HM229436.

2.2.4 Analise do crescimento bacteriano em diferentes fontes de carbono

O crescimento bacteriano foi analisado através de leitura e espectrofotdmetro
da densidade optica (D.O.) em 600 nm. Conforme condicdes de cultivo ja descritas,
foram realizadas 7 leituras de D.O. em um total de 24 horas, a partir da exposicao do
isolado bacteriano aos tratamentos.
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2.2.5Analise residual do herbicida s-metolachlor em meio de cultura

A biodegradacao do s-metolachlor, bem como a deteccao dos metabdlitos ESA
e OA, foi determinada através da analise residual do herbicida em meio de cultura
liquido, através de experimento realizado em triplicatas.

O isolado bacteriano SD1 foi cultivado em 3 tratamentos: CNH, MMH e MDH,;
na presenga de 1,25mM de herbicida s-metolachlor, a 30°C, sob agitagdo de 120
rpom, sendo as aliquotas retiradas em 4 tempos: 1h, 3h, 7h e 13h. Aliquotas dos
meios de cultura foram diluidas 200 vezes e filtradas através de filtro 0,2 um
(Millipore), para posterior analise por cromatografia liquida, com detector de
fluorescéncia, a 210 nm.

Foram realizados controles para analise de possivel degradacado do herbicida
s-metolachlor através de condi¢cdes ndo biolégicas, nas quais os tratamentos foram
dispostos. Para isso, para cada intervalo de analise, foi também coletado aliquotas
de tratamentos ndo inoculados e realizada a comparacao com a concentracao inicial
de s-metolachlor encontrada nos meios de cultura. Entretanto, no periodo e
condicbes analisadas, nao foi possivel analisar degradacdo do herbicida s-
metolachlor, ndo justificada pela presenca do isolado bacteriano SD1.

2.2.6 Métodos analiticos

O equipamento utilizado para deteccao do herbicida foi cromatégrafo liquido de
alta eficiéncia com detector de arranjo de fotodiodos (HPLC-DAD) da Agilent
Technologies 1200 series. Para separacao dos analitos, foi utilizada coluna C18 fase
reversa, 250 mm x 4,6 mm, com ODS de 2-5 ym (Waters Spherisorb) — Supelco
INC.

Para deteccao do herbicida s-metolachlor foi utilizada como fase moével a
solucdo binaria composta por agua ultrapura (solvente A) e acetonitrila (solvente B)
(40:60) (v/v), fluxo de 1 mL/min e temperatura de 25°C, sendo o tempo de corrida de
11 min (TRAN; HYNE; DOBLE, 2007).

Os metabdlitos ESA e OA foram detectados em andlise combinada, tendo
como fase mével a solugdo binaria de Tampéao Fosfato de Potassio 25 mM, pH 7,0 e
acetonitrila (80:20, v/v), a temperatura de 60°C, como proposto por Vryzas e
colaboradores (2007). O fluxo da fase mdvel foi de TmL/min, com injec6es de 50 pL.
A andlise combinada dos metabdlitos foi possivel porque apresentaram tempos de
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retencédo distintos, sendo 11,5 min. para o metabdlito OA, enquanto o metabdlito
ESA apresentou 17,3 min.

2.2.7 Analise estatistica

Os dados obtidos foram expressos como média + EPM e analisados por meio
do programa estatistico R (www.r-project.org). Também foi utilizado o teste t de
Tukey para comparar as variaveis entre tratamentos dos meios de cultura. O critério
de significancia utilizado foi de p < 0,05.

2.3 Resultados

2.3.1 Identificacao do isolado bacteriano SD1

Inicialmente foi realizada a identificacdo do isolado bacteriano através da
construcdo de uma arvore filogenética. Youssef et al. (2009) reportou que
fragmentos englobandoas regides variaveis V6 e V7 do gene 16S rRNA sao
compativeis com os dados obtidos em andlises filogenéticas realizadas com a
sequencia completa do gene.

Entretanto, andlises de identificacdo de alguns isolados bacterianos através
deste método combinado podem resultar em erros de classificacdo quando se
realiza a comparagcdo com sequencias depositadas no GenBank.Um estudo da
familia Enterobacteriaceae enfatizou que o género Enterobacter considerado um
grupo polifilético (NHUNG et al., 2007). Sendo assim, um maior numero de
sequéncias e marcadores moleculares € necessario para que haja a obtencédo de
uma analise filogenética abrangente deste género (TORRES et al., 2008).

A arvore filogenética foi construida a partir de sequencias obtidas de linhagens
tipo e sequencias depositadas no GenBank, as quais sao intimamente relacionadas
ao isolado estudado. Dessa forma, é possivel observar que arvore deriva
dePseudomonas spp.,Salmonella spp., Tatumella spp. e Leclercia spp. Como
outgroup foram utilizadas as sequencais de Klebsiella pneumoniae, K. granulomatis

e K. singaporensis (Figura 2.1).
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Figura 2.1 — Arvore filogenética construida por maxima parciménia a partir do gene rRNA 16S.
Fragmentos de sequénciascom 600 pb do genoma de Enterobacter spp. (disponivel no
banco de dados RDP) versus Klebsiellapneumoniae, K. granulomatis e K.
singaporensis(usadas como outgroup). Barras indicam o numero de passos evolutivos
com sequéncias divergentes. Figura publicada por Martins et al., 2011, em artigo sobre
isolados bacterianos (SD1, K9 e KD) tolerantes a herbicidas cloroacetanilidas

Através do sequenciamento do gene 16S rRNA, o isolado SD1 mostrou ser
filogeneticamente relacionado a Enterobacter asburiae, com aproximadamente 89%
de similaridade. A filogenia do grupo Enterobacter/Patoea é conhecida parcialmente
(TORRES et al., 2008), e estudos prévios sugerem que uma revisdo neste grupo é
necessaria para melhor identificagdo bacteriana e definicdo de grupos monofiléticos.

Por outro lado, diversos estudos tém reportado a identificagdo de bactérias da
familia Enterobacteriales com capacidade de degradacdo de contaminantes, como
pesticidas (SINGH et al., 2004; MOLINA et al., 2009). A andlise de crescimento
diferencial do isolado SD1 em meio mineral com somente o herbicida como fonte de
carbono poderia ser indicio da capacidade deste isolado na degradar o s-

metolachlor.
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2.3.2 Crescimento bacteriano foi menor quando o isolado bacteriano foi
cultivado em meio mineral

A bactéria Enterobacter asburiae SD1 apresentou crescimento diferencial,
principalmente entre o0 meio rico e meio mineral. O gréafico apresentado na figura 2.2
mostra que no meio rico (CN), seja na presenca ou auséncia do herbicida s-
metolachlor, o isolado bacteriano E. asburiae SD1 apresentou maior taxa de

crescimento quando comparado com seu cultivo em meio mineral.
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Figura 2.2 — Crescimento do isolado Enterobacter asburiae SD1 em meio de cultura com diferentes
constituicées

A presenga do herbicida s-metolachlor inicialmente apresentou efeito negativo
na taxa de crescimento do isolado bacteriano SD1 (Figura 2.2). Entretanto, apéds
uma queda inicial de absorbancia, o que pode estar relacionado a fase de adaptacao
metabdlica (fase lag), o isolado bacteriano apresentou retomada de crescimento nos
tratamentos CNH e MMDH. Neste caso, foi possivel observar uma fase de
adaptacédo (fase lag), sendo de aproximadamente 4 h e 8 h, para os tratamentos
CNH e MMDH, respectivamente.

Por outro lado, o tratamento MMH, o qual apresentava como Unica fonte de
carbono o herbicida s-metolachlor, apresentou uma das menores taxas de
crescimento, sendo somente maior que o tratamento MM, considerado controle

negativo por ndo conter nenhum composto que pode ser utilizado como fonte de
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carbono. No tratamento MMH, a bactéria E. asburiae SD1 conseguiu manter o
crescimento, apds longa fase de adaptagéo, apesar da baixa taxa de divisao.

Para manutencdo da taxa de crescimento, as células precisam fornecer
constantemente nutrientes para serem convertidos nos constituintes necessarios
para a propagacao celular. Essas necessidades suprem sistemas metabdlicos
funcionais como, mecanismos de metabolismo intermediario e de macromoléculas, e
sistemas regulatérios da divisao celular (KOCH, 1997). Porém, essas condicoes sao
observadas geralmente em condicdes favoraveis de crescimento. Na presenca de
certas macromoléculas, como herbicidas, as células também necessitam ativar
mecanismos especializados para reconhecimento, degradacao ou mesmo excrecao,
0 que pode representar o tempo de adaptacdo dos isolados na presenca do
herbicida.

Esta diferenciacdo das rotas de crescimento pode ser explicada pela presenca
de dextrose, seja no meio mineral ou rico, como fonte de carbono preferencial,
sendo esta utilizada inicialmente para adaptacdo a presenca do s-metolachlor nos
meios de cultura. Além disso, a maior taxa de crescimento em meio rico pode ser
decorrente também de nutrientes adicionais disponibilizados pelo meio que
auxiliariam na manutencao de vias metabdlicas secundarias.

A maioria dos ambientes naturais fornece aos microorganismos uma mistura de
substratos, 0s quais podem controlar o crescimento microbiano ndo somente pela
disponibilidade de um composto especifico, mas pela disponibilidade de dois ou
mais substratos simultaneamente. Em bactérias a utilizagcdo de compostos como
fonte de carbono pode ser regulada pelo mecanismo de repressao do catabolismo
do carbono, o qual refere se ao mecanismo que garante o controle da utilizacao
sequencial de compostos, realizado principalmente pelo nivel de inducao de
carboidratos (BRUCKNER; TITGEMEYER, 2002).

Fontes simples e de facil disponibilidade podem ser inicialmente metabolizadas
e utilizadas como fonte de obtencao de energia para a preparacao e ativacao de vias
necessarias para o reconhecimento de fontes complexas de carbono. Esta hipétese
pode ser corroborada quando observado o crescimento maior no tratamento MMDH,
quando comparado com MMH.

A queda da taxa de crescimento no tratamento MMH pode ser decorrente da
dificuldade de reconhecimento da molécula do s-metolachlor, a qual pode ser
classificada como fonte de carbono de metabolizagdo complexa. Apesar da estrutura
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quimica do herbicida ser constituida por um anel aromatico, de dificil degradacéo,
ela também apresenta grupos alquila, os quais podem ser mais facilmente
acessados para obtencdao de carbono, além dos atomos de nitrogénio e cloro
(MARTINS et al., 2007).

A maioria dos ambientes naturais € citada por apresentar um estado de
equilibrio, embasado na oferta minima de uma quantidade de nutrientes disponiveis
para o crescimento microbiano (KOVAROVA-KOVAR; EGLI, 1995). Entretanto, a
introducdo de quantidades consideraveis de poluentes pode modificar
profundamente o crescimento microbiano, seja pela toxicidade do poluente, ou pela
nova alternativa de substrato para crescimento. Dessa forma, a capacidade de
tolerar e/ou metabolizar um poluente pode ser um fator limitante para o crescimento
microbiano quando observada a oferta deste e sua relagdo com a competicdo na
ocupacao de novos nichos ecolégicos (MERR, 2006).

2.3.3 Biodegradacao do herbicida s-metolachlor ocorre de maneira
caracteristica dos compostos cloroacetanilidas

A presenca de pesticidas no meio ambiente pode afetar negativamente a
atividade da microbiota local. Neste cenério, alguns pesticidas apresentam
degradacao essencialmente microbiana, enquanto outros podem ser potencialmente
recalcitrantes. O s-metolachlor esta no primeiro grupo, sendo a transformacao por
microorganismos sua principal via de degradacao, como ja observado em estudos
realizados por Munoz et al. (2011) e Zhang et al. (2011).

O isolado SD1 foi cultivado na presenca de 1,25 mM de s-metolachlor (353
png/mL), em 3 diferentes meios de cultura que diferiram principalmente quanto a fonte
de carbono. A capacidade de biodegradacdo foi detectada através da analise
residual do herbicida em meio de cultura. Foram analisados 4 tempos diferentes nas
primeiras 13 horas de crescimento (Figura 2.3).
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Figura 2.3 — Grafico da andlise residual do herbicida s-metolachlor em diferentes meios de cultura:
meio rico (CNH), meio minimo (MMH) e meio minimo com 10% de dextrose (MMDH)

Os menores valores residuais de herbicida em meio de cultura foram
encontrados quando a bactéria foi cultivada em meio minimo (MMH e MMDH).
Surpreendentemente, foi possivel observar que as maiores quedas na concentracao
de herbicida no meio ocorrem nas primeiras horas de cultivo, sendo que
possivelmente, apés as 3 horas iniciais, a taxa de degradacdao se mantenha
constante, como observado na figura 2.3, nas leituras ap6s 3 horas de cultivo.

A diferenca das taxas de degradacdo em um mesmo tratamento é uma
caracteristica observada para os compostos cloroacetanilidas. Liu e colaboradoes
(1990), descrevem a biodegradacao do herbicida metolachlor por Streptomyces sp.,
o qual também apresentam maior atividade metabdlica de degradacao nos tempos
iniciais de exposicao ao contaminante.

A tabela 2.1 mostra os valores de biodegradacdo em porcentagem, na qual a
diferenca entre os valores residuais de s-metolachlor nos tratamentos CNH e MMH
chega a ser de cerca de 10%, sendo que a menor concentracdo residual de
herbicida foi encontrada no meio com somente o s-metolachlor como fonte de
carbono (MMH).
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Tabela 2.1 — Dados de concentracao residual do herbicida s-metolachlor em meio de cultura, dados
em porcentagem, sendo 100% equeivalente a 353 ug/mL ou 1,25 mM de herbicida

tempo () CNH (%) MMH (%)  MMDH (%)

0 100 100 100
1 87.81 76.49 87.25
3 84.42 74.78 78.18
7 83.85 73.09 77.62

Na terceira hora de crescimento, foram encontradas taxas de biodegradacao
de 16,15%, 22,38% e 26,91% nos tratamentos CNH, MMDH e MMH,
respectivamente, o que reflete a capacidade do isolado bacteriano SD1 em
biodegradar o herbicida s-metolachlor, mesmo quando cultivado somente na
presenca do herbicida s-metolachlor como fonte de carbono. Apds esse periodo, a
taxa de degradacao foi menor, porém constante, sendo ligeiramente mais alta para o
tratamento MMH (Tabela 2.1).

A biodegradacao de muitos substratos pode ser realizada através do processo
de cometabolismo, ou seja, quando um composto de interesse para o metabolismo
celular ndo apresenta funcdo como substrato para crescimento (CRIDDLE, 1993).
Dessa forma, a taxa de degradacdo do herbicida nos tratamentos CNH e MMDH
pode estar relacionada a transformacao do herbicida de maneira cometabdlica.

Muitas sdo as vias de degradacao de pesticidas, porém a principal se refere a
desintoxificacdo metabdlica pela conjugacédo da glutationa (VAN EERD, et al 2003).
Para o herbicida s-metolachlor, dois produtos de degradacdo sao geralmente
encontrados em amostras de agua ou solos, sendo que o metabdlito acido
etanosulfénico metolachlor (ESA) ja foi descrito como sendo produto da via de
conjugacao do herbicida com o composto glutationa (FIELD; THURMAN, 1996).
Como foi possivel observar queda na concentracao residual do herbicida em meio
de cultura cultivado com o isolado SD1, o préximo passo foi tentar a deteccao de
subprodutos da transformacgao do herbicida em meio de cultura.
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2.3.4 Os metabdlitos s-metolachlor ESA e AO nao foram passiveis de deteccao
em nenhum dos tratamentos analisados

Os metabdlitos ESA e OA estdo entre os principais metabdlitos encontrados
em analises residuais de s-metolachlor em agua, e possivelmente sao os primeiros
produtos formados da biodegradacao de herbicidas cloroacetanilidas (KOLPIN et al.,
2000; SPALDING et al., 2003). Entretanto, ndo foi possivel a deteccdo dos
metabdlitos como residuo em meio de cultura através do método empregado, e com
limite de deteccao de 0,1 ug/mL para ambos os analitos, metolachlor ESA e OA.

2.4 Discussao

A interferéncia antropogénica no ambiente tem sido destaque no cenario
mundial devido as consequéncias advindas do desequilibrio dos ciclos
biogeoquimicos, muitas vezes causado pelo langcamento de compostos sintéticos em
ecossistemas naturais. Com foco no aumento da produtividade de alimentos, uma
necessidade cada vez mais urgente na atual sociedade, a atividade agricola ainda
negligencia a geracdo de residuos, provocada muitas vezes pelo uso abusivo e
indiscriminado de pesticidas.

Um dos mais importantes elementos envolvidos em estudos com efeitos de
pesticida no ambiente € a habilidade de um organismo metabolizar este xenobibtico.
Compreender o metabolismo de um pesticida é necessario para o desenvolvimento
deste produto, bem como para o uso eficiente e a seguranca no tratamento de
residuos. Além do mais, estratégias de biorremediacao para descontaminacao de
solos e agua séo baseadas em estudos metabdlicos e efeitos tdéxicos dos pesticidas.

O herbicida s-metolachlor, & constantemente citado em artigos a cerca de
contaminacdao ambiental, seja em amostras de agua ou solo (RICE; ANDERSON;
COATS, 2002, DORES et al., 2008; KURT-KARATUS et al., 2010; Vryzas et al.,
2011), o que pode ser considerado reflexo de algumas de suas caracteristicas, como
ampla utilizacao e estabilidade da molécula.

A mineralizagdo ou a transformacao bioldégica de moléculas organicas em
ambientes, como agua ou solo, sd0 em sua maioria consequéncias de atividade
microbiana. Poucos mecanismos abiéticos podem ser considerados relevantes para
a conversdo de compostos organicos de certa complexidade em produtos
inorganicos, e quando realizado naturalmente, ndo apresentam a mesma eficiéncia

de uma transformacdo metabdlica (ALEXANDER, 1981). No presente estudo, os
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controles dos tratamentos com herbicida, os quais ndo foram inoculados, néo
apresentaram diferencas da concentracdo do herbicida nos tempos analisados
(dados ndo mostrados), o que corrobora com estudos que apontam que a
degradacdao do s-metolachlor esta fortemente correlacionada com atividade
microbiana e é uma importante via de dissipacdo do contaminante no solo (RICE et
al., 2002; YOUBIN et al., 2009).

O herbicida s-metolachlor, o qual apresenta 15 atomos de carbono e um atomo
de nitrogénio, apesar de classificado como altamente tdxico, pode ser visto como
potencial para servir de nutriente para crescimento microbiano (MUNOZ et al., 2011).
Ao verificar a molécula deste herbicide (Tabela 2.2), é possivel observar o0 atomo de
Cloro, um anel aromatico (de dificil de gradacdo) ligado a 3 radicais, e ainda 2
carbonos quirais, um deles responsaveis pela conformacao do isdmero utilizado no

trabalho.

Tabela 2.2 — Caracteristicas fisico-quimicas do herbicida s-metolachlor

S-metolachlor

Nome quimico 2-chloro-N-(2-ethyl-6-methylphenyl)-N-(2-methoxy-

1-methylethyl) acetamide

Nome comum

s-metolachlor

Fabricante Syngenta

Nome comercial DUAL GOLD

Fomrulagao agroquimica 960gi.a. L’ EC

Férmula molecular C45H2,CINO,

Peso molecular 283.80

Estrutura quimica CH,CH;
COCH,CI

N
CHCH,OCH;
CH; CH,
Kow 794

Solubilidade em agua

480 mg L4 25°C

A bactéria Enterobacter asburiae SD1, isolada de solo agricola com histérico

de aplicagcbes de herbicida s-metolachlor, foi cultivada na presenca do herbicida para

analise do seu potencial de degradacdo. Além disso, a influéncia de nutrientes e
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fonte preferencial de carbono na transformacdo do s-metolachlor foi analisada
através de diferentes constituicdes de meio de cultura.

Um importante aspecto revelado no presente estudo esta na regulacdo do
crescimento bacteriano em funcdo do metabolismo de degradacdo. De maneira
geral, foi possivel observar dois tipos de resposta ao herbicida. A primeira esta nos
tratamentos que apresentaram, além do herbicida, uma fonte de carbono
preferencial pela bactéria (CNH e MMDH), sendo a outra resposta encontrada no
meio mineral com somente o herbicida como fonte de carbono (MMH).

Em ambos os tratamentos, CNH e MMDH, foi possivel observar uma fase de
adaptacao a presenca do s-metolachlor, sendo de 4 h e 8 h, respectivamente. A fase
de lag, a qual correspondente ao periodo de adaptacdo a uma nova condicao
ambiental, pode ndo ser observada em alguns casos devido a limitacdo de
crescimento bacteriano no meio de cultura, e auséncia de uma fase de crescimento
exponencial clara. Neste caso, € possivel observar que o isolado bacteriano mostra
uma fase lag melhor caracterizada no tratamento CNH, no qual a presenca de
dextrose e nutrientes ofereceu melhores condi¢des para o crescimento do isolado.

Em ambiente natural, raramente os microorganismos encontram uma condi¢cao
ideal para crescimento exponencial, permanecendo na maior parte do tempo, em
condicées limitantes de crescimento, como encontrado no meio mineral. No
tratamento MMDH, a dextrose disponibilizada pelo meio pode ter sido utilizada pela
bactéria para preparo e ativacdo de vias especificas de resposta ao herbicida,
tornando possivel a retomada do crescimento apds a fase lag.

Entretanto, a resposta a limitacdo de nutrientes, ou mesmo a condi¢cdes de
estresse devido a presenca de um composto téxico, muitas vezes compromete esta
fase inicial do crescimento bacteriano, na qual o metabolismo desempenha funcdes
de varredura e adaptacdo metabdlica. Nestes casos, quando a falta de nutrientes
essenciais no meio é constatada, pode ocorrer um segundo estagio da adaptacao
fisiolégica, a qual inclui a inibicdo do crescimento, visando sustentar a viabilidade
celular. Este estagio adaptativo foi observado nos tratamentos MMDH e MMH, nos
quais inicialmente houve a perda da viabilidade celular, mostrada pela queda na
absorbancia do meio, com conseqliente manutencdo do crescimento apds a
resposta adaptativa estabelecida.

A queda na absorbéancia foi maior no tratamento MMH, o qual ndo ofereceu

uma fonte de energia de simples composi¢do, acarretando provavelmente a perda
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inicial de viabilidade celular decorrente ndo somente da limitacdo de nutrientes
imposta pelo meio, como também da dificuldade de metabolizacdo do herbicida.
Britos et al (2011) relataram que a limitacao de nutrientes para bactéria Caulobacter
crescentus desencadeia uma resposta adaptativa, na qual a regulagéo de sistemas
de varredura, locomocado e crescimento podem ser negativa em funcdo da
sobrevivéncia no ambiente, enquanto vias de transporte e catabolismo tiveram
indug&o na mesma condicéo limitante.

No presente estudo, é possivel que vias de reconhecimento do herbicida e
enzimas capazes de degradacao foram ativadas preferencialmente a outras vias
visando a obtencao de nutrientes no tratamento MMH, o que pode ter acarretado o
desequilibrio de algumas funcées metabdlicas. Como manutencdo da homeostase
redox, e consequiente diminuicdo da viabilidade celular.

Por outro lado, a adaptagdo metabdlica do isolado SD1 pode ser verificada pela
capacidade de degradagdo do herbicida, a qual no tratamento MMH chegou a
aproximadamente 29%, com 13 h de cultivo (Tabela 2.1). Apesar de nao ser
encontrada a degradacao total do herbicida nas condicées estudadas, as taxas
encontradas em geral sdo maiores que em outros estudos com o herbicida s-
metolachlor.

Xu et al. (2008), em um estudo realizado com uma comunidade microbiana
isolada de solo contaminado com este herbicida, relatam taxas de degradacéo de
39% apods 21 dias de incubagdo. Em artigo sobre a biodegradagao por isolados
bacterianos do género Bacillus, a espécie Bacillus thuringiensis, apresentou a
melhor taxa de degradacdo do s-metolachlor, detectada pela andlise residual do
herbicida no meio, a qual mostrou 44% de residuo do herbicida em meio de cultura
apos 108 dias de cultivo (WANG et al., 2008).

No entanto, a biodegradacdo de s-metolachlor foi observada também nos
tratamentos que apresentaram fontes alternativas de carbono (CNH e MMDH), o que
pode indicar a degradagédo do herbicida através de cometabolismo (co-oxidagéo). O
processo de cometabolismo refere-se a qualquer reacdo, geralmente oxidacao, de
substancias sem a utilizacdo da energia derivada da reagdo para suporte de
crescimento. O crescimento do isolado bacteriano SD1 foi observado no tratamento
MMD e CN, o que torna indispensavel o herbicida para o crescimento. Porém, os
tratamentos CNH e MMDH também apresentaram crescimento, bem como

degradacao do herbicida, o que pode caracterizar o cometabolismo.
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A capacidade de um microorganismo em utilizar mais que um composto como
fonte de carbono agrega vantagem adaptativa para responder a injurias causadas
por mudancas ambientais. Entretanto, a fonte de carbono é utilizada através de vias
preferéncias em bactérias, as quais direcionam a célula para reconhecimento de
compostos de facil acesso e simples composi¢cao, como a dextrose, caracterizando
uma hierarquia metabdlica relacionada a utilizagdo destes compostos como fonte de
carbono (DEUTSCHER, 2008).

Em condicbes aerdbicas, alguns estudos anteriores relatam a biodegradacao
parcial do s-metolachlor realizada por bactérias (LIU; LU; BOLLAG, 1990); ZHANG
et al.,2011), sendo este processo proposto em um modelo de degradacéo através do
cometabolismo. Entretanto, a biodegradacdo do herbicida no presente estudo néo
parece ser realizada somente por cometabolismo, uma vez que ocorre na auséncia
de fontes preferéncias de carbono, como no tratamento MMH. Além disso, a
transformacao do s-metolachlor pelo isolado SD1 foi incompleta, o que pode refletir,
parcialmente, a aparente persisténcia deste herbicida em ambientes naturais, como
solo, corroborando com o observado por Munoz et al. (2011), em estudo com
Bacillus simplex.

Ao analisar a curva de degradacao do herbicida s-metolachlor produzida pelo
experimento com E. asburiae SD1, as maiores taxas de degradacao foram
encontradas nos primeiros tempos de analise, 1 e 3 h, e também foi neste periodo
que pode-se observar as maiores diferencas entre as curvas de degradacao. Apos 3
h de incubacao, o processo de degradacao de s-metolachlor continuou, porém em
taxas menores, sendo aproximadamente constante para os 3 tratamentos. Em
estudos realizados com herbicidas cloroacetanilidas, é possivel observar que esta
caracteristica de metabolizacao é recorrente de compostos desta classe (LIU; LU;
BOLLAG, 1990; XU et al., 2008; MUNOZ et al., 2011), e é relacionada a toxicidade
e dificuldade de quebra do anel aromatico presente nas moléculas dos pesticidas.

Zhang et al. (2011), relataram a biodegradagéo de herbicidas cloroacetamidas
pela linhagem Paracoccus sp. FLY-8, e dentre os seis herbicidas analisados, o
metolachlor apresentou a menor rota de transformacdo. Segundo autores, pode
haver uma correlacdo negativa entre a biodegradabilidade de um herbicida
cloroacetamida e o comprimento lateral do radical. Dessa forma, presenga de um
radical etil-alcoxi (Figura 2.4) poderia explicar a degradagcdo mais demorada do
herbicida metolachlor frente a outros compostos pertencentes a mesma classe,
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como o alacloro, o qual apresenta um radical metil-alcoxi, de cadeia mais curta
(Figura 2.4).

0
// CH;

CH,Cl——C z /OCH3 CH;CH,

N C et CH, | (CH,[DCH;
H N
CH; CH,CH; C”—CHZC]
0]
CH;CH,
s-metolacloro alacloro

Figura 2.4 — Estruturas quimicas dos herbicidas s-metolachlor e alacloro, ambos da classe

cloroacetamida. O quadro em vermelho compara o radical alquila dos herbicidas

Segundo Van Eerd et al. (2003), o metabolismo de pesticidas pode envolver 3
fases: i) fase I. transformagcdo das propriedades iniciais do composto parental,
envolvendo reacdes oxi-redutivas; ii) fase Il: reagdes sintéticas ou de conjugacao do
pesticida ou seu metabdlito a um acgucar, aminoacido, ou glutationa e iii) fase Il
estocagem de metabdlitos em compartimentos celulares. A deteccdao dos
metabolitos de s-metolachlor ESA e OA nédo foi possivel com a metodologia
empregada, no entanto, este resultado pode também estar relacionado a ultima fase
do metabolismo de pesticida, refletindo a estocagem dos metabdlitos nas células
bacterianas e o que refletiria a auséncia destes residuos de metabdlitos em meio de
cultura.

Além disso, 0 acumulo dos metabdlitos oriundos da degradacao do herbicida
pode estar relacionado a diminuicdo da taxa de degradacédo apo6s as 3 h iniciais de
exposicdo de E. asburiae SD1 ao s-metolachlor, uma vez que os produtos de
degradacao do herbicida podem apresentar maior toxicidade que a molécula
parental (OSANO et al., 2002).

Em conjunto, os resultados indicam que a bactéria E. asburiae SD1 tem a
capacidade de catabolizar o herbicida s-metolachlor e utiliza-lo como uma Unica
fonte de carbono para crescimento, o que difere da maioria dos trabalhos realizados
com este herbicida.
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Por outro lado, o isolado também apresenta capacidade de degradar o
herbicida em exposicao a outras fontes de nutrientes, mais faceis de metabolizacao,
como dextrose, tornando possivel sua degradacdo em ambientes naturais, na
presenca de fontes alternativas de carbono e nutrientes. Além do mais, os dados de
biodegradacdo de s-metolachlor pelo isolado bacteriano SD1 indicam que a
transformacao parcial do herbicida é suficiente para manter o crescimento deste

microorganismo através do fornecimento de carbono.
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3 REGULAQAO DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES BACTERIANAS DO ISOLADO
Enterobacter asburiae SD1 EM RESPOSTA A DIFERENTES FONTES DE
CARBONO

Resumo

Na presenca de alguns compostos xenobidticos, microorganismos podem
apresentar aumento da producdo de ERO's, caracterizando o estresse oxidativo,
muitas vezes desencadeado pela toxicidade do contaminante. No ambiente de solo,
a presenca de pesticidas pode ser um fator estressante a microbiota, a qual
desempenha um importante papel na manutencao do equilibrio do ambiente. Porém
a diversidade metabdlica destes organismos pode desencadear uma resposta
adaptativa na qual, além de desenvolver a tolerancia, pode haver a formacao de
novas rotas bioquimicas para uso de pesticidas como fonte alternativa de carbono e
nutrientes. O sistema antioxidante desempenha importante papel nesta resposta
adaptativa como via bioquimica de estresse global, sendo muitas vezes ativadas
juntamente com outras vias, e trabalhando de forma cooperativa a estas. No
presente estudo, o isolado bacteriano Enterobacter asburiae SD1 teve seu sistema
antioxidante analisado quando a bactéria foi cultivada em meios de cultura com
diferentes constituicdes, sendo testadas fontes de carbono simples, como dextrose,
e complexa, como o herbicida s-metolachlor. Este herbicida foi escolhido por
apresentar alta toxicidade, ser amplamente utilizado e ja ser citado em trabalhos de
contaminacgdao ambiental. O estudo do sistema antioxidante indicou vias bioquimicas
reguladas pela disponibilidade de nutrientes em meio de cultivo, bem como mostrou
a existéncia de vias preferenciais de ativacdo na presenca do herbicida s-
metolachlor. Quando cultivado em meio de cultura rico, o isolado bacteriano ativou
as vias de resposta a estresse oxidativo concomitantemente a via de metabolizacao
ao herbicida. Porém, em meio mineral, a presenca do herbicida como Unica fonte de
carbono afetou a enzima GST, a qual foi ativada anteriormente a via de estresse
oxidativo, provavelmente visando reconhecimento e a metabolizagdo do herbicida.
Dessa forma, foi possivel observar a ativagdo diferencial das vias estudadas,
conforme regulacao induzida pela fonte de carbono. A resposta adaptativa de E.
asburiae SD1 as diferentes constituicoes de meio de cultura se deu através da
regulacdo de funcdes globais do metabolismo bacteriano de forma integrada,
visando a manutencao da homeostase celular.

Palavras-chave: Estresse oxidativo; S-metolachlor; Fonte de carbono; Bactéria
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2 REGULATION OF BACTERIAL ANTIOXIDANT ENZYME OF THE STRAIN
Enterobacter asburiae SD1 IN RESPONSE TO DIFFERENT CARBON SOURCES

Abstract

In the presence of xenobiotics, microorganisms can show an increase of ROS
(reactive oxygen species) production can lead to oxidative stress. This resulting state
of the cell may be related to contaminant toxicity. In the soil, the pesticide presence
can be a stress factor on microbial communities, which one has an important role in
the environmental balance. However, the metabolic diversity found in
microorganisms can triggered an adaptive response and developing a tolerance
state, or can activate new biochemical pathway using the pesticide like an alternative
carbon and nutrient source. The antioxidant system is essential for the adaptive state
as a global stress response, and all most of the time it is activate together other
pathways to work cooperatively. In the present work, the strain Enteorbctaer asburiae
SD1 had analyzed his antioxidant system in culture media with different constitutions.
It was tested carbon source with simple structure, as dextrose, and complex
structure, as the herbicide s-metolachlor. This pesticide was choose because his high
toxicity and global application, and because it is cited in environmental contamination
studies. This work related biochemical pathways regulated for nutrient constitution in
the culture media, and also showed the preferential pathways of enzymatic activation
in the presence of herbicide. On rich medium, the bacteria strain activated both the
pathways analyzed, the antioxidant response and the enzyme to recognize and
metabolize the herbicide. However, in mineral medium, the presence of only s-
metolachlor as carbono source had the GST enzyme activated firstly than the
antioxidant response. As the results show, it was possible the preferential activation
of specific pathway according to carbon source. The adaptive response of E.
asburiae SD1 to different conditions of culture medium was done thought the
integrated regulation of global functions in the bacterial metabolism, to keep the cell
redox homeostasis.

Keywords: Oxidative stress; S-metolachlor; Carbon source; Bacterium
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3.1 Introducao

A importancia dos pesticidas para o sistema agricola € indiscutivel, pois estes
constituem parte dos insumos basicos para esta pratica. Milhdes de toneladas de
pesticidas sdo aplicadas anualmente, contudo estima-se que menos de 5% desses
produtos atinjam o organismo alvo (VAN EERD et al., 2003). Véarios destes
compostos sdo aplicados diretamente ao solo, e podem ficar depositado neste
ambiente, ou mesmo ser disseminado através do ar ou agua (YOUBIN et al., 2009;
VRYZAS et al., 2011), vindo a afetar adversamente organismos nao-alvos.

A geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO's) &, inevitavelmente, uma
caracteristica de organismos aerébicos, uma vez que sao continuamente produzidas
como sub-produtos de vias metabdlicas, ou mesmo por sistemas especificos sob
delicado controle celular (LUSHCHAK, 2011). Entretanto, em algumas situacdes
especificas, como quando expostos a herbicidas (PETERS, 2011; MARTINS et al.,
2011), alguns organismos podem apresentar um desequilibrio entre a producgéo e
eliminacdo de ERO's, levando ao estado conhecido como estresse oxidativo (IMLAY,
2008; LUSHCHAK, 2011).

A presenca de ERQO's no ambiente intra-celular pode acarretar diversos danos,
principalmente relacionados a DNA, proteinas e fosfolipideos (CABISCOL;
TAMARIT; ROS, 2000; IMLAY, 2008). Porém, mecanismos adaptativos estdo sendo
revelados em resposta a estresse oxidativo, principalmente em defesa a perdxido de
hidrogénio (H2O.) e superéxido ("Oy).

A bactéria Escherichia coli apresenta dois principais mecanismos de defesa,
OxyR e SoxRS. O fator transcricional OxyR é ativado em resposta a H>O, e esta
relacionado ao controle de expressdao de pelo menos 8 genes, entre eles o KatG
(hidroperoxidase 1), gorA (glutationa-redutase) e ahpCF (alkil hidroperoxidase
redutase) (MICHAN et al., 1999). J4 o sistema soxRS controla ao menos 10 genes,
entre eles o que codifica a enzima superoxido-dismutase (Cu/Zn) (sodA), e ocorre
em dois estagios, sendo o primeiro a ativacao da proteina SoxR, a qual vai elevar a
transcricdo de soxS, e, consecutivamente interferir na regulacdo da expressao de
outros genes (CABISCOL; TAMARIT; ROS, 2000; LUSHCHAK, 2011).

Em recente estudo com Escherichia coli, Rui et al. (2010) mostrou forte
associagcdo do sistema antioxidante, em especial o regulon SoxRS, com o
metabolismo central de carbono. Neste estudo, mudancas especificas nos fluxos
metabdlicos de alguns compostos relacionados ao metabolismo de carbono
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conduziram mudancgas sistematicas na célula, através da regulagéo da expressao de
enzimas chaves ligados a energia e manutencao do estado redox da célula.

Respostas antioxidativas diferenciais de organismos expostos a herbicidas
estdo sendo relacionadas a adaptacao e tolerancia a estes contaminantes (CHIANG
et al., 2008; DARKO et al., 2009; MARTINS et al., 2011). A limitagdo de nutrientes ou
a presenca de contaminantes podem ativar uma série de respostas adaptativas em
bactérias (VOIGT et al., 2007), visando estimular a aquisicdo de nutrientes e
otimizar o metabolismo destas novas moléculas (KUMAR; SHIMIZU, 2011). E
importante compreender as respostas celulares as perturbacdes ambientais para
que seja possivel a aplicacdo de praticas como biorremediagdo, bem como
desenvolvimento de estudos teéricos (KUMAR; SHIMIZU, 2011).

No presente estudo, foi avaliado o efeito do herbicida s-metolachlor no sistema
antioxidante do isolado bacteriano Enterobacter asburiae SD01, quando cultivado
em diferentes meios de cultivo. Inicialmente foi caracterizado o estado de estresse
através da producgao de peréxido e danos a membrana celular (peroxidacao lipidica).
Posteriormente, foi estudado o papel das enzimas do sistema antioxidante na defesa
contra o estresse, sendo avaliado 4 enzimas: superdxido-dimutase, catalase,
glutationa-redutase e glutationa S-transferase. Esta ultima, além do papel importante
na defesa contra estresse oxidativo, também apresenta potencial para degradacao
de compostos recalcitrantes, e vém sendo citadas como responsaveis pelas

primeiras transformacodes de agroquimicos.
3.2 Material e Métodos

3.2.1 Condicoes de cultivo

O experimento foi conduzido com 4 repeticbes, seguindo delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com tratamentos diferenciais quanto a composicao
do meio de cultura (diferentes fontes de carbono) e presenca e auséncia do
herbicida s-metolachlor.

A bactéria Enterobacter asburiae SD01 foi cultiva em meio liquido, a 30°C, sob
agitacao de 130 rpm, e exposta a 6 tratamentos, tendo como base dois meios de
cultura: i) meio rico, contendo 5 g de peptona e 3 g de exirato de levedura e ii) meio
minimo, contendo 2 g (NH4)2SOy4, 4 g KH2PO4, 6 g NasHPO4, 0,2 g MgS0O4.7H20,1
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mg FeS04.7H20, 10 ug de B (H3BO3), 10 ug de Mn (MnSQy), 70 ug de Zn (ZnSOy),
50 pg de Cu (CuSQOy4), and 10 pug de Mo (MoQOg), por litro de cultura.

Os seis tratamentos foram compostos por: 1) meio rico, 2) meio rico com 1,25
mM de herbicida, 3) meio minimo, 4) meio minimo com 10% de dextrose, 5) meio
minimo adicionado 1,25 mM de herbicida e 6) meio minimo com 10% de dextrose e
1,25 mM de herbicida.

Inicialmente, a bactéria foi cultivada em frascos com 800 mL de meio nutritivo,
a 30°C com agitacao de 120 rpm, até atingirem a fase log-média de crescimento
(Densidade otica = 1,0). Apds atingir a fase log descrita, o inéculo foi centrifugado a
8000 rpm por 20 min para coleta de células e em seguida, foi realizada 3 lavagens
com tampao PBS (tampéao fosfato-salino) para retirar residuos do meio nutritivo.
Finalmente, as células foram solubilizadas em meio mineral e divididas em aliquotas
para indculo dos seis tratamentos.

A bactéria ficou exposta aos tratamentos durante 20 min e 12 horas, nas
mesmas condicdes descritas para o pré-inéculo, e apds esse periodo foi realizada
nova centrifugacao para coleta de células e extracao de proteinas soluveis.

Foi realizado o controle do crescimento bacteriano em todas as etapas (Figura
3.1), quando possivel através da mensuragdo da densidade o6tica em 600 nm, ou
também através da contagem direta de colénias em placas.
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de células - decélulas

Figura 3.1 - Representacédo do experimento para as andlises bioquimicas

Algumas enzimas do sistema antioxidante podem ser diferentemente induzidas.

Por exemplo, as bactérias Escherichia coli possuem duas catalases, HPI e HPII,
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codificadas respectivamente pelos genes katG e katE, que apresentam diferenga na
expressao e, consequentemente, no sistema que as controla. Neste caso, é possivel
observar que as isoformas de CAT apresentam a mesma funcdo, porém sao
aplicadas de maneira diferente no meio intracelular (FARR; KOGOMA, 1991). Dessa
maneira, todas as etapas de coletas de células foram realizadas na mesma fase de
crescimento (log-média), para que a resposta encontrada correspondesse

predominantemente a diferencgas entre os tratamentos.

3.2.2 Viabilidade celular apés exposicao aos tratamentos

A viabilidade celular em forma de colbnias, bem com a inferéncia quanto a
sobrevivéncia da populagédo do isolado bacteriano nos tratamentos, foi estimado nos
dois tempos de exposicdo, 20 min e 12 h, através de contagem de U.F.C. (unidades
formadoras de colénia) em placa.

Inicialmente, logo apds o indculo do isolado E. asbiriae SD01 nos tratamentos
CN, CNH, MM, MMD, MMH e MMDH, foi realizada diluigao seriada de 10° e 10° em
tampao Salino-Fosfato (PBS), e ambas as diluicoes foram plagueadas em meio LB
Agar, para contagem do numero de U.F.C. inicial. Todos os tratamentos tiveram o
indculo inicial analisado para controle e checagem do numero de células inicialmente
aplicado. Ap6s 20 min e 24 h de incubagdo a 37 °C, o numero de U.F.C. foi
novamente contabilizado através da técnica ja descrita de diluicdo seriada, seguida
de plagueamento.

3.2.3 Extracao e determinacao de proteinas soluveis

A extracdo de proteinas foi realizada a 4°C, conforme descrito por Gomes
Junior et al. (2007). As células bacterianas forma lisadas em nitrogénio liquido e
homogeneizadas em tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,5, contendo 1 mM
EDTA, 3mM DTT e 4% (w / v) de polivinilpirrolidona insoluvel.

Em seguida, as amostras foram centrifugados a 10000 rpm, durante 30 min,
a 4°C, e os sobrenadantes foram coletados e armazenados a -80°C para analises
posteriores. A concentracdo de proteina foi determinada conforme descrito por
Bradford (1976), utilizando alboumina de soro bovino (BSA) como padrao.
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3.2.4 VariacOes nos padroes protéicos

As variacbes nos padrdes protéicos foram analisadas por eletroforese em
sistema desnaturante, utilizando SDS-PAGE (MARTINS et al., 2011) e corados com
Comassie-Blue.

A eletroforese em sistemas SDS-PAGE é empregada em estudos de proteinas,
o qual utiliza o agente dissociante dodecil sulfato de sédio (SDS) para desnatura-las
em subunidades. Além disso, a mistura de proteina com o tampao da amostra é
aquecida para ocorrer a quebra de ligacoes dissulfeto.

SDS-PAGE - Para confecgcédo dos géis desnaturantes (10% poliacrilamida) foi
utilizado o seguinte protocolo:

Primeiro gel (de resolugcdo): 5,0 mL de uma solucdo 40% de acrilamida/bis-
acrilamida da Sigma, 5 mL de Tampao TRIS 2,9 M, pH 8,9, 200uL de SDS (10%) e
10,0 mL de agua. Como catalisadores foram utilizados 38 uL de TEMED e 50 uL de
persulfato de amoénia (1%).

Gel superior (de empilhamento): apds a polimerizacdo do gel de resolucao, foi
adicionada uma solucdo composta por 1 mL da solugcdo 40% de acriamida/bis-
acrilamida (Sigma) citada anteriormente, 2,5 mL de Tampéao TRIS 500 mM, pH 6,8,
100pL de SDS (10%) e 5,5 mL de agua. Para a polimerizagao foram utilizados 20uL
de TEMED e 100uL de persulfato de aménio (1%).

Apos polimerizagéo, foram aplicados aos géis de SDS-PAGE os volumes das
amostras correspondentes a concentracdo de 20 pg de proteina. O volume da
amostra é aplicado juntamente com o tampéao de amostra (3,0 mL de H.O destilada,
1,0 mL de tampao de empacotamento, 1,6 mL de glicerol, 1,6 mL de SDS (10%), 0,4
mL de solucdo 0,5% de azul de bromofenol e 0,4 mL de mercaptoetanol), na
proporcéo de 1:1.

As condigbes gerais de corrida foram definidas nos ensaios preliminares para
obtencdo de géis com alta resolucdo. Os géis foram corridos a uma corrente
constante de 15 mA por placa, com tampao de eletrodo constituido por TRIS 250
mM, pH 8,3 acrescido de 1,92 M de glicina e 1% de SDS (10%). Posteriormente, os

géis foram corados com Comassie-Blue.
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3.2.5 Quantificacao de peroxido de hidrogénio (H205)

O H»O, é considerado a principal ERO responsavel por desencadear a reacao
da peroxidacao lipidica e respostas celulares especificas, e foi quantificado segundo
protocolo de Alexieva et al. (2001).

As amostras frescas foram maceradas com TCA 0,1% na relagédo de 1 g/10 mL
(w:v). Apo6s a completa homogeneizagdo, foram transferidas para tubos e
centrifugados a 10.000 rpm por 15 min, a 4°C. Do sobrenadante, foi retirado 200 pL
ao qual foi adicionado 200 pL de tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e 800
uL de solucao 1 M de iodeto de potassio.

Os tubos com a reacao foram colocados em gelo e permaneceram no escuro
durante uma hora. Apos este periodo, as amostras permaneceram no escuro por 20
min, porém em temperatura ambiente para estabilizacao da reacao, e em seguida foi
realizada a leitura em espectrofotdbmetro Perkin Elmer — Lambda 40 a 390 nm. A
quantidade de H.O, foi expressa em pmol/g de tecido fresco.

3.2.6 Quantificacao do produto MDA resultante da peroxidacao lipidica

A peroxidagao lipidica é um processo através do qual as espécies reativas de
oxigénio, principalmente o peréxido de hidrogénio (H>O,), reagem com o0s &cidos
graxos insaturados da membrana celular, causando danos e liberando produtos
toxicos como aldeidos. Este processo foi determinado através da producdo de
malondialdeido (MDA), um metabdlito reativo a &cido 2-tiobarbitirico (TBA),
adaptado de Health e Packer (1968).

Amostras biologicas foram maceradas em TCA 0,1% na proporcao de 0,1
0/450 pL de tampéo, juntamente com 20% de PVPP. Apds completa
homogeneizagdo, a amostra foi centrifugada a 10.000 rpm por 5 min. Do
sobrenadante, foi retirado 0,25 mL e transferido para outro tubo juntamente com 1,0
mL de solugéo contendo TCA 20% e TBA 0,5%. A mistura foi colocada em banho-
seco por 30 min a 95°C, e na sequéncia, resfriada em gelo.

As amostras foram novamente centrifugadas por mais 10 min a 10.000 rpm, e,
em seguida, foi realizada leitura em espectrofotbmetro a 535 e 600 nmm. A
quantidade de MDA foi expressa em umol/g de tecido fresco.
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3.2.7 Analises das enzimas antioxidantes

3.2.7.1 Atividade da enzima SOD

A enzima SOD é responsavel pela desintoxicacao intracelular do anion Oy via
reacao de dismutacao gerando H>O, e O.. A atividade da enzima SOD foi avaliada
em espectrofotometro e em PAGE nao-desnaturante.

3.2.7.1.1 Atividade da enzima SOD em espectrofotometro

O protocolo para determinacdo da atividade da enzima SOD (superéxido-
dismutase) foi padronizado conforme Giannopolitis & Ries (1977), no qual a
atividade é medida pela habilidade da enzima em inibir a reducéo fotoquimica do
composto cloreto de nitroblue tetrazdlio (NBT).

A solucao de reacdo (3 mL) foi constituida de 50 mM Tampao fosfato (pH 7.8),
75 uM NBT, 5 pM riboflavina, 13 mM metionina, 0,1 mM EDTA e 150 ul de extrato
enzimatico. A solugéo foi adicionada em tubos de vidro, e irradiada com luz branca
(lampada fluorescente de 15 W) por 5 min. Apds esse periodo de exposicado, a
solucao foi analisada por espectrofotémetro a 560 nm.

3.2.7.1.2 Atividade da enzima SOD em PAGE nao desnaturante

A atividade da SOD foi analisada em PAGE nao desnaturante (12%), utilizando
como padrao 2 unidades de SOD de figado bovino (Sigma). Ap6s a separacao das
proteinas por eletroforese, com corrente constante de 20 mA/placa, a atividade de
SOD foi determinada como descrito por Beuchamp e Fridovich (1971).

Revelacdo: apds corrida, os géis foram enxaguados rapidamente em agua
deionizada e incubados no escuro, a temperatura ambiente, em uma mistura de
reacao contendo 50 mM de tampao fosfato de potassio pH 7,8, 1 mM EDTA, 0,05
mM riboflavina, 0,1 mM nitroblue tetrazolium (NBT) e 0,3% TEMED.

Ao final de 30 min, a mistura de reacédo foi descartada, os géis foram
enxaguados com agua deionizada e colocados sob iluminagédo por alguns minutos

até o aparecimento de bandas brancas e coloracao do gel.
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3.2.7.1.3 Caracterizacao das isoenzimas de SOD

PAGE nativo foi utilizado para identificagdo das isoenzimas de SOD. Foi
utilizado 200 pug de proteina total para caracterizacdo. A eletroforese ocorreu nas
mesmas condi¢des anteriormente descritas para SOD.

Apbs a corrida, o gel foi dividido verticalmente em trés partes. Uma delas foi
mantida em tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8. A segunda parte foi tratada
com 100 mL do tampéo fosfato de potassio contendo 0,0292 g de EDTA e 0,0130 g
de KCN e a ultima parte foi imersa em uma solugéo do referido tampao acrescido de
0,0292 g de EDTA e 70 uL de H2O, a 30%. Todas estas etapas foram realizadas no
escuro para prevenir a fotoxidagao.

Os géis permaneceram por 20 min nas solugdes, e em seguida foram lavados
ligeiramente com HO destilada e submetidos a revelacdo com NBT e riboflavina
como descrito anteriormente.

Ao final da revelacdo, as bandas foram analisadas quanto a presenca e
auséncia, conforme o fator inibidor presente nas solucbes de tratamento. As
isoformas foram classificadas como (AZEVEDO et al., 1998):

Cu/Zn-SOD quando inativada na presenca de KCN e H»0;

Fe-SOD se a banda foi inativada somente na presenca de H>O,, sendo
resistente ao KCN;

Mn-SOD se a isoforma era resistente aos dois tratamentos.

3.2.7.2 Atividade da enzima CAT
A atividade da enzima CAT, foi determinada através de espectrofotometria e
andlise em PAGE ndo desnaturante (KRAUS et al., 1995; AZEVEDO et al., 1998).

3.2.7.2.1 Atividade da enzima CAT em espctrofotometro

A atividade foi determinada em uma solucéo de reacao formada por 1 mL de
tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e 0,025 mL de peréxido de hidrogénio
(0,03 %). A reacao foi iniciada com 25 uL de extrato protéico, sendo realizada a

leitura a temperatura de 25°C, e a atividade determinada pela da decomposicao de
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peroxido de hidrogénio, através de alteragcbes na absorbéncia a 240mm. Os

resultados foram expressos em umol/min/mg de proteina.

3.2.7.2.2 Atividade da enzima CAT em PAGE nao-desnaturante

A eletroforese foi realizada a 4°C e a corrente constante utilizada por placa foi
de 15 mA. Para cada gel foram aplicadas amostras de padrdo de CAT de figado de
boi (2 unidades) e 20 ug de proteina dos extratos das amostras (AZEVEDO et al.,
1998).

Revelacao: foi realizada a lavagem do gel por 45 min em agua deionizada (3 x
15 min) e incubacdo do mesmo por 10 min em solugdo de H>O, 0,003%, a
temperatura ambiente, com agitacdo suave e constante. ApGs este periodo, o gel foi
rapidamente lavado em agua deionizada e colocado por 10 minutos em uma solugao
de FeCls 1% (p/v) e KoFe(CNg) 1% (p/v) sempre com agitacao suave. Em seguida, a
solucéo foi retirada e o gel foi documentado.

3.2.7.3 Atividade da enzima glutationa-redutase (GR)
A atividade da enzima GR foi determinada através de espectrofotometria e
analise em PAGE nao desnaturante conforme proposto por Lee e Lee (2000).

3.2.7.3.1 Atividade da enzima GR em espectrofotometro

A atividade da GR foi determinada pelo método de espectrofotometria e
também em PAGE n&o-desnaturante. Inicialmente a atividade foi analisada a 30°C
em uma mistura de reacao consistindo de 1 mL tampéao fosfato de potassio 100 mM
(pH 7,5), 0,5 mL de 5,5’-dithio-bis(2-acido nitrobenzdico - DTNB) a 1 mM, 100 uL de
glutationa oxidada (GSSG) 1 mM e 100 pL de NADPH 0,1 mM. A reacgéo foi iniciada
pela adicdao de 50 uL de extrato e monitorada por 1 min através da reducao de

glutationa oxidada na absorbéancia de 412 qm.

3.2.7.3.2 Atividade da enzima GR em PAGE

A revelacao para atividade de GR em PAGE foi determinada utilizando como
padrao uma unidade de GR de figado bovino (Sigma Aldrich).

Revelacao: o gel foi lavado 2x em agua destilada por 15 min e incubado por 30

min a temperatura ambiente, em uma solucao de 0,25 M de TRIS (pH 7.5); 10 mg de
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MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-brometo de difeniltetrazol); 10 mg DPIP (diclofenol
indolfenol); 2,4 mM GSSG e 0,5 mM NADPH para um volume final de solugcédo de 50
mL. Depois de descartar esta solucdo, o gel foi lavado rapidamente em agua
deionizada e foi feita a fixagcdo em solucéo de acido acético 7%.

3.2.7.4 Atividade da enzima glutationa S-transferase (GST)

A atividade da enzima GST foi realizada por espectrofotometria, através do
monitoramento da conjugacdo da glutationa ao composto CDNB (1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno). O ensaio foi baseado inicialmente no método proposto por
Anderson e Gronwald (1991), com adaptacdes de Zablotowicz et al. (1995).

O ensaio foi conduzido em um solugao contendo 900 pL de tampéao fosfato de
potassio 100 mM (pH 6,8), 25 uL de CDNB 40 mM e 50 pyL de GSH 1 M, a qual foi
incubada a 30°C. A reacéo foi iniciada com a adicao de 25 L do extrato de amostra,
sendo monitorada por 3 min, a 340 nm.

A solucdo negativa do ensaio, a qual contém todos os reagentes menos a
amostra, também teve sua atividade analisada, sendo este valor descontado da
atividade da GST encontrada nos tratamentos. Isso se deve ao controle da reacao
para a taxa de conjugacao espontanea da glutationa ao CDNB.

3.3 Resultados

3.3.1 Queda na viabilidade celular pode indicar adaptacao da bactéria a nova
condicao do meio

A utilizacao de fontes de carbono por bactérias é realizada por vias especificas
em resposta a disponibilidade de carboidratos ou outros compostos, gerando
mecanismos que estabelecem certa hierarquia na utilizacdo de compostos para
geracdo de energia (BRUCKNER; TITGEMEYER, 2002). A disponibilidade de
compostos bem como a estrutura destes, podem interferir no metabolismo da
bactéria, bem como em fungdes celulares como crescimento e viabilidade celular.

No presente estudo, a viabilidade das células bacterianas nos tratamentos de
meio de cultura com diferentes composi¢des, foi analisada através da contagem de
U.F.C apds 20 min e 12 h de cultivo, e mostrou-se afetada de diferentes formas pela
constituicdo do meio, sendo geralmente maior no periodo inicial de cultivo, como

mostrado na Figura 3.2. De maneira geral, os tratamentos com composigéo rica em
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nutrientes (CN e CNH) apresentaram valores maiores de viabilidade celular, nos dois
periodos analisados, quando comparado com os tratamentos com meio mineral.

A presencga do herbicida s-metolachlor em meio rico afetou o crescimento da
bactéria negativamente, apesar de ainda assim ser possivel observar aumento na
viabilidade celular em ambos os tratamentos CN e CNH. Entretanto, a condi¢do de
limitacdo de nutrientes imposta pelo meio mineral afetou drasticamente todos os
tratamentos constituidos por este meio, independente da presenca do herbicida e do
periodo analisado.
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Figura 3.2 — Viabilidade das células do isolado bacteriano E. asburiae SD01 exposto a diferentes
fontes de carbono. A barra referente ao tratamento “T” mostra o numero inicial de
células encontrado em todos os tratamentos

A bactéria E. asburiae SD01 foi cultivada inicialmente em meio nutritivo, e apés
iniciar a fase log média, foi transferida para os tratamentos. A mudanca de
constituicdo do meio de cultura, principalmente quando exposta aos tratamentos
com meio mineral, pode ter levado a declinio da populagao bacteriana. As maiores
diferengas de viabilidade celular apés 12 h de cultivo foram encontradas nos
tratamentos MM, MMD, MMH e MMDH, com respectivamente 91%, 77%, 91% e
64% de reducdo no numero de U.F.C. Esta queda no numero de células da
populacdo pode ser decorrente da adaptacdo a nova condicdo imposta pela
constituicdo do meio de cultura, bem como a reducao da taxa de crescimento.
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A exposicdo de microrganismos a diversos tipos de estresse pode alterar a
alocacao de nutrientes e modificar algumas funcbes da célula de forma a amenizar
os efeitos negativos da perturbagdo. Geralmente é possivel observar uma interacédo
entre microrganismo e agente causador do estresse, no qual organismos em
crescimento ativo podem ser mais vulneraveis ao estresse, que organismos com
baixa taxa metabdlica. Muitas vezes, microrganismos submetidos a condi¢des de
estresse podem reduzir suas rotas de crescimento, buscando a adaptacdo a nova
condicdo do ambiente, ou mesmo induzindo a tolerancia ao estresse cruzado
(SCHIMEL et al., 2007).

3.3.2 A adaptacao as diferentes constituicoes de meio de cultura pode ser
explicada por baixos niveis de estresse oxidativo

O aumento na concentracdo de produtos finais advindos da peroxidacao
lipidica € freqlentemente relacionado a organismos expostos a contaminantes
ambientais (LIU et al., 2006; CHURRO et al., 2010; MONTEIRO et al., 2011). No
caso de herbicidas da classe cloroacetanilida, esta relacdo entre contaminante e
estresse oxidativo pode ser explicada pelo modo de acdo destes pesticidas, a qual
esta relacionada a inibicdo de enzimas com grupos tiol e mudangca na composicao
dos acidos graxos da membrana celular (BOGER; MATTHES; SCHMALFUB, 2000).

Os maiores niveis de MDA no periodo de 20 min de exposicdo foram
encontrados nos tratamentos com constituigao rica em nutrientes (CN e CNH) e MM,
e foi também nestes tratamentos que ocorreram os maiores decréscimos do produto
de peroxidacéo lipidica apds longo periodo de cultivo. Entretanto, se a produgéo de
H.O, for analisada em conjunto, é possivel observar a relacao direta entre producao
de H2O2 e dano a membrana (MDA), com excecao do tratamento CN. Neste caso, é
importante citar que apesar do H.O, ser uma das principais ERO’s responsaveis
pela peroxidacao lipidica, ela ndo é a Unica capaz de causar este dano a membrana
celular (HALLIWELL; CHIRICO, 1993).
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Figura 3.4 — Produgao de MDA, inferindo nivel de peroxidacéo lipidica no isolado bacteriano E.
asburiae SD0O1 exposto a diferentes fontes de carbono. A barra do tratamento “T”
refere-se a condicao inicial, antes da exposi¢ao do isolado aos tratamentos

Os tratamentos com meio mineral e na presenca do herbicida s-metolachlor
apresentaram as menores taxas de decréscimo de MDA e H,O, apés 12 h de
cultivo, como exemplo o tratamento MMH que apresentou reducao de apenas 22% e
32%, respectivamente. Uma vez que este tratamento apresenta como unica fonte de

carbono, o herbicida s-metolachlor, e a utilizacao deste composto para obtencéo de
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energia pode estar acarretando danos a membrana. Esses dados contrastam com o
tratamento CNH, com constituicao rica, no qual a diminuicdo da producédo de MDA e
H>O, foi em torno de 80%.

Além de serem considerados inibidores gerais de enzimas contendo grupos
tibis, muitas delas envolvidas na resposta antioxidante celular, herbicidas
cloroacetanilidas, como s-metolachlor, também induzem alteracées na composicao
lipidica da membrana celular através de mudancgas na proporcao de acidos graxos
saturados e insaturados (BOGER; MATTHES; SCHMALFUB, 2000). Neste caso, as
alteragdes na estrutura da membrana celular podem induzir taxas maiores de
producdo de MDA, uma vez que pode aumentar a propor¢cdo de acidos graxos
insaturados da organela, e torna-la mais susceptivel ao atague de ERO’s.

A viabilidade celular esta relacionada a capacidade adaptativa da célula em
administrar as vias metabdlicas na obtencdo de energia para manutengdo das
funcdes biolégicas como crescimento, pois estes processos apresentam relacédo
direta através da eficiéncia e complementaridade dos mesmos. A queda na
producdo de HoO. intracelular, e consequentemente a diminuicdo dos danos
causados por essa ERO a membrana, podem refletir a adaptacéo do aparato celular
as diferentes constituicbes de meio de cultura. Esses dados, juntamente com a
queda na viabilidade celular, podem inferir na busca da célula por balanco positivo
energético, no qual o equilibrio se faz entre a utilizagdo de fontes de carbono para
obtencgao de energia e manutencao da taxa de crescimento.

Esses dois processos estdo relacionados a uma trama de reagdes e vias
bioquimicas, compativeis com a complexidade das fontes de carbono disponiveis
nos tratamentos testados. Entre estas vias se encontra aquelas relacionadas ao
combate ao estresse oxidativo, o que além de ajudar a célula na manutencédo da
homeostase redox, ainda esta relacionada a ativagdo de genes e vias especificas
que podem acontecer em conjunto com a metabolizagéo do herbicida.

3.3.3 A presenca do herbicida s-metolachlor no meio de cultura causa
alteracao na expressao de proteinas

Em bactérias, a adaptacdo a presenca de ERO’s ocorre geralmente pelo
controle da expressao de genes com funcdes relacionadas ao sistema antioxidante,
reparo de DNA, e proteinas de manuteng¢édo da homeostase celular (MONGKOLSUK;
HELMANN, 2002). Essas respostas sdo coordenadas por fatores transcricionais que
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regulam especificamente genes alvo, e que sob condicbes de estresse, como
exposicao a substancias toxicas, podem ter sua expressao aumentada.

O isolado bacteriano E. asburiae SD01 apresentou diferencas na concentracao
de proteinas totais solUveis quando exposto a meios de cultura com diferentes
fontes de carbono (Figura 3.5). Somente os tratamentos MM e MMDH néo
apresentaram diferengas na concentracao de proteinas entre os tempos analisados,

sendo que para os outros tratamentos, houve aumento na sintese protéica com 12 h
de cultivo.
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Figura 3.5 - Concentragdo de proteinas totais solUveis do isolado bacteriano E. asburiae SDO1
exposto a diferentes fontes de carbono

Em estudo com a bactéria Variovorax sp. WDL1 exposta ao herbicida linuron e
3,4-dicloroanelida, pesquisadores mostraram através de analise proteémica (2D-
PAGE), que proteinas com funcdo de dobramento, transporte e degradacdo do
herbicida, bem como algumas envolvidas na resposta a estresse, podem apresentar
expressao diferencial na presenca do contaminante (BREUGELMANS, et al. 2010).

Conforme a analise de SDS-PAGE (Figura 3.6), houve diferencas qualitativas
significativas quanto a expressao diferencial de proteinas entre os tratamentos e

periodos analisados, principalmente na presenca do herbicida s-metolachlor.
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Figura 3.6 - SDS-PAGE, Padrao de massa molecular (P). Todos os tratamentos foram analisados em
dois tempos de cultivo: 20 min e 12 h, sendo representados em canaletas consecutivas
para a mesma amostra. As amostras de 1 a 4 representam E. asburiae em meio nutritivo:
1 e 2 na auséncia de herbicida (CN), e amostras 3 e 4, na presencga de 1,25 mM de
herbicida (CNH). As amostras de 5 a 12 representam a bactéria cultivada em meio
mineral, sendo 5 e 6, na auséncia de fonte de carbono (MM), 7 e 8, com 10 % de
dextrose (MMD), 9 e 10, com 1,25 mM de s-metolachlor (MMH) e 11 e 12 na presenca
de 10% de dextrose juntamente com 1,25 mM de herbicida (MMDH)

* Indug&o de nova banda

<« |nibicdo de banda

O perfil protéico mostrou intensidades de bandas diferentes entre os meios de
cultura em um mesmo tempo analisado (canaletas 1, 3,5, 7, 9 e 11 para 20 min de
exposicao, ou 2, 4, 6,8, 10 e 12 para 12 h de exposicao). Houve também diferencas
qualitativas causadas pela presenca do herbicida s-metolachlor com o aparecimento
de novas bandas nos tratamento MMH e MMDH (Figura 2.6, asteriscos) ou mesmo a
inibicdo de proteinas, representada pela seta no tratamento CNH (Figura 3.6).
Dominguez-Cuevas et al. (2006), trabalhando com a bactéria Pseudomonas putida
KT2440 exposta ao tolueno, mostraram que algumas proteinas, como aquelas
envolvidas com metabolismo energético, podem mostrar regulacao negativa quando
expostas a substancias toxicas.

Além das alteracdes citadas, foi possivel observar que o padrao de expressao
de proteinas entre os tempos difere (por exemplo, canaletas 1 e 2, ou 5 e 6, figura
3.6), caracterizando a fase de crescimento em que o isolado bacteriano se
encontrava quando analisado nos dois periodos. Algumas enzimas, como a catalase
em Escherichia coli, apresentam isoformas que atuam em periodos diferentes de
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crescimento, as quais podem apresentar vias de regulacao especificas e ativadas
por fatores transcricionais que atuam de maneira independente para inducao dos
genes KatE e KatG (JUNG; KIM, 2003).

O metabolismo central de carbono é um mecanismo regulatério do fluxo global
celular, visando a otimizacdo da utilizacdo de fontes de carbono disponiveis. Em
bactérias expostas a diferentes fontes de carbono, 0 mecanismo de repressdo do
catabolismo de carbono direciona a célula para uso preferencial de uma das fontes,
em geral glicose (DEUTSCHER, 2008). Este mecanismo tem sido estudado em
associacao com estresse oxidativo, resultando em uma andlise de fluxo metabdlico,
no qual ajustes fisiolégicos da célula ocorrem em resposta a fonte de carbono
preferencialmente utilizada, juntamente com mudancas nas vias biogquimicas
induzidas pelo estresse oxidativo (RUI et al., 2010).

A condicdo metabdlica da fase de crescimento do periodo em que as células
foram coletadas (tempo inicial - T) foi compativel com os padrées de resposta
encontrados para o tratamento CN apds 20 min de exposicdo ao tratamento, como
foi possivel observar nas andlises iniciais de quantificacdo de peréxido de
hidrogénio, proteinas e MDA, sendo dessa forma ndo representado nos ensaios

enzimaticos descritos a seguir.

3.3.4 A enzima SOD apresenta uma nova isoforma induzida somente na
presenca do herbicida s-metolachlor

O anion superdxido é continuamente gerado por reacoes adversas de Oxido
reducdo de enzimas redox (IMLAY, 2008) ou mesmo pela atividade aerdbica do
metabolismo. Estudos com a bactéria E. coli indicam que um nivel basal da enzima
SOD é expresso continuamente para manter a concentracdo de superdéxido em
niveis nao téxicos para a célula (GORT; IMLAY, 1998).

Uma vez que o superdoxido ndo é capaz de atravessar membranas, a Unica
situacdo que eleva a concentracdo deste anion no meio intracelular, bem como a
inducdo da enzima SOD, sao condicbes nas quais drogas com potencial redox
induzem estresse oxidativo apds serem transportadas para o interior da célula
(HASSAN; FRIDOVICH, 1979). Sendo assim, o isolado bacteriano E. asburiae SDO1
foi exposto ao herbicida s-metolachlor, bem como a diferentes composicdes de meio
de cultura, para testar o potencial redox dessas condi¢cdes de cultivo.
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Conforme figura 3.7, a bactéria E. asburiae SD0O1 apresentou diferenca no
padréo de resposta da atividade total de SOD conforme a constituicdo do meio de
cultura e periodo analisado. Quando cultivada em meio rico (CN e CNH), a bateria
mostrou aumento na atividade apds 12 h de cultivo, com valores em geral maiores

na presenca do herbicida s-metolachlor.
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Figura 3.7 - Atividade total de SOD do isolado bacteriano Enterobacter asburiae SD01 exposto a
diferentes fontes de carbono

Entretanto, quando a bactéria foi cultivada em meio mineral, o oposto foi
observado. A atividade total da enzima SOD diminui ap6s 12 h de cultivo, sendo esta
resposta mais drastica quando o herbicida era constituinte do meio de cultura (Figura
3.7). Em exposi¢do ao contaminante ambiental succinonitrila, a bactéria Klebsiella
oxytoca apresentou inducdo da atividade da enzima SOD e GST (glutationa S-
transferase) em resposta ao estresse oxidativo caracteristico da toxicidade do
composto (TANG et al., 2008). Esta indugéo da atividade de SOD foi relacionada ao
combate ao estresse oxidativo, bem como a eficiéncia de bidegradacdo do
contaminante succinonitrila.

Na analise em PAGE, o isolado bacteriano apresentou um total de 5 isoformas
de SOD, entretanto somente 4 isoformas (I, Ill, IV e V) apresentaram expressdo em
todos os tratamentos (Figura 3.8). As isoformas representadas pelas bandas |, Ill e
IV apresentaram atividade independente do periodo analisado, porém a isoforma V,
apresentou variacao de atividade entre os periodos, tendo maior atividade com 12 h
de cultivo (Figura 3.8).
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Figura 3.8 - SOD-PAGE. Todos os tratamentos foram analisados em dois tempos de cultivo: 20 min e
12 h, sendo representados em canaletas consecutivas para a mesma amostra. As
amostras de 1 a 4 representam E. asburiae em meio nutritivo: 1 e 2 na auséncia de
herbicida (CN), e amostras 3 e 4, na presenca de 1,25 mM de herbicida (CNH). As
amostras de 5 a 12 representam a bactéria cultivada em meio mineral, sendo 5 e 6, na
auséncia de fonte de carbono (MM), 7 e 8, com 10 % de dextrose (MMD), 9 e 10, com
1,25 mM de s-metolachlor (MMH) e 11 e 12 na presenca de 10% de dextrose juntamente
com 1,25 mM de herbicida (MMDH)

A Utlima isoforma descrita (banda Il), merece atencao especial, pois foi
induzida somente na presenca do herbicida s-metolachlor, ou mesmo na auséncia
de fonte de carbono (Figura 3.8). Apesar da baixa atividade no meio CNH, ela esteve
presentes nos dois periodos analisados, sendo que nos tratamentos com meio
mineral, MMH e MMDH, a atividade s6 foi observada ap6s 12 h de cultivo, conforme
protocolo seguido.

Bactérias geralmente apresentam uma ou duas isoformas de SOD, sendo
essas compostas pelos metais Mn ou Fe, localizadas no citosol da célula. Porém,
ainda é possivel observar outros dois tipos da enzima, a Cu/ZN-SOD, geralmente
localizada no espacgo periplasmatico, e a Ni-SOD, recentemente isolada (IMLAY,
2008).

A figura 3.9 mostra a classificagdo das cinco isoformas de SOD do isolado
bacteriano E. asburiae SD01. Duas isoformas apresentaram Mn em seu nacleo (Mn-
SOD) (bandas | e Il), sendo uma delas induzida somente na presenca do herbicida
(banda Il), e 3 isoformas classificadas como Fe-SOD, representadas pelas bandas
[ll, IV e V. Estudos relatam que em E. coli, a isoforma Mn-SOD, também conhecida
como SodA, pode ser induzida na presenca de xenobidticos, especialmente
compostos aromaticos, uma vez que é regulada pelo sistema SoxRS, um regulon
que controla cerca de 100 genes em bactérias, entre estes genes de metabolizacao
de contaminantes (IMLAY, 2008).
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Figura 3.9 - Caracterizagdo das isoformas de SOD em PAGE, conforme protocolo de Beuchamp e
Fridovich (1971)

Em um estudo com o herbicida quinclorac, a bactéria Burkholderia cepacia
WZ1 apresentou indugdo da atividade da enzima Mn-SOD quando exposta ao
herbicida. Esta isoforma tem sido reportada por ter sua atividade modulada por
estresse oxidativo, sendo que a Mn-SOD foi exclusivamente expressa quando a
linhagem WZ1 foi cultivada na presenca do quinclorac (LI et al., 2009). Esses dados,
juntamente com os apresentados no presente trabalho, sugerem que a isoforma Mn-

SOD tem papel especial contra o estresse oxidativo gerado por contaminantes.

3.3.4 A enzima CAT apresenta maior atividade em meio rico e com 12 h de
cultivo

Peroxido de hidrogénio é prejudicial para quase todos os componentes da
célula, e devido a isso, a eficiente remogao desta ERO é de importancia essencial
para os organismos (ZAMOCKY; FURTMULLER; OBINGER, 2008). Ele é formado
naturalmente durante o crescimento celular aerdbico, como produto de reacdes
redox, sendo as flavoproteinas apontadas como principais fontes de H>O no interior
da célula. Essa constatacdo vem de estudos que mostram a abundancia dessas
proteinas e a caracteristicas de serem passiveis de sofrer reacdo univalente da
transferéncia de elétrons (MESSNER; IMLAY, 1999).

Apesar da AhpC (alquilhidroperoxidase redutase) ser considerada a primeira
enzima de degradacao de H.O, em E. coli; a catalase HPI, codificada pelo gene
katG, é responsavel pela varredura de concentracdes altas de H.O. (SEAVER,;
IMLAY, 2001), sendo estas geralmente produzidas por substancias téxicas.

Como foi possivel verificar altos niveis de H.O, gerados pelos tratamentos nos
quais o isolado bacteriano Enterobacter asburiae SD01 foi exposto, a atividade total
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da enzima catalase foi analisada visando encontrar o papel desta enzima na
resposta antioxidante as diferentes constituicdes dos meios de cultura testados.

Na analise em espectrofotbmetro, a atividade total de CAT (Figura 3.10)
apresentou variacao significativa somente no meio nutritivo, sendo que em meio
mineral (MM, MMD, MMH e MMDH) a diferenca de atividade entre os periodos
analisados ou tratamentos foi pouca ou ausente. Nos 20 min iniciais de exposicao ao
herbicida, a bactéria ndo apresentou diferencas significativas entre a atividade de
CAT, apresentando niveis basais de atividade em todos os tratamentos.

Porém, quando a bactéria foi cultivada por longo periodo (12 h), a atividade da
CAT aumentou significativamente nos tratamentos CN e CNH, apresentando leve

queda no tratamento MMD, e mantendo os niveis de atividade nos demais

tfratamentos.
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Figura 3.10 - Atividade total de CAT do isolado bacteriano Enterobacter asburiae SD01 exposto a
diferentes fontes de carbono

O aumento da atividade de CAT no tratamento CNH pode ter sido induzido pela
alta concentragcdo de H»O, observada com 20 min de cultivo do isolado bacteriano,
como mostra a figura (Figura 3.3). A degradacao da ERO, por sua vez, pode ter
levado a diminuicdo da taxa de peroxidacao lipidica (Figura 3.4), e conseqlente
adaptagcdo ao meio de cultura. Isolados bacterianos expostos aos herbicidas
acetochlor e metolachlor, tiveram a atividade de CAT, bem como outras enzimas do

sistema antioxidante, induzidas na presenca dos contaminantes, o que os autores do
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trabalho relacionaram ao estresse oxidativo causado pela presenca dos
contaminantes e a tolerancia das bactérias aos herbicidas (MARTINS et al., 2011).

Entretanto, a diferenca de padrdo de resposta da atividade de CAT entre os
tratamentos com meio nutritivo e mineral pode ter relacdo com o controle do
metabolismo de carbono, bem como a ativacdo de vias especificas para adaptacao
as mudancas ambientais. Em trabalho publicado por Rui et al. (2010), as respostas
celulares da bactéria E. coli ao estresse oxidativo gerado pelo herbicida paraquat
foram moduladas pelo metabolismo de carbono. O estudo aponta uma rede
coordenada de resposta, com fluxos metabdlicos de carbono especificos para
ajustes ao estado fisiolégico da célula em determinada condigcéo de cultivo.

As enzimas peroxidases e catalases sao reguladas por vias biogquimicas
diferentes em bactérias (IMLAY, 2008), controladas de acordo com a fase de
crescimento e tipo de estresse. Dessa forma, no presente trabalho, as redes
metabdlicas que coordenam a inducédo das enzimas que combatem o H>,O, podem
estar sendo ativadas de maneira diferenciada através do fluxo metabdlico gerado
pela adaptacdo ao meio de cultura.

A analise da CAT em PAGE (Figura 3.11) confirmou os resultados obtidos via
espectrofotometro, porém com dados qualitativos. Aos 20 min, duas bandas estavam
sendo expressas em todos os tratamentos. Porém, com aumento do tempo de
cultivo, a bactéria apresentou a inducdo de uma nova banda, provavelmente
relacionada ao periodo de crescimento, uma vez que foi expressa em todos os

tratamentos, independente da constituicao (canaletas 2, 4, 6, 8, 10 e 12).
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Figura 3.11 - CAT-PAGE. Todos os tratamentos foram analisados em dois tempos de cultivo: 20 min
e 12 h, sendo representados em canaletas consecutivas para a mesma amostra. As
amostras de 1 a 4 representam E. asburiae em meio nutritivo: 1 e 2 na auséncia de
herbicida (CN), e amostras 3 e 4, na presenca de 1,25 mM de herbicida (CNH). As
amostras de 5 a 12 representam a bactéria cultivada em meio mineral, sendo 5 e 6, na
auséncia de fonte de carbono (MM), 7 e 8, com 10 % de dextrose (MMD), 9 e 10, com
1,25 mM de s-metolachlor (MMH) e 11 e 12 na presenca de 10% de dextrose
juntamente com 1,25 mM de herbicida (MMDH)

O aumento da atividade total com 12 h de cultivo em meio nutritivo pode estar
relacionado ao aumento da atividade das 3 isoformas de CAT de modo semelhante,
uma vez que a indugdo de uma nova isoforma com 12 h n&o trouxe incremento da
atividade nos tratamentos com meio mineral, e por isso esta ndao pode ser
responsavel pela diferenca observada.

Além disso, 0 aumento da atividade de CAT no meio nutritivo (CN e CNH) apés
12 horas de crescimento foi acompanhado do aumento na atividade da enzima SOD,
no mesmo periodo. A justificativa pode estar no sincronismo entre as enzimas CAT e
SOD, uma vez que um aumento da atividade de SOD pode induzir a atividade de
CAT, devido a formacéao de H.O. como produto de reagao da primeira enzima.

Dessa forma, é possivel compreender que o sistema antioxidante trabalha de
maneira sistémica, coordenando atividades de enzimas e proteinas visando o
combate ao estresse e a manutencao da homeostase redox celular. Porém, além do
efeito negativo das ERO's no metabolismo celular, estas também podem participar
como sinalizadores celulares. Em bactérias, o H.O, estd envolvido na sinalizacao
celular para ativagdo de regulons do sistema antioxidante, como o OxyR, um fator
transcricional que atua no controle de enzimas para varredura de ERQO's, importacao
de ions, ou mesmo na reducao de compostos nao enzimaticos.
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Em E. coli, a catalase (HPI), juntamente com outras enzimas antioxidantes
(IMLAY, 2008), sao ativadas pelo regulon OxyR, de forma que o aumento do H.O»
no isolado bacteriano E. asburiae SDO0O1 poderia também estar interferindo na
atividade das enzimas controladas por esse regulon, como a glutationa redutase
(GR).

3.3.5 A enzima GR apresentou alta variabilidade, apresentando 5 isoformas
presentes em todos os tratamentos

Em procariotos, a glutationa é encontrada principalmente em bactérias gram-
negativas, como E. coli, e é responsavel, juntamente com outros componentes de
baixo peso molecular do grupo tiol, pela manutencdo da homeostase redox celular
(SMIRNOVA; OKTYABRSKY, 2005). Pode ser encontrada na sua forma reduzida
(GSH) ou oxidada (GSSG), sendo que esta relacdo depende da dinamica entre sua
sintese, decomposicao, transporte e reacdes redox, o que vao refletir o estado
celular e condigcbes ambientais que o organismos esta exposto.

Mudancas nos niveis de glutationa podem ser observadas em condicdes
normais de crescimento, entretanto, estresse, defeitos genéticos ou acdo de
algumas substancias quimicas podem causar mudancas nestes niveis. A reducao da
glutationa é realizada pela enzima glutationa-redutase (GR), a qual catalisa a
transferéncia de equivalentes redutores do NADPH para GSSG.

Além dos aspectos ja mencionados sobre importancia da glutationa e GR para
a célula, reacdes de conjugacao da glutationa com pesticidas tém sido sugeridos
como uma importante via bioquimica de transformacdo destes contaminantes
(FIELD; THURMAN, 1996). Dessa forma, a enzima GR foi analisada visando
compreender o efeito do pesticida, bem como das diferentes composicées dos meios
de cultura, na atividade desta enzima no isolado bacteriano E. asburiae SDO1.

Inicialmente, € possivel observar que todos os tratamentos partiram de um
mesmo nivel de atividade de GR (Figura 3.9), e que ap6s 12 h de cultivo, o isolado
bacteriano E. asburiae SD01 apresentou padrbes diferentes de atividade de GR

entre os tratamentos.
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Figura 3.9 — Atividade total de GR analisada no isolado bacteriano E. asburiae SD01 em diferentes
composigdes de meio de cultura. CN e CNH, meio nutritivo na auséncia e presenga do
herbicida s-metolachlor, MM, MMD, MMH e MMDH, meio mineral na auséncia de fonte
de carbono (MM), com 10 % de dextrose (MMD), com 1,25 mM de s-metolachlor (MMH)
e na presencga de 10% de dextrose juntamente com 1,25 mM de herbicida (MMDH)

O longo periodo de crescimento da bactéria mostra uma tendéncia de aumento
da atividade de GR nos tratamentos com meio nutritivo, além dos tratamentos MM e
MMDH. A bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans, mantida em contato com
calcopirita, mostrou aumento da atividade de GR apds 10 dias de cultivo, sendo que
a analise da atividade enzimatica em curto periodo de exposicdo, ndo mostrou
diferenga significativa na atividade da enzima (RODRIGUES et al., 2010).

Entretanto, a bactéria E. asburiae SD01 ndo apresentou aumento da atividade
de GR em todos os tratamentos, uma vez que os tratamentos com Unica fonte de
carbono, MMD e MMH, apresentaram queda na atividade desta enzima. O impacto
do pesticida molinato em cianobactéria (Nostoc muscorum) foi reportado por
Galhano e colaboradores (2011), de forma que apdés 72 h de exposicdo, a
cianobactéria teve queda na atividade de GR, refletindo em baixos niveis de
conversdao da glutationa oxidada em reduzida. A deplecdao da atividade de GR
também pode estar associada com a diminuicdo dos niveis de NADPH, uma
manifestacdo secundaria de estresse causado por radicais livres (LATIFI et al.,
2009).

Ja a andlise da atividade de GR em PAGE (Figura 3.10) revelou 4 isoenzimas,
presentes em todos os tratamentos. As bandas | e Ill mostraram maior atividade,

sendo que as variagbes de atividade entre os tratamentos foram encontradas
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principalmente nas bandas Il e IV. O maior valor de atividade de GR foi encontrado
no meio MMDH, apds 13 horas de crescimento, 0 que pode ser visto também na
analise em PAGE que refletiu em aumento da intensidade das bandas na canaleta
12, representativa do tratamento citado.
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Figura 3.10 - CAT-PAGE. Amostras de 1 a 4 representam E. asburiae SD01 em meio nutritivo, sendo
dois tratamentos analisados em dois tempos de cultivo, 20 min e 12 h: canaletas 1 e 2,
na auséncia (CN) e canaletas 3 e 4, na presenca de 1,25 mM de herbicida (CNH. As
amostras de 5 a 12 representam a bactéria em meio mineral, em 4 composi¢oes
diferentes e analisados em dois tempos de cultivo 20 min e 12 h de cultivo: canaletas 5
e 6, auséncia de fonte de carbono (MM), canaletas 7 e 8, com 10 % de dextrose (MMD),
canaletas 9 e 10, com 1,25 mM de s-metolachlor (MMH) e canaletas 11 e 12, na
presenca de 10% de dextrose juntamente com 1,25 mM de herbicida (MMDH)

A enzima GR é codificada pelo gene gor, o qual apresenta alta homologia e
mesmo sendo isolada de diferentes organismos, é possivel observar regides
altamente conservadas da proteina. A bactéria E. coli com mutagdes no gene gor,
mantém suas rotas normais de crescimento, bem como considerados niveis de
glutationa reduzida (GREER; PERHAM, 1986).

Alguns trabalhos sugerem que existe uma via alternativa para reducdo da
GSSG (glutationa oxidada), independente da enzima glutationa redutase (CARMEL-
HAREL; STORZ, 2000). Porém, mesmo que a funcdo de manutencdo da
homeostase celular redox possa ser mantida por outros componentes nao
enzimaticos, como glutaredoxina e tioredoxina, nenhum trabalho mostrou que a

glutationa pode servir de substrato para outra enzima.

3.3.6 A enzima GST apresentou aumento da atividade nos tratamentos CNH e
MMH apés longa exposicao ao herbicida s-metolachlor

Os valores encontrados para a atividade da enzima GST apresentaram
variabilidade entre os tratamentos (Figura 3.11), e apesar dos baixos valores, estao
de acordo com os publicados em trabalhos envolvendo este enzima e
microrganismos (ZABLOTOWICZ et al., 1995; LIZIKA et al., 1989).
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A glutationa reduzida (GSH) é doadora do grupo tiol para a enzima GST, a
qual catalisa a conjugacéao deste grupo com uma gama de substratos hidrofobicos
eletrofilicos (DIXON; LAPTHORN; EDWARDS, 2002). Seu principal papel no
metabolismo celular é a desintoxicacdo quando o organismo € exposto a
contaminantes, porém outras funcbes podem ser encontradas para este enzima,
como peroxidase (BARTLING, D. et al., 1993) e transporte vacuolar (MARRS et al.,
1995).
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Figura 3.11 — Atividade total de GST analisada no isolado bacteriano E. asburiae SD01 em diferentes
composigdes de meio de cultura. CN e CNH, meio nutritivo na auséncia e presenga do
herbicida s-metolachlor, MM, MMD, MMH e MMDH, meio mineral na auséncia de fonte
de carbono (MM), com 10 % de dextrose (MMD), com 1,25 mM de s-metolachlor
(MMH) e na presenca de 10% de dextrose juntamente com 1,25 mM de herbicida
(MMDH)

Existe um complexo de reacdes apds a entrada de herbicidas na célula, o qual
envolve vias de catabolismo de S-glutationalizacdo, e que podem resultar tanto na
desintoxicacdo metabdlica como na bioativacdo de vias especificas de degradacao
de pesticidas (HICKS-BRAZIER et al., 2008). A presenca do herbicida s-metolachlor
em meio de cultura aumentou a atividade da GST no isolado bacteriano E. asburiae
SDO01 nos tratamentos CNH e MMH, apds longo periodo de exposicdo. Ja os
tratamentos controles, CN, MM n&o apresentaram diferenca na atividade de GST
entre os periodos analisados, juntamente com o tratamento MMDH o qual também
apresentava o herbicida em sua constituicdo. O aumento da atividade da GST pode
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estar relacionado a metabolizacdo do herbicida pela bactéria, uma vez que este
comportamento somente foi encontrado quando o isolado bacteriano foi exposto ao
contaminante.

Em revisdo publicada em 2011, Cummins et al. citam diversos estudos sobre o
papel da GST na desintoxicagdo do metabolismo de plantas, inclusive com algumas
rotas de biotransformacao de herbicidas as quais contém vias de conjugacdo com
compostos, como a glutationa. Além disso, os autores também descrevem a
importancia desta enzima para aplicacbes biotecnoldgicas, uma vez que esta
participa da sinalizacdo celular, combate ao estresse oxidativo e transporte de
metabdlitos secundarios. Neste caso, além da relacdo com o herbicida, a enzima
GST pode também estar envolvida no combate ao estresse oxidativo, e adaptacao
da bactéria as diferentes constituicoes de meio de cultura.

3.4 Discussao

A maioria dos microrganismos pode utilizar mais de um composto como fonte
de carbono, e isso caracteriza, em grande parte, a reconhecida relevancia ambiental
que estes organismos apresentam, principalmente quando analisamos o equilibrio
de ciclos biogeoquimicos. A fonte de carbono pode ser utilizada através de vias
preferenciais que direcionam a célula para compostos de facil acesso e simples
composicdo, ou mesmo, pode ser metabolizada paralelamente a outras vias,
caracterizando o co-metabolismo.

A contaminacdo ambiental por pesticidas € uma questao preocupante desde a
década de 70 e, atualmente, varios estudos estdo sendo desenvolvidos no sentido
de compreender as rotas de contaminagdo, o comportamento dos pesticidas no
ambiente, bem como a degradacgéao biolégica destes.

Menos de 5% do total de pesticida aplicado em lavouras atinge organismos
alvo, sendo que o restante afeta organismos néo alvo (VAN EERD et al., 2003),
como a microbiota do solo. Neste caso, os microrganismos tém importante papel na
biodegradacao e transformacdo destes contaminantes, uma vez que representam
uma eficiente ferramenta para desintoxicacdo ambiental. Diversidade metabdlica,
transferéncia horizontal de genes, ciclo curto entre geragdes, caracterizam um
metabolismo versatil para a adaptacao dos microrganismos a mudancas externas.

No ambiente do solo, reconhecido por ser um ambiente pobre em nutrientes, a
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habilidade de conseguir utilizar mais de uma fonte de carbono pode permitir ao
microrganismo rapido crescimento e vantagem competitiva para evolugao.

A regulacdo génica para catabolismo de carbono em microrganismos muitas
vezes engloba funcbes para uso de compostos secundarios e a atividade de
enzimas correspondentes geralmente sdo ativadas através de vias bioquimicas
combinadas globais da célula (GORKE; STULKE, 2008). A presenca de fontes de
carbono alternativas a preferencial pode resultar na inducdo de novas rotas do
metabolismo, e se tratando de herbicidas, pode também ativar vias de resposta a
estresse, pois muitas vezes estas substancias sao toxicas a célula.

O presente trabalho visou estudar o papel do sistema antioxidante no isolado
bacteriano Enterobacter asburiae SD01, cultivado em diferentes meios de cultura
que diferiram na disponibilidade de nutrientes. Um dos aspectos importantes deste
trabalho esta na utilizacdo do herbicida s-metolachlor como fonte de carbono
alternativa a glicose. Os tratamentos representados pelas diferentes constituicdes de
meio de cultura englobaram desde rica disponibilidade em nutrientes, fornecida pelo
meio de cultura nutriente (CN), até meio minimo mineral com o herbicida s-
metolachlor como Unica fonte de carbono, podendo esta ser considerada complexa
(MMH).

Analises para caracterizagdo do estresse oxidativo nos diferentes meios de
cultura e em dois tempos de crescimento foram realizados para compreensido da
capacidade do isolado bacteriano em responder ao estresse em tempo de exposicao
curto (20 min) e longo (12 h), e consequentemente adaptacdo ao ambiente. Os
ensaios enzimaticos podem ser reunidos em duas vias principais de resposta
antioxidante, sendo a primeira relacionada ao combate direto as espécies reativas
de oxigénio, a qual engloba as enzimas SOD e CAT, e a segunda via ligada a
manutencdo da homeostase redox e desintoxicagdo celular, representada neste
estudo por enzimas relacionadas ao grupo tiol, como a GR e a GST.

Inicialmente, foi observado aumento da sintese de proteinas na maioria dos
tratamentos, com excecao do meio MM, apdés longo periodo de cultivo, o que pode
ser relacionado ao tempo de exposicao da bactéria aos tratamentos. Entretanto, a
presenga do herbicida nos tratamentos CNH e MMH causou aumento na sintese de
proteinas com apenas 20 min de exposi¢do e a resposta diferencial a esta fonte de
carbono também pbde ser observada na analise em PAGE.
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O controle diferencial de proteinas na presenca do herbicida refletiu na indugao
de novas bandas, ou mesmo a repressao destas, principalmente com longa
exposicdo ao contaminante. A bactéria Pseudomonas putida KT2440 quando
exposta aos herbicidas 2,4D (2,4- acido diclorofenoxyacético) e DCPP (2-(2,4-
diclorophenoxy) acido propandico) mostrou diferentes padrdes quanto a expressao
de proteinas, sendo induzidas principalmente porinas e componentes do sistema de
transporte ABC, como estratégia para adaptacao a novos substratos para sintese de
ATP (BENNDORF et al., 2006).

Variagdes na intensidade das bandas em analise em PAGE podem estar
relacionadas também ao aumento da expressdo do peptideo, ou seja, mudancas
nos niveis de transcricio dos genes, assim como relatado em estudo com a
diversidade funcional microbiana de uma area contaminada com petréleo (LIANG et
al., 2009). Neste trabalho, genes que codificam enzimas chaves para metabolizacao
de compostos organicos tiveram sua expressao reprimida com a contaminacao de
petréleo, especialmente em alta condigcdo de estresse causada pelo contaminante.

O aumento na sintese proteica, apesar de parecer um aspecto contrastante
com a queda na viabilidade celular apés 12 h de cultivo nos tratamentos com meio
mineral, pode juntamente com resultados de peroxidacdo lipidica, inferir aspectos
relacionados a adaptacdo bacteriana as diferentes constituicbes dos meios de
cultura. Em culturas prolongadas da bactéria E. coli, a morte de grande parte da
populacdo pode ser utilizada como estratégia por alguns individuos para
sobrevivéncia a partir do consumo dos residuos e compostos liberados com a morte
celular (FINKEL; KOLTER, 1999). Esta estratégia pode estar sendo utilizada pelo
isolado bacteriano E. asburiae SD01 nos tratamentos que apresentaram baixa
viabilidade celular, como exemplo aqueles constituidos por meio mineral, ja que
nestes tratamentos, foi possivel observar a manutencao do crescimento bacteriano
mesmo apos 3 dias de cultivo (dados ndo mostrados).

Outro fator que também pode estar relacionado a adaptacao aos tratamentos é
a capacidade da bactéria em responder ao estresse gerado pela baixa
disponibilidade de nutrientes, ou mesmo, a presenca do herbicida s-metolachlor. As
bactérias apresentam uma complexa rede de regulagcdo génica, muitas vezes
controlada pela limitagdo de nutrientes, e permite ajustar a eficiéncia metabdlica a
novas condicdes ambientais (CHATTERJI; OJHA, 2001).
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Em condigcdes ndo estressantes de cultivo, os microrganismos apresentam
metabolismo voltado para sintese proteica e expressdo de genes estruturais,
necessarios para a manutencao e divisdo da célula. Porém, quando expostos a
condicao de estresse, os microrganismos podem ativar vias bioquimicas diferenciais
para realocacao de nutrientes em processos de producéo de moléculas especificas,
as quais poderao proteger a célula e combater o0 agente causador do estresse.

Muitas vezes, a regulacao de vias de defesa celular pode ser antagdnica a
regulacao de genes estruturais, e neste caso, a ativagao de vias de defesa visando a
adaptacdo a nova condicdo imposta pelo ambiente pode ser caracterizada pela
baixa taxa de crescimento ou mesmo a interrupcao deste (SCHIMEL et al., 2007).

O aumento da concentracdo de peréxido de hidrogénio no meio intracelular
(Figura 3.3) caracterizou o estresse oxidativo sofrido pelo isolado bacteriano,
principalmente nos tratamentos CNH e aqueles constituidos por meio mineral. As
ERO’s podem ser prejudiciais a célula, mas também sido encontradas como
sinalizadores celulares para ativacdo de vias de defesa ao estresse (IMLAY, 2008).
Sendo assim, o estudo do sistema antioxidante pode indicar vias bioquimicas
reguladas pela disponibilidade de nutrientes, bem como inferir redes globais de
resposta ao estresse gerado pela presenca do herbicida s-metolachlor e adaptacao
as condicdes ambientais impostas ao isolado E. asburiae SD01.

Nos dados obtidos pelos ensaios bioquimicos foi possivel distinguir dois
padrdes de resposta ao estresse, caracterizados pela diferenca da constituicdo
basica dos meios de cultura, e principalmente pela presenca do herbicida s-
metolachlor.

Em meio rico, com disponibilidade de nutrientes, a presenca do herbicida
(tratamento CNH) nao induziu a peroxidacgao lipidica, apesar do aumento de H>O,
nos primeiros 20 min de exposi¢cdo ao s-metolachlor. Este aumento pode estar
relacionado com o papel de sinalizador celular do H>O, na ativagdo de vias de
defesa de combate a ERO's (LUSHCHAK, 2011), como o fator transcricional OxyR,
importante componente do sistema antioxidante.

Essa hip6tese pode ser corroborada com o aumento da atividade das enzimas
analisadas apdés 12 h de cultivo no tratamento CNH. Nesta condi¢do, todas as
enzimas analisadas foram afetadas de maneira positiva, resultando entdo a
adaptacao do isolado bacteriano ao tratamento, refletido também pelo aumento da
viabilidade celular (Figura 3.13).
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Figura 3.13 - Modelo de vias bioquimicas diferencialmente reguladas na presenca do herbicida s-
metolachlor em meio rico (CNH), apds 12 h de exposigdo. Abreviagbes utilizadas:
Perox. Lipidica (peroxidacao lipidica), GSSG (glutationa oxidada), GSH (glutationa
reduzida), GST (Glutationa S-transferase), SOD (superoxido dismutase) e CAT
(catalase). As reacdes representadas ndo estdo balanceadas, mas sim dispostas de
maneira objetiva

Por outro lado, a regulacao diferencial das vias bioquimicas na presenca do s-
metolachlor pode ter minimizado a toxicidade aguda (curto periodo) do herbicida,
caracterizada pela alta concentracdo de H>O.. Isso pode ser reflexo da constituicdo
rica do meio de cultura, pois a presenca de nutrientes e fonte de carbono de facil
acesso no tratamento CNH pode ter auxiliado a bactéria na obtencao de energia e
sintese de compostos que ajudaram na resposta inicial do metabolismo. Sendo as
enzimas afetadas positivamente pela presenca do herbicida, o trabalho cooperativo
entre elas pode entéo ter revertido o efeito do estresse oxidativo inicial, e resultado
na adaptacao do isolado E. asburiae SD0O1 ao tratamento CNH.

E importante salientar, que todo o processo metabélico envolvido na resposta
adaptativa ao herbicida no meio rico envolveu as duas vias de respostas analisadas,
ou seja, o combate as ERQO's foi realizado pelas enzimas CAT e SOD, e a
manutencao da homeostase redox celular, representada pela enzima GR.

Além disso, a inducdo da atividade da enzima GST no tratamento CNH pode
indicar a utilizacdo do herbicida s-metolachlor em processo de co-metabolismo pela
bactéria, uma vez que existe a presenca de fonte de carbono preferencial no meio
de cultura. Esta enzima é bastante citada em trabalhos de metabolizacdo de
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pesticidas, como responsavel pelas primeiras transformagdes de xenobibticos
(FIELD; THURMAN, 1996; VAN EERD et al., 2003, McGUINNESS et al., 2007).

Co-metabolismo € um importante fator para dissipacao de herbicidas e outros
compostos no ambiente, e envolve a disponibilidade de nutrientes e concentracédo do
pesticida na area contaminada. Esses dois fatores interferem na atividade
metabdlica de microorganismos com capacidade de degradacéo, e podem induzir o
uso do herbicida pelo metabolismo bacteriano sem a necessidade da utilizacdo do
composto como principal fonte de carbono (WANG et al., 2008).

Esse cenario reflete as condicbes encontradas no tratamento CNH, pois a
presenca do herbicida s-metolachlor como fonte alternativa de carbono poderia ser
utilizada pelo isolado bacteriano de forma co-metabdlica, havendo a degradacao
deste sem a utilizacdo para obtencdo de energia, sendo esta funcdo exercida
inicialmente pelos nutrientes disponiveis pelo meio de cultura.

Em contraposicdo ao meio de cultura rico em nutrientes, os tratamentos com
meio mineral foram utilizados para representar um ambiente de limitacdo de
nutrientes, semelhante aquele encontrado no solo. Constituido basicamente por
sais, os tratamentos com meio mineral diferenciaram pela presenca de fonte de
carbono, sendo estas: glicose, herbicida s—metolachor ou a combinacao destas duas
fontes, glicose e herbicida.

O tratamento MMH apresentou somente o herbicida s-metolachlor como fonte
de carbono, caracterizada por ser uma fonte complexa para metabolizacao (Figura
3.14). Apesar da estrutura quimica do herbicida ser constituida por um anel
aromatico, de dificil degradacao, ela também apresenta alguns radicais (grupos
alquila), os quais podem ser mais facilmente acessados para obtencao de carbono,
além dos atomos de nitrogénio e cloro (MARTINS et al., 2007).
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Figura 3.13 — Estrutura quimica do herbicida s-metolachlor. Os asteriscos indicam os centros quirais
da molécula e a figura B representa as nuvens eletrénicas atbmicas

A habilidade de GST’s bacterianas em degradar poluentes ambientais sugere
um potencial papel na biodegradacdo em processos de biorremediacao ambiental
(McGUINNESS et al., 2007). Esta enzima atua nas primeiras transformacgoes em
pesticidas cloroacetanilidas, pois media o processo de declorinacdo resultando na
formacado de metabdlitos polares, mais facilmente metabolizados pelas bactérias
(ZABLOTOWICZ et al., 1995).

O tratamento MMH apresentou a menor viabilidade celular e os maiores
valores de H>O,, comparado com os outros tratamentos contendo ao menos uma
fonte de carbono. Porém, o aumento da sintese de proteinas, bem como o aumento
da atividade da enzima GST podem indicar que a resposta inicial do isolado
bacteriano foi no combate a toxicidade aguda do herbicida. A figura 3.15 representa
a regulacao das vias enzimaticas analisadas no tratamento MMH, sendo possivel
observar que somente a enzima GST foi afetada positivamente pelo s-metolachlor.

A auséncia de uma fonte de carbono de facil metabolizacdo no tratamento
MMH pode ter reprimido o metabolismo microbiano, o qual reduziu o crescimento e
ativou vias especificas para reconhecimento da molécula xenobiética. Sendo assim,
as enzimas que constituem as vias de defesa ao estresse, como CAT e SOD,
tiveram sua atividade reprimida ou mesmo nao diferiram do tratamento MMD,
considerado controle.
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Figura 3.15 - Modelo de vias bioquimicas diferencialmente reguladas na presenca do herbicida s-
metolachlor em meio mineral (MMH) apds 12 h de exposi¢ao. Abreviagbes utilizadas:
Perox. Lipidica (peroxidacao lipidica), GSSG (glutationa oxidada), GSH (glutationa
reduzida), GST (Glutationa S-transferase), SOD (superéxido dismutase) e CAT
(catalase). As reagdes representadas nao estdo balanceadas, mas sim dispostas de
maneira objetiva

Apesar de outras enzimas também atuarem no combate ao estresse oxidativo
(IMLAY, 2008), o comportamento das enzimas CAT e SOD no tratamento MMH
refletiu nos danos celulares causados pela presenca das ERQO's, como aumento da
peroxidacao lipidica. Isik e colaboradores (2007), através de um estudo com
Streptomyces sp. M3004, mostraram que o aumento dos niveis de MDA esta
relacionado ao cultivo da bactéria na presenca de H.O, e do herbicida paraquat,
sugerindo que a peroxidacao lipidica € um marcador de danos na membrana celular.
Além disso, neste estudo, as enzimas CAT e SOD também exibiram correlacédo
negativa com os niveis de MDA, o que sugere que o trabalho cooperativo destas
enzimas protege a célula dos danos do estresse oxidativo.

O modo de acao de herbicidas da classe cloroacetanilida esta relacionado a
inibicdo da sintese de lipideos, especificamente as vias de alongamento de acidos
graxos de cadeia longa C16 e C18 (BOGER; MATTHES; SCHMALFUB, 2000), o
que também pode estar interferindo na susceptibilidade da membrana ao ataque de
H.O,. Bactérias sdo conhecidas por responderem a mudancas ambientais através
de alteragdes na composicao lipidica da membrana citoplasmatica para manter ou

mesmo ajustar a fluidez da bicamada fosfolipidica.
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A bactéria Klebsiella planticola DSZ quando cultivada em meio mineral
somente na presenca do herbicida simazine, apresentou mudangas na estrutura da
membrana celular visando a resposta adaptativa ao herbicida. Estas mudancas sao
relacionadas a composicao dos acidos graxos da membrana, o qual teve aumento
da razdo C18/C16 de acidos graxos e a aumento da taxa de saturacdo destes
(SANCHEZ et al., 2005). Entretanto, como a sintese de &cidos graxos pode ser
afetada pelo herbicida s-metolachlor, esta resposta adaptativa fisiol6gica pode nao
ter sido ativada, o que levou o isolado E. asburiae SD0O1 a sofrer a longo prazo os
danos causados pelas ERO's na membrana.

Apesar de ter sofrido estresse oxidativo no tratamento MMH, o isolado
bacteriano pode ter considerado as vias relacionadas ao sistema antioxidante como
vias de metabolismo secundaria para a ativacdo, uma vez que a sobrevivéncia
celular dependia inicialmente da obtencdo de energia. Dessa forma, a ativacao de
vias de transformacdo do s-metolachlor iniciou-se pelo aumento da atividade da
enzima GST, visando a metabolizacdo do herbicida e obtencao de energia.

Outro ponto importante esta relacionado a inibicao da atividade da enzima GR
no tratamento MMH, a qual pode ser considerada contrastante com o aumento da
atividade de GST, uma vez que a GST necessita do substrato GSH para realizar a
conjugacao com o herbicida. Em bactérias mutantes para o gene gor, codificante da
enzima GR, a auséncia da enzima nao trouxe alteragdes significativas no total da
concentracao de GSH para o total de glutationa. Os autores deste trabalho sugerem
que a GSSG pode ser reduzida independentemente da presenca da GR (TUGGLE;
FUCHS, 1985).

Sendo a GR uma proteina com grupo tiol, ela pode ser alvo de inibicao pela
acao do herbicida s-metolachlor. Um considerado numero de enzimas que
apresentam em seu dominio catalitico uma regido altamente conservada com um
sitio ativo de cisteina, presumidamente pode ser alvo do ataque nucleofilico de um
pesticida cloroacetanilida (BOGER; MATTHES; SCHMALFUB, 2000). Neste caso, a
reacdo de inibicdo do s-metolachlor se daria pelo atomo de carbono eletrofilico
gerado através da liberacdo de um radical, como o atomo de cloro presente na
estrutura do herbicida.

No entanto, a inibicdo da atividade de GR no presente trabalho pode nao ter
interferido nos niveis de reducdo da glutationa no meio intracelular, que, por
conseguinte, ndo teria impacto negativo sobre a enzima GST. Além do mais, alguns
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trabalhos citam outras enzimas atuando na homeostase redox celular, as quais
apresentam vias que se sobrepbe as da enzima GR, e que poderiam estar
desempenhando sua funcdo para manutencdo da homeostase (CARMEL-HAREL;
STORZ, 2000).

Mesmo o solo sendo um ambiente pobre em nutrientes, dificiimente nao
apresenta fontes de carbono a microbiota do solo, sendo estas fontes geralmente
apresentadas com baixa disponibilidade, ou mesmo, pouca diversidade de
compostos. O tratamento MMDH apresentou além do herbicida s-metolachlor, uma
fonte alternativa de carbono (glicose), porém sem a presenca dos demais nutrientes
presentes no meio nutritivo (CN).

De maneira geral, o comportamento do isolado bacteriano no tratamento
MMDH apés 12 horas de cultivo foi semelhante ao encontrado nos tratamentos
controles, MMD e CN, mesmo este ultimo sendo de diferente constituicdo (Figura
3.16). A viabilidade celular do tratamento MMDH, juntamente com as taxas de H»O;
e MDA, foi similar a encontrada no tratamento MMD em ambos os periodos
analisados. Além do mais, se observada a presenca de s-metolachlor no meio de
cultivo, a analise de ativagdo das vias enzimaticas no tratamento MMDH difere dos
outros tratamentos constituidos de herbicida s-metolachlor (CNH e MMH).
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Figura 3.15 - Modelo de vias bioquimicas diferencialmente reguladas na presenca do herbicida s-
metolachlor em meio mineral (MMDH), apds 12 h de cultivo. Abreviagoes utilizadas:
Perox. Lipidica (peroxidacao lipidica), GSSG (glutationa oxidada), GSH (glutationa
reduzida), GST (Glutationa S-transferase), SOD (superéxido dismutase) e CAT
(catalase). As reacOes representadas ndo estdo balanceadas, mas sim dispostas de
maneira objetiva

A representacdo das vias bioquimicas em MMDH mostra que somente a
enzima GR foi afetada positivamente pela presenca do herbicida apds longo periodo
de exposicao. Porém, em 20 min de cultivo, a enzima SOD foi induzida e a atividade
de CAT foi mantida nos niveis encontrados em 20 min de cultivo, o que pode
significar que houve uma resposta adaptativa inicial de combate ao estresse, gerado
pela exposigdo a uma nova constituigdo do meio. A condigdo de estresse neste caso
pode ser observada quando comparada a concentracdo de H.O, entre tratamento
MMDH e a analise em tempo zero (Figura 3.3).

A presenca de glicose no meio de cultivo, em alternativa ao herbicida s-
metolachlor, pode ter auxiliado na resposta inicial da bactéria, a qual utilizou a fonte
de carbono de facil acesso para metabolizacédo e obtencao de energia. O termo CCR
se refere a metabolismo de repressdo do catabolismo de carbono utilizado para
descrever o fendmeno geral encontrado em microorganismos no qual a presenca de
uma fonte de carbono no meio pode reprimir a expressao de certo genes, dos quais
os produtos génicos sao voltados para a utilizacao de fontes de carbono alternativas
(BRUCKNER; TITGEMEYER, 2002).



93

E possivel que a presenca da glicose tratamento MMDH tenha inibido a
atividade da GST para reconhecimento do herbicida, e a constituicdo pobre do meio
de cultura MMDH pode ter ativado vias especificas para aproveitamento da fonte de
carbono e manutencdo da homeostase redox celular, indispensavel para o equilibrio
das funcgdes celulares. Por outro lado, a queda na viabilidade celular ap6s 12 h,
aliada a diminuigdo dos niveis de H.O, e MDA, pode indicar a adaptagédo de E.
asburiae SD01 ao tratamento MMDH em longo prazo, uma vez que o efeito do
estresse encontrado em curto periodo de exposigao foi minimizado.

Os resultados do presente trabalho mostram que ha regulacao diferencial entre
vias relacionadas ao estresse oxidativo conforme a constituicdo do meio de cultura
em que o isolado bacteriano E. asburiae foi cultivado. Na presenca de fonte de
carbono de facil metabolizacdo, as vias de combate a ERO's podem ser ativadas
inicialmente em resposta a possivel mudanga na condigéo de cultivo, ou mesmo pela
regulacdao do metabolismo durante as diferentes fases de crescimento. Esta resposta
inicial, em longo periodo de cultivo, pode se tornar em resposta adaptativa,
resultando assim na reversao dos efeitos negativos que o estresse oxidativo pode
causar.

Entretanto, quando o herbicida s-metolachlor esteve presente como fonte unica
fonte de carbono, a toxicidade deste direcionou a ativacdo de vias metabdlicas de
reconhecimento do contaminante, representadas aqui pela enzima GST. Entretanto,
a presenca de outra fonte de carbono, representada aqui pela glicose,
provavelmente se torna preferencial para obtencdo de energia para o isolado
bacteriano E. asburiae SD01, assim como em outras bactérias Enterobacteriacae, e
anula ou minimiza efeito do herbicida na regulacao de vias metabdlicas.

Finalmente, o presente trabalho mostrou que a regulacdo de vias metabdlicas
relacionadas ao metabolismo de carbono pode estar relacionada a ativacado de vias
especificas de combate ao estresse oxidativo. Além disso, vias preferenciais para
uso de fontes de carbono, bem como a disponibilidade de nutrientes, podem regular
funcdes basicas do metabolismo visando o encontro da resposta adaptativa ao

ambiente.
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4 ATIVIDADE DIFERENCIAL DAS ISOFORMAS DE CATALASE E
SUPEROXIDO-DISMUTASE DE E. coli K-12, EXPOSTA AO HERBICIDA S-
METOLACHLOR

Resumo

A resposta metabdlica a mudancas ambientais ocorre através da integracéo de
vias bioquimicas e ativacdo diferencial de genes, visando a manutencdo da
homeostase celular. O sistema antioxidante bacteriano é bem caracterizado,
principalmente quanto a rede de enzimas que trabalham cooperativamente no
combate ao estresse oxidativo, muitas vezes causado pela presenca de
xenobiodticos. Quanto a regulacdo a nivel transcricional, pode-se distinguir
principalmente duas vias sensoriais de combate a ERO's (espécies reativas de
oxigénio): um sistema ativado pela presenca de peréxido de hidrogénio (OxyR) e
outro constituido por um regulon, induzido na presenca do anion superéxido
(sistema SoxRS). Em ambos os casos, é reconhecida a importancia das enzimas
catalase (CAT) e superéxido-dimutase (SOD) no controle dos niveis de ERO's
intracelular. No presente trabalho, o papel diferencial das isoformas de CAT e SOD
foi avaliado em linhagens de E. coli K-12, com delecbes para genes katG, katE,
sodA e sodB, frente ao estresse causado pelo herbicida s-metolachlor. Os
resultados mostram que a isoenzima Mn-SOD, codificada pelo gene sodA, tem
importante funcdo na manutencao do equilibrio celular, visto que a delecao do gene
SodA provocou aumento nos niveis de peroxidagao lipidica, bem como altos valores
de peréxido de hidrogénio. Da mesma forma que, a inducéo da isoenzima Mn-SOD
foi observada nas linhagens bacterianas wt, AkatG e AsodB expostas ao s-
metolachlor. Este estudo indica que existe ativacdo e participacdo diferencial das
isoenzimas na resposta global ao estresse oxidativo causado pelo herbicida s-
metolachlor. Além disso, os dados sugerem que outros estudos, como sob aspectos
moleculares, sdo necessarios para a compreensao da regulacao entre as enzimas,
bem como abre portas para a aplicagdo biotecnologica da isoenzima Mn-SOD em
estudos de tolerancia a herbicidas.

Palavras-chave: Escherichia coli; Hidroperoxidase; Superéxido dismutase;Herbicida
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4 DIFFERENTIAL ACTIVATION OF CATALASE AND SUPEROXIDE-DISMUTASE
ISOENZYMES IN E. coli EXPOSED TO S-METOLACHLOR HERBICIDE

Abstract

Metabolic response to environmental changes happens through biochemical
pathways and gene differential activation, aiming the maintenance of cellular
homeostase. The antioxidant system in bacteria is well characterized, mainly by the
enzyme network in which the enzymes work cooperatively to combat the oxidative
stress, some time caused by xenobiotic exposition. When the transcriptional
regulation is observed, we can distinguish two sensorial pathways against ROS
(reactive oxygen species): the first one is activated by hydrogen peroxide (OxyR
system), and the second one constituted by a regulon, it is induced in the presence
of superoxide anion (SoxRS system). In both cases, it is recognized the importance
of catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) in the control of ROS intracellular
levels. In the present work, the differential role of CAT and SOD isoenzymes was
evaluated in E. coli K-12 strains with deletions in the katG, katE, sodA and sodB
genes and submitted to stress condition induced by s-metolachlor herbicide. The
results show the Mn-SOD isoenzyme, codified by soda gene, has important function
in the maintenance of cellular balance, since the sodA deletion generate increase in
the lipid peroxidation levels, as well as high hydrogen peroxide concentration. On the
other hand, the induction of Mn-SOD was observed in the wt, AkatG and AsodB
strains exposed to s-metolachlor. This study indicates an activation and participation
differential can occur among the isoenzymes during the global response to oxidative
stress induced by s-metolachlor herbicide. Beside this, the data also suggest that
others studies, such as with molecular aspects, are necessary to understand the
enzyme regulation, and can also extend perspectives for biotechnology application of
Mn-SOD in herbicide tolerance studies.

Keywords: Escherichia coli; Hydroperoxidase;Superoxide dismutase; Herbicide
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4.1 Introducao

Muitos compostos poluentes sdo toxicos para microorganismos, e podem inibir
sua atividade e reproducao em ambiente natural. Para adaptacdo a nova condicéao
imposta pelo contaminante, o metabolismo microbiano deve iniciar o reconhecimento
do composto, e concomitantemente ativar vias de defesa ao estresse (MEER van
der, 2006).

Bactérias caracterizadas como tolerantes ou degradantes de xenobi6ticos sao
reveladas por possuirem novos modelos de vias metabdlicas que compde o conjunto
da resposta adaptativa fisiologica (MEER van der, 2006). Em um aspecto
metabdlico, esta resposta € constituida por mudancas que podem ocorrer em varios
niveis, desde mutagdes genéticas benéficas até mesmo, rearranjo de enzimas para
a construgao de uma nova via bioquimica (SPRINGAEL; TOP, 2004).

Neste cendrio, as enzimas sao pecas chaves, sendo estas caracterizadas pela
especificidade e catdlise de reacbes individuais com reconhecida eficiéncia.
Entretanto, para a adaptacdo a mudancas ambientais, muitas vezes se faz
necessario o reconhecimento de novos substratos, o que em algum momento, pode
parecer contrapor a funcdo das enzimas (SCHMIDT et al., 2003). Considerada
muitas vezes como forca evolutiva, a diversidade genética pode dirigir o
desenvolvimento de novas vias enzimaticas, e assim atuar para a adaptacao
metabdlica a perturbagdes do meio ambiente (THAMMAVONGS et al., 2008).

Estudos de variabilidade genética e fisiolégica geralmente sdao conduzidos
através das superfamilias de proteinas, as quais sédo constituidas de proteinas de
origem comum ou mesmo com homologia estrutural. Sendo estas enzimas, a
variabilidade pode abranger particularidades na especificidade, ou mesmo, no
controle de ativacdo (RANEA et al., 2006).

A resposta bacteriana ao estresse oxidativo tem sido estudada e pode ser
considerada bem caracterizada a pelo menos 3 décadas, porém o papel das
enzimas na resposta a estresse global, bem como a resposta adaptativa a agentes
contaminantes, ainda carece de melhor caracterizacdo. Durante estresse oxidativo, a
bactéria E. coli apresenta duas vias de respostas bem caracterizadas, sendo uma
em combate ao radical superdxido, e outra induzida na presenca de perdxido de
hidrogénio (LUSHCHAK, 2011). Em ambos os casos, é possivel reconhecer enzimas
chaves dos processos, como a superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1.) e a
catalase (CAT E.C. 1.11.1.6), respectivamente (Figura 4.1).
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Figura 4.1 — Figura ilustrativa das reagbes envolvendo as enzimas CAT e SOD em Escherichia coli,
mostrando as rotas de transporte de ERO's e as possiveis relagbes entre as enzimas,
conforme a localizagdo celular

A SOD é encontrada em E. coli K-12 sob forma de 3 isoenzimas, sendo estas
caracterizadas pela localizacdo celular e cofator metal presente na sua estrutura
protéica (GREGORY; YOST; FRIDOVICH, 1973). No citosol da célula, a bactéria E.
coli apresenta a manganés (Mn) SOD, codificada pelo gene sodA (TOUATI, 1983) e
a ferro (Fe) SOD (SAKAMOTO; TOUATI, 1984), expressa por sodB, ambas sob
controle do gene fur (ferric update regulon) e relacionadas ao combate do radical
superdoxido durante crescimento bacteriano  (produzido endogenamente)
(NIEDERHOFFFER et al., 1990). Ja a isoenzima cobre/zinco (Cu/Zn) SOD,
codificada pelo gene SodC, esta presente no espaco periplasmético, e devido a isso,
geralmente esta associada ao combate de O, de origem extracelular (BENOV;
FRIDOVICH, 1994).

Como parte da resposta adaptativa ao estresse oxidativo, em especial aquele
induzido por peréxido de hidrogénio (H-O.), a bactéria E. coli pode induzir duas
hidroperoxidases, chamadas de HPI e HPIl, as quais apresentam diferentes
estruturas, bem como propriedades cinéticas (SHELLHORN, 1994).

A HPI é uma enzima codificada pelo gene KatG sob condicbes aerdbicas e
anaerdbicas, e esta relaciona ao combate de estresse gerado por condi¢cdes
subletais de H-O, (TRIGGS-RAINE et al., 1988). Sob controle do fator transcricional
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OxyR, a HPI é a menor hidroperoxidase encontrada em E. coli, quando observada a
atividade total da enzima, porém é o determinante celular mais importante para
resisténcia contra H,O, (LOEWEN, 1996).

Por outro lado, a HPII, codificada pelo gene KatE (Von OSSOWSKI et al.,
1991), esta sob controle do fator transcricional rpoS, e dessa forma nao responde
diretamente a variacbes na concentracdo de H.O. (JUNG; KIM, 2003). Esta
hidroperoxidase apresenta niveis maiores de expressdo quando a bactéria se
encontra na fase exponencial de crescimento, o que mostra que sua regulacao esta
intimamente ligada com o crescimento bacteriano (LOEWEN, 1996).

Em resposta a contaminantes ambientais, como herbicidas, as enzimas CAT e
SOD podem apresentar variagdes na atividade, como caracterizado em estudo
conduzido com bactérias E. coli e Bacillus subtilis em resposta ao estresse causado
por quinclorac (LU; MINUTO; XIA, 2004) e acetamiprid (YAO; MIN; MEI LV, 2006).
Estas diferencas de atividade podem estar relacionadas ao metabolismo de
adaptacao a toxicidade do xenobiotico, ou mesmo, a indugdo de vias de estresse
global, como resposta cooperativa as vias de degradacao do herbicida.

O presente estudo foi realizado visando encontrar a atividade diferencial das
isoenzimas de CAT e SOD na resposta bacteriana ao estresse causado pelo
herbicida s-metolachlor. Para isso, a bactéria Escherichia coli K-12 foi utilizada como
modelo de estudo para observacdo do efeito da delecado dos genes responsaveis
pelas enzimas HPI, HPII, Mn-SOD e Fe-SOD na resposta adaptativa ao herbicida s-
metolachlor, reconhecido pela sua toxicidade e a¢do no desequilibrio da homeostase

redox celular.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Linhagens bacterianas

A linhagem selvagem da bactéria Escherichia coli BW25133, descrita também
como derivada da linhagem K-12, e as linhagens com simples mutacdes, foram
usadas da “KEIO Knockout Collection” (BABA et al., 2006), conforme tabela 4.1. As
linhagens mutantes tiveram os respectivos genes substituidos por um gene que
confere resisténcia a canamicina através do método “Red Swap” (DATSENKO;
WANNER, 2000).
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Tabela 4.1 - Linhagens mutantes de Escherichia coli oriundas da “KEIO Knockout Collection”

ECK JW Gene Descricao
ECK3934 JW3914 katG Catalase HPI
ECK1730 JW3914 katE Catalase HPII
ECK3901 JW3879 So0dA Mn-SOD
ECK1652 JW1648 sodB Fe-SOD

4.2.2 Experimento e condi¢coes de cultivo

As linhagens bacterianas foram cultivas em meio Luria-Bertani (LB) 50%,
contendo 0,5% de triptona, 0,25% de extrato de levedura e 0,25% de NaCl (w:v). As
culturas foram inoculadas usando a proporcao de 1:100 de pré-inéculo advindo de 2-
3 colbnias bacterianas, incubado a 250 rpm e 37°C, sendo que a densidade de
células foi ajustada para 1,0 abs (600 nm).

O experimento foi conduzido em frascos Erlenmeyer de 125 mL com volume de
50 mL, sendo 3 repeticbes bioldgicas, nas mesmas condicdes descritas
anteriormente para o pré-in6culo. Foram testados dois tratamentos, sendo controle
(meio LB 50%) e LB com s-metolachlor 2,5 mg/mL (Sigma-Aldrich), o qual foi
adicionado ainda no preparo do meio de cultura. Apés 5 h de cultivo nos
tratamentos, ainda durante a fase log, as células bacterianas foram coletadas por
centrifugacao a 8.000 rpm por 7 min, a 4°C, e mantidas a -80°C para analises

posteriores.

4.2.3 Curva de crescimento e sobrevivéncia das células na presenca do
herbicida

O crescimento bacteriano foi determinado na presenca e auséncia de s-
metolachlor, através da leitura da densidade 6tica (D.O.) a 600 nm, em intervalo de
tempo de 1 h. Para contagem de células viaveis com 5 h de cultivo (tempo de
coleta), as células bacterianas dos tratamentos controle (LB 50%) e s-metolachlor
(LB 50% com 2,5 mg/mL do herbicida) foram diluidas a 10°> e 10° em tampao Salino-
Fosfato (PBS), e ambas as diluicdes foram plagueadas em meio LB Agar. Ap6s 24 h

de incubacao a 37 °C, o numero de U.F.C. foi contabilizado.
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4.2.4 Quantificacao de peroxido de hidrogénio (H20-)

A concentracdo de H»O. intracelular foi medida de acordo com protocolo
proposto por Alexieva et al. (2001), no qual as células maceradas em nitrogénio
liquido sdo homogeneizadas em 0,1% de &cido tricloroacético (TCA) (w:v), na
proporcéo de 1:3 (w:v), e o extrato centrifugado a 10.000 rpm, por 30 min, a 4°C.

Apé6s centrifugacdo, o sobrenadante, foi coletado e a fragdo de 0,2 mL foi
adicionada a mistura de reagédo contendo 0,2 mL de Tamp&o Fosfato 100 mM, pH
7,5 e 0,8 mL de solucdo 1M de KI. A mistura de reacado foi mantida na auséncia de
luz, a 4°C, durante 1 h, seguida de 20 min a temperatura ambiente. Ao final do
processo, a concentracao de H.O- foi obtida por leitura da absorbéncia em 390 nm.

A concentracao de H>O, foi calculada utilizando uma curva padrao preparada
com concentragdes conhecidas de H>O- e os resultados foram expressos em mMol
de H,0,/10° U.F.C.

4.2.5 Quantificacao de MDA (malondialdeido)

A peroxidacao lipidica foi estimada através da producdo de MDA (HEALTH;
PACKER, 1968). As ceélulas bacterianas foram maceradas em TCA 0,1%,
juntamente com 20% de PVPP, e centrifugadas a 10.000 rpm por 5 min.

Do sobrenadante, 0,25 mL foi transferido para outro tubo juntamente com 1 mL
de solucdo contendo TCA 20% e TBA 0,5%. A mistura foi aquecida por 30 min a
95°C, e na sequencia, resfriada em gelo. A concentracdo de MDA foi calculada
utilizando o coeficiente de extingdo de 155 mM cm™', e os resultados expressos de
acordo com o numero de células contabilizado no tempo de coleta.

4.2.6 Atividade de enzimas antioxidantes

4.2.6.1 Atividade da enzima SOD em PAGE nao desnaturante

A atividade da SOD foi analisada em PAGE nao desnaturante (12%). Apds a
separagao das proteinas eletroforeticamente, a atividade de SOD foi determinada
como descrito por Beuchamp e Fridovich (1971).
Revelacdo: os géis foram enxaguados rapidamente em agua deionizada e
incubados no escuro, a temperatura ambiente, em uma mistura de reacao contendo
50 mM de tampao fosfato de potassio pH 7,8, 1 mM EDTA, 0,05 mM riboflavina, 0,1
mM nitroblue tetrazolium (NTT) e 0,3% TEMED. Ao final de 30 min, a mistura de
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reacao foi descartada, os géis foram mantidos em agua deionizada e expostos a luz
até o aparecimento de bandas brancas e coloracao do gel.

4.2.6.2 Atividade da enzima CAT em espectrofotometro

A atividade foi determinada em solucao de reagao formada por 1 mL de tampao
fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e 0,025 mL de perdxido de hidrogénio (0,03 %).
A reacao foi iniciada com 25uL de extrato protéico, a 25°C, e a atividade
determinada através da decomposicdo de perdéxido de hidrogénio, por
monitoramento da absorbancia a 240nm. Os resultados foram expressos em

umol/min/mg de proteina.

4.3 Resultados

4.3.1 A taxa de crescimento bacteriano é menor na presenca do herbicida s-
metolachlor

A célula bacteriana pode ser vista como um estado continuo e dinamico, no
qual respostas adaptativas devem ser tomadas de forma rapida para mudancas
ambientais. A exposicdo a contaminantes, como herbicidas podem modificar a
sintese de enzimas, limitar o crescimento microbiano, bem como modular o
metabolismo de acordo com a disponibilidade de nutrientes (ROSZAK;COWELL,
1987).

No presente estudo, o crescimento bacteriano em exposi¢cdo ao herbicida s-
metolachlor foi analisado em linhagens bacterianas de E. coli K-12 que tinham
delecdes em genes nao essenciais, como katG, katE, sodA e sodB. A figura 4.1
mostra as curvas de crescimento em um periodo de 7 h de cultivo, sendo que
inicialmente todas as linhagens, inclusive a wt, apresentaram taxa menor de
crescimento na presenca do herbicida.

Se analisado o crescimento em meio controle, somente as linhagens com
delegbes nos genes que codificam isoenzimas de SOD apresentaram crescimento
diferenciado, sendo este em menor taxa que a observada para linhagem wt e
mutantes AkatG e AkatE. No entanto, a bactéria E. coli K-12 apresenta, além das
hidroperoxidases HPI e HPII, a enzima alquil hidroperoxidase redutase (AhpC) que
também atua no combate ao H.O., (SEAVER; IMLAY, 2001). Dessa forma, o
aumento de perdxido de hidrogénio no meio intracelular pode ser combatido através



109

do trabalho coordenado das peroxidases, o que poderia atenuar efeitos no
crescimento bacteriano, o que néo € possivel para a enzima SOD, uma vez que esta
€ a Unica responsavel pela dismutacao do O, ", e a delecdo de um gene pode afetar

o combate a essa ERO (espécie reativa de oxigénio).

E. coli wt
25
2,0 -
E
S s
=
o
o 1,0 -
=)
05 -
0,0 .
0 2 1 6 8
Tempo (h)
E. coli AkatG E. coli AkatE
25 2,5
2,0 2,0
E E
s 15 c 15
3 3
g 10 o 1.0
o ._.-.'"".---....... o /I/ ‘_..___,_._'__'.
05 - 0.5 N
Sl l—/ﬂ—
0,0 = 0,0 == T
0 2 14 3 8 0 2 4 & 8
Tempe (h) Tempo (h)
. E.coli AsodA E.coli AsodB
, 25
2,0 2,0
E r"/‘ E
: 15 £ s /.,_——"
a 10 g W= o 10 — |—i—
2 i IE e
0,5 -7 0,5
0,0 =R ; : 0,0 l"'"‘/‘
0 2 4 6 g 0 2 4 & 8
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 4.1 — Curvas de crescimento de linhagens bacterianas de Escherichia coli K-12, sendo estas
representadas pela linhagem wt, e 4 linhagens com dele¢gbes simples nos genes katG,
katE, sodA e sodB, as quais foram expostas ao herbicida s-metolachlor

Por outro lado, quando as linhagens foram expostas ao herbicida s-
metolachlor, novamente as linhagens wt, AkatG e AkatE apresentaram queda similar
na taxa de crescimento, 0 que nao se observa nas linhagens AsodA e AsodB.
Carlioz e Touati (1986), em trabalho com linhagens de E. coli com delecao para os
genes sodA e sodB, mostraram que as taxas de crescimento entre as linhagens

mutantes e a selvagem nao mudaram quando cultivadas em meio rico. Porém,
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quando na presenca do herbicida paraquat, e em meio minimo, as linhagens
mutantes se mostraram mais sensiveis que a selvagem.

Apesar do menor crescimento na presenga do s-metolachlor, as linhagens
bacterianas com delecdo de genes para SodA e SodB apresentaram crescimento

ligeiramente maior ap6s 7 h de cultivo (Figura 4.1 e 4.2).
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Figura 4.2 — Crescimento de E. coli mutantes para os genes de enzimas antioxidantes na presenca
do herbicida s-metolachlor

O aumento da taxa de crescimento das linhagens AsodA e AsodB pode estar
relacionado a resposta inicial funcional a delecao do gene induzida pela exposicao
ao herbicida, e que de forma indireta, afetou também os ajustes metabdlicos
necessarios para a adaptacdo a presenca do s-metolachlor. Segundo Fong e
Palsson (2004), variagdes nas rotas de adaptacdo podem ser diretamente
relacionadas a quantidade de ajustes metabdlicos necessarios para compensar a
delecao do gene. Neste caso, a condigdo especifica de crescimento imposta pela
presenca do herbicida pode ter gerado aumento no fluxo do metabolismo, e assim,
refletido na adaptacao ao s-metolachlor das linhagens mutantes para SOD.

As mudancgas nas taxas de crescimento podem ser resultado da inducédo do
estresse oxidativo pela presenca do herbicida s-metolachlor, além do desequilibrio
causado pela delegcdo de gene. Dessa forma, para entender o metabolismo
antioxidante das linhagens, foi dado prosseguimento com a quantificacdo de H>O. e
MDA.
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4.3.2 A delecao dos genes katG, katE, sodA e sodB induz desequilibrio
metabodlico gerando estresse oxidativo, o que pode ser potencializado pela
presenca do herbicida s-metolachlor

As mudancas fisiol6gicas de E. coli em resposta a estresse oxidativo tém sido
bastante elucidadas. Uma vez que o anion superoxido e o peroxido de hidrogénio
sao reconhecidos como elementos centrais na caracterizacdo do estado de estresse
oxidativo, pode-se assumir que as enzimas SOD e CAT apresentam importante
papel na defesa antioxidante. Entretanto, varios fatores estao envolvidos na resposta
ao estresse, do que a simples atividade de duas enzimas.

Inicialmente, em bactérias, as vias enzimaticas envolvidas na resposta a
estresse e manutencdo do estado redox celular estdo sob controle de fatores
transcricionais (IMLAY, 2008), os quais podem regular dezenas de proteinas quando
ativados. Muitas dessas proteinas, como por exemplo, as peroxidases, podem ser
representadas por isoenzimas, as quais, por sua vez, podem apresentar
especificidades singulares (SEAVER; IMLAY, 2001). E finalmente, somado a este
cenario, a concentracao das ERO's no meio intracelular depende de uma séria de
fatores, tais como rotas de influxo entre compartimentos, formacado enddgena,
equilibrio entre combate a ERO’s e efluxo (SEAVER; IMLAY, 2001).

As linhagens de E. coli K-12 cultivadas em exposicdo ao herbicida s-
metolachlor, mostraram que a delecdo de um gene, codante de enzima antioxidante,
pode interferir negativamente no combate a ERQO's (Figura 4.3), e , acarretar danos
celulares advindos do estresse oxidativo (Figura 4.4).
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Figura 4.3 — Quantificacdo de peréxido de hidrogénio intracelular em linhagens de E. coli K-12
expostas ao herbicida s-metolachlor

A figura 4.3 mostra aumento na concentracdao de H.O, no meio intracelular nas
linhagens que tiveram delecdo de gene, mesmo em meio controle (LB 50%), sendo
que a delecao do gene katE foi mais prejudicial que a dos outros genes analisados.
Este desequilibrio causado pela delecdo de katE também refletiu na alta
sensibilidade da linhagem AkatE ao herbicida s-metolachlor. Porém foi a delegéo do
gene sodA que apresentou maior aumento de H>O. quando as linhagens foram
cultivadas na presenca do herbicida, sendo esta de 14 vezes, relativo ao meio
controle.

LU et al. (2009), em trabalho com as bactérias E. coli K-12 e Stenotrophomonas
maltophilia WZ2, apresentam a importancia das enzimas SOD e CAT na resisténcia
microbiana a herbicidas. Porém, muitas vezes as andlises de atividade enzimatica
refletem somente a atividade total das enzimas, ndo sendo possivel distinguir o
papel de cada isoforma no combate ao estresse oxidativo causado pelos
contaminantes ambientais.

No presente estudo, é possivel observar que cada isoforma atua de maneira
particular no combate ao peréxido de hidrogénio. Entre as isoformas de catalase, as
quais atuam diretamente na degradacao de H.O,, a isoforma HPIl (codificada pelo
gene katE) apresenta papel determinante no combate ao H,O,. Ja entre as
isoformas de SOD, a concentracao de perdéxido foi maior quando o gene que
expressa a isoenzima Mn-SOD foi deletado, sugerindo uma maior participacdo desta
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enzima no controle indireto da producédo de perdxido causado pela exposicado ao
herbicida s-metolachlor.

Caracterizando o estresse oxidativo induzido pelo herbicida s-metolachlor, a
figura 4.4 apresenta os dados referentes a peroxidacao lipidica, indicados pela
producdo de MDA. De forma geral, as linhagens que apresentaram delecdo nos
genes estudados, mostraram valores maiores de MDA quando comparados com a

linhagem wt.
1,20
H controle

1,05 -
—_ W =-metolachlor
= 0590 1
|.|-. 25
¢5 035 -
w
i D30
(=]
= 025 -
= 0,20 -
=
< 0,15 -
= 0,10 -

0,05 -

e -
Akate Dikate ﬂ.sudA Asods

Figura 4.4 — Analise da peroxidacao lipidica, através da quantificagdo de MDA, em linhagens de E.
coli K-12 expostas ao herbicida s-metolachlor

Os dados de peroxidacao lipidica (Figura 4.4) mostram que somente as
linhagens com delecao nos genes katE e sodA apresentaram niveis de peroxidagao
lipidica maiores que a linhagem wt em meio controle. Porém, quando expostas ao
herbicida s-metolachlor, a linhagem com delecdo no gene katG também apresenta
aumento significativo nos niveis de MDA, porém em menor intensidade. Neste caso,
nao foi possivel relacionar diretamente a presenca de H>O, e niveis de peroxidacao
lipidica para todas as linhagens, sendo que possivelmente outros fatores estejam
interferindo nesta correlacdo, como a atividade de outras enzimas antioxidantes,
como alquil peroxidase.

Em E. coli, as isoenzimas de catalase apresentam localizacdo celular
especifica, relacionada a sua funcédo no combate a H.O,, dependendo da origem
desta ERO's. A enzima HPI, codificada pelo gene katG, é encontrada no espaco
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periplasmatico de E. coli, e a HPII, expressa por katE, apresenta atividade no citosol
da célula (IMLAY, 2008). Neste trabalho, o herbicida s-metolachlor tem a producéo
de ERO's como uma consequéncia indireta do desequilibrio celular causado pela
presenca do contaminante no meio intracelular. Devido ao modo de ac&o dos
cloroacetanilidas, a inibicado de proteinas que contém o grupo tiol em sua estrutura
(BOGER; MATTHES; SCHMALFUB, 2000), como glutationa e tioredoxina, acarreta a
quebra do ciclo de reducdo de compostos tamponantes do meio celular, o que
consequentemente, origina alteracao do estado redox da bactéria.

Dessa forma, a presenca do herbicida no meio intracelular pode ter ocasionado
danos a célula, através da inibicdo de proteinas, o que juntamente com a auséncia
da HPIl (katE), pode ter levado ao aumento de 20x nas taxas de peroxidacao
lipidica, quando comparado com o cultivo da linhagem mutante para este gene no
meio controle. Ja para a linhagem AkatG, o aumento da taxa de peroxidacao lipidica
quando cultivada em meio com s-metolachlor, foi de cerca de 6x, nas mesmas
condicoes descritas para a linhagem anterior, o que pode indicar que também ocorre
a inducao da producao de H>O, no espaco periplasmatico.

Entre as linhagens mutantes para SOD, ¢é significativo o papel da Mn-SOD na
defesa do estresse oxidativo causado pelo herbicida s-metolachlor. Enquanto a
linhagem AsodB apresentou aumento de 1,6x na peroxidagao lipidica quando
cultivada na presenca do herbicida s-metolachlor, a linhagem mutante para o gene
sodA mostrou aumento de 13,6x nas mesmas condi¢coes. Neste caso, apesar das
duas isoenzimas estarem localizadas no citosol, o papel diferencial dessas no
combate ao estresse induzido pelo s-metolachlor pode estar relacionado a
particularidades da estrutura molecular das enzimas.

Os resultados obtidos para concentracao de peréxido podem nao ter explicado
diretamente a inducao da peroxidacao lipidica nas linhagens bacterianas estudadas.
Uma vez que a participagdo de cada isoenzima na atividade total, bem como
caracteristicas especiais como estrutura e afinidade pelo substrato, podem interferir
diferencialmente no combate ao estresse oxidativo causado pelo herbicida s-
metolachlor, € importante a avaliacdo da atividade enzimatica relacionada aos genes
deletados.
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4.3.3 A Mn-SOD (sodA) é a isoforma com maior contribuicao na atividade total
de SOD, e tem papel fundamental na resposta ao herbicida s-metolachlor

A enzima SOD é citada em artigos sobre toxicidade de contaminantes
ambientais como sendo uma enzima chave na resposta antioxidante ao estresse
causado por estes agentes, como herbicidas e metais pesados (PANDEY et al.,
2010, MARTINS et al., 2011, LU et al., 2009).

No presente estudo, a atividade de SOD em PAGE possibilitou mostrar a
contribuicao diferencial das isoenzimas na atividade total da enzima, além de indicar
uma possivel regulacao conjunta destas. A figura 4.6A mostra que a bactéria E. coli
K-12 induz, em condi¢gdes normais de crescimento (meio LB, 37°C, 250 rpm), 3
isoenzimas de SOD, sendo estas caracterizadas como Mn-SOD (sodA), Cu/Zn-SOD
(sodC) e Fe-SOD (sodB).
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Figura 4.6 — Atividade de SOD em PAGE de linhagens de Escherichia coli K-12 expostas ao herbicida s-
metolachlor

A presencga do herbicida s-metolachlor induziu o estresse oxidativo no meio
intracelular, assim como evidenciado pelo aumento de H,O, (Figura 4.3), o que pode
estar relacionado a atividade de SOD, uma vez que esta tem como produto final de
reacdo o HyO,. Entretanto, através de andlise em PAGE, a enzima SOD néo
apresentou diferencgas significativas na atividade quando as linhagens wt, AkatG e
AkatE (Figura 4.6B) foram expostas ao herbicida s-metolachlor.

Ja ao analisarmos as linhagens AsodA e AsodB, é possivel observar que a

delecao destes genes, indiretamente inibe na atividade da terceira isoforma Cu/Zn-
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SOD (Figura 4.6C), presente na linhagem wt, porém ausente nas outras duas
linhagens AsodA e AsodB. Por outro lado, entre as isoformas de SOD, a Mn-SOD é
a isoenzima que mais contribui para a atividade total desta classe de enzimas, € é
possivel observar na linhagem mutante para o gene sodB, que a presenca do
herbicida s-metolachlor induz a atividade de Mn-SOD, conforme mostra a banda
relativa a esta isoenzima.

A nivel transcricional, a isoenzima Fe-SOD pode ser ativada pela presenca de
H-O., de maneira indireta, uma vez que esta ERO pode induzir o fator transcricional
Fur (ferric uptake regulator), o qual regula positivamente o gene sodB (VARGHESE
et al., 2007). Entretanto, a resposta de SOD na bactéria E. coli K-12 nao teve
participacdo reconhecida pela isoenzima Fe-SOD (sodB), mesmo com aumento na
concentracao de H.O. em resposta ao herbicida s-metolachlor.

Em estudo sobre expressdo diferencial de proteinas na linhagem de
Burkholderia cepacia WZ1 exposta ao quinclorac, Li et al. (2009) encontraram a
isoenzima Mn-SOD exclusivamente expressa na presenca do herbicida, o que levou
os autores a relatar a importancia desta para protecdo contra a toxicidade do
quinclorac.

A enzima superéxido dismutase, através da dismutacao do anion superéxido,
forma o peréxido de hidrogénio, como produto de reacdo, o qual pode servir de
substrato para a enzima catalase. Dessa forma, ao avaliar a atividade de CAT, um
panorama geral do fluxo de reacbes em resposta ao herbicida s-metolachlor pode
ser observado, inclusive com a participacdo de cada isoenzima de forma

independente.

4.3.4 A atividade de catalase é induzida diferencialmente entre as linhagens
mutantes de E. coli

A atividade total de catalase em Escherichia coli é atribuida a duas enzimas,
localizadas no periplasma (HPI) e no citosol da célula (HPII). Codificadas por genes
diferentes e reguladas de maneira independente, as enzimas hidroperoxidases tém
papéis especificos na defesa contra o estresse oxidativo (SEAVER; IMLAY, 2001).

A exposicdo ao herbicida s-metolachlor induziu diferentes respostas nas
linhagens de E. coli K-12 (Figura 4.5), quando analisada a atividade total de
catalase. Conforme mostrado anteriormente, a presenca do herbicida aumentou a
concentracdo de H,O, intracelular nas linhagens mutantes, o que poderia causar
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inducdo da maquinaria enzimatica necessaria para combate a ERO. Entretanto, esta
resposta foi encontrada somente nas linhagens wt e AsodA (Figura 4.5).
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Figura 4.5 — Atividade total de catalase em linhagens de Escherichia coli K-12 expostas ao herbicida
s-metolachlor

A delecao dos genes katE e katG mostrou que a participacdo das isoformas na
resposta total de catalase é ocorre de maneira similar, e ndo representa 0 mesmo
comportamento para resposta ao herbicida encontrado quando as duas isoformas
estdo ativas (linhagem wt). Com incremento de cerca de 88% na atividade total de
catalase, a linhagem wt ndo apresentou aumento na concentracdo de H>O., tdo
pouco nos niveis de peroxidagao lipidica, o que indica que HPI e HPII trabalham
conjuntamente na manutencao de niveis de per6xido de hidrogénio nao téxicos.

Entretanto, a atividade de CAT na linhagem com delecdo do gene sodA
corroborou com o0s resultados anteriores, 0s quais mostraram a importancia desta
isoenzima para a controle de um ambiente redutor intracelular. Esta hipétese vem do
fato que a delecdo do gene sodA acarretou aumento na concentracdo de H.O, e
niveis de peroxidacao lipidica, mesmo que a atividade de CAT tenha sido mantida
em niveis similares a encontrada na linhagem wt.

Ja a auséncia da isoforma Fe-SOD (sodB), ndo afetou significativamente as
taxas de peroxidacao lipidica, apesar de haver aumento da concentracao de H>O. e
queda na atividade de CAT nos tratamentos testados.
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A importdncia da atividade total de CAT em bactérias expostas a
contaminantes ambientais pode ser observada no artigo publicado por LU et al.
(2009), no qual a bactéria Stenotrophomonas maltophilia WZ2, cultivada na
presenca do herbicida quinclorac apresenta duas novas isoformas de CAT, resultado
também observado para o herbicida bensulfuron-metil.

Porém, a regulacdo das isoformas estudadas pela delecdo dos respectivos
genes em E. coli K-12 vai além das vias interligadas a nivel bioquimico, a qual
culmina na resposta antioxidante que conecta a atividade das enzimas CAT e SOD.
A especificidade das fung¢des de cada isoenzima pode ser conjugada em um nivel
anterior, no qual a regulacdo a nivel transcricional, realizada principalmente por
fatores como OxyR, e SoxRS, realiza controle da expressao de genes, 0s quais
podem estar sob regulacdo cruzada, seja pelo componente responsavel pela
inducéo, seja pelo produto da reacdo compartilhado.

4.5 Discussao

O metabolismo de resposta adaptativa bacteriana € notavelmente conhecido
por ser constituido de elementos que controlam os niveis de ERO's de maneira
integrada, seja pelo combate direto destas, seja por proteinas relacionadas a ajustes
do potencial antioxidante e fluxo metabodlico. Em uma visédo global, é possivel afirmar
que o sistema antioxidante bacteriano é formado por mecanismos sensoriais
baseados, principalmente, na ativacao de proteinas com residuos de cisteina ou [Fe,
S (ferro-enxofre)], como exemplo de OxyR e SoxRS, respectivamente (LUSHCHAK,
2011).

As respostas dos sensores redox trabalham cooperativamente na resposta
metabdlica a perturbagdes do ambiente (CABISCOI; TAMARIT; ROS, 2000), porém,
atualmente, ja € reconhecida a participacdo de outros sistemas de regulacéo
transcricional, como RpoS (fator sigma) e Fur (Ferric Uptake Regulator), os quais
podem ativar proteinas que constituem a rede de vias bioquimicas que integram o
sistema antioxidante (SHELLHORN et al., 1994; THOMPSON et al.,, 2002;
LUSHCHAK, 2011).

Neste trabalho, linhagens de E. coli K-12, com dele¢des nos genes katG, katE,
SodA e sodB, foram submetidas ao herbicida s-metolachlor com o objetivo de
encontrar o papel destas isoformas na resposta antioxidante ao contaminante

ambiental. Inicialmente, foi possivel observar que as respostas diferenciais no
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combate ao estresse foram, principalmente, acarretadas pela delecdo da isoenzima
Mn-SQOD, codificada por sodA.

Inicialmente, as delegbes realizadas nos genes katG e katE afetaram de
maneira similar a resposta ao estresse oxidativo causado pelo herbicida. Apesar de
ambas as hidroperoxidases serem induzidas pelo gene fur, o qual estd sendo
apresentado como um regulador de rede genética complexa em bactérias, existe
também uma regulacéo diferencial e independente de cada hidroperoxidase que se
interpbe a esta realizada pela proteina Fur. (HOERTER et al., 2005).

A HPI, regulada pelo fator OxyR, geralmente tem sua atividade associada a
resposta antioxidante induzida pela presenca de H>.O, (SCHELLHORN, 1994; JUNG;
KIM, 2003). Por outro lado, a HPII é codificada pelo gene katE, é induzida, durante o
crescimento bacteriano, na fase estacionaria, uma vez que esta sob controle do fator
sigma (RpoS).

Dessa forma, é possivel afirmar que a participacédo das isoenzimas de CAT na
resposta bacteriano ao herbicida ndo foi influenciada pelos fatores que poderiam
induzir e assim diferenciar a contribuicdo de cada hidroperoxidase na condicao
estudada. Primeiramente, porque a producdo de peréxido de hidrogénio ndo foi
direta e/ou exclusiva, e sim consequencia do desequilibrio metabdlico e provavel
inibicio de enzimas que atuam na manutencdo do estado redox (BOGER;
MATTHES; SCHMALFUB, 2000), e também porque as analise realizadas ocorreram
ainda no final da fase exponensial de crescimento, sem grande influencia do fator
sigma (rpoS).

Ja os resultados obtidos para as linhagens mutantes de SOD apresentaram
papel diferencial das isoenzimas analisadas no combate ao estresse oxidativo
causado pelo herbicida s-metolachlor. Porém, para compreensdao desta
diferenciacdo na funcao de isoenzimas de SOD, primeiramente faz-se necessario o
entendimento dos niveis de regulacdo aos quais estas proteinas estdo submetidas
no metabolismo de E. coli.

Em bactérias da familia Enterobacteriaceae, o sistema antioxidante é
organizado em duas vias bioquimicas distintas de combate ao estresse oxidativo,
sendo caracterizadas pelo agente indutor. Além do sistema OxyR, ativado por H>Oo,
e no qual as hidroperoxidases tém papel bastante relevante, a bactéria E. coli
também apresenta o locus genético sosR (superoxide response).
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Este locus constitui o regulon SoxRS, cuja fungdo no controle do anion
superoxido é bastante reconhecida, bem como sua indugcédo na presenca desta ERO
(LUSHCHAK, 2011). A regulacao dos niveis de superoéxido intracelular, é controlada
pela enzima SOD, considerada chave pois somente ela atua na dismutacées de O .
Em E. coli, a SOD pode ser classificada em 3 isoenzimas: Mn-SOD (sodA), Fe-SOD
(sodB) e a Cu/Zn-SOD (sodC), a qual muitas vezes ndo € encontrada em
microorganismos cultivados em laboratério, porque é responsavel pela defesa de
superoxido de origem exogena, situacdo geralmente encontrada em
microroganismos patogénicos (KEITH; VALVANO, 2007).

Sendo assim, na analise em das isoenzimas de SOD, este trabalho focou nas
duas isoformas Mn-SOD e Fe-SOD, as quais também foram encontradas na bactéria
Enterobacter asburiae SD1, degradante do herbicida s-metolachlor, conforme citado
no capitulo 2 e 3 da presente tese. A bactéria Escherichia coli K-12 com dele¢éao do
gene sodB apresentou indugao da atividade da isoforma Mn-SOD, como verificado
na figura 4.6C. Por outro lado, o isolado bacteriano E. asburiae SD1, além de
aumento de atividade total de SOD quando cultivada na presenca do herbicida s-
metolachlor em meio rico, também apresentou a indugao de uma nova isoforma de
SOD na defesa ao estresse oxidativo causado pelo herbicida s-metolachlor.

Em estudos que descrevem o sistema antioxidante de organismos expostos a
contaminantes ambientais, a isoenzima Mn-SOD geralmente é encontrada induzida,
0 que vem relacionado ao seu importante papel na desintoxicacdo celular nestas
condi¢des. Martins et al. (2011), relatam que isolados bacterianos, oriundos de solos
agricolas e expostos aos herbicidas s-metolachlor e acetochlor, apresentaram
aumento da atividade de SOD na presenca do contaminantes. O aumento da
atividade, justificado pelo incremento da intensidade da banda referente a Mn-SOD
em técnica de PAGE, foi relacionada a tolerancia dos isolados bacterianos aos
herbicidas testados.

Em outro estudo, no qual avaliou o papel das enzimas antioxidantes na
resisténcia bacteriana a acidos organicos, a bactéria E. coli submetida a estresse
acido, teve suas isoformas Fe-SOD e Mn-SOD avaliadas indipendentemente. Os
resultados deste estudo mostraram que a Fe-SOD nao foi tao eficiente quanto a Mn-
SOD na protecao do estresse oxidativo gerado pela condicdo acido do meio de
cultivo (BARCENA; AZCARATE; HASSAN, 2010).
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Um ponto interessante da analise da atividade de SOD em PAGE no presente
estudo, foi a auséncia da isoforma Cu/Zn-SOD quando realizada a delecdo dos
genes que codificavam outras isoformas, Fe-SOD e Mn-SOD. Esta auséncia pode
ser devido a baixa atividade de Cu/Zn-SOD, o que torna a técnica em PAGE incapaz
de reconhecer a atividade nas condi¢des analisadas.

Em anélise PAGE feita com a linhagem de E. coli K-12, mutante para o gene
sodC, foi possivel observar a auséncia da banda correspondente a isoenzima Cu/Zn-
SOD e a presenca de outras duas bandas, referentes a Fe-SOD e Mn-SOD. QOu seja,
a delecdo de uma das isoformas, seja Fe-SOD ou Mn-SOD, influenciam na atividade
da isoforma Cu/Zn-SOD, porém o0 oposto ndo é observado, ou seja, a delecao de
Cu/Zn-SOD néo interfere na atividade das outras duas isoformas.

Esses dados podem indicar uma possivel regulagdo entre as isoenzimas de
SOD. Neste caso, uma possibilidade € que a atividade da isoenzima Cu/Zn-SOD
esteja, de alguma forma, sob regulagdo das outras duas isoenzimas, Mn-SOD e Fe-
SOD, as quais por sua vez sao reguladas de maneira independente.

Alguns estudos mostram que a isoenzima Cu/Zn-SOD geralmente é
encontrada como a menor fragao da atividade total de SOD presente E. coli, e que
sua maior atividade é encontrada am bactérias cultivadas em condicdes
anaerdbicas, durante a fase estacionaria (BENOV; FRIDOVICH, 1994), uma vez que
esta sob controle do gene rpoS (GORT et al., 1999).

Entretanto, as analises realizadas com as linhagens mutantes de E. coli (AsodA
e AsodB), bem como os realizados para linhgem wt, forma conduzidos durante a
fase exponencial de crescimento (log tardia), e mostram claramente a presenca
desta isoforma da linhagem de E. coli wt. Dessa forma, a auséncia da banda
representativa da Cu/Zn-SOD nas linhagens AsodA e AsodB pode ser explicada em
parte pela baixa atividade da isoenzima, porém ainda nao justifica o comportamento
diferencial desta isoenzima entre as linhagens wt e mutantes para os genes de SOD.

Apesar da integragdo entre vias bioquimicas na resposta adaptativa ao
herbicida s-metolachlor, e a importancia do sistema antioxidante neste contexto, este
trabalho propde que existe uma diferenciagdo da resposta entre enzimas, mesmo
quando estas apresentam a mesma funcdo. Entre as isoenzimas que tiveram a
atividade analisada, a Mn-SOD mostrou ser bastante requerida para manuntecao do
equilibrio estado redox celular na bactéria E. coli K-12, quando submetida ao

herbicida. A delecao do gene sodA causou aumento na concentracao de perdxido de
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hidrogénio, bem como nas taxas de peroxidacao lipidicas, além de interferir nas
atividade de enzimas relaciondas ao sistema antixodante, como catalase, ou mesmo
Cu/Zn-SOD.

O conjunto de dados indica que mais estudos, com aspectos moleculares, sao
necessarios para a compreensdao da regulacdo entre as enzimas superoéxido-
dismutase, bem como a participacdo destas na resposta global ao estresse oxidativo
causado por contaminantes ambientais. Além disso, abre portas para a aplicacao
desta isoenzima em estudos sobre tolerdncia a herbicidas, como em plantas
transformadas com enzimas de microorganismos e que adquirem tolerancia a

xenobibticos.
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5 PAPEL DE EF-P, POXA E YJEK NA RESPOSTA ANTIOXIDANTE DE
Escherichia coli AO HERBICIDA PARAQUAT

Resumo

Em condigbes normais de crescimento, as células apresentam uma rede de
vias bioquimicas, trabalhando de forma cooperativa para a manutencdo da
homeostase redox celular. Porém, em situacdes de estresse, como quando expostas
a xenobibdticos, as células respondem de forma a ativar vias especificas buscando
uma resposta adaptativa a perturbacido sofrida.Certas condicbes, como estresse
oxidativo, podem afetar processos biolégicos, como a sintese de proteinas, através
de inativacao de enzimas, o que pode comprometer fungdes vitais da célula. O fator
de elongacao-P (EF-P) é uma proteina relacionada ao controle traducional, que atua
na fidelidade do processo e no estimulo a elongacdo, e tem sua atividade
relacionada a outras duas proteinas, PoxA e YjeK, envolvidas na sintese de tRNA e
lisina, respectivamente. Ambas as enzimas sdo citadas por estudos envolvendo
resisténcia a drogas e modulacao de viruléncia em bactérias.A hip6tese do presente
estudo se baseia na relacdo entre as enzimas EF-P, PoxA e YjeK e a resposta
antioxidante da bactéria E. coli. Linhagens com mutagdes nos genes que codificam
as enzimas envolvidas no controle traducional mostraram respostas diferenciais do
sistema antioxidante ao estresse causado pelo herbicida paraquat.A exposicao
prolongada ao paraquat foi bastante prejudicial ao crescimento da linhagem Aefp, a
qual apresentou baixos niveis de expressdo do gene sodA e aumento da
concentracao de H>O. e, consequentemente da peroxidagao lipidica. Mutagdes nos
genes poxAe yjeK também mostraram atenuacao na resposta adaptativa bacteriana
ao estresse oxidativo, porém sendo mais bem evidenciada na linhagem
ApoxA.Dessa forma, o EF-P mostrou ser um importante fator para o equilibrio redox
celular, por afetar a expressao de enzimas chaves do sistema antioxidante, como
SodA. Além disso, o controle na ativagdo da via pds-transcricional PYE, através da
atividade das enzimas PoxA e YjeK, foi também reconhecido através dos efeitos
fisioldgicos encontrados nas linhagens mutantes ApoxA e AyjeK.

Palavras-chave: Fator de elongacgao-P; Controle traducional; Sistema antioxidante;
Escherichia coli
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5 THE ROLE OF EF-P, POXA AND YJEK IN THE ANTIOXIDANT RESPONSE OF
Escherichia coli EXPOSED TO PARAQUAT HERBICIDE

Abstract

In normal growth condition, the cell shows network pathways, cooperatively
working to keep the redox homeostasis. However, in stress condition, such as in
bacteria exposed to xenobiotics, the cell actives specific pathways to find an adaptive
response to perturbation.In certain stress conditions, some biological process can be
affected by enzyme inactivation, and consequently, it can compromise some
important function as protein synthesis.The elongation factor-P (EFP) is a protein
related to translational control that is require for the fidelity and also stimulates the
elongation process during translation. EF-P has activity related to other two enzymes,
PoxA and YjeK, involved in the tRNA and lysine syntheses, respectively. Both
enzymes are cited in studies with virulence and drug resistance in Salmonella
enterica.The aim of this study is to understand the relation between the enzymes EF-
P, PoxA, YjeK and the antioxidant response of Escherichia coli. Bacteria strains with
deletions in the genes codified the enzymes involved in the translational control
showed differential response of antioxidant system to stress caused by paraquat
herbicide. The long exposition to herbicide was very harmful for Aefp strain that had
the growth affected and also showed lower levels of sodA expression and high H>O»
and concentrations. Mutations in the poxA and yjeKgenes showed antioxidant
response attenuated that interfered in the adaptation to stress condition.The EF-P is
an important factor to maintenance of redox homeostasis in the cell because can
affect negatively the some enzyme expression in the antioxidant system, such as
SodA. Furthermore, the activation of the PYE pathway, a mechanism for the post-
transcriptionalcontrol of gene expression, that has involved EF-P,PoxA and YjeK,
showed importance for the antioxidant system through the negative physiologic
effects in the mutant strains.

Keywords: Elongation factor-P; Translational control; Antioxidante system;
Escherichia coli
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5.1 Introducao

Estresse oxidativo tem sido observado em organismos expostos a
contaminantes ambientais, como herbicidas e metais pesados (MARTINS et al.,
2011; ROMANY et al., 2010), e pode estar relacionado com o desequilibrio entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERQO's) e a habilidade da célula em
desintoxicar os intermediarios reativos e/ou reparar os danos causados pelas ERO's
(FREINBICHLER et al., 2011).

Muitos processos bioldgicos podem ser afetados pelo estresse oxidativopor
diferentes vias, sendo uma delas através de alteracdes na regulagédo traducional
(VEAL; DAY, 2011; GRANT, 2011). Por exemplo, a sintese de proteinas pode ser
afetada durante condicdo de estresse pela reducdo da atividade de enzimas
envolvidas no processo, as quais tiveram suas estruturas modificadas, ou pela
degradacao de tRNA, resultando na redugcdo no numero de cépias (CHAN et al.,
2010).Além do mais, as ERO's podem também comprometer a ativacdo da
desacilagdo da metionina, promovendo mudancgas programadas na fidelidade do
tRNAna fase inicial do processo traducional (NETZER et al., 2009).

Por outro lado, a eficiéncia e controle da sintese proteica sdo de grande
importancia para a manutencao das funcdes celulares, bem como para a resposta
adaptativa as mudancas impostas pelo ambiente. Durante a sintese protéica, a fase
de iniciacdo pode ser alvo de regulacdo quando as células precisam adaptar a
expressdao de genes as condicoes de estresse (GRANT, 2011). O fator de
elongacao-P (EFP) é uma proteina relacionada ao controle traducional, cujo papel
esta no estimulo da atividade peptiltransferase do complexo de iniciacdo 70S (AOKI
et al., 1997).Este estimulo ocorre através da fidelidade traducional, pois auxilia a
entrada do fMet-tRNA no sitio A do ribossomo,epela interacdocom a subunidade
maior do ribossomo, a qual estimula o processo de elongacao durante a sintese
protéica (AOKI et al., 2008).

Devido ao importante papel no processo traducional, a proteina EFP tem sido
estudada e relacionada a processos fisiolégicos, como resisténcia a drogas e
modulagao da viruléncia na bactéria Salmonellaentérica. Sua atividade foi observada
junto a outras duas proteinas, PoxA e YjeK, as quais estdo envolvidas na sintese
detRNA e lisina, respectivamente, e constituem a via PYE de controle pés-
transcrional para ativacao do EF-P (NAVARRE et al., 2010).
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Apesar da reconhecida fungcdo do EFP, as proteinas PoxA e YjeK também
apresentam importancia para a eficiéncia do processo traducional, e podem estar
relacionadas a resposta antioxidante. Bactérias mutantes para os genes poxA e yjeK
podem ter a expressaode algumas proteinas relacionadas ao sistema antioxidante
afetada negativamente, como glutationa S-transferase (GST) e alquil
hidroperoxidoredutase (BEARSON et al., 2011). Os autores deste estudo mostraram
que o aumento da sensibilidade da bactéria Salmonellaentericaa diversos agentes,
como paraquat, pode estar relacionada ao desequilibrio do metabolismo celular de
resposta ao estresse global causada pela delecdo do gene poxA.

Paraquat € um herbicida globalmente utilizado, e tem sido conhecido por seu
modo de agdo, o qual induz a producado intracelular do anion superéxido (O27),
desencadeando a producdo de todas as outras ERQO's. Os efeitos fisiolégicos sao
conhecidos em diversos organismos, como desequilibrio celular e consequente
inibicdo de crescimento, como ja caracterizado para a bactéria Escherichia coli
(TKACHENKO, 2004).

No presente estudo, foram utilizadas trés linhagens de Escherichia coli
provindas da “KEIO Knockout Collection”, as quais apresentam delecdo dos genes
efp, poxA e yjeK (BABA et al., 2006) com o objetivo de analisar o papel da via de
controle traducional relacionada a estes genes na resposta antioxidante bacteriana.
Através de ensaios bioquimicos, foi possivel caracterizar niveis diferenciais de
estresse oxidativo entre as linhagens, bem como a expressao diferencial de genes
de enzimas antioxidantes. Os resultados evidenciaram que o EF-P tem papel
fundamental na manutencao do estado redox da célula, e que juntamente com as
proteinas poxA e yjeK, podem estar relacionadas a expressao de enzimas chaves do

sistema antioxidante.

5.2 Material e Métodos

5.2.1 Linhagens bacterianas

A linhagem selvagem da bactéria Escherichia coli BW25133, descrita também
como derivada da linhagem K-12, e as linhagens com simples mutag¢des, foram
usadas da “KEIO Knockout Collection” (BABA et al., 2006), conforme tabela 5.1. As

linhagens mutantes tiveram os respectivos genes substituidos por um gene que
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confere resisténcia a canamicinaatravés do método “Red Swap” (DATSENKO;
WANNER, 2000).

Tabela 5.1 - Linhagens mutantes de Escherichia coli oriundas da “KEIO Knockout Collection”

ECK JW Gene Descricao
ECK4141 JW4107 efp Fator de elongacéao — P
ECK4151 JW4116 poxA  Aminoacil-tRNAsintetase
ECK4140 JW2174 yjeK Proteina da familiaKamA

5.2.2 Experimento e condicoes de cultivo

As linhagens bacterianas foram cultivas em meio Luria-Bertani (LB), contendo
1% de triptona, 0,5% de extrato de levedura e 0,5% de NaCl (w:v). As culturas foram
inoculadas usando a proporcdao de 1:100 de pré-inéculo advindo de 2-3 col6nias
bacterianas, incubado a 250 rpm e 37°C, sendo que a densidade de células foi
ajustada para 1,0 abs (600 nm).

O experimento foi conduzido em frascos Erlenmeyer de 125 mL com volume de
50 mL com 3 repeticoes biolégicas, nas mesmas condicoes descritas anteriormente
para o pré-inéculo. Foram testados dois tratamentos, sendo controle (meio LB) e
paraquat 250 uM (1,1'-dimetil-4,4'-bipiridinio) (Sigma), o qual foi adicionado no inicio
da fase exponencial de crescimento. Devido a diferencas de taxa de crescimento
entre as linhagens estudadas, a adicdo do paraquat ao meio de cultura teve tempos
diferentes ajustados conforme curva de crescimento de cada linhagem.

Apos 20 min de exposicao ao herbicida, as células bacterianas foram coletadas
por centrifugacdo a 8.000 rpm por 7 min, a 4°C, e mantidas a -80°C para anélises

posteriores.

5.2.3 Curva de crescimento e sobrevivéncia das células na presenca do
herbicida

O crescimento bacteriano foi determinado na presenca e auséncia de paraquat,
através da leitura da densidade 6tica (D.O.) a 600 nm, em intervalo de tempo de 30
min, num total de 450 min. Para experimento de sobrevivéncia de células. Apds 20
min de exposicdo ao herbicida, as células bacterianas dos tratamentos controle e

paraquat foram diluidas a 10° e 10® em tamp&o Fosfato Salino (PBS), e ambas as
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diluicées foram plaqueadas em meio LB Agar. Apds 24 h de incubacédo a 37 °C, o

numero de U.F.C. foi contabilizado.

5.2.4 Quantificacao de peroxido de hidrogénio (H205)

A concentracao de H»O, intracelular foi medida de acordo com Alexieva et al.
(2001), com base na reacdo com iodeto de potassio (Kl). As células foram
maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizada em 0,1% de acido tricloroacético
(TCA) (w:v), na proporcao de 1:3 (w:v), sendo o extrato centrifugado a 10.000 rpm,
for 30 min a 4°C.

O sobrenadante, resultante da centrifugacao foi coletado e a fracao de 0,2 mL
foi adicionada a mistura de reacéo contendo 0,2 mL de Tamp&o Fosfato 100 mM, pH
7,5 e 0,8 mL de solucdo 1M de KI. A reacéo foi realizada na auséncia de luza 4°C,
durante 1h, seguida de 20 min a temperatura ambiente. Apds este periodo, a
absorbancia foi medida em 390 nm.

A concentracao de H>O; foi calculada utilizando uma curva padrao preparada
com concentragcbes conhecidas de H>O, e os resultados foram expressos em mMol
de H,0,/10° U.F.C.

5.2.5 Peroxidacao lipidica

Conforme protocolo descrito por Health e Packer (1968), a peroxidacao lipidica
foi determinada pela estimativa da concentracdo de MDA (Malondialdeido)
intracelular. O MDA é um produto secundario da peroxidacao lipidica e comumente
utilizado como marcador para danos causados pelas ERO's na membrana celular. A
concentragdo de MDA foi calculada utilizando o coeficiente de extingao de 155 mM

cm™.

5.2.6 Analise de expressao diferencial de genes por Northernblot

A analise da expressao diferencial dos genes sodA, katG e katE em E. coli foi
realizada através da técnica de Northernblot. As linhagens bacterianas foram
crescidas em meio LB, na presenca e auséncias do herbicida paraquat (250 uM),
como anteriormente descrito, e a expressao dos genes foi analisada apds 20 min de
exposi¢cdo ao herbicida. As enzimas escolhidas para analise estdo diretamente
relacionadas a defesa ao estresse gerado pelo herbicida paraquat, como mostrado
na figura 5.1, adaptada de Blanchardet al. (2007).
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Figura 5.1 - Cascata metabdlica e transcricional induzidas em bactérias expostas ao paraquat

5.2.6.1 Extracao total de RNA

RNA total foi isolado e purificado a partir do kit RNeasy®Midi Kit (Qiagen),
conforme especificagcdes do fabricante. A concentracdo de RNA das amostras foi
analisada usando micro-espectrofotdmetro(NanoDrop Technologies), e a qualidade
verificada através de gel de agarose 1%. Todas as amostras foram mantidas a
temperatura de -80°C até momento de uso.

5.2.6.2 Desenho de sondas
As sequéncias dos genes necessarias para desenho das sondas foram obtidas
do banco de dados GenBank™(www.ncbi.nim.nih.gov), sob numero de acesso

AP009048. As sequéncias foram utilizadas para criar assondas de DNA com
sequéncia reversae complementar (tabela 5.2), a qual teve a regiao referente a
sonda selecionada a partir de parametros avaliados pelo software Primer Design
(NetPrimer;PremierBiosoftinternational, Palo Alto, Calif.), sendo também testadas
contra o banco de dadosGenBank™através da ferramentaBLAST para avaliar a
especificidade das sondas.
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Tabela 5.2 - Sequéncias das sodas de oligonucleotideos utilizadas para técnica de Northernblot

Gene alvo Sequéncia da sonda
SodA TTCCAGAACTCTTTAATGTAGTCCGGACG
katE GTTTAAGGTGTTTGTAGGCTTCCATCAGGTAGTA
katG TTTAACAAACTTCTCGTGGGCATCGCTA

5.2.6.3 Marcacao da sonda com y[*’P]-ATP

As sondas foram marcadas na extremidade 5" usando Y{*2P]-ATP. A mistura de
reagdo contendo 10 pM de oligonucleotideo, 4 pL de tampao 10x PNK
(Polinucleotideoquinase), 1,5 pL de enzimas polinucleotideoquinase T4, 32 uL da
agua DEPC (dietilpirocarbonato) e 2 pL de y[**P]-ATP foi incubada a 37°C por 40
min. ApoOs esse periodo, a reacdo foi parada através da transferéncia do tubo para
banho-seco a 70°C por 10 min, seguido de centrifugacdo a 15.000 rpm a
temperatura ambiente.

A sonda marcada foi entdo isolada usando coluna G-25 (AmershanMicrospin),
como descrito o protocolo do fabricante, e armazenada a -20°C.

5.2.6.4 Transferéncia para membrana de nailon e condi¢coes de hibridizacao

A técnica de Northernblot foi conduzida de acordo com as instru¢gées do kit
NorthernMax-Gly (Ambion). O RNA total (5 ug) foi eletroforeticamente separado em
gel de agarose 1%, com formaldeido, e em seguida transferido para membrana de
nailon Hybond N* (Amershan). Apds aproximadamente 2 h (tempo de transferéncia),
a membrana foi exposta a 80°C durante 1 h, em forno convencional, para fixacao do
RNA a membrana, a qual foi armazenada a -20°C.

Apos o periodo de pré-hibridizacdo de 30 min a 42°C em 10 mL de solugao
ULTRAhyb, a sonda marcada foi adicionada a concentracdo de 10° com por mL de
solucdo, e a membrana exposta a condi¢coes especificas de cada sonda, conforme
tabela 5.3. Apds o tempo de hibridizagdo, a membrana foi lavada em solugéo de
baixa adstringéncia (2 x Solugdo fosfato salino com EDTA e 0,1% de SDS), e a
membrana foi mantida em filme plastico para ser exposta ao sistema

Phosphorimage. A normalizag&o foi realizada através dos genes 16S e 23S.



Tabela 5.3 - Condicdes de hibridizagao e lavagem das sondas de DNA

Hibridizacao Lavagem
Sonda Tempo Temperatura Tempo Temperatura
(h) (°C) (min) (°C)
SOdA 16 42 10 40
katE 14 42 6 43.5
katG 20 42 7 40
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5.3 Resultados

5.3.1 Efeito do herbicida paraquat no crescimento e sobrevivéncia celular de
E.coli

As curvas de crescimento foram realizadas em meio LB e o herbicida paraquat
foi adicionado no inicio da fase exponencial, para concentragdo de 250 uM para
observar a resposta ao estresse causado pelo herbicida (Figura 5.2). As linhagens
wt e Ayjek mostraram taxas similares de crescimento entre os tratamentos controle e
paraquat, apesar de apresentarem leve queda na absorbancia na presenca do
herbicida.
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Figura 5.2 - Curvas de crescimento das linhagens wt, Aefp, ApoxAandAyjeK na presenga e auséncia
de paraquat (250 uM PQ). O experimento foi conduzido em triplicata, a 37°C, a 250 rpm,
sendo a caixa cinza representando o periodo de exposi¢ao ao herbicida

Entretanto, as linhagens Aefp e ApoxA mostraram significante decréscimo na
taxa de crescimento apds a adicdo do herbicida paraquat, principalmente ap6s 400
min de exposicdo. Cabe ressaltar, que a linhagem Aefpapresentou crescimento
diferencial mesmo quando cultivada em meio controle (LB), com uma fase de
adaptacao (lag) mais longa quando comparada com a linhagem wt ou AyjeK, o que
influenciou também quando a bactéria foi exposta ao herbicida.

A viabilidade das populacées bacterianas para formar col6nias (U.F.C.-
unidades formadoras de colénias) foi avaliada através da sobrevivéncia das células
depois de 20 min de exposicdo ao paraquat. Inicialmente, foi possivel observar
diferencas no numero de U.F.C. (unidades formadoras de colbnias) entre as
linhagens bacterianas inicialmente cultivadas no meio controle (LB). Neste
tratamento, as linhagenswt e AyjeK tiveram maior numero de U.F.C. que as
linhagensAefp e ApoxA, as quais mostraram cerca de 20% do numero total de
células da linhagem wt.

Por outro lado, a perda da viabilidade na presenca do herbicida paraquat foi
observada somente para as linhagens mutantes, sendo o decréscimo de 15.8%,
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35.2% e 28.6% da populacdo inicial para as linhagens Aefp, ApoxA e AyjeK,
respectivamente (Figura 5.3). Apesar das mutantes Aefp e ApoxA apresentarem um
numero menor de células na populagdo controle, foram as linhagens ApoxA e AyjeK

as mais sensiveis nos primeiros 20 min de exposi¢do ao paraquat.
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Figura 5.3 — Sobrevivéncia celular das linhagens de E. coli ap6s 20 min de exposicdo ao herbicida
paraquat

5.3.2 Escherichia coli mutantes apresentam alta taxa de peroxidacao lipidica e
H20-

Apesar das ERO's serem produzidas endogenamente como um produto natural
da respiracao aerbbica, o herbicida paraquat pode catalisar a formacado desses
produtos, iniciando através do anion superéxido, e desencadeando a formacao das
outras ERQO’s. Para avaliar o estresse gerado pela presenca de paraquat, foi medida
a concentragdo de HoO; intracelular (Figura 5.4).
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Figura 5.4 - Concentragéao de peroxido de hidrogénio intracelular em linhagens de E. coli apés 20 min
de exposicao ao herbicida paraquat

Quando a concentragcdo de H,O, é analisado no meio controle, € possivel
observar que a linhagem Aefp mostrou maior taxa de H.O,, com cerca de 73% de
aumento de H>O, comparado com a linhagem wt,provavelmente relacionado a
delecéo do gene efp. Entretanto, o estresse oxidativo foi claramente induzido apés a
adicao do herbicida paraquat para todas as linhagens, sendo que as linhagens
mutantes exibiram os maiores niveis de peréxido. Enquanto a linhagem wt teve
aumento de 1.5 vezes a concentracdo de H.O, na presenca do herbicida, as
linhagens mutantes apresentaram aumento de até 2 vezes.

A presencga de altos niveis de H>O, no meio celular pode trazer danos para o
equilibrio do metabolismo, pois é téxico e pode causar danos a célula como
peroxidagao lipidica. A producdo de MDA foi analisada nas linhagens bacterianas
(Figura 5.5), para estimar os niveis de peroxidacao, e corroborar com os resultados
da producao de H>O, os quais mostram ainducao do estresse oxidativona presenca
paraquat para as linhagens mutantes de E. coli.
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Figura 5.5 - Concentracao de MDA em linhagens de E. coli ap6s 20 min de exposi¢cdo ao herbicida
paraquat

A linhagem mutante para o geneefp apresentou as maiores concentragdes de
MDA em ambos os tratamentos, condicao que também foi observada na analise de
H-0..

Porém, comparando o comportamento das linhagens entre os tratamentos é
possivel observar que a linhagem AyjeK foi mais sensivel a presenca de paraquat
nos primeiros 20 min, pois mostrou aumento de 61% de MDA no meio com
herbicida, enquanto as linhagensAefpe ApoxA mostraram aumento de 50% e 41%
na mesma condi¢do.O aumento da producao de MDA para a linhagem AyjeK pode
estar relacionada a baixa viabilidade das células na presenca do herbicida (Figura
5.3).

Por outro lado, a linhagem wt apresentou comportamento diferencial as outras
linhagens mutantes quando levado em consideragédo os resultados até aqui obtidos.
Com aumento na producao de peréxido, porém baixa relacao deste com o nivel de
peroxidagao lipidica e viabilidade celular, a linhagem wt mostra resultados que
evidenciam a participacdo do sistema antioxidante trabalhando cooperativamente
para protecdo da membrana dos danos das ERRO’s.

5.3.3 Expressao diferencial de enzimas antioxidantes em linhagens de E. coli
em resposta ao paraquat

A técnica de Northernblot revelou diferencas na expressdo dos genes sodA,
katE e katG, relacionados ao sistema antioxidante, principalmente entre a linhagem
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wt e as mutantes (Figura 5.6). Embora o gene sodA foi fortemente induzido na
presenca de paraquat para todas as linhagens, foi possivel observar diferencas no
nivel de expressdo entre as linhagens. Enquanto o gene sodA foi induzido 18,6
vezes na linhagem wt quando esta foi exposta ao herbicida, a linhagem Aefp teve
aumento de 11 vezes na expressao do mesmo gene no mesmo tratamento.

Ja os genes das enzimas HPI e HPIl (katG e katE, respectivamente),
apresentaram diferenca no padrdo de expressdao. Ambos os genes apresentaram
baixo nivel de expressdao quando comparados com sodA, porém katE apresentou
pouca ou nenhuma diferenca de expressdo entre as linhagens, mas sim com
pequenas mudancas nos niveis de expressao relativa entre os tratamentos.

Por outro lado, o gene katG apresentou muita variagdo nos niveis de expressao
entre as linhagens, principalmente entre as linhagens com mutacdes nos genes efp
e poxA, revelando uma possivel regulagcdo do gene pelo sistema de controle
traducional estudado.

wt A efp A poxA A yjek
C PQ C PQ C PQ C PQ
— -
sodA e -
katE s soi ougiius oo SR HHTE Nl W

i

katG

23S
16S

Figura 5.6 - Andlise da expressao diferencial através da técnica de Northernblot em linhagens de E.
coli ap6s 20 min de exposi¢ao ao herbicida paragquat. Os genes 23S e 16S foram usados
para normaliza¢ao

Se a expressao relativa entre os tratamentos, controle e paraquat, € analisada
para cada linhagem bacteriana, é possivel observar que a integracdo das enzimas
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acontece de maneira diferente entre as linhagens wt e mutantes, e que a delecao
dos genes efpe poxA pode afetar a resposta antioxidante em E. coli.

As linhagens wt e AyjeK tiveram aumento na expressdao de sodA (18,6 e 8
vezes) com a adicdo de paraquat, mas mostraram repressdo dos genes KatE e
katG,sendo maior para a linhagem wt, a qual teve reducao de 48% e 59% enquantoa
linhagem AyjeK teve apenas 10% e 2% de repressdao para katE e KkalG,
respectivamente.

Por outro lado, apesar da linhagem Aefp também mostrar indugdo de sodA pelo
herbicida paraquat, ela ndo mostrou diferenca na expressao de katG, e somente
uma pequena inducao de 5% para o gene katE, o que corrobora com o aumento de
peréxido como mostrado na figura 5.4. J& a delecdo de poxA também acarretou
aumento de peréxido, em maior propor¢cdo que para linhagem Aefp, o que pode

estar relacionado a queda na expressao de katG.

5.4 Discussao

Em repostas a mudangas ambientais, as células podem induzir varios
mecanismos regulatorios, como fatores envolvidos no controle transcricional e
traducional, os quais sdo necessarios para adaptacdes a condicao de estresse. Em
E. coli, fatores chaves podem desencadear sistemas especiais envolvidos na
resposta antioxidante, sendo estes necessarios para a manutencao da homeostase
celular na maioria das perturbacées metabdlicas (DEMPLE, 1996; IMLAY, 2008).

E. coli apresenta um sistema especifico em resposta a presenca de perdxido
de hidrogénio (H2O,), mediado pelo fator transcricionalOxyR, e outro sistema de 2
estagios (SoxRS), o qual é ativado por agentes redox ciclicos, como o herbicida
paraquat, os quais geram o anion superoxido(O.”) (DEMPLE, 1996; IMLAY, 2008).

Poucos estudos tém relatado o papel do sistema antioxidante no controledo
processo de traducional, embora a resposta bacteriana a agentes oxidantes seja
conhecida em detalhes a nivel transcricional. No presente trabalho, trés genes — efp,
poxA e yjeK — envolvidos com controle traducional, foram estudados em condig¢do de
estresse para avaliar o papel destes na resposta antioxidante de E. coli. O fator de
elongacdo P (EF-P) é descrito por sofrer modificagdes pds-traducionais em um
residuo de lisina conservado (AOKI et al., 2008). Essas modificacbes ocorrem em
uma via comum, na qual a enzima PoxA catalisa a ligacao da lisina, através de uma

reacdo dependente de ATP, e outra enzima, conhecida como YjeK, promove a
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conversao do substrato lisina para (R)-B-lisina, provavelmente antes da adicao deste
residuo ao EF-P (NAVARRE et al., 2010).

Para a proposta do trabalho, foram utilizadas linhagens bacterianas com
delecdes nos genes de interesse, as quais, juntamente com a linhagem selvagem,
foram expostas, ao herbicida paraquat (250 uM), e tiveram a resposta antioxidante
avaliada através de parametros como, producédo de (H-O.), danos a membrana e
expressao diferencial de enzimas antioxidantes.

O herbicida paraquat induz o aumento da producdo de superdéxido no meio
intracelular (LIOCHEV; FRIDOVICK, 1991), e induz uma cascata metabdlica de
defesa contra ERO's.Estudos prévios revelam que a exposicdo de células
bacterianas aoherbicida paraquat pode afetar diversas fungdes bioldgicas, incluindo
enzimas de biosintese, reparo de DNA e enzimas de dismutacdo de superdxido
(BLANCHARD et al., 2007). No presente estudo foi possivel observar a importancia
do equilibrio e eficiéncia do processo traducional para manutencdo de sistemas
globais de resposta a estresse em E. coli.

A exposicao prolongada ao paraquat foi bastante prejudicial ao crescimento da
linhagem Aefp (Figura 3.2), mesmo com a indugao do gene sodA. A importancia da
enzima SOD para o sistema antioxidantefoi mostrada em estudo com E. coli, no qual
a delecao do gene sodA, que codifica a isoenzima Mn-SOD, aumentou a
sensibilidade da bactéria mutante ao herbicida paraquat (CARLIOZ; TOUATI, 1986).
Em resposta a estresse ambiental causado por metais, como cadmio e niquel, as
bactérias E. coli e Bacillussubtiliscom mutagdes nos genes que codificam as
enzimas Mn-SOD e Fe-SOD tiveram crescimento afetado na presenca dos metais e,
consequientemente, apresentaram baixa resisténcia a estes poluentes (GESLIN et
al., 2001).A sensibilidade da linhagem Aefp pode ser explicada pelos baixos niveis
de expressdao do gene sodA, que pode estar relacionado ao desequilibrio da
homeostase celular devido ao aumento da concentracao de H>O. e altos niveis de
peroxidacao lipidica.

A significante diferengca na taxa de crescimento observada entre a bactéria
mutante efp e as outras linhagens bacterianas (Figura 3.2), pode indicar o importante
papel do EF-P na manutencdo do estado redox em condigdes normais de
crescimento, se estendendo também ao tratamento com paraquat. Alguns estudos
com fatores ambientais, como exposicdo ao contaminante selénio e variacdo de

temperatura, mostraram aumento na sintese de fatores de elongacédo, os quais
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foram associados com aumento da expressao de enzimas antioxidantes(BEBIEN et
al., 2001; VENDITTIS et al., 2008). Os resultados encontrados com a analise de
Northernblot mostraram que o EF-P pode estar envolvido no controle traducional de
algumas proteinas antioxidantes, como sodA, uma vez que foi possivel observar que
a delecdo do gene efp afeta a expressdo desta enzima diferencialmente nas
linhagens wt e efp.

A enzima SOD é conhecida por realizar a dismutagao do anion O,", resultando
na formagdao de outra ERO, o peréxido de hidrogénio, que por sua vez pode
participar da ativacao do fator transcricionalOxyR. Porém, em altas concentracdes
intracelulares, o HoO.deixa de ser um sinalizador celular e passa a sertoxico, tendo a
célula desenvolvido enzimas com fungcdo de controlar os niveis de H.O,, as
conhecidasperoxidases. No presente estudo, foram encontradas diferencas na
concentragao do H>O, entre as linhagens de E. coli no meio controle e na presenca
de paraquat, que poderia resultar na inducdo da atividade de peroxidases nas
células bacterianas.

Porém, os dados mostraram pouca ou nenhuma mudanca na expressao dos
genes que codificam enzimas catalases em E. coliCorroborando com esse
resultado, as linhagens apresentaram aumento na taxa de peroxidacdo lipidica,
evidenciada pelo aumento de MDA encontrado principalmente para a linhagem
mutante efp na presencga do herbicida paraquat. Churro et al. (2010), em estudo com
cianobactérias, encontrou na espécieAphanizomenongracile submetida a triptamina
(alcaléidemonoaminicobiotivo) aumento de H>O, e conseqiientemente alto nivel de
peroxidacdo lipidica quando a atividade da ascorbatoperoxidase (APX) nao foi
elevada suficiente para combate das ERO's. Além disso, a alta concentragdo de
MDA deste estudo foi consistente com sinais de danos ultraestruturais encontrados
especialmente em membranas, como desorganizagdo e vacuolizagao.

Por outro lado, as linhagens ApoxAeAyjeKforam também sensiveis nos
primeiros 20 min de exposicdo ao herbicida, com aumento dos niveis de H>O, e
peroxidacao lipidica, que afetou a sobrevivéncia celularna presenca de paraquat.
Entretanto, a taxa de crescimento teve maior diferenca entre os tratamentos e com
longo periodo de exposicao para a linhagem ApoxA, o que pode estar relacionado
aos baixos niveis de expressao génica, também encontrado para a linhagem Aefp.

O herbicida paraquat pode afetar a bactéria principalmente de duas maneiras:
pela producdo do anion superéxido e pela deplecao dos equivalentes redutores,
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como NADPH. Em E. coli, a resposta dos genes dependentes do sistema SoxRS é
resultado direto da ativagédo pelo O,". Porém, a ativacao do fator transcricionalOxyR
s6 vai ocorrer com a geragao do H>O,, geralmente produto da atividade de SOD.
Dessa maneira, a pequena variacdo encontrada na expressdo das enzimas
catalases pode estar relacionada ao tempo de exposicao analisado, sendo este
curto (20min), e assim nao suficiente para ativacao de outros sistemas, que nao o
SoxRS, os quais sdo dependente de outras ERO's, ou mesmo de equivalente
redutores, como € o caso de OxyR (BLANCHARD et al., 2007).

A resposta antioxidante é eficiente quandoa maquinaria enzimatica € capaz de
coordenar a indugcado de genes responsaveis pela ativacdo de rotas especificas ao
estresse. As dele¢cdes estudadas mostraram um desequilibrio na resposta de E. coli
ao estresse causado pelo herbicida paraquat. Apesar do aumento encontrado na
concentracao de peroxido de 1,6x e a baixa inducdo na expressdao dos genes de
catalase, a linhagem wt mostrou baixos niveis de peroxidagéo lipidica na presenca
do herbicida, o que pode ser atribuido a ativacao de outras peroxidases, mesmo em
curto tempo de exposicao.

Cartronet al. (2007) descreveu um modelo estrutural para a proteina YcdB em
E. coli, a qual foi estruturalmente definida como membro da superfamilia de
peroxidases dependentes de ferro, a qual poderia estar associada a defesa do
metabolismo celular contra estresse gerado pelo paraquat. Outro estudo também
com E. coli descreve wuma nova peroxidase, chamada de Tpx
(tioredoxinaperoxidase), a qual foi revelada pela sua funcdo na defesa contra H>O»
(LAURA; BAKER; POOLE, 2003). Dessa forma, a habilidade de controle da célula
em processos como regulacao génica e sintese protéica podem resultar na eficiéncia
da manutencao do estado redox, resultando na inibicdo do efeito téxico das ERO's
na célula.

Neste trabalho, a adicao de paraquat no meio LB induziu o estresse oxidativo,
avaliado em tempo curto de exposicédo, o qual pode ser relacionado coma expressao
global de reguladores e ativadores de genes que coordenam a resposta bacteriana
ao estresse, como ja citados SoxRS e OxyR (POMPOSIELLO et al., 2007).
Entretanto, a linhagem mutante efp mostrou alto nivel de estresse oxidativo, mesmo
em condicdes normais de crescimento (meio LB), o que corrobora com estudos que
mostram a importancia de fatores de elongacdo na manutencdo do estado redox
celular (OLAREWAJU et al., 2001; CUMMING et al., 2004).
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O EF-P é citado em estudos como componente de um novo sistema regulatério
pos-transcricional PYE, encontrado em Salmonellaenterica, uma bactéria patogénica
(NAVARRE et al., 2010; BEARSON et al., 2011). Nesta via, as enzimas poxA e YjeK
tém papel fundamental na marcacdo de EF-P através do aminoacido conservado
lisina. Mutacdes nos genes efp, poxAe yjeK mostraram atenuacédo na habilidade da
bactéria patogénica em responder a fatores ambientais relacionados ao metabolismo
de estresse e viruléncia.

No presente estudo, as diferengas encontradas na resposta antioxidante entre
a linhagem wt e as linhagens mutantes podem ser resultado do desequilibrio nas
vias metabdlicas de controle pds-transcricionais que ativam a via PYE, responsavel
pela estabilizacdo e fidelidade do processo traducional das proteinas que sao
sintetizadas a partir do iniciador fMet-tRNA. As delegbes nos genes da via
PYEafetaram diferencialmente a expressédo dos genes para SOD e CAT analisados,
dentro das condicoes de crescimentos nas quais a bactéria E. coli foi submetida.
Finalmente, o EF-P apresenta-se como um importante fator para o equilibrio redox
celular, mesmo em condi¢cées normais de crescimento, e que o torna importante na
sobrevivéncia celular quando as células sdo submetidas ao estresse oxidativo. Além
disso, a proteina PoxA também pode ser considerada importante para o equilibrio do
sistema antioxidante, pois a delecdo deste causou danos a célula de maneira
semelhante, porém menos drastica, que o observado para a linhagem Aefp.

A compreensdo do papel sistema antioxidante no desequilibrio metabdlico
causado pelas delegcbes génicas analisadas pode ser mais bem estudadas através
de analises estruturais dos genes (bioinformatica) e do entendimento do mecanismo
de ativacédo da via PYE, na qual as enzimas EF-P, PoxA e YjeK estdo envolvidas
através do controle pés-transcricional que estas se relacionam . Desta forma, estes
resultados auxiliaram no entendimento da resposta diferencial entre as linhagens
mutantes, além de trazer indicios da importancia do fator de elongacao-P para a
ativacao de sistemas reguladores antioxidantes.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Em ecossistemas, o papel desempenhado pelos microorganismos na ciclagem
de nutrientes, principalmente considerando a biotransformagéo de contaminantes
ambientais, como os pesticidas, € bastante relevante. Neste processo, a diversidade
metabdlica, oriunda muitas vezes da diversidade genética e da capacidade de
rearranjo de vias enzimaticas, pode representar a vantagem para a utilizagcdo de
novos compostos como fonte de nutrientes. Neste cenario, o metabolismo
microbiano precisa desenvolver uma resposta adaptativa a nova condi¢cdo imposta
pelo ambiente.

Dessa forma, a proposta deste trabalho foi compreender o papel do sistema
antioxidante na resposta adaptativa de bactérias expostas a herbicidas, sendo este
estudo conduzido em sob diversos enfoques.

O capitulo 2 mostrou que o isolado bacteriano E. asburiae SD1 apresenta
capacidade de degradar o herbicida s-metolachlor, mesmo na presenca de fontes
alternativas de carbono, e taxas de crescimento diferenciadas podem representar a
resposta adaptativa a metabolizagcdo de fontes de carbono complexa, com o s-
metolachlor. As taxas de degradacdo encontradas no presente trabalho (cerca de
30% em 13 h de cultivo em meio mineral na presenca de 1,25 mM de s-metolachlor)
sdo bastante expressivas, pois comparadas com outros artigos, apresentam duas
particularidades: curto tempo de cultivo e cultura pura bacteriana. Estes resultados
abriram perspectiva para a avaliagdo do sistema antioxidante neste processo
adaptativo.

Neste caso, pode se sugerir que a ativacao de vias bioquimicas em resposta a
presenca de herbicida é caracterizada conforme a fonte de carbono disponivel no
meio (capitulo 3). Quando o metabolismo pode inicialmente metabolizar fontes
simples de carbono, como a dextrose, e obter energia, a protecdo contra o estresse
gerado pelo s-metolachlor se deu pela integracao de enzimas relacionadas a defesa
contra ERO's e manutencdo da homeostase celular. Entretanto, na auséncia de
fontes de carbono simples, como no meio mineral na presenca do herbicida, o
metabolismo prioriza a ativagdo de vias para o reconhecimento da molécula
complexa, representadas pela atividade da glutationa S-transferase.

Além disso, foi possivel observar a ativagao diferencial das isoenzimas, como

mostrado para familia da superéxido dismutase no capitulo 4, pode ser caracteristica
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da construcao de vias bioquimicas especificas para determinados tipos de estresse.
Esta hipétese foi corroborada pelos resultados oriundos da delecdo do gene sodA
em Escherichia coli K-12, os quais apresentam os danos causados ao metabolismo
celular e o desiquilibrio na atividade cooperativa de enzimas antioxidantes, na
auséncia da isoforma Mn-SOD.

A importancia do sistema antioxidante para o metabolismo bacteriano também
foi mostrado no ultimo capitulo, com enfoque em uma via de controle traducional,
formada pela proteina EF-P (elongation factor-P), o qual estd relacionado a
fidelidade no processo de sintese de proteina. Esse trabalho apontou o EF-P como
importante fator para o equilibrio redox celular, mesmo em condigées normais de
crescimento, e que o torna importante na sobrevivéncia celular quando as células
foram submetidas ao estresse oxidativo.

O conjunto de dados reunidos nesse trabalho mostra os diversos niveis de
interferéncia que as ERO's podem ter em um metabolismo celular, além de enfatizar
a importancia do sistema antioxidante para a resposta adaptativa bacteriana a
compostos toxicos, como os herbicidas.

Alguns resultados sdo bastante expressivos, e poder ser utilizados em estudos
futuros relacionados a processos de desintoxicacdo ambiental, como a
biorremediagdo, bem como incentivar trabalhos com tolerdncia a herbicidas

envolvendo enzimas do metabolismo bacteriano.



