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Resumo

Microrganismos representam componentes essenciais na manuteng¢ao dos ciclos
biogeoquimicos e de ecossistemas. Em ambientes agricolas, o uso continuo de
herbicidas para minimizar a perda na produtividade pode acarretar danos inibindo
0 crescimento em microrganismos. Uma das causas desta inibicdo é o aumento
da producdo de ERO (espécies reativas de oxigénio), como os radicais
superoxido (O2") e hidroxila (OH"), e o perdxido de hidrogénio (H202), causando
estresse oxidativo. A magnitude deste estresse pode ser condicionada pelo grupo
quimico e pelo modo de agao do herbicida. As respostas celulares contra ERO
envolvem o aumento na expressao de enzimas como superoxido dismutase e
catalase, responsaveis pela dismutacdo de Oz~ e H202, respectivamente. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a relagdo entre o efeito de herbicidas com
diferentes modos de acdo e as respostas das isoenzimas de superoxido
dismutase (SOD) na bactéria Escherichia coli K-12. Assim, foram utilizados os
herbicidas 2,4-D, atrazina e paraquat, e linhagens mutantes de E. coli K-12
nocauteadas para os genes codificantes das enzimas Mn-SOD (sodA) e Fe-SOD
(sodB). Os herbicidas mostraram-se capazes de promover o desequilibrio do
potencial redox, aumentando a produgdo de H202 e malondialdeido (MDA), acima
das taxas observadas nos controles e de forma distinta entre as linhagens.
Expostas ao paraquat, o qual origina ciclismo redox in vivo, as linhagens de E. coli
wt e AsodB apresentaram aumento na producao de H202, além de aumento na
atividade de Mn-SOD, provavelmente como consequéncia da ativagao do SoxR, o
qual promove a transcricdo do gene sodA. Em AsodA, os indices de toxicidade
com o paraquat ndo foram maiores que o controle, indicando uma possivel
regulacdo da expressdo da enzima Fe-SOD pelo fator transcricional OxyR.
Nossos resultados indicaram que a delecdo dos genes codificantes para SOD
provocaram padrdes nas respostas antioxidativas, de acordo com os tempos
testados, independentemente dos herbicidas. Para AsodB, os danos foram
menores no tempo de 9h; ja em AsodA, os danos foram menores no tempo de 5h,
demonstrando a importancia do papel destes genes na defesa contra o estresse
oxidativo em diferentes fases de crescimento. As respostas celulares
demonstraram que, apesar dos indices de toxicidade observados, as linhagens
foram capazes de crescer em taxas préximas as verificadas no controle, incluindo
ainda um aumento do valor adaptativo em AsodA, o que indica uma plasticidade
ampla de respostas e um potencial de adaptacdo rapida. Ampliando esta
hipétese, considerando um ambiente contendo uma molécula toxica, e uma
bactéria que possua um sistema polimérfico para SOD, caso ocorra uma mutacao
no gene para uma de suas isoformas, ela podera aumentar a viabilidade celular e
ainda manter uma enzima antioxidativa funcional. Sugere-se que E. coli K-12,
uma linhagem desenvolvida em laboratorio e provavelmente com baixa
capacidade de sobrevivéncia em ambiente natural, apresenta mecanismos de
tolerancia in vitro a herbicidas, mesmo sem selecdo prévia. Tal modelo de
plasticidade fenotipica poderia ser encontrado em outras bactérias de solo
agricola com alta rotatividade de culturas e intenso uso de herbicidas, podendo
causar um impacto consideravel na diversidade e funcionalidade desta microbiota.
Palavras chave: microbiologia ambiental, estresse oxidativo, superoxido
dismutase, peroxido, malondialdeido.



Abstract

Microorganisms are essential components in the maintenance of
biogeochemical cycles and ecosystems. In agricultural environments, continuous
use of herbicides to minimize the loss in productivity could damage growth inibition
of micro-organisms. One cause of this inhibition is increased production of ROS
(reactive oxygen species), such as superoxide radicals (O2 ~) and hydroxyl (OH")
and hydrogen peroxide (H202), causing oxidative stress. The magnitude of this
stress can be conditioned by the chemical group and mode of action of the
herbicide. The cell responses against ROS involve an increase in the expression
of enzymes such as superoxide dismutase and catalase, responsible for the
dismutation of Oz~ and H202, respectively. The objective of this study was to
evaluate the relationship between the effect of herbicides with different modes of
action and answers of superoxide dismutase (SOD) isoenzymes in the bacterium
Escherichia coli K-12 bacteria. For this, 2,4-D, paraquat and atrazine herbicides
were used, and knockout strains of E. coli K-12 strains carrying mutations in the
gene encoding Mn-SOD (sodA) and Fe-SOD (sodB). Herbicides were shown to
be capable of promoting the imbalance of redox potential, increasing the
production of H202 and malondialdehyde (MDA) above the rates observed in
controls and differently between strains. Exposed to paraquat, which indices in
vivo redox cycling, strains of E. coli wt and AsodB showed increased production of
H202, and increase in the Mn-SOD activity, probably as a result from activation of
the SoxR, which promotes the transcription of the gene sodA. In AsodA, the
toxicity rates with paraquat were not higher than the control, indicating a possible
regulation of the Fe-SOD expression by OxyR transcriptional factor. Our results
indicated that deletion of genes encoding SOD enzymes originated patterns of
antioxidative responses, according to the tested periods of time, regardless the
herbicides. To AsodB, the damage was minor in time 9pm; but in AsodA, the
damage was minor in time 5pm, demonstrating the important role of these genes
in the defense against oxidative stress in different stages of growth. Cellular
responses demonstrated despite the observed toxicity indices, the strains were
able to grow at rates close to those verified in control, including an increase in the
fitness value in AsodA, which indicates a wide plasticity of responses, and a
potential for a quick fitting of E. coli K-12. Extending this hypothesis, considering
an environment containing a toxic molecule, such as an herbicide, and a
bacterium having a polymorphic system for SOD, if a mutation appears in a gene
coding for isoforms, it may show an increase in cell viability and still maintain a
functional antioxidative enzyme. We suggest that E. coli K-12, a strain created in a
laboratory, and with probably low survivability in a natural environment, developed
mechanisms of in vitro herbicide tolerance, even without previous selection. This
phenotypic plasticity model might be found in other bacteria of agricultural land,
with high turnover of cultures and intense use of herbicides, which could cause a
considerable impact on the diversity and functionality of soil microbiota.

Key words: environmental microbiology, oxidative stress, superoxide dismutase,
peroxide, malondialdehyde.
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1. INTRODUCAO

A parte viva e mais ativa da matéria organica do solo é constituida, em sua
maioria, pelos microrganismos, que sdo responsaveis pela capacidade produtiva
agricola dos solos e pela manutencdo do equilibrio destes ecossistemas.

Além da microbiota, fazem parte do componente do solo os insumos
aplicados para uma maior eficiéncia na capacidade de producdo. As elevadas
perdas de produtividade ligadas a interferéncia de plantas daninhas, assim como
a inexisténcia de alternativas de igual eficicia para a solugcdo deste problema,
fazem o uso de herbicidas uma pratica essencial e generalizada.

Porém o manejo associado a utilizacdo de herbicidas pode alterar a
funcionalidade da microbiota, j& que podem permanecer no ambiente e atingir
organismos ndo alvo. Altera¢des na estrutura quimica podem interferir no grau de
toxicidade dos herbicidas frente a diferentes sistemas metabalicos.

Vias de transducdo de sinal que detectam alteraces nos niveis de
oxidantes evoluiram em bactérias em resposta ao contato com herbicidas e ao
consequente estresse oxidativo gerado, de modo a modular a expressao génica
antes que danos extensos ocorram.

Neste cenario, as enzimas antioxidantes sao pecas chaves, sendo
caracterizadas pela especificidade e catélise de reacfes com reconhecida
eficiéncia.

A Escherichia coli é considerada um organismo modelo para varios
sistemas genéticos e fisioldgicos, e tem sido muito utilizada em estudos para
determinar efeitos toxicos de xenobidticos.

Com o objetivo de melhorar a compreenséo de respostas antioxidativas
em bactérias, este estudo avaliou os efeitos de herbicidas com diferentes modos
de acdo, usando como modelo, mutantes deficientes para producdo de

isoenzimas de SOD em Escherichia coli K-12.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia da microbiota de solo

Os microrganismos apresentam uma grande diversidade genética e tém
sido cada vez mais associados a qualidade ambiental, tanto por seu papel
fundamental na manutencdo dos ecossistemas como pela sensibilidade a
variacdes nos fatores que compdem os ambientes (VIBHA E NEELAM, 2012).

No solo, por exemplo, 0s microrganismos S80 responsaveis por processos
como: ciclagem de nutrientes, decomposicdo e sintese da matéria organica,
estruturacdo do solo, transformacgBes bioquimicas especificas (nitrificacéo,
desnitrificacdo, oxidacdo e reducdo do enxofre), fixagdo bioldgica do nitrogénio,
acdo antagbnica aos patégenos, producdo de substancias promotoras ou
inibidoras de crescimento, biorremediacdo de poluentes. Esses organismos
podem também apresentar alto valor biotecnoldgico, participando na producéo de
farmacos, corantes, enzimas e acidos organicos, entre muitos outros produtos
inexplorados (SIQUEIRA et al., 1994).

Em ambientes onde h& baixa reposicdo de residuos vegetais e baixa
disponibilidade de nutrientes, a importancia dos microrganismos € destacada, pois
h& a necessidade de ciclagem dos nutrientes que estdo retidos principalmente na
serapilheira (VILLELA, 1997). Varios nutrientes, incluindo nitrogénio e fésforo, séo
frequentemente limitantes do desenvolvimento vegetal (VITOUSEK et al, 2010), o
que da uma dimensdo da alta dependéncia desse ambiente aos processos
microbiolégicos como, por exemplo, a fixacdo bioldégica de nitrogénio e a
solubilizag&o de fosfatos.

Bactérias e fungos respondem por cerca de 90% da atividade microbiana
do solo. Como a biomassa dos microrganismos é reciclada cerca de 10 vezes
mais rapido que o restante da fracdo organica morta do solo, tem-se que a
quantidade de nutrientes presentes nas células da microbiota € muito significativa
perante a ciclagem de nutrientes em todo o ecossistema (SILVEIRA E FREITAS,
2007).
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Em condi¢des ideais, a microbiota do solo permite que os nutrientes sejam
gradualmente liberados para a nutricdo das plantas, sem perdas por lixiviag&ao.
Em ecossistemas climax, a microbiota encontra-se em equilibrio com o solo,
mantendo assim a sua biodiversidade. Portanto o envolvimento nestes processos
vitais do ecossistema edafico explica a essencialidade da microbiota na
determinacao da qualidade do solo e, consequentemente, na producéo agricola e

saude ambiental.

2.2 Herbicidas

Herbicidas sdo compostos organicos sintetizados utilizados na agricultura
para controlar gramineas, as quais competem com as culturas agricolas por agua,
luz e nutrientes, ocasionando perdas de produtividade (JAVARONI et al., 1999;
NEGRISOLI et al.,, 2004). Os primeiros relatos da utilizacdo de substancias
quimicas para o manejo de plantas daninhas se deram por volta de 1908,
pesquisadores como Bolley, Bonnet e Schulz usaram sais de cobre e depois acido
sulfurico para o controle de plantas daninhas em cereais (ZIMDHAL, 1993).

O marco do controle quimico moderno ocorreu, no entanto, em 1941, com
a sintese do acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (POKORNY, 1941). Durante a
Segunda Guerra Mundial foram descobertas as propriedades dos derivados dos
acidos fenoxiacéticos sobre o crescimento de plantas. Apenas ap6s o fim da
guerra foi feito o anuncio publico da acdo do 2,4-D como herbicida que causava
morte diferenciada de plantas (HAMMER E TUKEY, 1944; MARTH E MITCHELL,
1944). Posteriormente, foi descrito o primeiro herbicida (monuron) que nao era
derivado dos &cidos fendxicos (BUCHA E TODD, 1951). Iniciava-se, entdo, nas
décadas de 50 e 60, as praticas modernas de baixas doses de herbicidas
organicos sintéticos para o controle seletivo de plantas daninhas.

Os pesticidas surgiram como uma solugcdo para o aumento da
produtividade agricola, porém seu uso continuo, e muitas vezes irregular, levou a
contaminagao de alimentos e ambientes naturais de forma persistente (FLORES
et al., 2004; ANNIBELLI, 2004). Herbicidas possuem certo grau de toxicidade para
o homem e para outras espécies de plantas e animais (WILHELMS et al., 2006;
CHEVRIER et al., 2011; CRAGIN et al., 2011). Problemas associados ao
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comportamento ambiental desses compostos também existem. Embora nenhum
herbicida permaneca indefinidamente no ambiente, em alguns casos eles podem
apresentar persisténcia por um periodo de tempo suficiente para limitar ou injuriar
o desenvolvimento de espécies cultivadas em rotacdo (KRAEMER et al., 2009).
Estima-se que apenas 0,1% de pesticidas atinjam o alvo; o restante fica no
ambiente, podendo causar a contaminagdo de solo e cursos d'agua, ar e
desequilibrios biolégicos e ecolégicos (SHARMA et al., 2010; JARDIM et al.,
2009). Atualmente, sabe-se que a magnitude da toxicidade dos xenobidticos pode
estar relacionada a constituicdo quimica, além disto, a falta de especificidade
destes compostos caracteriza um risco para 0s organismos nao alvos, os quais

sofrem as consequéncias da exposi¢cao continua.

2.3 Impactos de herbicidas sobre comunidades microbianas

Além da contaminacdo ambiental, herbicidas podem provocar alteracdes
nos nutrientes presentes no solo, consequentemente alterando o metabolismo e a
diversidade genética de comunidades microbianas (SANINO E GIANFREDA,
2001). Isso pode ocorrer porque alguns microrganismos podem ser reprimidos
enguanto outros podem proliferar nos nichos ecoldgicos tornados vagos pela acao
dos herbicidas. Por sua vez, sucessfes nas comunidades microbianas véao
ocorrer e, consequentemente, as atividades também serao alteradas.

Toda e qualquer interferéncia do homem sobre o ecossistema, sobretudo
tendo em vista a adicdo de xenobidticos, resulta na quebra do equilibrio e
importantes alteracdes na microbiota podem ocorrer, tanto em nivel de
comunidade como em nivel de individuo.

Os efeitos de herbicidas sobre os microrganismos do solo tém sido
geralmente relatados como temporarios, especialmente em relacdo a biomassa
microbiana do solo (WARDLE E PARKINSON, 1990) ou ao cultivo em laboratorio
(WACHOWSKA E BANASZKIEWICZ, 1999). No entanto, o uso de técnicas
baseadas na extracdo direta e andlise de acidos nucléicos provenientes de
amostras ambientais, tém demonstrado que o impacto sobre a comunidade
microbiana pode ser expressivo. Em um trabalho de EI|I Fantroussi e

colaboradores, (2000) por meio de DGGE, os efeitos deletérios apods 10 anos de
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aplicacdo de herbicida do grupo fenil-uréia (linuron) sobre os microrganismos de
solo, foram demonstrados. Estes autores concluiram que o efeito negativo da
aplicacao de linuron se deu mais intensamente sobre bactérias ndo cultivaveis,
agrupadas em uma divisdo chamada Acidobacterium. Esta divisdo é formada por
bactérias verséateis na transformacao e utilizacdo de substratos organicos (SMIT
et al., 2001).

O uso repetido de herbicidas do mesmo grupo quimico por extensos
periodos, sem considerar os intervalos requeridos para a devida recuperacédo da
funcionalidade da microbiota do solo, pode desencadear alteragbes de dificil
reversibilidade (WARDLE et al.,1994). Estudos “in vitro” revelam que a maioria
dos herbicidas, quando utilizados em altas concentracdes, sdo potencialmente
toéxicos para os microrganismos (HUNGRIA et al.,, 1997). Uma das alteracdes
citadas € o acumulo de espécies reativas de oxigénio e 0 consequente estresse
oxidativo gerado nos microrganismos (LU et al., 2004; OLCHANHESKI et al.,
2014; PETERS et al.,2014 ; MARTINS et al.,, 2011a). Estas consideracdes
enfatizam a necessidade de gerar informacdo especifica para os distintos

herbicidas.

2.4 Estresse oxidativo e sistemas antioxidativos

Na formagédo da atmosfera terrestre o acumulo de oxigénio molecular
proporcionou a evolucdo de organismos aerébios. Estes utilizam o O2 como
aceptor final de elétrons, pois permite elevada producdo de energia na respiracao,
em consequéncia de seu alto potencial eletroquimico (ANBAR, 2008). Entretanto,
devido a sua configuracao eletrénica, o oxigénio pode sofrer reducdes parciais e
levar a formacédo de radicais livres, os quais sdo denominados (ERO).

ERO é um termo bastante amplo que abrange ndo somente radicais de
oxigénio como radical hidroxila (OH-), 6xido nitrico (NOe¢) e radical superoxido
(O2™), mas também derivados do oxigénio que ndo sdo radicais, como peréxido
de hidrogénio (H202), acido hipocloroso (HOCI), ozdnio (O3) e oxigénio singleto
(*02) (IMLAY, 2013).

Em geral, deve-se notar que a geracao intracelular de ERO, em niveis

compativeis com um estado fisiologico considerado normal, tem um papel vital,
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uma vez que essas espécies atuam na regulacdo da sinalizagdo celular e na
expresséo génica (BERRA et al., 2006).

Evolutivamente, foram selecionadas varias estratégias antioxidantes para
as células combaterem a toxicidade das ERO. Os agentes considerados como
antioxidantes compreendem: enzimas que removem radicais e espécies reativas,
como por ex., as enzimas superoxido dismutase, glutationa redutase, peroxidases
e catalases; proteinas que minimizam a disponibilidade de pro-oxidantes, tais
como ions ferro e ions cobre, como por ex., as transferrinas, ferritinas e
metalotioneinas; moléculas de baixo peso molecular que possuem a capacidade
de captar ERO via auto-oxidacdo, como por ex., glutationa e aquelas que
possuem grupo tiol (SH), ou vitaminas como a-tocoferol, acido ascoérbico e [3-
caroteno (IMLAY, 2013).

Apesar da existéncia desses agentes e mecanismos antioxidantes, quando
a formacdo de ERO excede a capacidade antioxidante celular, pode haver a
geracdo de uma condicdo conhecida como estresse oxidativo, cujos resultados
podem ser bastante danosos as células (MAHALINGAM E FEDEROFF, 2003;
IMLAY, 2013).

Essa condicdo pode variar bastante entre organismos, uma vez que a
capacidade antioxidante das células pode ser bastante diversificada. Os danos
celulares envolvem o comprometimento de biomoléculas como proteinas, lipidios
de membrana e o DNA (NETZER et al., 2009; VEAI E DAY, 2011; GRANT, 2011).

2.4 Espécies reativas de oxigénio

2.4.1. Radical Superoéxido, Peréxido de Hidrogénio e Radical Hidroxila

O 027, 0 H202 e 0 OH- sdo reconhecidos como elementos centrais na
caracterizagcao do estado de estresse oxidativo causado por herbicidas.

O 02 é formado pela reducédo da molécula de oxigénio, por um Uunico
elétron: O2 + e- —» O2". Em organismos que fazem respiracado aerdbia, o O2 age
como molécula aceitadora de elétrons, sendo reduzido a H20. No entanto, sob
determinadas condi¢cdes, o Oz aceita apenas um elétron, formando o O2"
(HALLIWELL E GUTTERIDGE, 2007).
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O Oz é mais polar que o Oz, ndo atravessando membranas facilmente. Em
bactérias, ocorre a formacdo de O2" em pequenas quantidades, proveniente
principalmente da cadeia transportadora de elétrons (IMLAY, 2008). Os principais
danos causados pelo O2" em sistemas bioldgicos séo a destruicdo de centros
metélicos de proteinas, como a catalase e a glutationa peroxidase; oxidacdo de
cadeias laterais de aminoacidos; e a formagdo de outras espécies oxidativas,
como o OH- (DUBBS E MONGKOLSUK,2007). Esta molécula pode participar de
reacdes na célula, formando outros radicais; bem como, ser convertida
enzimaticamente a H202.

O H202 é uma molécula relativamente apolar, podendo atravessar
membranas por difusdo simples. Esta ERO ndo € por si s6, muito reativa, e
também participa como precursor direto do radical hidroxila, pois reage
localmente com ions metalicos como o ferro (1) e o cobre () através da reacao de
Fenton (Equacdo 1) (MESSNER E IMLAY, 1999). O principal problema da
presenca do H202 € a capacidade de oxidar proteinas que apresentam residuos
de metionina e cisteina, ou grupos tiol muito reativos.

Na reacdo de Fenton (Equacdo 1) o H20:2 sofre fissédo eletrolitica com a
aquisicdo de um elétron do Fe?*, que é oxidado a Fe®" enquanto a H202 é
reduzido gerando um anion hidroxil e um radical hidroxila. Na etapa seguinte, Fe3*
é reduzido a Fe?* por aceitar elétrons do anion O2", sendo oxidado para O2. A
reacdo do ciclo de Haber-Weiss (Equacdo 1) € a unido da reacdo de Fenton
(Equagdo 1) com a reagdo entre superéxido e um Fe®*. Quando essas duas

reacoes estdo acopladas forma-se um ciclo (CORNELIS et al., 2011).

(Equagéo 1): Hz0z + Fe?"— Fe3"+OH-+ OH-
Oz + Fe¥ — Oz + Fe?*
(Equagdo 2): H202 + O2"— O2+OH+ OH-

Os metais de transicdo mais importantes para a ocorréncia dessa reagao
sdo Cu'* e Fe?*. Nesse sistema, a importancia do ferro € mais pronunciada devido
a sua maior biodisponibilidade e na maior parte do tempo ele encontra-se
complexado com proteinas de transporte (ex. transferrina), e armazenamento (ex.
ferritina e hemosiderina) (CORNELIS et al., 2011).
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O produto final desta reacdo, o OH- €, dentre as espécies reativas a que
possui maior capacidade de causar danos, por exemplo, se a hidroxila for
produzida préximo ao DNA e a este DNA estiver fixado um metal, poderao ocorrer
modificagdes de bases purinicas e pirimidinicas, levando a inativagao ou mutagao
do DNA. Além disso, a hidroxila pode inativar varias proteinas (enzimas e
membrana celular), ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto (-
SS). Também pode iniciar a oxidagdo dos acidos graxos polinsaturados das
membranas celulares (lipoperoxidag¢ao) (FERREIRA E MATSUBARA, 1997).

2.5 Enzimas antioxidativas

2.5.1 Superdxido dismutase

A enzima superoxido dismutase (SOD) € considerada a primeira linha de
defesa contra as ERO, por ser responsavel pela catalise da dismutacdo do O2™,
que € a primeira espécie a ser formada pela reducédo do Oz por um Unico elétron,
e também a mais abundante em sistemas aerdbicos.

E responséavel pela conversdo do O2" em H202 e oxigénio molecular

(Equacéo 3).

(Equacéo 3) 202"+ H* & H202 + O2

A principal importancia da SOD se da por ser considerada a Unica enzima
cuja atividade controla a concentracdo de O2* e H202, os dois substratos da
reacdo de Haber-Weiss e Fenton (Equacdo 1) que origina os radicais OH- e
provavelmente por isso, as SOD representam o mecanismo de defesa central dos
organismos vivos (RYAN et al., 2010).

A producéo de O2" enddgeno depende de mudangas no metabolismo geral
e do ambiente. Esta enzima foi descoberta acidentalmente (MCCORD et ai.,
1971), e por um periodo a sua funcdo foi controversa. No entanto, Hassan e
Fridovich determinaram que a isoenzima Mn-SOD de E. coli foi fortemente

induzida quando as células foram expostas a drogas que provocam ciclismo redox
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em meio aerdbio, uma combinacdo que gera Oz dentro das células (HASSAN E
FRIDOVICH, 1978).

2.5.2 Catalase

A dismutacédo do Oz, feita pela SOD, da origem a espécie reativa H202. A
funcdo mais importante da catalase (CAT) é impedir a formacao do radical
hidroxila, e devido a ampla distribuicdo e capacidade de degradar rapidamente o
H202, foi levantada a importancia desta enzima para a sobrevivéncia de
organismos aerobicos (IMLAY, 2008). Ela converte duas moléculas de H202 em

O:2 e duas moléculas de agua, pela transferéncia de dois elétrons (Equacao 4).

(Equagao 4) 2 H202 — O2 + 2H20

Porém, o modo de acédo das CAT depende da concentracdo de H202,
podendo ser peroxidativas e cataliticas. Em baixas concentrag¢des (< 1 uM) a CAT
atua com acgdes peroxidativas, e em elevadas concentracdes, atua rapidamente
de forma catalitica, formando H20 e O2 (Equacgao 4) (SCANDALIOS, 2005).

A formagdao do H202 desencadeia a segunda resposta adaptativa do
sistema antioxidante, que é controlada pelo fator transcricional OxyR. Este, ativa
proteinas relacionadas as mais diversas funcdes como manutencdo da
homeostase redox (glutationa-redutase), protecdo ao DNA (Dps: DNA-binding
protein) e defesa ao estresse oxidativo, ativando uma CAT, a enzima
hidroperoxidase (HPII) (IMLAY, 2013).

2.6 Regulagao Génica

Para a modulagao das respostas antioxidativas enzimaticas de SOD e CAT
existem fatores transcriscionais que reconhecem o estresse e modulam a
expressao génica nestas situagdes. Os seus principais sistemas de regulagédo séo

os regulons SoxRS, OxyR e Fur.
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2.6.1 Regulon SoxRS

SoxR e SoxS constituem um sistema de respostas de sinal intracelular que
rapidamente detecta alteracBes nos niveis de O2" e modula a expressao de
genes. Pensava-se que a ativacao do regulon SoxRS formava uma defesa contra
O2". No entanto, atualmente, sabe-se que a funcdo critica da SoxRS é na
protecdo contra agentes redox-ciclismo (DIETRICH E KILEY, 2011).

Estes compostos sao libertados por plantas e bactérias como dispositivos
para inibir o crescimento de outros organismos (PAIVA et al., 2003; INBARAJ E
CHIGNELL, 2004). Por exemplo, plumbagina, uma naftoquinona, foi originalmente
isolada a partir da planta Plumbago (VAN DER VIJVER, 1972). Este composto &
um herbicida eficaz que permite a planta-mae dominar um habitat. Fenazinas séo
excretadas por bactérias, incluindo Pseudomonas, Streptomyces e Pantoea
agglomerans. Elas exercem efeitos tdéxicos em outras bactérias. Além disso,
violégenos feitos pelo homem, como o paraquat, também sdo compostos redox-
ciclismo, usados como herbicidas (DIETRICH E KILEY, 2011).

Estes compostos oxidam diretamente o cluster [2Fe-2S] de SoxR; quando
substratos respiratorios estdo presentes, os farmacos diminuem entdo a
transferéncia de elétrons para as quinonas da cadeia respiratoria. Ha entdo, a
reciclagem das drogas, permitindo-lhes continuar a oxidar tanto SoxR e outras
enzimas alvo na célula. Este comportamento pode elevar a formacdo de Oz
intracelular por ordens de grandeza acima da taxa normal (GU E IMLAY, 2011). A
ativacdo de SoxR estimula fortemente a transcricdo de um Unico gene, SoxS.
SoxS é, entdo produzido em grandes quantidades e, por sua vez, ativa
transcricdo dos genes do regulon soxRS. Além disto, a ligacdo de SoxS com o
DNA ou com a RNA polimerase protege-os da degradacao.

Quando o estresse oxidativo diminui, o SoxR oxidado é devolvido ao seu
estado reduzido por meio de sistemas de reducdo codificados por rseC e
rsxABCDGE, os produtos do gene rsx e rseC constituem os sistemas redutores
primarios para SoxR em E. coli (KOO et ai.,, 2003). A protedlise degrada
rapidamente a proteina SoxS existente, acabando com esta resposta (GRIFFITH
et al., 2004). O regulon SoxRS consiste de pelo menos 14 genes envolvidos em

fungbes que eliminam a causa do estresse oxidativo (GU E IMLAY, 2011).
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2.6.2 Regulon OxyR

OxyR é um regulador transcricional sensivel a H202 (KULLIK et al., 1995).
Esta proteina atua, principalmente, sob condi¢gdes oxidantes por meio da
interacdo direta da subunidade alfa da RNA polimerase (MONGKOLSUK, 2012).
O gene oxyR codifica uma proteina com dupla fungdo, que age como sensor de
estresse causado por peroxidos e como ativador de transcrigao do regulon OxyR.

Sua ativacao inicia-se, na presenga de H202, com a oxidagao do residuo
(SH) da cisteina sensora a acido sulfénico (-SOH), em seguida ocorre uma rapida
formacdo da ponte dissulfeto intramolecular com a cisteina de resolugéo (SH).
Isso resulta numa mudanga na sua conformagao, o que permite a interagcao de
OxyR com a RNA polimerase. O regulador OxyR oxidado volta a sua forma
reduzida por intermédio de um doador de elétrons, como a glutationa redutase.
(ZHENG, 2000; MONGKOLSUK,2012).

O regulon OxyR, em E. coli, inclui genes envolvidos no metabolismo e
protecdo contra peréxidos (katG, ahpC, ahpF, dps), no balango redox (gor, grxA,
trxC) e reguladores importantes como o fur. A hidroperoxidase codificada por katG
e as duas subunidades da alquil-peroxido redutase (codificadas pelo operon
ahpCF) protegem contra os efeitos toxicos do H202, por meio da eliminacéo direta
deste oxidante. A indugéo da glutationa redutase (gorA), da glutarredoxina (grxA),
e da tiorredoxina (trxC), ajuda na manutenc¢ao do balanco celular de tiol-dissulfeto.
A proteina Dps, que se liga ao DNA de maneira ndo especifica, protege contra o

dano ao DNA e mutagao.

2.6.3 Regulon Fur

A homeostase de ferro e a resposta ao estresse oxidativo sdo conectadas
por meio de interagdes regulatérias. Em E.coli, o controle do metabolismo de ferro
€ parte integrante da resposta de defesa a antioxidante, e o gene fur (ferric uptake
regulator) é regulado tanto por OxyR como por SoxRS (ZHENG et al., 1999).

O ferro é um elemento essencial para o desenvolvimento celular, mas que

também pode ser toxico ja que o ferro intracelular é oxidado por H202 gerando
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radical hidroxila por meio da reacdo de Fenton (Equacédo 1). Por isso, 0 controle
homeostéatico dos niveis de ferro livre é importante para se diminuir o estresse
oxidativo (CORNELIS et al., 2011).

A proteina Fur age como um repressor da transcricdo de mais de 90 genes
envolvidos, em sua maioria, na homeostase do ferro. Fur atua como um repressor
ativo na presenca de ions ferrosos (Fe?*), o Fe?* se liga a proteina Fur. Esta
interacdo conduz a uma modificacdo estrutural permitindo que este complexo se
ligue ao DNA inibindo a transcricdo do mRNA. (CHEN et al., 2007; BERTRAND,
2014).

Fur & encontrada em um nivel de 5.000 cépias em E. coli durante o
crescimento exponencial e pode chegar a até 10.000 copias na fase estacionaria.
Este nimero elevado de proteina Fur € essencial para a E. coli durante o seu
desenvolvimento. Fur pode estar envolvido em uma regulagdo positiva de varios
genes de E. coli (fntA, bfr, acnA, fumA, sdh, sodB). E. coli utiliza um sistema
inversor mediado por um pequeno RNA denominado RhyB. RhyB é um sRNA de
90 nucleotideos de comprimento que é regulada pelo fator de transcricdo Fur,
entdo € expresso em baixa concentracdo de ferro (BERTRAND, 2014).

Na deficiéncia de ferro, Fur-Fe?* ndo pode ser formada e a transcricdo de
RyhB é desreprimida. RyhB é expresso no ambiente intracelular e pode se ligar
ao mMRNA de sodB que contém uma sequéncia alvo do RyhB. Uma vez que RyhB
se liga ao RNAm de sodB, enzimas degradadoras, tais como RNaseE e RNase llI,
séo recrutadas e o novo complexo formado é metabolizado. Para que isto ocorra
a proteina Hfg é essencial, intermediando a interacdo entre RyhB e RNase. No
entanto, se a concentracéo de ferro é elevada o suficiente, o complexo Fur-Fe?* é
formado, o que pode inibir a transcricdo RyhB. O gene sodB nao € reprimido e
pode ser sintetizado (OGLESBY-SHERROUSE E MURPHY, 2013).

2.7 Modelo de estudo: Escherichia coli
Organismos modelo possuem o genoma sequenciado e muitos genes
conhecidos. Linhagens de E. coli séo utilizadas em estudos de transmissibilidade

de genes em tecnologias do DNA recombinante (WILLIAMS et al., 2009). Tém

sido muito utilizadas para determinar os efeitos téxicos de xenobidticos
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(BOTELHO et al., 2012), e sdo um modelo importante no estudo de enzimas do
sistema antioxidante.

Durante estresse oxidativo, a bactéria E. coli apresenta duas vias de
respostas bem caracterizadas, sendo uma em combate ao O2", e outra induzida
na presengca de H202 (LUSHCHAK, 2011). Em ambos os casos, €& possivel
reconhecer enzimas chaves dos processos.

A regulacdo dos niveis de O2" intracelular é realizado pela enzima SOD,
qgue pode ser encontrada na forma de 3 isoenzimas, as quais sao diferenciadas
pelo cofator e localizagcdo celular. Duas destas isoenzimas tem atividade no
citosol e sdo elas a Mn-SOD, codificada pelo gene sodA e sob controle
principalmente de SoxR, sua sintese portanto; e a Fe-SOD, codificada pelo gene
sodB, controlada pela proteina Fur, esta isoenzima ndo depende das condicbes
do crescimento bacteriano sendo produzida constitutivamente de forma basal
(TOUATI, 2000). A terceira isoenzima tem atividade no periplasma da célula e é
denominada Cu/Zn-SOD, expressa pelo gene sodC, o qual é regulado pelo
regulon RpoS. Devido a sua carga negativa, o O2" € incapaz de penetrar
membranas, a SOD periplasmatica associada a membrana tem sido proposta
como provavel defensora da célula contra Oz de origem exdgena (KEITH E
VALVANO, 2007).

A producdo de cada uma das isoenzimas é acoplada por meio de
reguladores de transcricdo globais, ja descritos, para a expressao de uma série
de genes relacionados as condicfes ambientais especificas. Assim, qualquer
alteracdo no ambiente é refletida por uma mudanca nesta defesa basica contra o
estresse.

A regulagao do produto gerado pela SOD é controlada em E. coli por dois
grupos, sendo as catalases-peroxidases, compostas pelas hidroperoxidases (HP)
e as peroxidases, as quais sdo dependentes de um cofator para degradacao do
H202, representadas pela alquil-peroxidase (ahpC). A HPI, codificada pelo gene
katG, é expressa sob condicOes aerdbicas e anaerobicas, esta sob regulacdo do
fator transcricional OxyR e sua sintese € induzida quando as células sdo expostas
a concentracdes subletais de H202 (TRIGGS-RAINE et al., 1988).

Ja4 a HPIl apresenta maior atividade durante a fase estacionaria e em
culturas aerdbicas (LOEWEN et al., 1996), pois seu controle é realizado pelo fator
sigma rpoS (IVANOVA et al., 1994).
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2.8 Herbicidas estudados

2.8.1 Paraquat

O paraquat (1,1'-dimetil-4,4'-bipiridina-dicloreto) pertence ao grupo quimico
dos bipiridilio. Sua férmula molecular é Ci2H14N2Cl2. E sua formula estrutural é
exposta na Fig. 1. E um dos herbicidas mais amplamente utilizados e sua
aplicacado foi aprovada pelas autoridades de cerca de 90 paises. O principal
fabricante do paraquat € a Syngenta que desenvolveu esse ingrediente ativo no
inicio da década de 1960, com o nome comercial de Gramoxone 200.

Paraquat é um herbicida nédo seletivo de amplo espectro, sendo mais utilizado
para dessecacao pré-colheita. A aplicacdo é realizada na pos-emergéncia das
plantas infestantes nas culturas de abacaxi, algodao, arroz, banana, batata, café,
cana-de-aguUcar, citros, couve, feijao, maca, milho, seringueira, soja, trigo e uva e
como dessecante da cultura de algodao, arroz, batata, cana-de-agucar, milho e
soja (CATUNDA et al., 2005).

cl cl \

Figura 1: Férmula estrutural da molécula do Paraquat

Em plantas seu sitio de acdo (captura de elétrons) esta proximo da
ferredoxina no fotossistema |. Devido ao alto potencial redutor, este herbicida
possui a capacidade de captar elétrons provenientes do fotossistema |, néo

havendo producdo de NADPH+. Os elétrons livres do fotossistema | reagem com
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0 paraquat resultando em uma forma de radical livre. O oxigénio rapidamente
reconverte esse radical a forma original de paraquat, e nesse processo produz
02", altamente reativo, que ataca os acidos graxos insaturados das membranas,
rapidamente abrindo e desidratando as membranas e tecidos das células. Assim
sendo, na presenca de oxigénio e de fornecimento continuo de elétrons, havera
um ciclo de oxidacdes e reducgdes, com producdo continua de Oz, até que o
suprimento de elétrons livres cesse (FUKUSHIMA et al., 2002).

Poucas horas apdés a aplicacdo desses herbicidas, na presenca de luz,
verifica-se severa injaria nas folhas das plantas tratadas (necrose do limbo foliar),
0 uso do herbicida proporciona quantidades de clorofila e carotendides menores
gue aqueles das plantas controle, sendo visiveis 0s sintomas de clorose intensa e
necrose dos tecidos ainda nos primeiros dias apds a aplicacdo (CATUNDA et al.,
2005).

2.8.2 Acido (2,4-diclorofenoxi) acético

O herbicida 2,4-D [acido (2,4-diclorofenoxi) acético] (Fig. 2) foi o primeiro
produto seletivo a gramineas sintetizado pela industria para controle de plantas
daninhas (OLIVEIRA JUNIOR, 2001). E recomendado para pastagens, gramados
e culturas gramineas (arroz, cana-de-acutcar, milho, trigo, etc.). E um herbicida
auxinico, que induz mudancas metabdlicas e bioguimicas em plantas

dicotiledbneas sensiveis, podendo leva-las a morte.

Cl

Cl
OH

Figura 2: Formula estrutural da molécula do 2,4-D acido (2,4-diclorofenoxi) acético.
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Sua atividade fitotoxica decorre do desequilibrio hormonal que promove
nas ceélulas e o consequente crescimento desordenado do tecido (URSIN E
BRADFORD, 1989; AHRENS, 1994), pois atua de forma semelhante a auxinas,
como IAA (&cido indolacético).

O metabolismo de &cidos nucléicos e o0s aspectos metabdlicos da
plasticidade da parede celular sdo seriamente afetados. Também provoca
mutacdes, induz a formacéo de radicais livres e apoptose. Além disso, causa
desdiferenciacao das atividades meristematicas de células maduras e inibicdo da
divisdo celular de células jovens (THILL, 2003). Tais anomalias alteram o ritmo
normal de crescimento da plantula, provocando sua morte (NASCIMENTO E
YAMASHITA, 2009).

2.8.3 Atrazina

O herbicida atrazina (Fig. 3) amplamente utilizado no controle de ervas-
daninhas nas culturas de milho, cana de aguUcar e sorgo, pertence ao grupo
quimico das clorotriazinas.

Seu mecanismo de acdo é a inibicdo da fotossintese através do bloqueio
de fluxo de elétrons no fotossistema Il (FSII) entre as quinonas Qa e Qb. Muitos
herbicidas inibidores do fotossistema Il (derivados das triazinas e das uréias
substituidas) se ligam a proteina D-1 no sitio onde se prende a plastoquinona Qb.

Cl
HIJ%N CH,
H,C” N "7I\|~llfl\f:ﬂ3

Figura 3: Férmula estrutural da molécula da atrazina.

Esses herbicidas competem com a plastoquinona Qb parcialmente
reduzida (QbH) pelo sitio na proteina D-1, ocasionando a saida da plastoquinona
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e interrompendo o fluxo de elétrons entre os fotossistemas. Além da competicao
em si pelo sitio na proteina, os herbicidas apresentam maior tempo de residéncia
do que a plastoquinona “Qb”, o que aumenta o seu efeito inibitorio
(RUTHERFORD, 2001).

A morte das plantas ocorre por outros motivos além da falta de
carboidratos, em decorréncia da inibicdo da reacdo luminosa da fotossintese. As
plantas suscetiveis morrem mais rapidamente quando expostas a luz apos
pulverizadas do que quando pulverizadas e colocadas no escuro. Além da
fotoxidacdo da clorofila, provocando a clorose foliar, ocorrem rompimentos na
membrana citoplasmatica celular como consequéncia da peroxidacdo de lipidios

causada pela acéo dos radicais toxicos (clorofila triplet e oxigénio singlet).
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3. OBJETIVO GERAL
Avaliar as respostas de diferentes isoenzimas envolvidas na defesa contra
0 estresse oxidativo em bacterias, ndo selecionadas, submetidas ao efeito de
herbicidas com diferentes modos de agéo.
3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Avaliar os indices de danos causados em linhagens com mutac¢des para
0s genes codificantes das enzimas Mn-SOD (sodA) e Fe-SOD (sodB) da bactéria

Escherichia coli K-12 expostas aos herbicidas 2,4-D, atrazina e paraquat.

- Avaliar as respostas das isoenzimas de SOD ao estresse oxidativo

causado pelos aos herbicidas 2,4-D, atrazina e paraquat.

- Compreender aspectos do sistema de respostas de E. coli K-12 ao

estresse causado pelos herbicidas 2,4-D, paraquat e atrazina
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Linhagens bacterianas

Foram utilizadas as linhagens selvagem (wt — linhagem controle) da
bactéria Escherichia coli BW25133, derivada da linhagem K-12, e as mutantes
AsodA e AsodB, obtidas da “KEIO Knockout Collection” (Baba et al., 2006). Cada
uma das linhagens mutantes foram obtidas por meio de substituicdo dos genes
codificadores das isoenzimas Mn-SOD (sodA) e Fe-SOD (sodB) por um que
confere resisténcia a canamicina, utilizando o método “Red Swap” (Datsenko e
Wanner, 2000).

4.2 Herbicidas

Foram utilizados os herbicidas Gramoxone 200® (Syngenta), contendo o
principio ativo paraquat (1,1'-dimetil-4,4'-dipiridilio dicloro); Aminol 806® (Milenia
Agro Ciencias), com acido 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético); e Primdleo®
(Syngenta), contendo atrazina (6-cloro-N2-etiyl-N4-isopropil-1,3,5-triazina-2,4-

diamina).

4.3 Condicoes de crescimento bacteriano

O meio utilizado como controle foi: LB (Caldo Luria: 10 g L*! de triptona, 5 g
L' de extrato de levedura e 10 g L* de NaCl). Os tratamentos foram realizados
nos seguintes meios: PQ (LB com 0,185 mM de Gramoxone, 0 que equivale a 1 x
FR [dose de campo]), 2,4-D (LB com Aminol na concentragdo equivalente de
0,226 mM de 2,4-D) e ATZ (LB com 0,147 mM de Primoleo). As condi¢cdes de
crescimento foram a 37 °C em mesa agitadora orbital sob agitagcdo de 150 rpm.
Os ensaios foram realizados em volumes de 100 mL (250 mL- volume total do
frasco) em triplicata.

O pré-indéculo foi obtido pelo crescimento das linhagens em LB em fase log

de crescimento (obtido em aproximadamente 5 h de incubagéo). O pré-inéculo foi
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transferido para cada tratamento em uma D.O. (densidade Optica) inicial de 0,05,
a 600 nm. No inicio do crescimento bacteriano, 0 monitoramento ocorreu a cada
30 min e apds atingir a fase log a cada hora.As amostras foram diluidas sempre
que atingissem valores de aproximadamente 0,6 de D.O., para minimizar os erros
nas leituras, sendo que esses valores foram multiplicados pelos fatores de
diluicdo correspondentes.

Para o cultivo em meio sélido, foram retiradas aliquotas de 100 pL nos
tempos de 5h (meio da fase log) e 9h (fim da fase log). As amostras foram
diluidas até 107 e 108 e plaqueadas em LA (LB + &gar 15 g L) e incubadas a 37
°C. A contagem de unidades formadoras de colbnia (UFC) foi realizada em 12 h

de incubacéo.

4.4 Preparacdo das amostras para quantificacdo de peroxido de hidrogénio
e peroxidacéo lipidica

As culturas bacterianas foram obtidas conforme descritas no item 4.3. As
culturas foram centrifugadas a 8.000 g durante 5 min a 4 °C, sendo o
sobrenadante descartado e o precipitado macerado com nitrogénio liquido. As
amostras foram pesadas e 0,1g das mesmas foram congeladas para analises

posteriores.

4.5 Quantificacao de peréxido de hidrogénio

O H20:2 foi quantificado por meio da liberagdo de iodo, proveniente da
reagcao com 200 pyL de amostra (100mg de extrato proteico homogeneizadas com
1 mL de acido tricloroacético (TCA) 0,1% e centrifugado a 10.000 g por 15 min a 4
°C), 0,2 mL de tampéo fosfato de potassio (14,52 g L' de K2HPQ4, 2,26 g L' de
KH2PO4, pH 7,5) e 0,8 mL de iodeto de potassio 1M, mantida por 1 hora em gelo,
no escuro. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 390nm. Os

resultados foram expressos em umol/g de massa fresca.
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4.6 Peroxidacao lipidica

A peroxidagao lipidica foi determinada por meio da quantificacdo da
producdo de malondialdeido (MDA), metabdlito reativo ao TBA (acido 2-
tiobarbiturico) (HEALTH E PACKER, 1968, com modificagbes). De cada amostra
0,1 g foi homogeneizado com 1 mL de TCA 0,1% e centrifugada a 11.600 g por 5
min. Do sobrenadante, foi retirada uma aliquota de 0,25 mL e transferida para
outro tubo com 1 mL de solugdo contendo TCA 20% e TBA 0,5%. A mistura foi
colocada em banho-seco por 30 min a 95 °C, e resfriada em gelo por 10 min. As
amostras foram centrifugadas por 10 min. a 10000 g. As concentragées de MDA
foram monitoradas a 535 nm (todos os lipideos) e 600 nm (todos menos o MDA)
em espectrofotdmetro, e as suas concentragcées foram calculadas utilizando um
coeficiente de extingdo de 155 mMcm-'. A quantidade de MDA foi expressa em

pmol/g de massa fresca.

4.7 Analise do sistema antioxidante

4.7.1 Extracao de proteinas para analises de estresse oxidativo

O crescimento celular deu-se conforme o Item 4.3. As extragbes foram
realizadas nos tempos de 5h e 9h. Para a extragcdo das enzimas, as culturas
foram centrifugadas a 8.000 g durante 10 min. e o precipitado foi macerado com
nitrogénio liquido e homogeneizado (10:1 m/v) em 100 mM de tampé&o fosfato de
potassio (pH 7,5), contendo 1 mM EDTA (acido etilendiamino tetra-acético), 3 mM
DTT (Ditiotreitol), e 5% (m/v) polivinilpolipirrolidona (GOMES JUNIOR et al.,
2007), e mantidas a 4 °C. O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g durante
30 min., o sobrenadante foi separado em aliquotas de 300 pL e congelado para
posteriores analises enzimaticas. A concentragao de proteinas foi determinada
pelo método de Bradford (1976), utilizando BSA como padrdo. Os resultados

foram expressos em umol/g de massa fresca.
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4.7.2 Atividade de SOD por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE)

A eletroforese foi realizada em géis contendo 12% de poliacrilamida com
4% de gel de empilhamento. Quantidades iguais a 20 ug de proteina foram
aplicadas. Uma corrente de 15 mA gel foi aplicada durante 3 h, a 4 °C.

A atividade de SOD-PAGE foi realizada de acordo com Beauchamp e
Fridovich (1971) e modificado por Medici et al. (2004), no qual os géis foram
lavados em agua destilada e incubados no escuro, durante 30 min., em 50 mM
de tampéao fosfato de potassio (pH 7,8) contendo 1 mM EDTA, 0,005 mM de
riboflavina, 0,1 mM de nitroazul de tetrazélio e 0,03 mM de temed (N,N,N",N’-
tetrametiletilenodiamina). Os géis foram expostos a luz branca e imersos em

agua até a revelagao das bandas de SOD.

4.7.3 Atividade de CAT

A atividade de CAT foi determinada de acordo com Kraus et al. (1995). Em
uma solucéo contendo 1 mL de tampéao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e 2,5
ML H202 (solucdo 30%) a reacgao foi iniciada com a adigdo de 25 pL do extrato
proteico e a atividade determinada seguindo a decomposi¢do do H202. A
quantificacao foi realizada em espectrofotdmetro a 240 nm durante 1 min a 25°C.

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

4.8 Analise de saturacao de lipideos

As culturas, obtidas conforme descrito no item 4.3, foram centrifugadas a
8.000 g durante 5 min a 4°C. O precipitado foi lavado duas vezes com tampéo
PBS (8 g L' de NaCl, 0,2 g L' de KCI, 1,44 g L' de Na2HPOa4, 0,24 g L' de
KH2PO4) e liofilizado. A extragao de lipideos foi realizada como descrito por Bligh
e Dyer (1959), com modificagbes. Os lipideos de membrana foram analisados por
espectroscopia de infravermelho (FTIR - Fourier Transform Infrared Spectroscopy)
em transmitancia, nos comprimentos de onda de 400 a 4000 cm-' (utilizando 100
mg de KBr — Brometo de potassio).
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4.9 Analise in silico

Para ajudar a compreender as interagdes entre as enzimas envolvidas no
estresse oxidativo, utilizou-se o programa STRING 9.1 (Search Tool for the
Retrieval of Interacting Genes/Proteins), que tem como base um banco de dados
das associagdes funcionais que tenham sido pré-computadas derivadas de uma
ampla variedade de fontes, tais como dados experimentais de alto rendimento,
literatura, analises de genes co-expressos e previsdes computacionais.

Para este estudo, o banco de dados foi consultado usando “superoxide
dismutase” e optou-se por sodA e sodB, selecionando-se as interagdes
disponiveis para o E. coli K-12. As intera¢des foram delineadas com base em um
nivel de confianga médio (0,7 mais do que 50%). O agrupamento de moléculas
que partilham certo grau de similaridade, em termos de associagdo funcional, foi
obtido aplicando o algoritmo k-means clustering, que € baseado na matriz de

adjacéncia e descreve dados para um pré-definido numero de clusters.

4.10 Analises Estatisticas

Os dados relativos a quantificacdo de H202, quantificagdo de MDA,
viabilidade celular, crescimento bacteriano e atividade de CAT foram analisados
estatisticamente com trés repeticbes para cada tratamento e com delineamento
aleatdrio. A significancia das diferencas foi mensurada por meio de analise de
variancia (P>0.05). As anadlises foram feitas com R software versdo 3.0.1.,
seguindo o método de Duncan para as comparagdes entre tratamentos e também
para as comparacgdes entre horarios.

Para avaliar estatisticamente a saturacéo de lipidios, as linhas de base dos
espectros obtidos foram corrigidas, e entdo processadas por PCA (analise de
componentes principais) implementado no Piruette v. Software 4.0. A PCA foi
aplicada para separar as amostras de acordo com os seus espectros de FTIR
(1.400 a 3.200 cm-1). Portanto, os resultados obtidos para cada comprimento de
onda foram representados como colunas e as amostras na forma de linhas.
Foram utilizados os pré-processamentos centrado na média e range scale para

tratar os dados.
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5. Resultados e Discussao

Escherichia coli K-12 tolera a toxicidade dos herbicidas paraquat, 2,4-D e

atrazina por meio de sistema de respostas nao especificas
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Resumo

Microrganismos representam componentes essenciais na manutengao dos ciclos
biogeoquimicos e de ecossistemas. Em ambientes agricolas, o uso continuo de
herbicidas para minimizar a perda na produtividade pode acarretar danos inibindo
0 crescimento em microrganismos. Uma das causas desta inibicdo € o aumento
da producédo de ERO (espécies reativas de oxigénio), como os radicais
superoéxido (O2™) e hidroxila (OH"), e o peréxido de hidrogénio (H202), causando
estresse oxidativo. A magnitude deste estresse pode ser condicionada pelo grupo
quimico e pelo modo de acédo do herbicida. As respostas celulares contra ERO
envolvem o aumento na expressao de enzimas como superoxido dismutase e
catalase, responsaveis pela dismutacdo de O2~ e H202, respectivamente. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a relagdo entre o efeito de herbicidas com
diferentes modos de acdo e as respostas das isoenzimas de superdxido
dismutase (SOD) na bactéria Escherichia coli K-12. Assim, foram utilizados os
herbicidas 2,4-D, atrazina e paraquat, e linhagens mutantes de E. coli K-12
nocauteadas para os genes codificantes das enzimas Mn-SOD (sodA) e Fe-SOD
(sodB). Os herbicidas mostraram-se capazes de promover o desequilibrio do
potencial redox, aumentando a produgao de H202 e malondialdeido (MDA), acima
das taxas observadas nos controles e de forma distinta entre as linhagens.
Expostas ao paraquat, o qual origina ciclismo redox in vivo, as linhagens de E. coli
wt e AsodB apresentaram aumento na produgao de H202, além de aumento na
atividade de Mn-SOD, provavelmente como consequéncia da ativagcao do SoxR, o
qual promove a transcricdo do gene sodA. Em AsodA, os indices de toxicidade
com o paraquat ndo foram maiores que o controle, indicando uma possivel
regulagcdo da expressdo da enzima Fe-SOD pelo fator transcricional OxyR.
Nossos resultados indicaram que a delecdo dos genes codificantes para SOD
provocaram padrdes nas respostas antioxidativas, de acordo com os tempos
testados, independentemente dos herbicidas. Para AsodB, os danos foram
menores no tempo de 9h; ja em AsodA, os danos foram menores no tempo de 5h,
demonstrando a importancia do papel destes genes na defesa contra o estresse
oxidativo em diferentes fases de crescimento. As respostas celulares
demonstraram que, apesar dos indices de toxicidade observados, as linhagens
foram capazes de crescer em taxas proximas as verificadas no controle, incluindo
ainda um aumento do valor adaptativo em AsodA, o que indica uma plasticidade
ampla de respostas e um potencial de adaptacdo rapida. Ampliando esta
hipétese, considerando um ambiente contendo uma molécula toxica, e uma
bactéria que possua um sistema polimoérfico para SOD, caso ocorra uma mutagao
no gene para uma de suas isoformas, ela podera aumentar a viabilidade celular e
ainda manter uma enzima antioxidativa funcional. Sugere-se que E. coli K-12,
uma linhagem desenvolvida em laboratorio e provavelmente com baixa
capacidade de sobrevivéncia em ambiente natural, apresenta mecanismos de
tolerancia in vitro a herbicidas, mesmo sem selegdo prévia. Tal modelo de
plasticidade fenotipica poderia ser encontrado em outras bactérias de solo
agricola com alta rotatividade de culturas e intenso uso de herbicidas, podendo
causar um impacto consideravel na diversidade e funcionalidade desta microbiota.
Palavras chave: microbiologia ambiental, estresse oxidativo, superdxido
dismutase, peroxido, malondialdeido.
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Abstract

Microorganisms are essential components in the maintenance of
biogeochemical cycles and ecosystems. In agricultural environments, continuous
use of herbicides to minimize the loss in productivity could damage growth inibition
of micro-organisms. One cause of this inhibition is increased production of ROS
(reactive oxygen species), such as superoxide radicals (O2 ~) and hydroxyl (OH")
and hydrogen peroxide (H202), causing oxidative stress. The magnitude of this
stress can be conditioned by the chemical group and mode of action of the
herbicide. The cell responses against ROS involve an increase in the expression
of enzymes such as superoxide dismutase and catalase, responsible for the
dismutation of Oz~ and H202, respectively. The objective of this study was to
evaluate the relationship between the effect of herbicides with different modes of
action and answers of superoxide dismutase (SOD) isoenzymes in the bacterium
Escherichia coli K-12 bacteria. For this, 2,4-D, paraquat and atrazine herbicides
were used, and knockout strains of E. coli K-12 strains carrying mutations in the
gene encoding Mn-SOD (sodA) and Fe-SOD (sodB). Herbicides were shown to
be capable of promoting the imbalance of redox potential, increasing the
production of H202 and malondialdehyde (MDA) above the rates observed in
controls and differently between strains. Exposed to paraquat, which indices in
vivo redox cycling, strains of E. coli wt and AsodB showed increased production of
H202, and increase in the Mn-SOD activity, probably as a result from activation of
the SoxR, which promotes the transcription of the gene sodA. In AsodA, the
toxicity rates with paraquat were not higher than the control, indicating a possible
regulation of the Fe-SOD expression by OxyR transcriptional factor. Our results
indicated that deletion of genes encoding SOD enzymes originated patterns of
antioxidative responses, according to the tested periods of time, regardless the
herbicides. To AsodB, the damage was minor in time 9pm; but in AsodA, the
damage was minor in time 5pm, demonstrating the important role of these genes
in the defense against oxidative stress in different stages of growth. Cellular
responses demonstrated despite the observed toxicity indices, the strains were
able to grow at rates close to those verified in control, including an increase in the
fitness value in AsodA, which indicates a wide plasticity of responses, and a
potential for a quick fitting of E. coli K-12. Extending this hypothesis, considering
an environment containing a toxic molecule, such as an herbicide, and a
bacterium having a polymorphic system for SOD, if a mutation appears in a gene
coding for isoforms, it may show an increase in cell viability and still maintain a
functional antioxidative enzyme. We suggest that E. coli K-12, a strain created in a
laboratory, and with probably low survivability in a natural environment, developed
mechanisms of in vitro herbicide tolerance, even without previous selection. This
phenotypic plasticity model might be found in other bacteria of agricultural land,
with high turnover of cultures and intense use of herbicides, which could cause a
considerable impact on the diversity and functionality of soil microbiota.

Key words: environmental microbiology, oxidative stress, superoxide dismutase,
peroxide, malondialdehyde.
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5.1 Introdugao

O equilibrio de ecossistemas ocorre por meio da manutencao das funcdes
desempenhadas por varios organismos, sendo que 0S microrganismos
representam um fator muito importante, pois além de ocuparem os mais diversos
habitats, ainda apresentam fun¢gBes metabdlicas particulares, e de extrema
relevancia para a ciclagem de nutrientes. Em ecossistemas agricolas o uso
continuo de herbicidas e outros compostos quimicos, visando a minimizacao de
perda na produtividade, podem acarretar efeitos danosos em organismos nao
alvos (VAN EERD et al, 2003). Uma consequéncia da exposicao de
microrganismos a herbicidas € a elevada concentracdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) (LU et al., 2004; OLCHANHESKI et al., 2014; PETERS et
al.,2014 ; MARTINS et al., 2011a)

As ERO, como o radical superoxido (O2™), o peroxido de hidrogénio (H202)
e o radical hidroxila (OH"), séo radicais livres produzidos durante o metabolismo
normal de organismos aerobios, porém, o acumulo de ERO pode ser intensificado
por fatores ambientais, como no caso de herbicidas, podendo chegar a niveis
acima da capacidade de defesa da célula, condicdo denominada estresse
oxidativo. Herbicidas, estdo disponiveis em uma gama de formas quimicas e
modos de acdo. Tais caracteristicas estdo acopladas a magnitude da toxicidade
destes agentes.

O 2,4-D, a atrazina e 0 paraquat, sdo herbicidas de ampla aplicagdo em
lavouras. Sao herbicidas com estruturas moleculares diferentes (Fig.1l) e,
consequentemente, possuem modos de acao distintos. Porém, todos apresentam
alta eletronegatividade. Em plantas esses herbicidas sdo caracterizados por
agirem em sitios especificos: 0 2,4-D age interferindo a acdo da RNA-polimerase,
atrazina atuando sob fotossistema Il e o paraquat agindo no fotossistema |, devido
a capacidade redutora destes quimicos, a geracao de ERO € o resultado comum.
Em microrganismos, as acbes redox destes herbicidas funcionam da mesma

forma geral que ocorre nas plantas, porém ativando outras vias metabolicas.
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Figura 1: Representacéo da formula molecular dos herbicidas 2,4-D, atrazina e paraquat.

As respostas celulares, nesta condig&o, incluem o aumento na atividade de
enzimas especificas que sao capazes de metabolizar ERO (SCANDALIOS, 2005;
LU et al., 2009; MARTINS et al., 2011b). Enzimas como superdxido dismutase
(SOD) e catalase (CAT), responsaveis pela dismutacdo de O?2 e H20:,
respectivamente, vem sendo relacionado a sobrevivéncia em ambientes
estressantes.

Escherichia coli € um modelo importante no estudo de enzimas do sistema
antioxidante. A SOD, a primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo
(GRATAO et al., 2005), é encontrada nesse organismo sob forma de 3
isoenzimas, localizadas no citoplasma as isoenzimas manganés (Mn) SOD,
codificada pelo gene sodA, sob controle dos regulons SoxRS e Fur (ferric update
regulon); e a ferro (Fe) SOD, codificada por sodB, sob controle de Fur; a terceira
isoenzima cobre/zinco (Cu/Zn) SOD, codificada pelo gene sodC, esta presente no
espaco periplasmético e € controlada pelo regulon RpoS (IMLAY, 2013). Em
resposta a exposicdo a herbicidas, SOD pode apresentar variacbes na sua
atividade. Estas diferencas de atividade podem estar relacionadas ao
metabolismo de adaptacao a toxicidade do xenobidtico. (LU, et al., 2004; YAO et
al., 2006).

Este estudo foi realizado visando encontrar a atividade diferencial das
isoenzimas de SOD ao estresse oxidativo causado por herbicidas com diferentes
modos de acado (paraquat, atrazina e 2,4-D), usando como modelo mutantes da
bactéria Escherichia coli K-12, para os genes codificantes das enzimas Mn-SOD
(sodA) e Fe-SOD (sodB).
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Linhagens bacterianas

Foram utilizadas as linhagens selvagem (wt — linhagem controle) da
bactéria Escherichia coli BW25133, derivada da linhagem K-12, e as mutantes da
mesma AsodA e AsodB foram obtidas da “KEIO Knockout Collection” (BABA et
al., 2006). As linhagens mutantes tiveram os respectivos genes substituidos por
um gene que confere resisténcia a canamicina por meio do método “Red Swap”
(DATSENKO E WANNER, 2000).

5.2.2 Herbicidas

Foram utilizados os herbicidas Gramoxone 200® (Syngenta), contendo o
principio ativo paraquat (1,1'-dimetil-4,4'-dipiridilio dicloro); Aminol 806® (Milenia
Agro Ciencias), com acido 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético); e Primodleo®
(Syngenta), contendo atrazina (6-cloro-N2-etiyl-N4-isopropil-1,3,5-triazina-2,4-

diamina).

5.2.3 Crescimento bacteriano

O meio utilizado como controle foi: LB (Caldo Luria: 10 g L*! de triptona, 5 g
L' de extrato de levedura e 10 g L* de NaCl). Os tratamentos foram realizados
nos seguintes meios: PQ (LB com 0,185 mM de Gramoxone, o que equivale a 1 x
FR [dose de campo]), 2,4-D (LB com Aminol na concentragdo equivalente de
0,226 mM de 2,4-D) e ATZ (LB com 0,147 mM de Primoleo). As condigcbes de
crescimento foram a 37 °C em mesa agitadora orbital sob agitagcdo de 150 rpm.
Os ensaios foram realizados em volumes de 100 mL (250 mL- volume total do
frasco) em triplicata.

O pré-indculo foi obtido pelo crescimento das linhagens em LB em fase log
de crescimento (obtido em aproximadamente 5h de incubacgéo). O pré-indculo foi
transferido para cada tratamento em uma D.O. (densidade 6ptica) inicial de 0,05,

a 600 nm. No inicio do crescimento bacteriano, o0 monitoramento ocorreu a cada
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30 min. e apos atingir a fase log a cada hora, sendo diluidas as amostras sempre
que as leituras atingissem valores de aproximadamente 0,6, para minimizar os
erros nas leituras, os valores foram multiplicados pelos fatores de diluicdo
correspondentes.

Para o cultivo em meio solido, foram retiradas aliquotas de 100 pL nos
tempos de 5h (meio da fase log) e 9h (fim da fase log). As amostras foram
diluidas até 107 e 108 e plagueadas em LA (LB + agar 15 g L) e incubadas a 37
°C. A contagem de unidades formadoras de colénia (UFC) foi realizada em 12 h

de incubacao.

5.2.4 Preparagdo das amostras para quantificacdo de perdéxido de

hidrogénio e peroxidagao lipidica

O crescimento deu-se conforme descrito no item 4.3. As culturas foram
centrifugadas a 8.000 g durante 10 min., sendo o sobrenadante descartado e o
precipitado macerado com nitrogénio liquido. As amostras foram pesadas 0,1g e

congeladas para posterior analise.

5.2.5 Quantificagao de Perdéxido de hidrogénio

O H202 foi quantificado por meio da liberagao de iodo, proveniente da
reagcao com 200 puL de amostra (100mg de extrato proteico homogeneizadas com
1 mL de acido tricloroacético (TCA) 0,1% e centrifugado a 10.000 g por 15 min a 4
°C), 0,2 mL de tampéo fosfato de potassio (14,52 g L-1 de K2HPO4, 2,26 g L-1 de
KH2PO4, pH 7,5) e 0,8 mL de iodeto de potassio 1M, mantida por 1 hora em gelo,
no escuro. As leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro a 390nm. Os

resultados foram expressos em [Imol/g de massa fresca.
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5.2.6 Peroxidacgao lipidica

A peroxidagao lipidica foi determinada por meio da quantificacdo da
producdo de MDA (malondialdeido), metabdlito reativo ao TBA (acido 2-
tiobarbiturico) (HEALTH E PACKER, 1968, com modificagdes). De cada amostra
0,1 g foi homogeneizado com 1 mL de TCA 0,1% e centrifugados a 11600 g por 5
min. Do sobrenadante, foi retirada uma aliquota de 0,25 mL e transferida para
outro tubo com 1 mL de solugao contendo TCA 20% e TBA 0,5%. A mistura foi
colocada em banho-seco por 30 min a 95 °C, e resfriada em gelo por 10 min. As
amostras foram centrifugadas por 10 min. a 11600 g. As concentragdes de MDA
foram monitoradas a 535 nm (todos os lipideos) e 600 nm (todos menos o MDA) e
as suas concentracdes foram calculadas utilizando um coeficiente de extingao de

155 mMcm-'. A quantidade de MDA foi expressa em pumol/g de massa fresca.

5.2.7 Analise do sistema antioxidante

5.2.7.1 Extracao de proteinas para analises de estresse oxidativo

O crescimento celular deu-se conforme o Item 4.3. As extragcbes foram realizadas
nos tempos de 5h e 9h. Para a extracdo das enzimas, as culturas foram
centrifugadas a 8.000 g durante 10 min. e o precipitado foi macerado com
nitrogénio liquido e homogeneizado (10:1 m/v) em 100 mM de tampé&o fosfato de
potassio (pH 7,5), contendo 1 mM EDTA (acido etilendiamino tetra-acético), 3 mM
DTT (Ditiotreitol), e 5% (m/v) polivinilpolipirrolidona (GOMES JUNIOR et al.,
2007), e mantidas a 4 °C. O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g durante
30 min., e o sobrenadante foi separado em aliquotas e congeladas para
posteriores analises enzimaticas. A concentracdo de proteinas foi determinada
pelo método de Bradford (1976), utilizando BSA como padrdo. Os resultados

foram expressos em umol/g de massa fresca.
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5.2.7.2 Atividade de SOD por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE)

A eletroforese foi realizada em géis contendo 12% de poliacrilamida com
4% de gel de empilhamento. Quantidades iguais a 20 ug de proteina foram
aplicadas. Uma corrente de 15 mA gel ' foi aplicada durante 3 h, a 4 °C.

A atividade de SOD-PAGE foi realizada de acordo com Beauchamp e
Fridovich (1971) e modificado por Medici et al. (2004), no qual os géis foram
lavados em agua destilada e incubados no escuro, durante 30 min., em 50 mM
de tampéao fosfato de potassio (pH 7,8) contendo 1 mM EDTA, 0,005 mM de
riboflavina, 0,1 mM de nitroazul tetrazoélio e 0,03 mM de temed (N,N,N",N’-
tetrametiletilenodiamina). Os géis foram expostos a luz branca e imersos em

agua até a revelagao das bandas de SOD.

5.2.7.3 Atividade de CAT

A atividade de CAT foi determinada de acordo com Kraus et al. (1995). Em
uma solucéo contendo 1 mL de tampéao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e 2,5
ML H202 (solucado 30%) a reacgao foi iniciada com a adigdo de 25 pL do extrato
proteico e a atividade determinada seguindo a decomposi¢ao do H202, sendo
quantificada em espectrofotometro a 240 nm durante 1 min a 25°C. Os resultados

foram expressos em umol/min/mg de proteina.

5.2.8 Andlise de saturagao de lipideos

O crescimento deu-se conforme descrito no item 4.3. As culturas foram
centrifugadas a 8.000 g durante 5 min a 4°C. O precipitado foi lavado duas vezes
com tampéo PBS (8 gL' de NaCl, 0,2 g L" de KCl, 1,44 gL' de Na2HPO4, 0,24
g L' de KH2PQO4) e liofilizado. A extragdo de lipideos foi realizada como descrito
por Bligh e Dyer (1959), com modificagbes. Os lipideos de membrana foram
analisados por espectroscopia de infravermelho FTIR (Fourier Transform Infrared
Spectroscopy) em transmitancia, nos comprimentos de onda de 400 a 4000 cm’

(utilizando 100 mg de KBr — Brometo de potassio).
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5.2.9 Analise in silico

Para ajudar a compreender as interagdes entre as enzimas envolvidas no
estresse oxidativo, utilizou-se o STRING 9.1 (Search Tool for the Retrieval of
Interacting Genes/Proteins), que tem como base um banco de dados das
associagdes funcionais que tenham sido pré-computadas derivadas de uma
ampla variedade de fontes, tais como dados experimentais de alto rendimento,
literatura, analises de genes co-expressos e previsdes computacionais.

Para este estudo, o banco de dados foi consultado usando “superoxide
dismutase” e optou-se por sodA e sodB selecionando as interagbes disponiveis
para o E. coli K-12. As intera¢des foram delineadas com base em um nivel de
confianga médio (0,7 mais do que 50%). O agrupamento de moléculas que
partiiham certo grau de similaridade, em termos de associagdo funcional, foi
obtido aplicando o algoritmo k-means clustering, que é baseado na matriz de

adjacéncia e descreve dados para um pré-definido numero de clusters.

5.2.10 Analise Estatistica

Os dados relativos a quantificagcdo de H202, quantificagdo de MDA,
viabilidade celular, crescimento bacteriano e atividade de CAT foram analisados
estatisticamente com trés repeticbes para cada tratamento e com delineamento
aleatdrio. A significancia das diferencas foi mensurada por meio de analise de
variancia (P>0.05). As anadlises foram feitas com R software versdo 3.0.1.,
seguindo o método de Duncan para as comparagdes entre tratamentos e também
para as comparacgdes entre horarios.

Para avaliar estatisticamente a saturacédo de lipidios, a linha de base dos
espectros obtidos foram corrigidos, e entdo processado por PCA (analise de
componentes principais) implementado no Piruette v. Software 4.0. APC foi
aplicado para separar as amostras de acordo com os seus espectros de FTIR
(1.400 a 3.200 cm-1). Portanto, os resultados obtidos para cada comprimento de
onda foram representados como colunas e as amostras na forma de linhas.
Foram utilizados os pré-processamentos centrado na média e range scale para

tratar os dados.
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5.3 Resultados e Discussao

Caracterizagao dos herbicidas como agentes estressantes para E.coli K-12
Herbicidas tem demonstrado potencial para aumentar a geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) no meio intracelular, (VOIE E FONNUM,
2000; COTEUR et al., 2001; RUIZ-LEAL E GEORGE, 2004; PAZMINO et al.,
2011) o que, consequentemente pode levar a peroxidacado lipidica, que sé&o
modificacdes nos lipidios de membrana e tem resposta sobre as taxas de
crescimento bacteriano (PETERS et al.,, 2014; OLCHANHESKI et al., 2014).
Neste trabalho, foram considerados indices de danos causados a E. coli K-12
pelos herbicidas, o0s seguintes fatores: producdo de espécies reativas,
peroxidacao lipidica, saturacdo dos lipidios e monitoramento do crescimento e

viabilidade celular.

Produgéo de Espécies Reativas de Oxigénio

O primeiro composto avaliado como dano causado em E. coli foi o0 H202, o
qual é formado a partir da enzima SOD, responsavel pela conversédo do O2" em
H202 e oxigénio molecular. A quantificacdo dessa ERO nas linhagens wt e AsodA,
AsodB na presenca dos herbicidas € representada na Fig. 2.

A quantidade de H202, na presenca do herbicida 2,4-D (Fig. 2), aumentou
significativamente apenas para a linhagem wt nos tempos de 5h e 9h, em relacdo
ao controle. Provavelmente, esse aumento se deu pelo fato da linhagem wt
possuir trés enzimas capazes de converter o O2° em H202. Embora os
mecanismos exatos pelos quais este herbicida promova a producdo de ERO em
células bacterianas ainda ndo sejam totalmente compreendidos, estudos com
outros modelos demonstram sua toxicidade. Um estudo realizado em peixes
demonstrou a inducdo do estresse oxidativo em células do figado que
metabolizaram este herbicida (MARTINEZ-TABCHE et al., 2004). Em plantas,
observou-se que o 2,4-D possui capacidade de alterar a sintese de proteinas e a
divisdo celular (STEVENS E BRECKENRIDGE, 2001). Em leveduras, estes
mecanismos foram um pouco mais elucidados, incluindo a regulagéo positiva de

genes envolvidos na beta-oxidagcdo peroxissomal e da fosforilacdo oxidativa
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mitocondrial, processos metabodlicos que conduzem a producdo endogena de
ERO (ROMERO-PUERATS et al., 2004).
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Figura 2: Quantificagdo de H202 em linhagens de E. coli K-12 expostas aos herbicidas 2,4-D,

atrazina, paraquat, e em controle, apds 5h e 9h de incubagao. As médias foram comparadas por
ANOVA. Utilizou-se o teste de Duncan com p<0,05. Letras diferentes nas barras indicam diferenca
estatistica significativa, sendo letras minusculas em relagdo aos tratamentos e letras maiusculas

em relagao aos tempos de incubagao.

As trés linhagens apresentaram maior quantidade de H202 se comparadas
a linhagem controle, quando expostas ao herbicida atrazina, sendo este aumento
em AsodB apenas no tempo de 5h (Fig. 2), demonstrando o efeito toxico do
herbicida independente das isoenzimas presentes. A geracdo de ERO induzida
por atrazina ja havia sido relatada em células bacterianas em dois estudos de
Zhang et al. (2012a; 2012b), os quais justificaram o aumento da producao de
ERO pelo desequilibrio do potencial redox gerado pelo contato ao herbicida, o
que pode levar a um distarbio metabdlico. Este mecanismo, aparentemente,
segue 0 mesmo principio metabdlico descrito para plantas, nas quais a atrazina
inibe o processo de transferéncia de elétrons fotossintéticos, e a sintese de ATP e
NADPH, no cloroplasto, é comprometida. Isso resulta em uma incapacidade de

fixar CO2 e produzir os nutrientes necessarios para a planta sobreviver. O bloco
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de transferéncia eletronica ndo funcional causa estresse oxidativo, e gera radicais
que provocam danos celulares rapidos (MARKWELL E NAMUTH, 2003).

Na presenca do herbicida paraquat, a linhagem wt apresentou maiores
quantidades de H202 apenas no tempo de 9h se comparado ao controle (Fig. 2),
enquanto a linhagem AsodB apresentou maiores niveis de H202 em ambos os
tempos testados em propor¢cdes significativamente maiores tanto em relacdo ao
seu controle, quanto em relacdo a todos os tratamentos das outras linhagens.

Esta superproducdo de H202 na linhagem AsodB (Fig. 2) provavelmente se
da pelo modo de a¢éo deste herbicida, somado ao modo de defesa da célula que
envolve o gene sodA (FUKUSHIMA et al.,, 2003). O paraquat promove algo
conhecido como ciclismo redox in vivo, sendo reduzido por um doador de
elétrons, como NADPH, a um radical instavel de paraquat, que posteriormente &
reoxidado por um receptor de elétrons (ex.: O2) produzindo Oz intracelular por
ordens de grandeza acima da taxa normal (GU E IMLAY, 2011). Como resposta
adaptativa, a proteina SoxR expos o cluster [2Fe-2S] em sua superficie, como um
sensor para quimicos que promovem o ciclismo redox (WATANABE et al., 2008).
Esse cluster € oxidado pelo paraquat e ativa a SoxR, a qual estimula fortemente a
transcricdo de um unico gene, soxs. SoxS é produzida em grandes quantidades e,
por sua vez, ativa a transcricdo dos genes do regulon soxRS que consiste em
pelo menos 14 genes, incluindo o gene sodA, envolvidos em funcbes que
eliminam a causa do estresse oxidativo, (NUNOSHIBA et al., 1992; BLANCHARD
et al., 2007). O gene sodA codifica a enzima Mn-SOD, que fara a converséao do o
Oz em H20:.

Mecanismos semelhantes sdo sugeridos para explicar os niveis de H20:2
apresentados em wt em contato com o paraquat. Entretanto, na linhagem AsodA,
0s niveis de H202 no tratamento com paraquat ndo sao significativamente maiores
em comparacao com o tratamento controle (Fig.2) como era esperado caso 0S
modelos de sodA e sodB funcionassem da mesma forma. Para melhor
compreender estas discrepancias avaliou-se as propriedades de interacdo das
enzimas codificadas pelos genes sodA e sodB in silico, utilizando um banco de
dados de interagdes fisicas e funcionais entre proteinas pelo programa STRING
9.1 (Franceschini, et al. 2013). Utilizando-se o algoritimo clutering k means, foram

obtidos quatro clusters (Fig. 3).

50



btuE
cluster 1 .
/—\ahpF
52 cluster 2

Kath cluster 3
@gor @hemH @hemN

: katE
sodA @
@ hemF
4 ¢ @ GemD

katG

hemE
o @soxs @

L4

hemC
soxR @
sodC @
@ @icd

—glitA  Cluster 4

Figura 3: Representacdo grafica da rede de interagbes dos genes sodA e sodB em E.coli K-12
obtido em STRING 9.1. O cluster 1, na cor amarela, representa a associacdo do gene sodB com
duas peroxidases (ahpF e ahpC) e do fator transcricional das peroxidases (OxyR); o cluster 2, em
verde, representa um grupamento de genes, incluindo o sodA, que apresentam interagdo de
regulagdo; o cluster 3, na cor azul, é referente aos genes envolvidos na biossintese de
grupamentos heme; e o cluster 4, em vermelho, representa a interagdo entre os genes que

codificam para as enzimas citrato cintase (gltA), isocitrato desidrogenase (icd) e aconitase (achA).

Uma associacdo entre as proteinas codificadas pelos genes sodB, (alquil
hidroperoxido redutase) e OxyR (regulador transcricional de hidroperoxidases) é
observado no cluster 1. Além deste agrupamento, podem ser observados outros
trés. O cluster 2 agrupa o gene sodA com seu regulon soxRS, catalases e com 0
gene sodC, evidenciando maior proximidade entre estas proteinas. O cluster 3 é
formado por genes envolvidos na biossintese de grupamentos heme (composto
de ferro complexado num anel de porfirina).

A correlacdo entre o gene sodB, observado no cluster 1, com o principal
fator transcricional das peroxidases, oxyR, o qual detecta diretamente H202,
sugere a participacédo da enzima FeSOD no controle indireto do H202, 0 que apoia
os dados apresentados ja que as duas linhagens que possuem esta enzima

apresentaram niveis menores de H20:2.
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Peroxidagéo Lipidica

O MDA é um dialdeido formado como um produto secundéario durante a
oxidacdo de acidos graxos poliinsaturados, e tem sido utilizado como indicador da
peroxidacao lipidica em diversos estudos que envolvem estresse oxidativo (LIMA
E ABDALLA, 2001; DEL RIO ET al, 2005, BHATNAGAR et al., 2013;
DANULESCU et al.,, 2014; PETERS et al., 2014). Os dados referentes a
determinacao dos niveis de MDA nas linhagens wt e AsodA, AsodB de E. coli K-12

na presenca dos herbicidas, estdo apresentados na Fig. 4.
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Figura 4: Quantidade de MDA em linhagens de E. coli K-12 expostas aos herbicidas 2,4-D,
atrazina, paraquat, e em controle, apds 5h e 9h de incubagdo. As médias foram comparadas por
ANOVA. Utilizou-se o teste de Duncan com p<0,05. Letras diferentes nas barras indicam diferenga
estatistica significativa, sendo letras minusculas em relagdo aos tratamentos e letras maiusculas

em relagao aos tempos de incubagao.

Ao avaliar a quantificagdo de MDA nas trés linhagens em contato com os
herbicidas é possivel observar danos de peroxidagao lipidica apenas no tempo de
9h. Quando expostas aos herbicidas 2,4-D, pode-se verificar o aumento nos
niveis de MDA apenas nas linhagens wt e AsodB, se comparado aos respectivos
controles (Fig. 4), corroborando com nossos dados estudos demonstram que o

2,4-D pode ligar-se a certos fosfolipidos e perturbar interagcbes fisicas na
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membrana, gerando assim altos niveis de peroxidagao lipidica (BUKOWSKA,

2005).

Assim como observado com o herbicida 2,4-D, em exposi¢cao ao herbicida

atrazina as taxas de MDA foram maiores que o controle para nas linhagens wt e

AsodB. O dano de membrana causado por este herbicida corresponde aos niveis

de H202 observados na figura 1. Corroborando com nosso estudo, Nwani e

colaboradores (2010) destacaram que o elevado nivel de peroxidacéo lipidica no

figado de Channa punctatus (peixe) em resposta a exposi¢cdo a atrazina sugeriu

um aumento da producao de ERO.

Expostas ao paraquat as trés linhagens mostraram taxas de MDA

superiores ao controle (Fig. 4). O aumento da peroxidacdo lipidica a partir do

paraquat provavelmente provém de seu modo de agdo e de sua consequente

geracdo de espécies reativas. Alguns estudos apresentam a peroxidacéo lipidica

como sendo um mecanismo de toxicidade do paraquat, por exemplo, o estudo de

Wei e colaboradores (2014) com grupos de ratos tratados com o paraquat que

demonstrou altos niveis de MDA indicando estresse oxidativo nos tecidos renais.
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Figura 5: Graphical abstract mostrando o padrdo de danos causados pelos herbicidas 2,4-D,

atrazina e paraquat em E. coli K-12 nos diferentes tempos de incubacdo de acordo com a

isoenzima de SOD nocauteada.
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Considerando tanto os danos de membrana quanto a geragdo de ERO,
pode-se destacar que, com a delecdo dos genes codificantes das isoenzimas de
SOD, houve um padrédo nos danos relacionados aos tempos analisados (Fig. 5).

Assim, com a dele¢cdo do gene sodA os danos foram significativamente
menores no tempo de 5h (meio da fase exponencial, considerando o periodo
analisado). Com a delecdo do gene sodB os danos foram significativamente
menores no tempo de 9h (mais tarde na fase exponencial), demonstrando a
importancia do papel destes genes na defesa contra o estresse oxidativo em
diferentes fases de crescimento. E importante salientar ainda que no tempo de 9h,
gue a delecéo deste gene sodA gerou niveis de peroxidacao lipidica maiores que
0s observados nos tratamentos da linhagem wit.

Segundo Imlay (2013) a regulacdo por Fur (ferric uptake regulator), um
regulador do controle do metabolismo de ferro o qual é parte integrante da
resposta de defesa antioxidante, que age de forma antagbnica sobre as duas
isoenzimas, assegura que o Fe-SOD é a enzima padrdo, e que Mn-SOD é
sintetizada quando Fe-SOD ndo pode ser ativada. Portanto, este padrdo de
resposta observado para as diferentes isoenzimas de SOD pode ser influenciado
pela diferente regulagéo génica destas enzimas.

Influéncia dos herbicidas sobre a viabilidade celular

O teste de viabilidade celular das linhagens de E. coli K-12, foi realizado,
em contato com os herbicidas em duas fases distintas de crescimento,
correspondente a5 e 9 horas (Fig. 6).

A viabilidade celular € um teste mais sensivel que os ensaios realizados em
espectrofotdmetro, sendo capaz de avaliar a perda da capacidade de formagao de
colénias. Os dados apresentados na Fig. 6 demonstram em todas as linhagens a
reducdo da viabilidade celular quando expostas aos herbicidas nos tempos de
incubacao de 5h e 9h. Esta reducdo provavelmente é resultado da indugdo do
estresse oxidativo pela presencga dos herbicidas.

Entre os trés herbicidas, a maior redugao na viabilidade foi encontrada nas
linhagens em contato com o paraquat possivelmente em consequéncia do

aumento da sintese de enzimas, tem-se que a sintese excessiva de qualquer
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enzima pode debilitar as células e impedem o crescimento, por outro lado, células
de crescimento lento geralmente sdo menos vulneraveis a mecanismos de morte
(IMLAY, 2015), sendo esta redugao da viabilidade uma estratégia de adaptagao

celular ao xenobioético.
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Figura 6: Viabilidade celular (em U.F.C.) de linhagens de E. coli K-12 expostas aos herbicidas 2,4-
D, atrazina, paraquat, e em controle, apds 5h e 9h de incubagao. As médias foram comparadas
por ANOVA. Utilizou-se o teste de Duncan com p<0,05. Letras diferentes nas barras indicam
diferenca estatistica significativa, sendo letras minusculas em relagdo aos tratamentos e letras

maiusculas em relagao aos tempos de incubagao.

Efeito dos herbicidas sobre a saturacdo de lipidios de membrana

As membranas celulares sdo extremamente sensiveis as diversas
condi¢cdes ambientais, e as alteracBes dos lipideos de membrana se mostraram
eficazes para manter a fluidez necessaria para as atividades funcionais da célula,
mesmo em condi¢cdo de estresse (SCHERBER et al., 2009). Alguns estudos tem
demonstrado o efeito de herbicidas sobre a modulacédo da composicéo lipidica da
membrana (BALANGUE et al., 2001; OLCHANHESKI et al., 2014).

A fim de compreender o efeito da peroxidacdo lipidica causada pelos

herbicidas sobre a saturagdo de lipidios, a investigacdo por espectroscopia de
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infravermelho foi realizada sob a fracdo de lipidios na busca de detectar
mudancgas.

Dentre os comprimentos de onda entre 4000 cm™ e 400 cm™ obtidos nos
espectros de FTIR, foram selecionados neste estudo, trés bandas (Fig. 7), as
quais foram utilizadas para o estudo estatistico (Fig. 8, 9 e 10). Sendo a banda 1
a porcdo de 2.955 cm™ o estiramento do hidrogénio de carbono insaturado por
ligacdo dupla (C=C-H), e as porcdes de 2.915 e 2.840 cm-1 sdo referentes a
ligagdo (C-Hz e C-Hs ) de alcanos; a banda 2 na regido de 1.740 cm-1 relativa a
frequéncia de estiramento do grupo carbonila (C=0), caracteristico dos ésteres, e,
por fim a banda 3 com acidos graxos de cadeia longa com um padrdo de trés
bandas nas regifes 1.277, 1.227 e 1.175 cm-1 (SILVERSTEIN E WEBSTER,
1998).

f T T T T 1
4000 3600 3200 2800 2400 2000

T T
1600 1200 800 400

Comprimento de onda (cm™)

Figura 7: Espectro de FTIR obtido de uma amostra de acidos graxos extraidos de E. coli K-12.

Para classificacao dos espectros, foi realizada a Andlise de Componentes
Principais (PCA — Principal Components Analysis). Os resultados da PCA foram
apresentados por meio de graficos (Fig. 8, 9 e 10), que confrontam os PCs
(componentes principais) ao deslocamento FT-IR, favorecendo a identificacdo das
principais bandas que possibilitaram a classificacdo entre os espectros das
amostras. Considerou-se 0 posicionamento dos tratamentos em quadrantes

diferentes como mudancas de saturacao.
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A partir do grafico de variaveis (dados ndo apresentados) obtivemos a
separacdo por mudancas na saturacdo dos lipidios de membrana. De tal modo,
para a linhagem wt observa-se que h4 uma mudanca no padréo de saturacao
lipidica entre os tempos de incubacédo para o controle (Fig. 8), indicando uma
mudanca natural na composicao lipidica de acordo com a fase de crescimento
(CABISCOL, 2000).
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Figura 8: Analise de lipidios de E. coli K-12 wt usando FTIR e analise de componentes principais.
Controle (W); 2,4-D(®); Atrazina (% ); Paraquat (A), os tempos de incubagéo estdo discriminados
na figura.

Na Fig. 8 observa-se modificagdo na saturacdo de lipidios para o
tratamento com o atrazina em ambos os tempos de incubacido, e para o
tratamento com o 2,4-D apenas no tempo de 9h. As alteragdes na conformacao
de acidos graxos saturados e insaturados de membrana plasmatica poderiam ser
consideradas uma protecdo para as bactérias em contato com herbicidas.
Balagué e colaboradores mostraram que houve uma diminuicdo de lipidios
insaturados da membrana plasmatica de E. coli HB101, apds tratamento com 2,4-
D, estes autores consideraram a reducdo da fluidez de membrana como um
possivel mecanismo de defesa contra os danos celulares. Nossos dados
demonstram que, mesmo com estas mudancas, o aumento da peroxidagao

lipidica foi observada, possivelmente devido ao sitio de acdo desses herbicidas,
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0s quais sdo voltados para modificagcbes em proteinas ligadas a membrana em
plantas, podendo funcionar da mesma forma metabdlica em bactérias.

De forma contraria a wt, a linhagem AsodA nado apresenta modificacdo na
saturacao entre os tempos de incubagao no tratamento controle (Fig. 9), talvez a
conservagdo da saturacdo em diferentes momentos do crescimento tenha
ocasionado os danos mais altos em peroxidacéo lipidica observados no tempo de
9h, nesta fase a bactéria convive com uma quantidade maior de metabdlitos,
potencializando ainda mais os danos se nao ocorre a modificagdo na membrana
para sua protecdo. Em contato com os herbicidas, a peroxidacgéo lipidica & maior
no tempo de 9h, j& que sem mudanca na saturacdo como forma de protecéo, o
contato com as substancias toxicas € mais critico. A separacao clara entre 0s
tratamentos, mostrando a diferenca de saturacdo pelo contato com os herbicidas
pode ser observado na figura 9. O grafico mostra que cada herbicida modificou a

membrana de uma forma diferente nesta linhagem.
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Figura 9: Analise de lipidios de E. coli K-12 AsodA usando FTIR e andlise de
componentes principais. (W); 2,4-D(®); Atrazina (% ); Paraquat (A), os tempos de incubag&o est&o

discriminados na figura.

A separacao para os lipidios encontrados na linhagem AsodB se deu,

basicamente, com relagdo aos tempos de incubagao (Fig. 10). Assim como na

58



linhagem wt, ocorre modificagdo na saturagdo dos lipidios de membrana no

tratamento controle.
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Figura 10: Andlise de lipidios de E. coli K-12 AsodB usando FTIR e analise de componentes
principais. (W); 2,4-D(®); Atrazina (% ); Paraquat (A), os tempos de incubagao estéo discriminados

na figura.

As modificagbes nos tratamentos com herbicida sdo observadas, portanto
para os herbicidas paraquat e 2,4-D em 5h, e paraquat e atrazina no tempo de 9h.
Nesta linhagem como ja havia sido relacionado, os tempos de 5h apresentaram
maiores danos, tanto para quantificacdo de H202, quanto para quantificacdo de
MDA. De acordo com Boger et al., um aumento na propor¢éo de acidos graxos
insaturados nas membranas celulares de bactérias, torna-as mais susceptiveis ao

ataque por ERO, e induz a maiores taxas de producédo de MDA.

Influéncia dos herbicidas sobre o crescimento bacteriano

Os herbicidas podem alterar as taxas de crescimento de bactérias
degradadoras ou tolerantes (TIRONI et al., 2009) em relagdo aos controles. Os
dados de crescimento nas linhagens wt e AsodA, AsodB de E. coli K-12 na

presenca dos herbicidas estéo representados na Fig. 11.
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Figura 11: Curvas de crescimento (OD em 600 nm) de linhagens de E. coli K-12 expostas aos
herbicidas 2,4-D, atrazina, paraquat, € em controle, apés 5h e 9h de incubagédo, sendo A referente
a linhagem wt, B representando AsodA e C AsodB . As médias foram comparadas por ANOVA.
Utilizou-se o teste de Duncan com p<0,05. Letras diferentes nas barras indicam diferenca
estatistica significativa, sendo letras minusculas em relagdo aos tratamentos e letras maiusculas

em relacdo aos tempos de incubagéao.

O crescimento da linhagem wt apresentou uma reducdo significativa nos
tratamentos, em relagdo ao controle, (Fig.11), indicando que as ERO geradas
pelos herbicidas podem danificar as células, diminuindo o crescimento bacteriano.

Outros trabalhos corroboram os dados apresentados, como em Balangué
et al.,, com duas linhagens de E. coli expostas ao herbicida 2,4-D. Em um estudo
de Zhang et al. (2012a) realizado com Rhodobacter sphaeroides W16,
Acinetobacter Iwoffii DNS32 e Bacillus subtilis B19, as tendéncias de crescimento
de bactérias indicaram que as ERO gerada por atrazina e seus metabolitos
podem danificar as células bacterianas e reduzir as taxas de crescimento,
principalmente nas linhagens incapazes de degradacdo. Segundo Botelho et al.

(2012), paraquat reduziu a taxa de crescimento em E. coli ATCC
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25922 provavelmente associado com o modo de acéo do herbicida, provocando a
formacgao de O2", o qual reage com os lipidios de membrana.

Assim, o0 consenso observado €& que estes herbicidas amplificam a
formacao de ERO e produzem danos a células. Os resultados de nosso trabalho
mostraram que E. coli, com o gene sodB nocauteado, apresentou uma escala
crescente de toxicidade entre os herbicidas: 2,4-D < atrazina < paraquat. Com a
falta da enzima Fe-SOD, provavelmente ocorreu uma redugao da taxa metabdlica
como forma de defesa, de acordo com o grau de toxicidade do herbicida (Gérard
et al.,, 1999; Moreau et al.,2001). Entretanto, um padrdo diferente do que foi
discutido até agora foi constatado quando o gene nocauteado foi 0 sodA. Nessa
linhagem, a capacidade de crescimento frente aos herbicidas 2,4-D e atrazina se
igualou ao tratamento controle, criando-se uma situagdo na qual o valor
adaptativo em AsodA foi maior do que AsodB. sodA e sodB possuem, como ja
discutido, diferentes sistemas de regulacado e respondem a diferentes estimulos
bioquimicos. As curvas de crescimento, por outro lado, representam um conjunto
global de adaptagéo. Assim, outros fatores, além dos estudados nesse trabalho,
devem estar ligados ao maior valor adaptativo AsodA, observados nas condi¢des
definidas. A reducao das taxas de crescimento ndo se constituiu em uma forma de
defesa aos herbicidas para este gene. O paraquat reduziu as taxas de
crescimento em todas as situagdes, provavelmente relacionado ao seu modo de

acao, também ja discutido.

Respostas enzimaticas ao estresse oxidativo gerado pelos herbicidas

Superoxido dismutase: primeira linha de defesa

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).

Em E. coli, estdo presentes as isoenzimas Mn-SOD (sodA), Fe-SOD (sodB)
e Cu/Zn-SOD (sodC). A Fig. 12 mostra que a bactéria E. coli K-12 wt induz, as 3

isoenzimas de SOD.
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Figura 12: Atividade de SOD-PAGE em linhagens de E. coli K-12 controle, parquat, 2,4-D, atrazina

nos tempos de incubagéo de 5h e 9h.

Um ponto interessante da atividade de SOD em PAGE ao analisarmos as
linhagens AsodA e AsodB, é que a delecdo destes genes, indiretamente inibe a
atividade/expressao da terceira isoenzima Cu/Zn-SOD. Esta auséncia pode ser
decorrente da atividade de Cu/Zn-SOD abaixo do limiar de deteccéo pela técnica
utilizada ou mesmo pela inibicdo da expressao génica. Estes 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 regulacdo das outras duas isoenzimas, Mn-SOD e Fe-SOD, as quais
por sua vez sdo reguladas de maneira independente (NIEDERHOFFER et al.,
1990; NUNOSHIBA et al., 1992; CORNELIS et al., 2011), isto pode ser observado
na Fig.3 Onde os dados obtidos através do STRING evidenciam a relacéo tanto
de sodA quanto de sodB sobre sodC.

A atividade de SOD em PAGE possibilitou demonstrar a contribuicdo
diferencial das isonzimas na atividade enzimatica total, apenas para o herbicida
paraguat. Em contato com este herbicida a isoenzima Mn-SOD foi a que

apresentou maior atividade nas duas linhagens em que esta presente. O aumento
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da atividade da Mn-SOD foi descrita anteriormente no assunto H202. Portanto,
possivelmente este dado explica os dados de viabilidade apresentados. Outro
trabalho ja havia descrito o aumento da biossintese desta isoenzima em contato
com o paraquat (HASSAN E FRIDOVICH, 1977).

Catalase

O H20:2 é prejudicial para quase todos os componentes da célula e, devido
a isso, sua eficiente remocdo é de importancia essencial para 0s organismos.
Além da formacdo a partir da SOD ele é formado naturalmente durante o
crescimento celular aerdbico, como produto de reacbes redox, sendo as
flavoproteinas apontadas como principais fontes de H202 no interior da célula
(MESSNER E IMLAY, 1999).

A atividade total de catalase em E. coli é atribuida a duas enzimas,
localizadas no periplasma (HPI) e no citosol da célula (HPII). Codificadas por
genes diferentes e regulados de maneira independente, as enzimas
hidroperoxidases tém papéis especificos na defesa contra o estresse oxidativo
(SEAVER E IMLAY, 2001). A exposicdao aos herbicidas induziu diferentes
respostas nas linhagens de E. coli K-12 (Fig. 13), quando analisada a atividade
total de catalase.

Conforme mostrado anteriormente, a presenca do herbicida 2,4-D
aumentou a concentracdo de H20:2 intracelular na linhagem AsodA (Fig. 2), o que
poderia causar inducdo da magquinaria enzimatica necessaria para combate a
ERO. Isto justifica a maior atividade encontrada no tratamento com este herbicida
no tempo de 9h em AsodA. Corroborando com nosso estudo, outros trabalhos
citam a inducdo da atividade de CAT por este herbicida (ROMERO-PUERTAS et
al., 2004; BUKOWSKA, 2006).

Em exposicdo ao herbicida atrazina a atividade de CAT aumentou na
linhagem wt no tempo de 5h, as quantificagbes de H202 quando esta linhagem
entrou em contato com o herbicida atrazina foi mais alta, 0 que pode justificar o
aumento da atividade de CAT, este mesmo resultado foi descrito em trabalho de
ZHANG e colaboradores (2012a; 2012b).
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Figura 13: Atividade de catalase em linhagens de linhagens de E. coli K-12 expostas aos
herbicidas 2,4-D, atrazina, paraquat, e em controle, apds 5h e 9h de incubagdo. As médias foram
comparadas por ANOVA. Utilizou-se o teste de Duncan com p<0,05. Letras diferentes nas barras
indicam diferenca estatistica significativa, sendo letras mindsculas em relagdo aos tratamentos e

letras mailsculas em relagdo aos tempos de incubacgao.

Em contato com o herbicida paraquat, o qual se mostrou mais téxico para
as linhagens, considerando a viabilidade e o crescimento celular, nenhuma das
linhagens apresentou diferenca significativa da atividade de CAT se comparado
ao controle. Sendo assim, como as linhagens wt e AsodA como ndo apresentam
niveis elevados de H202 possivelmente a resposta de defesa foi mediada por
outra peroxidase.

Um fato interessante € observado na linhagem AsodB, a qual néo
apresentou niveis maiores de atividade de CAT em nenhum dos tratamentos.
Esta é a linhagem em que séo encontrados os maiores danos de membrana e as
maiores quantidade de H202, demonstrando que a delecdo deste gene promove

um defeito no sistema antioxidante.
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Sistema de respostas de E. coli K-12 ao estresse causado pelos herbicidas

2,4-D, paraquat e atrazina

O sistema de respostas adaptativas é constituido de elementos que
controlam os niveis de ERO de maneira integrada. Enzimas como SOD e CAT
apresentam importante papel na defesa antioxidante, entretanto, varios fatores
estdo envolvidos na resposta ao estresse. Neste estudo foram observadas
mudancas fisiolégicas em E. coli K-12 em resposta ao estresse oxidativo de modo
pontual através da caracterizagdo das isoenzimas de SOD, considerando seus
fatores de regulagao, na tentativa de melhor compreender o funcionamento deste
metabolismo (Fig 14).

O H20:2 é reconhecido como um dos elementos centrais na caracterizagao
do estado de estresse oxidativo. Entre as linhagens testadas, a concentragcéo de
H202, de forma geral, foi maior quando o gene que expressa a isoenzima Fe-SOD
foi nocauteado, sugerindo uma maior participagdo desta enzima no controle
indireto de H202, o que teve apoio pela correlagdo observada entre esta enzima e
o fator transcricional das peroxidases OxyR.

Cada isoenzima atua de maneira particular ao estresse oxidativo
considerando o padrao de danos (MDA e H202) observado de acordo com a fase
de crescimento para cada isoenzima, assim constatou-se que sodB
provavelmente € mais importante na desfesa contra o estresse oxidativo no meio
da fase exponencial e sodA provavelmente é mais importante no fim desta fase, o

que possivelmente envolve os diferentes fatores transcricionais destes genes.
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66




A capacidade e intensidade de tolerancia a herbicidas s&o representadas,
por meio das curvas de crescimento, como um conjunto global de adaptacdes a
condi¢cdes toxicas. Apesar dos indices de toxicidade observados, as linhagens
estudadas neste trabalho foram capazes de crescer em taxas proximas as
observadas no controle, mostrando nives de adaptacdo em condi¢cdes de estresse
para as quais elas nao foram selecionadas. O aumento no valor adaptativo
quando o gene sodA é nocauteado, nos tratamentos com 2,4-D e atrazina, indica
uma plasticidade ampla de respostas e um potencial de adaptacao rapida em E.
coli K-12, pois em um ambiente contendo uma molécula toxica como um
herbicida, bactérias possuindo um sistema polimérfico para SOD, uma mutagao
para um gene codificantes para uma das isoformas poderia aumentar a
viabilidade celular e ainda manter um tipo enzimatico funcional. Este € um modelo
interessante para microbiotas que vivem em condicbes ambientais estressantes e

de alta rotatividade, como é o caso do uso de herbicidas em agricultura.

5.1.4 Conclusao

O conjunto de dados reunidos nesse trabalho demonstra que o alto
potencial eletronegativo dos herbicidas estudados torna-os capazes de promover
o desequilibrio redox e consequentemente, gerar estresse oxidativo em uma
linhagem selvagem de E. coli K-12. O sistema de respostas celulares analisado
por meio do nocaute das isoenzimas de SOD possibilitou a observacdo de
respostas diferenciais destas isoenzimas, mesmo sem exposicao prévia aos
herbicidas, além de mostrar o aumento do valor adaptativo com o nocaute de uma
das SOD. Assim, a resposta adaptativa bacteriana a compostos toxicos, como 0s
herbicidas, mostra que E. coli K-12 representa um modelo de plasticidade
fenotipica para adaptacédo a presenca de moléculas téxicas em seu ambiente. O
que possivelmente pode ser encontrado em outros microrganismos, inclusive
naqueles que tenham sido expostos a herbicidas, garantindo a perpetuacéo de
uma espécie, o que, a longo prazo, proporcionam flexibilidade adaptativa frente as
eventuais alteracbes do ambiente e as modificagdes que normalmente ocorrem

em condi¢des naturais em todo o sistema.
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