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Resumo

Estudos de tolerancia ao mercurio com Pseudomonas e exemplares da familia
Enterobacteriaceae sugerem que existe alguma ligagdo genética entre a resisténcia ao
mercurio e a resisténcia a alguns antibidticos, como ampicilina e estreptomicina. Pesquisas
realizadas com bactérias resistentes ao mercurio sugerem que a pressao seletiva ambiental
e a transferéncia horizontal de genes, comum entre as bactérias, desempenharam um papel
fundamental na distribui¢do da resisténcia ao merctrio. A reducdo enzimatica de mercurio
e de organomercuriais ¢ o mecanismo de resisténcia mais bem estudado, ocorrendo em
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, de origem ambiental ou clinica. Este
mecanismo de resisténcia envolve o operon mer que codifica uma séria de proteinas,
especialmente a enzima mercurio redutase (MerA; EC 1.16.1.1), responsavel pela redugao
catalitica do merctrio. Bactérias com este gene estdo envolvidas nos ciclos biogeoquimicos
do mercurio e podem ser usadas na sua biorremediagdo. Neste trabalho isolamos bactérias
tolerantes ao mercurio do meio ambiente das cinco regides brasileiras na busca de um
exemplar com potencial para uso em biorremediagdo. Para este uso ¢ preciso ter como
critérios de selecdo que a bactéria tenha o gene merA e expresse a enzima MerA em
quantidades apreciaveis. Neste trabalho foi possivel isolar bactérias tolerantes a SuM de
mercurio de todas as regides do Brasil. Dentre as bactérias isoladas, foram selecionadas as
amostras Gram-negativas com maior nivel de tolerancia ao Hg(II) e que demonstraram
sensibilidade aos antibidticos mais comuns. Seguindo estes critérios, foi selecionada uma
unica amostra, identificada como Leclercia adecarboxilata M23, para investigar a relagao
entre a resisténcia ao mercurio e os niveis de MerA. Os resultados mostraram que a
determinagdo quantitativa desta enzima ¢ um processo trabalhoso que ainda ndo esta
totalmente consolidado. Apesar do processo de lise celular ndo ter sido o mais adequado,
os extratos celulares obtidos por agitacdo com pérolas de vidro permitiram demonstrar a
presenca de MerA nos extratos de L. adecarxilata M23 e de Escherichia coli ATCC
35218, amostras genotipadas por PCR como positivas para merA. Em contraste, no extrato
da amostra de E.coli ATCC 23724, que ndo apresentou banda correspondente ao gene
merA, ndo foi possivel detectar qualquer atividade de MerA. A determinacdo de MerA
pelo decaimento dos niveis de NADPH, medido através da absor¢do de luz a 340nm, gera
problemas analiticos de dificil solucdo, ja que o mercurio reage com o NADPH mudando a
sua absortividade neste comprimento de onda. Estas reagdes acontecem nos primeiros
minutos de reacao, implicando na necessidade de esperar algum tempo antes de considerar
o decaimento da absor¢do de luz como uma medida quantitativa da atividade da enzima.
Estes problemas podem ser contornados com a determinacdo da enzima pelo consumo de
mercurio i6nico ou pela volatilizacdo deste metal, at¢ mesmo por células intactas, como
pode ser demonstrado por avaliagdo de resultados da literatura. Os resultados obtidos neste
trabalho indicam que a determinagdo quantitativa da atividade de MerA em extratos
bacterianos ndo ¢ um bom critério de selegdo de bactérias para biorremediagdao. O
comportamento de células em fase exponencial de crescimento expostas a concentragdes
crescentes de mercurio, metodologia denominada neste trabalho como “desafio com
mercirio”, foi capaz de demonstrar que as amostras bacterianas MerA" apresentam um
comportamento diferente da amostra MerA™. O comportamento ideal de uma bactéria seria
aquele capaz de tolerar a adicdo do mercurio na fase exponencial de crescimento celular
sem alteracdo da velocidade especifica de crescimento, fato possivel de ser encontrado na
literatura, e que identificaria a amostra bacteriana com maior potencial para uso em
biorremediagao.

Palavras chave: bactérias; merctrio; MerA; mercurio redutase; biorremediagao.



Abstract

Studies of tolerance to mercury with Pseudomonas and specimens of the family
Enterobacteriaceae suggest that there is some genetic link between mercury resistance and
resistance to some antibiotics such as ampicillin and streptomycin. Research conducted
with bacteria resistant to mercury suggests that selective pressure on the environment and
horizontal gene transfer, common among bacteria, have played a key role in the spread of
mercury resistance in bacterial communities. The enzymatic reduction of mercury is the
best studied resistance mechanism, occurring in Gram-negative and Gram-positive
bacteria, of clinical or environmental origin. This mechanism of resistance involves the
mer operon that encodes a series of proteins, especially the enzyme mercury reductase
(MerA, EC 1.16.1.1), responsible for the catalytic reduction of mercury. Bacteria with this
gene are involved in Hg biogeochemical cycle and can be used for its bioremediation. In
this work, mercury tolerant bacteria were isolated from the environment of the five
Brazilian regions, in the search of a specimen with potential for bioremediation use. To be
used in this process the bacteria must have the gene merA and must express the enzyme
MerA in appreciable levels. It was possible to isolate bacteria tolerant to SuM of mercury
from all regions of Brazil. Among isolated bacteria, it was selected Gram-negative samples
with higher tolerance to Hg(Il) and sensibility to most common antibiotics. Following
these criteria, it was selected a single sample, identified as Leclercia adecarboxilata M23,
to investigate the relationship between resistance levels of mercury and MerA activity. The
results showed that quantitative determination of this enzyme is a laborious process that is
not yet fully consolidated. Even though the process of cell lyses was not the most
appropriate, the cell extracts obtained by shaking cells with glass beads allowed to
demonstrate the presence of MerA in the extracts of L.adecarxilata M23 and Escherichia
coli ATCC 35218, which were genotyped by PCR as positive for merA. In contrast, in the
extract of E. coli ATCC 23724, which showed no band corresponding to merA gene, it was
not possible to detect any activity of MerA. MerA determination by NADPH decay,
measured by light absorption at 340nm, has analytical problems difficult to solve, since
mercury reacts with NADPH changing its absorptivity at this wavelength. These reactions
occur in the first minutes of reaction, implying the need to wait some time before
considering the decay of light absorption as a quantitative measure of enzyme activity.
These problems can be avoided assaying enzyme by ionic mercury decay or by mercury
volatilization, even using intact cells, as can be demonstrated by the data in the literature.
The results of this work indicate that quantitative determination of MerA activity in
bacterial extracts is not a good criterion for bacteria selection for bioremediation. The
behavior of cells in exponential growth phase exposed to increasing concentrations of
mercury, methodology called "challenge with mercury"”, was able to demonstrate that
bacterial samples MerA" have a behavior difference. The ideal behavior would be a
bacterium able to tolerate the addition of mercury in the exponential phase of cell growth
without changing the specific growth rate, which has been described in the literature,
identifying the bacterial sample with the greatest potential for use in bioremediation.

Keywords: bacteria; mercury; MerA; mercury reductase; bioremediation.
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1 Introducao

1.1 A historia do mercurio

O nome dado ao elemento quimico ¢ uma referéncia ao deus romano
Mercurio, o mensageiro dos deuses. Também estava associado ao lucro e ao
comercio, seu nome vem do latim Merx, mercadoria. Acredita-se que foi
Aristoteles quem denominou o elemento mercurio, 400 A.C., de Hydrargyrum, que

quer dizer "agua prateada" (Azevedo, 2003).

Os Romanos herdaram parte do conhecimento grego sobre o mercurio e
expandiram as aplicagdes comerciais. A extracdo de ouro utilizando mercurio para
formar amalgama ja& era uma pratica conhecida pelos romanos. A aplicagdo
medicinal incluia drogas mercuriais para curar doengas da pele, dos olhos, a sifilis
e a cura de queimaduras (Miranda et al., 2007). O uso do mercurio foi
inicialmente associado com praticas religiosas e misticas e depois teve uso em

praticas medicinais, farmacéuticas e industriais.

Nos séculos XVII e XVIII, época em que se priorizava o acumulo de
riquezas, principalmente de metais, o mercurio era usado para extrair prata. Foi
utilizado na confeccdo de instrumentos, tais como: o barometro de Torricelli em
1643, o termometro de mercurio desenvolvido por Fahrenheit em 1720 e outros
instrumentos de medicdo. Uma descoberta importante foi a introdugao de células
eletroliticas a base de mercurio na industria de cloro-soda em 1894 por Castner e o
desenvolvimento de baterias de mercurio durante a Segunda Guerra Mundial. No
século XVIII, a mina de Almadén, na Espanha, era amplamente explorada por

escravos para a extragdo de mercurio (Nriagu, 1979; Azevedo, 2003).

Hoje, o metilmercurio (metilHg) acumulado nos peixes, o vapor de
mercurio liberado no ambiente, o mercurio utilizado em amalgamas de obturagdes
dentarias e o thimerosal em vacinas sdo as formas em que este metal estd mais

presente em nossa época.

1.2 O elemento mercurio

O mercurio ocorre naturalmente no ambiente podendo ser classificado em
trés grupos: mercurio metalico, mercurio inorganico e mercurio organico.
Mercurio metalico também conhecido como mercurio elementar ¢ um metal

liquido e prateado a temperatura ambiente, ¢ utilizado em termometros e
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interruptores elétricos. As formas inorgadnicas ocorrem quando este se combina
principalmente com enxofre, cloro ou oxigénio constituindo-se em sais de
mercurio. Geralmente sdao pds brancos, ou cristais, mas quando combinado ao
enxofre forma o cinabrio (sulfeto de mercurio) que ¢ vermelho e apos exposigdo a
luz fica preto. Quando o mercurio se combina ao carbono forma os compostos
organicos ou organomercuriais, no meio ambiente o composto mais comum ¢ 0

metilmercurio (metilHg) (Azevedo, 2003).

O ciclo biogeoquimico do mercurio ¢ muito complexo por envolver a inter-
relacdo entre os sistemas aquaticos, atmosféricos e terrestres. A especiacdo do
mercurio em ambientes aquaticos ¢ influenciada pela relagdo do merctrio com a
biota e complexos organicos e inorganicos da coluna d’adgua e dos sedimentos
(Miranda et al, 2007). Os ecossistemas aquaticos encontram-se saturados de
mercurio elementar aquoso, ocorrendo um fluxo continuo de mercurio elementar
para a atmosfera podendo variar a intensidade de acordo com fatores ambientais

como concentragdao de carbono dissolvido e radiagao solar (Morel ef al., 1998).

O vapor de mercurio elementar encontrado na atmosfera sofre reagdes de
oxidag¢do, provavelmente o ozdnio ¢ o oxidante mais importante (Morel et al.,
1998). E depositado no solo ou na 4gua através das chuvas ou neve e assim pode

ser novamente reduzido (Barkay et al., 2003).

1.3 Acidentes com mercurio

Em 1860, em Londres, foi sintetizado o primeiro composto organico de
mercurio, o metilHg. Dois dos técnicos de laboratério que trabalhavam no local
morreram por exposi¢do a este elemento. As aplicagdes industriais e comerciais
com mercurio foram pouco desenvolvidas neste periodo, até o final deste século.
No inicio do século XX retomou-se os estudos com o mercurio ¢ algumas de suas
propriedades foram consagradas, como o seu uso em graos de cereais atuando

como fungicida (Clarkson, 2002).

Os mais graves acidentes com mercurio ocorreram nas décadas de 1950 e
1960 nas Baias de Minamata e Nigata no Japao ¢ em 1970 no Iraque. Esses

acidentes tiveram repercussao mundial.

No inicio de 1950, no entorno da regido da Baia de Minamata, Japdo, foram

observados fendmenos sem motivo aparente: passaros caiam no momento de pleno
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vOoo e morriam; peixes girando e flutuando, de barriga para cima, préximos a
superficie e peixes mortos boiando nas aguas. Em seguida os gatos foram afetados:
ndo conseguiam andar em linha reta, pulavam na baia e se afogavam, faziam
violentos movimentos de rotacdo e caiam mortos (Harada, 1995). Uma das maiores
industrias do Japdo, que produzia fertilizantes quimicos, resinas sintéticas,
plasticos e outros compostos quimicos, tinha o metilHg como um subproduto da
producao de acetaldeido. O residuo industrial era todo langcado nas dguas da baia e
a populacdo consumia os peixes e crustaceos contaminados. Os niveis de mercurio
nos peixes e frutos do mar estavam elevados: 35,7 mg/kg nos caranguejos; 5,61
mg/kg nas ostras, quando ndo deve exceder 0,5 mg/kg de mercurio total em um

consumo semanal de 400 gramas (Bisinoti e Jardim, 2004).

No final de 1953, a doenca afetava adultos e criangas. Ficou reconhecido
oficialmente que 2.252 pessoas foram diretamente expostas e contaminadas, sendo
reconhecidas 1.043 mortes em um total de 12.127 pessoas que alegavam ter a
doenga. As pessoas apresentavam sintomas neuroldgicos tais como: tremores
musculares, desequilibrio ao andar, visdo turva, redu¢dao do campo visual, perda de
audicdo, dificuldade na articulacdo das palavras e, nos casos mais graves, paralisia
e morte. Esta doengca mais tarde ficou conhecida como “Mal de Minamata” ou
“Doenca de Minamata” (Harada, 1995; Bisinoti e Jardim, 2004). Com o tempo foi
observado um elevado numero de nascimentos de criangcas com mau
desenvolvimento cerebral ou paralisia. As que sobreviviam apds o nascimento
tinham problemas neurologicos, semelhantes aos dos adultos. Estes distirbios
foram atribuidos a exposicdo materna durante a etapa gestacional (Eto, 1997;
Ekino et al., 2007).

No Iraque, na década de 1970, ocorreram casos de contaminag¢do com
metilHg e etilHg. Os agricultores e seus familiares produziram pdes caseiros com
os graos tratados com fungicidas mercuriais, cerca de 6.900 pessoas foram
hospitalizadas e pelo menos 459 morreram. Calcula-se que mais de 40.000 pessoas
tenham sido expostas. No caso do Iraque em particular houve uma associagdo de
fatores que proporcionaram este desastre. Os rotulos dos fungicidas ndo foram
traduzidos para a linguagem local, os simbolos de identificagcdo de perigo no
rotulo do produto nao eram conhecidos na area rural do Iraque e os agricultores
achavam que apenas lavando os grdos teriam retirado todo o fungicida que foi

aplicado (Unep, 2002; Bisinoti e Jardim, 2004).
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Na Suécia, também em torno da década de 1950, foi relatado um grande
desastre ambiental relacionado com mercurio. Alguns pdassaros predadores, que
estavam no topo de uma cadeia alimentar, estavam desenvolvendo desordens
neurologicas. Os passaros se alimentavam de pequenos mamiferos roedores que
consumiam graos nos campos de plantacdes de cereais, esses graos eram tratados
com fungicidas mercuriais. Analisando as penas das aves foi possivel verificar que
os niveis de Hg nas penas se tornavam extremamente elevados quando estas
estavam em territério Sueco. Para estabelecer uma comparacdo os pesquisadores
decidiram examinar penas de aves que se alimentavam somente de peixes, onde os
niveis de mercurio eram considerados baixos. A surpresa foi que, também foi
observado um alto nivel de contamina¢do por mercurio, apesar destas aves nao
terem nenhuma conexdo com os grdos tratados com fungicidas mercuriais. Entdo
se observou que os peixes estavam contaminados com metilHg. Estd foi uma
descoberta historica, os micro-organismos no ambiente aquatico sdo capazes de
converter mercurio inorganico em metilHg, este ¢ o primeiro passo da cadeia
alimentar onde o mercurio vai bioacumulando nos niveis troficos superiores até
chegar aos peixes de topo de cadeia que servem de alimento para o homem
(Clarkson, 2002).

1.4 Toxicidade do Mercurio

O merctrio é, dentre os metais contaminantes, aquele que apresenta a maior
toxicidade, podendo ser bioacumulado de fontes bidticas, como outros organismos
ou de fontes abiodticas, como a agua. Além de ser um metal capaz de sofrer
biomagnificagdo, isto ¢, sua concentragdo aumenta em sucessiveis niveis troficos.
Este aspecto ¢ o mais significante impacto a saude de animais ¢ humanos. (Unep,
2002; Lacerda e Malm, 2008).

A principal via de exposi¢do do homem ao metilHg, ¢é através da ingestdo
de alimentos contaminados, principalmente animais aquaticos (ex. peixe,
mariscos, mexilhdes, etc. ). Em peixes adultos entre 90 e 100% do mercurio esta
na forma de metilHg (EPA 2001). Este ¢ o Unico metal que reconhecidamente
causou Obitos em humanos através da contaminagcdo ambiental, particularmente via
ingestdo de organismos aquaticos contaminados (Barkay et al., 2003; Dorea ef al.,
2003; Lacerda e Malm, 2008).
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Quando ha exposi¢do aguda a mercurio inorganico podem ocorrer danos aos
pulmdes. O envenenamento crénico apresenta sintomas como tremores, alteracdo de
personalidade, inquietagao, ansiedade, disturbios do sono e depressao. Os sintomas
tendem a desaparecer apos um periodo de ndo exposi¢cdo. O mercurio metalico, caso

ingerido, pode afetar os rins. (Jarup, ef al., 2003 e Miranda et al, 2007).

O metilHg ¢ a forma mais toéxica de merclirio, causa alteragdes
neurologicas, tais como, baixa coordenacdo para andar, perda de audigdo,
dificuldade na articulagdo das palavras, deterioracdo mental entre outros. Em
adultos ¢ caracterizado por um periodo de laténcia entre a exposi¢do € o
surgimento dos sintomas, podendo variar de semanas a meses dependendo da dose

e do periodo de exposi¢ao (Clarkson, 2002; Bisinoti e Jardim, 2004).

Uma vez langado no ambiente o mercurio oscilara entre as suas varias
formas quimicas, mas permanecerd no ambiente. Os sedimentos de rios e oceanos
poluidos sdo potencialmente perigosos porque o mercurio pode permanecer como

substrato para metilacdo por cerca de 100 anos (Bisinoti e Jardim, 2004).

1.5 Resistencia Bacteriana ao Mercurio

Os estudos sobre a ocorréncia de mecanismos de tolerdncia ao mercurio
comegaram no final da década de cinqlienta e inicio de sessenta. O primeiro relato
de resisténcia bacteriana ao mercurio foi de um isolado clinico de Staphylococcus
aureus que demonstrou resisténcia a compostos orginicos e inorganicos de
mercirio e também resisténcia ao antibidtico penicilina (Moore, 1960). A
resisténcia a antibidticos e ao metal mercurio era conferida por um mesmo
elemento genético movel chamado de plasmideo (Richmond e John, 1964; Novick
e Roth, 1968). Quase ao mesmo tempo, estudos diziam que bactérias ambientais,
como Pseudomonas poderiam transformar organomercuriais em mercurio volatil
(Tonomura et al., 1968; Suzuki et al., 1968; Furukawa et al., 1972). Ficou entao
reconhecido que alguns géneros bacterianos poderiam resistir a presenga do

mercurio e outros seriam capazes de volatilizar o mercurio (Schottel et al, 1978).

A resisténcia a mercurio e a antibidticos ¢ possivel de ser encontrada na
natureza ¢ em condi¢des experimentais. A resisténcia a antibioticos ¢ uma das
formas mais comum de adaptacdo bacteriana. Estudos de resisténcia ao mercurio

em Pseudomonas e na familia Enterobacteriaceae sugerem que exista alguma
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ligacdo genética entre resisténcia a mercurio e a resisténcia a alguns antibidticos
como ampicilina e estreptomicina (Summers et al, 1993). Pesquisas realizadas
com bactérias resistentes ao mercurio sugerem que a pressao seletiva ambiental e a
transferéncia horizontal de genes, comum entre as bactérias, desempenharam um
papel fundamental na distribuicdo da resisténcia ao mercurio e a antibidticos

(Zeyaullah et al, 2007; Zeyaullah et al, 2010).

Com a evolucdo ao longo do tempo e o enriquecimento deste metal nos
ambientes, os organismos foram adquirindo diversidades nos mecanismos de
tolerdncia ao mercurio seja para volatilizar ou aprisionar (De et a/,2008). Com a
constante exposi¢do a compostos mercuriais as comunidades bacterianas
desenvolveram varios tipos de mecanismos de resisténcia para permitir que elas

sobrevivessem aos efeitos toxicos do mercurio.

Sdao cinco os mecanismos de resisténcia ou detoxificagdo bacteriana
conhecidos para o mercurio: (1) bloqueio, em que o ion téxico ¢ impedido de
entrar na célula ou sua captagdo ¢ reduzida; (2) transporte ativo (bombas de
efluxo) do ion metalico, por células com sistema altamente especifico, codificados
por genes de resisténcia; (3) seqiiestro intracelular ndo especifico do metal, por
proteinas de ligacdo; (4) o seqiiestro extracelular, muitas vezes por polissacarideos
extracelulares na parede celular e (5) conversdao enzimatica do metal para formas

menos toxicas ou volateis (Osborn et al, 1997, Mathema et al, 2011).

Este ultimo mecanismo ¢ mediado pela presengca do operon mer e do gene
merA, encontrados em transposons (ex. Tn501, Tn5041, Tn5056 ¢ Tn21) e em
plasmidios (ex. pKLH2, pDU1258, pMERPH) (Osborn ef al, 1997 e Mindlin et al,
2005). A redugio enzimatica do Hg*" em Hg’ é o mecanismo de resisténcia mais
bem estudado. A redu¢do ocorre em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas,
de origem ambiental ou clinica. Este mecanismo de resisténcia envolve o operon
mer que consiste em um grupo de genes, dentre eles merR, um gene regulador, que
funciona como um repressor ou ativador de todo o mecanismo, estabelecendo

condi¢des para uma resposta instantdnea a presenca de mercurio no citosol

(Barkay et al, 2003).

. + . , , . ~
A retirada do Hg”" do meio externo a célula, ocorre através da sua ligacio a
um par de cisteinas presentes na proteina MerP do periplasma ( espaco entre as

. , . + .
membranas interna e externa de uma célula bacteriana). O ng e transferido da
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proteina MerP para o par de cisteinas da proteina MerT . A transferéncia de ions
se da por reagio redox. O Hg®" ¢ transportado para a face do citoplasma da
proteina MerT sendo transferido para o dominio aminoterminal da enzima
mercurio redutase (MerA) . O Hg2+ associado as cisteinas desta enzima ¢ reduzido
a Hg’ em uma rea¢do NADPH dependente, que funciona como doador de elétrons

(Osborn et al, 1997, Mathema et al, 2011).

A enzima mercurio redutase (MerA), foi depositada no Banco de
Nomenclaturas enzimaticas por Fox e Walsh (1982) e recebeu o registro de EC
1.16.1.1, pelo Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica e

Biologia Molecular (IUBMB), catalisando a seguinte reagao:

1) NADPH + H' + RS-Hg-SR — Hg’ + NADP" + 2RSH

A MerA contém FAD, utiliza NADPH como doador de elétrons e requer um
excesso de radicais tiol, que irdo complexar o Hg(II). A maneira pela qual a célula
gasta menos energia para se livrar de um metal possivelmente téxico e este sendo
volatil ¢ reduzi-lo a um gés (Barkay ef al/, 2003), o Hg0 formado, menos toxico,
tende a se volatilizar, sendo liberado no citoplasma e saindo da célula por difusdo

passiva.

1.6 Justificativa

Os poucos dados existentes na literatura, cerca de 400 trabalhos,
envolvendo a enzima MerA, especialmente quando da sele¢do de bactérias visando
a biorremediacdo de mercurio, ndo consolidou uma metodologia unica para a
determinagdo quantitativa desta enzima em biomassas bacterianas como critério de

selecdo.

Desta forma, na busca de um organismo em amostras coletadas em territorio
brasileiro, mostrou-se necessaria a revisdo dos métodos de quantificagdo e
normalizacdo da atividade desta enzima. Além disso, a falta desta padronizacgdo
implica em ter que rever e estabelecer condi¢des de cultivo e de estocagem das

culturas.

O isolamento de bactérias tolerantes ao mercurio no territério brasileiro,
quantificando a atividade de MerA, permite avaliar a participacao deste

mecanismo no ciclo biogeoquimico do mercurio.
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2 Objetivos
2.1 Objetivo Geral

Isolar bactérias tolerantes ao mercurio de ecossistemas aquaticos brasileiros

e investigar se esta tolerdncia ¢ mediada pela atividade da enzima mercurio

redutase.

2.2 Objetivos Especificos

1.

Isolar bactérias que apresentem tolerdncia ao mercurio de amostras de agua
coletadas em diferentes ecossistemas brasileiros;

Identificar as amostras mais tolerantes ao mercurio por coloracdo de Gram e
provas bioquimicas;

Avaliar a sensibilidade a antimicrobianos dos isolados com maior tolerincia
ao mercurio;

Investigar a relagdo entre a tolerancia ao mercurio e a presenca do gene merA
com os niveis de MerA em bactérias selecionadas.
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3 Material e Métodos

3.1 Reagentes, meios de cultura e outros materiais

Caldo LB: Luria Broth, Miller (Sigma codigo 3152); Agar LB: Luria Agar,
Miller (Sigma codigo 3272) Caldo Nutriente: Nutrient Broth (Difco cddigo
234000); Agar Nutriente: Nutrient Agar (Difco codigo 213000); Solucdo de
Hg(II): Solu¢do Padrdao de mercurio a 1000ppm (Fluka coédigo 16482); NADPH:
B-Nicotinamida Adenina Dinucleotideo 2-Fosfato Reduzido (Sigma cdédigo
N1630); DTT: DL-ditiotreitol (Sigma codigo D0632); PMSF: Fluoreto de
fenilmetilsulfonila (Sigma cdédigo P7626); Agar Estoque: 0,8g de cloreto de sodio,
1,0g de caldo nutriente, 0,6g de bacto agar, 100mL de agua destilada, pH 7,2 - 7,4;

Todos os demais reagentes utilizados eram de grau analitico.

3.2 Amostras bacterianas

3.2.1 Coleta de amostras de agua

Foram coletadas amostras de agua utilizando seringas de 60mL (marca BD)
acopladas a um suporte de filtracdo (Millipore) contendo uma membrana de acetato
de celulose, com porosidade de 0,22um e 47mm de didmetro conforme
Vasconcellos, (2010) na qual as bactérias ficam retidas. O suporte contendo a
membrana foi mantido sob refrigeracdo até o seu retorno ao laboratério para o
processamento. Todo o material utilizado foi esterilizado antes do uso. O niimero de
amostras de d4agua coletadas por estado brasileiro variou de acordo com a
disponibilidade de recurso para coletas de campo, parceria com colaboradores e
cronograma para recebimento de amostras no laboratdrio. A coleta de amostras de
agua teve inicio nos projetos CNPq Universal de 2007 (482901/2007-1) e
FIOCRUZ-PAPES V de 2008 (403617/2008-1), nos quais esta dissertacdo esta

inserida.

3.2.2 Isolamento e estocagem de bactérias

No laboratorio, os suportes de filtracdo foram abertos em ambiente estéril e
as membranas foram transferidas com auxilio de uma pinga estéril para tubos tipo
Falcon de 50 mL estéreis, contendo meio de cultura Caldo Nutriente e 5uM de
Hg(Il) a partir da Solug¢ao Padrao. Apos 24/48 horas de incubagdo a 37°C, as
culturas obtidas foram semeadas por esgotamento em placas de Petri contendo Agar

Nutriente acrescido de 5SuM de Hg(Il). As placas foram incubadas nas mesmas
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condicOes descritas anteriormente. Foram selecionadas de 3 a 5 colonias
morfologicamente distintas a olho nu, mantendo a proporcionalidade das coldnias
na placa. Cada coldnia foi transferida para caldo nutriente adicionando-se glicerol
depois do crescimento até a concentracdo final de 20% v/v. Estas culturas foram

estocadas a -20°C até o momento de seu uso.

3.2.3 Escolha das amostras

As amostras a serem trabalhadas nas etapas de investigacdo das relagdes
entre a tolerdncia ao mercurio, a presengca do gene merA e os niveis da enzima
MerA foram: o micro-organismo isolado que apresentou a maior tolerdncia ao
mercurio e sensibilidade aos principais antibidticos; a cepa de Escherichia coli
ATCC 23724, conhecida na literatura como sensivel; e a cepa de E. coli ATCC

35218, descrita como resistente ao mercurio.

3.3 Determinac¢iao da Concentracao Minima Inibitéria (MIC) de mercurio

MIC' - As coléonias bacterianas isoladas foram cultivadas em placas de
Petri com Agar Nutriente, contendo concentragdes crescentes de Hg(Il) para
determinar a concentracdo minima de mercurio capaz de inibir o crescimento
bacteriano de cada cepa (MIC). As colonias foram cultivadas em 5mL de Caldo
Nutriente, incubadas em estufa a 37°C até que a densidade de células bacterianas
fosse comparavel a 0,5 da escala de McFarland, equivalente a 0,08 unidades de
Absorvancia no comprimento de onda de 600 nandmetros, medido contra o meio
de cultura. Esta suspensao, contendo aproximadamente 10® UFC/mL, foi inoculada
na forma de duplo spot, em cada placa de Agar Nutriente, com duplicata de placa
para cada concentragao (5, 10, 20, 30, 40 e 45uM Hg(Il)). O spot foi realizado
com auxilio de uma micropipeta contendo o volume de 2uL (Andrews, 2001) e as
placas foram incubadas a 37°C de 24 a 48 horas. Cada experimento de MIC teve
como controle uma placa de Agar Nutriente sem adi¢cdo de mercurio, para testar a
viabilidade da cepa em crescer no meio de cultura testado. Apds este tempo
(incubagdo) foram feitas as leituras dos resultados: auséncia ou presenga de

crescimento visivel com auxilio de uma lupa bacterioldgica.

MIC? - Segue todo o procedimento descrito acima com a alteragdo do meio

de cultura, sendo utilizado o caldo LB e as placas preparadas com Agar LB.
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3.4 Identificacdo das bactérias isoladas

Todas as 143 amostras do estudo foram submetidas a coloracdao de Gram ¢ a
determinacdo da MIC'. As amostras que apresentaram MIC' igual ou superior a
20uM de Hg(Il) foram selecionadas para identificacdo do perfil bioquimico
empregando kits comerciais: API® 20E (Biomerieuxs) com 20 provas
bioquimicas, Enteric/Nonfermenter ID (BD BBL Crystal) com 20 provas
bioquimicas e Rapid Gram Positive ID (BD BBL Crystal) com 20 provas
bioquimicas. Segundo recomendagdes do fabricante: trés a quatro coldnias foram
suspensas em um tubo contendo liquido de indculo, o tubo foi agitado 10 a 15
segundos e o liquido vertido na base do kit. O kit foi incubado a 37°C por 18-24
horas e apos este periodo foi feita a leitura das provas bioquimicas. Os testes
baseiam-se em provas bioquimicas miniaturizadas, que incluem testes para a
fermentacdo, oxidag¢do, degradagdo ¢ hidrolise de varios substratos. As leituras
foram feitas pela alteracdo de cor em conseqiiéncia da atividade metabolica do
micro-organismo, o resultado foi convertido em numeros e lancado em um

programa de computador para interpretacdo dos dados e efetivar a identificac¢do.

3.5 Determinacio da sensibilidade a antibidticos.

Foram selecionadas para a determinacdo da sensibilidade a antibidticos as
amostras que apresentaram MIC! para mercurio igual ou superior a 30uM, e que
foram classificadas como Gram-negativa, foram testadas pela técnica de difusao
por discos com o método de Kiber-Bauer (CLSI, 2008). Que, de forma resumida,
ocorre da seguinte maneira: as amostras bacterianas previamente estocadas foram
cultivadas em Caldo Mueller-Hinton (Oxoid/Inglaterra) até que a densidade de
c¢lulas bacterianas fosse comparavel a 0,5 da escala de McFarland, equivalente a
0,08 de Absorvancia no comprimento de onde de 600 nandmetros medido contra o
meio de cultura. Utilizando Swabs estéreis, o indculo foi semeado
homogeneamente em toda a superficie das placas contendo Agar Mueller-Hinton
(Oxoid/Inglaterra). Apds alguns segundos, os discos contendo antibidticos (Oxoid/
Inglaterra) Cloranfenicol (30ung), Tetraciclina (30ug), Estreptomicina (300ug),
Acido Nalidixico (30pg), Gentamicina (10ng), Sulfametoxanol-Trimetropim
(25png), Canamicina (30pg) e Ampicilina (10pg), foram dispensados
simultaneamente com auxilio de um dispensador de discos (Oxoid/Inglaterra) na

superficie das placas ja semeadas seguindo incubacdo em estufa a 37°C por 18
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horas. Apos este periodo, foi feita a leitura e a interpretagdo dos halos. Os
critérios para defini¢do das bactérias como Resistente, Intermediario ou Sensivel
aos antibidticos testados foram baseados nos respectivos didmetros das zonas de

inibi¢do de crescimento em milimetros.

3.6 Determinacido do teor de proteinas totais

O teor de proteinas totais, em todos os ensaios citados, foi determinado por
uma modificacdo do método de Lowry, conforme proposto por Peterson (1977).
Este procedimento consiste, resumidamente, em: aliquotas da amostra foram
transferidas para tubos de ensaio e avolumadas para 0,5mL com agua destilada,
seguindo-se a adicdo de 1mL de reagente de dosagem A. Este reagente foi preparado
adicionando-se uma solucdo de carbonato de sdédio a 20%, lentamente, a uma solugao
de sulfato-tartarato de cobre até as concentragdes finais de sulfato de cobre de 0,1%,
de tartarato de potassio de 0,2% e de carbonato de sodio de 10%. Depois de
homogeneizado e incubado a temperatura ambiente por 10 minutos, foram
adicionados 0,5mL de reagente de dosagem B (Reativo de Folin-Ciaucalteu (Merck)
2N diluido 1:5). Durante a adicdo deste reagente, os tubos foram vigorosamente
agitados e em seguida incubados por 30 minutos a temperatura ambiente. Para a curva
de controle foram utilizados 2 concentragdes conhecidas de proteina (Soro Albumina
Bovina SIGMA), tubo P10 contendo 10pg e o tubo P100 contendo 100ug de proteina
para um volume final de 2,5mL. No tubo "branco" foi adicionada agua destilada no
lugar de amostra. A leitura foi feita em um espectrofotometro UV-Visivel a 750
nanometros. No reagente A ndo foi adicionado o detergente, por provocar a formacao

de precipitado, sendo esta etapa opcional, conforme descrito por Peterson (1977).

3.7 Determinaciao do numero de células viaveis

Aliquotas de 0,ImL da suspensdao bacteriana foram diluidas em 0,9mL de
salina estéril e sequencialmente diluidas em escala de 10 vezes até pelo menos
10'°. De cada uma das quatro ultimas dilui¢des foram retiradas aliquotas de
0,1mL para semear homogeneamente placas de meio Agar LB, com auxilio de alga
de Drigalsk. As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica por 24 horas a

37°C e depois deste periodo as colonias foram quantificadas.
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3.8 Curva de crescimento e determinacio do tempo de geracio

Cada bactéria foi semeada a partir do estoque em Agar LB, com ou sem a
adicdo de Hg(Il) e incubada em estufa bacteriolégica a 37°C para obtencdo de
coldnias isoladas e verificagdo da pureza do estoque. Apos este procedimento, 3 a
5 coldnias foram selecionadas e repicadas para tubos de ensaio contendo 4mL de
Caldo LB, com ou sem a adi¢do de Hg(II). Estes tubos foram incubados a 37°C por
aproximadamente 16 horas para obtencdo da cultura fisiologicamente ativa. Estes
tubos foram usados como in6culo para outros 25mL do mesmo meio em frascos de
Erlenmeyer, incubados da mesma forma sem agitagdo. Estas culturas, de no
maximo 16 horas, foram usadas como inoculo para 100mL do mesmo meio e
cultivadas sob agitagdo, em agitador orbital a 120rpm e 37°C para determinacdo
da curva de crescimento. Durante este crescimento, amostras foram retiradas em
condi¢cOes assépticas e¢ usadas para a determinagdo da turvacdo por leitura da
Absorvancia a 600nm tendo Caldo LB como referéncia. Os resultados foram
usados para a construcdo de graficos relacionando o crescimento celular em
fungdo do tempo. Uma Regressdo Linear entre o logaritmo natural da turvagdo e o
tempo permitiu calcular a Velocidade Especifica de Crescimento Celular (p) de

acordo com a equacgao:

dN/dt = p.N [1]

Integrando esta equacao entre dois tempos da curva de crescimento dentro
da fase exponencial de crescimento celular temos:
InN; = InN, + pu(t - t,), [2] ou:
p = (InN; - InN,)/(t - t,) [3]

O Tempo de Geragdo (TG) da bactéria pode ser calculado pela equacgdo:
TG =1n2/p [4]

O valor N, sendo N, o in6culo, em verdade o nimero de células, pode ser
substituido por qualquer medida que tenha uma correlagdo direta com o nimero de
c¢lulas. Neste trabalho, empregamos a leitura fotométrica da turvacao gerada pelas
cé¢lulas em um espectrofotometro ajustado para 600 nandmetros e zerado com o
proprio meio de cultura. A equagao [2] descreve uma reta em um grafico de InAggo
contra o tempo em minutos, sendo t, 0 momento inicial, t o momento da coleta da
amostra ¢ N a quantidade de células depois da variagcdo de tempo, cuja inclinagao
representa i, ou a Velocidade Especifica de Crescimento Celular, que foi
determinada em planilhas eletronicas por Regressao Linear ajustada pelos

Quadrados Minimos, com 1 de pelo menos 0,95.
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3.9 Desafio com mercurio para células em fase exponencial de crescimento

Inoculos preparados como descrito no item 3.8, sem a adigcdo de mercurio
nos meios de cultura, foram usados para semear 100mL de Caldo LB em frascos
de Erlenmeyer de 500mL de modo a obter leituras iniciais de turva¢do a 600nm ao
redor de 0,05 unidades de Absorvancia. Os frascos foram incubados a 37°C sob
agitagdo de 120rpm em agitador orbital de chdo tendo sido avaliada a curva de
crescimento celular até cerca de 0,5 unidades de Absorvancia em amostras de 2mL
retiradas a cada 30 minutos. As leituras foram feitas diretamente sempre usado
como referencia um frasco da mesma marca e modelo contendo somente caldo LB
estéril. Neste momento, uma solucdo de mercurio em Caldo LB, preparada no
momento do uso a partir da Solugdo Padrdo de Merctrio, foi adicionada ao
crescimento bacteriano, para atingir concentracdes finais entre 5 e 30uM de
Hg(II), e o crescimento celular foi acompanhado por pelo menos mais 3 horas, da

mesma forma descrita anteriormente.

3.10 Determinacio da atividade da enzima mercurio redutase (MerA)

3.10.1 Obtencdo de biomassa bacteriana

De modo a garantir uma melhor comparagdo entre as amostras testadas, a
biomassa para a determinagdo de MerA foi produzida em condi¢des iguais de
crescimento e na auséncia de mercurio. Cada bactéria foi semeada a partir do
estoque e incubada em estufa bacteriologica a 37°C para obtengao de coldnias
isoladas e verificacdo da pureza do estoque. Apds este procedimento, 3 a 5
colonias foram selecionadas e repicadas para tubos de ensaio contendo 4mL de
Caldo LB. Estes tubos foram incubados a 37°C por aproximadamente 16 horas
para obtencdo da cultura fisiologicamente ativa. As solugdes bacterianas contidas
nestes tubos foram usadas como indculo para outros 25mL do mesmo meio em
frascos de Erlenmeyer, incubados da mesma forma sem agitacdo. Estas culturas de
no maximo 16 horas. Apds este periodo, os tubos de ensaio contendo o pré-inoculo
foram usados como indculo para 100mL (Ramanan et al/, 2008) de Caldo LB e de
Caldo LB contendo 5uM de Hg(II) em frascos de Erlenmeyer de 500mL. Depois
do ino6culo, uma aliquota de 2mL foi retirada em condigdes estéreis, para a
determina¢do da Absorvancia inicial a 600nm (Agoo) contra o meio de cultura. Os
frascos foram incubados a 37°C em agitador rotativo de chao a 120rpm com

retirada de amostras a cada hora para a determinagdo da Agpo. Os resultados foram
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usados para a constru¢do de regressdes lineares para a determinag¢do do tempo de
geracdo. As células da fase exponencial de crescimento foram conservadas no

proprio meio a 5°C por, no maximo, 16 horas antes da recuperagdo da biomassa.

3.10.2 Obtencdo da fracdo soluvel livre de células
A obtenc¢do da fracdo soluvel ocorre em seis etapas:

(1) Recuperagdao da biomassa celular: As células foram recuperadas por

centrifugacdo a 5000g, por um periodo de 10 minutos com temperatura controlada

de 5°C.

(2) Lavagem da biomassa: A biomassa celular foi lavada 3 vezes com salina e

intensa agitacdo a 3500rpm aproximadamente (Vortex) e ressuspensas em tampao
de lise gelado, (TpLise; tampao fosfato pH 7,2 20mM contendo 1mM de PMSF,
Ogunseitan, 1998 modificado).

3

(3) Ajuste de Densidade Optica (DO): A biomassa foi suspensa, em

aproximadamente 10mL de Tplise até chegar a DO de 5,0 Aggo € conservada a 5°C
por no maximo 16 horas. Uma aliquota de 6mL desta suspensao foi transferida
para tubo Falcon de 15mL. Seis gramas de pérolas de vidro (Sigma 425-600

micrometros) foram adicionadas.

(4) Diluigao seriada: Ap6s homogeneizar a suspensdo bacteriana com as pérolas de

vidro por 5 segundos de agitagdo, foram tomadas aliquotas de 0,ImL para

determina¢ao do numero de células viaveis. Conforme item 3.7.

(5) Processo de lise celular: Dez ciclos de 20 segundos (200 segundos de

tratamento), em Vortex intercalados com a imersdo em banho de gelo por um
minuto, foram testados para tentar garantir a lise das células. Depois dos
tratamentos, todo o material restante no tubo Falcon de 15mL foi centrifugado a
5000g por 10min em temperatura controlada de 5°C e o sobrenadante foi coletado

e conservado a -20°C por no maximo 16 horas, para a determinacdo de MerA.

(6) Dosagem de proteina total: Uma aliquota de 0,2mL foi retirada no inicio de

cada ciclo (dez de 20 segundos, na etapa anterior) e centrifugada a 14000rpm em
centrifuga de Eppendorf por 5 minutos, para a determinacdo do teor de proteinas

totais nos sobrenadantes durante o processo de lise celular bacteriana.
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3.10.3 Determinacdo da atividade da enzima

No momento da determinagdo de MerA, as amostras foram descongeladas,
centrifugadas a 35.000g por 30 minutos em temperatura controlada de 5°C e o
sobrenadante foi coletado e mantido em banho de gelo. A determinagdo da
atividade de MerA foi feita tendo como apoio o protocolo de Takeushi, 1999,
baseado na medida do consumo de NADPH na presen¢a de Hg(Il). O tampao de
dosagem (TpDos) continha (concentragdo final): 50,0mM de Fosfatos (Na/K) pH
7,2; 0,2mM de NADPH; ImM de DTT; 0,2mM de MgS0O4; ¢ 0,5mM de EDTA.
Este tampao deve ser preparado no momento do uso aferindo a concentracdo final
de NADPH pela Absorvancia a 340nm, que devera ser 1,586 para o TpDos
(0,255mM), garantindo 0,2mM de concentracdo final de NADPH. Como fonte de
Hg(II) foi usada uma Solu¢do Padrao comercial de Hg(II) a 1000mg/L (4,987mM),
garantindo 0,097mM final de Hg(II).

O procedimento de dosagem seguiu o seguinte protocolo:
Amostra 100uL
TpDos 400uL
1 - Agitar com ponteira e transferir 400uL para a cubeta;

2 - Colocar no espectro zerado com agua e acompanhar as leituras de Absorvancia a
340nm a cada minuto por 20min. Estas leituras foram usadas para a constru¢do de uma
regressao linear e a inclinagdo (dAs4onm/min) foi usada para a quantificacdo da enzima
(MerA controle).

Amostra + TpDos 400uL
Hg(ID) SuL

3 - Adicionar o mercUrio diretamente na cubeta, agitar com ponteira e disparar nova
corrida de 20min com leituras a cada minuto. Estas leituras foram usadas para a construcao
de uma segunda Regressdo Linear e a inclinacdo (dAsz4onm/min) foi usada para a
quantificagdo da enzima (MerA total).

A medida ¢ cinética e devera incluir a parte mais linear das duas regressoes,
escolhidas pelo maior Coeficiente da Determinagio (r’). Nos primeiros minutos
depois da adicdo do Hg(II) ocorre um grande declinio da Assonm, que depois se
estabiliza como uma queda linear. Nestas condi¢des, uma Unidade de enzima (U) ¢

a quantidade de proteina que consegue consumir 1pumol de NADPH por minuto.
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Os célculos para a determinagdo de atividade foram, considerando a
Absortividade do NADPH a 340nm como 6.220.M '.cm™:

dAjz40nm = MerA total - MerA controle [5]
mU/cubeta = (dA340nm/0,00622) x 0,408mL [6]
mU/mL = mU/cubeta x (1000/volume de amostra em puL) [7]
U/g de proteinas = (mU/mL) / (Proteinas totais em mg/mL) [8]

3.11 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para determinacio do gendtipo
da enzima mercurio redutase.

A reacdo da amplificagdo do gene merA seguiu o protocolo com
modificagdes Chadhain e colaboradores (2006). Essa parte do trabalho realizado
em colaboracdo com o Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Escola Nacional
de Satude Publica Sérgio Arouca. Para a reagdo da PCR foi utilizado um volume
final de 25uL nas reagdes de amplificagdo contendo: 3ul do lisado bacteriano e
2,5uL de tampao 10X (Invitrogen) e volumes suficientes para alcancar 2mM de
MgCl, (Invitrogen), 0,2mM de dNTPs (Invitrogen), 30pmol/uL de cada iniciador
e 1U/uL de Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen). A reagdo foi realizada
em um termociclador Mastercycler Personal (Eppendorf) e programada para uma
desnaturagdo inicial de 94°C por 5 minutos seguida de 45 ciclos de 94°C por 10
segundos, 68°C por 40 segundos e 72°C por 1 minuto e extensdo final de 72°C por
7minutos. As condi¢cdes de eletroforese foram: Aproximadamente 10uL dos
produtos resultantes das PCRs foram adicionados de 2uL de tampao de corrida
(gel loading buffer - Invitrogen) e submetidos a eletroforese em gel de agarose na
concentragao de 1,3% (p/v) preparado em Tris-Borato-EDTA 0,5x na voltagem
constante de 70V durante cerca de 3 horas e 30 minutos. Apds a eletroforese o gel
foi corado com soluc¢do de brometo de etideo (Invitrogen) a 0,5ug/mL durante um
periodo de 15 minutos e submetido a lavagem em agua destilada durante cerca de
30 minutos. O gel foi inspecionado visualmente em trans-iluminador de luz
ultravioleta (UVITec, Cambridge, Reino Unido) e fotografados em sistema de
captura de imagem digital (UVIPro silver, Cambridge, Reino Unido). Para estimar
o tamanho dos fragmentos obtidos foi utilizado o padrdao de 100pb DNA ladder
(Invitrogen). Como controles de reacdo foram incluidas as cepas de E. coli ATCC
35218, conhecida como resistente, ¢ E. coli ATCC 23724, conhecida como

sensivel ao mercurio.




Bezerra, A.L.A. 18

3.12 Analises estatisticas

Todas as determinagdes bioquimicas foram feitas pelo menos duas vezes
com diferencas inferiores a 10%. Todas as Regressdes Lineares foram feitas pelo
método dos Quadrados Minimos, com auxilio de uma planilha eletronica (EXCEL
2007, Microsoft) e a dispersdo dos dados foi expressa pelo Coeficiente da

Determinagio (r?).

3.13 Revisao da literatura

Durante os trabalhos experimentais foi feita uma revisdo criteriosa do
assunto estudado através das bases Scopus e Web of Knowledge. Também foram
criados alertas que enviaram a informag¢do de qualquer artigo publicado através de
e-mail. As palavras usadas na revisdo e no alerta, para as duas bases, foram:

“mercur* reductase” e “mercur* ion reductase”.

A selegdo dos trabalhos levou em consideragdo as seguintes questdes: (a) a
indicacdo de alguma metodologia para a selecdo de bactérias para uso na
biorremediacdo de mercurio e (b) a indicacdo de alguma metodologia para a

determina¢ao da enzima mercurio redutase.
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4 Resultados

4.1 Coleta de amostras de agua e isolamento de bactérias.

Foram coletadas amostras de dgua superficial nas cinco regides brasileiras.
Na regido Norte foram coletadas amostras no estado de Ronddnia, no entorno da
Represa que se localiza no Baixo Jamari, afluente direto da bacia do rio Madeira.
Na regidao Nordeste as coletas ocorreram no Ceard em rios proximos a areas
urbanas de Fortaleza e no rio Jaguaribe, na altura do municipio de Itaigaba, e
também em Pernambuco nos rios Ipojuca e Beberibe. Na regido Sudeste as coletas
ocorreram no complexo lagunar da baixada de Jacarepagud, em lagoas de Niterdi e
em rios que compdem a bacia da Baia da Guanabara. Na regido Sul as amostras
foram coletadas no sistema lagunar da Lagoa dos Patos, na Lagoa Mirim e nos
Arroios Grande e Del Rei. Na regido Centro-Oeste as coletas foram feitas em
pontos do rio Teles Pires e do rio Paranaita, no municipio de Paranaita, ¢ em lagos
de criagcdo de peixes em antigas cavas de garimpo do municipio de Alta Floresta
no estado de Mato Grosso. Estas coletas totalizaram 51 amostras de aguas
superficiais, conforme estd descrito na Tabela 1. As 51 amostras de 4gua
originaram 143 isolados bacterianos tolerantes a 5 uM de Hg(Il) sendo 31 da
regido Norte, 26 da Regido Nordeste, 19 da Regido Centro-Oeste, 41 da Regido
Sudeste e 26 da Regido Sul (Tabela 1).

Tabela 1 — Distribuicdo das coletas e dos isolamentos para cada Regido do Brasil

Numero de Numero de bactérias
Regido amostras de agua isoladas
coletadas
Norte 8 31
Nordeste 6 26
Centro-Oeste 15 19
Sudeste 13 41
Sul 9 26

TOTAIS 51 143




Bezerra, A.L.A. 20

4.2 Caracterizacdo de amostras bacterianas com fendtipo de resisténcia ao

mercurio e taxonomia de bactéria selecionadas

Apods o isolamento as 143 amostras bacterianas passaram pelo teste
morfotintorial de Gram e pela determinacdo da concentracdo minima inibitoria
(MIC) de mercurio. Os resultados de MIC por regido estdo especificados na Figura
1. Dos 143 isolados bacterianos encontrados 104 eram Gram-negativos, ¢ 39 eram
Gram-positivas. Dos 104 isolados bacterianos Gram-negativos, 30 mostraram
tolerancia igual ou superior a 20uM de Hg(II) e foram submetidos a identificagao
por testes bioquimicos comerciais (Kit de identificagdo), com predominio de
representantes da familia Enterobactericeae, especialmente os géneros Klebsiella,
Enterobacter e Serratia. Dentre os 39 organismos classificados como Gram-
positivos 9 apresentaram MIC igual ou superior a 20uM de Hg(II), sendo os
representantes da familia Bacillaceae pertencentes aos géneros Bacillus ¢

Paenibacillus e da familia Staphilococceae pertencente ao género staphilococcus.

Apo6s a identificagdo de 39 cepas, foram escolhidas 13 cepas que
apresentaram o maior MIC, sendo este igual ou superior a 30uM de Hg(Il),
(conforme Tabela 2), e foram testadas quanto a sensibilidade a antibidticos. No
antibiograma foram usados oito antibidticos através do método de difusdo por
discos. Todas as seis bactérias Gram-positivas escolhidas apresentaram
multirresisténcia aos antibidticos testados e foram guardadas em um banco de
cepas para trabalhos posteriores. As sete bactérias Gram-negativas, trés
apresentaram multirresisténcia, trés apresentaram resisténcia a pelo menos um dos
antibioticos testados € somente uma bactéria, a amostra M23, foi sensivel a todos

os oito antibidticos usados no teste (Tabela 3).
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Figura 1 - Distribui¢do geografica e tolerdncia ao mercurio das 143 bactérias
isoladas nas diversas regides do Brasil

MIC - Concentragdo minima inibitoria (uM) de Hg(II) pelo método MIC'

Tabela 2 - Distribuicao dos géneros das amostras isoladas tolerantes as maiores
concentracdes de mercurio.

MIC (uM)*

Género Gram

30 40 45
Enterobacter neg 1
Klebsiella neg 5
Leclercia neg 1
Bacillus pos 1 1 1
Paenibacillus pos 1
Staphylococcus pos 2

*MIC' utilizando Agar Nutriente
13 amostras, sendo 7 Gram-negativas e 6 Gram-positivas
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Tabela 3 — Antibiograma das bactérias isoladas Gram-negativas e tolerantes a pelo
menos 30uM de mercuario

Antibidticos
Género N
C TE S NA CN SXT K AMP
Enterobacter M291 S R S S S S S R
Klebsiella M187 S S S S S S S R
M186 S S S S S S S R
M213 R R S R R R R R
M216 S R S R R S R R
M255 S S S S S S S R
Leclercia M23 S S S S S S S S

N = Numeracdo na colecdo de cultura; C = cloranfenicol (30upg), TE = tetraciclina (30png),
S = estreptomicina (300pg), NA = acido nalidixico (30pg), CN = gentamicina (10pg), SXT =
sulfametoxanol-trimetropim (25ug), K = canamicina (30png), AMP = ampicilina (10pug).

4.3 Desafio de células em fase exponencial de crescimento com mercurio

Alguns trabalhos de selecdo de bactérias para biorremediacdo de mercurio
descrevem experimentos que buscam comparar cepas bacterianas avaliando o
comportamento de culturas em fase exponencial de crescimento frente a adi¢do de
Hg(Il) (Ramaiah e De, 2003; Rojas ef a/.,2011). A Figura 2 e a Tabela 4 expressam
os resultados de desafio de células em fase exponencial de crescimento de 3 cepas

tomadas como exemplo.

Foram usadas as cepas ATCC 35218 e a amostra isolada M23, reconhecidas
como tolerantes ao mercurio, e a cepa ATCC 23724, reconhecida como sensivel ao
mercurio. Os resultados indicam que as duas cepas consideradas tolerantes

suportam melhor a adicdo de merctrio durante o crescimento exponencial.
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Figura 2 — Desafio de células bacterianas em crescimento exponencial com Hg(II).

Condicdes experimentais: Crescimento em Caldo LB, com adi¢do de Hg(Il) quando indicado, a partir de

uma solucdo de Hg(Il) em Caldo LB, de modo a atingir as concentragdes indicadas em cada coluna de
figuras. As Regressoes Lineares mostram o curso do crescimento exponencial considerando somente os
pontos que geraram um Coeficiente de Determinagdo (r°) de pelo menos 0,95. Condigdes de cultivo
conforme descrito na Figura 2. Os pontos marcados com x ndo foram usados para a construcio das regressdes

Tabela 4 — Tempos de gera¢ao (min) dos crescimentos exponenciais expressos na Figura 2.

Condicoes experimentais: Conforme descrito na Figura 2. Calculos dos tempos de geracdo conforme

descrito em Material e Métodos.

Hg (IT) depois do desafio

Amostras MIC (uM)* 5" 10 20 30

A D° A D A D A D
M23 30 46 192 34 249 33 89 32 s
ATCC 35218 40 44 145 35 215 30 8 26 sc
ATCC 23724 20 42 193 30 71 32  sc

“ MIC realizado somente para estas 3 amostras em Agar LB (MIC?);

® Concentragdo final de Hg(II) em uM depois da adigio indicada na Figura 2;
¢ Tempos de Geragéo em minutos antes (4) e depois (D) da adi¢do de Hg(II).
sc = sem crescimento
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4.4 Reacido da Polimerase em Cadeia (PCR) para determinacio do gendtipo
da enzima mercurio redutase.

Confirmada a tolerancia ao mercurio da amostra isolada M23 (MIC 30uM)
da ATCC 35218 (MIC 40uM) e da amostra bacteriana conhecida como sensivel
ATCC 23724 (MIC 20uM), buscamos verificar a presenca do gene merA. Na
Figura 3 ¢ possivel observar os fragmentos de DNA que correspondem ao gene
merA, sendo consideradas positivas para este gene as duas amostras: ATCC 35218

e isolada M23.

1500

600

300

100

1 2 3 4 5

Figura 3 - Genotipagem de cepas bacterianas para o gene merA

Condicdes experimentais: 1, RM165, controle merA" E.coli selvagem; 2, Escherichia coli ATCC 35218,
considerada positiva para o gen merA (merA"); 3, Escherichia coli ATCC 23724 considerada negativa para
o gen merA (merA); 4, Amostra isolada M23 (Leclercia adecarboxylata); 5, Padrdes de peso molecular de
DNA. A seta indica o fragmento esperado.

4.5 Determinacao da enzima mercurio redutase

4.5.1 Escolha das amostras

Para a padronizacdo da determinacdo de mercurio redutase (MerA) foram
usadas as cepas ATCC 35218 e a amostra isolada M23, reconhecidas como
resistentes ao mercurio e portadoras do gene merA, e a cepa ATCC 23724,
reconhecida como sensivel ao merclirio e negativa para o gene merA. A cepa
isolada M23 foi escolhida por possuir MIC igual a 30uM e por questdes de

biosseguranca, ja que se mostrou sensivel a todos os oito antibidticos testados.
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4.5.2 Producdo de biomassa

Para a determinag¢ao de MerA foram usadas células de fase exponencial de
crescimento celular obtidas através de culturas cujos indculos foram adaptados ao
mercurio (Figura 4), somente a amostra ATCC 23724 nio teve crescimento quando
o meio de cultura continha mercurio. A velocidade de crescimento foi muito

parecida para todas as amostras (Tabela 5).

4.5.3 Producgdo de fracao soluvel

Nao foi possivel garantir uma metodologia adequada para a producdo de
fracao soluvel das cepas escolhidas. Os resultados mostraram que o tratamento
com pérolas de vidro e Vortex, indicado na literatura para lise de bactérias em
processos de pequena escala (Song e Jacques, 1997; Benov e Al-Ibraheem, 2002;
Ramanan et al., 2008), foi pouco eficiente na lise das células em estudo, ja que a
morte das células entre o inicio e o fim dos tratamentos foi muito pequena ou nao
ocorreu. A ordem de grandeza do numero de células viaveis foi da ordem de 10°
células/mL mesmo depois dos tratamentos o que, em alguns casos, indicava
aumento do numero de células. Outra questdo importante foi a quantidade de
proteina. Os resultados expressos na Figura 5 mostram que a maior quantidade de
proteina foi formada logo na preparag¢do para o primeiro ciclo de tratamento, com
apenas 5 segundos de agitagdo, aumentando pouco nos demais 10 ciclos, sejam de
20 ou de 60 segundos. Na Figura 6 podemos comparar as quantidades de proteina
antes e depois dos 10 ciclos de tratamento e fica muito claro o baixo rendimento

dos tratamentos se comparados com os 5 segundos iniciais.
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Figura 4 - Producdo de biomassa de bactérias Gram-negativas

A e B = Amostra isolada M23 (Leclercia adecarboxylata), considerada tolerante ao merctrio

C e D = Amostra ATCC 35218 (Escherichia coli), considerada tolerante ao mercurio

E e F = Amostra ATCC 23724 (Escherichia coli), considerada sensivel ao merctrio

Condicoes experimentais — Células adaptadas: Caldo LB, sem (circulos) ou com (tridngulos) a adi¢ao de
S5uM de Hg(Il), frascos de Erlenmeyer de S00mL contendo 100mL de cada meio, agitagdo orbital a 120rpm,
37°C. O inoculo foi adaptado no mesmo meio por plaqueamento de uma amostra do estoque em meio s6lido
e isolamento de colonia para 4mL de meio liquido cultivado por 16 horas a 37°C. Os simbolos * representam
os pontos que foram desconsiderados quando do calculo dos tempos de geragao.

A, C e E expressam as curvas de crescimento € B, D e F as regressoes lineares para o calculo dos Tempos de
Geragao, conforme descrito em Material ¢ Métodos.
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Tabela 5 - Parametros das determinag¢des de Tempo de Geracao expressas na Figura 4.

Condicdes experimentais: Biomassa cultivada em Caldo LB, com ou sem a adigdo de SuM de Hg(II), em
frascos de Erlenmeyer de 500mL contendo 100mL de cada meio, agita¢do orbital a 120rpm, 37°C. O inoculo
foi adaptado no mesmo meio por plaqueamento de uma amostra do estoque em meio sélido e isolamento de
coldnia para 4mL de meio liquido cultivado por 16 horas a 37°C.

Parametros
Condicoes -
Tempo de Geracao 2
(min) r
M23 38 0,949053
M23 + Hg 41 0,985997
ATCC 35218 40 0,954713
ATCC 35218 + Hg 38 0,985411
ATCC 23724 39 0,987187

2 . . ~ ~ . .
r~ = Coeficiente de Determinagdo das Regressdes lineares expressas na Figura 4.

M23 Res ATCC 35218 Res ATCC23724Sen

IS

rodt| Poays”

Proteina (mg/mL)
~

Proteina (mg/mL)
Proteina (mg/mL)

0+ 0 0 +—r—T—r—T—""—T"—""—"T""
0 40 80 120 160 200 0 40 80 120 160 200 0 40 80 120 160 200

Tempo de tratamento (segundos) Tempo de tratamento (segundos) Tempo de tratamento (segundos)

M23 Res + Hg ATCC 35218 Res +Hg

Proteina (mg/mL)
Proteina (mg/mL)

0+ or—————T T
0 40 80 120 160 200 0 40 80 120 160 200

Tempo de tratamento (segundos) Tempo de tratamento (segundos)

Figura 5 - Lise da biomassa com pérolas de vidro.

Condicdes experimentais: Biomassa cultivada conforme descrito na Figura 4. As células foram coletadas no
meio da fase log de crescimento, lavadas 3 vezes com salina e suspensas no mesmo volume de Tampao de
Lise at¢ uma turvacdo de 5 de Absorvancia a 600nm. Depois da adi¢do de pérolas de vidro (0,5mm) na
propor¢ao de 1g/mL de suspensdo bacteriana, a biomassa foi tratada com 10 ciclos de 20 segundos de
agitacdo em Vortex na poténcia maxima alternados com 20 segundos em banho de gelo.
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Proteinas totais (mg/mL)

M23 Res lI

M23 Res + Hg || O Inicial

1 OFinal
ATCC 35218 Res El

ATCC 35218 Res + Hg ! |

ATCC 23724 Sens

Figura 6 - Rendimento de geracdo de proteina soluvel depois do tratamento das
biomassas bacterianas com pérolas de vidro e Vortex

Condi¢oes experimentais: Conforme Figura 5

4.5.4 Reacdo enzimdtica e quantificacdo da engima

Um estudo fotométrico do curso da reacdo de MerA mostrou que Hg(II)
reage com componentes da amostra e com o NADPH alterando o seu espectro de
absor¢do. Os espectros de absorcdo descritos na Figura 7, na Figura 8 e na Figura
9, e as curvas de decaimento de Ajsonm €Xpressas nestas mesmas figuras, indicam
que existe alguma reacdo entre o mercurio ¢ o NADPH, que foi diferente
dependendo da amostra de fragdo soluvel bacteriana presente na dosagem. Um
estudo dos espectros de absor¢do de cada componente da reagdo enzimatica

comprovou esta reagcdao entre NADPH e Hg(II) (Figura 10).

r

Outra questdo importante ¢ a normalizagdo dos resultados de atividade
enzimatica. As grandes variacdes observadas na quantidade de proteina da fragdo
soluvel, ou no rendimento de formacao de proteinas depois da lise celular (Figura
6), ndo permitiram concluir adequadamente quais sdao os teores de atividade de

MerA na fragdo soluvel das trés cepas testadas (Tabela 6).
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Figura 7 - Avaliacdo fotométrica do curso da reagcdo da enzima merctrio redutase
presente na fracao soluvel da amostra isolada M23 (Leclercia adecarboxylata)
cultivada na auséncia (A) e na presenca (B) de merctrio.

Condi¢oes experimentais: Crescimento em Caldo LB, com adigdo de 5uM de Hg(Il) quando indicado,
conforme condi¢des descritas na Figura 4 e tratamento da biomassa conforme descrito na Figura 5. A fracdo
soluvel foi centrifugada a 35.000g por 30min antes do uso. O meio reacional continha: S0mM tampao fosfato
(Fluka) pH 7,2; 0,2mM MgSO,4; 0,5mM EDTA; ImM DTT; 0,2mM NADPH; 0,ImM Hg(Il). Al e B1
mostram os espectros de absor¢do do meio reacional a cada Smin antes (azul: A2, B2) e depois da adic¢do de
Hg(Il) (vermelho: A3, B3). As Regressdes Lineares mostram o curso da reagdo pela Absorvancia a 340nm
considerando os pontos que geraram um Coeficiente da Determinagio (r’) de pelo menos 0,95. Os graficos
maiores (.1) expressam os espectros de comprimento de onda a cada cinco minutos de reagdo antes (azul) e
depois (vermelho) da adicdo de Hg(Il). Os graficos menores (.2 e .3) expressam o decaimento da
Absorvancia a 340nm a cada cinco minutos antes (azul) e depois (vermelho) da adigao de Hg(Il).
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Figura 8 - Avaliacdo fotométrica do curso da rea¢do da enzima mercurio redutase
presente na fragao soluvel da amostra ATCC 35218 (Escherichia coli) cultivada na
auséncia (A) e na presenga (B) de merctrio.

Condicdes experimentais: Conforme Figura 7. Os graficos maiores (.1) expressam os espectros de

comprimento de onda a cada cinco minutos de reagdo antes (azul) e depois (vermelho) da adi¢do de Hg(II).
Os graficos menores (.2 e .3) expressam o decaimento da Absorvancia a 340nm a cada cinco minutos antes

(azul) e depois (vermelho) da adicao de Hg(II).




Bezerra, A.L.A.

31

Absorvancia

0 T T T T T T
300 320 340 360

380

Comprimento de onda (nm)

A2

y =-0.001x + 1.295
R?>=0.98

A340nm

0 5 10 15 20 0
Tempo (min)

5 10 15 20
Tempo (min)

Figura 9 - Avaliacdo fotométrica do curso da rea¢do da enzima mercurio redutase

presente na fracdo soltvel da amostra ATCC 23724 (Escherichia coli) cultivada na

auséncia de mercurio.

Condi¢oes experimentais: Crescimento em Caldo LB, sem adi¢do de Hg(II), conforme condigdes descritas
na Figura 7. Os graficos maiores (.1) expressam os espectros de comprimento de onda a cada cinco minutos
de reagdo antes (azul) e depois (vermelho) da adicdo de Hg(II). Os graficos menores (.2 ¢ .3) expressam o
decaimento da Absorvancia a 340nm a cada cinco minutos antes (azul) e depois (vermelho) da adigdo de

Hg(1I).
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Figura 10 - Avaliagdo fotométrica do meio reacional para a determinacdo da
enzima mercurio redutase.
Condicdes experimentais: Leituras fotométricas feitas contra agua destilada. : Tampao de dosagem

(TpDos = 50mM tampao fosfato, ImM DTT, 0,2mM MgSO,, 0,5mM EDTA); Azul: TpDos + NADPH;
Verde: TpDos + Hg(Il); Vermelho: TpDos + NADPH + Hg(II).
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Tabela 6 — Parametros da determinacao de atividade da enzima mercurio redutase
da fragao soluvel de bactérias Gram-negativas.

Condicdes experimentais: M23 = Amostra isolada identificada como Leclercia adecarboxylata positiva
para o gen merA; ATCC 35218 e 23724, amostras de Escherichia coli positiva (35218) e negativa (23724)

para o gen merA; Atividades de mercurio redutase conforme as inclinagdes das Regressdes Lineares
expressas na Figura 7, na Figura 8 e na Figura 9.

Proteinas totais Variacio da Absorvéncia . .
(mg/mL) (miliA340nm/min) Atividade de MerA
o &p
Condigoes de e '§ S = © 3 = =2
. 1 - o M= -] = - -
cultivo = = = = BT =R o% .g & = &£
S = E s T 3= =R I = %” g %” £
= = = ° 2 .= 25 e 2 Eg £35
= s | g° 28 Zg| 2 E 2T 2E
& = 2 = = =) =
< a3
M23 33 34 0,1 1 6 5 0,33 4,1 1,2 374
M23 + Hg 44 45 0,1 3 7 4 0,26 3,3 0,7 31,0
ATCC 35218 1,2 1,6 0,4 1 7 6 0,39 49 3,2 13,9
ATCC 35218 + Hg 4,1 4,7 0,6 5 18 13 0,85 10,7 23 17,5
ATCC 23724 1,3 34 2,1 1

1 o . A
As bactérias foram crescidas na auséncia e na presenga de 5uM de Hg, conforme curvas de
crescimento expressas na Figura 4, e os extratos celulares foram produzidos conforme Figura 5 e
Figura 6.
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5 Discussao

Para a biorremediagdo de aguas poluidas com merctrio usando bactérias ¢
necessario que tenha bactérias resistentes a mercurio. O objetivo deste trabalho foi
gerar critérios de selecdo de um micro-organismo encontrado no ambiente natural
brasileiro que tenha o gene merA, com a enzima Mercuirio Redutase (MerA) ativa
para transformar o fon merctrico (Hg*"), mais téxico, em mercurio metalico (Hg"),

menos toxico, mais volatil a temperatura ambiente.

Para que uma bactéria seja classificada como resistente ou sensivel ao
mercurio nao existe na literatura um valor de referencia e nem se o meio de
cultura mais adequado para os testes sejam em estado sdlido ou liquido, como
existem indicagdes para os testes com antibioticos. As solug¢des e meios de cultura
contendo mercurio assim como outros metais ndo permanecem instaveis por muito
tempo. O mercturio, por exemplo, pode ser perdido para as paredes dos frascos por
adsorcdo, pode ser volatilizado para o meio externo ou precipitar (Ramamoorthy e
Kushner, 1975). Embora seja muito dificil comparar os resultados dos trabalhos ja
publicados, o nivel de mercario para selecdo inicial do micro-organismo neste
estudo foi SuM de Hg(Il), mesmo que exista uma grande variacdo nos valores de
Hg(I) nos meios de cultura. Fazendo uma revisdo na literatura foi possivel
encontrar resultados de selecdo de micro-organismos parecidos com o deste
estudo, trabalhos realizados na Europa e na America do Norte indicaram a
presenca de bactérias tolerantes a 5uM de Hg(Il) como o trabalho de Tamar
Barkay (1987), Rasmussen e Sorensen, (1998) e Reyes e colaboradores (1999).
Na India o trabalho realizado por Ramaiah e De (2003), em ambientes costeiros da
india também usaram este valor para uma selecdo inicial de bactérias. Fizeram
uma avaliagdo ecoldgica usando bactérias tolerantes a mercirio como indicador de

poluicdo ao longo da costa da india no periodo de 1993 a 1999.

No presente estudo foi possivel observar bactérias tolerantes ao Hg(II), em
todas as regides brasileiras onde foram coletadas amostras de agua superficial.
Das cinco regides brasileiras em apenas trés foram encontrados MIC mais
elevados deste trabalho igual ou maior que 30uM de Hg(II), sendo estas as regides
Sul, Sudeste e Centro-oeste. Todas estas regides sofrem acdo antropogénica direta
pelo desenvolvimento das areas urbanas e industriais. A regido Sul e Sudeste sao
regides com parques industriais o que possibilitaria o meio ambiente esta

impactado, na regido centro-oeste os locais de coleta de agua foram dareas de
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alagamento que compdem uma represa. Este resultado confirma dados de
literatura que indicam que a resisténcia ao mercurio estd relacionada com a
pressao seletiva ambiental que o micro-organismo sofreu, mas cada vez mais
estudos demonstram a resisténcia bacteriana ao mercurio em ambientes sem
historicos de impactos por este metal, indicando que a presenga do Hg(II) pode ser
vista até em regides polares, devido a distribui¢ao de poluentes globais de origem

antropogénica. (Mindlin et al., 2005; Poulain et al., 2007).

As identificacdoes bacterianas realizadas nesta dissertacdo encontraram
predominantemente, as Gram-negativas da familia Enterobacteriacea, conforme
resultados encontrados por Summers et al., (1993), com isolados da flora bucal,
por Ramaiah e De (2003) que identificaram Enterobacteriaceae e Pseudomonas,
em sistemas aquaticos da India, Essa et al., (2003) trabalhou com
Enterobacteriaceae isolados do Japao e Giovanella e Bento (2011) em amostras de
efluentes liquidos de industrias que continham residuo de Hg(II), na regido Sul do
Brasil. As amostras Gram-positivas foram da familia Bacillaceae em semelhanca
com estudos anteriores de Moore (1960), que trabalhou demonstrando a resisténcia
destas espécies a mercurio e Wang et al, (1988) que trabalhou com a indug¢do de

atividade enzimatica.

A resisténcia a antibidticos representa uma crescente ameaca a saude
publica global. (Levy e Marshall, 2004). Inicialmente a resisténcia a antibidticos
foi relatada em bactérias patogénicas de isolados clinicos. Com estudos
posteriores, foi observado, a associagdo entre resisténcia a mercurio e a
antibioticos, o merclrio também teve seu uso muito marcante em hospitais como
desinfetante e no tratamento de doencas bacterianas (Moore, 1960; Summers et
al., 1993). A resisténcia na familia Enterobacteriacea ¢ um fenomeno frequente,
conforme resultado encontrado por Lima-Bittencourt et al., (2007) que trabalhou
com 111 isolados de Enterobacterias de agua doce, cerca de 93% apresentaram
resisténcia a pelo menos um antibidtico enquanto que 61% apresentou
multirresisténcia. Nesta dissertacdo as cepas bacterianas que apresentaram MIC
igual ou maior 30uM de Hg(II) passaram por teste de sensibilidade a antibiodticos e
das 13 cepas testadas 12 apresentaram resisténcia a pelo um antibidtico,
ampicilina, somente a amostra M23 (Leclercia) foi sensivel a todos conforme
tabela 3. Por apresentar este fenotipo de sensibilidade aos antibidticos, sendo este
um critério de biosseguranca, para dar continuidade aos testes e por possuir um

MIC elevado, 30uM de Hg(II) esta cepa foi selecionada para passar por testes
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genéticos para identificagdo da presenca do gene merA e atividade da enzima

mercurio redutase (MerA).

O crescimento celular das cepas testadas foi similar tanto para as resistentes
quanto para sensivel ao mercurio, o tempo de geracao variou pouco, ficando entre
38 ¢ 4Iminutos (Figura 4 e Tabela 5), sendo muito préximos entre si. O
crescimento celular nao foi afetado pela adigdo de baixas concentragdes de
mercurio quando a cepa ja foi é cultivada na presenca de Hg. No entanto, quando
concentragdes de mercurio sdo adicionadas na fase exponencial de crescimento
celular ¢ possivel observar que a célula reorganizou suas fun¢des bioquimicas,
alterou o tempo de geracdo mais continuou em fase linear de crescimento
conforme desafio proposto na Figura 2. Os resultados encontrados com uma cepa
Enterobacter relatam que, quando as concentragdes de mercurio encontradas no
meio de cultura reduzem por via quimica ou reducdo bioldgica, a célula iniciou

seu crescimento em taxas normais (Vaituzis et al., 1975) .

O efeito do Hg na morfologia celular foi observado, em condigdes
experimentais nas quais o mesmo organismo quando cultivado na presenca de
Hg(II) apresentou uma consisténcia viscosa dificultando a diluicdo e o
plaqueamento, ndo sendo observado este fendmeno na ATCC sensivel. A presenga
do mecanismo de resisténcia ao Hg pode alterar estruturas de membranas como os
resultados encontrados por Horitsu e Ito em 1980, que compararam a fracdo
soluvel de duas cepas Pseudomonas de uma mesma origem parental, na qual uma
era sensivel e outra resistente ao Hg(II) e encontraram diferen¢as na quantidade de
proteinas, a cepa quando resistente a Hg(Il) teve 2,4 vezes mais proteinas na
fracdo soluvel, a presenga do mecanismo de resisténcia pode dificultar o
rompimento da célula e impossibilitar a normalizagdo por dosagem de proteinas,
causando dificuldade de interpretacdo dos resultados conforme o encontrado nas

Figuras 5 e 6 que descrevem a lise da biomassa celular com pérolas de vidro.

Com o uso deste primer desenhado por Chandhain e colaboradores (2006)
indicado para amostras ambientais, foi possivel encontrar a amplificagdo do gene
merA nas amostras ATCC 35218 (E. coli) e M23 (Leclercia adecarboxylata), com
este resultado classificamos estas amostras como resistentes ao mercurio. A cepa
ATCC 23724 nao apresentou nenhum fragmento sendo considerada sensivel ao
mercario. Embora nenhum fragmento tenha sido amplificado para a amostra
ATCC 23724 (E. coli) ¢ possivel sugerir que existam outros mecanismos que

permitem que esta cepa tolere algumas concentragdes de merclrio, como por
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exemplo, o bloqueio do ion toxico, ele ¢ impedido de entrar na célula, ou caso
entre na célula ¢ imobilizado em vesiculas (Osborn et al, 1997, Nies, 1999
Mathema et al, 2011). Estes outros mecanismos alternativos de tolerancia ao
mercario nao foram estudados neste trabalho. Outra possibilidade ¢ que esta
amostra possua uma sequéncia de gene merA muito diferente que ndo foi capaz de

ser detectada por esta metodologia.

Um estudo fotométrico do curso da reacdo de MerA mostrou que Hg(Il)
reage com componentes da amostra e com o NADPH alterando o seu espectro de
absor¢dao, conforme espectros mostrados na Figura 10 (curva em vermelho).
Ocorreu uma queda brusca nos primeiros 5 minutos de reagdo até com alguma
elevacdo dos valores de Ajsonm, este comportamento foi mais intenso com
amostras crescidas na presenca de mercurio e também foi mais intenso com a
amostra isolada do ambiente (Figura 7) do que com a amostra padrao (Figura 8).
Estes resultados indicaram a necessidade de escolher uma parte das curvas de
decréscimo da As4onm, descontando as variagdes que ocorrem logo apds a adicdo
do Hg(II), como mostram as regressdes lineares da Figura 7, partes A.3 e B.3.
Mesmo as quedas de A34onm antes da adi¢do de merctrio, usadas como um controle
do consumo de NADPH, foram mais acentuadas com amostras crescidas na

presenc¢a de mercurio.

Os resultados obtidos com uma amostra bacteriana sensivel ao mercurio
indicam claramente a necessidade de se usar somente uma parte das variagcdes de
Assonm depois da adi¢do do mercurio, conforme demonstra a Figura 9. Se a queda de
As40nm NOs primeiros 5 minutos fosse usada, teriamos um valor muito alto para a
MerA, que ndo estd presente nesta amostra. As variagdes nos proximos 15 minutos,

no entanto, foram até positivas, indicando auséncia da atividade de MerA.

Um estudo do meio reacional na auséncia de amostras (Figura 10) indicou
que também o NADPH reage com o Hg(II) formando um novo composto com uma
alteragdo significativa do espectro de absor¢cdo. A queda de Ajsonm fica bem
evidente. Estes resultados indicam a necessidade de um estudo mais detalhado do

modo mais correto para a avaliagdo de MerA.

A escolha de uma parte dos 20 minutos de reacdo na presenga de mercurio
ndo resolve completamente este problema, pois as reagdes com componentes da
amostra, com variacdes na absorcao de luz a 340nm, também deve estar
acontecendo nos 15 minutos finais da reacdo. Mas, os resultados quantitativos

expressos na Tabela 6 foram coerentes usando como normalizagdo o volume de
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amostra (mU/mL). No entanto, normalizando os resultados com os teores de
proteinas totais, as amostras crescidas na auséncia de mercurio teriam atividades
muito maiores do que as amostras crescidas sem o inibidor (mU/mg). Como as
c¢lulas criadas na presenca de mercurio sao mais viscosas, a lavagem da biomassa
¢ mais dificil e deve estar trazendo proteinas que nao sao da fragao soluvel. As
proteinas precisam ser somente as da fracao soluvel do citoplasma bacteriano para
que possam ser usadas como um normalizador da atividade de MerA nas diversas
células. As células cultivadas na presenga ou na auséncia de mercurio devem
sofrer alteragdes na composi¢do protéica do citoplasma, mas estas alteragdes ndo
podem ser da ordem que foi observada nestes testes. Outros testes foram feitos,
tais como: desprezar o sobrenadante da primeira etapa de lise e aumento do
numero de lavagens, cujo objetivo era garantir uma avaliagdo de MerA que, de
fato, expresse a poténcia daquela biomassa na transformacdo de Hg>" em Hg’ .

Entretanto, os mesmos nido foram conclusivos.

Os resultados apresentados por Takeushi e colaboradores (Takeuchi et al.,
1999), indicam que a presenga de citocromo-c oxidase resistente a mercurio,
associada com a presenga de MerA, confere maior tolerdncia ao merclrio para
amostras de Thiobacillus ferrooxidans. Neste trabalho os autores, além de
determinar a atividade de MerA pelo decaimento de NADPH na presenca de
mercurio e extratos bacterianos livres de células, compararam as mesmas amostras
de bactérias pela volatilizagcdo de mercairio por células intactas e obtiveram
resultados muito semelhantes. Estes resultados foram reavaliados pelo Dr.
Moacelio V. Silva Filho da Funda¢dao Oswaldo Cruz, buscando a comparacdo da
determinagdo quantitativa da atividade de MerA pelo decaimento de NADPH por
extratos bacterianos e pela volatilizagdo de mercurio por células intactas. Este
trabalho foi iniciado na busca de uma alternativa para a determina¢ao da enzima
MerA que pudesse contornar os problemas analiticos desta determinagdo usando a
medida fotométrica do decaimento de NADPH, conforme indicam os resultados do

presente trabalho.

Os célculos desta reavaliagdo dos dados apresentados por Takeushi e
colaboradores (1999) mostraram uma total correspondéncia entre estas duas
formas de avaliar a atividade de MerA, o decaimento fotométrico de NADPH e a
volatilizacao de mercurio, como forma de selecdo de uma bactéria mais eficiente
na remoc¢do de mercurio (Figura 11 e Tabela 7). Mas, ¢ preciso ressaltar que para
estes calculos foi necessdrio desconsiderar a parte inicial da curva de decaimento

de NADPH, tal qual foi feito no presente trabalho (Figura 7 e Figura 8). Outra
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questdo que merece destaque ¢ a leitura inicial de Absorvancia a 340nm
apresentada pelos autores, ao redor de 0,45. Esta leitura, considerando a
Absortividade do NADPH como 6.220M-1.cm-1 (Dixon e Webb, 1979), indicaria
uma concentragdo inicial deste substrato ao redor de 70uM, muito abaixo dos
200uM descrito pelos autores. A oxidacdo espontanea do NADPH poderia explicar
esta diferenca, mas a reatividade com o mercurio, conforme indicam os nossos
resultados (Figura 9), pode ser a explicacdo mais correta para estes resultados
mais baixos para a Absortividade do NADPH.

Mesmo assim, desde que sejam contornados os problemas para a
quantificacdo da atividade de MerA, o decaimento de NADPH na presenca de
mercurio ¢ a forma mais simples de avaliar esta enzima. Mas, a possibilidade de
determinar MerA sem romper as células permite contornar duas operagdes
unitarias muito dificeis: o rompimento de células bacterianas e a producgio de
fracdo soluvel por ultracentrifugagdo. Takeuchi e colaboradores ndo indicam a
forma de rompimento das células no artigo de 1999 mas descrevem a preparagio
dos extratos celulares por centrifugacdo a 105.000 gravidades. Um artigo recente
do mesmo grupo de pesquisa (Sugio et al., 2010) informa que foi usada uma
Prensa Francesa para o rompimento das células, um indicativo de que esta deve ter
sido a operacdo unitaria usada em 1999 pelo mesmo grupo. A eficiéncia destas
duas metodologias na preparagao dos extratos celulares precisa ser destacada para
que a comparagdo entre as cepas bacterianas possa ser feita por determinagao

quantitativa da atividade da enzima MerA pelos dois métodos.

Além disso, ¢ necessario ter certeza de que os niveis no interior da célula,
garantidos pelo mercurio extracelular, foram suficientes para a saturagdo da MerA.
O transporte de mercurio para dentro de células que possuem o gene mer ¢ facilitada
pela presenca de uma proteina que seqiiestra o mercirio na proximidade da
membrana — MerP — e de uma proteina de transporte — MerT — (Barkay et al.,
2003), ambas com reacdo espontinea aos respectivos substratos. Assim, a
transferéncia do mercurio do meio externo até a enzima MerA no interior da célula,
de fato, acontece por uma sequéncia de eventos de transferéncia do mercurio entre
proteinas com maior afinidade pelo metal, culminando na reacdo do mercurio com a
fracao N-terminal da MerA (Barkay et al., 2003, Benison et al., 2004).

A reavaliagdo dos resultados de Takeushi e colaboradores ¢ mais um
indicador deste efeito cascata no transporte de mercurio por células bacterianas que

possuem o gene mer. Outro resultado desta reavaliagdo que indica que o transporte
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de mercurio por estas células ndo ¢ uma barreira energética ¢ a “Curva de Enzima”
(Figura 11 parte B), montada com os resultados da volatilizagdo do mercurio. Em
primeiro lugar, ¢ preciso destacar que esta forma¢do de mercurio ficou estavel por
até trés horas de reagao, conforme indica a linearidade das curvas de formacgdo de

mercurio volatil, ou curva de produto da reacdo enzimatica (Figura 11, parte A).

As taxas de formacdo deste produto para cada quantidade de amostra, ou a
inclinagdo das respectivas Regressdes Lineares descritas da Figura 11 parte A,
expressam a “molaridade de mercurio volatil produzido por hora”, que sdo “curvas
de produto” para a enzima MerA. Ao replotar estas inclinagdes contra as
respectivas quantidades de amostra, expressa pelos autores como “quantidade de
proteina total da biomassa”, podemos construir duas novas regressdes, uma para
cada bactéria (Figura 11 parte B), que sdo “curvas de enzima” para a MerA
intracelular. Segundo Dixon ¢ Webb (1979, pgs 48-54), a total correlacdo entre a
medida da atividade enzimatica e a quantidade de amostra, neste caso a quantidade
de proteina de biomassa, expressas pelas regressdes forgadas a zero da Figura 11
parte B e pelos parametros da Tabela 7, ¢ uma garantia da pureza da amostra

enzimatica e dos substratos usados na reacao.

Nesta situa¢ao, temos como substratos o mercurio extracelular e o NADPH
contido, ou sintetizado, pelas células intactas. Podemos considerar que,
respeitadas estas indicagdes, os resultados de Takeushi e colaboradores (1999)
para a producdo de mercurio volatil por células intactas de bactérias sdo a
expressdo da reagdo enzimdtica limitante neste processo, neste caso a redugdo
catalitica de mercurio pela enzima MerA intracelular. Desta forma, a medida da
formagdo de merctrio volatil por células bacterianas intactas em estado ndo
proliferativo pode ser uma boa alternativa para os problemas analiticos
evidenciados no presente trabalho. Outra alternativa, que pode contornar o
problema de algumas cepas de Enterobacter que sdo capazes de retirar mercurio de
aguas poluidas mas que acumulam o mercurio metdlico na sua biomassa (Sinha e
Khare, 2011), ¢ a determinagdo do mercurio residual quando do teste de

volatilizacdo do mercurio, e ndo do metal volatilizado (Rojas et al/, 2011).
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Figura 11 - Recalculo dos dados apresentados na Figura 2 (A e B) e na Figura 4
(C) de Takeushi et al (1999)

A = Transcrigdo dos pontos experimentais da Figura 2A (A;) e 2B (A,), que representam os pontos de
determinagdo da quantidade de merctrio volatil liberado por células em repouso (resting cells) da cepa Funis
2-1 (A)) e AP19-3 (A,) da bactéria Thiobacillus ferrooxidans para uma planilha eletronica e construgdo das
respectivas Regressdes Lineares com as constantes forgadas a zero. Cada linha foi construida com diferentes
quantidades de proteina de cada biomassa (losangulo 1,0mg; triangulo 0,5mg; quadrado 0,2mg; circulo cheio
0,1mg; circulo vazio Omg). Estas linhas representam as curvas de formacdo de produto da enzima MerA
(Hg’) para varias quantidades de amostra (proteina total de células intactas).

B = Construgdo de Regressdes Lineares com as inclinagdes obtidas em A para as duas bactérias. Estas linhas
representam as curvas de quantidade de enzima para a enzima MerA presente dentro das células.

C = Transcrigdo dos pontos experimentais da Figura 4, para as mesmas bactérias usadas no experimento
descrito na Figura 2 (quadrados representam a bactéria 1 e circulos representam a bactéria 2) do artigo
original, e construcdo das respectivas Regressdes Lineares. Estas curvas representam a determinagdo da
atividade da enzima MerA pelo decaimento dos niveis de NADPH por extratos celulares na presenca de
mercurio. Foram desconsiderados os pontos iniciais das curvas devido ao forte decaimento provocado pela
adi¢@o do mercurio, usado na iniciar a rea¢do enzimatica.
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Tabela 7 - Parametros do recdlculo das Figuras 2 e 4 de Takeushi et al (1999)
através das Regressdes Lineares expressas na Figura 11.

A - Dados recalculados referentes a Figura 2 do artigo original para a formacao de
mercurio volatil por células inteiras expressas na Figura 11 parte A:

- Hg] inicial H latii  MerA®
Especie Cepa Enmgo]l)lnlcla ([nmgo]l)vo - (pnel:(l)‘l/min/mg Ptn) g
T.ferrooxidans (1) Funis 2-1 7 2,03 11,14 0,99562
(2) AP19-3 7 1,11 6,08 0,99908

Cepa = Identificagdo das amostras na colegdo dos autores; * Calculada a partir da Figura 2 de
Takeushi et al (1999), transcrita na Figura 11 parte A, com os dados de inclinagdo expressos na Figura
11 parte B; r* = Coeficiente da Determinagio de MerA através das inclinagdes das Regressdes
Lineares expressas na Figura 11 parte B.

B - Dados recalculados referentes a Figura 4 do artigo de Takeushi ef al
(1999) e expressos na Figura 11 parte C para a determinacao de MerA pelo
decaimento dos niveis de NADPH na presenca de mercurio e extratos livres
de células:

L . INADPH] MerA?
Espécie Cepa A340nm/min (pmol/min/cubeta) ’
T.ferrooxidans (1) Funis 2-1  -0,00223 896 0,97789
(2) AP19-3 -0,00128 514 0,92982

C - Comparagdo entre as amostras pelas duas metodologias de
avaliacao de MerA:

Espécie Cepa [Hg] [NADPH]
T.ferrooxidans (1) Funis 2-1 11,14 896
(2) AP19-3 6,08 514

Eficiéncia (1/2) 1,83 1,74
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6 Conclusoes

e Foi possivel isolar bactérias tolerantes a SuM de merctrio de amostras de agua das
cinco regides geograficas do Brasil.

e As bactérias com maior nivel de tolerancia foram isoladas de amostras de agua das
regides Sudeste, Centro-Oeste e Sul, com niveis de tolerancia iguais ou superiores a
30uM de Hg(IT).

e A maioria das bactérias isoladas que foram tolerantes ao merctrio sdo espécies da
familia Enterobacteriacea.

e A cepa selvagem Leclercia adenocarboxylata (M23) trabalhada nesta dissertacao
possui potencial de uso em biorremediagdo de mercurio, por apresentar o fendtipo de
sensibilidade aos principais antibioticos e possuir o gene merA.

e Foi observada uma alta correlagdo entre a resisténcia ao antibiotico ampicilina e a
tolerancia ao mercurio entre as amostras isoladas de todas as regides geograficas
brasileiras.

e A adi¢do de mercurio a células bacterianas no meio da fase exponencial de
crescimento foi capaz de demonstrar diferencgas significativas entre bactérias positivas
e negativas para o gene merA, indicando uma nova metodologia para selecdo de
bactérias tolerantes ao mercurio.

e A determinacdo da atividade da enzima mercurio redutase pelo decaimento dos niveis
do substrato NADPH sofre interferéncias causadas pela presengca do merctrio, que
reage com este substrato alterando a sua absortividade de luz a 340 nanOmetros,
dificultando a quantifica¢do da rea¢do enzimatica.

e A selecdo de bactérias tolerantes ao mercirio, com vistas a um processo de
biorremediacdo, ndo precisa usar a determinacao da atividade de mercurio redutase em
fragdes celulares livre de células como critério de selecdo, sendo possivel indicar os
niveis desta enzima através de métodos indiretos como a volatilizagao de mercurio por
células intactas e o desafio com mercurio de células na fase exponencial de
crescimento celular.
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