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RESUMO

Bactérias do género Burkholderia apresentam como uma das suas aplicacfes
biotecnoldgicas a capacidade de biodegradar compostos xenobioticos recalcitrantes. Dessa
forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade da Burkholderia sp. SMF 07
tolerar e utilizar o fenol como Unica fonte de carbono e realizar a anélise protedmica desta
bactéria, em resposta ao fenol, com a finalidade de identificar proteinas diferencialmente
expressas que estdo relacionadas a biodegradacdo do fenol, a resposta ao estresse ou ainda,
que participem das vias metabdlicas de producdo de energia para as células. A avaliagdo da
capacidade da Burkholderia sp. SMF 07 utilizar o fenol como unica fonte de carbono foi
realizada a partir na construcdo da curva de crescimento em meio mineral (BH). A fim de
realizar a extracdo das proteinas totais foi realizado o crescimento bacteriano em meio de
cultivo TY (Triptone-Yeast Medium), suplementado ou ndo com 1000 mg/L de fenol,
incubado a 28°C. A extracdo das proteinas totais foi feita ap6s as culturas atingirem o final da
fase log do crescimento bacteriano (O.D entre 0,8 e 1,0 € 0,6 e 0,8, para as condig¢des controle
e fenol, respectivamente). As proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (1976) e
a avaliacdo da pureza das amostras proteicas foi realizada por SDS-PAGE. O mapa protéico
para cada condicdo testada foi determinado a partir da eletroforese bidimensional (2-D). O
ajuste das imagens dos géis bidimensionais, a deteccdo de spots protéicos e a avaliacdo dos
dados para determinacdo de variagbes quantitativas e qualitativas dos spots foi feito pelo
programa ImageMaster®. A identificacio das proteinas foi feita através do ExPASy
Proteomics Server, utilizando os valores de pl e MW do spot. Através dos dados obtidos foi
possivel observar proteinas diferencialmente expressas entre os grupos testados. Entre as
proteinas que apresentaram expressdo quantitativa aumentada na presenca do fenol destaca-se
a 4-hidroxi-2-oxovalerato aldolase, uma enzima envolvida na via meta de degradacdo do
fenol. Entre aquelas que apresentaram expressédo reduzida na presenga do fenol se destacam
aquelas envolvidas na biossintese de nucleotideos e de &cidos graxos, moléculas importantes
para 0 desenvolvimento e manutencdo da estrutura microbiana. As proteinas que tiveram sua
expressdo inibida na presenca do fenol estavam envolvidas principalmente na biossintese de
aminoéacidos, proteinas, lipideos, ubiquinona, purinas e pirimidinas; além de participarem do
processamento do RNAL, sintese do peptideoglicano e na resposta ao estresse. Em conclusao,
0 estudo mostrou que a Burkholderia sp. SMF 07 ndo foi capaz de utilizar o fenol como unica
fonte de carbono, mas apresentou capacidade de tolerar o fenol quando cultivada em meio

nutritivo nas concentragcdes testadas. Através da analise protedmica concluiu-se que o



poluente alterou a expressdo de proteinas importantes para 0 metabolismo e manutencdo da

estrutura celular.

Palavras-chave: Burkholderia, Protedbmica, Fenol.



ABSTRACT

Bacteria of the genus Burkholderia have as one of its biotechnological
applications the ability to biodegrade recalcitrant xenobiotic compounds. Thus, this study
aimed to evaluate the ability of Burkholderia sp. SMF 07 tolerate and using phenol as the sole
carbon source and performing proteomic analysis of this bacterium, in response to phenol, in
order to identify differentially expressed proteins that are related to biodegradation of phenol,
the stress response or metabolic pathways involving the production of energy for cells. The
evaluation of the capacity of Burkholderia sp. SMF 07 using phenol as the sole carbon source
was based on the construction of the curve of growth in mineral medium (BH). For extraction
of total proteins was performed bacterial growth in culture medium TY (Triptone-Yeast
Medium), supplemented or not with 1000 mg/L phenol, incubated at 28°C. The extraction of
total proteins was done after the cultures reached the end of the log phase of bacterial growth
(O.D between 0.8 and 1.0 and 0.6 and 0.8 for the control conditions and phenol, respectively).
The proteins were quantified by the Bradford method (1976) and assessment of protein purity
of the samples was performed by SDS-PAGE. The protein map for each tested condition was
determined from two-dimensional electrophoresis (2-D). The adjustment of two-dimensional
images of the gels, the detection of protein spots, and data evaluation to determine
quantitative and qualitative changes of spots was made by the ImageMaster® software. The
identification of proteins was performed using the EXPASy Proteomics Server, using the
values of pl and MW of spot. Through the data obtained was observed differentially
expressed proteins between the groups tested. Among the proteins that showed increased
expression quantitative in the presence of phenol is highlight 4-hydroxy-2-oxovalerate
aldolase, an enzyme involved in the degradation meta pathway phenol. Among those that
showed decreased expression in the presence of phenol are highlights those involved in the
biosynthesis of nucleotides and fatty acids, molecules important to the development and
maintenance of microbial structure. Proteins which have inhibited its expression in the
presence of phenol were mainly involved in the biosynthesis of amino acids, proteins, lipids,
ubiquinone, purines and pyrimidines; beyond participate processing of tRNA, peptidoglycan
synthesis, and in the stress response. In conclusion, the study showed that Burkholderia sp.
SMF 07 not been able to utilize phenol as the sole carbon source but showed the ability to
tolerate phenol when grown in nutrient medium at the concentrations tested. Through
proteomic analysis was concluded that the pollutant alter the expression of proteins important

for metabolism and maintenance of cellular structure.



Keywords: Burkholderia, Proteomics, Phenol.
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1 INTRODUCAO

Historicamente, o crescimento urbano e industrial em diversas cidades do mundo
ocorreu as margens dos rios, devido a disponibilidade de &gua, a qual poderia ser utilizada
tanto, para suprir as necessidades basicas da populagéo, tais como, beber, preparar alimentos e
produzir pequenos cultivares agricolas, como na industria, durante as etapas de fabricacao de
seus produtos. Contudo, o crescimento urbano e industrial desordenado e ndo planejado ao
longo dos rios, trouxe consigo algumas consequéncias. Um dos principais efeitos é o despejo
frequente de efluentes provenientes das atividades humanas e industriais diretamente no corpo
dos rios, ocasionando sua poluicdo e consequentemente o desequilibrio da biota natural.

Define-se por poluicdo a degradacdo da qualidade ambiental resultante de
atividades que direta ou indiretamente prejudiquem a salde, a seguranca € 0 bem-estar da
populacdo; criem condi¢bes adversas as atividades sociais e econdmicas; afetem
desfavoravelmente a biota; afetem as condicGes estéticas ou sanitarias do meio ambiente ou
lancem matérias ou energia em desacordo com os padrdes ambientais estabelecidos (BRASIL,
1981).

A poluicdo dos recursos hidricos ocorre devido ao langamento, nos corpos de
agua, de contaminantes, que podem ser de origem natural, sintetizadas pelo metabolismo
biolégico, como por exemplo, hidrocarbonetos presentes em combustiveis fésseis e metais
pesados presentes em minerais, ou de origem sintética, produzidos por tecnologias industriais
modernas apresentando estruturas quimicas complexas e estranhas ao meio ambiente
(xenobioticos) (DIAZ, 2004; GAYRLARDE; BELLINASO; MANFIO, 2005).

Dentre os diversos contaminantes ambientais produzidos sinteticamente, estdo 0s
fendis ou compostos fendlicos, que sdo a unidade estrutural bésica para diversos compostos
organicos sintéticos, como por exemplo, quimicos agricolas e pesticidas, além de estarem
envolvidos nas etapas de processamento de produtos de varias inddstrias, tais como, a da
borracha, tecido, papel e celulose, madeira, cola e adesivos, aco e ferro, e ainda na fabricacéo
de fibras sintéticas (nailon) e na producdo de intermediarios quimicos utilizados em inumeras
outras aplica¢des, que vao desde a fabricacdo de plastico a produtos farmacéuticos e agricolas.
Os detritos resultantes da producdo destas inddstrias, na maioria das vezes sdo toxicos e
recalcitrantes e ndo sdo adequadamente tratados sendo lancados diretamente no meio
ambiente, podendo atingir rapidamente as fontes de agua, causando danos as espécies

aquaticas e ao homem. Este fato faz dessas industriais as principais responsaveis pela
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presenca desses compostos xenobidticos toxicos no meio ambiente (BASHA; RAJENDRAN;
THANGAVELU, 2010; CETESB, 2012; NANDISH, 2005).

Diversas tecnologias vém sendo utilizadas no processo de tratamento de
ambientes contaminados com fenol e seus derivados. Entre estas se destaca a biorremediacéo,
uma técnica que utiliza o metabolismo dos micro-organismos para converter substancias
complexas e toxicas, lancadas no meio ambiente, em compostos mais simples e menos
poluente ou até mesmo em substancias inertes (THAPA; KC; GHIMIRE, 2012).

Vérias bactérias incluindo aquelas pertencentes ao género Burkholderia tém sido
identificadas como tendo ampla capacidade de degradar compostos aroméaticos (BASHA,;
RAJENDRAN; THANGAVELU, 2010). Com o objetivo de se obter informagdes sobre os
mecanismos envolvidos nas vias metabodlicas de biodegradacdo desses compostos, foram
desenvolvidas diversas tecnologias inovadoras. Apds a conclusdo de estudos sobre o
sequenciamento do genoma de uma diversidade de bactérias capazes de remediar varios
compostos recalcitrantes, surgiram outras tecnologias incluindo aquelas referentes a
abordagem protedmica. A analise protebmica permite, além de outros beneficios, obter
informacBes importantes sobre o ciclo de vida, regulacdo e modificacBes pos-traducionais de
proteinas induzidas em condices especificas (KIM; CHOI; KAHNG, 2007).
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Fenol e compostos fenolicos

Os compostos fenolicos, abreviadamente designados de fendis, sdo compostos
organicos que apresentam em sua estrutura um grupo hidroxila (- OH) ligado de forma direta
a um carbono do anel benzénico (Figura 1). O fenol, o composto basico do grupo dos fendis
foi isolado em 1834, por Runge, um quimico alemao, a partir de alcatrdo de carvdo, sendo
primeiramente utilizado na forma de creosoto, para prevenir o desgaste natural de ferrovias e
cascos de navios e posteriormente utilizado em esgotos domeésticos com a finalidade de
diminuir o odor gerado pela decomposicdo desses dejetos (BASHA; RAJENDRAN;
THANGAVELU, 2010). Este composto também €é conhecido como fenol comum, acido
carbolico, hidroxibenzeno ou acido fénico. Na Tabela 1 sdo mostradas algumas propriedades

fisicas do fenol.

Figura 1 — Estrutura quimica de alguns compostos fendlicos.

OH OH OH OH
i i i Cl i _OH
CH,

Fenol m-Cresol o-Clorofenol Catecol

Fonte: MONTEIRO (1998).

A temperatura ambiente, o fenol pode ser solido incolor ou liquido espesso, com
tonalidade rosa por causa da presenca de produtos da oxidacdo. Ele é higroscopico, sélido
cristalino e acidico (NAIR; JAYACHANDRAN; SHASHIDHAR, 2008). Possui um odor
doce como alcatrdo e € soltvel em alcool, glicerol, petréleo e dgua. O fenol e os compostos
fenolicos sdo toxicos e estdo entre os poluentes mais frequentemente encontrados em rios,
efluentes industriais e aguas de escoamento de aterros sanitarios (BASHA; RAJENDRAN,;
THANGAVELU, 2010; PRASAD; ELLIS, 1978; SAA et al., 2010; SANTOS, 2009).
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Tabela 1 — Propriedades fisicas do fenol.

Propriedades Informacao
Formula Molecular CsHeO
Massa Molecular 94,111
Ponto de fuséo 40,89°C
Ponto de Ebulicdo 181,87°C
Densidade 1,072

Fonte: ATSDR - Agency for Toxic Substances and Disease Registry (2008); Nair; Jayachandran; Shashidhar
(2008).

O fenol é a unidade estrutural basica para uma variedade de compostos organicos
sintéticos, incluindo quimicos agricolas e pesticidas. As industrias de processamento da
borracha, colas e adesivos, componentes elétricos (plasticos), siderdrgicas, pesticidas, papel e
celulose, téxteis, madeira, entre outras, sdo responsaveis pela presenca desses compostos
xenobioticos tdxicos nas aguas naturais. O fenol e seus derivados sdo também utilizados na
fabricacdo de fibras sintéticas, tais como, nailon e na producdo de intermediarios quimicos
utilizados em inumeras outras aplicacdes, que vao desde a fabricacdo de plastico a produtos
farmacéuticos e agricolas, tais como os pesticidas, &cido 2,4 diclofenoxiacético (2,4 D) ou o
acido 4-cloro-2-metilfenoxiacético (MCPA), e também, biocidas fendlicos como
pentaclorofenol (BASHA; RAJENDRAN; THANGAVELU, 2010; CETESB, 2012;
NANDISH, 2005; LAINE; JORGENSEN, 1996).

2.2 Fenol e Compostos Fendlicos: Riscos Ambientais e a Saude

Devido a sua mobilidade e solubilidade na agua, o fenol e os compostos fenolicos
podem atingir rapidamente as fontes de agua, causando danos as espécies aquaticas e ao
homem (JIANG; TAY; TAY, 2002).

De acordo com a Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo - CETESB, o0s
fenois constituem-se em padrdo de potabilidade da agua, pois estes, mesmo em baixas
concentragdes, ao reagirem com o cloro livre formam os clorofendis que produzem sabor e
odor na agua, sendo imposto pela Portaria 1469 do Ministério da Saude que a concentragao
méaxima de fenol em aguas potaveis nao deve exceder 0,001 mg/L (CETESB, 2012).

A Agéncia para 0 Registro de Substancias Téxicas e Doencas — ATSDR (2008),
afirma que em animais, a exposic¢ao oral a longo-prazo a altos niveis de fenol, causa danos ao

coracdo, rins, figado e pulmdes. Ja na pele dos animais a exposicao ao fenol, a curto-prazo,
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pode produzir bolhas e queimaduras. Gad e Saad (2008) relatam em seus estudos que o fenol,
mesmo em baixas concentragdes, deve ser listado como um poluente altamente toxico para os
peixes, pois 0 mesmo pode causar disfuncdo enddcrina, disfuncdo hepatica, efeito genotoxico,
reducdo na taxa de crescimento ou se acumularem em quantidade significativa nesses animais.

Leite et al. (2012) demonstraram em seus estudos que o fenol pode apresentar
toxicidade cronica nas concentragcdes a partir de 1 mg/L, e ainda relataram que,a exposi¢éo
prolongada ao fenol e seus derivados em determinadas concentragdes, podem apresentar
efeitos nocivos a animais e a seres vivos aquaticos como algas e peixes.

Pesquisa realizada com larvas de anfibios da espécie Bufa arenarum, mostra que
concentragdes a partir de 25 mg/L de fenol podem ocasionar malformagdes no estagio inicial
de desenvolvimento desses embrifes ou em alguns casos levar a morte do individuo (PAISIO
et al., 2009).

Em seres humanos, embora ndo haja evidéncia que o fenol cause céncer, a
exposicdo ao fenol, a longo-prazo pode provocar efeitos nocivos no Sistema Nervoso Central,
coracdo, rins, figado e pele, ocasionando disturbios fisicos e mentais, tais como, vomito,
dificuldade de respirar, anorexia, dores de cabeca, dentre outros (SRIVASTAVA et al.,
2005).

O tempo de meia-vida do fenol, ou seja, 0 tempo necessario para que este
poluente, apo6s aplicado, tenha sua eficiéncia reduzida a metade, varia de acordo com o tipo e
condicdes do ambiente o qual ele se encontra. Por exemplo, no ar o seu tempo de meia-vida é
de aproximadamente 15 horas; no solo a sua meia-vida é inferior a 5 dias; na agua este
poluente permanece por um periodo mais longo, onde o seu tempo de meia-vida varia entre 2
a 20 dias; ja em ambientes onde o pH é 7 a meia-vida deste poluente é de 26 dias, enquanto
que em pH 9 esse periodo reduz para 12 dias (MOUSSAVI, 1979; NPI, 2013).

2.3 Tratamento de ambientes contaminados com fenol

Vérias tecnologias (bioldgicas ou ndo bioldgicas) sdo utilizadas no processo de
tratamento de ambientes contaminados com fenol e seus derivados. Os métodos néo
bioldgicos tais como, extracdo de solvente, adsorcdo, oxidacdo quimica, incineracdo, entre
outros, apresentam algumas desvantagens, como por exemplo, o custo elevado e a formacao
de produtos secundarios perigosos. Métodos bioldgicos sdo geralmente preferidos devido ao
baixo custo e a possibilidade de completa degradacdo do poluente (BASHA; RAJENDRAN;
THANGAVELU, 2010), dentre esses métodos destaca-se a biodegradagdo. Segundo Atlas e
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Bartha (1998), biodegradacdo é a transformacdo de compostos orgdnicos complexos em
compostos mais simples como CO,, H,O, NO; e outros compostos inorganicos. Neste
processo 0s micro-organismos fazem uso das moléculas organicas (carbono, nitrogénio,
fosforo, etc.) dos compostos organicos complexos, como o fenol, aproveitando a energia
destas moléculas, em sua autoconstrucdo e reproducdo, devolvendo-as ao meio (ar, agua,
solo) na forma de compostos mais simples e menos toxicos, como gas carbénico, fosfatos,
nitratos, etc (SILVA; MELO e SOUZA, SOUZA, 2004).

2.3.1 Biodegradacéo do Fenol

Devido as diversas atividades industriais que envolvem o uso dos fendis em seus
processos de producdo, tornou-se comum a ocorréncia do fenol e seus derivados no meio
ambiente. Diversos micro-organismos (Tabela 2) que incluem tanto os aer6bicos como 0s
anaerdbicos, naturalmente utilizam o fenol como fonte de carbono e energia (BASHA,
RAJENDRAN; THANGAVELU, 2010). De acordo com Nair, Jayachandran e Shashidhar
(2008), esta atividade biodegradativa se dar pela acdo de uma variedade de enzimas que

incluem as hidroxilases, peroxidases, tirosinases e oxigenases.

Tabela 2 — Lista de alguns micro-organismos envolvidos na biodegradacdo do fenol e compostos fendlicos.
Continua.

Fonte Micro-organismos Referéncias
Bactérias Pseudomonas aeruginosa Avanzi; Gracioso; Perpetuo (2009)
Acinetobacter Iwoffii Sandhu; Halverson; Beattie (2009)
Alcaligenessp. CC-ESB2 Sandhu; Halverson; Beattie (2009)
Rhodococcussp. CHNTR32 Sandhu; Halverson; Beattie (2009)
Acinetobacter EDP3 Geng et al. (2006)
Pseudomonas putida KT2440 Roma-Rodrigues et al. (2010)
Pseudomonas A4CP2 Jame et al. (2008)
Pseudomonas sp. PCT01 Zhu; Tian; Chen (2012)
Pseudomonas sp.PTS02 Zhu; Tian; Chen (2012)
Pseudomonas syringae Erhan et al. (2004)
Burkholderia kururiensis Zhang et al.(2000)
Klebsiella pneumonia Bohacova; Godocikova; Polek. (2001)
Herbaspirillum chlorophenolicum sp. Im et al. (2004)
Fungos e Paecilomyces javanicus Wenzel et al. (2006)
Leveduras

Aspergillus niger AN400

Damasceno et al. (2007)
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Tabela 2 — Lista de alguns micro-organismos envolvidos na biodegradacdo do fenol e compostos fenolicos.
Concluséo.

Fonte Micro-organismos Referéncias
Aspergillussp. LEBM2 Passos et al. (2009)
Mortierella Perron e Welander (2004)
Fusarium sp. FE11 Santos e Linardi (2004)
Candida maltosa Fialova; Boschke; Bley (2004)
Candida parapsilopsis Rigo et al. (2006)

2.3.1.1 Biodegradacao aerdbica do fenol

O processo de biodegradacdo aerdbica do fenol (Figura 2) é iniciado pela
oxigenacdo do anel aromatico, que € inicialmente monohidroxilado pela enzima fenol
hidroxilase (fenol 2-mono-oxigenase), huma posicéo orto em relacdo ao grupo hidroxila pré-
existente para formar o catecol. A molécula de catecol resultante (1,2 — dihidroxibenzeno)
pode ser degradada por duas vias alternativas - orto ou meta.

Na via meta (Figura 2A), a clivagem do anel aromatico do catecol ocorre entre um
dos grupos hidroxila e um carbono ndo hidroxilado (fisséo extradiol) pela agéo da enzima
catecol 2,3-dioxigenase (CERNIGLIA, 1984; GURUJEYALEKSHMI; ORIEL, 1988)
produzindo semialdeido 2-hidroximucénico que é convertido a 2-oxopenta-4-dienoato pela
acdo da enzima semialdeido 2-hidroximuconico hidrolase. O produto resultante é degradado
pela enzima 2-oxopento-4-dienoato hidratase a 4-hidroxi-2-oxovalerato, que em seguida sera
transformado em piruvato e acetaldeido, o qual sera convertido a acetil-CoA. Esta reacdo €
catalisada pela enzima acetaldeido desidrogenase.

Na via orto ou  — cetoadipato (Figura 2B) o anel aromaético é clivado entre as
duas hidroxilas do catecol pela enzima catecol 1,2 dioxigenase (fissdo intradiol)
(HARWOOD; PARALES, 1996; STANIER; ORNSTON, 1973) produzindo muconato, que é
convertido a muconolactona pela enzima muconato cicloisomerase. Este produto, pela acédo se
uma isomerase (muconolactona isomerase) é transformado em 3-oxoadipato enol-lactona que

posteriormente sera convertido em acetil-CoA e succinil- CoA (ZIDKOVA et al., 2012).
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Figura 2 - Vias aerobicas de degradacdo do fenol. (A) Via meta de degradacdo do fenol por Pseudomonassp.
CF600. (B) Via orto de degradacéo do fenol por R. erythropolis CCM2595.
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Fonte:SUENAGA et al.(2009); ZIDKOVA et al.(2012). Abreviacdes das enzimas: PHH: fenol hidroxilase;
DmpB: catecol 2,3-dioxigenase; DmpD: semialdeido 2-hidroximucénico hidrolase; DmpE: 2-oxopenta-4-
dienoato hidratase; DmpG: 4-hidroxi-2-oxovalerato aldolase; DmpF: acetaldeido desidrogenase. (B) Via orto de
degradacdo do fenol por R. erythropolis CCM2595 . Abreviagdes das enzimas: PHH: fenol hidroxilase; C 1,2
DO: catecol 1,2-dioxigenase; MCI: muconato cicloisomerase; MLI: muconolactona isomerase.

Os produtos finais de ambas as vias sdo moléculas que podem entrar no ciclo de
Krebs (BASHA; RAJENDRAN; THANGAVELU, 2010; HARAYAMA, KOK; NEIDLE,
1992; POWLOWSKI; SHINGLER, 1994) e serem utilizadas como fonte energética pelas

células.

2.3.1.2 Biodegradacao anaerdbica do fenol

O processo de biodegradacao anaerobica do fenol (Figura 3) é baseado na via de
degradacdo anaerobica do benzoato proposta por Williams e Evans (1975). A primeira etapa
desta via € a carboxilacdo do fenol na posicdo para, pela enzima 4-hidroxi benezoato
carboxilase, formando 4-hidroxibenzoato. O produto final desta via, assim como nas vias
aerobicas, sdo moléculas que podem entrar no ciclo de Krebs, como por exemplo, acetil-CoA

e succinil-CoA.
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Figura 3 - Via anaerobica de degradacdo do fenol.
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Fonte: BASHA; RAJENDRAN; THANGAVELU (2010).

2.4 Biorremediagao

A biorremediacdo é o processo que utiliza agentes bioldgicos, principalmente
plantas e micro-organismos (bactérias, fungos e leveduras), para remover ou reduzir poluentes
em ambientes contaminados, como por exemplo, aguas superficiais, subterraneas e solo, além
de residuos e efluentes industriais em aterro ou areas de contencdo (GAYRLARDE;
BELLINASO; MANFIO, 2005; STRONG; BURGESS, 2008).

A tecnologia da biorremediacdo é baseada na biodegradacdo. Neste processo
utiliza-se 0 metabolismo dos micro-organismos para transformar poluentes toxicos de dificil
degradacdo em compostos de baixa toxicidade, ou mesmo em substancias inofensivas ou
inertes, como didxido de carbono, agua e compostos inorganicos (MANDRI; LIN, 2007;
YAKUBU, 2007). Segundo Okoh e Trejo-Hernandez (2006), os micro-organismos sdo 0s
componentes fundamentais no processo de biorremediacdo, pois eles produzem enzimas

envolvidas nas reacOes de degradagdo ocasionando a eliminagdo ou desintoxicacdo dos
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poluentes quimicos. Porém, o sucesso dessa tecnologia depende de varios fatores tais como: o
tipo de solo, a estrutura quimica e a disponibilidade do contaminante, além de condicGes
favoraveis ao desenvolvimento dos micro-organismos, como por exemplo, aeracdo, umidade,
temperatura e pH, presenca de nutrientes, entres outros (R1ZZO et al., 2006).

A prética de biorremediacdo apresenta, em certos casos, um menor custo e maior
eficiéncia de remocgdo dos contaminantes do que técnicas fisicas e quimicas (como
incineracdo e lavagem do solo), sendo atualmente utilizada em escala comercial no tratamento
de diversos residuos e na remediacdo de areas contaminadas (BAMFORTH; SINGLETON,
2005).

Os processos de biorremediacdo podem ser classificados em in situ ou ex situ. A
biorremediacdo in situ é realizada no local, sem que haja remocdo de aguas e solos
contaminados. Isto elimina a necessidade de transferéncia do material contaminado para
outros locais destinados ao tratamento, evitando custos e distUrbios ambientais associados a
este movimento. Ja a biorremediacdo ex situ, é conduzida fora do local contaminado. Neste
caso, 0 material contaminado € retirado e transferido para posterior tratamento em instalacdes
apropriadas, podendo envolver o uso de biorreatores (JACQUES et al., 2007; MARIANO,
2006).

As técnicas de biorremediacdo fundamenta-se nas atividades aerobicas ou
anaerdbicas de micro-organismos denominados “petrofilos” (MANDRI; LIN, 2007).
Bactérias aerobicas dos géneros Pseudomonas, Alcaligenes, Sphingomonas, Rhodococcus, e
Mycobacterium, sdo conhecidas por sua capacidade de degradar pesticidas e hidrocarbonetos,
utilizando os contaminantes como fonte de carbono e energia. A biorremediacdo anaerébica
ainda ndo é frequentemente utilizada como a aerdbica. Porém vem aumentando o interesse em
se utilizar bactérias anaerdbicas no processo de biorremediacdo de bifendis policlorados
(PCBs) em sedimentos de rios e na descloracdo do solvente tricloetileno (TCE) (PRASAD;
GARG; MAHESHWARI, 2012).

Varios estudos relatam a utilizacdo das técnicas de biorremediacdo na
biodegradacao de diversos poluentes. Burkholderia DBT1, uma bactéria isolada de esgotos de
refinarias de petréleo, se mostrou capaz de degradar oxidativamente dibenzotiofeno (DBT)
em cultura liquida (DI GREGORIO et al., 2004). Arthrobacter sp. W1 tem sido relatada por
ser capaz de biodegradar compostos fendlicos em condigdes salinas complexas (WANG; QU;
ZHOU, 2009). Enquanto que, Cerqueira et al. (2012) observaram que as bactérias,
Stenotrophomonas acidaminiphila BB5, Bacillus megaterium BB6, Bacillus cibi,

Pseudomonas aeruginosa e Bacillus cereus BS20 mostraram potencial distinto para uso em
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processos futuros de biorremediacdo envolvendo borra oleosa, um residuo perigoso gerado
em abundéncia na industria petrolifera.

Muitas estirpes bacterianas isoladas foram investigadas quanto a sua
capacidade de degradar fenol, como Pseudomonas sp., Bacillus sp., Burkholderia sp.,
Comamonas sp., etc. A maioria dessas cepas foram isoladas de sitios contaminados e sua
tolerancia ao fenol variou de 400 a 2500 mg/L (DONG et al., 2008; LI et al., 2010; ZHU;
TIAN; CHEN, 2012);

A biorremediacdo pode ocorrer pela acdo de uma Unica espécie microbiana ou
pela agdo conjunta de diversos micro-organismos (consorcio microbiano). Segundo Jacques et
al. (2007) e Sathishkumar et al. (2008), a formacdo de consorcios microbianos se faz
necessario quando as moléculas a serem degradadas possuem estrutura complexa e de dificil
degradacédo (compostos recalcitrantes).

Estudos relatam que a utilizacdo de consércios microbianos pode aumentar a
degradacdo de contaminantes, devido ao efeito sinérgico produzido pela combinagdo de
algumas culturas. Jacques et al. (2005) mostraram que a inoculacdo de um consorcio
microbiano composto por seis bactérias e um fungo no solo contaminado com antraceno,
fenantreno e pireno resultou em um aumento de aproximadamente 10 vezes na degradagéo
desses hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs), em relacdo a microbiota nativa dos
solos. J&, Prpich e Daugulis (2005) realizando estudos de biodegradacdo do fenol em
biorreatores revelaram que estirpes de Pseudomonas presentes de forma isolada em
biorreatores eram incapazes de degradar o fenol, mas quando presentes com outras estirpes,
formando um consércio microbiano, mostraram capacidade de degradar o poluente. Isto

sugere que todos 0s organismos dentro do consorcio sdo importantes na degradacédo de fenol.

2.5 Género Burkholderia

O género Burkholderia foi inicialmente proposto por Yabuuchi et al. (1992).
Porém, uma das primeiras espécie de Burkholderia sp., Phytomonas caryophylli foi descrita
por Burkholder (1942). Em 1949, uma espécie bacteriana fitopatogénica, foi descrita como
sendo a responsavel pelo apodrecimento dos bulbos da cebola. Esta espécie ficou conhecida
como “cepacia”, significado derivado de cebola (Allium cepa), sendo posteriormente incluida
no género Pseudomonas durante muitos anos (BURKHOLDER, 1950).

Segundo Yabuuchi et al. (1992), a andlise taxonébmica molecular, induziu a

transferéncia de varias especies do género Pseudomonas para o género Burkholderia, sendo a
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espécie Burkholderia cepacia nomeada como espécie tipo do género. Porém, nas ultimas
décadas, estudos utilizando técnicas moleculares, tais como, o perfil proteico das células,
hibridizacdo DNA-RNAr, hibridizacio DNA-DNA, analise dos 4acidos graxos e testes
bioquimicos convencionais, revelaram que a espéecie Burkholderia cepacia, na verdade, ndo
se trata de uma Unica espécie, mas sim, de um grupo heterogéneo, composto de varias
espécies filogeneticamente associadas, com grande semelhanca fenotipica. O termo
genomovar foi utilizado para nomear cada um dessas varias espécies geneticamente distintas,
e 0 conjunto de genomovares foi designado de complexo Burkholderia cepacia (Bcc)
(VANDAMME et al., 1997), anteriormente formado por nove espécies distintas, a saber: B.
cepacia (VANDAMME et al., 1997); B. multivorans (VANDAMME et al., 1997); B.
cenocepacia (VANDAMME et al., 2003); B. stabilis (VANDAMME et al., 2000); B.
vietnamiensis (GILLIS et al., 1995; VANDAMME et al., 1997); B. dolosa (COENYE et al.,
2001; VERMIS et al., 2004); B. ambifaria (COENYE et al., 2001); B. anthina
(VANDAMME et al., 2002); B. pyrrocinia (VANDAMME et al., 2002). Estudos mais
recentes mostram que o complexo Burkholderia cepacia é formado por pelo menos 17
espécies (VANLAERE et al., 2009).

O género Burkholderia, classe B-proteobactéria, abrange mais de 60 espécies
(COENYE; VANDAMME, 2003 apud VIAL et al., 2011) de bactérias gram-negativa, na
forma de bacilos, isoladas de uma diversidade de nichos ecol6gicos que incluem: &reas
industriais (B. cenocepacia I1IB: VANDAMME et al., 2003), solos (B. sartisoli:
VANLAERE et al., 2008 ), rizosferas (B. tropica TTe-791; B. xenovorans TCo-213:
CABALLERO-MELLADO et al., 2007), agua (B. pseudomallei: MOORE et al., 2008) ,
alimentos (B. cocovenenans: COENYE; VANDAMME, 2003), animais (B. mallei:
VANDAMME; MAHENTHIRALINGAM, 2003 ), ambientes hospitalares (B. cepacia:
WONG-VILLARREAL; CABALLERO-MELLADO, 2010), plantas (B. kururiensis:
CABALLERO-MELLADO et al, 2007), fungos (B. fungorum: VANDAMME;
MAHENTHIRALINGAM, 2003), nédulos radiculares ( B. sabiae: CHEN et al., 2008) e
seres humanos infectados (B. anthina: VANDAMME; MAHENTHIRALINGAM, 2003).

A grande versatilidade ecoldgica do género Burkholderia tem sido atribuida a dois
fatores principais: primeiramente, as bactérias pertencentes a este género sdo metabolicamente
resistentes devido ao tamanho do seu genoma, o qual é frequentemente composto por varios
replicons grandes (dois a quatro) que podem variar em tamanho de 4,0 a 9 Mb. Em segundo

lugar seu genoma pode conter ilhas genémicas contendo elementos genéticos mdveis



34

(sequéncias de insercdo, profagos) que conferem plasticidade ao genoma e explicam a
versatilidade (LESSIE et al., 1996; VIAL et al., 2007).

Alguns membros desse género foram identificados como patdgenos ou associados
com algumas doengas em seus hospedeiros. Almeida et al. (2009) demonstraram que
bactérias  Burkholderia andropogoni ocasionam manchas em folhas de Ruscus sp.
Burkholderia pseudomallei, foram relatadas por ocasionar infec¢des letais em muitas espécies
de animais, como por exemplo, grandes primatas (gorilas), algumas espécies de aves e em
determinados mamiferos marinhos (WHITE, 2003). Em seres humanos, as espécies B.
cenocepacia e B. multivorans estdo associadas a infecgdes em pacientes afetados por fibrose
cistica (JONES et al., 2004).

Porém, outros ndo sdo patogénicos e sdo conhecidos por realizar interacdes
neutras ou benéficas com seus hospedeiros. Em plantas, estes atuam aumentando a resisténcia
a doengas (KILANI-FEKI et al., 2011) , melhorando a habilidade da planta de resistir ao
estresse ambiental (PARK et al., 2010) e/ou aumentam a fixacdo de nitrogénio atmosférico
(PAYNE et al., 2006; FRANCHE; LINDSTROM; ELMERICH, 2009). Entre outras
aplicacdes biotecnoldgicas, as bactérias do género Burkholderia podem atuar como agentes de
biocontrole, na biorremediacdo de compostos xenobi6ticos recalcitrantes e com consideravel
potencial na producdo de plasticos biodegradaveis (COENYE; VANDAMME, 2003).

2.6 Protedmica

E inquestiondvel que os estudos sobre o sequenciamento do DNA e
consequentemente de todos os genes de um determinado organismo, proporcionaram uma
riqueza de informagfes que contribuiram para o entendimento da fungdo das células vivas a
nivel molecular (MONTI et al., 2005) . Porém, estudos sobre o sequenciamento do genoma
sdo insuficientes para entender todas as func@es celulares, ja que o sequenciamento dos genes
ndo nos fornecem dados sobre as proteinas de um determinado organismo e nem de que forma
elas atuam, individual ou coletivamente, no cumprimento de suas funcfes. Além disso, a
partir da sequencia gendmica ndo é possivel se estudar as modificacbes que as proteinas
sofrem apo6s serem sintetizadas (modificagbes pos-traducionais) tais como, glicosilagdo e
fosforilagdo. Da mesma forma, o estudo do genoma compromete o conhecimento de que
proteinas estdo sendo expressas por uma célula a determinado momento (SOUSA; FONTES;
RICART, 1999).
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O estudo do proteoma, ou seja, 0 conjunto de proteinas codificadas pelo genoma
(WILKINS et al., 1996), é de grande importancia para elucidar a funcionalidade das proteinas
a nivel celular, uma vez que, ao contrario do genoma, o0 proteoma ndo € estatico e este pode se
modificar dependendo das condicOes e estimulo ao qual o organismo em estudo possa estar
exposto.

A ciéncia que estuda o proteoma é conhecida como protebmica, e esta, de acordo
com Palzkill (2002) pode ser defina como o estudo em larga escala das propriedades das
proteinas, com o propdsito de se obter uma visdo global dos processos celulares a nivel de
proteina. Em geral, a protedbmica possui diversas aplica¢des, tais como: 1) o estudo da
expressdo diferencial de proteinas, que pode fornecer importantes informagdes sobre a
sinalizacdo celular e desenvolvimento dos organismos; 2) o estudo de modificacdes pos-
traducionais; 3) os estudos de interacdo proteinas-proteina; 4) o estudo da protedmica
estrutural que visa o estudo da composicao proteica de organelas e membranas; 5) o estudo da
funcdo das proteinas através da protedmica funcional e; 6) a protedmica computacional, que
visa estudos de modelagem e dindmica das proteinas (DIAS et al., 2007).

A historia dos estudos protedmicos iniciou na década de 70 quando O’Farrell
(1975) descreveu uma técnica de separacdo de proteinas, denominada de eletroforese
bidimensional (2D-PAGE ou 2-DE). Utilizando esta técnica, as proteinas poderiam ser
separadas, em gel de acrilamida, de acordo com o seu ponto isoelétrico (pl) por focalizacéo
isoelétrica (IEF) na primeira dimensdo, e por sua massa molecular (MW) por eletroforese em
gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE) na segunda
dimensdo.

Segundo Magdeldin et al. (2012) a eletroforese bidimensional (2-DE) é uma das
ferramentas mais comuns e poderosas para separacao e fracionamento de complexos proteicos
extraidos de tecidos, células e outras amostras biologicas. Através dessa técnica € possivel
elaborar o mapa ou perfil global de todos os produtos génicos presentes na célula a um dado
momento (SILVA, 2002).

A abordagem protedmica vem sendo recentemente utilizada como ferramenta
metodoldgica em varias pesquisas que empregam uma diversidade de materiais oriundos de
diversas fontes, tais como, plantas, animais, bactérias, fungos, seres humanos, entre outros.
Yin et al. (2012) ao analisar alteracBes no proteoma do trigo ocasionada pela exposicdo ao
fostiazato verificaram que este nematicida, induziu mudangas no proteoma de embrides do
trigo. Ja Sengupta et al. (2010) , realizando a analise protebmica comparativa das proteinas

extracelulares da bactéria Gram-positiva Clostridium perfringens das cepas tipo A e do tipo
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C, verificou que muitas das proteinas identificadas em ambas as cepas ndo foram relatadas no
exoproteoma de qualquer outra bactéria Gram-positiva. Além disso, Contreras et al. (2010)
ao utilizar a abordagem protedmica em seus estudos identificaram diversas proteinas
potencialmente envolvidas no controle do estresse oxidativo mediado pelo cobre em algas

Scytosiphon gracilis.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo geral realizar a anélise protebmica de Burkholderia
sp. SMF 07 em resposta ao fenol visando determinar a tolerancia e a capacidade de

degradacéo deste composto pela cepa estudada.

3.2 Objetivos Especificos

Determinar a curva de crescimento de Burkholderia sp. SMF 07 cultivada em meio
TY suplementado com diferentes concentragdes de fenol com a finalidade de verificar
se a cepa estudada é tolerante ao fenol.

Determinar a curva de crescimento de Burkholderia sp.SMF 07 cultivada em meio
mineral BH suplementado com diferentes concentracdes de fenol com a finalidade de
verificar se a cepa estudada é capaz de utilizar o fenol como Unica fonte de carbono.
Obter perfis protéicos de Burkholderia sp. SMF 07 na auséncia (grupo controle) e na
presenca de fenol (grupo fenol) cultivada em meio TY;

Comparar 0s mapas protedbmicos obtidos para cada grupo, em busca de proteinas
especifica de cada grupo ou diferencialmente expressas;

Identificar as proteinas intracelulares especifica de cada grupo ou diferencialmente
expressas por Burkholderia sp.SMF 07;

Buscar proteinas que estdo relacionadas a biodegradacdo do fenol, que estejam
envolvidas na resposta ao estresse ou ainda, que participem das vias metabdlicas de

producdo de energia para as células.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Bacteérias e Condicdes do Cultivo

A cepa bacteriana utilizada nesse trabalho foi previamente identificada como
Burkholderia e ¢ oriunda da colegdo de P-proteobactéria do Dr. Sérgio Miana Faria,
pesquisador da Embrapa Agrobiologia (Rio de Janeiro, Brasil). O isolado de Burkholderia foi
recuperado de ampolas contendo estas células e crescidos em meio TY liquido
(DOBEREINER, ANDRADE; ALCANTARA, 1999) na temperatura de 28°C e 250 rpm por
48 horas.

4.2 Microscopia e Coloracdo de Gram

Ao final de cada crescimento bacteriano foi realizada a coloracdo de Gram
(TORTORA,; FUNKE; CASE, 2005), com o objetivo de verificar se a cultura estava pura, ou
seja, se na suspensdo celular havia apenas bacilos Gram-negativos, morfologia tipica das
bactérias do género Burkholderia. Para isto, apds cada crescimento, uma aliquota da
suspensdo bacteriana foi coletada e fixada pelo calor em I&mina para microscopia e em
seguida recoberto com cristal violeta, lugol, alcool-acetona e fuccina, respectivamente. Apos

0 processo de fixacdo as laminas foram analisadas em microscopio optico (Eclipse E200).
4.3 Curva de Crescimento

4.3.1 Curva de crescimento de Burkholderia sp. SMF 07 em meio TY suplementado com
fenol

A partir de um isolado de Burkholderia sp. SMF 07, foi feito um pré-in6culo com
10 mL de meio TY e estocado a 28°C por 24 horas sob agitacdo orbital a 250 rpm. Apés 0
crescimento, a pureza da cultura de Burkholderia foi verificada pelo Método de coloracdo de
Gram (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). Em seguida, 2,5 mL do pré-inoculo foi utilizado
em meio de cultivo de 250 mL: TY (grupo controle) e TY suplementado com 500 ou 1000
mg/L de fenol (grupo fenol). As culturas foram cultivadas a 28°C sob agitacdo a 250 rpm.
Apos a inoculagdo o crescimento bacteriano foi monitorado a cada hora pela Densidade
Optica de 600 nm (O.Dgoo nm) através de espectrofotdometro (GenQuant, GE Healthcare™) até

0 estabelecimento da fase estacionéria. Em seguida a presenca de Burkholderia foi verificada
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em todas as culturas pela coloragdo de Gram (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). O

crescimento bacteriano foi realizado em triplicata.

4.3.2 Curva de crescimento de Burkholderia sp. SMF 07 em meio BH suplementado com
fenol

Com o objetivo de verificar se a cepa bacteriana Burkholderia sp. SMF 07 seria
capaz de utilizar o fenol como unica fonte de carbono e energia, foi realizado o cultivo desta
bactéria em meio mineral Bushnell Hass (BH) suplementado ou ndo com fenol. Para isso, foi
feito um pré-indculo a partir de um isolado de Burkholderia sp. SMF 07 em 10 mL de meio
TY estocado a 28°C por 24 horas, sob agitacdo orbital a 250 rpm. Ap6s 0 crescimento, a
pureza da cultura de Burkholderia foi verificada pelo Método de coloragdo de Gram
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). Em seguida, 1 mL do pré-indculo foi transferido para
100 mL de meio TY estocado a 28°C sob agitacdo orbital a 250 rpm até a cultura atingir
densidade oOptica (O.D) entre 0,8 e 1,0. Posteriormente o indculo foi centrifugado a 1000 x g
por 5 minutos e o decantado (pellet) obtido foi lavado com solugdo salina 0,85% por
centrifugacdo a 1000 x g por 5 minutos. O decantado (pellet) resultante foi ressuspenso em
meio BH (estoque de bactéria em meio BH). Logo apds, 3 mL do estoque de bactéria em meio
BH foi utilizado em meio de cultivo de 300 mL: BH ( grupo controle) e BH suplementado
com 400 ou 600 mg/L de fenol (grupo fenol). As culturas foram cultivadas a 28°C sob
agitacdo a 250 rpm. Ap0s a inoculagdo o crescimento bacteriano foi monitorado a cada trés
horas pela Densidade Optica de 600 nm (O.Dggo nm) através de espectrofotdmetro (GenQuant,
GE Healthcare™) até o estabelecimento da fase estacionaria. Em seguida a presenca de
Burkholderia foi verificada em todas as culturas pela coloracdo de Gram (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2005).

4.4 Extracdo de proteinas intracelulares

A extracdo das proteinas intracelulares foi realizada de acordo com Riedel et al.
(2006) com algumas modificagBes. Para este fim, a cepa de Burkholderia sp. SMF 07 foi
crescida overnight em 10 mL de meio TY a 28°C sob agitacdo orbital de 250 rpm. Em
seguida, o pré-inoculo foi adicionado a 1,3 L de TY. A inducdo da expressdo de proteinas foi
realizada através da adigdo de 1000 mg/L de fenol. Usando sempre um controle para cada
meio com o poluente (grupo fenol) que constava apenas de meio TY e o isolado
caracteristico, para que pudesse ser comparada a expressdo proteica de cada condicdo
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envolvida no estudo. O crescimento bacteriano foi monitorado através da O.Dggo nm Utilizando
o espectrofotdmetro (GenQuant, GE Healthcare™). Quando as suspensdes bacterianas
estavam na fase log de crescimento bacteriano uma aliquota foi retirada e utilizada para
realizacéo do teste de coloracdo de Gram (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005) e o restante foi
centrifugado a 5000 rpm a 4°C por 30 minutos, para obtencéo do sobrenadante e do decantado
(pellet), sendo o primeiro descartado, e o Ultimo utilizado para a extracdo das proteinas
intracelulares. Dessa forma o precipitado (pellet) foi lavado duas vezes com 10 mL de
Tris/HCI 50 mM, pH 7,5. Apos as lavagens foi adicionado 10 mL de Tris/HCI 50 mM, pH
7,5 acrescido de 40 pL do Inibidor de Protease (Protease Inibidor Mix (GE Healthcare™)).
As células foram lisadas por sonicacao (10 pulsos de 20 segundos com intervalo de 1 minuto
entre cada pulso — com 50% de poténcia). ApoOs sonicadas, as células foram centrifugadas a
12000 rpm por 1 hora e 30 minutos a 4°C para remoc¢do dos debris. O sobrenadante foi
colhido e a ele foi adicionado 1 mL de fenol e a mistura foi incubada a 70°C por 10 minutos.
As amostras foram resfriadas em gelo por 5 minutos e as fases foram separadas por
centrifugacdo a 4000 rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o decantado
(pellet) lavado duas vezes com acetona gelada 100%. Apds as lavagens o decantado (pellet)

final foi seco a temperatura ambiente e ressuspenso em uréia 7 M/ tiouréia 2 M.
4.5 Quantificacdo de proteinas
4.5.1 Método de Bradford

As proteinas totais extraidas das culturas bacterianas nas condi¢des testadas foram
quantificadas através do método de Bradford (1976). Para tanto, nesse trabalho, 5 puL da
amostra de proteina intracelular foi diluida em 2,5 mL do reagente de Bradford, em triplicata.
Para o branco foi utilizado 5 uL de uréia 7 M/ tiouréia 2 M tambeém diluido em 2,5 mL de
reagente de Bradford. A leitura da absorbancia foi feita com Densidade Optica (O.D) de 595
nm utilizando espectrofotdometro (ULTROSPEC 2100 pro). Para mensurar a concentracao foi
realizada uma média das absorbancias da triplicata de cada amostra. A média das
absorbancias foi inserida na formula de calibracdo do reagente de Bradford, obtida através da
construcdo da curva padrdo do reagente de Bradford, sendo assim possivel obter a

concentracdo em pg/ uLL das amostras estudadas.
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4.5.2 SDS-PAGE

Analise da pureza das proteinas foi realizada através da Eletroforese em gel de
poliacrilamida na presenca de Dodecil Sulfato de Sodio — SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970). O
sistema de eletroforese utilizado para SDS-PAGE foi o Mini-Protean, BioRad.

4.6 Eletroforese bidimensional

4.6.1 Reidratacao das tiras

Para a reidratacdo das tiras, 250 pg de cada amostra foram solubilizadas em
tampdo de reidratacdo (uréia 7 M/ tiouréia 2 M; 1% CHAPS; 1% DTT; 0,5% [v/ v], anfélitos
[pH de 3-10] e azul de bromofenol) em um volume final de 250 pl. Cada mistura foi
transferida para uma raia do IPG Box ou Immobiline DryStrip Reswelling Tray (GE
Healthcare). Em seguida foi adicionado em cada raia, as tiras de gradiente de pH imobilizado
(IPG) linear com 13 cm de comprimento e pH de 3-10. As tiras foram recobertas com Cover
fluid. A reidratacdo ocorreu a temperatura ambiente por aproximadamente 16 horas
(overnight).

4.6.2 Focalizacgao isoelétrica

O procedimento de focalizacdo isoelétrica (IEF) ou primeira dimensdo foi
realizada no sistema de focalizacdo Ettan IPGphor Il (GE Healthcare). Os parametros
utilizados no processo de focalizagcdo sdo mostrados na tabela 3. Depois de focalizadas as
strips foram armazenadas a -80 °C para posterior corrida de segunda dimensao.

Tabela 3 - Pardmetro do programa IPGphor 11l usado para a focalizagdo isoelétrica.

Etapa Voltagem Tempo
1 500 V 2: 00 HH: min
2 4.000 V 2: 30 HH: min
3 10.000V 18.000 Vh

4.6.3 Equilibrio das tiras

Apos a focalizacdo isoeletrica, as tiras foram equilibradas em solucdo de
equilibrio I (Uréia 6 M, Tris 50 mM, Glicerol 30%, SDS 2%, azul de bromofenol, e DTT ) e

mantidas sob agitacdo por 15 minutos. Apds esse tempo as tiras foram transferidas para



42

solucdo de equilibrio 1l (Uréia 6 M, Tris 50 mM, Glicerol 30%, SDS 2%, azul de bromofenol
e iodoacetamida) e mantidas sob agitacdo, por 15 minutos. Em seguida as tiras foram
mergulhadas em tampao de corrida por 10 segundos para retirar o excesso da solucdo de

equilibrio.
4.6.4 Segunda dimenséo (2D)

A separacdo na segunda dimenséo foi realizada no sistema de eletroforese vertical
Hoefer Ruby SE 600 (GE Healthcare™). As tiras equilibradas foram colocadas em gel de
poliacrilamida a 12,5% na presenca de SDS e seladas com uma solucdo de agarose (0,5% de
agarose e 0,002% de azul de bromofenol). Um marcador de baixo peso molecular (LMW) foi
aplicado no lado &cido da tira. A separacdo da segunda dimensdo teve duracdo de
aproximadamente 5 horas.

Apbs a corrida, o gel de poliacrilamida foi submerso na solucdo corante com
Coomassie blue G-250 (Blue Silver) (CANDIANO et al., 2004) por 24 horas, sob agitagéo.
Para obter a imagem do gel em formato TIFF que é o utilizado pelo programa de identificacdo
dos spots, 0 mesmo foi digitalizado utilizando o scanner ImageScanner 111 através do software
LabScan (GE Healthcare™), e estocado em solucdo de acido acético a 5%. O ajuste da
imagem, a deteccdo dos spots e a avaliacdo dos dados para determinar variagdes quantitativas
e qualitativas, massa e ponto isoelétrico dos spots foi feito pelo programa ImageMaster™
(GE Healthcare™). Algumas proteinas foram identificadas utilizando os valores de ponto
isoelétrico (pl) e massa molecular do spot contra o banco de dados UniProtKB / Swiss-Prot,
através do Expasy, um Portal de Pesquisa de Bioinformatica

(http:/lwww.expasy.ch/tools/#proteome), empregando a ferramenta Tagldent.
4.7 Analise estatistica

As analises de significancia das diferencas quantitativas existentes entre o
tratamento em relacdo ao controle, foi avaliada em andlise ndo-paramétrica e independente,
utilizando o programa de analise estatistica Statistica 6 Workbook com aplicagdo do teste
Mann-Whitney considerando p < 0,05.


http://www.expasy.ch/tools/#proteome
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise da pureza da cultura pelo Método de coloracdo de Gram

A analise da pureza da cultura realizada pelo Método de Coloracdo de Gram
apresentou apenas bacilos gram-negativos tipicos do género Burkholderia (Figura 4), o que
sugere a pureza de todas as culturas empregadas.

Figura 4 - Imagem de coloragdo de Gram da estirpe de Burkholderia sp. SMF 07 utilizando microscopia Optica.

' ' : : & |

Fonte: SOARES (2013). Imagem ampliada 1000x.
5.2 Curva de Crescimento

Quando uma cultura microbiana desenvolve-se em um sistema fechado com
condicBes favoraveis ao seu desenvolvimento, tais como, temperatura controlada e agitacao
adequada, observa-se um comportamento nos valores da concentracdo celular. Através desses
valores, é possivel se construir uma curva de crescimento que pode ser dividida nas seguintes
fases: lag, exponencial (log), estacionaria e declinio (Figura 5). A fase log é a etapa mais
importante do crescimento microbiano, pois aqui, as células estdo amplamente adaptadas,
absorvendo os nutrientes, sintetizando seus constituintes, crescendo e duplicando-se,
tornando-se possivel estudar a influéncia de uma série de fatores entre estes os produtos
oriundos do metabolismo microbiano (BEZERRA, 2006).
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Figura 5 — Curva de crescimento padrdo, em sistema fechado.
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Fonte: BEZERRA (2006).

5.2.1 Curva de crescimento de Burkholderia sp. SMF 07 em meio TY suplementado com
fenol.

Nos experimentos realizados com o objetivo de se obter a curva de crescimento de
Burkholderia sp. SMF 07 em meio TY suplementado com 500 mg/L de fenol (Figura 6), foi
possivel verificar, que tanto na curva correspondente ao crescimento sem poluente (grupo
controle), como na curva referente a crescimento com poluente (grupo fenol) a fase log ficou
caracterizada pelos valores de O.Dgoo nm €m torno de 0,1 a 1,0. A andlise dos dados mostra que
ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as curvas de crescimento dos grupos
controle e fenol na concentracdo testada. Estes resultados demonstram que o fenol em
concentracgdes inferiores ou igual a 500 mg/L ndo sdo toxicos para Burkholderia sp. SMF 07.

Ja nos experimentos realizados com o objetivo de se obter a curva de crescimento
de Brurkholderia sp. SMF 07 em meio TY suplementado com 1000 mg/L de fenol (Figura 7)
foi possivel verificar, que na curva correspondente ao crescimento sem poluente (grupo
controle) a fase log ficou caracterizada pelos valores de O.Dggo nm €m torno de 0,1 a 1,0. J& na
curva referente ao crescimento com poluente (grupo fenol) a fase log ficou caracterizada pelos
valores de O.Dgoo nm €m torno de 0,2 a 0,8. O grupo controle apresentou inicio e término da
fase log anteriores ao grupo com fenol, essa diferenca se d& devido ao periodo de adaptacdo
da bactéria ao poluente presente no meio, corroborando Roma-Rodrigues e colaboradores
(2010) na qual estudos mostraram que Pseudomonas putida KT2440 na presenca de fenol
necessita de um periodo de adaptacdo ao meio para retomar o crescimento. Houve diferenca

estatisticamente significativa entre as curvas de crescimento dos grupos controle e fenol. Essa
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diferenga € observada a partir do tempo de crescimento de quatro horas e se estendendo ao

longo de todo crescimento.

Figura 6 - Curva de crescimento de Burkholderia sp. SMF 07 em meio TY suplementado com 500 mg/L de
fenol, durante 19 horas de monitoramento em espectrofotémetro (600 nm).
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Fonte: SOARES, (2013). A curva com quadrado preenchido em preto () corresponde ao controle e em branco
() ao tratamento com fenol. As barras verticais indicam o desvio padréo entre as triplicatas de cada ponto de
medicdo. Andlise estatistica feita no Statistica 6 Workbook usando o teste Mann-Whitney e *p < 0,05.

Figura 7 — Curva de crescimento de Burkholderia sp. SMF 07 em meio TY suplementado com 1000 mg/L de
fenol, durante 22 horas de monitoramento em espectrofotdmetro (600nm).
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Fonte: SOARES, (2013). A curva com quadrado preenchido em preto () corresponde ao controle e em branco
(O0) ao tratamento com fenol. As barras verticais indicam o desvio padréo entre as triplicatas de cada ponto de
medicdo. Andlise estatistica feita no Statistica 6 Workbook usando o teste Mann-Whitney e *p < 0,05.
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Estes dados demonstram que Burkholderia sp. SMF 07 é tolerante ao fenol
quando cultivada em meio nutritivo e que o fenol em concentragGes superiores ou igual a
1000 mg/L podem ser toxicos para Burkholderia sp. SMF 07, alterando o metabolismo da
célula bacteriana, levando ao aumento, diminui¢cdo ou inibicdo de sintese de proteinas
envolvidas em uma diversidade de fungdes bioldgicas importantes para a manutencdo da
estrutura bacteriana. Santos; Benndorf e S&-Correia (2004), observarm mudangas na
expressao de proteinas por Pseudomonas putida KT2440, quando esta foi cultivada em meio
mineral basal suplementado com 600 e 800 mg/L de fenol. Entre as proteinas que
apresentaram expressam aumentada em resposta ao fenol se destacam aquelas envolvidas na
resposta ao estresse oxidativo, chogque-térmico, chaperonas, proteinas envolvidas na divisdo
celular, na biossintese do envelope celular, no metabolismo energético e no metabolismo dos

aminoacidos.

5.2.2 Curva de crescimento de Burkholderia sp. SMF 07 em meio BH suplementado com
fenol.

O cultivo de Burkholderia sp. SMF 07 em meio mineral Bushnell Hass — BH,
contendo como Unica fonte de carbono o fenol nas concentrages de 400 ou 600 mg/L, foi
realizado com o objetivo de verificar se esta cepa bacteriana seria capaz de utilizar o fenol
como Unica fonte de carbono e energia. Nas figuras 8 e 9 sdo mostradas as curvas de
crescimento de Burkholderia sp. SMF 07 em meio mineral Bushnell Hass — BH, contendo
como Unica fonte de carbono o fenol nas concentracdes de 400 e 600 mg/L, respectivamente.

As curvas de crescimento de Burkholderia sp. SMF 07 na condicéo controle para
ambos os tratamentos (400 e 600 mg/L de fenol) alcancaram a fase de platd com a densidade
optica (O.D) de aproximadamente 0,2, fato também verificado por Brito (2012), quando
cultivou Burkholderia sp. SMF 90 em meio mineral Bushnell Hass — BH contendo gasolina
como Unica fonte de carbono. Brito (2012) afirma que este fato deve-se provavelmente ao
acumulo de substancias de reservas, tal como o polihidroxibutirato (PHB) no citoplasma da
célula. O polihidroxibutirato (PHB) € definido como um composto de uma classe dos
polimeros termoplasticos chamados “polihidroxialcanoatos” que servem a muitas bactérias
como uma maneira de armazenar dentro da célula, materiais que podem servir de reserva para
obtencdo de carbono e como fonte de energia para o caso de auséncia de um dos dois
(COUTINHO et al., 2004).

Na figura 8 é mostrada a curva de crescimento de Burkholderia sp. SMF 07 em

meio mineral Bushnell Hass — BH, contendo como Unica fonte de carbono 400 mg/L de fenol.
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Os dados demonstram que a cultura iniciou a fase log de crescimento microbiano apds 27
horas do inicio do crescimento, tanto na condi¢do controle como na condicdo tratado (400
mg/L de fenol) e atingiu a fase de platd com O. D de aproximadamente 0,2 em ambas as
condicdes, porém esta fase foi mais prologanda na condi¢édo tratado (400 mg/L de fenol).
Houve diferenca estatisticamente significativa entre as curvas de crescimentos dos referidos
grupos e esta diferenca foi observada a partir das 48 horas apés o inicio do crescimento, onde
se observou que o crescimento de Burkholderia sp. SMF 07 na presenca de 400 mg/L de fenol
foi reduzida em relacdo a condicdo controle. A analise desses dados sugere que a cepa
bacteriana Burkholderia sp. SMF 07, provavelmente ndo esta utilizando o fenol como fonte de
carbono, e que o crescimento observado na condi¢do tratado (400 mg/L) deve-se a presenca
das substancias de reserva acumuladas no citoplasma da célula, por exemplo,
polihidroxibutirato (PHB) como observado na condicdo controle (dados discutidos
anteriormente) . Além disso, o fenol pode ainda estd afetando até a producdo dessas
substancias de reserva, uma vez que foi observado diferenca significativa entre a curva de
crescimento de Burkholderia sp. SMF 07 na condicdo tratado quando comparado com a

condicdo controle.

Figura 8 — Curva de crescimento de Burkholderia sp. SMF 07 em meio mineral Bushnell Hass (BH)
suplementado com 400 mg/L de fenol, durante 93 horas de monitoramento em espectrofotémetro (600 hm).

1

08

0,6

—=Controle
~0-Fenol (400 mg/L)

O.D 600 nm

04

02 FifF 4\(}
AT TN
_.n-‘ﬁ”& ﬁﬂ"“—n
0 D—n—ﬂ"ﬂlﬂ—-u“ﬂ-c_ﬁ{ '__hr —- “;
3006 9 1215 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57T 60 63 66 6% 72 75 78 81 84 87 %0 93
Tempo (horas)

Fonte: SOARES, (2013). A curva com quadrado preenchido em preto () corresponde ao controle e em branco
(O0) ao tratamento com fenol. As barras verticais indicam o desvio padréo entre as triplicatas de cada ponto de
medicdo. Andlise estatistica feita no Statistica 6 Workbook usando o teste Mann-Whitney e *p < 0,05.

Na figura 9 é mostrada a curva de crescimento de Burkholderia sp. SMF 07 em

meio mineral Bushnell Hass — BH, contendo como Unica fonte de carbono 600 mg/L de fenol.
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Os resultados demonstram que os grupos controle e tratado (600 mg/L de fenol) apresentaram
inicio da fase log, 27 e 39 horas ap6s o inicio do crescimento, respectivamente. Esse dado
demonstra que ocorreu um atraso no inicio da fase log do grupo tratado em relacdo ao grupo
controle. Como discutido anteriormente essa diferenca se da devido ao periodo de adaptacao
da bactéria ao poluente presente no meio, corroborando Roma-Rodrigues e colaboradores
(2010). Observou-se ainda que, a cultura na condicéo tratado (600 mg/L de fenol) atingiu a
fase de platd na densidade oOptica (O.D) inferior a da condicdo controle. Houve diferenca
estatisticamente significativa entre as curvas de crescimentos dos referidos grupos e esta
diferenca foi observada a partir das 21 horas ap06s o inicio do crescimento e se estedeu até as
51 horas de crescimento. Nesse periodo observou-se que o crescimento de Burkholderia sp.
SMF 07 na presenca de 600 mg/L de fenol foi reduzida em relacdo a condi¢do controle e essa
reducdo foi mais intensa do que aquela observada quando a cepa estudada foi cultiva na
presenca de 400 mg/L (Figura 8). Portanto estes dados sugerem que a cepa bacteriana
Burkholderia sp. SMF 07 provavelmente ndo esta utilizando o fenol como fonte de carbono e
que doses iguais ou superiores a 600 mg/L de fenol podem ser letais para as células inibindo

até a producéo de substancias de reserva acumuladas no citoplasma da célula.

Figura 9 — Curva de crescimento de Burkholderia sp. SMF 07 em meio mineral Bushnell Hass (BH)
suplementado com 600 mg/L de fenol, durante 93 horas de monitoramento em espectrofotémetro (600 nm).
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Fonte: SOARES, (2013). A curva com quadrado preenchido em preto () corresponde ao controle e em branco
(O0) ao tratamento com fenol. As barras verticais indicam o desvio padréo entre as triplicatas de cada ponto de
medicdo. Andlise estatistica feita no Statistica 6 Workbook usando o teste Mann-Whitney e *p < 0,05.
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5.3 Extragdo e quantificacdo das proteinas intracelulares

A extracdo de proteinas intracelulares foi realizada a partir do sedimento da
cultura de Burkholderia SMF 07 de acordo com Riedel e colaboradores (2006), quando essa
bactéria encontrava-se na fase log. Apds o processo de extracdo, a quantidade total de
proteinas foi mensurada através do método de Bradford (1976). Na Tabela 4 é mostrado o
valor médio da concentracdo de proteinas intracelulares totais obtidas do isolado de
Burkholderia sp. SMF 07 dos grupos controle e fenol.

Tabela 4 - Perfil quantitativo das proteinas intracelulares extraidas de Burkholderia sp. SMF 07 crescida em
meio TY na auséncia e presenca de fenol.

Grupo Concentracéo (ug/uL)
Controle 8,2
Fenol 7,5

Fonte: SOARES (2013).

Na Figura 10, pode-se observar o resultado da separacdo das proteinas
intracelulares extraidas de Burkholderia sp. SMF 07, ap6s corrida eletroforética em gel de
SDS-PAGE. A primeira raia corresponde ao marcador de peso molecular, as raias 2 e 3,
correspondem as proteinas do grupo controle e fenol, respectivamente, ambas na concentragdo
de 25ug. De acordo com Weber e Osborn (1969) e Laemmli (1970) a pureza das proteinas
apos a extracdo podem ser verificadas pelo padrdo de bandas em SDS-PAGE. Dessa forma,
podemos observar que as proteinas intracelulares extraidas apresentam boa qualidade com
bandas bem definidas e livres de possiveis contaminantes.

De acordo com a analise do perfil quantitativo e qualitativo das proteinas
intracelulares totais extraidas 0 método de extracdo de proteinas utilizado foi eficiente para
obter proteinas em quantidade e qualidade ideal para analise em géis bidimensionais.
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Figura 10 - Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) de proteinas
intracelulares obtidas de Burkholderia sp. SMF 07corado com Coomassie blue G-250.
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Fonte: SOARES (2013). A raia 1 corresponde ao marcador de baixo peso molecular — LMW, em quilodalton
(kDa); Raia 2 e 3 corresponde a proteina intracelular total extraida de Burkholderia sp. SMF 07 na presenca e
auséncia de fenol, respectivamente, ambas na concentragdo de 25ug.

5.4 Reprodutibilidade dos géis bidimensionais

Para avaliar a reprodutividade dos géis bidimensionais, foi realizado o
alinhamento entre as repeticdes de cada grupo testado. Os spots correspondentes (matches)
entre as repeticdes de cada grupo foram utilizados para criar um grafico de dispersao
mostrando a correlacdo linear e o nimero de spots correspondentes (matches) entre as
replicatas de cada grupo.

Na figura 11 sdo mostrados os graficos de dispersdo das replicas dos géis de
Burkholderia sp. SMF 07 referentes ao grupo controle. O coeficiente de correlacdo linear e 0
namero de spots correspondentes entre a replicata 1 (R1) e o gel de referéncia (R2) do grupo
controle foi de 0,992 e 579, respectivamente (Figura 11A), enquanto que, entre a replicata 3
(R3) e o gel de referéncia (R2) foi de 0,978 e 543, respectivamente (Figura 11B).

Os gréaficos de dispersdo das replicas dos géis de Burkholderia sp. SMF 07
referentes ao grupo fenol sdo mostrados na figura 12. O coeficiente de correlagdo linear e 0
namero de spots correspondentes entre a replicata 1 (R1) e o gel de referéncia (R3) do grupo
fenol foi de 0,970 e 337, respectivamente (Figura 12A), enquanto que, entre a replicata 2
(R2) e o0 gel de referéncia (R3) foi de 0,957 e 384, respectivamente (Figura 12B).
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Figura 11 - Gréfico de dispersao das replicatas dos géis de Burkholderia sp. SMF 07 grupo controle.
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Fonte: SOARES (2013). (A) Replicata 1 (R1) comparada com o gel de referéncia - replicata 2 (R2); (B)
Replicata 3 (R3) comparada com o gel de referéncia - replicata 2 (R2). Corr.: correlagdo e Count.: spots
coincidentes.

Figura 12 - Grafico de disperséo das replicatas dos géis de Burkholderia sp. SMF 07 grupo fenol.
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Fonte: SOARES, 2013. (A) Replicata 1 (R1) comparada com o gel de referéncia - replicata 3 (R3); (B)
Replicata 2 (R2) comparada com o gel de referéncia - replicata 3 (R3). Corr.: correlagdo e Count.: spots
coincidentes.

O Coeficiente de Correlacdo Linear de Pearson é um método usualmente
conhecido para medir a correlagdo entre duas varidveis (SCHULTZ; SCHULTZ, 1992). O

coeficiente é interpretado como um indicador que descreve a interdependéncia entre variaveis
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e este pode ser avaliado qualitativamente. Quanto mais proximo de 1 for o valor da correlacéo
linear entre duas variaveis mais forte é a correlacdo entre estas variaveis (LIRA, 2004). Desta
forma, analisando os dados sobre a correlacdo linear entre os geis do grupo controle e os do
grupo fenol, mostrados anteriormente, podemos afirmar que as correlacfes lineares obtidos
nesse trabalho sdo validas e que as técnicas utilizadas ndo impactaram negativamente nos

resultados obtidos.

5.5 Analise do perfil proteico de Burkholderia sp. SMF 07 por eletroforese bidimensional

Na figura 13 podem ser observadas as imagens dos géis bidimensionais das
proteinas intracelulares obtidas de Burkholderia sp. SMF 07 cultivadas em meio TY para o
grupo controle (sem poluente) e fenol (com 1000 mg/L de fenol). As figuras 13: A, C e E
correspondem as replicatas 1, 2 e 3, respectivamente do grupo controle e as figuras 13: B, D e
F as replicatas 1, 2 e 3, respectivamente do grupo fenol. As andlises dos géis do grupo
controle possibilitaram a identificacdo de 624, 570 e 652 spots para as replicatas 1,2 e 3
respectivamente. Em relacdo ao grupo fenol foi evidenciada nas replicatas 1, 2 e 3 uma
quantidade de 377, 446 e 463 spots, respectivamente. A replicata 2 (Figura 13C) do grupo
controle e a replicata 3 (Figura 13F) do grupo fenol foram escolhidas como géis de referéncia
para 0s respectivos grupos por serem 0s géis com maior nimero de spots e por apresentarem
melhor focalizacéo.

Os grupos controle e fenol apresentaram um nimero médio de 615 e 428 spots,
respectivamente (Gréfico 1). Os dados mostram que ocorreu uma reducao significativa no
namero médio de spots no grupo fenol em relacdo ao grupo controle. Esta reducdo foi de 187
spots 0 que equivale a 30% de reducdo no nimero médio de spots no grupo fenol em relacédo

ao grupo controle.
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Figura 13 - Géis de eletroforese bidimensional de proteinas obtidas de Burkholderia sp. SMF 07 cultivadas em
meio TY, sem poluente (grupo controle) e na presenca de 1000 mg/L de fenol (grupo fenol).
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Fonte: SOARES (2013). Os géis A, C e E (coluna a esquerda) correspondem as replicatas 1,2 3 do grupo
controle. Os géis B,D e F (coluna a direita) correspondem as replicatas 1,2 e 3 do grupo fenol. LMW: marcador
de baixo peso molecular; kDa: Quilodaltons; pl: ponto isoelétrico.
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Grafico 1- NUmero médio de spots das réplicas de géis bidimensionais de Burkholderia sp.SMF 07.
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Fonte: SOARES (2013). O nimero total de spots esta mostrado entre paréntese o qual constitui a soma do
nimero de proteinas compartilhadas entre os grupos controle e fenol (base) com o numero de proteinas
exclusivas (topo). * diferenca estatistica entre o grupo fenol e o grupo controle com p < 0,05.

5.5.1 Distribuicéo dos spots por ponto isoelétrico e massa molecular

Para construcdo dos gréficos de distribuicdo dos spots por faixa de ponto
isoelétrico (pl) e massa molecular (MW), os géis dos grupos controle e fenol foram alinhados
com o objetivo de encontrar proteinas que estivessem na mesma posi¢cdo no gel (match).
Através desse método foi possivel verificar que os grupos compartilham 428 spots (matches).
Esse resultado (match report) foi comparado com a tabela que contém os valores de pl e
massa molecular dos géis de referéncia (spot report). A partir desta comparacao foi possivel
construir os graficos que mostram a distribuicdo dos spots por faixa de ponto isoelétrico (pl)
(Grafico 2) e massa molecular (MW) (Gréafico 3).

Com base na analise dos graficos referentes a distribuicdo dos spots por ponto
isoelétrico (pl) e massa molecular (MW), foi possivel constatar que o nimero de spots do
grupo fenol reduziu em todos os intervalos de pl e massa molecular (MW) em relacdo ao
grupo controle. Em relagdo ao ponto isoelétrico (Gréfico 2), foi observado um maior nimero
de spots no intervalo de pl entre 5,1 a 7, tanto no grupo controle (367 spots) como no fenol
(264 spots). J& em relacdo a massa molecular (Grafico 3), o maior nimero de spots foi
encontrado na faixa entre 20-40 kDa tanto no grupo fenol (205 spots) quanto no grupo

controle (250 spots).
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Grafico 2 — Distribuicéo dos spots por faixa de ponto isoelétrico (pl).

400

350

.. 300

% 250
2

2 200
D
p=

o 150
S

2 100

50

0

(154)
(110)

110

3asl

(367)

(264)

264

51a7

pl

m Controle

0O Fenol

(94)

(54)

7.1 al0

Fonte: SOARES (2013). O grupo controle esta representado por colunas pretas e o grupo teste por colunas
brancas. O numero total de spots estd mostrado entre paréntese o qual constitui a soma do nimero de spots
compartilhados entre os grupos controle e fenol (base) com o nimero de proteinas exclusivas (topo).

Gréfico 3 — Distribuicéo dos spots por faixa de massa molecular (MW).
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compartilhados entre os grupos controle e fenol (base) com o nimero de proteinas exclusivas (topo).
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5.6 Proteinas Diferencialmente Expressas

A fim de verificar diferencas na expressao quantitativa das proteinas nos géis 2DE
resultantes do grupo controle e fenol, os géis inter classe, foram alinhados através do Software
Image Master com o objetivo de encontrar proteinas que estivessem na mesma posi¢do no gel
(match). ApoGs esse alinhamento foi gerado um histograma referente a cada spot
correspondente entre as classes de géis do grupo controle e fenol, Além disso, foi feito a
analise estatistica a partir da porcentagem de volume de cada spot correspondente
considerando p < 0,05. A partir desses dados foi possivel verificar quais spots tiveram
expressao quantitativa aumentada no grupo fenol em relagdo ao grupo controle, ou no grupo

controle em relagéo ao grupo fenol; ou que tiveram expressédo exclusiva no grupo controle.

5.6.1 Anadlise das proteinas que apresentaram expressdo quantitativa aumentada na
presenca do fenol

Na figura 14 sdo mostradas as regiGes dos géis de referéncia para o grupo
controle (C) e tratado (fenol) (T) correspondente a cada spot que teve sua expressdo
guantitativa aumentada na presenca de fenol comparado com o controle. Um histograma
localizado no lado inferior direito da regido de cada spot analisado mostra a diferenca
quantitativa no volume dos referidos spots no grupo fenol quando comparado com 0 grupo
controle.

Foi possivel identificar trinta e um spots com expressdo quantitativa aumentada
no grupo fenol em relacdo ao grupo controle. Desses, vinte e cinco spots foram identificados
no banco de dados UniProt/ Swiss-Prot disponivel no servidor ExPASy, utilizando os valores
de ponto de isoelétrico (pl) e massa molecular (MW). Na Tabela 5 sdo mostradas as possiveis
proteinas para cada spot que teve sua expressdo quantitativa aumentada no grupo fenol em
relacdo ao grupo controle, além das suas possiveis funcdes e processos biologicos as quais
essas proteinas podem estar envolvidas.

Através das informacgBes obtidas no banco de dados UniProt/ Swiss-Prot as
proteinas identificadas foram classificadas de acordo com a funcdo bioldgica dentro das
seguintes categorias: (1) isomerase; (2) hidrolase; (3) liase; (4) aciltransferase/ transferase; (5)

oxidoredutase; (6) chaperona; (7) outros; (8) funcdo desconhecida (Grafico 4).



57

Gréfico 4 - Classificacdo funcional das proteinas que tiveram expressdo quantitativa aumentada no grupo fenol
em comparagao ao grupo controle e foram identificadas através do banco de dados UniProt/ Swiss-Prot .
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Fonte: SOARES (2013).
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Figura 14 - Regides dos géis de referéncia para o grupo controle (C) e tratado (fenol) (T) correspondente a cada spot que teve sua expressao quantitativa aumentada na
presenca do fenol comparado com o controle. Continua.
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Figura 14 - Regides dos géis de referéncia para o grupo controle (C) e tratado (fenol) (T) correspondente a cada spot que teve sua expressdo quantitativa aumentada na

presenca do fenol comparado com o controle. Conclus&o.
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Fonte: SOARES (2013). C1 a C31: regido do gel de referéncia do grupo controle: T1 A T31: regido do gel de referéncia do grupo fenol (tratado); Setas e nimeros: mostram
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Tabela 5 - Identificacdo das possiveis proteinas intracelulares de Burkholderia sp. SMF 07 com alteragdo quantitativa aumentada na presenca do fenol (grupo fenol)
comparado com o grupo controle identificadas com base no banco de dados UniProt/Swiss-Prot. Continua.

N°do ID pl (E) MM (E) Proteina Funcdo Bioldgica P_roc’es:so Ndmero de Acesso
spot Biologico

1 323 485.857  71763.0 NI
2 369 611940  79517.0 Metionina RNAt ligase. gmggsg' 'Lng'\;sAet Biossintese de Proteinas ~ SYM_BURMS (ALV5WO0)
3 484 522.015 56146.0 Chaperonina 3 (60 kDa). Chaperona Desconhecido CH603_BURCH (A0KCSO0)

Chaperonina (60 kDa). Chaperona Desconhecido CH60_BURMS (A1V1Z9)
4 490 493.284  55092.0 NI
5 491 498.765  46459.0 Enolase. Liase Glicdlise ENO_BURMS (A1V5K2)
6 512 453.358  52786.0 NI
7 557 524.627  48068.0 GTPase MnmE modificadora do RNAt Hidrolase Processamento do RNAt MNME_BURMS (A1V7D3)
8 612  821.642  45192.0 D-aminoacido desidrogenase Oxidoredutase Desconhecido DADA_BURXL (Q13VE3)

(Subunidade menor)

9 615 542,910  44535.0 L-ramnonato dehidratase. Liase Desconhecido RHMD_BURA4(B1YMY4)

Fator de Elongacéo Tu. Fator de Elongagéo Biossintese de proteina EFTU_BURXL (Q13TF5)
10 676 523507  41355.0 Succinil-CoA ligase Ligase Ciclo do &cido SUCC_BURMS (A1V6WS)

(subunidade B). tricarboxilico
11 734 834.702  39413.0 Glutamato metilesterase Hidrolase Quimiotaxia CHEB1_BURTA (Q2STS8)
(Proteina reguladora de resposta a
quimiotaxia)
Ferroguelatase. Liase Biossintese do Heme HEMH_BURTA (Q2SYZ9)
12 750 744776 38253.0 NI
13 755 731.343  38352.0 Proteina UgpC de ligagdo ao ATP Hidrolase Transporte de AgUcar; UGPC_BURCH (AO0K3S5)
importadora de sn-glicerol-3-fosfato. Transporte.
14 763 677.985  38452.0 Chaperona DnaJ. Chaperona Replicacdo do DNA,; DNAJ_BURCH (A0K4S9)
Resposta ao Estresse.

15 784 645.149  37368.0 UDP-3-O-acilglucosamina N- Aciltransferase;

aciltransferase.
Chaperona Lipase.
1-aminociclopropano-1-carboxilato
deaminase.

4-hidroxi-2-oxovalerato aldolase.

Transferase
Chaperona
Hidrolase

Liase

Biossintese de Lipideos
Degradacéo de Lipideos
Desconhecido

Catabolismo dos
hidrocarbonetos
aromaticos

LPXD_BURCJ (B4ECM1)
LIFO_BURGL (Q05490)
1A1D_BURTA (Q2T6A1)

HOA_BURP6 (A3NML2)
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Tabela 5 - Identificacdo das possiveis proteinas intracelulares de Burkholderia sp. SMF 07 com alteragdo quantitativa aumentada na presenca do fenol (grupo fenol)

comparado com o grupo controle identificadas com base no banco de dados UniProt/Swiss-Prot. Continuagéo.

N° do . . rg Processo .
spot ID pl (E) MM (E) Proteina Funcéo Biol6gica Biologico NUmero de Acesso
16 792 733.582  37030.0 Succinilglutamato desuccinilase. Hidrolase Metabolismo da Arginina ASTE_BURTA (Q2SXN7)
Proteina Cys A de ligacdo ao ATP Hidrolase Transporte de Sulfato; SA_BURPS (Q63TY1)
transportadora de sulfato/tiossulfato. Transporte.
17 814 676.119  36504.0 Metionil-RNAt formiltransferase. M?lrg;ir;zl;;&;se; Biossintese de proteinas FMT_BURPP (B2T1K®6)
Gllcerol-3£'tl0;§t(%)d is]ldrogenase Oxidoredutase Biossintese de lipideos GPDA_BURTA (Q2T1H1)
RNA Rlbossomal metiltransferase H Metiltransferase; Processamento do RNAr RSMH_BURCH (A0K478)
(subunidade menor) Transferase
. Proteina SsuB 1 ligante de.A}T-P Hidrolase Transporte SSUB1_BURCH (A0K739)
importadora de sulfonatos alifaticos
18 886 844.776  34252.0 RNAt dimetilaliltransferase. Desconhecida Processamento do RNAt MIAA BURTA (Q2SYY3)
Diidroorotato deidrogenase (quinona). Oxidoredutase Biossintese da Pirimidina PYRD_BURCA (Q1BWM4)
19 998 905.597  30117.0 Leucil/fenilalanil-tRNA-transferase. Aciltransferase; Desconhecido LFTR_BURPS (B2JKLT7)
Transferase
RNA pirofosfohidrolase. Hidrolase Desconhecido RPPH_BURCJ (B4E5W?7)
20 1032 626.866  28803.0 UDP-N-acetilglucosamina O- Aciltransferase; Biossintese de Lipideos LPXA BURMS (A1V556)
aciltransferase Transferase
Diidrodipicolinato redutase. Oxidoredutase Blos_sm,te'_se de DAPB_BURPO (A3NZB9)
aminoacidos
Fosfoglicerato mutase. Isomerase Glicdlise GPMA_BURCM (Q0BBKS5)
21 1034 641.418  28647.0 Fosfoglicerato mutase. Isomerase Glicolise GPMA_BURMS (A1UZX9)
UDP-N-acetilglucosamina O- Aciltransferase; Biossintese de Lipideos ~ LPXA_BURVG (A4JF63)
aciltransferase Transferase
22 1118 658.209  26370.0 3—|sopropllmalato dehidratase Liase Blos_,sm:ce_se de LEUD_BURM1 (A9AMB3)
(subunidade menor) aminoacidos
Citidilato quinase Quinase Desconhecido KCY_BURPS (B2JF05)
Fator RimM de maturag&o do ribossomo Chaperona Biogénese do Ribossomo RIMM_BURTA (Q2SY00)
23 1167 331.343 24077.0 NI
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Tabela 5 - Identificacdo das possiveis proteinas intracelulares de Burkholderia sp. SMF 07 com alteragdo quantitativa aumentada na presenca do fenol (grupo fenol)
comparado com o grupo controle identificadas com base no banco de dados UniProt/Swiss-Prot. Continuacéo.

N°do ID pl (E) MM (E) Proteina Funcdo Bioldgica P_roc;es:so Ndmero de Acesso
spot Biol6gico
24 1377 573.134  19759.0 Provavel corismato--piruvato liase 1. Liase Biossintese da UBIC1_BURP1 (Q3JJ81)
ubiquinona
Fosfopanteteina adenililtransferase. Nucl.eotldlltransferase Biossintese da Coenzima COAD_BURPP (B2SXG0)
; Transferase A

Pro(tsjzirﬁgaz'g?_'psgg?me Protease Desconhecido HSLV_BURS3 (Q39BY1)

NADH-azoredutase 7 FMN-dependente. Desconhecida Desconhecido AZOR7_BURS3 (Q39M92)
25 1398  330.597  18794.0 NI
26 1560 514.179  15820.0 ATP sintase (cadeia €). Desconhecida Sintese de ATP; ATPE_BURMS (A1V8TO0)
Transporte de fon.
D-tirosil-RNAt (Tyr) deacilase. Hidrolase Desconhecido DTD_BURA4 (B1YTD6)
27 1712 498.134  13481.0 NADH-quinona oxidoredutase Oxidoredutase Transporte NUOA _BURPS8 (B2JDM8)
(Subunidade A)
Proteina Ribossomal 50S L7/L12. Ribonucleoproteina, Traducio RL7_BURCH (AOK3L6)
Proteina Ribossomal
28 1736  584.328  13236.0 Metilglioxal sintase. Liase Desconhecido MGSA_BURVG (A4JGH2)
L-ramnose mutarotase. Isomerase Méztabol_lsmo de RHAM_BURCC (B1KAV4)
arboidratos
Biogénese do flagelo
Regulador FIhD Transcricional Flagelar. Ativador bacteriano; Transcrigéo; FLHD_BURMS (A1V915)
Regulador da transcricéo
Proteina C('jps adaptada a protease ATP- Desconhecida Desconhecido CLPS_BURPS (B2JDY3)
ependente de Clp
29 1779 613.806  12226.0 L-ramnose mutarotase. Isomerase Metabolismo dos RHAM_BURPS (B2JLI5)
Carboidratos;
Metabolismo do
Ramnose
Acilfosfatase. Hidrolase Desconhecido ACYP_BURTA (Q2T321)
Provavel pterina-4-a-carbinolamina Liase Desconhecido PHS_BURM1 (A9AJD5)

deidratase.
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Tabela 5 - Identificacdo das possiveis proteinas intracelulares de Burkholderia sp. SMF 07 com alteragdo quantitativa aumentada na presenca do fenol (grupo fenol)

comparado com o grupo controle identificadas com base no banco de dados UniProt/Swiss-Prot. Concluséo.

o]
N°do ID pl (E) MM (E) Proteina Funcéo Bioldgica P_roc;es:so NUmero de Acesso
spot Biol6gico
Proteina UPF0145 Bcep18194 B0595. Desconhecida Desconhecido Y595 BURS3 (Q39A02)

30 1803  490.672  11872.0 Aspartato 1-descarboxilase (cadeia o) Descarboxilase; Liase

31 1831  423.134  11445.0 Proteina CyaY. Desconhecida
Exodeoxiribonuclease 7 Exonuclease;
(subunidade menor). Nuclease

Biossintese do
Patontenato
(Vitamina B5)
Desconhecido

Desconhecido

PAND_BURCH (AOK9LS6)

CYAY_BURPS (B2J126)
EX7S_BURVG (A4JLT2)

Fonte: SOARES (2013). ID: nimero de identificacdo dos spots; pl (E): ponto isoelétrico experimental; MM(E): massa molecular experimental; NI: Spots ndo identificados.
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Proteinas envolvidas no metabolismo energético (succinil-CoA ligase- subunidade
B; enolase e fosfoglicerato mutase), spots 10, 5 e 20 e/ou 21, respectivamente (Figura 14)
tiveram sua expressdo aumentada apos exposicdo ao fenol. De acordo com Santos; Teixeira e
Sa-Correia (2004), este fato estd de acordo, pois a ativacdo dos mecanismos de adaptacdo ao
estresse causado pela adicdo do fenol depende da disponibilidade de energia (ATP). O
aumento da expressdo de proteina envolvidas no metabolismo energético também foi
observado, quanto Pseudomonas putida KT2440 foi cultiva em meio mineral basal contendo
800 mg/L de fenol (ROMA-RODRIGUES et al., 2010).

A enzima fosfopanteteina adeniltransferase (PPAT), spot 24 (Figura 14) esta
envolvida na biossintese da Coenzima A (CoA), um cofator que atua transportando grupo acil
e ativando grupo carbonil em vérias reacdes bioquimicas, incluindo o ciclo do &cido
tricarboxilico e a biossintese dos &cidos graxos. A CoA € utilizada obrigatoriamente como um
cofator por cerca de 4% das enzimas conhecidas e participa de mais de 100 reacdes diferentes
do metabolismo intermediario (BEGLEY; KINSLAND; STRAUSS, 2001). Logo, sugere-se
gue o aumento da expressao de PPAT na presenca do fenol, estd diretamente relacionado aos
mecanismos de adaptacao ao estresse causado pela adi¢cdo do fenol, uma vez que, essa enzima
esta envolvida na biossintese da CoA, um cofator indispensavel em varias vias metabdlicas
necessarias para produzir energia (ATP) e ativar 0os mecanismos de adaptacao ao estresse.

A proteina glicerol-3-fosfato desidrogenase, spot 17 (Figura 14) é uma enzima
que exerce efeito regulador sobre o metabolismo do glicerol e sintese de lipideos. Segundo
Gattas e Peres (2003) variacdo no nivel de expressao desta enzima pode ser um indicador de
tolerancia a situacBes de estresse. Outra proteina envolvida na biossintese de lipideos e que
apresentou expressdao aumentada quando exposta ao fenol foi UDP-3-O-acilglucosamina N-
aciltransferase, spots 20 e/ou 21 (Figura 14). Assim, o aumento no nivel de expressao dessas
proteinas apos exposic¢do ao fenol sugere a inducdo de mecanismos que conduzam ao reparo,
substituicdo ou alteracdo da composicdo dos lipideos de membrana ou da parede celular
bacteriana, presumivelmente danificada pela acdo do fenol (SANTOS; TEIXEIRA e SA-
CORREIA, 2004).

Foi possivel verificar o aumento na expressao de algumas proteinas envolvidas na
biossintese de aminoacidos e proteinas (Diidrodipicolinato redutase (ID: 1032); 3-
isopropilmalato desidratase (ID: 1118); succinilglutamato desuccinilase (ID: 792); metionil-
RNAt formiltransferase (ID: 814); metionina RNAt ligase (ID: 369); fator de elongacdo Tu
(ID: 615) (Tabela 5), corroborando Santos; Benndorf e Sa-Correia (2004), no qual estudos

realizados com Pseudomonas putida KT2440 exposta ao fenol, também mostraram um


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Begley%20TP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11153265
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kinsland%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11153265
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Strauss%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11153265
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aumento na expressdo de proteinas envolvidas na biossintese de aminoacidos e proteinas,
entre essas a 3-isopropilmalato dehidratase, encontra no presente estudo. O aumento na
expressao de algumas proteinas envolvidas na biossintese de aminoacidos sugere que 0
estresse causado pelo fenol causa uma caréncia de aminoacidos, que pode estar relacionada
com a permeabilizacdo da membrana apds a exposicdo a este solvente (SANTOS;
TEIXEIRA; SA-CORREIA, 2004).

Entre as proteinas envolvidas na biossintese de proteinas se destaca o Fator de
Elongacdo Tu (EF-Tu), spot 9 (Figura 14) que participa do processo de traducéo de proteinas,
transportando o aminoacil-RNAt livre no citoplasma, até o cddon especifico no sitio
aminoacil (sitio A) do ribossomo no complexo RNAm-ribossomo. Caldas, Yaagoubi e
Richarme (1998), relataram em seus estudos que em Escherichia coli o EF-Tu esta envolvido
no enovelamento e na renaturacao de proteinas apds estresse. Este fato sugere que o EF-Tu,
além de desempenhar sua funcdo como fator de elongacdo no processo de traducdo de
proteinas ele poderia ainda estar envolvido no processo de enovelamento de proteinas e
protecdo ao estresse. Dessa forma sugere-se que 0 aumento da expressdo dessa proteina na
presenca do fenol esta relacionado a resposta ao estresse com fenol, uma vez que este
poluente estar envolvida na desnaturacdo de proteinas. O aumento da expressao dessa proteina
também foi observado por Martins (2012), quanto Burkholderia sp.SMF 07 foi cultiva em
meio TY (Triptone-Yeast Medium) contendo 1000 ppm do herbicida &cido 2,4
diclorofenoxiacético (2,4 D).

A Ferroquelatase, spot 11 (Figura 14) é uma enzima que participa da Gltima etapa
da via biossintética do grupo heme catalisando a quelacdo do ferro ferroso (Fe?*) ao anel da
protoporfirina IX formando protoheme ou heme (Figura 15). Na natureza esta enzima é
encontra em Varios organismos, inclusive em bactérias. O grupo heme é essencial para 0s
seres vivos, uma vez que este faz parte da estrutura de uma diversidade de proteinas (tais
como, hemoglobina, mioglobina, citocromos, catalases) que desempenham uma variedade de

fungBes importantes nas células.
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Figura 15 — Esquema da reacdo catalisada pela ferroquelatase.
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FONTE: Adaptado de: FERREIRA et al. (1995).

O aumento na expressdo de proteinas envolvidas nas vias metabdlicas de
producdo de energia, tais como, glicolise, ciclo do acido tricarboxilico, biossintese da
coenzima A (CoA), biossintese de proteinas e biossintese de lipideos por Burkholderia sp.
SMF 07 na presenca do fenol, sugere modificagdes nos niveis metabolicos dessas bactérias, o
que pode levar a um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
provenientes dessas vias, 0 que pode desencadear um estresse oxidativo nessas células. Os
EROs podem atuar danificando a estrutura de moléculas vitais como o DNA, RNA, lipideos e
proteinas (CABISCOL; TAMARIT; ROS, 2000). Em contrapartida, como mostrado
anteriormente, também foi observado o aumento na expressdo da proteina ferroquelatase que
estd envolvida na via biossintética do grupo heme. O grupo heme, por sua vez, participa da
estrutura de varias proteinas, entre estas, se destaca a enzima catalase presente no citoplasma
bacteriano, a qual é produzida em resposta ao estresse oxidativo. Em micro-organismos a
catalase desempenha uma importante funcdo na desintoxicacdo de EROs (HAMPTON;
KETTLE; WINTERBOURN, 1998)

A Glutamato Metilesterase, spot 11 (Figura 14) é uma proteina que atua na
regulacéo do sistema de quimiotaxia. Quimiotaxia é definida segundo Murray (2002),como o
movimento quimicamente dirigido desenvolvido por alguns seres vivos, incluindo
determinados organismos unicelulares, com diversas finalidades, incluindo a busca de
nutrientes. Esse termo € quase sempre usado para se referir ao movimento celular em resposta
a gradientes de concentragdes de quimicos presentes no ambiente. Portanto, uma vez que
ocorreu 0 aumento na expressao da glutamato metilesterase podemos concluir que ocorreu
também o aumento da quimiotaxia pelas bactérias Burkholderia sp. SMF 07 na presenca do

fenol (grupo fenol) quando comparado com o grupo controle.
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O spot quatorze (ID: 763) foi identificado como sendo possivelmente a proteina
Chaperona Dnal (Figura 14). Esta proteina é conhecida como membro da familia das co-
chaperonas Hsp40. A funcdo mais conhecida das co-chaperonas é impedir a agregacdo de
cadeias polipeptidicas recém-traduzidas. Porém, elas também atuam no redobramento de
moléculas que perderam a conformacdo por mutacdo ou por fatores do micro ambiente, como
estresse (CAPLAN, 2003; FRYDMAN, 2001). Outras moléculas envolvidas na recuperacdo
da conformacéo de proteinas mal formadas séo as chaperoninas, que podem ser encontradas
tanto em bactérias como em compartimentos celulares eucaridticos (BONSHTIEN et al.,
2009). O spot trés foi identificado como sendo uma possivel chaperonina 60 kDa (Figura 14).

A proteina 4-hidroxi-2-oxovalerato aldolase, spot 15 (Figura 14) é uma enzima
envolvida na via meta de degradacdo do fenol. Esta proteina converte 4-hidroxi-2-
cetovalerato em piruvato e acetalteido (Figura 16), moléculas que podem ser convertidas a
acetilcoenzima A (acetil-CoA), um substrato essencial para producéo de energia a partir do
ciclo do &cido tricarboxilico (CHEN; SIEWERS; NIELSEN, 2012). Esta enzima também
apresentou expressdo quantitativa aumentada na presenca do fenol. Esse dado sugere que a
Burkholderia sp. SMF 07 apresenta possivelmente a capacidade de biodegradar o fenol para
compostos menos toxicos para 0 ambiente, porém ndo € possivel afirmar que esta bactéria
apresenta capacidade de utilizar o fenol como fonte de carbono, uma vez que como mostrado
anteriormente (Figuras 8 e 9) esta bactéria ndo foi capaz de crescer em meio mineral Bushnell

Hass (BH), tendo como Unica fonte de carbono o fenol nas concentracfes de 400 e 600 mg/L.

Figura 16 - Via meta de degradagéo do fenol.
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Fonte: TSIROGIANNI et al. (2006); SUENAGA et al. (2009). Abreviacbes das enzimas: PHH: fenol
hidroxilase; DmpB: catecol 2,3-dioxigenase; DmpD: semialdeido 2-hidroximuconico hidrolase; DmpE: 2-
oxopent-4-dienoato hidratase; DmpG: 4-hidroxi-2-oxovalerato aldolase; DmpF:acetaldeido desidrogenase.
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5.6.2 Andlise das proteinas que apresentaram expressao quantitativa reduzida na presenga
do fenol

Na figura 17 sdo mostradas as regies dos geis de referéncia para o grupo controle
(C) e tratado (fenol) (T) correspondente a cada spot que teve sua expressdo quantitativa
reduzida na presenca de fenol comparado com o controle. Um histograma localizado no lado
inferior direito da regido de cada spot analisado mostra a diferenca quantitativa no volume dos
referidos spots no grupo fenol quando comparado com o grupo controle.

Foi possivel observar treze spots com expressao guantitativa reduzida no grupo
fenol em relagéo ao grupo controle. Desses, onze spots foram identificados no banco de dados
UniProt/ Swiss-Prot disponivel no servidor ExPASy, utilizando os valores de ponto de
isoelétrico (pl) e massa molecular(MW). Na Tabela 6 sdo mostradas as possiveis proteinas
para cada spot que teve sua expressdo quantitativa aumentada no grupo fenol em relacdo ao
grupo controle, além das suas possiveis funcbes e processos bioldgicos as quais essas
proteinas podem estar envolvidas.

As proteinas que apresentaram expressdo reduzida na presenca do fenol e foram
identificadas no banco de dados UniProt/ Swiss-Prot foram classificadas de acordo com a sua
funcdo bioldgica dentro das seguintes categorias: (1) liase; (2) hidrolase; (3) quinase/
transferase; (4) metiltransferase/ transferase; (5) oxidoredutase; (6) outros; (7) funcéo
desconhecida; (Grafico 5).

Gréfico 5 - Classificagdo funcional das proteinas que tiveram expressao quantitativa reduzida no grupo fenol em
comparacédo ao grupo controle e foram identificadas através do banco de dados UniProt/ Swiss-Prot .

(1)

(1 Liase

m (2) Hidrolase

® (3) Quinase/Transferase
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(3) B (3) Oxidoredutase

= (6)Outros

= (7) Desconhecido

(4)
Fonte: SOARES (2013).
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Figura 17 - Regides dos géis de referéncia para o grupo controle (C) e tratado (fenol) (T) correspondente a cada
spot que teve sua expressdo quantitativa reduzida na presenca do fenol comparado com o controle.
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Fonte: SOARES (2013). C1 a C31: regido do gel de referéncia do grupo controle: T1 A T31: regido do gel de
referéncia do grupo fenol (tratado); Setas e nimeros: mostram os spots que apresentaram alteragdes quantitativas
nos niveis de expressdo; ID: identificagdo do spot; pl: ponto isoelétrico; MM: massa molecular; Letras a, b e ¢ na
base do histograma: correspondem as replicas 1, 2 e 3 do grupo controle; Letras d, e e f na base do histograma:
correspondem as replicas 1, 2 e 3 do grupo fenol (tratado).



70

Tabela 6 - Identificacéo das possiveis proteinas intracelulares de Burkholderia sp.SMF 07 com alteragdo quantitativa reduzida na presenca do fenol (grupo fenol) comparado
com o grupo controle identificadas com base no banco de dados UniProt/Swiss-Prot. Continua.

o
Nspgto ID pl (E) MM (E) Proteina Funcéo Bioldgica Processo Bioldgico Numero de Acesso
1 385 670.610 61210.0 Colina desidrogenase. Oxidoredutase Desconhecido BETA BURA4 (B1Z034)
2 580 447581  43468.0 NI
3 695  453.838  38618.0 NI
4 701 591.115  38562.0 Provavel deoxiribonuclease-2. Endonuclease; Desconhecido DNS2_BURP1 (Q3JJK4)
Nuclease
S-adenosilmetionina RNAt Transferase Biossintese da QUEA BURXL (Q145H9)
ribosiltransferase-isomerase. Queuosina
2-aminoetilfosfonato-piruvato Aminotransferase; Desconhecido PHNW_BURPS (Q63NF6)
transaminase. Transferase
Corismato sintase. Liase Biossintese de AROC_BURPS (Q63TK®6)
Aminoécidos
5 844 555.783  33332.0 UDP-3-0-[3-hidroximiristoil] N- Hidrolase Biossintese do Lipideo A LPXC_BURCH (A0K493)
acetilglucosamina deacetilase
Lipase. Hidrolase Degradacéo de Lipideos LIP_BURCE (P22088)
2,3-diidroxifenilpropionato/2,3-acido Dioxigenase; Catabolismo dos MHPB_BURXL (Q13QH9)
1,2-diidroxicinamico dioxigenase Oxidoredutase hidrocarbonetos
aromaticos
3-oxoacil sintase 3. Aciltransferase; Biossintese dos acidos FABH_BURMS (A1V6D0)
Transferase graxos
Proteina RdgC.- associada a Desconhecido Recombinacdo do DNA RDGC_BURCC (B1K4Q5)
recombinacdo
6 1074  624.606  25996.0 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato Nucleotidiltransferas  Biossintese de Isopreno ISPD_BURP8 (B2JGK?2)
citidililtransferase. Transferase
RNA Ribossomal metiltransferase G Metiltransferase; Processamento de RNAr  RSMG_BURCM (Q0OBJM7)
(subunidade menor) Transferase
3-isopropilmalato deidratase (subunidade Liase Biossintese de LEUD_BURPS (Q63JL1)
menor) aminoacidos
7 1115 560.568  24664.0 Proteina UreF acessoria a Urease Chaperona Insercdo do Niquel UREF_BURCM (QOBHNT7)
RNA Ribossomal metiltransferase G Metiltransferase; Processamento do RNAr RSMG_BURXL (Q13SP1)
(subunidade menor) Transferase
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Tabela 6 - Identificacdo das possiveis proteinas intracelulares de Burkholderia sp.SMF 07 com alteragdo quantitativa reduzida na presenca do fenol (grupo fenol) comparado
com o grupo controle identificadas com base no banco de dados UniProt/Swiss-Prot. Conclus&o.

N° do
spot

ID

pl (E)

MM (E)

Proteina

Funcéo Bioldgica

Processo Bioldgico

NUmero de Acesso

10

11

12

13

1116

1138

1170

1564

1586

1653

581.914

605.836

580.810

555.415

577.865

632.702

24772.0

24200.0

23229.0

15248.0

15063.0

13749.0

Piridoxina/piridoxamina 5'-fosfato
oxidase.
Adenilato quinase.

RNA Ribossomal metiltransferase G.

(subunidade menor)
3-demetilubiquinona-9 3-
metiltransferase.
Adenilato quinase.

RNA Ribossomal metiltransferase G.

(subunidade menor)
Timidilato quinase.

Adenilato quinase.
2-nonaprenil-3-metil-6-metoxi-1,4-
benzoquinol hidroxilase
Deoxiribose-fosfato aldolase.
Fosforibosil-AMP ciclohidrolase.

Proteina MraZ.
Nucleosideo difosfato quinase.

Metilglioxal sintase.

Oxidoredutase
Quinase; Transferase

Metiltransferase;
Transferase
Metiltransferase;
Transferase
Quinase; Transferase

Metiltransferase;
Transferase
Quinase; Transferase

Quinase; Transferase
Monooxigenase;
Oxidoredutase
Liase
Hidrolase

Desconhecido
Quinase; Transferase

Liase

Biossintese da Piridoxina

Biossintese de
Nucleotideo
Processamento do RNAr

Biossintese da
Ubiquinona
Biossintese de
Nucleotideos
Processamento do RNAr

Biossintese de
Nucleotideos
Biossintese de
Nucleotideos
Biossintese de
Nucleotideos
Desconhecido
Biossintese de
aminodcidos
Desconhecido
Biossintese de
nucleotideos
Desconhecido

PDXH_BURS3 (Q39DH2)
KAD_BURVG (A4JH80)
RSMG_BURS3 (Q39KY8)
UBIG_BURPS (Q63RZ8)
KAD_BURCH (AOK9X1)
RSMG_BURCJ (B4E582)
KTHY_BURS3 (Q39FH9)
KAD_BURVG (A4JH80)
COQ7_BURML1 (A9AJ26)

DEOC_BURCJ (B4ENZ2)
HIS3_BURMS (A1V8H6)

MRAZ_BURPP (B2SYY4)
NDK_BURPO (A3NVX4)

MGSA_BURTA (Q2SZS7)

Fonte: SOARES (2013). ID: namero de identificagéo dos spots; pl (E): ponto isoelétrico experimental; MM(E): massa molecular experimental; NI: Spots ndo identificados.
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As proteinas que apresentaram expressao reduzida na presenga do fenol (Tabela 6)
se encontram principalmente envolvidas na biossintese de nucleotideos (nucleosideo difosfato
quinase — (spot 12); adenilato quinase — (spot 8, 9 e/ou 10); timidilato quinase — (spot 10); 2-
nonaprenil-3-metil-6-metoxi-1,4-benzoquinol hidroxilase — (spot 10) ou no processamento do
RNAr (RNA ribossomal metiltransferase 2 — spots 6, 7, 8 e/ou 9) 0 que, segundo Santos,
Teixeira e Sa-Correia, (2004) poderéa contribuir para a canalizacdo da energia disponivel para
0s mecanismos de adaptacéo e reparacdo celular sob estresse por fenol.

Além disso, também foi verificada a reducé@o na expressao de proteinas envolvidas
na biossintese dos &cidos graxos (3-oxoacil sintase 3) e do lipideo A (UDP-3-O-[3-
hidroximiristoil] N-acetilglucosamina deacetilase), 0s quais sdo processos importantes
desenvolvidos pelas células no objetivo de induzir mecanismos de reparo, substituicdo ou
alteracdo da composicdo dos acidos graxos presentes na membrana plasmatica ou na parede
celular (SANTOS, TEIXEIRA, SA-CORREIA, 2004). Logo se sugere que o fenol na
concentracdo testada pode ser toxico para a célula, danificando estruturas celulares

importantes como a membrana plasmatica e a parede celular.

5.6.3 Analise das proteinas que apresentaram expressao exclusiva no grupo controle.

Como mostrado anteriormente (Grafico 1) uma média de 187 spots tiveram
expressdo exclusiva no grupo controle, porém foi observado através dos histogramas obtidos
pelo programa ImageMaster™ que a expressao de alguns spots ocorria apenas em uma ou
duas das repeticGes do grupo controle. Dessa forma, vale ressaltar que na figura 18 séo
mostradas apenas as regides dos géis de referéncia para o grupo controle (C) e tratado (fenol)
(T) correspondente a cada spot que teve sua expressdo exclusiva nas trés repeti¢cdes do grupo
controle. Um histograma localizado no lado inferior direito da regido de cada spot analisado
mostra a diferenca quantitativa no volume dos referidos spots no grupo controle quando
comparado com o grupo fenol.

Utilizando os valores de ponto de isoelétrico (pl) e massa molecular (MW),40 dos
52 spots com expressao exclusiva nas trés repeticdes do grupo controle, foram identificados
no banco de dados UniProt/Swiss-Prot disponivel no servidor ExXPASy, Na Tabela 7 sdo
mostradas as possiveis proteinas para cada spot que teve sua expressdo exclusiva nas trés
repeticdes do grupo controle, alem das suas possiveis fungdes e processos biologicos as quais

essas proteinas podem estar envolvidas.



73

As proteinas que apresentaram expressao exclusiva no grupo controle e foram
identificadas no banco de dados UniProt/ Swiss-Prot foram classificadas de acordo com a sua
funcdo biologica dentro das seguintes categorias: (1) ligase; (2) hidrolase; (3) oxidoredutase;
(4) transferase; (5) chaperona; (6) isomerase; (7) liase; (8) quinase/ transferase; (9) outras;

(10) funcéo desconhecida (Grafico 6) .

Gréfico 6 - Classificagdo funcional das proteinas que tiveram expressdo exclusiva no grupo controle e foram
identificadas através do banco de dados UniProt/ Swiss-Prot.
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Fonte: SOARES (2013)
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Figura 18 - Regides dos géis de referéncia para o grupo controle (C) e tratado (fenol) (T) correspondente a cada spot que teve expressdao exclusiva no grupo controle.
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Figura 18 - Regides dos géis de referéncia para o grupo controle (C) e tratado (fenol) (T) correspondente a cada spot que teve expressdo exclusiva no grupo controle.

Continua.
=3 [ex] \
ID: 714 | ID: 718 ID: 721 ID: 746
1 pE7:2 | pl: 4.1 pl: 5.7 pl:5.7
7 MM: 38.6 kDa 7 | MM: 38.6 kDa MM: 38.4 kDa MM: 37.1 kDa

. ID: 809
pl: 6.4
MM: 34.9 kDa

’ |
abcdef|
Ll

ID: 916
pl: 4.7
| MM: 30.9 kDa

pl: 6.5
44 MM: 27.6 kDa

ID: 811
pl: 5.2
MM: 35.0 kDa

|ID: 924
' pl: 5.5
MM: 30.8 kDa

ID: 822
pl: 4.8
MM: 34.2 kDa

1539




76

Figura 18 - Regibes dos geéis de referéncia para o grupo controle (C) e tratado (fenol) (T) correspondente a cada spot que teve expressdo exclusiva no grupo controle.
Continua.
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Fonte: SOARES (2013). C1 a C52: regido do gel de referéncia do grupo controle: T1 A T52: regido do gel de referéncia do grupo fenol (tratado); Setas e nimeros: mostram
0s spots que apresentaram altera¢des quantitativas nos niveis de expressdo; ID: identificacdo do spot; pl: ponto isoelétrico; MM: massa molecular; Letras a, b e ¢ na base do
histograma: correspondem as replicas 1, 2 e 3 do grupo controle; Letras d, e e f na base do histograma: correspondem as replicas 1, 2 e 3 do grupo fenol (tratado).

Tabela 7 - Identificacdo das possiveis proteinas intracelulares de Burkholderia sp. SMF 07 com expressdo exclusiva no grupo controle identificadas com base no banco de
dados UniProt/Swiss-Prot. Continua.

[o]
N°do ID pl (E) MM (E) Nome da Proteina Funcéo Molecular P_roc,es:so Ndmero de Acesso
spot Bioldgico
1 243 570.873  95710.0 Leucina-RNAt ligase. Aminoacil-RNAt sintetase Biossintese de SYL_BURP6 (A3NDKS5)
proteinas
Alanina-RNAL ligase. Aminoacil-RNAt sintetase Biossintese de SYA_BURVG (A4JDM9)
proteinas
2 324 584.122  73219.0 Enzima MnmG de modifica¢do do Desconhecida Processamento do  MNMG_BURVG (A4JA22)
RNAt uridina 5- RNAt
carboximetilaminometil(mnmG)
Treonina-RNAt ligase. Aminoacil-RNAt sintetase; Biossintese de SYT_BURPS8 (B2JJJ7)
proteinas
Acetil coenzima A sintetase. Ligase Desconhecido ACSA_BURTA (Q2T3N9)
3 345 463.775  66000.0 NI
4 384 573.081  61596.0 CTP sintase. Ligase Biossintese da PYRG_BURCH (AOK8N3)
Pirimidina
Urease — subunidade a. Hidrolase
5 388 662.145  61210.0 Colina desidrogenase. Oxidoredutase Desconhecido BETA_BURCH (A0B2F7)
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Tabela 7 - Identificagdo das possiveis proteinas intracelulares de Burkholderia sp. SMF 07 com expressao exclusiva no grupo controle identificadas com base no banco de
dados UniProt/Swiss-Prot. Continua.

N°do ID pl (E) MM (E) Nome da Proteina Fung¢do Molecular P_roc,es:so Ndmero de Acesso
spot Bioldgico
6 405 638.591  58212.0 Poliprenil p-hidroxibenzoato Descarboxilase; Liase Biossintese da UBID_BURP1 (Q3JPM4)
descarboxilase Ubiquinona
7 495 898.055  51128.0 NI
8 519 406.730  48929.0 NI
9 524 709.253  48725.0 Glutamil-RNALt redutase. Oxidoredutase Biossintese da HEM1 BURPP (B2SZ26)
Porpirina
10 530 527.813  48521.0 Proteina ribossomal S12 Transferase Desconhecida RIMO_BURCH (A0K7Q6)
metiltiotransferase RimO.
Hidrolase Processamento do MNME_BURMS
GTPase MnmE de modificagdo do RNALt (A1V7D3)
RNAt(MnmE)
Unfoldase HslU Chaperona Resposta ao HSLU_BURVG (A4JIR3)
estresse
11 531 549.895  48117.0 Argininosuccinato sintase. Ligase Biossintese dos ASSY_BURCH (AOAYH4)
aminoacidos
Homogentisato 1,2-dioxigenase. Dioxigenase; Oxidoredutase Catabolismo da HGD_BURCC (B1JWJ3)
Fenilalanina
UDP-N-acetilmuramato-L-alanina Ligase Sintese do MURC_BURA4 (B1YSS5)
ligase (murC) Peptideoglicano
12 542 642.639  47616.0 Fosfoglucosamina mutase. Isomerase Desconhecida GLMM_BURTA
(Q2SUW3)
13 562 538.118  45952.0 Timidina fosforilase. Glicosiltransferase; Transferase Desconhecida TYPH_BURCH (AOKCQ9)
3-fosfosiquimato 1- Transferase Biossintese de AROA_BURXL (Q13VC2)
carboxiviniltransferase aminoacidos
14 566 513.091  45283.0 Histidinol desidrogenase. Oxidoredutase Biossintese de HISX_BURS3 (Q39K91)
aminodcidos
15 570 660.673  45283.0 Timidina fosforilase. Glicosiltransferase; Transferase Desconhecida TYPH_BURMS (A1UY?21)
Serina hidroximetiltransferase 2. Transferase Biossintese de GLYA2_BURTA (Q2T437)
aminoacidos
16 572 645.584  45664.0 Serina hidroximetiltransferase 1. Transferase Biossintese de GLYA1 _BURTA (Q2SYS4)

aminodcidos
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Tabela 7 - Identificagdo das possiveis proteinas intracelulares de Burkholderia sp. SMF 07 com expressao exclusiva no grupo controle identificadas com base no banco de
dados UniProt/Swiss-Prot. Continua.

N°do ID pl (E) MM (E) Nome da Proteina Func¢do Molecular P_roc,es:so NUmero de Acesso
spot Biolbgico
17 584 547.687  44677.0 L-ramnonato dehidratase. Liase Desconhecida RHMD_BURA4 (B1YMY4)
Fator de Elongacdo Tu. Fator de Elongacdo Biossintese de EFTU_BURXL (Q13TF5)
Proteinas
Glutamato-1-semialdeido 2,1- Isomerase Biossintese da GSA BURXL (Q13Vv40)
aminomutase Porfirina
18 591 408.938  44291.0 NI
19 608 421.083  43156.0 NI
20 621 666.562  42722.0 8-amino-7-oxononanoate sintase. Transferase Biossintese da BIOF_BURML1 (A9AE46)
biotina
21 672 749.369  40268.0 NI
22 678 646.688  39806.0 Uroporfirinogénio descarboxilase. Descarboxilase; Liase Biossintese da DCUP_BURPP (B2T7J6)
Porfirina
23 707 676.130  38395.0 NI
24 710 661.041  38897.0  Provavel cobalto-precorrina 6A sintase Transferase Biossintese de CBID_BURVG (A4JEB6)
Cobalamina
Proteina MetN 1 importadora de Hidrolase Transporte de METN1_BURXL (Q13VvD7)
metionina ATP ligante aminoacidos
25 714 729.495  38618.0 Proteina UgpC importadora de sn- Hidrolase Transporte de UGPC_BURCH (A0K3S5)
glicerol-3-fosfato ATP ligante . Acucar
26 718 412.618  38673.0 NI
27 721 578.970  38451.0 Alifético amidase. Hidrolase Desconhecida AMIE_BURCH (A0B137)
S-adenosilmetionina: RNAt Transferase Biossintese da QUEA BURCH (A0K4P9)
ribosiltransferase-isomerase. Queuosina
Corismato sintase. Liase Biossintese dos AROC_BURM1 (A9ABG9)
aminoacidos
Provavel cobalto-precorrina-6A sintase Transferase Biossintese da CBID_BURXL (Q13MI0)

Cobalamina
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dados UniProt/Swiss-Prot. Continua.

N°do ID pl (E) MM (E) Nome da Proteina Func¢do Molecular P_roc,es:so NUmero de Acesso
spot Biolbgico
Fenilalanina-RNALt ligase Aminoacil-RNAt sintetase Biossintese das SYFA BURTA (Q2SVE2)
(subunidade ) proteinas
28 728 615.037  37411.0 L-treonina 3-dehidrogenase. Oxidoredutase Desconhecida TDH_BURCH (A0B459)
UDP-N-acetilenolpiruvoilglucosamina Oxidoredutase Ciclo celular MURB_BURCH (A0K9X7)
redutase.
Proteina TtcA. Biossintese do RNAt 2- Desconhecida Processamento do TTCA_BURA4 (B1YP61)
tiocitidina (ttcA) RNAt
ADP-L-glicero-D-mano-heptose-6- Isomerase Metabolismodos HLDD_BURPP (B2T625)
epimerase. carboidratos
29 729 495,426  38174.0 Biotina sintase. Transferase Biossintese da BIOB_BURA4 (B1YNS2)
biotina
30 746 572.345 371420 3-dehidroquinato sintase. Liase Biossintese dos AROB_BURCH (A0K3S0)
aminoacidos
Protein TtcA — Biossintese do RNAt 2- Desconhecida Processamento do TTCA_BURCH (AOKB51)
tiocitidina RNAt
Antranilato fosforibosiltransferase. Glicosiltransferase; Biossintese dos TRPD_BURMS (A1UW99)
Transferase aminoacidos
31 762 519.716  36769.0  Fosforibosilformilglicinamidina ciclo- Ligase Biossintese da PUR5_BURM1 (A9AGA9)
ligase. Purina
Selenide, agua diquinase. Quinase; Transferase Desconhecida SELD_BURPS (Q63NL2)
Sintase da Biotina Transferase Biossintese da BIOB_BURVG (A4JIB7)
Biotina
32 809 642.639  34958.0 RNA Ribossomal metiltransferase H Metiltransferase; Processamento do RSMH_BURMS (A1V0S6)
(subunidade menor) — (rsmH) Transferase RNAr
Coproporfirinogene-I11 oxidase, Oxidoredutase Biossintesse da HEM6_BURPO (A3NT46)
aerdbico. Porfirina
Porfobilinogene deaminase. Transferase Biossintese da HEM3_BURVG (A4JGV4)
Porfirina
Glicerol-3-fosfato desidrogenase Oxidoredutase Biossintese de GPDA_BURVG (A4J141)
[NAD(P)+]. Lipideos
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Tabela 7 - Identificagdo das possiveis proteinas intracelulares de Burkholderia sp. SMF 07 com expressao exclusiva no grupo controle identificadas com base no banco de
dados UniProt/Swiss-Prot. Continua.

N°do ID pl (E) MM (E) Nome da Proteina Func¢do Molecular P_roc,es:so NUmero de Acesso
spot Biolbgico
Sulfato adenililtransferase Nucleotidiltransferase; Desconhecido CYSD_BURS3 (Q39EMY7)
subunidade?2. Transferase
33 811 526.341  35009.0 Ornitina carbamoiltransferase. Transferase Biossintese dos OTC_BURS3 (Q39DI7)
aminodcidos
Transaldolase. Transferase Desvio da pentose TAL_BURS3 (Q39E45)
34 822  489.537  34259.0 NI
35 853 594.059  33429.0 Lipase. Hidrolase Metabolismo dos LIP_BURGL (Q05489)
lipideos
Proteina BMASAVP1_A0080 ligante Desconhecida Desconhecida Y1880 _BURMS (A1UZMD9)
do nucleotideo UPF0042
3-carboxietilcatecol 2,3-dioxigenase Dioxigenase; Oxidoredutase  Catabolismo dos MHPB_BURVG (A4JPY0)
hidrocarbonetos
aromaticos
Proteina | Exportadora do fator Nod Hidrolase Transporte NODI_BURTA (Q2SVP3)
ATP ligante
36 856 454,574  33141.0 Metiltransferase L11 — Proteina Metiltransferase; Desconhecida PRMA_ BURCH (A0K4C9)
ribossomal Transferase
37 871 509.779  32713.0 Acetilglutamato quinase. Quinase; Transferase Biossintese dos ARGB_BURMS (A1V7K1)
aminoacidos
38 916 475,552  30968.0 NI
39 924 555.415  30834.0 Provavel fosfoenolpiruvato sintase Quinase; Transferase Desconhecida PSRP_BURCH (A0K8C7)
GTP ciclohidrolase folE2. Hidrolase Desconhecida GCH4_BURMS (A1UYQ5)
Bis (5'-nucleosil)-tetrafosfatase, Hidrolase Desconhecida APAH_BURMS (A1V209)
simétrica.
40 956  767.035 297380 | roteina PSti'TrEpl?;?rigra de fosfato Hidrolase Transporte PSTB_BURSP (QIXBGL)
41 970 724711 292640  Pseudouridina RNAt sintase A (truA) Isomerase Processamento o rpya BURVG (A4IMC2)

RNAt



Tabela 7 - Identificagdo das possiveis proteinas intracelulares de Burkholderia sp. SMF 07 com expressdo exclusiva no grupo controle identificadas com base no banco de

dados UniProt/Swiss-Prot. Continua.

o]
N°do ID pl (E) MM (E) Nome da Proteina Fung¢do Molecular Proc,es.so NUmero de Acesso
spot Biol6gico
Proteina UreD acessério a Urease Chaperona Insercdo do Niquel URED_BURMS (A1V1HO0)
42 979 659.937  28629.0 3—deo>§|_—mqnno—octulosonato Nucleotidiltransferase; _Bloss!ntese QOS KDSB_BURMS (A1V116)
citidililtransferase. Transferase Lipopolissacarideos
Proteina TauB 3 importadora de taurina .
ATP ligante Hidrolase Transporte TAUB3_BURXL (Q131S7)
. . . ) Biossintese da
Pantotenato quinase tipo IlI. Quinase; Transferase Coenzima A COAX_BURXL (Q146G6)
Proteina SsuB 2 importadora de .
sulfonatos alifaticos ATP ligante Hidrolase Transporte SSUB2_BURCA (Q1BG75)
Dioxigenase: Catabolismo dos
43 988  486.961  28379.0 Clorocatecol 1,2-dioxigenase. oxIg ' hidrocarbonetos TFDC_BURCE (P0A397)
Oxidoredutase e
aromaticos
Catabolismo dos
2-ceto-4-pentenoato hidratase. Liase hidrocarbonetos MHPD_BURXL (Q13VUO0)
aromaticos
Fosfonoacetaldeido hidrolase. Hidrolase Desconhecido PHNX_BURXL (Q13YI8)
44 1013  656.993  27642.0 Fosfogliceratomutase 2,3- Isomerase Glicélise GPMA_BURVG (A4J145)
bisfosfoglicerato dependente.
Fator leM de maturacgéo do Chaperona Blc_)genese do RIMM_BURPP (B2T606)
Ribossomo. Ribossomo
Proteina TauB 3 importadora de taurina .
ATP ligante Hidrolase Transporte TAUB3_BURXL (Q131S7)
45 1100 550.000 252840  Detiobiotinasintetase BioD ATP Ligase Biossintese da BIOD_BURML (AAEA45)
dependente Biotina
3-demet!lub|qumona—9 3- Metiltransferase; Blos§|n§ese da UBIG_BURPS (B2JEZ6)
metiltransferase. Transferase Ubiquinona
46 1131 539590 245200 Fator RimM de maturagdo do Chaperona Biogénese do RIMM_BURVG (A4JCJ8)
Ribossomo. Ribossomo
Proteina UreF acessoria a uréase Chaperona Insercao do Niquel UREF_BURCJ (B4ECC9)
Ribose-5-fosfato isomerase A. Isomerase Desconhecido RPIA_BURXL (Q13zQ5)
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. SMF 07 com expressdo exclusiva no grupo controle identificadas com base no banco de

N°do ID pl (E) MM (E) Nome da Proteina Funcao Molecular Proc,es.so Numero de Acesso
spot Biol6gico
47 1490  418.875 16503.0 NI
48 1539  580.442  15700.0 Fosforibosil-AMP ciclohidrolase. Hidrolase B;ﬁfggf;%gss HIS3_BURCJ (B4E642)
Cianate hidratase. Liase Desconhecido CYNS_BURMS (A1V0I2)
D-tirosil-RNAt (Tyr) deacilase. Hidrolase Desconhecido DTD_BURM1 (A9AHT76)
49 1601 591483  14845.0 Nucleosideo difosfato quinase. Quinase: Transferase M?ﬁ?}%‘l’éﬁtﬁzgos NDK_BURCH (AOK7T9)
50 1960  399.001 9280.00 NI
51 2481 522660  19356.0 Ureidoglicolato hidrolase. Hidrolase Metags::zg‘o da ALLA_BURCE (Q9APO1)
Adenina fosforibosiltransferase. Glic_lc_JsiItransferase; Resgate da Purina APT_BURPP (B2SXI3)
ransferase
ProteinaGrpE. Chaperona ReESSF;‘:S;Z‘eaO GRPE_BURXL (Q145F3)
52 2484  469.664  12565.0 Proteina CyaY Desconhecida Desconhecido CYAY_BURVG (A4JAS8)

Aspartato 1-descarboxilase( cadeia o)

Proteina UPF0345 Bxeno_C1292.
Aspartil/glutamil-RNAt(Asn/GlIn)
amidotransferase subunidade C.

Descarboxilase; Liase

Desconhecida

Desconhecida

Biossintese do
Pantotenato
Desconhecido

Desconhecido

PAND_BURPS (B2JEQS)
Y9292_BURXL (Q13FB9)
GATC_BURTA (Q2T294)

Fonte: SOARES (2013). ID: nimero de identificacdo dos spots; pl (E): ponto isoelétrico experimental; MM(E): massa molecular experimental; NI: Spots ndo identificados.
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De acordo com os resultados mostrados na figura 18 e na tabela 7, foi possivel
verificar que a exposicdo das bactérias Burkholderia sp. SMF 07 ao fenol ocasionou a
inibicdo da expressdo de varias proteinas envolvidas em fungdes biologicas importantes, tais
como, a biossintese de aminoacidos, proteinas, lipideos, ubiquinona, purinas e pirimidinas;
além de proteinas que participam do processamento do RNAL, sintese do peptideoglicano e
resposta ao estresse.

A inibicdo da expressdo das proteinas leucina-RNAt ligase (ID: 243), alanina-
RNAL ligase (ID: 243), treonina RNAt ligase (ID: 324) e fenilalanina-RNAt ligase (ID: 721),
que participam da biossintese de outras proteinas (Tabela 7), que possivelmente podem
participar da constituicdo da membrana plasmaética das células bacterianas ou do mecanismo
de sinalizacdo celular podem estar relacionada a resposta a toxicidade do fenol a célula, uma
vez que o fenol ja é conhecido por ser toxico a bactérias devido ao seu uso como desinfetante
e anti-séptico e por participar do processo de desnaturacdo de proteinas (EPA, 2002).

As proteinas mnmG (ID: 324), mnmE (ID: 530) , truA (ID: 970) , ttcA(ID: 728
e/ou 746) enzimas envolvidas no processamento do RNA transportador (RNAt) e, a proteina
rsmH (ID: 809) que participa do processamento do RNA ribossémico (RNAr), apresentaram
expressao inibida quando Burkholderia sp. SMF 07 foi exposta ao fenol. Tanto 0o RNAL,
quanto o RNAr sdo moléculas essenciais no processo de traducdo de proteinas, uma vez que
0s RNAt é um tipo de RNA molecular que traduz fielmente a mensagem do RNAmM em uma
sequéncia especifica de aminoacidos, as moléculas precursoras das proteinas, e 0s RNAr sao
0s componentes dos ribossomos, 0s complexos onde é realizada a sintese de proteinas
(NELSON; COX, 2008).

As bases nitrogenadas purinas e pirimidinas s&o componentes essenciais detodas
as células vivas, necessarias para o metabolismo energético e biossintese de RNA e DNA. As
pirimidinas ainda participam da sintese da CDP-diacilglicerol fosfoglicerideo uma molécula
que participa da construcdo das membranas celulares (BROWN et al. 2011; TRAUT, 1994).
Como mostrado na tabela 7, a proteina CTP sintase (ID: 384), que participa da biossintese das
purinas e as proteinas fosforibosilformilglicinamidina ciclo-ligase (ID: 762) e ureidoglicolato
hidrolase (ID: 2481), que participam da biossintese das pirimidinas tiveram sua expressao
inibida na presenca de fenol. Esses dados reforcam a ideia de que o fenol na concentracéo
testada pode ser toxico, inibindo proteinas fundamentais na biossintese de moléculas
essenciais para o desenvolvimento bacteriano, tais como o RNA e o DNA. Assim, sugerimos
gue a dose de fenol utilizada esta induzindo estresse metabolico na bactéria, sendo necessaria

a readaptacdo metabolica para prevencdo dos danos ocasionados pela presenca do fenol.
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O spot 11 (Tabela 7) foi identificado como sendo possivelmente a proteina murC
(ID: 531) uma enzima envolvida na sintese do peptideoglicano, uma estrutura integrante do
envelope celular bacteriano, que confere rigidez a parede celular mantendo sua integridade e
protegendo-a da lise osmotica. Essa estrutura € vital para a sobrevivéncia da maioria das
espécies bacterianas (SCHEURWATER; BURROWS, 2011). A inibi¢do da expressdo dessa
proteina quando a bactéria Burkholderia sp. SMF 07 foi exposta ao fenol demonstra que esta
ocorrendo uma reordenacdo da estrutura celular, influenciando na composicdo da parede
celular.

O spot 6 (Tabela 7) foi identificado como sendo possivelmente a proteina
poliprenil p-hidroxibenzoato decarboxilase (ID: 405), uma enzima que participa da
biossintese da Ubiquinona. A ubiquinona, também conhecida como Coenzima Q, esta
presente em todas as membranas de todas as células. Dentre as diversas funcbes
desempenhadas por esta molécula, talvez a mais conhecida seja acapacidade de transportar
elétrons nas reacGes de oxidacdo-reducdo que conduzem a sintese de ATP. Porém, a
ubiquinona também ja foi mencionada como sendo uma molécula essencial na defesa
antioxidante em organismos aerobios e por participar da introducao de ligacGes dissulfeto nas
proteinas bacterianas (BENTINGER; TEKLE; DALLNER, 2010; TURUNENA; OLSSONC;
DALLNER, 2004). Portando a inibicdo da expressdo dessa proteina por Burkholderia sp.
SMF 07 quando exposta ao fenol, pode comprometer a sintese de ATP e consequentemente o
desempenho de varios processos biologicos ligados a vida, tais como, o crescimento, 0
movimento e a reproducdo, que para sua execucdo, necessitam da energia armazenada na
forma de ATP. Além disso, pode ocorrer 0 comprometimento da estrutura das proteinas
bacterianas prejudicando o desempenho de suas fungoes.

Dois spots foram identificados como sendo proteinas envolvidas nos mecanismos
de resposta ao estresse. O spot 10 (ID: 530) foi identificado como sendo possivelmenteo
Unfoldase HslU (Tabela 7) um complexo proteolitico dependente de adenosina trifosfato
(ATP) que realiza a degradacdo e a remocdo de proteinas danificadas irreversivelmente do
ambiente celular bacteriano (GOTTESMAN, 1999). Segundo Botton (2007) a remocéo destas
proteinas ndo-funcionais é fundamental para um funcionamento celular adequado. Ja a
proteina grpE (spot 51 - ID: 2481), também conhecida como cofator da chaperona Hsp70,
participa ativamente na resposta ao estresse hiperosmotico e por choque térmico, prevenindo a
agregacdo de proteinas desnaturadas (Tabela 7). Dessa forma, a inibicdo da expressdo de

Unfoldase HslU e da proteina grpE por Burkholderia sp. SMF 07 quando exposta ao fenol,
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pode possivelmente, alterar a eficiéncia do funcionamento dessas células na condi¢do

estudada.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem as seguintes conclusdes:

A cepa bacteriana Burkholderia sp. SMF 07 apresentou capacidade de tolerar o fenol
nas concentracdes testadas quando cultivada em meio nutritivo, porém nao apresentou
capacidade de utilizar o fenol como unica fonte de carbono, uma vez que esta cepa néo
foi capaz de se desenvolver em meio de cultivo contendo como Unica fonte carbono, o
fenol.

O fenol pode influenciar na expressdo protéica de Burkholderia sp. SMF 07, uma vez
que a analise protedbmica revelou proteinas que apresentaram expressao aumentada na
presenca do fenol, entre essas a 4-hidroxi-2-oxovalerato aldolase (enzima envolvida na
via meta de degradacdo do fenol); proteinas que tiveram sua expressdo reduzida na
presenca do fenol, estando estas envolvidas principalmente nos mecanismos de
manutencdo da estrutura da membrana plasmatica ou da parede celular; e, proteinas
que apresentaram expressdo inibida na presenca do fenol, entre essas, aquelas

envolvidas no metabolismo energético e na manutencdo da estrutura bacteriana.
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