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RESUMO

A bactéria Pseudomonas putida tem se mostrado habil na degradacéo de varios xenobi6ticos, porém sdo poucos 0s estudos
arespeito da seguranca de seu uso para a salde humana. A fim de avaliar os possiveis efeitos toxicopatol 6gicos da bactéria,
uma linhagem de P. putida, envolvida na biodegradacdo do herbicida propanil, foi administrada a ratos, em suspensdes de
108 ufc mL~* via oral. Os animais foram observados diariamente, ndo havendo alteracdes clinicas ou quaisquer lesdes em
Orgdos internos apos a exposicao a bactéria. Os animais também foram submetidos a necropsia em diferentes interval os apés
aadministracdo, com a retirada de vérios érgaos para verificar a presenca da bactéria nesses tecidos. A bactéria néo cresceu
nas amostras biolégicas apds 3 e 24 h da exposi¢cdo, mas sim apds 16 h, no pulmao no grupo tratado com a bactéria ativa.
A confirmacdo em nivel de espécie das coldnias isoladas nos 6rgdos foi realizada pela andlise do perfil dos acidos graxos
de membrana. O protocolo utilizado mostrou-se adequado para analisar a seguranca de uso dessa bactéria em mamiferos.

Palavras-chave: efeitos toxicopatol 6gicos, exposi¢ao de ratos, P. putida, biopesticidas, biorremediacéo.

ABSTRACT

Toxicopathological evaluation of rats exposed to Pseudomonas putida

Pseudomonas putida has been show useful for the bioremediation of various xenobiotics, but there is little information
related to its security to human health. It was investigated the effects of P. putida involved in the herbicide propanil bio-
degradation in rats, in order to eval uate possible toxicopathological effects promoted by the bacteria exposure. Rats were
exposed at a single oral dose of 108 cfu mL-1. The animals were observed daily, not having clinical alterations at differ-
ent intervals after the exposure. They were sacrificed and necropsied at these intervals and samples of various organs were
removed to verify the bacteria presence on them. P. putida was not able to grow after 3 and 24 hours after exposure. However
it was founded colonies of the agent 16 h after the exposure in lung homogenates. Confirmation of the diversity of bac-
teria was performed with the fatty acid methyl esters procedure. The protocol utilized showed to properly evaluate the
security of this agent to mammals.

Key words: toxicopathological effects, rats exposure, P. putida, biopesticides, bioremediation.

INTRODUCAO

Uma vez que a sustentabilidade é uma direcéo a ser
seguida, a politica agricola deve envolver agdes que contribuam
paraisso. O interesse pelo uso de alternativas economicamente
viaveis e menos agressivas ao ambiente tem crescido
consideravelmente de modo a favorecer a conservagéo e 0 uso
sustentavel dos recursos biol 6gicos. Nesse sentido, o uso de
microrganismos tem se mostrado uma prética efetiva e adequada
tanto em relacéo ao controle de pragas (biopesticidas) como

na conservacao dos recursos biol 6gicos e na recuperacéo de
areas poluidas e degradadas (biorremediag&o).

Além de sua eficécia, vérios fatores atuam na demanda
por esses produtos, tais como: a regulamentacdo de seu uso,
arelacdo custo-beneficio e 0 manejo adotado pelo agricultor
com menor risco de toxicidade (Uri, 1999). Durante a década
de 1990, ocorreu sgnificativo incremento em relagdo ao ndmero
de produtos biol 6gicos avaliados no Brasil quanto a seguranca
ambienta visando ao regisiro parafins comerciais. Esse aumento
pode ser creditado a utilizagdo de protocolos de avaliacéo e
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implementacdo de leis especificas brasileiras, em harmonia
com aregulamentacdo internacional. Assim, a concessdo de
registro desses produtos pelos érgdos federais brasileiros esta
sujeita a prévia apresentagdo de dados que indiquem
conclusivamente que o produto, quando usado de acordo com
as prescricoes, ndo causara efeitos significativamente adversos
a0s seres humanos ou ao ambiente. De formasimilar ao controle
bioldgico, arecuperacéo de areas poluidas e degradadas pode
ser efetuada por meio da biorremediagdo, com o uso de
0rganismos Vivos.

As bactérias do género Pseudomonas sdo encontradas
comumente no solo e no filoplano. Embora algumas espécies
de Pseudomonas sejam fitopatogénicas, outras podem ser
benéficas para plantas, como P. fluorescens e P. putida, que sdo
rizobactérias promotoras de crescimento (Fonseca et al., 2001).
Elas 50 apontadas como rizobactérias promotoras de crescimento
em plantas de adto potencia para utilizagdo no controle bioldgico,
tanto por sua grande capacidade de colonizagdo de raizes, répida
e agressiva, prevenindo ainvasao de patdgenos (O’ Sullivan &
O’ Gara, 1992), como pela produgéo de metabdlitos secundérios
(siderdforos, 3-1,3-glucanase, quitinases, antibidticos e &cido
cianidrico) que inibem outros microrganismos deletérios
(Leisinger & Margraff, 1978; Thomashow et al., 1990). As
Pseudomonas também podem se mostrar hébeis na degradacéo
de uma gama de xenobiéticos como alquilbenzoatos (Glazer
& Nikaido, 1995), bifenis policlorados (PCBs) e nitrofendis
(Guo & Houghton, 1999), além do tolueno (Vercellone-Smith
& Herson, 1997; Walia et al., 2002).

Por sua vez, podem ocorrer efeitos adversos diretos e
indiretos em organismos ndo-alvo da comunidade local,
decorrentes da introducdo de microrganismos no ambiente.
Os efeitos adversos potenciai s sdo a possi bilidade de sobrevi-
véncia, multiplicagéo, persisténcia, disseminagao, patogenici-
dade e toxicidade do microrganismo.

A avaliacdo de impacto decorrente do uso dos
biopesticidas requer conhecimento do produto e de seus
metabdlitos e de suainteracdo com os alvos especificos e com
o ambiente onde ele sera aplicado. Como os agentes
microbiol 6gicos sdo mais complexos do que os produtos
qguimicos convencionais, observam-se diferentes aspectos
relacionados a efeitos prejudiciais potenciais, como a producéo
de toxina ou a infectividade em um organismo.

O esquema de avaliagdo do risco daintroducéo desses
microrganismos biodegradadores é feito, a semelhanca dos
agentes de controle bioldgico, em sistema de fases consecutivas.
Dessa forma, se houver evidéncia de patogenicidade ou
toxicidade, procede-se afase seguinte e assim sucessivamente,
visando avaliar o risco asalde humana. Osimpactos ambientais
causados por esses microrganismos atual mente séo estimados
por meio de testes que utilizam uma “ dose desafio” (ao redor
de 1 x 108 unidades infectantes) do produto na Fase |,
considerada de risco maximo (Castro et al., 1999; Castro et
al., 2001). Os testes usados para a avaliacdo desses
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microrganismos em relacdo a salide humana, no tocante a
toxicidade, patogenicidade e infectividade do produto, séo
baseados na extrapolacéo de resultados interespécies entre a
espécie utilizada, geralmente um roedor, e 0 homem.
Diante da escassez de dados a respeito da seguranca de
uso dessa bactéria, o objetivo do presente trabalho foi verificar
0s possiveis efeitos toxicopatol égicos da P. putida, selecionada
como biodegradadora do herbicida propanil, em organismos
ndo-alvo, visando determinar a seguranca para o ser humano.

MATERIAL E METODOS

Os procedimentos para a avalia¢do toxicopatol 6gica em
animais de laboratério seguiram o esquema de Fases (USEPA,
1989; Castro et al., 1999), que estabelece diretrizes para a
conducdo de testes com mamiferos. Esses testes foram
conduzidos considerando os aspectos de infectividade,
toxicidade e patogenicidade do microrganismo.

Animais — Foram utilizados ratos Wistar, de
aproximadamente 230 g, mantidos em condic¢des padroni zadas
deluz (ciclo claro/escuro 12 h) e temperatura (22 + 2°C). Todos
os animais foram mantidos individual mente em gaiolas de
polipropileno. Foram expostos trés animais em cada ponto.

Condigdes experimentais — Superficies, material cirdrgico,
equi pamentos (autoclave, homogeneizador e cdmara de fluxo
laminar) e outros materiais como recipientes de vidro, canulas
de metal e pipetas sofreram monitoramento quanto ao controle
de descontaminagéo.

Caracteristicas da coldnia de P. putida — A colénia é
de cor amarelo-esbranquicada, gram negativa, sensivel a
tetraciclina e kanamicina, apresentando fluorescéncia. Elafoi
identificada por métodos moleculares (sequenciamento da
subunidade 16S rDNA) com similaridade de 98% e confirmada
pelo método de identificacdo por cromatografia gasosa dos
acidos graxos da membrana celular.

Obtencao do isolado — O isolado foi inicialmente
repicado, ficando armazenado em BOD até seu crescimento.
Nafase exponencial, 18 h apds o0 semeio em placa, o isolado
foi centrifugado por 15 min em 5000 g, lavado em solucéo
tampdo fosfato (pH 7,0) e ressuspendido no tampéo
(Chobchuenchom et al., 1996).

Doses e tratamentos—A linhagem testada foi administrada
aratos em suspensdes de 108 células mL viaoral em 1,0 mL
de suspensdo utilizando-se uma canula metélica adequada. As
células bacterianas foram colhidas do meio de cultura, foi
preparada uma suspensdo concentrada e realizadas varias
diluigdes. A concentrago da suspensio administrada foi gustada
com auxilio de espectrofotometro (A, = 0,3) que correspondia
a 108 ufc mL™, segundo Lelliott & Stead (1987). Foram
utilizados trés tratamentos para cada via: bactéria ativa, bactéria
inativada e o veiculo de administracéo da bactéria, este como
controle. A &gua e aracdo foram retiradas 24 horas antes da
administrag@o da suspenséo teste.
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Observacéo de sinais e sintomas dos animais — Os
animais foram observados diariamente com relagéo ao apare-
cimento de alteragdes clinicas. Foram verificados os seguintes
itens: pele e pélo; olhos e mucosas; aparelho respiratério e
sisemacirculatorio; sistemanervoso periférico e centra (tremor,
diarréias, convulsdo, letargia e salivagdo); padréo comporta
mental; e tempo de morte.

Observacéo de patologias durante a necropsia — Os
animais foram sacrificados e necropsiados com observacéo
macroscopica dos 6rgéos 3, 16 e 24 horas aps a administracao
da bactéria. A necropsiafoi realizada dentro de uma camara
de fluxo laminar. A fim de estudar infectividade da bactéria
no organismo animal, foram semeadas amostras de sangue,
figado, rim, mesentério e pulmao em placas de Petri contendo
meio King B com propanil (Geels & Schippers, 1983), seguida
de incubacdo e contagem das coldnias.

Quantificacdo das coldnias de P. putida— O material sob
andise, devidamente pesado e homogeneizado em solugéo sdina
(NaCl 0,9%), foi submetido a dilui¢des seriadas (101, 102e
107%), em triplicatas para cada dilui¢do. A quantificacéo de
coléniasfoi redlizada sob luz ultravioleta, umavez que abactéria
emite fluorescéncia. O nimero de colénias obtidas por placa
foi anotado e o resultado expresso como média de repeticoes,
transformado segundo célculo de diluigdes, pesos e volumes,
sendo apresentado como unidades formadoras de colénias (ufc
mL1).

Identificacdo das colbnias de P. putida — A fim de
confirmar a espécie das bactérias recuperadas dos 6rgéos
necropsiados, realizou-se a extragao de &cidos graxos da parede
celular por meio daidentificacgo dos isolados em cromatografia
gasosa (Svec et al., 2004; Kaur et al., 2005; Bacon et al., 2006).
As bactérias a serem identificadas foram coletadas por meio
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de alga de metal e colocadas em tubos especificos. Na
sequiéncia, foram executadas quatro etapas para extracdo dos
acidos graxos celulares: saponificacéo, metilagdo, extracéo,
em que a fase aquosa (inferior) é descartada, e posterior
lavagem. Apos agitagéo e centrifugacdo, cerca de 75% da fase
organica é pipetada e repassada para um vial especifico para
0 aparelho da Agilent 6580 e detector Flame lonization
Detector (FID), com injetor automético. O volume de injecdo
amostral foi de 2 pL, em temperaturainicial de 170°C efinal
de 310°C durante a corrida de 20:45 minutos. A identificacéo
comparativa foi feita entre o cromatograma obtido e uma
biblioteca interna ao aparelho, fornecida pelo software
Sherlock (Microbial Identification System vers&o 4.0), que
calcula o indice de similaridade obtido para o isolado. A
bactériafoi considerada perfeitamente identificada quando
era encontrado indice de similaridade maior que 0,600 e
diferenca entre a primeira e a segunda identificacéo de até
0,100 no indice de similaridade.

RESULTADOS

Observagao clinica dos animais e necropsa— Osanimais
ndo apresentaram alteragdes clinicas durante os experimentos
nem a necropsia detectou alteraces quando da administracéo
pelavia utilizada.

Quantificacdo do microrganismo nas amostras biol 6gicas—
ndo foram detectadas células de P. putida; essa bactéria ndo
cresceu nas amostras biol égicas apo6s 3 e 24 h da exposicéo.
Entretanto, nas amostras avaiadas ap6s 16 h da exposi¢do foram
encontradas col6nias em algumas das placas semeadas com
amostras de pulm&o dos animais tratados com a bactéria ativa
(Tabela 1). A presencada P. putida foi confirmada no pulméo.

Tabela 1 — Presenca de Pseudomonas putida em tecidos de ratos Wistar machos em ufc g de tecido, relativa a
administracéo da suspenséo com o agente ativo via oral. Os dados referentes a bactéria inativada e ao
controle ndo foram retratados por ndo terem sido detectadas col6nias nas amostras desse grupo.

Tempo (horas)/diluicbes

Orgéo (ufc g™ 3 16 24
10* 1072 107 10* 1072 107 10* 1072 107
Rim 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Pulmé&o 0,00 0,00 000 300+100 167+058 0,00 0,00 0,00 0,00
Mesentério 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Figado 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Sangue 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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DISCUSSAO

Os testes pertinentes a legislacdo, para o registro de
microrganismos com perfil biodegradador e biopesticida, tém
por objetivo obter informacdes a respeito desses produtos no
sentido de conhecer a possibilidade de prejuizos ambientais,
incluindo plantas, animais e homem. As informagtes
disponiveis, em sua maioria, referem-se a biopesticidas,
principalmente o Bacillus thuringiensis e o Baculovirus. As
informagdes referentes a outras bactérias, fungos e nemat6ides
vém sendo realizadas a partir do inicio da década de 1990,
embora observacBes ambientais em longo prazo decorrentes
do uso desses produtos sejam mais dificeis de ser obtidas.

O monitoramento dos agentes antagdnicos liberados em
campo € de fundamental importancia para a avaliacdo do
impacto destes sobre 0s demais organismos presentes na &rea
tratada, e o estudo do impacto sobre organismos néo-alvo é
necessario para que a eficiéncia do agente antagonista seja
comprovada em termos de seguranca ambiental.

Observou-se que ametodol ogia utilizada para a avaiagcdo
da possivel toxicidade, patogenicidade e/ou infectividade
decorrente da exposi¢ao da P. putida em roedores foi adequada
em relacd@o a quantificacdo temporal do microrganismo nos
variostecidos animais. Assm, foi possivel identificar o intervalo
no qual ela permaneceu detectavel no organismo. De forma
similar, ametodol ogia utilizada permitiu verificar a possibilidade
de infectividade da bactéria no organismo animal por meio
do conseqguiente aumento do nimero de coldnias identificadas
nas placas semeadas com amostras dos 6rgdos retirados durante
anecropsia. Como ap6s 24 horas da administracdo as colénias
da bactéria ndo sdo mais encontradas, pode-se supor que em
mamiferos a P. putida € rapidamente eliminada do organismo
e que, portanto, ndo persiste e assim ndo infecta os tecidos.
A sequiéncia desses testes em ratos confirmara ou néo esta
hipotese.

Portanto, com base nos presentes resultados, ndo houve
infectividade da bactéria nos tecidos nem foram encontradas
evidéncias de patogenicidade e toxicidade durante a necropsia
dos animais. Esses fatos concordam com a observacéo clinica
dos animais, que ndo demonstraram sinais e/ou sintomas de
prejuizos a sua salde.

O fato de terem sido encontradas células da bactéria nos
pulmdes possivel mente é decorrente de contaminacdo durante
a exposicéo por canula pela via oral, apesar de todos 0s
procedi mentos de desinfeccéo adotados durante a realizacdo
dostestes. Recomenda-se, assim, especia cuidado e treinamento
por parte do analista com a forma de exposic¢éo do animal,
a manipulagdo das amostras e a assepsia, a fim de evitar
gualquer tipo de contaminagao.

Levando-se em consideracdo os dados observados no
presente trabalho, pode-se concluir que o protocolo utilizado —
observagao clinica, observacdo de lesdes nanecropsia, quantifi-
cacdo nos tecidos e confirmacdo das colbnias por andlise de
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perfil de &cidos graxos — mostrou-se adequado para analisar
a seguranca de uso deste produto para mamifero. De igual
forma, em trabalhos anteriores (Castro et al., 2001; Castro
et al., 2000), o método mostrou-se adequado a andlise da
infectividade e persisténcia do microrganismo nas varias
amostras coletadas do organismo animal.

Por sua vez, o estabelecimento de critérios mais
especificos paraavaliar os possiveis efeitos prejudiciais nesses
organismos pode desempenhar importante papel na avaliagéo
de risco, a fim de obter decisdes com adegquada capacidade
de predicdo, umavez que em aguns casos 0s esporos de fungos
podem permanecer viaveis nos tecidos (Castro et al., 2001)
e os de bactérias, nas fezes ou no ambiente (Castro et al., 2000).
Contudo, a P. putida ndo parece ocasionar efeitos prejudiciais
a organismos ndo-alvo como os insetos (Schneider & Dorn,
2001).

Com a execucdo e o aprimoramento desses protocolos
haveréd mais subsidios técnicos para gerenciar 0S possivei s rscos
envolvidos na liberac&o e/ou uso de determinado produto. Os
resultados obtidos, além de sua aplicacéo naidentificacéo de
efeitos prejudiciais a salide ambiental, poderdo subsidiar e
orientar avaliagBes de P. putida por agéncias reguladoras quanto
ao seu uso comercial para fins de biorremediac&o.
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