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Resumo

Pesticidas sdo compostos quimicos amplamente utilizados na agricultura a fim de inibir
0 crescimento e a sobrevivéncia de espécies indesejadas no campo. Entretanto, estes
xenobidticos prejudicam ndo sO6 0s seus organismos alvos, como também outros
organismos que acabam entrando em contato com o produto quimico, estes organismos
sdo chamados de nao-alvos. As bactérias estdo presentes em quase todos o0s
ambientes e sofrem demasiadamente com a contaminacdo por pesticidas,
principalmente no solo e na agua. Na tentativa de diminuir os danos causados por esta
contaminacgdo, estes microrganismos apresentam alguns sistemas de respostas que
incluem a produgéo de enzimas, o desenvolvimento da toleréncia, a degradacéo e a
formacéo do biofilme e sua comunicag¢édo por quorum sensing. Esta revisdo teve como
objetivo descrever alguns destes sistemas de resposta bacterianos, a fim de destacar o
potencial biotecnolégico das bactérias na biorremediacdo de pesticidas do meio
ambiente. Os resultados apresentaram a vantagem da exploracdo dos consércios
bacterianos organizados em biofilmes e a comunicagéo célula-célula por via da
sinalizagdo quimica de quorum sensing, no processo de biorremediagdo. Muitos
estudos ainda devem ser realizados para que futuramente possam ser formulados
produtos biotecnol6gicos de interesse ambiental.

Palavras-chave: Sistemas de resposta, Biorremediacdo, Biofilme, Consorcios
bacterianos, Quorum sensing.

Abstract

Pesticides are chemical compounds widely used in agriculture to inhibit growth and
survival of unwanted species in the field. However, these xenobiotics harm not only their
target organisms, but also other organisms that end up coming into contact with the
chemical. The latter organisms are called non-targets. Bacteria are present in almost all
environments and suffer greatly from pesticide contamination, especially in soil and
water. In an attempt to reduce the damage caused by this contamination, these
microorganisms present response systems that include the production of enzymes, the
development of tolerance, the degradation and formation of biofilm and communication
by quorum sensing. This review aimed at describing some of these bacterial response
systems to highlight the biotechnological potential of bacteria in the bioremediation of
environmental pesticides. The results evidenced the advantage of exploring bacterial
consortia organized in biofilms and cell-to-cell communication via chemical quorum
sensing signaling in the bioremediation process. Many studies still need to be carried out
so that biotechnological products of environmental interest can be formulated in the
future.

Key words: Response systems, Bioremediation, Biofilm, Bacterial consortia, Quorum
sensing.
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1. Introducéo

Pesticidas sdo substancias quimicas amplamente utilizadas na agricultura
a fim de repelir ou matar espécies indesejadas que possam levar a perda de
produtividade ou qualidade das plantacdes (RICHARDSON et al. 2019).

A utilizacdo destes pesticidas pode ser justificada pela alta demanda de
produgéo de alimentos em todo o mundo, visto que, segundo dados da Food
Agriculture Organization of the United Nations (FAO), a prevaléncia de
desnutricdo aumentou de 8,4% para 9,9% entre os anos de 2019 e 2020, com a
estimativa de que 720 a 811 milhdes de pessoas passaram fome no ano de 2020,
sendo que mais da metade desta populacéo vive em regides da Africa e da Asia.

Estes pesticidas podem ser classificados de acordo com o seu organismo
alvo, por exemplo: os herbicidas visam eliminar as plantas daninhas, os
inseticidas os insetos presentes nas plantacées, os fungicidas buscam controlar
os fungos e os rodenticidas, os roedores (RICHARDSON et al., 2019). E podem
atuar de diversas maneiras, de acordo com o seu alvo principal, podendo
bloquear a sintese de aminoéacidos, carotenoides e lipideos, ou interromper o
fluxo de elétrons no processo de fotossintese, no caso dos herbicidas (PILEGGI;
PILEGGI; SADOWSKY, 2020).

Além disso, outros pesticidas podem atuar como inibidores de
acetilcolinesterases, da ATP sintase mitocondrial, como bloqueadores dos
canais de sédio dependentes de voltagem, bloqueadores do canal do receptor
de acetilcolina nicotinico, entre outros (NAGAI, 2021). Entretanto, o causador de
diversas preocupacdes € o fato de que, muitas vezes o alvo molecular dos
pesticidas, sdo comuns entre 0s organismos alvos e ndo-alvo (RICHARDSON et
al.,, 2019), desta maneira, 0s pesticidas podem ocasionar uma série de
problemas ao meio ambiente, prejudicando a vida no solo, na agua e no ar.

Além disso, os pesticidas podem também ocasionar diversos problemas
para a saude humana, principalmente aos trabalhadores rurais, 0s quais
trabalham em contato direto com estes produtos. A contaminacdo destes
trabalhadores ocorre principalmente pela falta de seguranca nas aplicagdes e
pelas dosagens utilizadas excessivamente (SOOKHTANLOU; ALLAHYARI;
SURUJLAL, 2021). A populagdo em geral também n&do estd a salvo da
contaminagdo por pesticidas, jA& que podem entrar em contato com residuos

presentes nos alimentos e na agua, além de também estarem sujeitas a deriva
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de aplicacdo em areas proximas as lavouras (DAMALAS; KOUTROUBAS,
2016).

A contaminagéo por pesticidas pode ocorrer de trés maneiras, em ordem
de gravidade, pela ingestéo; pela inalacdo e pela absorcéo da pele. Os efeitos
desta intoxicacdo dependem principalmente da classificacdo de toxicidade dos
pesticidas, mas podem variar de sintomas leves até sintomas graves, como
convulsBes, cancer e até mesmo morte (DAMALAS; KOUTROUBAS, 2016).
Além disso, j& se sabe que os pesticidas podem causar neurotoxicidade em
mamiferos (RICHARDSON et al., 2019), além de efeitos citotdéxicos e
genotoxicos (BIANCHI et al., 2017).

J& nos microrganismos, os pesticidas podem levar a perda de fungdes
ecologicas e perdas de diversidade, devido ao estresse oxidativo que causam
(PILEGGI; PILEGGI; SADOWSKY, 2020). Por este motivo, S0 necessarios o
desenvolvimento de estratégias de adaptacdo em meio a presenca destes
contaminantes (DOBRZANSKI et al., 2018). Os microrganismos, como as
bactérias, podem apresentar diferentes respostas ao estresse por pesticidas,
entre elas, a producdo de enzimas antioxidantes, genes de degradacdo e
principalmente a formacao de biofilmes e comunicacdo por quorum sensing
(PILEGGI; PILEGGI; SADOWSKY, 2020).

Algumas técnicas sdo testadas e utilizadas para a degradacdo de
residuos de pesticidas presentes no meio ambiente e em superficies vegetais,
como o processo de oxidacdo avancgado, o qual pode utilizar ondas de ultrassom,
combinadas, ou ndo, com a adi¢ao de cloro livre (YANG; ZHOU; FENG, 2022);
vacuo e ultravioleta (YANG; ZHANG, 2019). Além disso, pesquisas foram feitas
a respeito de catalisadores com casca de arroz como fonte de celulose e acidos
hidroxamicos para neutralizar os pesticidas (FERREIRA; TAKARADA; ORTH,
2021). Também foram estudadas a fotodegradacdo por dioxido de titanio
(ANDRONIC; VLADESCU; ENESCA, 2021) e a adsorcao por zeolitas (KASMI-
BELOUZIR et al., 2021).

Visto que as bactérias produzem respostas para enfrentar a contaminacao
por pesticidas, este trabalho teve como objetivo compilar informacdes a respeito
destes sistemas de resposta bacteriano, a fim de fornecer informacdes base para

futuras pesquisas avancadas e aplicagfes biotecnoldgicas.
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2. Metodologia
A busca de artigos cientificos foi realizada através das plataformas de
pesquisa PubMed, Science Direct e Web of Science, utilizando os termos de

” “

busca “pesticides contamination”, “pesticides degradation

” o«

response system”

” M

“antioxidant system” “biofilm” “quorum sensing” e “microbial consortia”. Artigos
dos dltimos 5 anos; do periodo de 2017 a 2021; foram preferencialmente

selecionados.

3. Desenvolvimento
3.1. Pesticidas: Definicdo e classificacdes

De acordo com a Lei Federal n° 7.802 de 11 de julho de 1989, artigo 2°,
inciso | (BRASIL, 1989), sédo considerados pesticidas:

a) 0s produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou
biolégicos, destinados ao uso nos setores de producdo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens,
na protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de outros
ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composicdo da flora ou da fauna, a fim de
preserva-las dacdo danosa de seres vivos considerados nocivos;

b) substancias e produtos, empregados, como desfolhantes,
dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento.

Estes, além da classificacdo funcional ja citada, sdo também classificados
de acordo com outras caracteristicas, como o grupo quimico, toxicidade e

periculosidade ambiental (Figura 1).

Classificacao dos pesticidas

Composicao

quimica Toxicidade Periculosidade

Figura 1. Classificacbes dos pesticidas. Fonte: Autoras.
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De acordo com a World Health Organization (WHO, 2019), a classificacao
toxicolOgica é importante para advertir sobre os riscos do uso dos pesticidas a
saude humana. Nessa classificacdo, os pesticidas podem ser divididos em 4
classes, de acordo com a dosagem letal 50% (DLso) (Tabela 1), ou seja, a

dosagem minima, em mg/Kg, para levar a obito 50% dos animais de teste.

Tabela 1. Classificacdo dos pesticidas quanto ao nivel de toxicidade.

DERMICA
CLASSE CATEGORIA
(mg/Kg)

la Extremamente toxico <5 <50
b Altamente téxico 5-50 50-200
1 Moderadamente téxico 50-2000 200-2000
" Pouco toxico >2000 >2000
U Improvavel que apresente risco agudo >5000 >5000

Fonte: Autoras.

A classificagdo de periculosidade ambiental é atribuida ao Ministério do
Meio Ambiente, de acordo com o decreto n° 4.074, artigo 7°, inciso Il (BRASIL,
2002). Esta classificagédo divide os pesticidas em quatro categorias (Tabela 2) e
deve estar baseada em diversas caracteristicas, como a propriedade fisico-
quimico, toxicidade, o potencial de bioacumulacdo, deslocamento e
permanéncia no meio ambiente (IBAMA, 2010).

Tabela 2. Classificacdo dos pesticidas quanto ao nivel de periculosidade.

CLASSE COR DO ROTULO CATEGORIA ‘
I Vermelho Altamente perigoso
[l Amarelo Muito perigoso
1] Azul Perigoso
\Y Verde Pouco perigoso

Fonte: Autoras.
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Os pesticidas podem ainda, ser classificados de acordo com a natureza
quimica dos ingredientes ativos que os compde, desta forma, sdo classificados
em quatro grupos principais: organoclorados, que sao formados por carbono,
cloro e hidrogénio; organofosforados, os quais possuem um atomo de fosforo na
sua estrutura principal, carbamatos, provenientes do acido carbamico
(2NCOOH); e os piretréides, compostos por um acido e um radical alcool com
uma ligagéo éster (Figura 2) (NASCIMENTO; MELNYK, 2016).

O 0
1 1]
RO CH3
—_ OX —Qm= (=N
RO= R=0=—C=NZ
Organofosforado Carbamato
CHs CHO d
[ o e
U JC
CHs o . a
Piretroide Organoclorado

Figura 2. As quatro classificac@es principais dos pesticidas quanto a composi¢cao

quimica e suas estruturas quimicas gerais. Fonte: Autoras.

3.2. Sistemas de respostas bacterianos

A utilizacao destes pesticidas pode levar a producéo de espécies reativas
ao oxigénio (EROs) devido ao estresse oxidativo ocasionado pela
eletronegatividade das estruturas quimicas que compdem o0s pesticidas
(PILEGGI; PILEGGI; SADOWSKY, 2020).

As EROs séo capazes de reduzir oxigénio (O2) em superéxidos, que
podem ser posteriormente reduzidos a peroxido de hidrogénio (H202) por

peroxido dismutase; o Oz pode ainda ser diretamente reduzido a H202. Como
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consequéncia, as EROs podem interferir em vias bioquimicas (LEMIRE et al.,
2017; PRIONE et al.,, 2016) e modificar sistemas estruturais, enziméticos e
celulares (DOBRZANSKI et al., 2018). Por esta razdo, as bactérias detém de
estratégias para driblar estes danos, as quais podem ser sistemas de resposta
enzimaticas e nao enzimaticas (PILEGGI; PILEGGI; SADOWSKY, 2020;
LEMIRE et al., 2017).

Os sistemas de respostas enziméaticos incluem enzimas como a catalase
(CAT), capaz de decompor o H202 em agua (H20) e O2; superéxidos dismutase
(SOD), que catalisa a dismutacdo do superoxido em H202 e O2 (DOBRZANSK
et al., 2018; PRIONE et al., 2016), o ascorbato peroxidase (APX) e o guaiacol
peroxidase (GPX) também foram relatados no controle de H202 juntamente com
a enzima CAT (ROVIDA et al., 2021). Outro sistema envolve a glutationa S-
transferase (GST) que age na desintoxicacdo de diversos produtos téxicos
(ROVIDA et al., 2021).

Além disso, algumas alteracdes causadas pelos pesticidas podem levar
ao mecanismo de tolerancia/resisténcia a esses xenobidticos. E 0s genes
responsaveis por esse mecanismo podem ser armazenados em plasmideos ou
transposons (SHAHID, KHAN, 2021). Outras respostas ndo especificas incluem
a degradacédo e a formacéo de biofilme (PILEGGI; PILEGGI; SADOWSKY,
2020).

3.3. Degradacéao dos pesticidas

Alguns microrganismos presentes no solo, podem ainda utilizar os
pesticidas como fonte de nutrientes para suas reac6es metabdlicas, desta forma,
ap0s o consumo, estes pesticidas sao convertidos pelos microrganismos em
agua, diéxido de carbono ou em outros metabdlitos, que podem, ou ndo, ser mais
prejudiciais para o meio ambiente (MAGNOLI et al., 2020), visto que alguns
metabodlitos formados podem ser mais dificeis de remover (ABRAHAM,;
SILAMBARASAN, 2016).

Biosurfactantes; metabdlitos secundarios produzidos por bactérias em
fase estacionaria; sdo também eficientes no processo de biodegradacdo de
pesticidas, pois dissociam moléculas toxicas, presentes no solo ou na agua, e
disponibilizam para os microrganismos, possivelmente através de interacdes

eletrostaticas, ligagédo de contra-ions, troca idnica e precipitacdo-dissolucéo. Sao
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exemplos de biosurfactantes os ramnolipideos, trealolipidios e soforolipidios
(RAJ; KUMAR; DAMES, 2021).

O processo de biodegradacdo pode ocorrer por diferentes rotas
metabdlicas, conta com a acdo de diversas enzimas, como as hidrolases,
peroxidases e oxigenases, e pode ocorrer em trés etapas (Figura 3) (RAFFA,
CHIAMPO, 2021).

*Pesticidas sao *Produtos da L—/ *Produtos da

convertidos em etapa 1 séo etapa 2 séo

compostos convertidos em tranformados
mais sollveis e acucares e em conjugados

agua, atraves aminodcidos secundarios

de reacoes menos téxicos
como oxidacao,

reducéo ou

hidrdlise

Figura 3. As trés etapas da biodegradacao dos pesticidas. Fonte: Autoras.

Diversos estudos mostram a capacidade de degradacgéo de pesticidas por
diversas espécies bacterianas, como a bactéria Pseudomonas sp. cepa
LAM1902, que mostrou degradar eficientemente o herbicida nicossulfuron, por
um processo de hidrélise, principalmente pela quebra da ponte sulfonilureia,
podendo ser atribuida ao acimulo de oxalato (LI et al., 2020).

Enterobacter aerogenes CP2 e Streptococcus pyogenes CP11 foram
capazes de remover cerca de 77% e 74% do pesticida clorpirifos,
respectivamente, dentro de 30 horas de incubacdo, com atividade da hidrolase
organofosforada (LOURTHURAJ; HATSHAN; HUSSEIN, 2021).

A degradacao do pesticida pendimetalina foi testada por duas bactérias,
a Burkholderia sp. e Methylobacterium radiotolerans, ambas as espécies se
mostraram eficientes na degradacéo do pesticida, visto que o citocromo CYP450
de ambas possui afinidade com tal contaminante e séo responsaveis por reacoes
de oxidacdo em xenobioticos (SANTOS et al., 2021).
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Bacillus pumillus TDJ-7 e Bacillus subtilis TDJ-9 degradaram com
eficiéncia o pesticida terbutilazina, além disso, estas mesmas cepas foram
capazes de degradar simazina, metribuzina, atrazina e ametrina (ZHU et al.,
2022). Porém, os autores constataram que o consorcio bacteriano formado pelas
cepas TDJ-7 e TDJ-9 foram ainda mais rapidas na degradacao dos pesticidas.
Isso demonstra que muitas vezes o consorcio bacteriano € mais eficiente na
degradacédo quando em comparacdo com culturas isoladas, visto que na
natureza as bactérias estao juntas e dependem uma das outras para sobreviver,
e nos casos de degradacédo cada espécie pode produzir um metabdlito diferente
eficiente (RAFFA; CHIAMPO, 2021). Estes consorcios se organizam em biofilme
e se comunicam por sinalizagdo quimica de quorum sensing (PILEGGI;
PILEGGI; SADOWSKY, 2020).

3.4. Biofilme e os consorcios bacterianos

O biofilme € considerado uma estratégia adaptativa a situacdes de
estresse, como a contaminacao por pesticidas. As células bacterianas secretam
uma matriz extracelular composta por substancias poliméricas extracelulares
(EPS), agua, proteinas, lipideos, compostos inorganicos, RNA e DNA
(KHWEEK; AMER, 2018); que permitem que as ceélulas se fixem em um
substrato ou umas as outras, formando uma comunidade com a capacidade de
obter compostos orgéanicos para a metabolizacdo por enzimas extracelulares;
além de serem capazes de coordenar a comunica¢do quimica de quorum
sensing entre células, fazendo com que haja a troca de genes, alcancando
assim, a estabilidade fisica (DECHO; GUTIERREZ, 2017).

Muitas vezes este biofilme pode ser composto por diversos grupos
taxondmicos, como as algas, fungos, bactérias, archeas, protozoarios e virus.
Os biofilmes possuem alta dinamicidade que os permitem se adaptar
rapidamente as mudancas (POLST et al., 2018).

A formacao do biofilme pelas bactérias passa por trés fases distintas, sdo
elas a fixagdo; a maturacéo e a liberagéo (Figura 4) (KHWEEK; AMER, 2018).

A utilizacdo destes consorcios bacterianos apresenta algumas vantagens
para a degradacédo dos pesticidas em relacdo ao uso de cepas isoladas, pois

estes consoércios possuem caracteristicas metabdlicas complementares,
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permitindo a divisao de trabalho e estabelecendo uma cooperacao sintrofica que
leva ao aumento da capacidade de degradacao (ALEXANDRINO et al., 2021).

J& foram relatadas a capacidade de degradacéo dos fungicidas fluorados
epoxiconazol e fludioxonil, por um consorcio bacteriano composto por
Pseudomonas, Ochrobactrum, Comamonas, Rhodobacter, Hydrogenophaga,
Azospirillum, Methylobacillus, Acinetobacter e Pannonibacter (ALEXANDRINO
et al., 2020).

Consorcios formados por Agrobacterium tumefaciens cepa ECO1,
Cellulosimicrobium funkei cepa ECO2, Shinella zoogloeoides cepa ECO3 e
Bacillus aryabhattai cepa ECO4 se mostraram eficientes na degradacdo de
clorpirifés, degradando 100% em 6 dias, mostrando mais rapidez do que as
cepas isoladas. (UNIYAL; SHARMA; KONDAKAL, 2021).

Outro consorcio bacteriano composto por 21 espécies, dentre elas a mais
abundante Pseudomonas nitroreducens foi eficiente da degradacéo de atrazina,

carbofurano e glifosato em uma taxa de mais de 90% (GONGORA-

ESCHEVERRIA et al., 2020).

- MATURACAO -
*Fase onde *A Ultimo fase,
ocorre a ligacao onde ocorre 0
a um substrato *Nesta fase desprendimento
ocorre a a a dipersdo das
formacdo da bactérias

matriz
Y extracelular >
LIBERACAO

Figura 4. As trés fases da formacéo do biofilme. Fonte: Autoras.

3.5. Quorum sensing
Como ja exposto, 0s microrganismos, assim como as bactérias, podem

apresentar diferentes respostas quando em contato com pesticidas,
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principalmente em razéo do estresse causado. Entre estes ha que se destacar a
formacdo de biofilmes e comunicacdo quorum sensing.

Portanto, numa definicAo menos complexa e sintetizada, tem-se por
qgquorum sensing um sistema de comunicacdo intra e interespécies de
microrganismos, baseado na emisséo de estimulos e respostas dependentes da
densidade populacional (SOLA et al, 2012).

Ainda de forma conceitual, quorum sensing pode ser definido como um
mecanismo de comunicacdo entre bactérias, através da producao, liberacao,
acumulo e deteccéo de pequenas moléculas quimicas sinalizadoras, chamadas
de auto indutores através de membranas bacterianas (MUKHERJEE; BASSLER,
2019). Este sistema de linguagem permite a coordenagdo do comportamento
bacteriano em relacdo ao meio ambiente, regulando a expressdo de genes
especializados, em resposta a densidade populacional, além da intervencdo em
diversos processos fisiolégicos como a diferenciacdo celular e fluxo de
nutrientes, a bioluminescéncia, inducdo de fatores de viruléncia em patdgenos
de plantas e animais, biossintese de antibiéticos e a formacdo de biofilmes
(SCHAUDER & BASSLER, 2001; RUMJANEK et al., 2004; AMMOR et al., 2008;
BAI & RAI, 2011).

As bactérias gram-negativas utilizam pequenas moléculas como auto
indutores, os receptores de auto indutores podem ser de dois tipos; fatores de
transcricdo citoplasmatico ou sensores de histidina quinase. Ja4 as bactérias
gram-positivas utilizam oligopeptideos como auto indutores e sensores de
histidina quinase como receptores. Este complexo auto indutor-receptor formado
€ responsavel por direcionar a expressao de genes alvo dependentes de
quorum-sensing (MUKHERJEE; BASSLER, 2019).

Acredita-se também que este sistema de comunicacdo celular
desempenhe fungdes importantes na ecologia microbiana de alimentos, tanto na
deterioracdo destes produtos quanto na multiplicacdo de patégenos e producao
de toxinas (SOLA et al, 2012).

A cepa CMA55 da bactéria Pseudomonas fluorescens foi capaz de
apresentar um sistema de resposta frente aos herbicidas saflufenacil e glifosato.
Esta cepa apresentou moléculas autoindutores que possivelmente estao
relacionadas ao controle da producdo de EROs. Além disso esta mesma cepa

respondeu ao estresse causado pelos herbicidas formando biofilmes e ativando
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enzimas antioxidantes sob a sinalizacdo de moléculas de quorum sensing
(FREITAS et al., 2021).

Assim, partindo do conceito de que consorcios bacterianos ou
microbianos sdo microrganismos aquaticos e do solo, principalmente bactérias
e fungos atuando em conjunto para a degradacdo de uma matéria, percebe-se
gue quando organizados em biofilmes e mantendo-se em comunicagao Inter
espécies pela sinalizacdo quimica de quorum sensing é possivel utiliza-los na

biorremediacao para o tratamento de contaminantes pelo uso de pesticidas.

4. Concluséo

Ainda que o uso de pesticidas na agricultura se mostre de grande
importancia nos dias de hoje, ndo se pode negar o fato de que estes causam
grandes prejuizos para os chamados organismos nao-alvos.

As bactérias possuem seus préprios sistemas de respostas, a fim de
tentar minimizar os danos causados por estes xenobibticos. Atualmente, tais
sistemas estédo sendo cada vez mais explorados pela ciéncia, visto que possuem
um grande potencial biotecnolégico na biodegradacdo e biorremediacdo dos
pesticidas presentes na natureza.

O potencial das cepas bacterianas isoladas teve grande atencao por
longos anos, porém, constatamos que 0s consorcios bacterianos formados por
biofilmes e seu sistema de comunica¢ao quimica de quorum sensing apresentam
vantagens em relacdo aos isolados, e, portanto, necessitam de cada vez mais
estudos, para que futuramente possam ser utilizados como produtos

biotecnoldgicos eficientes para o meio ambiente.
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