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OBTENCAO DE VESICULAS DE GAS ISOLADAS DE MICRORGANISMOS
PARA ATUAREM COMO AGENTES DE CONTRASTE DE ULTRASSOM

Felipe Vianna Garrute

Mar¢o/2020

Orientador: Jodao Carlos Machado
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Agentes de contraste de ultrassom (ACUs), utilizados para aumentar o contraste
na ultrassonografia, consistem de microbolhas de gases inertes estabilizadas por um
encapsulamento proteico, lipidico ou polimérico. Uma nova técnica de producdo de
ACUs, a partir de vesiculas de gas (GVs) de microrganismos, tal como Halobacterium
salinarum NRC-1 (HALO-NRC1), realiza-se com cultivos dos microrganismos e
baseia-se em uma metodologia vidvel em laboratério de pesquisa. Nesta Dissertacao
implementou-se essa técnica, no Laboratério de Ultrassom (LUS), para recuperar GVs
de Microcystis aeruginosa MC-22, (MYC-22), e foram analisadas suas propriedades de
atuarem como ACUs, através da aquisicdo de imagens ultrassOnicas, assim como suas
morfologia, didmetro e comprimento, juntamente com as GVs HALO-NRC-1 ja
existentes no LUS. Ap6s os cultivos de MYC-22 e HALO-NRCI e seu crescimento em
condi¢des favordveis a producdo de GVs, as células flutuantes contendo GVs foram
separadas do meio para posterior lise celular com a adi¢do de reagentes quimicos A
solucdo lisada foi centrifugada, para isolar as GVs, onde cada espécie produziu
diferentes concentracdes de GVs. A microscopia eletronica de transmissdo constatou
que GVs (n=15) de MYC-22 possuem morfologia eliptica com diametro médio de 0,171
(SD = 0,032) um e comprimento médio de 0,201 (SD = 0,031) um e GVs (n=15) de
HALO-NRC1 possuem formato fusimorme-cilindrico, diametro médio de 0,241
(SD=0,041) um, e comprimento médio de 0,376 (SD= 0,091) um. Imagens de ultrassom
no modo-B das solu¢des comprovaram a capacidade das GVs gerarem sinal de eco,

confirmando assim a sua atua¢do como ACUs.
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AS ULTRASOUND CONTRAST AGENTS
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Ultrasound contrast agent (UCA), used to enhance the contrast in
ultrasonography, consists of microbubbles filled with an inert gas and encapsulated with
a protein- or lipidic-stabilize membrane. Recently, a technique to produce UCA from
microorganisms, as Halobacterium salinarum NRC-1 (HALO-NRC1), was developed
and it consists in lysing microorganism’s cells to obtain gas vesicle (GVs) after
cultivation in laboratory. This Dissertation implemented a technique to produce GVs
from Microcystis aeruginosa MC-22 (MYC-22), at the Ultrasound Laboratory (LUS),
and inspected their properties of acting as ACUs, analyzed through ultrasonic images,
and morphology, diameter and length. The GVs from HALO-NRCI1, already existent in
LUS, were also inspected. After cultivation of MYC-22 and HALO-NRC1 and their
grow in specific conditions the buoyant cells with GVs were separated from the culture
medium and submitted to cells lysis with chemical treatment. Thereafter, the solution
with lysed cells was centrifuged to isolate the GVs and each specie produced different
GVs concentrations. Transmission electron microscopy inspection revealed the MYC-
22-GVs (n=15) with elliptical morphology and a medium diameter 0.171 (SD = 0,032)
pm and length 0.201 (SD = 0,031) um. Meanwhile, the GVs from HALO-NRC1 (n=15)
presented a spindle-cylindrical geometry and a medium diameter 0.241 (SD = 0,041)
pm and length 0.376 (SD = 0,091) um. B-mode ultrasound images of the solutions
proved the GVs ability to generate an echo signal, thus confirming their performance as

ACUs.

vi



SUMARIO

1. INTRODUGCAO ..ot en e 1
2. OBIETIVOS ...t 3
2.1, OBJETIVOS ESPECIFICOS .......cooovieoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 3
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..........ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 4
4. FUNDAMENTOS TEORICOS ......cc.ooivmiemeeereeeeeeeeeseeeseeeeeses s, 12
4.1, ULTRASSOM ....cooimiioeieieeeeoeeeeeeeeeeeeeeee e 12
42. ULTRASSONOGRAFIA EM MODO-B E MODO-CONTRASTE 13
43. AGENTES DE CONTRASTE DE ULTRASSOM .....ccccooovvvviurirneenne. 13
4.3.1. PRINCIPIOS FISICOS DA INTERACAO DE UMA MICROBOLHA
COM O ULTRASSOM ......oomimieeeeeeeeeeeeeeee e seseeeae s sssas s 15
44.  MICRORGANISMOS ......ooooimieieieeeeeeeeeeeeeeseeeeeee e, 19
4.4.1. HALOBACTERIUM SALINARUM (HALO) .......o.cooioeeeeeeeeeeeeesesenne. 21
4.4.2. MICROCYSTIS AEROGINOSA (MYC).....oovoeoereeereeeeeeeeeeseesenennenn. 22
4.5.  VESICULAS DE GAS ....cooooioiooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 24
5. MATERIAIS E METODOS ..., 26
5.1.  MICRORGANISMO UTILIZADO PARA ISOLAMENTO DE GVS 26
5.2.  MEIO DE CULTURA E CULTIVO DOS MICRORGANISMOS ....... 26
5.2.1. HALOBACTERIUM SALINARUM NRC-1 ........ccocvvveviererreeieerresrnnnne. 26
5.2.2. MICROCYSTIS AERUGINOSA MC-22 ..., 26
5.3.  PRODUCAO E PURIFICACAO DE GVS:.....cocovoooeeeeeeeeeeeeeeresnnnn. 27
5.3.1. HALOBACTERIUM SALINARUM NRC-1 ........ccccovvvvieremrreeeesrenrnnnne. 27
5.3.2. MICROCYSTIS AERUGINOSA MC-22 .......oooovmveeeeieeeereeeeeseenrnnene. 27
5.4. OBTENCAO DE IMAGENS PELO ULTRASSOM E MEDICAO DA
DENSIDADE OPTICA (OD): ... 29
5.5. IDENTIFICACAO DA MORFOLOGIA, DIAMETRO E
COMPRIMENTO DAS GVS ATRAVES DE MET: .........coovvirieeeeieeeeerseeeessnnnens 29

vii



6. RESULTADOS ...t 311

6.1.  OBTENCAO DE GVS DEMYC-22 ....cc.ooviiviiiiieeeeeeeeeeeeenneenen, 311
6.2. OBTENCAO DE IMAGENS DE US DAS GVS IMERSAS EM MEIO
LIQUIDO
322

6.3. IDENTIFICACAO DA MORFOLOGIA E O DIAMETRO DAS GVS

ATRAVES DA MET: ...coooimimiieeeeeeeeeeee oo 333
7. DISCUSSAO ... 344
8. CONCLUSAO.......oooioiieeeeeeeeee et 38
9. REFERENCIAS .......coooviiiieiieieeeeeeeeeeeee e ee e, 39

viii



LISTA DE ABREVIATURAS

ACU - Agentes de Contraste de Ultrassom

ANA - Anabaena flos-aquae

COPPE - Instituto Alberto Luiz Coimbra de Pés-Graduacio e Pesquisa de Engenharia
FDA - Food and Drug Administration

GV - Vesicula de gas

HALO - Halobacterium salinarum

HALO-NRCI1 - Halbacterium salinarum NRC-1

LETC - Laboratério de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias
LUS - Laboratério de Ultrassom

MB - Microbolhas

MET - Microscopia Eletronica de Transmissao

MYC - Microcystis aeruginosa

MYC-22 - Microcystis aeruginosa MC-22

NB - Nanobolhas

OD - Densidade Optica

PBS - Tampao fosfato-salino

PFC - Perfluorocarbono

UFR]J - Universidade Federal do Rio de Janeiro

US - Ultrassom

X



1. Introducao

O ultrassom (US) quando propaga em fluidos caracteriza-se por ondas
mecanicas longitudinais, acima da faixa audivel pelos seres humanos, que oscilam em
frequéncia acima de 20 kHz. J4 a ultrassonografia consiste em uma técnica que emprega
a radiacdo ultrassOnica que € bastante utilizada na area da sdude, sendo normalmente
empregada para a obtencdo de diagndstico baseado na geragdo de imagens pelo método
pulso-eco ou pelo efeito Doppler (FISH, 1990).

Ao longo de seu desenvolvimento, o emprego de US como um método de
diagnostico foi aprimorado para a identificagdo de estruturas anatomicas e do fluxo
sanguineo, como € o caso da utilizacdo de agentes de contraste de ultrassom (ACUs)
combinados com a modalidade de imagem no modo contraste (BORDEN, SONG,
2018). Os ACUs, microbolhas (MBs) de gases inertes estabilizadas por membranas
proteicas, lipidicas ou poliméricas, com didmetro variando de 1 a 10 pm
(aproximadamente o diametro dos eritrdcitos), sdo capazes de ressonar e gerar um sinal
acustico de eco intenso (WHEATLEY, COCHRAN, 2013). Recentemente, grupos de
pesquisas buscam obter ACU permedveis a tecidos adjacentes aos vasos sanguineos,
sendo esses denominados de nanobolhas (NBs) (ACHMAD, YAMAGUCHI, et al.,
2018, GUVENER, APPOLD, et al, 2017, ODDO, CERRONI, et al., 2017,
VANOSDOL, EKTATE, et al., 2017).

Shapiro et al., (2014) desenvolveram uma nova técnica de producdo de ACUs, a
qual envolve a produgdo por microrganismos, tais como Halobacterium salinarium
NRC-1 (HALO-NRC1) e Anabaena flos-aquae (ANA), que sdo produtores de vesiculas
de gis (GVs) capazes de atuarem como ACUs (SHAPIRO, GOODWILL, et al., 2014).
As GVs sao produzidas, principalmente, por microrganismos aquaticos para auxuliar a
flutuagdo vertical na coluna d"dgua (E. WALSBY, 1994).

As GVs s@o compostas por uma membrana proteica que envolve e armazena ar
em seu interior (SHAPIRO, GOODWILL, et al., 2014). Possuem um didmetro entre
0,045-0,2 pum e comprimento entre 0,1-0,8 um, o que as torna menores que as MBs
anteriormente citadas, que variam entre 1 ¢ 10 um (WHEATLEY, COCHRAN, 2013).
Entretanto, a diferenca no tamanho ndo interfere no contraste obtido para as imagens

ultrassonicas (SHAPIRO, GOODWILL, et al., 2014).



No Laboratério de Ultrassom (LUS) do Programa de Engenharia Biomédica do
Instituto Alberto Luiz Coimbra de Pds-Graduagdo e Pesquisa de Engenharia (COPPE)
da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) sdo utilizados ACUs comerciais para
a caracterizacdo de perfusdo sanguinea em modelos murinos de acidente vasvular
encefélico e tumor do célon, juntamente com a biomicroscopia ultrassdnica. Entretanto,
considerando-se que a produ¢cdo de GVs para atuarem como ACUs é mais econdmica
do que a aquisicdo de MBs convencionais e comerciais, 0 objetivo desta Dissertacdao
consiste em produzir, no LUS, as GVs a partir de microrganimos para serem utilizadas
em trabalhos futuros substituindo as GVs comerciais. Consiste ainda em obter GVs de
Microcystis aeruginosa MC-22 (MYC-22), em adquirir imagens ultrassOnicas a partir
das GVs de MYC-22 e HALO-NRCI e em analisar morfologia, diametro e

comprimento das GVs.



2. Objetivos

Esta Dissertacdo tem como objetivo a implementacdo de uma metodologia de
producdo e de testes das GVs no LUS do Programa de Engenharia Biomédica do

COPPE/UFRIJ.

2.1. Objetivos especificos

2.1.1. Obter vesiculas de gds de MYC-22;

2.1.2. Testar, por imagens do modo-B, a capacidade das GVs de MYC-
22 e de GVs de HALO-NRCI, do estoque do LUS, de refletirem o

ultrassom;

2.1.3. Identificar a morfologia, didmetro e comprimento de GVs de
MYC-22 e HALO-NRCI através da microscopia eletronica de

transmissao (MET).



3.Revisao Bibliografica

A ultrassonografia é comumente utilizada em medicina para o diagndstico por
imagem, pelo fato de gerar imagens do paciente in vivo, ter baixo custo de utilizago,
ser portatil e ndo emitir radiacdo ionizante. Entretanto, as imagens de US possuem um
baixo contraste entre regides contendo tecidos e vasos sanguineos o que pode dificultar
na realizacio do diagndstico. Neste caso, ACUs foram desenvolvidos (ODDO,
CERRONI, et al., 2017, STOUFFER, 2004) e sdo utilizados para a melhora na
qualidade do contraste da imagem.

Em geral, os ACUs sdo injetados na circulacdo sanguinea venosa € permitem,
por exemplo, a determinacao de pardmetros de perfusdo sanguinea, proporcionando uma
melhor compreensao do tecido estudado. Os primeiros trabalhos relacionados com o
emprego de ACUs surgiram na década de 70, quando Gramiak et al. (1969) observaram
uma melhora na imagem de US do limem da aorta apds a injecdo de solucdo pré agitada
de salina. Eles perceberam que bolhas de ar foram formadas e uma vez incididas pelo
feixe de US produziam ecos que promovia uma melhora no contraste da imagem
(GRAMIAK, SHAH, et al., 1969). Posteriormente, Feinstein et al. (1984) mostraram
que ao se usar um sonicador, bolhas de ar estdveis podem ser criadas dando inicio a
producdo de ACU (FEINSTEIN, TEN CATE, et al., 1984). Desde entdo pesquisadores
de todo o mundo tém trabalhado no desenvolvimento de novos agentes de contraste para
sua utilizacdo na ultrassonografia (ACHMAD, YAMAGUCHI, et al., 2018,
ANDERSON, HAMPTON, 1980, BORDEN, SONG, 2018, FERRARA, POLLARD, et
al., 2007, GAO, HERNANDEZ, et al., 2017, GUVENER, APPOLD, et al., 2017,
HUNT, ROMERO, 2017, PAEFGEN, DOLESCHEL, et al., 2015, PERERA, WU, et
al., 2017, VANOSDOL, EKTATE, et al., 2017, WEIL, MULVAGH, et al., 2008).

Os ACUs sdo constituidos de microbolhas de gas inerte revestidas por um
encapsulamento, e sdo capazes de entrarem em ressondncia de oscilacdo quando
incididas por feixe de US (CHOMAS, DAYTON, et al., 2001). A Figura 1 fornece uma
representacao de diferentes ACUs, de acordo com a estrutura das MBs e NBs. As MBs,
com diametros que variam entre 1 e 10 pm (aproximadamente o tamanho das
hemacias), sdo visualizadas na macro e microvasculatura. Normalmente, seus
encapsulamentos sdo constituidos por proteinas, lipidios ou polimeros (HERNOT,
KLIBANOV, 2008, HUNT, ROMERO, 2017, WHEATLEY, COCHRAN, 2013). As

primeiras MBs comercialmente produzidas e aprovadas pela FDA (Food and Drug
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Administration) foram a Albumex® e a Optisom" , com encapsulamentos formados pela
proteina albumina e contendo ar o interior. Entretanto, devido a alta difusdo do gis e a
fina camada do encapsulamento, a destruicio da MB ocorre em poucos segundos

(HERNOT, KLIBANOYV, 2008, HUNT, ROMERO, 2017).

Encapsulamento

Gas inerte

1-10 pm 1-10 pm 0,045 - 0,2 um

(a) (b) (c)

FIGURA 1: Representagdo de ACUs. (a) uma MB da primeira geracdo de ACU contendo gis
inerte e revestida por uma fina camada. (b) MB da segunda geracdo contendo gis inerte e um
encapsulamento mais espesso e resistente. (¢) uma NB contendo também o gés inerte e recoberta por um

encapsulamento.

As segunda e terceira geracdes de MBs utilizam gases inertes de alto peso
molecular e um encapsulamento capaz de reduzir a difusdo do gds para aumentarem
suas estabilidades (HUNT, ROMERO, 2017, WHEATLEY, COCHRAN, 2013).
Adicionalmente, as MBs podem ser produzidas com a utilizagdo de surfactantes para
diminuir a tensdo superficial (LEE, KIM, et al., 2001). A Tabela 1 apresenta exemplos
de microbolhas comerciais, do material do encapsulamento e a composicao do gis no
interior das mesmas.

As MBs tém como caracteristicas uma ressonancia na vibracao quando expostas
ao ultrassom na faixa de frequéncias tipicamente usada em ultrassonografia, e com isso
geram um sinal de eco de US intenso, devido a diferenga de impedancia acustico entre o
gds e o tecido em volta da MB, em comparacdo com o sinal de eco tipicamente gerado
nos tecidos biologicos (DE JONG, TEN CATE, et al., 1991, WHEATLEY,
COCHRAN, 2013). A pressdo parcial entre o interior da microbolha e o meio limita a
maioria das microbolhas comerciais a tamanhos maiores que 1 pm (FERRARA,

POLLARD, et al., 2007). Por outro lado, o tamanho superior fica limitado pela
5



capacidade dos ACUs passarem pelos capilares, de forma a ndo causarem embolia
pulmonar. Ao aumentar o didmetro da MBs aumenta-se, também, a intensidade do sinal

de espalhamento gerado por elas.

TABELA 1 Exemplos de ACUs comerciais.

Diametro médio

Nome comercial Encapsulamento Gés (um)
Sonazoid Fosfolipidio Perfluorobutano 2-3
Lumason/SonoVue Fosfolipidio Sulfurhexafluoride 2.5
Definity/Luminity Fosfolipidio Octafluoropropano 1,1-3,3
Optison Albumina Octafluoropropano 3.0-4.5
Levoist Galactose Ar 2-3
Albunex Albumina Ar 3,8
Echovist Galactose Ar 2

Normalmente, as MBs sdo utilizadas na ecocardiografia para a visualiza¢do do
ventriculo esquerdo (GUVENER, APPOLD, et al., 2017), e aliadas a ultrassonografia
para o diagnostico de lesdes da mama e dos rins, através da visualizacdo da macro e
microvasculatura (CHUNG, KIM, 2014, SENIOR, BECHER, et al., 2008), e para a
medicdo da perfusdo nos rins, no cérebro e em tecidos tumorais (GUVENER, APPOLD,
et al., 2017, RIM, LEONG-POI, et al., 2001, WEI, LE, et al., 2001). Entretanto, devido
as suas caracteristicas fisicas, como expandir e contrair, gerar fragmentos quando
destruidas que sdo deslocados pelo corpo humano, a seguranca da utilizacao das MBs
deve ser sempre investigada.

Além de sua utilizagdo no aprimoramento de imagens ultrassOnicas e na
determinac¢do da perfusido, as MBs podem atuar na terapia direcionada. Nesta técnica, as
MBs sdo direcionadas e aderidas em regides especificas e vascularizadas do corpo
humano, quando associadas a marcadores celulares, o que permite o acimulo na regido,
ou o carreamento de farmacos (DESHPANDE, REN, et al., 2011).

Recentemente, grupos de pesquisa tém desenvolvido um novo modelo com a

utilizacdo de nanoparticulas, sendo chamadas de nanobolhas (NBs), para o US de
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imagem (ACHMAD, YAMAGUCH], et al., 2018, GUVENER, APPOLD, et al., 2017,
ODDO, CERRONI, et al., 2017, VANOSDOL, EKTATE, et al., 2017). As NBs
possuem um didmetro aproximado de 0,2 pm e uma estrutura similar a MBs (Figura 1).

As NBs podem ser compostas por proteinas, lipideos, e polimeros e com gés
inerte internalizado, podendo possuir ou nao um encapsulamento (PERERA, WU, et al.,
2017, WU, ROGNIN, et al., 2013). Para a fabricacdo € necessdrio a centrifugacio e a
utilizacdo de surfactantes como emulsificador, o que possibilita a estabilizagdo das NBs
e auxilia na reducdo de seu tamanho (HWANG, LIN, et al, 2009, KRUPKA,
SOLORIO, et al., 2010). Entretanto, por ser tratar de reagentes quimicos a toxicidade
destes compostos deve ser mais estudada (ASTAFYEVA, SOMAGLINO, et al., 2015,
MOUSNIER, HUANG, et al., 2014, PISANI, FATTAL, et al., 2008).

As aplica¢des das NBs baseiam-se na oportunidade de se visualizarem eventos
celulares e moleculares in vivo (LIU, CHEN, et al., 2015, MIN, MIN, et al., 2015). Em
tecidos normais, a permeabilidade de moléculas entre o vaso sanguineo e o tecido
adjacente é menor do que 0,012 um, enquanto que em células tumorais a
permeabilidade pode chegar a 0,8 um (HASHIZUME, BALUK, et al., 2000, YUAN,
DELLIAN, et al., 1995). Sendo assim e devido ao tamanho manométrico, as NBs sido
capazes de atravessar os vasos sanguineos em processos inflamatérios e tumorais e
chegar aos tecidos adjacentes (FANG, HUNG, et al., 2007, GAO, HERNANDEZ, et
al., 2017, UNGER, PORTER, et al., 2004).

Além da permeabilidade passiva, as NBs podem ser associadas a ligantes
covalentes (anticorpos e peptideos) ou a ligantes ndo-covalentes (proteinas, lipideos e
fosfolipidios) nos seus envoltdrios e com isso serem utilizadas na terapia direcionada ou
no carreamento de farmacos (HU, LIU, et al., 2012, LINDNER, SONG, et al., 2000).
Por outro lado, ja foi demonstrado que NBs podem participar do aprimoramento do
contraste em imagens de US, provavelmente devido a agregacdo de particulas e
coalescéncia (DANHIER, FERON, et al., 2010).

Em 2014, Shapiro e colaboradores, mostraram que nanoestruturas de gas
biogénico podem ser usadas como ACUs. Essas estruturas, chamadas de vesiculas de
gas (GVs), consistem de micelas com encapsulamento proteico contendo ar em seu
interior. A Figura 2 apresenta imagens de ultrassom em phantons de gel contendo GVs
de diferentes microrganismos. Sdo produzidas, principalmente, por microrganismos
aqudticos e tem como funcdo auxiliar no movimento vertical dos microrganismos no

corpo d agua (E. WALSBY, 1994).
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FIGURA 2: Imagem de ultrassom em phantons de gel contendo GVs de diferentes
microrganismos. Na horizontal € possivel ver um controle contendo PBS (tampdo fosfato-salino),
densidades Opticas diferentes das GVs e depois da ocorréncia de colapso (Col). A vertical corresponde a
diferentes frequéncias de ultrassom. Em (a) o sinal de eco produzido por Anabaena flos-aquae (ANA) e
em (b) o sinal produzido por Halobacterium salinarum NRC-1 (HALO-NRC1). Adaptada pela permissdo
de Springer Nature: Nature Nanotechnology, Biogenic géds nanostrutures as ultrasonic molecular

reporters, Mikhail G Shapiro et al., Copyright Clearance Center. 2014

As GVs sdo formadas, exclusivamente, por proteinas hidrofébicas capazes de
manter um gradiente dinamico de pressdo ente o interior e exterior das vesiculas,
excluindo dgua e permitindo a difusdo de ar para seu interior (E. WALSBY, 1994).
Devido a sua composicdo, as GVs sdo resistentes a pressdo externa € com isso sao
incapazes de serem infladas sem se comprimir o gas dentro delas até o ponto critico,
quando entdo colapsam irreversivelmente (E. WALSBY, 1994, STOECKENIUS,
LOZIER, et al., 1979).



As proteinas que definem a morfologia das GVs foram descritas como GvpA e
GvpC responsdveis, respectivamente, pela formagao da estrutura da vesicula e pela
estabilizacdo da GVs. Entre 8 e 14 genes, gvp, foram descritos como responsaveis pela
transcri¢do das Gvps (E. WALSBY, 1994). A formacdo das GVs ocorre quando fatores
ambientais (auséncia de luz e nutrientes) promovem a ativagdo dos genes gvp que por
sua vez transcreve as proteinas Gvps, formando novas vesiculas ou aumentando as
dimensdes das GVs existentes (PFEIFER, 2012).

As morfologias das GVs variam de acordo com o ambiente que o0s
microrganismos estdo inseridos, com as condi¢des do meio e quais microrganismos as
produzem. Geralmente, sdo fusiformes ou cilindricas com didmetro que varia entre
0,045 e 0,25 um, com comprimento entre 0,1 e 0,8 wm. Expessura aproximada de 0,002
pum e com peso molecular entre 7-8 kDa como € o caso da GvpA (PFEIFER, 2012,
SHAPIRO, GOODWILL, et al., 2014). A medida que seu comprimento aumenta, a
quantidade de ar armazenado também aumenta. A Figura 3 apresenta ilustragdes de

GVs no interior da célula e isolada.
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FIGURA 3: Tlustracdes de GVs. (a) vesiculas fusiforme no interior de uma célula. (b) a GV
isolada, podendo-se notar o encapsulamento proteico, a presenga de ar atmosférico em seu interior, seu

diametro variando de 0,045 — 0,2 um e seu comprimento entre 0,1- 0,8 pm.



Diversos microrganismos ja foram descritos como produtores das vesiculas,
sendo contabilizadas mais de 150 espécies, dentre elas bactérias fotossintetizantes,
bactérias heterotroficas e haloarcheas (E. WALSBY, 1994). Os primeiros estudos
reportando a presenca de GVs foram realizados em cianobactérias (E. WALSBY, 1994).

A Tabela 2 apresenta alguns exemplos de microrganismos produtores de GVs.

TABELA 2: Exemplos de microrganismos produtores de GVs (adaptado de PFEIFER,

2012).

Microrganismos
Haloarchaea Bactérias Bactérias
fotossintéticas heterotroficas

Halobacter;um Calothrix sp. Desulfotomaculum

salinarum PHHI e PCC 7601 acetoxidans
PHH4 !

Halobacterium Anabaena flos-aquac Sporohalobacter

salinarum NRC-1 q lortetii

Haloferax Planktothrix Serratia sp.
mediterranei rubescens ATCC 39006
Halorubrum Microcystis Ancylobacter
vacuolatum sp. BC 84/1 aquaticus

Haloquadratum Pelodictyon Desulforhopalus
walsbyi phaeoclathratiforme vacuolatus

Estudos recentes apontam que os microrganismos, ANA e HALO-NRCI,

respectivamente uma cianobactéria e uma halobacteria, produzem GVs que podem ser
utilizadas como ACUs (LAKSHMANAN, LU, et al., 2017) Esses microrganismos
foram capazes de gerar contraste ultrassonico (Figura 3) nas frequéncias entre 4,8 e 17
MHz. Também foi verificado que as GVs produzidas por ANA possuem mais
resisténcia a maiores pressoes e que as GVs produzidas por HALO-NRC1 sdo capazes
de ressonar na emissao de harmonicos (SHAPIRO, GOODWILL, et al., 2014).

As GVs usadas como ACUs suportam uma pressao hidrostatica entre 40 e 700
kPa, onde pressdes maiores geram o colapso irreversivel das vesiculas e a perda de sinal

recebido pelo equipamento de US (E. WALSBY, 1994, SHAPIRO, GOODWILL, et al.,
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2014), resultando em limitacdes para seu uso. Entretanto, a bioengenharia pode ser uma
solucdo para aumentar a resisténcia das GVs a pressdo. Neste caso, consiste em obter de
microrganismos genes de GVs (gvp) e inocular em outros microrganismos a fim de
aumentar a producdo e a resisténcia a pressdo de colapso (BOURDEAU, LEE-
GOSSELIN, et al., 2018).

Por se tratar de material biolégico produzido por microrganismos, € preciso
analisar a sua toxicidade para a aplicacdo. De acordo com o trabalho de Yang ef al.
(2017), as GVs produzidas por ANA ndo apresentam toxicidade aparente.
Adicionalmente, Shapiro et al. (2014) indicam em seu trabalho que GVs de HALO-
NRC1 e ANA ndo provocaram efeitos colaterais visiveis quando injetadas em

camundongos.
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4. Fundamentos Teoricos

4.1. Ultrassom

O ultrassom consiste em ondas mecanicas longitudinais (no caso de propagacao
em fluidos), ndo audiveis aos seres humanos, as quais oscilam em frequéncia acima de
20 kHz (na medicina o US € usado, tipicamente, em frequéncias entre 1000 e 20000
kHz para o diagndstico por imagem). Sua propagacio introduz perturbagcdes do meio,
como por exemplo, provocando alteracdes periddicas na pressdo, na densidade e no
deslocamento de particulas do meio em relacdo a posi¢do de equilibrio (FISH, 1990,
HEDRICK, HYKES, et al., 1995). Além disso, como outras formas de onda
progressiva, o ultrassom € capaz de transportar energia ao longo de seu trajeto, podendo
gerar efeitos térmicos e mecanicos nos tecidos bioldgicos (AZHARI, 2010).

A ultrassonografia, ou ecografia, € um exame de diagndstico médico que permite
visualizar 6rgaos ou tecidos bioldgicos em tempo real. Durante o exame, a emissao da
onda de ultrassom é gerada por transdutores de US constituidos de materiais
piezoeléctricos, que uma vez estimulados eletricamente vibram e com isso emitem a
onda de US. Por outro lado, quando uma onda de ultrassom incide nos transdutores, 0os
mesmos geram sinais elétricos em seus terminais que estao relacionados com a forma de
onda do sinal de US incidente (FISH, 1990, HEDRICK, HYKES, et al., 1995).

Algumas das caracteristicas da onda ultrassonica sdo a amplitude, o
comprimento de onda e a frequéncia, que variam de acordo com o modo de vibracdo do
transdutor. A amplitude consiste no descolamento maximo da particula em relagdo a sua
posicdo de equilibrio, devido a propaga¢dao do US no meio. O comprimento de onda € a
menor distancia entre dois pontos de um ciclo de onda. Por fim, a frequéncia é definida
como o numero de ciclos de onda por segundo e tem como unidade o hertz (Hz) (FISH,
1990).

Outras caracteristicas da onda de ultrassom estdo relacionadas com a interacao
da mesma com o meio, como a reflexdo, a refracdo, a frequéncia de ressonancia dos
ACUs e os fendmenos de atenuagdo (espalhamento e absor¢do). Por fim, hd a
velocidade de propagagdo da onda de US no meio e a impedancia acustica do meio de
propagacdo que sao propriedades exclusivas do meio de propagacgdo e que se relacionam

com a propagacdo da onda de US no meio.
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4.2. Ultrassonografia em Modo-B e Modo-Contraste

Na ultrassonografia em Modo-B (B vem de brilho) um pulso de ultrassom
emitido pelo transdutor propaga-se, na forma de um feixe, ao longo do meio biolégico e
os sinais de eco gerado nas interfaces, onde hd descontinuidades de impedancia
acustica, e nas particulas, onde nado ha homogeneidade do meio, sdo coletados pelo
transdutor de US. Esses sinais de eco possuem amplitudes que variam de acordo com o0s
descasamentos de impedancia acustica nas interfaces de separacdo de dois meios
distintos e com o coeficiente de retroespalhamento das particulas, de modo que na
formacdo da imagem as amplitudes desses sinais de eco sdo codificadas numa escala de
cinza, onde os sinais de eco com baixas amplitudes sdo representados por um brilho
proximo do preto e os de maiores amplitudes por um brilho préximo do branco (FISH,
1990).

O modo B possui uma variacdo, chamada de Modo contraste, onde sdo
processados os sinais de eco relacionados com efeitos nao-lineares da propagacdo da
onda de US, o que permite, por exemplo, o realce na captacdo do sinal de eco de um
ACU em comparagdo do sinal de eco de uma interface de descontinuidade de
impedancia acustica. O modo contraste € muito apropriado para ser utilizado na
deteccao de ACUs contidos em diversos 6rgaos (LINDNER, 2002).

A técnica de biomicroscopia ultrassonica (BMU) € outra variacio do modo-B
que utiliza frequéncias na faixa de 20 MHz a 100 MHz e com isso gera imagens cujas
resolucdes espaciais situam-se na faixa de 30-70 um (FOSTER, PAVLIN, et al., 2000,
GRECO, MANCINI, et al., 2012).

4.3. Agentes de Contraste de Ultrassom

Os ACUs empregados em exames médicos sdo classificados como farmacos e a
primeira utilizagc@o foi realizado por Gramiak et al. (1969) quando utilizaram solucdo
salina no interior da aorta e conseguiram, devido a formagao de bolhas de ar, aumentar
o contraste na imagem de US do vaso sanguineo (GRAMIAK, SHAH, et al., 1969).
Desde entdo, novas pesquisas tém sido feitas para desenvolver ACUs que permitam
uma melhora na qualidade da imagem. Agentes de contraste precisam ser atoxicos €
capazes de serem injetados intravenosamente, ter uma vida util suficiente para chegar ao

alvo através da circulagdo sanguinea, serem absorvidos com o tempo, ter um diametro
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menor que 10 um para ndo provocar embolia pulmonar e possuir ecogenicidade forte e
controlada.

Hoje em dia, MBs sdo aprovadas e utilizadas como agente de contraste por
permitir informagdes da estrutura e func¢do o 6rgdo alvo. Consistem em pequenas
microesferas, produzidas com encapsulamento de lipidios, galactose, polimeros ou
proteinas, que armazenam em seu interior um tipo de gas inerte. O ideal para as MBs é
ter uma camada que limita a difusdo do gds e um gds com alto peso molecular para
também reduzir a sua difusdo. Inicialmente, o gis era ar atmosférico ou nitrogénio,
entretanto, hoje em dia é mais comum o uso de gases capazes aumentarem o tempo de
vida 1til do agente de contraste (HUNT, ROMERO, 2017, WHEATLEY, COCHRAN,
2013). Os ACUs mais comercializados e comumente utilizados em clinicas médicas sao
Optison, Definity, SonoVue e Sonazoid (Tabela 1).

O Optison € produzido pela GE Healthcare (AS; Oslo, Noruega) e sao fabricadas
com proteinas albuminas que produzem um encapsulamento com espessura de 0,015
pm que armazena o gas octafluoropropano. Sao utilizados para melhorar a visualizagdao
do ventriculo esquerdo e do figado e t€m permissdao de uso nos Estados Unidos e
Europa. Sao usados com uma dose recomendada por paciente entre 0,5 a 3,0 mL que
circula pelo corpo durante 2,5 a 4,5 minutos (FORBES, O’BRIEN, 2012, PORTER,
MULVAGH, et al., 2018). Definity, produzido pela Lantheus Medical Imaging Inc,
(North Billerica; MA, USA), € fabricado com fosfolipidios e com o gés
octafluoropropano. E utilizado para a visualizacdo do ventriculo esquerdo, com
permissdao nos Estados Unidos e na Europa, assim como para a visualizagdo dos rins e
figado, com permissdo no Canadd e na Austrdlia. Uma vez injetado na circulagdo
sanguinea, possui poucos segundos de duragdo devido a alta difusdao do gés
(FRINKING, SEGERS, et al., 2020).

Ja o SonoVue, produzido pela Bracco Imaging S.p.A. (Colleretto Giacosa,
Italia), tem seu encapsulamento é de fosfolipidio que retém o gds sulfurhexafluoride. E
aprovado o seu uso na China, Europa, Brasil e Estados Unidos para a obtenc¢do de
imagens do ventriculo esquerdo e de lesdes do figado e mama. A dose é de 34 mL/kg
(FRINKING, SEGERS, et al., 2020, HYVELIN, GAUD, et al., 2017). Por fim,
Sonazoid, composto por fosfolipidios e pelo gas perfluorobutano, € fabricado pela GE
Healthcare (Buckinghamshire, UK; Daiichi Sankyo, Toéquio, Japdao). Sua dose

recomendada € de 0,12 mL/Kg e seu principal uso € para a obtencdo de imagens de
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lesdes hepaticas. O Sonazoid € aprovado para uso em paises asidticos (SONTUM,
2008).

O encapsulamento das MBs pode ser rigido ou mole, dependendo de sua
utilizacdo. As MBs com encapsulamento rigido sdo usadas para ultrassom de alta
intensidade, sendo produzidas com polimeros sintéticos e gases como O
perfluorocarbono (PFC) ou ar devido a sua maior resisténcia a compressao (PAEFGEN,
DOLESCHEL, et al., 2015). As MBs de encapsulamento mole possuem melhores
propriedades ressonantes, sendo produzidas com fosfolipidios e surfactantes (HERNOT,
KLIBANOV, 2008). Microbolhas com encapsulamento de proteinas sdo menos
resistentes que as de polimeros sintéticos, mas apresentam um didmetro menor € uma
boa qualidade para a geracdo de contraste.

Poucas informacdes existem sobre acidentes com Obito causados com a
utilizacdo de agentes de contraste. Em 2007, o FDA divulgou algumas contraindicagdes
do uso de ACUs e possiveis complicagdes relacionadas ao seu uso (como exemplo, o
enfarto agudo do miocardio ou a sindrome coronariana aguda) baseadas no 6bito de
quatro pessoas com doengas cardiopulmonares. Entretanto, estudos de Wei et al., (2008)
e Kusnetzky et al. (2008) ndo mostraram relagdo significativa entre a morte de pacientes
com o uso de ACUs, fazendo com que a FDA removesse as contraindica¢des do uso de
ACU intravenoso para a obtencdo de imagens de ultrassom de pessoas com doencas
cardiacas.

Recentemente, grupos de pesquisa tem estudado a utilizagao de NBs como ACU,
tendo as mesmas diametros menores que 1 um e havendo relatos de NBs com diametro
entre 0,04 um e 0,2 um. Elas podem ser produzidas utilizando proteinas, lipideos,
surfactantes ou polimeros como emulsificadores e, um gis com alto peso molecular
(ACHMAD, YAMAGUCHI, et al., 2018, GAO, HERNANDEZ, et al, 2017,
GUVENER, APPOLD, et al., 2017, VANOSDOL, EKTATE, et al., 2017).

O desenvolvimento de NBs t€ém como principal objetivo a sua permeabilidade a
tecidos adjacentes, devido ao seu diametro em escala nanométrica, podendo ser
utilizadas no aprimoramento das imagens de tecidos, na obten¢do de imagens
moleculares ou no carreamento de farmacos e outras moléculas (ASTAFYEVA,
SOMAGLINO, et al., 2015). O uso comercial de NBs ainda ndo foi aprovado por

orgaos especializados.
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Apesar do avanco na tecnologia dos ACUs, a busca por melhorias ou novas
tecnologias ainda continua. Shapiro et al., (2014), apresentaram uma nova classe de

ACUs, sendo eles as vesiculas de gases produzidos por microrganismos.

4.3.1. Principios fisicos da interacio de uma microbolha com o

ultrassom

Quando um pulso de uma onda de US incide numa interface de separacdo entre
dois tecidos com impedancias acusticas diferentes é gerado um sinal de eco que €
utilizado para a geracdo de imagem de US. A impedancia acustica de um meio resulta
do produto pc, sendo p e ¢ a densidade e e velocidade de propagacdo no meio,
respectivamente. A amplitude do sinal de eco aumenta com o descasamento de
impedancias e ao se utilizar as MBs como ACU ¢ possivel aumentar o eco por elas
gerado uma vez que a MB possui um elevado descasamento de impedancia acustica
quando comparado com a impedancia do meio (em geral o sangue) no qual ela estd
imersa. Quando numa MB incide uma onda US, com comprimento de onda muito maior
do que o tamanho da MB, nela ocorre uma oscilagdo de compressdo e expansao que
resulta no espalhamento da onda incidente pela MB. Em geral, quanto maior o raio da
MB maior seu espalhamento, entretanto MB maiores de 10 uym podem provocar
embolia pulmonar e por essa razao nao sao usadas na prética.

O aumento do eco com auxilio das MBs € baseado na compressibilidade e no
efeito ndo-linear. Quando o comprimento de onda do feixe de ultrassom € maior que a
MB ocorre nela a compressao e expansao que resulta no aumento do espalhamento do
feixe pela MB.

Em termos préticos, somente a onda retroespalhada pela MB € recebido pelo
transdutor de US e a amplitude do sinal de eco varia com a espessura, a
compressibilidade e a viscosidade do material de encapsulamento da MB, sendo que
aquelas com encapsulamento mais rigido, apesar de mais estdveis e de maior duragio,
tendem a possuir menor compressibilidade e assim como MBs com encapsulamento
com maior viscosidade geram sinais de eco menos intenso (DE JONG, CORNET, et al.,
1994, DE JONG, TEN CATE, et al., 1991, FERRARA, POLLARD, et al., 2007).

Uma forma de se descrever a interacdo de uma microbolha com a onda de
ultrassom nela incidente se faz pela andlise da dinAmica da oscilacdo radial da MB. Para

uma MB sem revestimento e imersa em um meio em condi¢des de espaco livre a
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equacao que rege seu comportamento é dada pela equacdo de Rayleigh-Plesset

(PARADOSSI, TRUCCO, 2010, cap. 7):

p0+£) = (5 +22) (2" (1= ) - - 0 - up -2, )
onde p € a densidade do meio que envolve a MB, v a viscosidade cinemdtica do meio, ¢
a velocidade da onda de US no meio, g, a tens@o superficial do sistema gas-liquido, k o
expoente politrépico do gas dentro da MB, R, o raio inicial da MB, R o raio em fun¢do
do tempo, R e R representando as derivadas primeira e segunda no tempo do raio, P, a
pressdo ambiente e P, (t) a pressdo actstica aplicada.

Considerando-se R(t) = Ry[1 + x(t)], com |x(t)| « 1, uma aproximagdo de
baseada na linearizacdo da equagdo (1) e tendo-se por base um regime harmonico

resulta, para a descri¢do da oscilacdo relativa da MB, em:
¥twydx + wix = F(t), (2)

sendo:

W = \/pLRg (3KPy + (B — 1) 22) 3)

Ro

s (220
8 = brqa + Opis = (p = R0~ DoRo _ 5rad> + (4_v = 5171'5) “4)

Wy C

Os termos &, 8,44 © Oys representam o coeficiente de amortecimento total
(adimensional), a contribui¢do devido a radiacdo pela MB e a contribuicdo devido a
viscosidade, respectivamente. Adicionalmente, a frequéncia de ressonancia, f,.s, de

oscilagao da MB ¢ dada por:

fros = fo1 = (&) com fy = 22 (5)
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A solugdo de (2) para uma resposta em regime permanente resulta na amplitude

de oscilagdo, |x,|, da MB dada por:

Fo

J(w%—w2)2+(6ww0)2

(6)

|x0] =

Como se pode observar em (6), a amplitude da oscilagdo da MB passa por um
maximo em w = wy.

Uma medida da acdo da MB ao ser incidida pela onda de US pode ser
determinada através da secdo de choque de espalhamento, o, que de acordo com

Church (1995) € representada por (CHURCH, 1995):

g5 % R§w*|xo|?, (7)

ou seja, a poténcia acustica espalhada pela MB varia com a sexta poténcia do raio, com
a quarta poténcia da frequéncia da onda acustica e com o quadrado da amplitude de
oscilagdo da MB. As MBs com tamanhos entre 2 ¢ 10 pum possuem frequéncias de
ressonancia proximas das frequéncias utilizadas na ultrassonografia.

As equacdes (2-7) sao validas quando a MB vibra com uma variagdo méxima de
seu raio sendo muito menor do que o seu raio em condi¢des de repouso e nesse caso, 0
sinal de espalhamento gerado possui a mesma frequéncia da onda de US incidente, em
geral usada na frequéncia de ressonancia da MB. Entretanto, ao se aumentar a
intensidade da onda de US que incide numa MB e em uma frequéncia muito proxima de
sua ressonancia, a mesma passa a vibrar de forma ndo-linear e isso gera sinais de
espalhamento contendo a frequéncia da onda incidente como também harmo6nicos (DE
JONG, CORNET, et al., 1994). Esta é outra caracteristica das MBs, explorada na
obtencdo de contraste nas imagens usando o efeito ndo-linear.

Em geral, os componentes harmonicos dos sinais de espalhamento gerados por
MBs possuem amplitudes maiores do que aquelas dos componentes harmonicos dos

tecidos bioldgicos que sdo gerados por efeitos de propagacao nao-linear da onda de US
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nos tecidos. Desta forma, quando sdo processados apenas os sinais de espalhamento dos
componentes harmonicos gerados pelas MBs resulta um expressivo aumento de
contraste na imagem de US para as regides contendo ACUs, e este modo de geracdo e
imagem é denominado imagem no modo-contraste. A Figura 4 esquematiza a atuagdo
do 2° harmonico para a obten¢do de imagem das MBs baseada no modo-contraste

(COBBOLD, 2007).

l Transdutor

Feixes de US

o —a

v
T Y
(a) (b) (c)

FIGURA 4: Diferentes formas de obtencdo de contrastes em imagens do Modo-B, para uma regido
contendo tecido mole e um vaso sanguineo (marrom). Em (a) a imagem de US € produzida na forma
convencional do modo-B, na frequéncia fundamental e sem o emprego de ACUs, sendo o tecido
visualizado (cinza) e o vaso sanguineo ndo (preto). Em (b), a imagem ¢ produzida ao utilizar a frequéncia
harmonica fundamental e empregando ACUs e se nota que tanto o tecido quanto os vasos sdo
visualizados. Em (c) a imagem é produzida ao utilizar o segundo harmoénico e o emprego de ACUs, onde

se observa que somente a regido (vaso sanguineo) contendo ACUs € visualizada na imagem.

4.4. Microrganismos

Atualmente, os organismos sao divididos em trés dominios, Bacteria, Archaea e
Eukarya, que levam em consideracdo as comparagdes genéticas de sequéncias de
nucleotideos de RNA mensageiro e suas caracteristicas morfoldgicas exclusivas.
Acredita-se que os trés dominios descendem de um ancestral comum dos primérdios da
Terra e por isso guardam informagdes genéticas semelhantes (TORTORA, FUNKE, et
al.,2012). Na Figura 5 apresenta a arvore filogenética dos trés dominios.

Do ponto de vista evolutivo, as Archaeas se assemelham com os outros dois

dominios, ja que os genes responsaveis pelo controle das vias metabdlicas t€ém maior
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relagdo com os dos procariotos, enquanto 0s genes que controlam a expressdo de
proteinas se assemelham com os dos eucariotos (TORTORA, FUNKE, et al., 2012).

Os organismos sdo agrupados em subdivisdes que criam uma hierarquia
taxononima dentro dos dominios de organismos com caracteristicas préximas ou
semelhantes. As subdivdes sdao Reino, Filo, Classe, Ordem, Familia, Gé€nero e Espécie
(TORTORA, FUNKE, et al, 2012). A Tabela 3 apresenta as subdivisdes de

Halobacterium salinarum e Microcystis aeruginosa.
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FIGURA 5: Arvore Filogenética da Vida representando os trés dominios. Bactéria em azul,

Archaea em vermelho e Eukarya em verde.

Tabela 3: Taxinomia da H. salinarium e M. aeruginosa.

Dominio Archaea Bacteria
Reino Euryachaeota Bacteria
Filo Euryachaeota Cyanobacteria
Classe Halobacteria Cyanophyceae
Ordem Halobacteriales Chroococcales
Familia Halobacteriaceae Microcystaceae
Genero Halobacterium Microcystis
Espécie Salinarum aeruginosa

E possivel encontrar microrganismos ou organismos micrométricos nos trés
dominios. Presentes em todos ambientes da biosfera, com papel fundamental no ciclo
biogeoquimico, esses microrganismos representam mais da metade da biomassa global
e estdo adaptados a diversos ambientes (TORTORA, FUNKE, et al., 2012). Virios

microrganismos que vivem em ambientes aquiticos possuem em sua composi¢ao
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aerdtopos (ou vesiculas gasosas) que auxiliam na flutuacdo dos mesmos durante fases
do dia. As GVs sdo mais frequentemente encontradas em bactérias fotossintéticas e em
haloarchaeas, entretanto outras bactérias foram descritas como produtoras de GVs (E.
WALSBY, 1994, LAKSHMANAN, LU, et al., 2017, TORTORA, FUNKE, et al.,
2012).

4.4.1. Halobacterium salinarum (HALO)

As halobactérias, pertencentes ao dominio Archaea, sdo consideradas haldfilas
por sobreviverem em ambientes com estrema concentragdao de cloreto de sédio (>2M).
Sado encontradas, principalmente, em lagos salinos e salinas sendo inicialmente isoladas
de peixes de dgua salgada. Sao anaerdbicas e necessitam, para seu crescimento, de fonte
de carbono (heterotréfica ou autotréfica) e de temperatura ambiente de 39° C. Possuem
didmetros préximos de 0,5 um e comprimento entre 4-10 um. Algumas cepas possuem
flagelos polares e méveis e sua morfologia varia, normalmente, entre cocos e bacilos
(SALLOTO, PINTO, et al., 2012). A Figura 6 apresenta a microscopia eletronica de
células de HALO.

- N

4

— 0,5 um

FIGURA 6: Microscopia eletrdnica de Halobacterium salinarum coradas negativamente com
acetato de uranil. Nesta figura é possivel observar o formato cilindrico da célula e a presenca de flagelos.

Adaptada pela permissdo de John Wiley and Sons and Copyright Clearance Center, Role of flagellins
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from A and B loci flagella formation of Halobacterium salinarum, Valery Y. Tarasov, Michael G.

Pyatibratov, Sen-Lin Tang, et al 2002.

Sua parede celular consiste em uma unica membrana de bicamada lipidica
circundada por proteinas e glicoproteinas que proporcionam maior resisténcia a lise
celular, permeabilidade seletiva e um reforgo estrutural. A parede contém entre 10-12%
de carbono hidratado e apresenta lipidios e proteinas diferentes de outros procariotos,
que auxiliam em sua resisténcia a for¢as idnicas (STOECKENIUS, LOZIER, et al.,
1979, TORTORA, FUNKE, et al., 2012) .

As HALOs possuem em sua membrana a bacteriorodopsina responsédvel pela
absor¢do de energia luminosa e sua conversdo em energia quimica via bomba de
prétons. Em cultura e no ambiente € possivel observar uma coloragdo avermelhada
caracteristica devido a presenca de carotenoides C-50, um pigmento que atua na
protecdo contra processos foto-oxidativos (JOO, KIM, 2005).

Além disso, produzem vesiculas de gas que atuam na flutuabilidade da célula em
ambientes aqudticos, em resposta a fatores ambientais extremos, o que permite a
otimizagdo na absorcdo de luz. Quando as células encontram-se nas condi¢des ideais, a
producdo e o crescimento da GVs aumentam isso permite que haja vesiculas de
diferentes diametros e comprimentos (E. WALSBY, 1994, STOECKENIUS, LOZIER,
et al., 1979). Do contrério, granulos densos de carboidratos sao produzidos, ha a parada
da producdo de GVs e a destruicdo das GVs anteriormente produzidas (MOORE,
CHURNSIDE, et al., 2019).

4.4.2. Microcystis aeroginosa (MYC)

Microcystis aeroginosa (MYC) € uma cianobactéria pertencentes ao dominio
Bacteria (Tabela 3). Cianobactérias sdo microrganismos procariotos fotossintetizantes
que necessitam para seu crescimento de fonte de luz, carbono, nitrogénio e fésforo
(AZEVEDO, 1998), podendo apresentar formas unicelulares ou filamentosas
dependendo da espécie. A Figura 7 apresenta célula unicelulares de Microcystis
aeruginosa.

As cianobactérias sdo consideradas bactérias pela auséncia de nucleos
verdadeiros, formas sexuadas, mitocOndria, complexo de Golgi e reticulo
endoplasmadtico, entretanto possuem clorofila a e pigmentos hidrossoliveis como as
algas (eucariotos) (E. WALSBY, 1994). As clorofilas sdo responsaveis pela conversao
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de luz solar em energia (E. WALSBY, 1994). As cianobactérias que vivem em habitats
com alta irradiac@o solar possuem pigmentos que as protegem das radiagdes solares e da
oxidac¢do, sendo a proteina ficocianina o mais comum pigmento da MYC. Essa proteina
¢ também €, junto com a clorofila a, pela coloracio esverdeada da MYC (Y. TABANE;

H. YAMAGUCHLI, 2018; P. ROBERTSON et al., 1999).

FIGURA 7: Células de Microcystis aeruginosa. Na figura é possivel observar células

unicelulares e cocoides. Imagem retirada de: http://www.nies.go.jp/biology/mcc/home.htm

Sdo amplamente distribuidas pelo globo terrestre com diferentes estratégias de
adaptacdo, capazes de sobreviver em ambientes desérticos, com baixa concentragcdo de
oxigénio, altas e baixas temperaturas, entre outras condicoes (WHITTON, POTTS,
2000). Algumas linhagens desses microrganismos sdo produtores de metabdlitos
secunddrios (cianotoxinas) que quando ingeridos podem ocasionar alteragdes em 6rgaos
e tecidos (FERRAO-FILHO, KOZLOWSKY-SUZUKI, 2011, LEFLAIVE, TEN-
HAGE, 2007).

As MYC sdo exclusivamente planctonicas e assim como outras cianobactérias
sdo encontradas em &4gua salobra e doce podendo formar grandes coldnias. Sdo
unicelulares e cocoides, com diametro entre 1 ¢ 9 um. As MYC sdo produtoras de
vesiculas de gds que as permitem realizar o movimento vertical no corpo d’dgua em
funcdo da presenca ou auséncia de luz e nutrientes (CHORUS, BARTRAM, 1999,
TORTORA, FUNKE, et al., 2012, VISSER, PASSARGE, et al., 1997).
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4.5. Vesiculas de gas

Os aerdtopos ou GVs, sdo organelas fusiformes (0,045-0,2 um) ou cilindricas
(0,1-2 um) ocas, compostas por um envoltério de proteinas e com seu interior composto
de ar (JONES, JOST, 1971, PFEIFER, 2012). A estrutura proteica de uma GV ¢
composta, quase exclusivamente, de pequenas proteinas hidrofébicas na regiao interna e
na regido externa podem ser compostas por sequéncias de aminodcidos responsaveis
pela sua estabilizacdo (Figura 2) (ENGLERT, PFEIFER, 1993, WALSBY, HAYES,
1988).

Essas proteinas foram descritas como GvpA e GvpC, respectivamente. A GvpA
se organiza em forma de anéis, dando forma cilindrica com extremidades cOnicas, e a
GvpC adere ao exterior dos anéis estabilizando a estrutura (E. WALSBY, 1994,
ENGLERT, PFEIFER, 1993). Foram descritos entre 8 e 14 genes que codificam as
proteinas Gvp em diferentes organismos (PFEIFER, 2012).

Foi visto que as GVs sdo permedveis, por meio da difusdo, a diferentes gases
como oxigénio, nitrogénio, hidrogénio, mondxido de carbono, diéxido de carbono,
metano e perfluorociclobutano. Entretanto, ndo € conhecida a razdo de tdo alta
permeabilidade a estes gases (E. WALSBY, 1994, PFEIFER, 2012, WALSBY, 1982).

Devido a sua composicdo e maior rigidez, quando comparadas a membranas
lipidicas, as GVs ndo modificam seu volume de acordo com a pressdo do gés contido
em seu interior. Assim, quando a diferenca de pressdo interna e externa ultrapassa o
limite critico a GV colapsa irreversivelmente. (E. WALSBY, 1994, PFEIFER, 2012).

A principal funcdo das vesiculas é garantir a flutuabilidade das células, ou seja,
sdo dependentes da densidade, calculada como a razdo entre a massa total e o volume
total da vesicula. Para garantir uma baixa densidade, € preciso que as GVs tenham uma
baixa razdo entre esses elementos. Como o didmetro das vesiculas sdo limitados devido
a rigidez, a célula criou dois mecanismos para aumentar sua flutuabilidade. O primeiro
foi o de aumentar o comprimento da vesicula e o segundo foi o de aumentar o nimero
de GV produzidas (E. WALSBY, 1994). Quando isoladas, as GVs possuem uma
coloragcdo esbranquicada, devido ao espalhamento da luz provocado, principalmente,
pela refracdo do gds em seu interior. Entretanto, a coloracido dentro da célula pode ser
diferente devido a presenca de liquidos entre os aglomerados de GVs.

Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, as GVs apresentam um grande

potencial biotecnolégico na ultrassonografia. Ja foi descrito que as imagens de regides

24



contendo GVs possuem um robusto contraste, para frequéncias entre 4,8 ¢ 17 MHz, e
quando se utiliza o modo contraste (deteccao de harmonicos).Quando nas GVs incidem
ondas de US com pressdo actistica maior, as mesmas correm o risco de colapsarem
(CHERIN, MELIS, et al., 2017, SHAPIRO, GOODWILL, et al., 2014). As GVs
possuem um grande potencial biotecnolégico que deve ser mais explorado nos proximos
anos, principalmente com o auxilio da bioengenharia. Desta forma, uma possibilidade
seria a de relacionar genes gvp, de diferentes espécies, a fim de criar uma vesicula com
maior resisténcia a pressoes acusticas e maior capaz de gerar um sinal de espalhamento
com maior amplitude, para com isso proporcionar mais contraste na imagem

(BOURDEAU, LEE-GOSSELIN, et al., 2018).
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5. Materiais e Métodos

5.1. Microrganismo utilizado para isolamento de GVs

Foram utilizadas neste trabalho GVs de Microcystis aeruginosa MC-22 e de
Halobacterium salinarium NRC-1. A linhagem de MYC foi cedida pelo Laboratério de
Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias (LETC), do Instituto de Biofisica Carlos

Chagas Filho, da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

5.2. Meio de cultura e cultivo dos microrganismos

5.2.1. Halobacterium salinarum NRC-1

O meio de cultura para HALO-NRC1 consiste na adicdo em vidrarias
esterelizadas de 4.278M de NaCl, 81mM de MgS0O,4.7H,0O, 10mM de Trisodium Citrato
Desisdratado, 27mM de KCl, 5g/L de Caseina Hidrolisada, 3g/L. de Extrato de Levedura
em 1L de 4gua destilada, sendo eles mantidos em pH de 7.2. Apds a adicdo deve-se
autoclovar o meio a 121°C a 18 psi por 30 min para sua utilizacdo. A HALO-NRCI1 foi
cultivada em agitacdo constante (100 rpm) na temperatura de 42°C em uma mesa

agitadora com incubadora (LAKSHMANAN, LU, et al., 2017).

5.2.2. Microcystis aeruginosa MC-22

A MYC-22 foi cultivada no LETC, em um recipeinte de vidro de 2 litros
contendo meio ASM-1 em pH 8,0 (GORHAM, MCLACHLAN, et al., 1964). Essa
cultura ficou em uma sala com temperatura e luminosidade controladas (24°C;
fotoperiodo de 12h, 100 umoles fétons (m™s ) por 7 dias, sob aeracdo constante, até o
crecimento da cultura. Em seguida, o frasco de 21 ficou recoberto sob privagdo de luz,
com auxilio de papel aluminio e sem aeracdo, por 7 dias, para a mimetizacdo de um
ambiente favoravel a producdo de GVs. A Figura 8 apresenta as etapas do cultivo de

MYC-22.
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5.3. Producao e purificacao de GVs:

5.3.1. Halobacterium salinarum NRC-1

Ap6s o crescimento das linhagens, elas devem passar (cuidadosamente) por um
funil de separacdo, previamente esterelizado, por aproximadamente 1 semana, até o
aparecimento de um anel na superficie do funil. Em seguida, abre-se a torneira do funil
de separagdo para permitir a saida do meio e a manutencdo das células que flutuantes. A
coluna contendo as células flutuantes é de 10 a 20 ml (LAKSHMANAN, LU, et al.,
2017).

Na parede do funil costumam ficar bactérias presas, que podem ser liberadas
usando-se um tampao de lise TCM (pH 7.5, 10 mM de (hidroximetil)aminometano -
Tris-HCI, 2.5 mM MgCl,, filtrado em filtro 0,22 pm) para lavar a parede do funil
(lembrando que quanto mais solu¢do tampao for utilizada na lavagem, mais amostras
serdo produzidas para a proxima etapa (LAKSHMANAN, LU, et al., 2017).

Em seguida € realizado o isolamento das GVs, com a adi¢ao de 1,6 ml do cultivo
com a solucdo tampao de lise TMC em tubos de 2 ml, por meio de uma centrifugagdo a
300 g por 4 h em uma temperatura de 4-8° C. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante,
formado por uma mistura de células ndo lisadas e GVs, € retirado, com auxilio de uma
pipeta, e adicionado a em um novo tubo de 2 ml onde se acrescenta PBS até o volume
de 1,6 ml. Esse procedimento deve ser repetido até o desaparecimento de células rosa e
o aparecimento de uma solucdo branca (correspondente as GVs) (LAKSHMANAN,
LU, et al., 2017). Em seguida, usando PBS, a solu¢do de GVs serd ressuspendida e
entdo armazenada em novos tubos, com cuidado para evitar o colapso das GVs, na

temperatura de 4 °C (LAKSHMANAN, LU, et al., 2017).

5.3.2. Microcystis aeruginosa MC-22

Apés o crescimento das linhagens (Figura 8-a), elas foram transferidas
(cuidadosamente) para um funil de separagdo, previamente esterelizado e recoberto com
papel aluminio, por aproximadamente 24h quando surge o aparecimento de duas
camadas, uma de células flutuantes e outra do meio, no funil (Figura 8-b). Em seguida,
abre-se a torneira do funil de separacdo permitindo a saida do meio e mantendo as

células que flutuantes (LAKSHMANAN, LU, et al., 2017).
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(a) (b)

FIGURA 8: Etapas do cultivo e purifigacdo de MYC-22. Em (a) o cultivo de MYC-22 com e

sem privacao de luz em frasco de vidro de 2 L e em (b) o cultivo de MYC-22 em funil de vidro de 250
mL. E possivel notar a flutuacdo das células (em verde) e sua separacdo de parte do meio de cultivo

(transparente).

Ap6s a separacdo, o cultivo € coletato em tubos de 50 mL sendo avolumados até
40mL, para em seguida ser adicionado a uma solu¢do de lise celular composta por
lisozima na concentracdo de 4 mg.ml!, 0,05 M de (hidroximetil)aminometano corrigido
para o pH 8 com 4cido cloridrico (Tris-HCL) e 0,1 M de 4cido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA), para entdo serem encubados em estufa bacterioldgica a 37° C por 12h
(GRIFFITHS, WALSBY, et al., 1992).

ApOs a incubagdo, a amostra € centrigugada a 300 g por 8 h em uma temperatura
de 4-8° C nos proprios tubos de 50 mL e finda esta etapa de centrifugacdo, o
sobrenadante, uma mistura de células ndo lisadas e GVs, deve ser retirado com auxilio
de uma pipeta e adicionado a um novo tubo de 50 mL que passa por uma nova
centrifugacdo (300 g por 4 h em uma temperatura de 4-8° C ). Esse procedimento deve
ser repetido até o desaparecimento de células e o aparecimento de uma solucdo branca,
correspondente as GVs (GRIFFITHS, WALSBY, er al., 1992, WALSBY, HAYES,
1988).

Em seguida, usando PBS, a solu¢do de GVs € ressuspendida e entdo armazenada
em novos frascos, os quais devem ficar armazenados em uma geladeira para evitar o

colapso das GVs (LAKSHMANAN, LU, et al., 2017).
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5.4. Obtencao de imagens pelo ultrassom e medicao da

densidade optica (OD):

O produto final obtido pela centrifugacdo dos microrganismos, contendo as
GVs, foi testado no equipamento de ultrassom operando em modo-B (Vevo 2100,
VisualSonics, Toronto, Canadd) com transdutor de 40 MHz (MS-550D, VisualSonics,
Toranto, Canad4). Para isso, a amostra foi inserida em um reservatério cilindrico com
1,5 cm de altura e 3,5 cm de diametro, para posteiror contato com o transdutor. Também
foi realizado um teste para o controle negativo com dgua ultrapura. A Figura 9 apresenta
o equipamento de ultrassom, junto com o transdutor, e o reservatério cilindrico citado.

Para a medicdo da OD foi utilizado o espectrofotometro UVmini 1240 da
SHIMADZU (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) operenado no comprimento de

onda (A) de 500 nm. O padrao utilizado como absorbancia zero foi a 4gua ultrapura.

FIGURA 9: Sistema de aquisicdo de imagens do US. Em (a) o sistema completo com o
ultrassom operando em modo-B (Vevo 2100, VisualSonics, Toronto, Canadd) e a amostra de GVs dentro
de um reservatorio cilindrico.Em (b) o transdutor (seta amarela) em contato com a amostra de GVs dentro
de um reservatorio cilindrico (seta vermelha). Em (¢) um zoom de (b) com o trasndutor (seta amarela) em

contato com a amostra de GVs dentro do reservatdrio cilindrido (seta vermelha).

5.5. Identificacio da morfologia, diametro e comprimento

das GVs através de MET:

A primeira etapa consistiu em diluir em dgua ultrapura as GVs isoladas para uma
OD de 0,5 no comprimento de onda de 500 nm. Em seguida preparou-se uma solugao

de 2,5% de acetato de uranila com a eliminacdo, prévia, de qualquer preciptacdo dela
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com o auxilio de uma centrifuga de bancada (aproximadamente 14.000 g em
temperatura ambiente por 5 min).

Logo ap6s foram preparadas as grades de 300 mesh forradas com Formvar do
MET (15 mA de corrente a 1 min) e colocadas 10 pl da solucao de GVs (OD 0,5; A=
500 nm) no lado do carbono da grade de 300 mesh. Apés 30 segundos adicionou-se 10
pl de acetato de uranila a 2,5 % a solu¢do de GVs na grade e aguardou-se 30 segundos.
Com auxilio de papel filtro, a solucao foi suavemente secada na borda da grade. Por fim

utilizou-se o MET (FEI Tecnai™ Spirit) para obter as imagens.
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6. Resultados

6.1. Obtencao de GVs de MYC-22

A Figura 10 exibe trés tubos de 50 ml em diferentes etapas do isolamento de GV's
da MYC-22. Em (a) é visto o tubo de 50 ml contendo o cultivo apds a separacdo no
funil de separacdo e antes da adi¢do dos reagentes para a lise da membrana celular. Em
(b) apresenta-se a amostra separada apds a adi¢do da solucdo de lise celular e 12h na
estufa a 42 °C. Nesta etapa € possivel observar reducdo de células na coluna do tubo de
50 ml e a sedimentacdo da maior parcela destas células, assim como a mudanca da
coloragdo esverdeada para azulada, confirmando a acdo do reagente sob a amostra. Em
(c) estd a mesma amostra apds a centrifugacdo a 300 g por 8h na temperatura de 4 °C.
Nesta etapa nota-se o acimulo dos residuos celulares no fundo do tubo e a permanéncia
da coloracdo observada em (b). Em (d) ha uma amostra isolada de MYC-22 apds trés
centrifugacdes a 300g por 8h a 4° C, onde se nota a manutencdo da coloragdo azulada e
a auséncia da coloragdo branca. Essa amostra encontra-se na OD de 0,6 (A=500 nm).
Por fim, em (e) tem-se a amostra isolada de HALO-NRC1 presente no estoque do LUS
na OD de 1500 (A=500 nm). Nota-se a colora¢do branca distinta da observada na
amostra de MYC-22.

FIGURA 10: Etapas do isolamento de GVs de MYC-22. Em (a) o tubo de 50 ml contendo MYC-
22 antes da adi¢d@o dos reagentes para lise celular, mantendo as caracteristicas do cultivo. Em (b) a mesma
amostra ap6és a adicdio dos reagentes e incubacdo na estufa no periodo de 12h a 42° C, onde € visto a
mudanga de coloracio da amostra e o aparecimento de células no fundo do tubo. E em (c) a amostra apés
a centrifugacdo a 300g por 8h a 4°-8° C. Nota-se a manutencdo da coloracio azulada de (b) para (c). Em
(d) e (e), respectivamente, a amostra de MYC-22 de (c) apds a concentragdo em tubo de 2 ml na OD de

0,6 (A=500 nm) e a amostra de HALO-NRC1 do estoque do LUS, OD de 1500 (A=500 nm).
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6.2. Obtencao de imagens de US das GVs imersas em meio

liquido

A Figura 11 exibe a imagem de US no modo-B das amostras isoladas de MYC-
22 (OD 0,6) e HALO-NRCI1 (OD 1500), respectivamente em (a) e (b). E em (c) estd a
imagem do controle negativo, onde o meio contém apenas dgua ultrapura. Nas trés
imagens, a regido delimitada pelo retangulo vermelho representa a coluna da solucao
contendo as amostras de GVs isoladas e a regido na parte inferior da imagem e ndo
delimitada pelo retangulo vermelho representa os ecos do sinal provenientes da parede
de fundo do recipiente contendo a solucdo de GVs. Na Figura 11 (a) nota-se a presenca
de estruturas que ao serem incididas pelo ultrassom emitem sinais de
retroespalhamento, entretanto em uma baixa concentragdo. Na Figura 11 (b) observa-se
o sinal de estruturas em maior concentragdo quando comparado com (a), enquanto na

Figura 10 (c), € visto a auséncia de sinal.

(b)

FIGURA 11: Imagens congeladas de US no modo-B de um meio contendo imersas as amostras
isoladas de MYC-22 (a) e HALO-NRCI1 (b). E em (c) o controle negativo contando dgua ultrapura. Nas
trés imagens o retdngulo vermelho delimita a regiio onde se encontra a amostra. Apds o retangulo
vermelho, na parte inferior da figura, encontra-se o sinal de eco da parede de fundo do recipiente
contendo a solugdo com as GVs. A OD das amostras de MYC-22 e HALO-NRCI1 sdo respectivamente
0,6 e 1500 (ambas medidas no A=500 nm).
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6.3. Identificacio da morfologia e o didmetro das GVs

através da MET:

Na Figura 12 encontram-se as imagens de MET das amostras isoladas de MYC-
22 em (a) e (b) e de HALO-NRCI1 em (c) e (d). Em (a), estd a imagem de uma tnica GV
com o formato elipsoide. Em (b), estd a imagem da amostra isolada de MYC-22, em um
aumento diferente do microscopio, evidenciando a presenca de um conjunto de GVs
(setas vermelhas) e a presenca de outros componentes celulares (setas amarelas). A
média da dimensdo das GVs de MYC-22 revelou um didametro de 0,171 (SD = 0,032)
um e um comprimento de 0,201 (SD = 0,031) um. Observa-se também a semelhanga na
forma e dimensdes das GVs. Em (c) e (d) estd a imagem de GVs de HALO-NRCI1 com
formato fusiforme-cilindrica e diferentes. A média da dimensdao das GVs de HALO-
NRCI1 revelou um didmetro de 0,241 (SD = 0,041) um e um comprimento de 0,376 (SD
=0,091) um. Para a medicao das dimensdes e cdlculo da média e desvio padrdao foram

utilizadas quinze amostras (n=15).

FIGURA 12: Imagens de MET das amostras isoladas de MYC-22 (a - b) e de HALO-NRCI1 (c -
d). Em (a) uma GV de MYC-22 e em (b), o material isolado de MYC-22 evidenciando as GVs (setas
vermelhas) e a presenga de outros componentes celulares na amostra (setas amarelas). Observam-se as
GVs com um didmetro médio de 0,171 (SD = 0,032) um e um comprimento médio de 0,201 (SD = 0,031)
um. Em (c) e (d) hd a GVs fusiforme-cilindrica de HALO-NRCI1, em diferentes dimensdes com didmetro
médio de 0,241 (SD = 0,041) pm e comprimento médio de 0,376 (SD = 0,091) um. n=15 para ambos

microrganismos.
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7. Discussao

Com relag@o ao que se conseguiu nesta Dissertacdo relativo ao isolamento das
GVs provenientes da MYC-22, as informagdes contidas na Figura 10 indicam que a
centrifugacdo na velocidade de 300g por 8h nao foi suficiente para o isolamento das
GVs como também provocou a sedimentacdo parcial dos componentes celulares. A
manutencdo da coloragdo azulada apds a centrifugacdo (Figura 10c) pode estar
relacionada com a presenca da proteina ficocianina nas células de MYCs. Além de
participar da prote¢do da microrganismos contra raios solares e de processos oxidativos,
essa proteina é também responsavel pela coloracdo esverdeada vista em cianobactérias
(Y. TANABE; H. YAMAGUCH]I, 2018; P. ROBERTSON et al., 1999). Desta forma,
acredita-se que a ficocianina seja o principal responsavel pela coloracdo azulada e a
manutencao da coloracdo, apds a incubag¢do com os regentes de lise (Figura 10b) e apds
a centrifugacdo (Figura 10c), indica que nas condi¢des em que foi submetida, esta
proteina é capaz de suportar a acdo dos reagentes quimicos. Entretanto, nenhum teste
fisico-quimico foi realizado para a confirmagdo desta hipétese. Outra informacgao
contida na Figura 10 refere-se ao fato de que a centrifugacdo, nas condicdes
programadas, ndo foi suficiente para o isolamento das GVs e a sedimentagdo de outros
componentes celulares, como a ficocianina, sendo que as GVs suportam uma pressao,
que varia com as condi¢des que encontram e o tipo de microrganismos que as
produziram, entre 40 e 700 kPa (E. WALSBY, 1994). Ocorre que o aumento da
velocidade da centrifugacdo pode romper as estruturas das GVs devido ao aumento da
pressdo hidrostitica exercida sob a amostra (E. WALSBY, 1994, SHAPIRO,
GOODWILL, et al., 2014). Em trabalhos utilizando GVs de ANA, o protocolo de
isolamento envolve a centrifugacdo pelo periodo de 24h (LAKSHMANAN, LU, et al.,
2017, SHAPIRO, GOODWILL, et al., 2014) e desta forma, o aumento da duracdo da
centrifugacdo no protocolo de isolamento pode aumentar a eficiéncia da separacdo dos
componentes celulares com pesos moleculares préximos em diferentes camadas,
auxiliando no isolamento das GVs.

A variacdo da velocidade de centrifugacdo pode auxiliar na separacdo dos
componentes celulares e reducdo da coloragdo azulada observada na Figura 10 (b, c e
d), entretanto, ndo explica a auséncia de uma camada branca na superficie das amostras
(Figura 10c e d), formada nessa regiao pelos microrganismos devido a alta produgdo de

GVs, observada quando hd um actimulo de vesiculas na superficie de amostras isoladas
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de HALO-NRC1 e ANA (LAKSHMANAN et al., 2017). Ambos 0s microrganismos
tendem a formar essa regido devido a alta produ¢do de GVs (LAKSHMANAN, LU, et
al., 2017). Como na Figura 8 fica evidente a presenca de GVs no interior das células de
MYC-22, devido a flutuabilidade apresentada, entdo a auséncia da regido branca na
superficie do meio das amostras nas Figuras 10b e c pode esta relacionada com a
metodologia de isolamento, especificamente com os reagentes utilizados para a lise
celular. De acordo com relatos da literatura, foram utilizadas para a lise duas solucdes
que atuam como tampdes (Tris-HCl e EDTA) e uma enzima (lisozima) que atua
diretamente na quebra da parede e membrana celular (GORBENKO, IOFFE, et al.,
2007, MEHTA, EVITT, et al., 2015). Todavia, a lisozima também € capaz de interagir
com proteinas (GORBENKO, IOFFE, et al., 2007) e pode provocar a destruicdo da
GVs, reduzindo a concentragdo de GVs isoladas. Outra possibilidade € a resisténcia da
linhagem MYC-22 quanto a acdo da lisozima, uma vez que o cultivo desse material
apresenta mucilagem. A mucilagem € uma camada polissacaridica que cianobactérias
coloniais produzem para sua protecdo contra estresse celular e condi¢des adversas do
meio em que se encontram (WANG, W. et al., 2015). Desta forma, a mucilagem cria
uma barreira que impede a acdo efetiva da enzima sobre a membrana plasmatica da
MYC-22, impedindo a sua lise celular e extravasamento de GVs. E possivel que nesta
etapa seja necessario modificar a concentracdo da enzima, o que tende a permitir maior
acdo sobre a membrana plasmatica das MYC-22 ou entdo modificar a metodologia para
a lise celular.

Ja com relacdo a obtengdo de sinais de eco de US das GVs, a Figura 11 confirma
que nas amostras isoladas hd estruturas que podem atuar como ACUs. Sabendo que as
GVs sdo compostas por proteinas e preenchidas por ar atmosférico e que essa estrutura
se assemelha as MBs proteicas (E. WALSBY, 1994, PFEIFER, 2012, WALSBY,
HAYES, 1988), acredita-se que o sinal obtido nas amostras de MYC-22 e HALO-
NRC1, na Figura 10, seja oriundo das GVs.

As amostras de isoladas de HALO-NRC1 e MYC-22 apresentaram
concentracdes diferentes de GVs apds o processo de isolamento (Figura 10d-e) o que
resultou na diferenca nas imagens de ultrassom observadas entre as amostras da Figura
11a e b. Enquanto a MYC-22 apresenta OD 0,6 (A=500 nm), a HALO-NRC1 apresenta
OD 1500 (A=500 nm) (Figura 10d-e). Esse resultado vai ao encontro da auséncia da
camada superficial branca observada na Figura 10. Essa grande diferenca na

concentracdo indica que o protocolo de isolamento de GVs, a partir de HALO-NRC1
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(LAKSHMANAN, LU, et al., 2017), € mais eficiente do que o protocolo de isolamento
das GVs a partir de MYC-22 (GRIFFITHS, WALSBY, et al., 1992).

Como dito anteriormente, a acdo da lisozima pode ndo ter ficado restrita aos
envoltdrios celulares e com isso pode ter provocado a destruicdo das GVs ou entdo, a
enzima pode ter ficado restrita 2 mucilagem criada pelas colonias de MYC-22, o que
explicaria a auséncia da camada branca na superficie do material centrifugado e a baixa
concentracdo de sinais de US retroespalhados pela amostra de MYC-22.

A imagem de MET confirma a presenca de GVs no material isolado de ambos os
microrganismos e a diferenca nas dimensdes das GVs de diferentes espécies. Os
formatos elipsoide, da GVs de MYC-22 (E. WALSBY, 1994), e fusiforme, das GVs de
HALO-NRC1 (PFEIFER, 2012, SHAPIRO, GOODWILL, et al., 2014), estao de acordo
com o que € visto na literatura. O didmetro e comprimento das GVs também se
encontram na faixa esperada para os microrganismos, apesar de nao terem atingido o
maximo das suas dimensodes fisicas (LEHMANN, JOST, 1971).

As maiores dimensdes das GVs de HALO-NRC1 em comparagcdo as GVs de
MYC-22, observadas na Figura 12, podem alterar o sinal retroespalhado pelas GVs.
Como dito anteriormente o retroespalhamento provocado pelas GVs segue os mesmos
principios fisicos das MBs, quando realizada aproximacdes nas equacdes 5 e 7 (DE
JONG, CORNET, et al., 1994, DE JONG, TEN CATE, et al., 1991, FERRARA,
POLLARD, et al., 2007). Assim, GVs com menor didmetro e comprimento possuem
menor secao de choque de retroespalhamento e por consequéncia menor sinal detectdvel
pelo US.

Na microscopia foi ainda observada a presenca de outros componentes celulares,
além das GVs (Figura 12b). A presencga destes componentes ficou mais evidente na
amostra de MYC-22, o que vai ao encontro com os achados das Figuras 10 e Figura 11,
confirmando que a metodologia de extracdo e isolamento ndo foi eficiente para a
obtencdo de amostras puras. Por sua vez, as amostras de HALO-NRCI1 apresentaram
baixa concentracio de outros componentes celulares na MET, alta concentracao de sinal
no ultrassom (Figura 11b) e a coloragdo branca uniforme no material isolado (Figura
10e) confirmando que a metodologia de extracdo e isolamento foi mais eficiente. E
possivel que os outros componentes celulares dos microrganismos tenham participado
na produc¢do do sinal observado na Figura 11, entretanto em uma escala menor devido

as aproximacoes das propriedades fisicas de GVs com MBs e NBs
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Numa investigacao realizada em 2014, Shapiro e colaboradores ndo encontraram
nenhum efeito citotoxico pela administragcdo de GVs de HALO-NRCI1 em figado de
murinos (SHAPIRO, GOODWILL, et al., 2014). Porém, devido a presenca de outros
componentes celulares em amostras de MYC-22 e HALO-NRCI1 entdo os possiveis
efeitos toxicoldgicos agudos e cronicos devem ser melhor estudados para a futura
utilizacdo de GVs como ACUs. Principalmente para os componentes celulares de
cianobactérias, uma vez que algumas linhagens sdo produtoras de cianotoxinas
(CHORUS, BARTRAM, 1999).

Nao ha relatos de estudos com a utilizacdo de MYC para futura aplicagdo como
ACUs, mas € possivel confirmar que esses microrganismos possuem uma boa producdo
de GVs (Figura 10) e que as mesmas possuem considerdvel ecogenicidade (Figura 11).
Em contrapartida, o sinal eco de US obtido neste trabalho para a HALO-NRCI vai de
acordo com os relatos da literatura (BOURDEAU, LEE-GOSSELIN, et al., 2018,
SHAPIRO, GOODWILL, et al., 2014) e confirma o grande potencial biotecnoldgico em
relacdo as GVs, apesar de necessaria andlise toxicolégica dos componentes celulares do

material isolado.

37



8. Conclusao

Conclui-se que as amostras de GVs de Halobacterium salinarum-NRC1 tem
maior potencial de atuar como ACU quando comparadas as amostras obtidas de
Microcystis aeruginosa-MC22. Ha pouca informagdo na literatura a respeito do
isolamento de GVs de MYC-22 (GRIFFITHS, WALSBY, et al., 1992) e nao foram
encontrados relatos sobre seu uso como ACU na literatura. Entretanto, novos testes
devem ser realizados para esclarecer a interacdo de GVs com a enzima lisozima e a
utilizacdo de novos reagentes para a lise celular de MYC-22 e a definicao de protocolo
para a obtencdo de maiores concentragdes das GVs e com menor obtencdo de
componentes celulares.

A partir dos resultados obtidos conclui-se que as GVs de MYC-22 e de HALO-
NRC1 sido capazes de produzir sinal retroespalhado de US e, portanto, de atuarem como
ACUs. Por fim, hd a importancia da realizacdo de mais testes toxicoldgicos da amostra

isolada de GVs, devido a presenca de componentes celulares.
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