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Resumo

O bacterioplancton é um dos componentes da cadeia trofica em ecossistemas
aquaticos, sendo regulado por fatores como disponibilidade de nutrientes,
temperatura, predacao e infecgéo viral. A morte de bactérias é caracterizada como o
processo de perda funcional e morfologica da célula e tem funcdo de controlar a
abundancia e produgao bacteriana, com significado importante na ciclagem de
carbono e nutrientes nos ecossistemas aquaticos. No entanto, o processo de morte
celular em bactérias aquaticas é desconhecido. Ainda ndo se sabe se a morte celular
programada (MPC), processo regulado e bem conhecido em organismos eucariotos,
ocorre em bactérias aquaticas. Este trabalho teve por objetivo investigar a ocorréncia
de MCP em bactérias aquéticas utilizando dois modelos de ecossistemas: lago Batata
e lago dos Manacas. O lago Batata € um ecossistema amazoénico de inundacéo e
encontra-se divido em duas areas: impactada e natural. O lago dos Manacas é um
ecossistema artificial localizado em Minas Gerais. Trés grupos de bactérias,
provenientes do lago dos Manacés, lago Batata — area natural e lago Batata — area
impactada foram estudados. As amostras de agua foram coletadas na sub-superficie
dos lagos e processadas para andlises da viabilidade celular por microscopia de
fluorescéncia e da fragmentacdo de DNA por citometria de fluxo. Em paralelo,
amostras do lago Batata — area impactada foram processadas para microscopia
eletronica de transmissédo (MET) para caracterizar a diversidade ultraestrutural da
comunidade bacteriana e investigar a ocorréncia de alteragdes celulares bacterianas.
Os resultados da viabilidade celular utilizando marcadores especificos para
integridade de membrana (LIVE/DEAD BacLight) mostraram diretamente a presenca
de bactérias vivas/vidveis e mortas/invidveis . O lago Batata apresentou maior
propor¢cdo de morte celular bacteriana (36,20%) em comparagcdo com o lago dos
Manacés (19,66%). As andlises de fragmentacdo de DNA (ensaio TUNEL) mostraram
gue a MCP constitui um fenbmeno presente nos ecossistemas aquaticos estudados,
com maior ocorréncia na area impactada do lago Batata. A MET revelou a presenca
de bactérias aquaticas com grande diversidade ultraestrutural, representada por
diferencas morfoldgicas quanto ao envoltorio celular, capsula, mesossomos, vesiculas
membranosas, particulas aderidas e tilacéides. Além disso, 34,28% das bactérias
apresentavam virus no citoplasma. A diversidade ultraestrutural pode representar a
ampla diversidade metabolica e adaptativa bacteriana, enquanto a presenca de virus
parece relacionada com a morte bacteriana. As analises de integridade ultraestrutural
mostraram que (i) a maior propor¢cdo de bactérias encontrava-se com alteracdes
ultraestruturais indicativas de processo de morte, (ii) a frequéncia de ocorréncia de
capsula foi menor nas bactérias vazias, (iii) bactérias com alteragbes apresentaram
maior frequéncia de particulas aderidas, e (v) o numero médio de fagos por secc¢ao foi
significativamente maior nas bactérias alteradas em comparagcdo com as bactérias
intactas. A MET mostrou a ocorréncia de alteracdes ultraestruturais tipicas de MCP,
como retracdo e condensagédo citoplasmaticas. Em conjunto, nossos dados ressaltam
morte bacteriana como um evento importante atuando na regulagdo da comunidade
bacteriana e demonstra, pela primeira vez, a ocorréncia de MCP em bactérias
aquaticas. A MCP pode ter significado funcional como um dos mecanismos
desenvolvidos para sobrevivéncia da comunidade bacteriana.

Palavras-chave: Bactérias aquaticas. Ecossistemas aquaticos tropicais. Morte celular
programada. Fragmentacdo de DNA. Microscopia eletrOnica. Ultraestrutura
bacteriana. Apoptose.



Abstract

The bacterioplankton is an important component of the food web structure in aquatic
ecosystems and it is regulated by many factors such as nutrient supply, temperature,
predation and virus infection. Bacterial death is characterized by functional and
morphological loss of the bacterial cell with roles in the control process of abundance
and bacterial production of aquatic ecosystems and functional meaning in the carbon
and nutrient cycles. However, the cell death process in aquatic bacteria remains to be
defined. Programmed cell death (PCD) is a regulated process largely known in
eukaryotic organisms. There are not studies dealing with PCD occurrence in aquatic
bacteria. This study aimed to investigate the occurrence of PCD in free-living aquatic
bacteria in two models of aquatic ecosystems: Batata lake and Manacas lake. Batata
Lake is located on floodplain Trombetas river in northern of Brazilian Amazon. This
ecosystem has been impacted for bauxite tailings over teen years and it is presently
divided in impacted and natural stations. Manacas Lake is an artificial system located
in Minas Gerais. Three groups of bacteria from Manacéas Lake, Batata lake — impacted
area - and Batata lake — natural area -were studied. Water samples were collected
from the subsurface of these lakes and processed for analyses of bacterial viability by
fluorescence microscopy and DNA fragmentation by flow citometry. In parallel,
samples from Batata lake — impacted area - were processed for transmission electron
microscopy (TEM) for characterization of the bacterial community ultrastructural
diversity and investigation of  bacteria alterations. Our cell viability results using
specific markers for membrane integrity (LIVE/DEAD BacLight) showed directly the
presence of live/viable and dead/ not viable bacteria. Batata lake presented a higher
proportion of bacterial death (36,20%) compared to Manacas lake (19,66%). DNA
fragmentation analyses (TUNEL assay) showed that PCD is a phenomenon occurring
in all aquatic ecosystems investigated, with higher frequency in the Batata lake-
impacted area compared to the other ecosystems. Our TEM analyses revealed a great
bacterial ultrastructural diversity represented by morphological differences in the
cellular envelope, capsule, mesosomes, membrane vesicles, attached particles and
thylacoids. Moreover, around 34,28% of the bacteria showed virus in their cytoplasm.
The ultrastructural diversity may represent the large metabolic and adaptative diversity
of aquatic bacteria while the presence of virus may be related to bacterial death. Our
ultrastructural integrity analyses showed that (i) the higher proportion of bacteria was
in death process or dead (damaged and empty), (ii) the capsule frequency is lower in
empty bacteria, (iii) the higher bacteria-particle association was found in altered
bacteria, (iv) the mean number of viruses per cell section was higher in altered
compared to intact bacteria. TEM also showed the presence occurrence of typical
ultrastructural changes indicative of MPC, such as cell retraction and condensation.
Altogether, our data demonstrate that PCD occur in aquatic bacteria, and that this
event may be a survival mechanism for bacterial communities in these ecosystems.

Keywords: Aquatic bacteria. Tropical aquatic ecosystems. Programmed cell death.
DNA fragmentation. Electron microscopy. Bacterial ultrastructure. Apoptosis.
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1 INTRODUCAO
1.1 BACTERIAS AQUATICAS: CONSIDERACOES GERAIS

As bactérias sdo microrganismos procariotos encontrados nos mais diversos
habitats terrestres e aquéticos, ocorrendo inclusive em locais indspitos, sem oxigénio
e com altas temperaturas. Bactérias encontram-se entre 0s seres vivos mais antigos,
colonizando nosso planeta ha mais de 3,8 bilhdes de anos, sendo mais abundantes
nos sistemas aquaticos continentais e marinhos. Estima-se que a abundéancia destes
microorganismos em regides pelagicas chega a niveis de 10 a 10® células/mL
(Singee, 2005). A maioria das células bacterianas possui o tamanho entre 0,2-2um
(picoplancton), porém algumas sdo menores que 0,2um (fentophncton) e outras
conseguem chegar ao tamanho do nanoplancton (2-20um) (Fig. 1).

ZOOPLANCTON

0.2-2um 20-200pm 0.2mm-2mm 2-20mm

Figura 1 - Classificagéo planctonica baseada no nicho ecolégico e classe de tamanho.
Em destaque a posi¢éo das bactérias (vermelho) no bacterioplancton, pertencente em
escala de tamanho ao picoplancton. Adaptado de Soares, Lobéo et al. (2011).
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A diversidade metabdlica das bactérias é um aspecto importante no ambiente
aquatico e reflete os seus diferentes papéis no ecossistema. Considerando a
obtencao de carbono celular, o metabolismo bacteriano pode ser autotréfico, quando
o carbono é obtido pela reducdo do CO; e heterotréfico, quando este é obtido pela
reducédo de outras substancias organicas (Kalff, 2001). As bactérias heterotréficas
estdo entre 0s principais grupos de procariontes dos sistemas aquaticos,
diferenciando das cianobactérias pela nutricdo heterotrofica, ou seja, pela
dependéncia nutricional da matéria orgéanica sintetizada por outros organismos
(Singee, 2005). Elas ainda podem ser divididas de acordo com a fonte de energia
utiizada na oxidacdo da matéria organica em quimiossintetizantes ou
fotossintetizantes e pela fonte de elétrons necessaria ao crescimento em
organotroficas ou litotroficas (Singee, 2005).

O papel de microrganismos dentro da organizagdo trofica teve sua
importancia reconhecida apos o trabalho de Lindeman (1942), sendo as bactérias as
primeiras deste grupo a serem consideradas dentro da cadeia tréfica microbiana
(Pomeroy, Williams et al., 2007). As bactérias tém papel importante no mecanismo
de consumo do carbono orgéanico dissolvido (COD) e sua transformagao em matéria
organica particulada (COP). Assim o carbono que se encontrava inacessivel a
alguns outros organismos heterotréficos, € reintroduzido nas teias alimentares.
Estima-se que o total de carbono celular dos procariontes em todo globo terrestre
seja de 3,5 a 5,5 x 10*'g, correspondendo a cerca de 60% do carbono estimado para
plantas (Whitman, Coleman et al.,, 1998), o que mostra a importancia dos
microrganismos no ciclo e estogue deste elemento nos ecossistemas. Pomeroy
(1974) e, posteriormente Azam, Fenchel et al. (1983) propuseram a existéncia de
varios niveis troficos (bactérias, flagelados e ciliados) dentro da cadeia microbiana, a
chamada de alca microbiana, delineando as implicagbes desta, além dos ciclos
biogeoquimicos.

Esta alca destaca o papel das bactérias na absorcdo e recuperacdo de
matéria organica dissolvida e na transferéncia para niveis superiores, sendo uma via
importante de fluxo de energia e ciclagem de nutrientes em ambientes aquéticos
(Azam, Fenchel et al., 1983).

O bacterioplancton & controlado por diversos fatores que atuam em conjunto,
como: (i) qualidade e disponibilidade do substrato organico, o qual atua no
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crescimento e respiragao bacteriana (Del Giorgio e Cole, 1998), (ii) disponibilidade
de nutrientes, que influenciam no crescimento bacteriano e suas interagdes com
outros organismos, (iii) temperatura, que regula diretamente seu metabolismo, (iv)
predacdo por protozodrios e metazodrios, além da (v) infecgao por virus (Fuhrman,
1999), que é responsavel por significante lise celular, e liberacdo de componentes
ricos em carbono, fésforo e nitrogénio a outras bactérias.

A vida bacteriana nos ecossistemas aquaticos € repleta de mudancas nas
propriedades fisico-quimicas de seu meio circundante. Em ambientes onde ocorrem
rapidas variagbes espaco-temporais, as bactérias precisam responder
eficientemente a estas flutuagbes, o que envolve adaptagdes fisiologicas para
suportar periodos de reducdo de matéria organica e energia (Grossart e Tang, 2010)

1.2 ULTRAESTRUTURA DE BACTERIAS

A ultraestrutura bacteriana comecou a ser estudada em maiores detalhes nas
décadas de 50 e 60, a partir do melhoramento das técnicas de microscopia
eletrénica. Estas técnicas possibilitaram uma andlise mais refinada da organizagao
bacteriana e tém revelado que as bactérias constituem células com estruturas bem
definidas e com nivel de organizacdo elevado (Hoppert e Mayer, 1999).

Na célula bacteriana, a membrana plasmatica envolve o citoplasma, o qual
contém uma variedade de macromoléculas complexas e agrupamentos moleculares
de massa molecular varidvel, poucas moléculas sollveis e &agua. Por¢bes das
células que séo estruturalmente e bioguimicamente separadas do resto do
citoplasma sdo consideradas como compartimentos da célula bacteriana (Hoppert e
Mayer, 1999).

De maneira geral, as bactérias apresentam membrana plasmatica e parede
celular delimitando o citoplasma, onde sdo encontradas diversas estruturas, como
ribossomos, mesossomos, nucledides e alguns granulos. A parede celular mantém o
formato celular e protege contra a lise osmotica. Algumas bactérias podem
apresentar flagelos, além de camadas capsulares externas a parede celular. As
caracteristicas ultraestruturais dos componentes bacterianos, assim como suas

atividades funcionais, encontram-se descritos abaixo.
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1.2.1 Membrana Plasmatica

A membrana plasmatica delimita o citoplasma tanto em células procarioticas,
guanto em células eucaridticas. Quando observada pela microscopia eletrénica de
transmissao (MET), a membrana plasmatica de bactérias apresenta-se com aspecto
classico trilaminar idéntico ao das células eucarioticas, ou seja, uma bicamada de
lipidios assimétricos com uma extremidade polar e outra apolar, possuindo proteinas
que podem ser periféricas ou integrais. No entanto, a maioria das membranas
bacterianas difere das eucaridticas pela auséncia de esterdis. Ressalta-se, porém,
qgue algumas bactérias contém membranas plasmaticas com moléculas semelhantes
sintetizadas pelos mesmos precursores dos esterdis, os chamados hopandides
(Prescott, Harley et al., 2002). Muitas proteinas de membrana estdo envolvidas nas
fungdes de producao de energia, biossintese de lipideos, secre¢éo e transporte de
proteinas (Silhavy, Kahne et al., 2010).

A manutencédo da integridade da membrana celular é vital para as células
bacterianas, pois ela atua na permeabilidade de solutos, é responsavel pela
manutencdo energética das células, por transducdo de sinais ou outros processos
mediados que produzem energia, além de manter a turgescéncia celular (Sikkema,
De Bonte et al.,, 1995). A perda da integridade de membrana é geralmente

irreversivel, denotando inviabilidade ou morte da célula.

1.2.2 Parede Celular

Em 1884, Hans Christian Gram distinguiu duas grandes classes de bactérias,
denominadas gram-positivas e gram-negativas, baseado na retencdo do corante
cristal de violeta. Com o desenvolvimento da microscopia eletrénica e técnicas
bioquimicas dos componentes celulares, foi verificado que este fato se deve a
diferengas na composigao e estrutura da parede celular. A forga e a rigidez
conferida pela parede celular tanto em gram-positivas quanto em gram-negativas €
resultado de um compartimento de peptideoglicanos, uma estrutura macromolecular
rigida, ligada por pontes peptidicas (Cabeen e Jacobs-Wagner, 2005). O

compartimento peptideoglicano encontra-se também associado a resisténcia a

peptideos antibacterianos e aderéncia a substratos.
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Bactérias gram-positivas apresentam parede celular espessa (20 a 80nm)
composta basicamente por uma camada de peptideoglicanos, que se dispde em
uma ou varias subcamadas (Fig. 2). Dentre estas camadas, podem ser encontrados
0s acidos tedicos e lipoprotéicos (Prescott, Harley et al., 2002). Os &cidos tedicos
sdo carboidratos presentes na parede celular das bactérias gram-positivas e
apresentam duas formas moleculares basicas, os acidos tedicos de parede que sao
unidos ao peptideoglicano por ligacdes covalentes e os acidos lipoproteicos que
estdo ancorados na membrana plasmatica. De forma geral, os acidos tedicos
formam um gel polianiénico que tem papel na homeostase de cations, selecionando
o fluxo de ions, nutrientes e proteinas entre a membrana plasmatica e o meio
externo (Neuhaus e Baddiley, 2003).

Bactérias gram-negativas possuem parede celular mais complexa (Fig. 2). Ela
é formada por uma fina camada de peptideoglicanos (2 a 7nm) cercada por uma
membrana externa. Frequentemente, a microscopia eletrénica de transmisséo, é
observado um espaco entre a membrana plasmatica e a membrana externa nas
bactérias gram-negativas, e as vezes um espaco similar, porém menor entre a
membrana plasmética e a parede celular nas gram-positivas. Este espacgo é
chamado de espaco periplasmatico, ocupado pelo periplasma (Prescott, Harley et
al., 2002), preenchido por proteinas e é mais viscoso que o citoplasma. Esta
compartimentalizagdo permite que bactérias gram-negativas possam sequestrar
enzimas de degradacgéo potencialmente prejudiciais, tais como RNAse ou fosfatase
alcalina. Outras proteinas que habitam este compartimento incluem proteinas
periplasmaticas de ligacdo, as quais atuam no transporte e quimiotaxia de
aminoacidos e acucares, e moléculas semelhantes as chaperonas, que atuam na
biogénese do envoltorio celular (Erhmann, 2007) e autolisinas, enzimas de
degradagdo que auxiliam no crescimento bacteriano, ajudando na clivagem e

constituicdo da camada de peptideoglicanos (Shockman, Daneo-Moore et al., 1996).
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Parede celular
de bactérias gram-negativas

Parede Celular
de bactérias gram-positivas

. . Parede

Peptideoglicano celular

Membrana L
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Figura 2 - Parede celular de bactérias gram-positivas e gram-negativas. Micrografias
eletrénicas de envoltorio gram-positivo de Bacillus licheniformis (esquerda), e gram-negativo
de Aquaspirillum serpens (direita). M; pepitideoglicano ou mureina, OM, membrana externa;
PM, membrana plasmatica; P, espaco periplasmético; W, parede celular. Adaptado de
Prescott, Harley et al. (2002).

A membrana externa das bactérias gram-negativas, como as outras
membranas bioldgicas é composta por uma bicamada lipidica, porém os fosfolipidios
s6 sdo encontrados na porgdo interna desta membrana. A porgdo externa da
membrana externa é composta de glicolipideos, principalmente glicopolissacarideos
(LPS). O LPS em bactérias patogénicas sensibiliza o sistema imune, por ser
indicador de infeccdo. A membrana externa possui proteinas com lipideos
ancorados na porgcdo interna da membrana e quase todas as proteinas
transmembrana atuam no transporte de solutos (Silhavy, Kahne et al., 2010). A
membrana externa pode produzir vesiculas que sdo secretadas para 0 meio exterior
e contém constituintes do periplasma, da parede celular, LPS, fosfolipidios,
moléculas de comunicacdo célula-célula, autolisinas e possivelmente podem conter
componentes citoplasmaticos, incluindo DNA (Kulp e Kuehn, 2010). Estas vesiculas
membranosas carregam enzimas de degradacdo (Mcbroom e Kuehn, 2007) que
auxiliam na formagdo da parede celular, e que podem ser enderecadas a lise de
outras bactérias (Thompson, Naidu et al., 1985). Podem conter substancias que
favorecem a formacao de biofiimes (Schooling e Beveridge, 2006), auxiliam na

aquisicdo de nutrientes, aumentam a viruléncia em bactérias patogénicas, inibem
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compostos téxicos do meio e aumentam a resisténcia a lise viral (Kulp e Kuehn,
2010).

A estrutura da parede celular permite adaptacodes fisiolégicas a condi¢des do
meio circundante. Muitas bactérias aquaticas gram-positivas em circunstancias
ambientais desfavoraveis tendem a formar esporos de dorméncia. Ocorre, assim,
modificagdo na estrutura celular que possibilita sua sobrevivéncia durante periodos
de escassez de nutrientes. Ja bactérias gram-negativas tém mecanismos
moleculares e fisioldégicos que as permitem persistir em baixa atividade metabdlica
(Singee, 2005).

1.2.3 Estruturas Capsulares

Bactérias e outros microorganismos produzem uma gama de substancias
poliméricas extracelulares composta de polissacarideos, proteinas, acidos nucléicos,
lipidios e outras macromoléculas biolégicas (Wingender, Neu et al., 1999).

Quando estas substancias se acumulam na superficie das células dos
microrganismos, uma matriz geralmente caracterizada por altos niveis de teor de
agua e de polissacarideos e de alta viscosidade é formada. Estes exopolimeros
acumulados préximos ou anexos a parede celular séo classificados como capsulas,
bainhas ou camada limosa (Beveridge e Graham, 1991). Quando ligado a superficie
externa, exopolimeros séo referidos como capsula ou, se derramado no meio, sdo
referidos como camada limosa (Benson, 1998). Estes polissacarideos capsulares
sdo produzidos pelas células em resposta a condigbes ambientais, e quando
presentes formam estruturas periféricas que mediam interagdes entre as células e o
ambiente. Estas capsulas consistem de polissacarideos de alto peso molecular. A
capsula bacteriana apresenta varias fungdes, dentre elas absor¢do de nutrientes e
protecdo contra predadores. Além disso, tem papel fundamental na formagéao de
biofilmes, fornece uma rede polimérica para estocagem de nutrientes ou retencdo de
agentes toxicos, e previne a dissecac¢do por baixa umidade (Nichols, Guezennec et
al., 2005; Stukalov, Korenevsky et al., 2008).

O conjunto formado pela membrana plasmatica, parede celular e estruturas
capsulares é comumente chamado de envoltorio celular, o qual possui fungbes na

protecéo e adaptacéo destes microrganismos (Silhavy, Kahne et al., 2010).

17



Heissenberger, Leppard et al. (1996) relacionam a integridade de estruturas
internas e a espessura de estruturas capsulares extracelulares, com o nivel de

atividade e viabilidade celular em bactérias aquaticas.

1.2.4 Estruturas Citoplasmaticas

A matriz citoplasmatica bacteriana é basicamente formada por agua (em torno
de 70%), e muitas vezes repleta de ribossomos. Os ribossomos nas bactérias sado
semelhantes aos encontrados em células eucaridticas, porém sao menores em
tamanho (15nm-20nm) (Prescott, Harley et al., 2002).

As células bacterianas tém uma organizagdo sub-celular complexa que é
estabelecida e mantida por um conjunto diversificado de proteinas polimerizadoras
gue compde o citoesqueleto. O citoesqueleto bacteriano € composto por varias
familias de proteinas homologas as tubulinas (FtsZ, BtubA/BtubB TubZ e RepX),
ac inas (MreB, ParM, AIfA, MamK e Fts A e filamentos intermediarios
(crescentina)(Pogliano, 2008) e diversas outras proteinas acessorias. O
citoesqueleto encontra-se envolvido em varias fungbes celulares, dentre elas a
divisdo celular, manutencdo do formato, posicdo das organelas, replicacédo de
plasmidios e segregacdo do DNA (Shih e Rothfield, 2006; Pogliano, 2008).

Células procaridticas nao contém sistemas de membranas complexas
formando organelas. Fitz-James (1960) descreveu mesossomos como a Unica
estrutura membranosa em bacilos gram-positivos. Reavely e Burge (1972) definiu
esta estrutura como invaginagbes da membrana plasmatica em forma de sacos
tubulares, vesiculares ou lamelares. Os messosomos encontram-se envolvidos em
varios processos celulares fundamentais, incluindo a replicagdo e segregacado dos
cromossomos, divisdo celular, formacdo de endosporo e transporte de algumas
enzimas. A formacdo de messossomos pode ser induzida pelos processos de
fixacdo e tratamentos com altas concentra¢gdes de glicerol (Higgins, Tsien et al.,
1976).

Bactérias fotossintéticas, nitrificantes e cianobactérias apresentam extensas
areas de membranas intracitoplasmaticas, chamadas de tilacéides, que podem ser
tubulares, vesiculares ou lamelares. Estas areas extras de membrana servem para

aumentar a superficie de reagdes enzimaticas para processos metabdlicos (Yurkov e
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Beatty, 1998), como a fotossintese. Recentemente foi demonstrado que os tilacoides
podem ser afetados pela irradiacdo ultravioleta (UV) em cianobactérias. O estudo de
Noyma, Melo et al. (2009) demonstrou que a radiacdo UV em Cylindrospermopsis
raciborskii € fator causador de morte e alteracdes ultraestruturais que incluem a
perda de integridade do envoltério celular e diminuicdo da area ocupada por
tilacoides.

Uma variedade de granulos citoplasmaticos, denominados também de
inclusdes citoplasmaticas, sdo encontrados em bactérias (Shively, 1974). Estes
granulos geralmente servem para estocagem de compostos organicos e inorganicos
e também para reduzir a pressao osmatica, pois as moléculas ficam em sua forma
particulada. A ocorréncia e frequéncia de granulos citoplasmaticos sédo especificas
para cada espécie bacteriana (Hoppert e Mayer, 1999). A maioria de granulos de
estocagem em procariotos acumula glicogénio e polifosfatos, como
polihidroxibutiratos (PHB) e polihidroxialcanoatos (PHA), porém uns poucos géneros
podem acumular lipidios neutros como triglicerdis (TAG). Em bactérias, granulos de
glicogénio e PHB sé&o reservatorios de carbono, mais comumente encontrados em
bactérias, e provéem material para energia e biossintese celular (Prescott, Harley et
al., 2002). A deposicao de granulos de PHA em bactérias normalmente ocorre em
resposta a um excesso de substrato carbonico e uma deficiéncia de outros
nutrientes, como nitrogénio, fosforo, enxofre ou oxigénio (Anderson e Dawes, 1990;
Steinbuchel, Aerts et al.,, 1995). Somente alguns géneros bacterianos, incluindo
Mycobacterium, Rhodococcus, Nocardia e Streptomyces apresentam granulos de
TAG (Olukoshi e Packter, 1994; Alvarez, Mayer et al., 1996; Alvarez e Steinbuchel,
2002). A estocagem de granulos de PHA e TAG em bactérias é feita em corpusculos
lipidicos, conhecidos também como inclusdes lipidicas ou gotas lipidicas. Estas
estruturas encontram-se presentes na maioria dos organismos eucariotos, sendo
organelas dindmicas ricas em triglicerideos e colesterol, cercadas por uma camada
de fosfolipideos. Desempenham uma variedade de fungdes fisiolégicas em varios
tipos celulares, possuindo papel importante nas células inflamatérias (Melo, D'avila
et al.,, 2011). Em bactérias desempenham papeis importantes no metabolismo de
lipideos (Murphy, 2001). Os corpusculos lipidicos bacterianos consistem gotas
arredondadas, constituidas de um nucleo hidrofébico de PHA ou TAG, delimitada
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por uma monocamada externa de fosfolipideos e proteinas distintas, denominadas
fasinas (Steinbuchel, Aerts et al., 1995; Murphy, 2001).

A cromatina procariotica esta localizada em uma regidao de formato irregular
chamada nucledide. Geralmente procariotos contém um circulo unico de fita dupla
de acido dexoribonucleico (DNA), mas alguns possuem DNA cromossdmico lineares.
A microscopia eletronica de transmisséo, pode-se observar que o DNA bacteriano
esta em contato com a membrana plasmatica ou mesossomos (Prescott, Harley et
al.,, 2002; Eltsov e Zuber, 2006). Algumas bactérias apresentam além do DNA
cromossémico uma por¢do de DNA circular, chamada plasmideo. Os plasmideos
possuem genes relacionados com diferentes habilidades metabdlicas, confere
bactéria maior patogenicidade e resisténcia a drogas, dentre outras propriedades.

Grupos de bactérias apresentam mobilidades distintas. Algumas sao
completamente imoveis, locomovendo-se de acordo com os fluxos de propulsdo do
meio. Bactérias moveis possuem apéndices locomotores localizados na face externa
da membrana plasmética e parede celular. Os flagelos sédo estruturas longas,
delgadas e relativamente rigidas, apresentando cerca de 20nm de espessura e 15 a
20pum de comprimento, sendo responsaveis pela locomocdo das bactérias.
Ultraestruturalmente, cada flagelo pode ser subdivido em trés regides: o corpo basal,
o qual fica ancorado na célula, o filamento que é formato pela proteina flagelina e se
projeta para o meio extracelular e o gancho, que liga o filamento ao corpo basal. O
filamento e o gancho sdo estruturas importantes para a insercdo e movimento do

filamento (Prescott, Harley et al., 2002).

1.2.5 Particulas Virais

Outra observagédo frequente em analises ultraestruturais de bactérias é a
presenca de particulas virais. Os virus sdo as menores entidades biologicas
conhecidas e parasitos intracelulares obrigatorios, que podem infectar células
procaridticas e eucaridticas. Quando infectam bactérias, os virus sdo chamados
bacteri6fagos. Bradley (1967) descreve a ultraestrutura dos virus bacteriofagos que
apresentam uma estrutura biologica relativamente simples, basicamente um acido
nucléico, acido ribonucléico (RNA) ou DNA (com uma ou duas bandas) envolto por
uma capsula de proteina. Os bacteriéfagos apresentam ciclos de vida diversos

20



desde a infeccdo, durante o periodo de laténcia, dentro do hospedeiro, até a lise
celular. Apods a infecgdo, 0 genoma viral pode passar a fazer parte do genoma da
célula hospedeira e acompanhar o desenvolvimento e a duplicacdo celular, sem que
haja a lise da célula hospedeira (ciclo lisogénico). Ou, em outra perspectiva, o virus
podem atacar a célula hospedeira e injetar o seu contetdo genético dentro desta
célula, passando a dirigir a célula infectada e multiplicam-se, até quando séo
liberados para o meio extracelular apés o rompimento da célula hospedeira (ciclo
litico) reiniciando o ciclo novamente, propagando a infecgdo para outras células.
Perturbacdes na célula hospedeira podem fazer com que o ciclo lisogénico se
transforme em um ciclo litico (Weinbauer, 2004).

Os virus sdo os componentes mais abundantes e dinamicos do ecossistema
aquatico. Grande parte do fluxo de matéria e energia da cadeia tréfica passa pelos
virus, por meio da matéria organica dissolvida (MOD) (Proctor e Fuhrman, 1990). Os
virus sdo agente significante no controle de bactérias sendo responsavel por 40% da
mortalidade bacteriana (Fuhrman e Noble, 1995; Weinbauer, 2004). Trabalho
recente utilizando MET associadas a outras técnicas de quantificacdo viral
demonstrou que em ecossistemas aquaticos tropicais, a maioria dos virus séo
bacteri6fagos e sua abundancia é controlada pela disponibilidade de bactérias
hospedeiras especificas, que por sua vez sao reguladas por outros fatores
ambientais, como disponibilidade de nutrientes e qualidade do substrato (Barros,
Farjalla et al., 2010).

1.3 MORTE BACTERIANA EM ECOSSISTEMAS AQUATICOS

A morte é uma parte do ciclo de vida, e para bactérias essa prerrogativa ndo é
diferente. A abundancia aparentemente constante de bactérias de vida livre na
maioria dos ambientes aquaticos, em contraste com sua alta taxa de crescimento,
sugere que ocorre uma alta taxa de mortalidade entre elas (Grossart e Tang, 2010).
A vida bacteriana € geralmente caracterizada por: (i) presenca de estruturas, (ii)
mudanga na informagdo genética, (iii) metabolismo ou atividade funcional, (iv)
viabilidade de reprodugcéo e crescimento (Nebe-Von Caron e Badley, 1995). A
mortalidade é referida por Servais, Billen et al. (1985) como um processo de perda
funcional e morfolégica da integridade bacteriana, incluindo lise e destruicdo do
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material genético. Fatores regulatérios de mortalidade em bactérias aquaticas de
vida livre esta em maior parte relacionada a predacdo, disponibilidade de nutrientes,
infeccao viral ou tipos variados de estresses ambientais.

A mortalidade de bactérias tem o papel de regular a abundancia e a producao
secundaria bacteriana nos ecossistemas aquaticos. Grande quantidade de
compostos celulares é degradada depois da morte celular (Novitsky, 1986), sendo
incorporados ao carbono orgéanico dissolvido. Com a lise bacteriana, no caso de
infeccao viral, por exemplo, ha a liberacdo de carbono organico dissolvido, que
ocorre durante o rompimento das células, favorecendo crescimento da populacdo
bacteriana (Fuhrman, 1999). Bactérias mortas e suas estruturas podem permanecer
enzimaticamente ativas. Estas enzimas proteoliticas podem catalisar reacdes que
disponibilizam um pool de mondémeros facilmente utilizaveis para novas geracoes
(Kiersztyn, Siuda et al., 2011). Portanto a morte de bactérias representa significativa
consideracdo na ciclagem de nutrientes no ecossistema aquatico (Lindeman, 1942;
Fuhrman, 1999; Pomeroy, Williams et al., 2007).

Os estudos tratando de vida e morte de bactérias do ponto de vista ecologico
em ecossistemas aquaticos levam em conta principalmente a viabilidade celular. A
viabilidade de bactérias aquaticas mostra-se dependente de diferentes fatores,
principalmente entre a continua mudancga entre ativacdo e limitacdo de processos
celulares. Diferentes niveis de viabilidade podem ser distinguidos a nivel unicelular.
Smith e Del Giorgio (2003), questionam a validade de restringir os estado fisioldgico
do bacterioplancton a tal categoria de ativo ou inativo, propondo que eles seriam um
ponto de visdo entre o continuo de estados fisioldgicos. Do ponto de vista ecolégico,
podem ser definidos de acordo com a viabilidade: bactérias ativas respirando,
responsaveis pela producdo e participacdo ativa nos ciclos biogeoquimicos;
bactérias vivas com parede celular intacta, que mantém seu metabolismo completo e
bactérias mortas (Choi, Sherr et al., 1999).

Uma caracteristica fundamental das células é sua habilidade de regular
crescimento em resposta a mudanca de condi¢cdes ambientais. A heterogeneidade
em ecossistemas aquaticos pode conduzir as bactérias a se adaptarem
fisiologicamente a estas mudangas para maximizar seu crescimento e sobrevivéncia.
Além disso, esta heterogeneidade pode criar uma ampla diversidade espaco-
temporal em diferentes estados fisiologicos, o que pode ser uma vantagem seletiva.
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Ndo ha duavida de que, pelo menos algumas espécies de bactérias, sao
extremamente bem adaptadas para a sobrevivéncia a longo prazo. Na assembléia
bacteriana, sub-populacdes de bactérias altamente ativas podem conviver com
bactérias em baixa atividade ou inativas. Os fatores de ativagado ou inativagcéo sao
dirigidos pelo crescimento ambiental. No geral, fatores fisicos modelam o sistema
global favorecendo certos grupos de bactérias. Fatores quimicos sdo determinantes
na base alimentar, onde bactérias podem crescer exponencialmente. Fatores
biolégicos funcionam mais como fatores de abundancia decrescente de competicao
de recursos. A diversidade coexiste em assembléias naturais e o fato das bactérias
nao serem favorecidas em sua totalidade pelas mesmas condi¢des, resultam em
diferentes taxas de crescimento (Ducklow, 2000).

A integridade de membrana é um aspecto da estrutura e fisiologia celular.
Este é o melhor critério aceito para distinguir entre células vivas e mortas,
assumindo que células com dano na membrana ndo podem sustentar um gradiente
eletroquimico e ndo estdo aptas ao crescimento (reproducdo). A perda da
integridade de membrana representa dano significativo para a célula em mdultiplas
fungdes ligadas a membrana plasmatica (barreira permeavel, transporte, atividade
respiratoria). A deteccéo da integridade de membrana é baseada na capacidade das
células excluirem varios compostos quimicos (corantes fluorescentes), quando
usados a baixas concentragfes, que ndo passariam através de membranas intactas.
Células com membranas danificadas sido consideradas mortas e podem ser
detectadas antes de sua lise (Joux e Lebaron, 2000).

Parametros morfolégicos, como auséncia de conteudo celular (Heissenberger,
Leppard et al.,, 1996) também podem ser utilizados para caracterizar morte ou
inatividade de bactérias. Algo que sempre intrigou microbiologistas era a
visualizagdo a microscopia de fluorescéncia de formas bacterianas que nao
continham nucledide, conhecidas como “bacteria ghosts”, que sdo consideradas
inativas ou mortas (Zweifel e Hagstrom, 1995).

Mecanismos intrinsecos morte de bactérias em ambientes aquaticos ainda
sdo pouco compreendidos, principalmente os relacionados a eventos de morte
programados. A morte celular em bactérias e procariotos vem sendo amplamente
discutida tendo como base o que ja existe de conhecimento na literatura sobre

outros organismos metazoarios superiores.
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1.4 MECANISMOS DE MORTE CELULAR

1.4.1 Consideracdes Gerais

A idéia de morte celular surgiu em meados dos anos 60 (Lockshin e Williams,
1964; 1965). Morte celular programada (MCP) €& o termo utilizado para definir a
morte geneticamente programada e foi proposto por (Lockshin e Williams, 1964),
para designar um tipo de morte celular que ocorre de forma ndo acidental. Kerr
(1965) sugeriu o termo apoptose para indicar este tipo de morte celular. Porém a
apoptose ndo é o unico tipo de programa de morte. Schweichel e Merker (1973)
propuseram uma classificagdo com 3 diferentes tipos de morte celular, incluindo
“morte celular do tipo I” associada a heterofagia, “morte celular do tipo 1I” associada
com autofagia e “morte celular do tipo III” associado a todo tipo de morte por

“digestao”, correspondente a apoptose, morte celular autofagica e necrose.

Varios estudos referentes a morte celular se seguiram, e varias propostas
referentes a nomenclatura e classificacdo dos tipos de morte celular foram
propostos. O Comité internacional de Nomenclatura em Morte Celular (NCCD),
criado em 2005 pela revista “Cell Death and Differentiation” propde que uma célula
pode ser considerada morta, quando qualquer um dos seguintes fatores é
encontrado: perda da integridade de membrana plasmatica, a célula, incluindo seu
nucleo, sofre fragmentagdo e compactagdo em “corpos distintos” (frequentemente
referidos como “corpos apoptoticos”); e/ou estes corpos ou fragmentos sao
englobados por uma célula adjacente in vivo (Kroemer, Galluzzi et al., 2009). E
importante discriminar a célula morta como o ponto final de um processo de morte.
Assim, células genuinamente “mortas” podem ser diferentes de células “morrendo”
(Kroemer, El-Deiry et al., 2005; Galluzzi, Maiuri et al., 2007; Kroemer, Galluzzi et al.,
2009).

A morte celular pode ser classificada de acordo com os critérios: morfoldgicos
(aparéncia morfolégica tipica do processo de morte), enzimoldgicos (com
envolvimento ou ndo de nucleases ou proteases), funcionais (programada ou nao
programada), de origem (fisiolégica ou imunogénica) e caracteristicas imunologicas

(imunogénica ou nao imunogénica).
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Em 2005 e 2009, o NCCD propos diversos morfotipos de morte celular e
orientou o uso da terminologia utilizada (Kroemer, El-Deiry et al., 2005; Kroemer,
Galluzzi et al., 2009). Em 2012, este mesmo comité ampliou a discussao sobre
critérios de classificacdo de morte celular e propés um sistema de classificagcao
considerandoavangos recentes, baseado também em caracteristicas bioquimicas
mensuraveis (Galluzzi, Vitale et al.,, 2012). Os principais mecanismos de morte

celular serédo descritos a seguir para organismos eucariéticos e procariéticos.

1.4.2 Morte Celular em Organismos Multicelulares Eucariéticos

Em organismos multicelulares, a homeostasia é mantida pelo balanco entre
proliferagdo e morte celular. Diversos mecanismos particulares de morte celular sao
descritos na literatura como: piroptose, partanatos, netose, entose e cornificagao
(Kroemer, Galluzzi et al., 2009; Galluzzi, Vitale et al., 2012). Os principais, de modo

geral sdo, a apoptose e a necrose.

1.4.2.1 Apoptose

A apoptose € reconhecida como um processo de morte desencadeado por
uma sequéncia ordenada de inUmeras clivagens guiadas por enzimas hidroliticas
especificas, que degradam estruturas macromoleculares, como o DNA e o
citoesqueleto, induzindo mudangas morfoldgicas caracteristicas. E um mecanismo
de morte altamente regulado, responsavel por diversos processos biol6gicos em
organismos multicelulares eucariotos. A apoptose atua, por exemplo, na reposi¢céao
fisiolégica de tecidos maduros, regulagdo do numero de células e tamanho dos
tecidos, no desenvolvimento embrionario, na atrofia de 6rgéos e estruturas, no
desenvolvimento e funcionamento adequado do sistema imunolégico e na
eliminacao de células infectadas, danificadas ou que estdo submetidas a estresse no
organismo (Fuchs e Steller, 2011).

A apoptose pode acontecer de forma dependente ou ndo de caspases, uma
familia de cisteinas proteases que sdo ubiquamente expressas como precursores
inativos, chamados zigmogénios (Hengartner, 2000). As caspases sdo proteases

especificas que possuem uma cinesteina em seu sitio ativo e sdo capazes de
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reconhecer e clivar substratos que possuem residuos de aspartato. As caspases
iniciadoras possuem pro-dominios longos, estando envolvidas na iniciacdo da
cascata proteolitica e as caspases efetoras apresentam pré-dominios curtos ou
inexistentes, e sdo responsaveis pela clivagem de substratos (Boatright e Salvesen,
2003; Pop e Salvesen, 2009). Apd6s um sinal de morte celular, as caspases séo
ativadas por clivagem proteolitica e interagem com receptores de membrana ou
moléculas adaptadoras que contenham dominios de morte (Boatright e Salvesen,
2003). As vias de ativagdo das caspases diferem em como sado iniciadas, mas
ambas irdo convergir na ativagdo de zimogénios em pro-caspases. Uma vez ativado
este processo, caspases ativadas clivam outras pro-caspases, em cascata.
Mecanismos de ativagdo de caspases incluem clivagens proteoliticas a montante,
inducdo por proximidade e associacdao com subunidade reguladora (Hengartner,
2000).

A ativacao de caspases nas células s&do bem reguladas, ja que a protedlise é
irreversivel. Para o controle da ativacdo de caspases sdo usados mecanismos de
inibicdo, com uma cadeia de segmentos que imita o substrato; utilizagdo de pseudo-
caspases que competem pelos mesmos ativadores e degradacgéo via proteossomos
(Pop e Salvesen, 2009).

As caspases sao associadas com processos de sinalizacdo, ndo estando
associadas com degradagao inespecifica, ou seja, somente transmite sinais por
clivagem especifica de componentes celulares chaves. Sua acdo enzimética &
governada por um dominio especifico para substratos protéicos contendo aspartato
e usa a cinesteina localizada em seu sitio ativo para catalisar a clivagem da ligagcéo
peptidica (Pop e Salvesen, 2009). As caspases clivam muitas proteinas e atuam,
portanto, na clivagem dos principais constituintes celulares. Pelo fato das caspases
clivarem muitas proteinas que atuam em diversas fungdes celulares, a morte através
da ativacao das caspases, provavelmente, resulta de muitas lesdes potencialmente
letais em vez de um anico golpe fatal (Taylor, Cullen et al., 2008).

A apoptose extrinseca € um tipo de morte caspase-dependente e é ativada
pela via extrinseca ou de dominio de morte (Galluzzi, Vitale et al., 2012). Envolve
receptores transmembrana da familia fator de necrose tumoral (TNF). Os receptores
da familia TNF compartilham dominios extracelulares ricos em cisteina e possui um

domino citoplasmatico de 80 aminoacidos, chamado de “dominio de morte”. Esse
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dominio exerce papel fundamental na transmissdo dos sinais de morte para a
sinalizacao intracelular (Ashkenazi, 1998).

A ligacdo FasL/FasR e TNF-@/TNFR1 resulta no recrutamento das proteinas
citoplasmaticas adaptadoras FADD (Proteina Fas associada com dominio de morte)
e TRADD (receptor de fator de necrose tumoral 1- dominio de morte associado),
respectivamente, formando um complexo indutor e sinalizador de morte (DISC), que
recruta a pré-caspase 8 iniciadora e libera caspase 8 ativa no citosol. Esta ativa as
caspases efetoras 3 e 7, resultando na clivagem de proteinas nucleares e no
desencadeamento da apoptose (Martinez, Reif et al., 2010).

A apoptose intrinseca € ativada pela via intrinseca ou mitocondrial, podendo
ser dependente ou independente de caspases (Galluzzi, Vitale et al., 2012). Sua
ativacado ocorre por estresse intracelular ou extracelular, como a deprivacdo de
fatores de crescimento, danos no DNA, hipoxia ou ativagdo de oncogenes. Desta
forma, resulta de catastrofes metabdlicas e bioenergéticas acopladas a mdaitiplos
mecanismos executores ativados. Os sinais que sdo transduzidos em resposta a
estes estresses convergem principalmente para a mitocondria (Fig.4). Esta organela
integra os estimulos de morte celular, os quais induzem a permeabilizacdo
mitocondrial. Esta permeabilizacdo se da pela abertura de poros de transicdo da
permeabilidade mitocondrial (PTP), que permite a entrada de solutos e agua na
organela. Em consequéncia, a mitocondria torna-se permeavel a varias moléculas,
levando ao colapso do potencial de membrana, perda da funcédo respiratoria e
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS). Assim ocorre a
dilatacdo da matriz mitocondrial e ruptura da membrana externa, com a subsequente
liberagdo das proteinas pro-apoptéticas mitocondriais (Kroemer, Galluzzi et al.,
2007; Galluzzi, Vitale et al., 2012).

As proteinas pro-apoptéticas podem ativar a via intrinseca dependente ou
independente de caspases (Fig. 3). A via dependente das caspases € ativada por
proteinas pro-apoptéticas que englobam o citocromo C, Smac/DIABLO e outras
serinoproteases (HtrA2). O citocromo C se liga a proteina adaptadora Apaf-1 e a
pré-caspase 9, formando um apoptossomo, que leva a ativagdo da caspase 9, que
por sua vez ativa as caspases efetoras 3 e 7. A atuacdo da smac/Diablo e HtrA2
inibem a atividade de proteinas inibidoras de apoptose (IAPs). Ja a endonuclease G
e o Fator indutor de apoptose (AlF) atua na fragmentagdo de DNA, provocando a
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apoptose pela via independente das caspases. As proteinas da familia Bcl-2
regulam a permeabilidade de membrana mitocondrial. Elas podem ter fungédo pro-
apoptética, como a Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bic e B1k ou anti-apoptéticas,
como a Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w e BAG (Wyllie, 2010). Como
consequéncia da permeabilizacdo da membrana mitocondrial ocorre a liberacdo de
citocromo C e outras proteinas, que irdo ativar a cascata de caspases ou atuar na
morte de forma independente destas (Kroemer, Galluzzi et al., 2007).

Além do citocormo C, liberado pela mitocondria, alguns estudos tém
identificado o calcio como co-mensageiro que coordena as interagfes entre reticulo
endoplasmatico (RE) e mitocéndria durante a morte celular (Szabadkai e Rizzuto,
2004). O RE apresenta um ambiente oxidativo rico e elevado indices de Ca™. O
célcio e o citocromo C sdo considerados como mensageiros inter-organelares da
apoptose. A apoptose induzida pelo estresse do reticulo endoplasmatico ocorre pela
via intrinsica ou através da ativacdo da cascata de quinases pro-apoptoticas, que

sao ativadas por receptores da via extrinseca (Hussain e Ramaiah, 2007).
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Figura 3: Apoptose intrinseca dependente de caspases e apoptose intrinseca
independente de caspases. Em reposta a multiplos estresses intracelulares, sinais de
morte e sobrevivéncia sdo gerados e convergem para mitocdndria. Quando sinais letais
prevalecem, ocorre a permeabilizagdo da membrana mitocondrial (MOMP) o que leva a
dissipacdo do potencial de transmembrana mitocondrial, parando a sintese de ATP e o
transporte ativo. Além disso, ocorre o desacoplamento da cadeia respiratoria e geracao de
espécies reativas de oxigénio (EROS). Como consequéncia, proteinas que geralmente
estdo confinadas no espago intermembranoso mitocondrial sdo liberados no citosol. O
citocromo C se dirige - em conjunto com uma proteina adaptadora citoplasmatica e ATP -
para 0 apoptossomo, um complexo multiprotéico que ativa uma cascata proteolitica
Caspase-9 — Caspase 3. O segundo ativador de caspases mitocondria-derivado, SMAC
(também conhecido como Diablo) e proteinas A2 (HTRA2) sequestram ou degradam varios
membros da familia de proteinas indutoras de apoptose (AIPs), facilitando a ativagao de
caspases. Na via independente de caspases, fatores indutores de apoptose (AIF) e
endonucleases G, séo realocados para o nucleo, mediando a fragmentacédo de DNA em
larga escala. A HTRA2 também contribui, na apoptose caspase-independente clivando
uma variedade de substratos (incluindo proteinas do citoesqueleto). Adaptado de Galluzzi,
Vitale et al. (2012).

29



Varias mudancas podem ser observadas nas células em processo de
apoptose. A caracterizacdo de uma célula apoptética é irrefutavel quando a célula
apresenta alteragdes morfologicas ultraestruturais tipicas deste processo de morte.
Estas alteracdes incluem (i) retragao celular (ii) condensagao da cromatina nuclear
em massas bem delimitadas nas proximidades do envoltério nuclear, (iii) proje¢des
da membrana plasmatica que permanece intacta, mesmo em fases tardias de
desintegracéao celular, (iv) pouca ou nenhuma alteragéo das organelas celulares, (iv)
empacotamento de conteudo celular em corpos apoptéticos (Fig. 4) (Kroemer, El-
Deiry et al., 2005; Elmore, 2007; Galluzzi, Maiuri et al., 2007; Kroemer, Galluzzi et
al., 2009; Galluzzi, Vitale et al., 2012).

Durante os estagios iniciais da apoptose, € observado o arredondamento e
retracdo da célula. Isto se da pela protedlise de constituintes do citoesqueleto. As
caspases ativadas clivam componentes dos microfilamentos de actina, proteinas
microtubulares e dos filamentos intermediarios. Devido a retragdo celular, as células
apresentam-se menores, com citoplasma mais denso e organelas mais agrupadas
(Elmore, 2007). Ocorre também a formagao de projecées de membrana plasmética
(blebs na membrana) devido a clivagem do citoesqueleto, embora para a formagao
destas projegdes deva haver pelo menos alguns filamentos de actina intactos
(Taylor, Cullen et al., 2008).

Um dos primeiros eventos a ser identificado na apoptose, € a fragmentagao
do DNA gendmico, acompanhada pela condensacdo da cromatina. Este padréo é
resultado da acédo de endonucleases sobre os sitios especificos dos nucleossomos.
Através da microscopia eletrbnica de transmissdo, pode se observar o nuacleo
bastante eletro-denso em células apoptéticas eucariotas. Dentre as alteracdes
observadas no nucleo observa-se também a desintegracdo da lamina nuclear e o
colapso do envoltério nuclear (Ziegler e Groscurth, 2004; Taylor, Cullen et al., 2008).

Durante a apoptose, a mitocbndria encontra-se fragmentada, devido a acéo
de fatores pro-apoptéticos de regulacdo da permeabilidade de membrana
mitocondrial e liberacdo de proteinas localizadas no espaco intermembranoso. Essa
organela pode também encontrar-se dilatada, com alteragbes morfoldgicas

acentuadas (Szabadkai e Rizzuto, 2004).
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Figura 4 - Esquema mostrando principais alteragdes celulares ocorridas durante a
apoptose e a necrose. Durante a apoptose ocorre retracdo celular, com formagbes de
projecdes (blebs) de membrana, condensacéo acentuada da cromatina nuclear em massas
bem delimitadas nas proximidades do envolt6rio nuclear, poucas alteracfes nas organelas
celulares e na fase final do processo, empacotamento do conteddo celular em corpos
apoptoticos. Note que a membrana plasmatica permanece intacta, mesmo em fases tardias
da desintegracdo celular. J& na necrose, ocorre dilatagdo citoplasmética, dilatacdo e
alteracbes mitocondriais e nas organelas celulares, condensacdo moderada da cromatina
nuclear e ruptura da membrana plasmatica, com consequente extravasamento do conteido
celular.

Outros eventos caracteristicos da apoptose sédo a fragmentacao de organelas
intracelulares, como o RE e o aparelho de Golgi. Através da acdo de caspases
ocorre 0 colapso do Golgi, com consequente inibicdo do trafico de vesiculas
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secretoras. Pode-se observar em estagios mais tardios a vacuolizacdo
citoplasmatica e o0 empacotamento das organelas em corpos apoptéticos, que séo
resultantes da formagéao das proje¢cdes de membrana (Wyllie, 2010).

O evento final da apoptose em organismos multicelulares eucariéticos,
consiste no englobamento das células apoptéticas por células especializadas em
fagocitose (fagocitos). Proteinas receptoras para estes fagocitos sdo expostos na
face extracelular da membrana. A fosfatidilserina é uma proteina localizada na face
intracelular da membrana plasmatica. Apds estimulo de morte, ocorre a translocacéo
desta para a face extracelular. A inversdo da fosfatildilserina induz a fagocitose
(Taylor, Cullen et al., 2008), porém ndo pode ser considerada uma prerrogativa de
apoptose, pois pode ocorrer em outros tipos menos comuns de morte (Galluzzi,
Vitale et al., 2012). O fato de, mesmo depois do colapso celular a membrana se
manter integra, permite que a célula seja fagocitada, sem liberagdo de componentes
prejudiciais ao meio circundante.

A apoptose € mais bem estudada e melhor compreendida forma de MCP em
organismos multicelulares eucariotos animais. Atualmente, a apoptose vem sendo
amplamente reconhecida em outros modelos de seres vivos. Em plantas, a
“apoptosis-like” é documentada como um processo de morte distinto de outras
formas de morte encontradas nestes seres, sendo caracterizada, dentre outros
fatores, pela morfologia do corpo celular e intensa condensacgéao de seu protoplasto
(Reape e Mccabe, 2010). A ocorréncia de morte celular programada com
caracteristicas apoptoticas classicas também tém sido descritas em fungos e

protozoarios (Deponte, 2008).

1.4.2.2 Necrose

A necrose foi inicialmente descrita como um tipo de morte n&o programada,
gue ocorre de forma acidental. Porém, estudos tém demonstrado que 0 processo
que leva a este tipo de morte pode ser regulado por uma série de vias de sinalizacédo
e mecanismos catabdlicos (Golstein e Kroemer, 2007). Receptores de dominio de
morte tém sido associados com vias de transdugcdo, em particular na presenca de
inibidores de caspase. Esta proteina possui relagdo com o CD65, que € um receptor
gue induz apoptose (Kroemer, Galluzzi et al., 2009).
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O termo oncose foi anteriormente descrito para designar células morrendo
caracterizadas por dilatacdo celular, sendo o termo necrose aplicado a
caracteristicas das células depois de mortas (Majno e Joris, 1995). Atualmente, &
proposto que estes termos sejam sinGnimos, referindo-se a “morte celular necrética”
ou por necrose (Kroemer, Galluzzi et al., 2009).

A morte celular por necrose apresenta caracteristicas morfolégicas bastante
diversificadas , mas, geralmente, ndo possui 0s intrincados mecanismos regulatérios
da apoptose (Ziegler e Groscurth, 2004). As principais caracteristicas de morte
celular por necrose incluem (Fig. 4): dilatagéo celular, aumento de volume celular,
condensacdo moderada da cromatina, dilatacdo das organelas celulares e ruptura
mecanica da membrana plasmatica com conseqiente perda dos componentes
internos (Kroemer, El-Deiry et al., 2005; Galluzzi, Maiuri et al.,, 2007; Kroemer,
Galluzzi et al., 2009). Pode ocorrer ainda dissociacdo dos ribossomos do reticulo
endoplasmatico, e a desintegracdo nuclear. A ruptura celular ocorre pela membrana
plasmatica tornar-se permeavel durante o processo (Ziegler e Groscurth, 2004).
Podem ser verificadas ainda alteragcbes na permeabilidade da membrana
mitocondrial, que leva a liberacdo EROS e alteragdes lisossomais que incluem maior
permeabilizacdo da membrana lisossomal, com liberagdo de 6xido nitrico (Nicotera,
Bernassola et al., 1999). Durante o processo de necrose, pode haver producdo de
lipases, esfingomielases e lipoxigenases, com consequente degradacédo de lipideos,
aumento de Ca'" citosdlico e producdo de proteases diferentes das caspases
(Nicotera e Melino, 2004).

Os principais eventos celulares morfolégicos que caracterizam a apoptose e

necrose encontram-se resumidos na tabela 1.
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Tabela 1- Principais eventos morfolégicos que caracterizam os processos de
apoptose e necrose, segundo Comité de nomenclatura em morte celular. (Kroemer,
El-Deiry et al., 2005; Kroemer, Galluzzi et al., 2009; Galluzzi, Vitale et al., 2012)

Alteracdes Redugé&o do volume celular com _ o N
citoplasmaticas retracdo de psuddpodes Dilatacéo citoplasmatica

Projegbes (blebs) de membrana

Condensacao acentuada da cromatina
Alteracdes Condensacao moderada da
Nucleares cromatina
Fragmentacdo do nucleo

Pouca ou nenhuma alteracéo

Organelas Dilatacdo das organelas
ultraestrutural das organelas
B o ] Ruptura mecanica da
Alteracbes de Membrana plasmatica integra até membrana plasmatica
membrana estagios tardios do processo
Envolvimento Dependente ou Producéo de proteases
de proteases independente de caspases nao-caspases
Final do processo  Formag&o de corpos apoptéticos | iperagio do contetido celular
no meio
englobamento por extracelular

fagécitos in vivo
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1.4.3 Morte Celular em Organismos Unicelulares Eucariéticos e Procariéticos

Conforme exposto acima, o fendbmeno de morte celular programada,
principalmente a apoptose, € bem conhecido em organismos eucarioticos
multicelulares, constituindo evento essencial para a manutengao e desenvolvimento
destes organismos. No entanto, os mecanismos de morte celular ainda sdo muito
pouco estudados em organismos procaridticos. A maioria dos trabalhos em
procariotos tém como objeto de estudo as bactérias patogénicas e abordam a MCP
resultante da acédo de fatores de estresse e antibioticos (Lewis, 2000; Engelberg-
Kulka, Amitai et al., 2006), discutidos abaixo.

1.4.3.1 Papel da MCP em organismos unicelulares e bactérias

Pesquisas tém revelado que a MCP também pode ocorrer em VAarios
organismos unicelulares eucarioticos, incluindo algumas espécies de fungos e outros
protistas, como algas unicelulares e protozoarios (Deponte, 2008). Os fenoétipos de
morte celular destes organismos unicelulares apresentam muitas caracteristicas
semelhantes com a apoptose que ocorre em organismos multicelulares, quando
submetidos a fatores ou sinais extracelulares de estresse. Estas semelhancas
incluem fragmentagdo de DNA, projecdes (blebbings) citoplasmaticas e
vacuolizagbes (Ameisen, 2002). Por exemplo, trabalho recente de nosso Grupo
identificou ocorréncia de apoptose em Leishmania amazonensis induzida por
compostos tripanossomicidas. Neste protozoario foram observadas fragmentagao de
DNA e inversao da fosfatidilserina, além de alteracdes morfoldgicas e ultraestruturais
tipicas de apoptose (Ribeiro, 2011).

O fato de a apoptose ser documentada em muitos organismos unicelulares
eucariotos indica que o papel altruistico da MCP na sobrevivéncia celular ndo esta
limitado a organismos multicelulares. Embora estes ndo sejam multicelulares per si,
eles vivem em comunidades nas quais o auto sacrificio de uma célula
irreversivelmente danosa ou uma populacéo de células, pode beneficiar os parentes
clonais circundantes, poupando recursos e garantindo a sobrevivéncia do genoma
da populacdo como um todo (Rice e Bayles, 2003). O conceito de MCP,

desenvolvido para explicar fendbmenos de células de metazoarios, tem sido ponte
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para estudo da MCP em organismos unicelulares, levando a um beneficio
nutricional para coespecificos, ou alguma outra vantagem (Lewis, 2000).

Atualmente, tem sido sugerido que MCP ocorra em organismos procariotos e
teria papel semelhante ao que ocorre em organismos eucariotos, como eliminar
células durante processos de desenvolvimento ou células com algum dano (Rice e
Bayles, 2003). Em bactérias, os entdo chamados processos “autoliticos” podem
representar MCP, pois as autolisinas — compostos que mediam a “autélise” — sdo
produzidos pelas proprias células (Shockman, Daneo-Moore et al., 1996; Lewis,
2000). Um dos primeiros exemplos de MCP em organismos procariotos unicelulares
foi reconhecido durante a esporulagao da bactéria saprofita ndo patogénica Bacillus
subtilis (Smith e Foster, 1995). O processo de esporulagdo neste microorganismo é
acionado pela escassez de nutrientes no ambiente, o que resulta em uma divisdo
celular assimétrica, produzindo uma célula mae e um esporo. Antes da liberacdo dos
esporos, a célula mae é ativamente lisada (Smith e Foster, 1995; Nugroho,
Yamamoto et al.,, 1999), fornecendo nutrientes para maturacdo dos esporos e
facilitando, assim, sua germinacao.

A primeira vista, pode parecer que a MCP n#o seria benéfica para organismos
unicelulares bacterianos. Contudo, estes exibem um comportamento social
relativamente sofisticado. Eles vivem em comunidades complexas, como biofilmes
ou corpos de frutificagdo, e coordenam expressdes génicas e comportamentos de
grupo por “quorum-sense” (QS). (Engelberg-Kulka, Amitai et al., 2006).

Em muitas comunidades, interrelacdes entre bactérias individuais sao
similares as que ocorrem entre as células eucaridticas em varios tecidos. Embora a
idéia de comunidades bacterianas ‘comportando-se’ como organismos multicelulares
ainda tenha pouca aceitacao entre os microbiologistas, sabe-se que comunicacdes
intercelulares e atividades coordenadas sé@o consideradas comuns entre as bactérias
(Gray, 1997; Decho, Norman et al., 2010).

O QS ou controle de expressdo de genes em resposta a densidade
bacteriana, € utilizado para regular varias fungdes fisioldgicas. Em todos os casos de
QS hé a participacdo de moléculas sinalizadoras chamada de autoindutores (Miller e
Bassler, 2001). Os sinais de QS podem ser modificados por alteracbes nos
ambientes naturais e estes podem ser percebidos por receptores celulares. Desta
forma, informagdes ambientais importantes podem ser adquiridas (Decho, Norman et
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al., 2010). O QS pode refletir uma das formas de como as bactérias se auto regulam,
através de sinais de comunicacdo célula-célula. A densidade celular é detectada e
transmitida por um sistema de QS (Bassler, 1999; Miller e Bassler, 2001), que por
sua vez, pode regular varias fungdes celulares, inclusive induzir componentes

celulares geneticamente controlados que levam a morte (Hayes, 2011).

1.4.3.2 Sistema toxina/antitoxina e morte celular programada em bactérias

Em bactérias, os mecanismos mais descritos de morte celular programada
sdo os relacionados aos sistemas genéticos de moédulos “toxina-antitoxina” (TA).
Estes sistemas sdo constituidos de dois genes, presentes em moédulos do
cromossomo bacteriano. No sistema TA, um gene codifica a formagdo de uma
proteina estavel téxica que impede o crescimento celular e pode levar a morte. O
outro gene é responsavel pela sintese de um “antidoto” que neutraliza a sintese do
produto téxico. A antitoxina pode ser uma proteina ou uma espécie de RNA
antisenso intradutivel (Ming Xi-U, et al, 2010; Prozorov et al, 2009). Estudos com
Escherichia coli, identificam morte celular programada ligada ao sistema toxina-
antitoxina mazEF, onde estdo envolvidos os genes: mazF e maszE, os quais
codificam uma toxina estavel e uma anti-toxina 1abil, respectivamente. A toxina mazF
€ uma endoribonuclease que cliva RNA mensageiros em uma unica fita (Belitsky,
Avshalom et al., 2011). Estes genes aparecem relacionados a morte de bactérias no
caso de privacdo de nutrientes, antibiéticos, aumento da temperatura, dano no DNA
e estresse oxidativo. O sistema mazEF, mediador de morte celular, requer um fator
extracelular, constituido de um peptideo sinal de comunicacdo célula-célula
(Engelberg-Kulka, Amitai et al., 2006; Kolodkin-Gal, Hazan et al., 2007). Neste caso,
a populacéo pode agir como um organismo multicelular em que uma subpopulacéo
de células morre e libera nutrientes (Aizenman, Engelberg-Kulka et al., 1996),
moléculas de sinalizacdo ou livra-se da infecgao por fagos (Engelberg-Kulka, Amitai
et al.,, 2006). A acdo destes sistemas €& qualificada na maioria dos trabalhos de
revisio como um tipo de apoptose, ou seja, uma morte celular programada
geneticamente (Rice e Bayles, 2003; Engelberg-Kulka, Amitai et al., 2006; Rice e
Bayles, 2008; Prozorov e Danilenko, 2010). Desta forma, permite o “suicidio” de
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algumas bactérias, frente a fatores de estresse, permitindo a sobrevivéncia da
populacéo (Prozorov e Danilenko, 2010).

O primeiro sistema TA estudado foi o ccd (control cell death) localizado no
plasmideo F de E. coli (Jaffe, Ogura et al., 1985). Neste, e em outros
microrganismos, foram encontrados sistemas TA cromossomais similares,
relacionados a morte celular. Em E. Coli, ja foram descritos mais de 33 sistemas TA,
enquanto em Micobacterium tuberculosis e em Micobacterium smegmatis foram
descritos 60 e 2, respectivamente. Dentre eles, alguns foram relacionados com
apoptose (Yamaguchi, Park et al., 2011).

1.4.3.3 Semelhangas de MPC em eucariotos e bactérias

Existem varios pontos de ligacdo, tanto morfolégicos como moleculares, entre
a MCP em eucariotos e bactérias, assim como procariotos de forma geral. Um
aspecto da MCP que ocorre em eucariotos e procariotos € a fragmentagdo de DNA,
resultado de quebras massivas em suas fitas duplas (Fernandez, Cartelle et al.,
2008). A fragmentacdo de DNA tem sido extensivamente utilizada como um
marcador de morte por apoptose, tanto em organismos eucariotos (Taylor, Cullen et
al., 2008) quanto em procariotos (Fernandez, Cartelle et al., 2008).

A atividade de proteinas com fungao proteolitica semelhantes a caspases
estd associada a “morte celular rapida” (MCR), que ocorre durante a fase
exponencial de culturas de Xantomonas campestris, uma bactéria patogénica da
soja. Neste caso, € possivel identificar DNA fragmentado no sobrenadante das
culturas, ligacdo da anexina —V na membrana das bactérias, e a producdo de uma
enzima com atividade semelhante a caspase-3 em células eucaribticas. Esta enzima
foi detectada por Western blotting através de um anticorpo caspase-3 humana, nao
sendo observado MCR nos mutantes que ndo possuiam esta enzima. Este fato
sugere que a morte observada nas cepas de Xanthomonas encontra-se relacionada
com MCP (Gautam e Sharma, 2002). Raju, Misra et al. (2007) demonstraram
atividade de poli-ADP-ribose-polimerase (PARP) associada com a produgédo de
caspases em X. Campestris, outro indicativo da ocorréncia de apoptose neste

microorganismo.
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Atividades de caspases também foram detectadas em cianobactérias
marinhas, as quais apresentam rapido crescimento seguido por uma abrupta lise
celular relacionada com fatores ambientais (Bidle e Falkowski, 2004; Franklin,
Brussaard et al., 2006). Em Trichodesmium sp., proteinas associadas com o inicio
da morte reagiram com anticorpos policlonais para caspase-3 humana e com um
substrato especifico desta caspase. Foram também encontradas alteracdes
morfologicas incluindo a degradagdo de componentes celulares (tilacoides,
carboxissomos, vesiculas de gés e granulos), degradacéo do DNA e retracdo celular
com membrana plasmatica integra (Berman-Frank, 2004). Assim, foi especulado que
este processo facilita a transferéncia de matéria organica e inorganica para
comunidades microbianas heterotroficas. Em geral, estes achados apoiam a
hipétese de que nos microrganismos procariotos estariam as origens evolutivas que
deram origem a MCP caspase-dependente em plantas superiores e animais (Bidle e
Falkowski, 2004).

Positividade para ensaio TUNEL, indicando fragmentacdo de DNA, foi
detectada em cultura de cianobactérias do género Anabaena, submetidas a estresse
salino. Neste estudo, também foram encontrados aumento da atividade de proteases
e desintegracdo de conteudos celulares (Ning, Guo et al., 2002). Positividade para o
TUNEL também foi documentada em culturas de E. coli submetidas a tratamentos
com hidrogénio-peroxidase (Rohwer e Azam, 2000).

Algumas proteinas com fungdo semelhante as encontradas na regulacdo da
permeabilidade de membrana mitocondrial durante eventos apoptoticos em
eucariotos, sdo encontradas em bactérias. As proteinas de membrana
“holin/antiholin” estdo principalmente associadas a lise celular bacteriana na infecgéao
por virus bacteriéfagos. Os bacteriéfagos, durante o ciclo litico, controlam o tempo
de lise da bactéria para sua liberacdo no meio circundante, e propagacdo da
infecgdo. As proteinas “holin” sdo programadamente codificadas por genes e atuam
na permeabilizacdo da membrana plasmatica bacteriana, e sua consequente lise.
Fato este, que permite a atividade de endolisinas que sao hidrolases mureinas
classificadas como autolisinas, que irdo degradar o peptideoglicano da parede e
liberar os fagos (Rice e Bayles, 2003; Pang, Moussa et al., 2011). A lise prematura
mediada pela proteina “holin” € prevenida pela presenca de uma segunda proteina,

denominada “antiholin”, que se difere por possuir dois aminoacidos na extremidade
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N e tem a funcao de inibir a lise celular (Young, 2002). As proteinas pré-apoptéticas
e anti-apoptaticas da familia bcl-2 regulam e controlam eventos via mitocondrial na
apoptose classica (Danial e Korsmeyer, 2004). De forma similar a Bax mitocondrial,
as proteinas “holin” causam permeabilidade de membrana por um processo de
oligomerizagdo protéica. As proteinas “antiholin” irdo agir como a Bcl-2, que, na
mitocondria, interage com Bax para inibir a morte celular, embora o mecanismo pelo
qual isso ocorra ainda seja controverso (Kroemer, Galluzzi et al., 2007; Rice e
Bayles, 2008). Proteinas reguladas pelos sistemas de regulacdo génica, operons
Cid/Lrg, possuem fungdo semelhante as proteinas “holin” e “antiholin” (Bayles, 2003;
Rice e Bayles, 2008). Aléem disso, outra similaridade deste sistema com a apoptose
€ seu papel no metabolismo de carboidratos. O metabolismo da glicose parece
desempenhar papel central na expressdo de Cid/lrg e na morte celular.
Interessantemente, o papel do metabolismo da glicose no controle da apoptose
também ja foi demonstrado (Rice e Bayles, 2008). As semelhancas notaveis entre o
controle de apoptose mediados por Bax/Bcl-2 e o controle de morte e lise bacteriana
mediados por holin / antiholin, levam a hipotese de que os eventos que levam a
autdlise de bactérias sdo analogos, bioguimicamente e fisicamente, aos eventos que
levam a ruptura das mitocéndrias durante os estagios iniciais da apoptose (Bayles,
2007; Pang, Moussa et al., 2011).

Alteracbes morfoldgicas ultraestruturais similares as ocorridas durante a
apoptose em células eucaridticas, podem ser observados em bactérias, em resposta
a condicBes ambientais desfavoraveis. A bactéria patogénica Heliobacter pylori em
cultura, modifica sua morfologia normal helicoidal, para a forma cocéide quando
submetida a fatores estressantes como, aerobiose, privacdo de nutrientes, alta
temperatura e exposicéo a antibioticos (Kusters, Gerrits et al., 1997; Cellini, Robuffo
et al.,, 2001). Apesar da alteragao da forma poder ser atribuida a adaptacbes a
condicbes adversas do meio (Azevedo, Almeida et al., 2007), foram verificados
padrdes apoptoticos classicos de células eucaridticas, como a perda de potencial de
membrana e da integridade do DNA, além da presenca de corpos elétron-densos
apresentando DNA condensado (Kusters, Gerrits et al., 1997; Cellini, Robuffo et al.,
2001).

A fragmentagdo de DNA gendmico e aparecimento de projecdes (blebs) de

membrana plasmatica também foram observados durante a morte hifal de
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estreptomicetos. Estes sdo bactérias gram-positivas do solo, que durante seu ciclo
de vida formam muitas hifas com varios nucledides. Durante a esporulagdo e
formacdo do corpo de frutificacdo, grande parte destas hifas morre, e as que
sobrevivem irdo formar cadeias de esporos maduros na colénia. Durante este
processo de morte, ocorre desorganizacdo progressiva do nucledide, que envolve a
fragmentacdo do DNA gendmico; degradacdo de componentes citoplasmaticos;
retracdo da membrana plasmatica e parede celular e sua dissociagdo em uma série

de vesiculas (Miguélez, Hardisson et al., 1999).

1.4.3.4 Significado e complexidade de MCP em Bactérias

Varios eventos de morte em bactérias encontram-se relacionados com MCP,
principalmente casos que envolvam altruismo por parte de algumas células. Lewis
(2000) infere que mecanismos de MCP tem inumeras fungdes em bactérias, como
facilitar mudancas genéticas, ajudar no desenvolvimento, eliminar células
defeituosas da populagdo, bem como diminuir a carga de mutantes que poderiam
potencialmente destruir e levar a morte de toda populagédo. A visao tradicional de
morte celular bacteriana e lise como um processo passivo e simples esta sendo
rapidamente substituida por uma visdo de um mecanismo complexo e altamente
regulado, e considerado um componente importante da fisiologia bacteriana. Novos
estudos se fazem importantes na compreensao de mecanismos, sinais reguladores,
vias que sinalizam entre vida e morte de bacterias e ligacdo evolutiva entre as

origens de MCP em bactérias e eucariotos (Bayles, 2003; Rice e Bayles, 2008).
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1.5JUSTIFICATIVA

Com relagdo a bactérias aquéticas de vida livre, ainda ndo existem estudos
que tratem de MCP nestes organismos. As implicacbes de MCP em bactérias
aquaticas abririam avancgo significativo no entendimento de sua ecofisiologia, desde
sua relagdo com o meio até relacdes individuais célula-célula nestes ambientes.

Tendo em vista o exposto sobre a importancia da morte de bactérias, e sua
relagdo com fatores ambientais diversos em ecossistemas aquaticos, bem como a
escassa literatura a cerca de MCP em bactérias aquaticas, o presente trabalho foi

realizado visando contribuir para o entendimento de MCP do bacterioplancton.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a ocorréncia de MCP em bactérias aquéticas de vida livre utilizando
dois modelos de ecossistemas aquaticos: lago Batata e lago dos Manacas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar a viabilidade celular de bactérias aquaticas através do uso de

marcador especifico para integridade de membrana;

e |Investigar a morte celular de bactérias aquaticas por citometria de fluxo

através de ensaio de fragmentagao de DNA;

e Caracterizar a diversidade morfologica da comunidade bacteriana por

microscopia eletrénica de transmissao;

e Investigar, por microscopia eletrdnica de transmisséo, a ocorréncia de

alteracdes celulares em bactérias aquaticas;

e Contribuir para o entendimento da MCP bacteriana em ecossistemas

aquaticos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DE AMOSTRAS E AREAS DE COLETA

As amostras foram coletadas em dois modelos de ecossistemas aquaticos:
lago Batata e lago dos Manacés.

O lago Batata (10 30'N e 56020'W) é um lago de inundacdo da Bacia
Amazonica, localizado a margem do rio Trombetas, préximo a Porto Trombetas, no
municipio de Oriximina, no estado do Para, Brasil (Fig. 5). O lago Batata é
classificado, de acordo com a tipologia proposta por Harold Sioli (Sioli, 1984), como
um ecossistema de aguas claras, que sdo caracterizadas por apresentarem pouca
guantidade de nutrientes e pouca matéria em suspensdo. Neste lago, o
desenvolvimento das populacdes e processos ecoldgicos € controlado pelo pulso de
inundacdo (Junk, 1989), peculiar aos sistemas rio-planicie de inundacédo tropical.
Desta forma, o lago sofre acentuada variacdo sazonal do nivel de &gua. Nos
periodos de &guas altas, a conexdo entre 0s sistemas aquaticos e terrestres
aumenta, e nos periodos de aguas baixas, esta conexao fica reduzida.

Entre os anos de 1979 e 1989, o lago sofreu impacto pelo langamento de
rejeito oriundo do beneficiamento do minério de bauxita na regido. A bauxita &
processada com jatos de agua produzindo um efluente liquido (rejeito), composto de
7% a 9% de particulas solidas de gréos finos (96% s&o menores do que 50um),
representada principalmente por Oxidos de aluminio, silicatos e Oxidos de ferro
(Lapa, 2000). Este fator tornou o impacto sofrido um caso unico, ja que impactos
ecologicos em areas tropicais alagaveis, resultantes do despejo deste tipo de rejeito
de bauxita, eram até entdo desconhecidos. Originalmente, o rejeito ocupava cerca
de 30% da area do lago. Devido as constantes ressuspensdes, provocadas pela
flutuagao do nivel do lago, o rejeito se espalhou para uma area maior do que a inicial
(Roland e Esteves, 1993).

Atualmente distinguem-se duas areas no corpo principal do lago : area
natural, praticamente livre do rejeito de bauxita e &rea impactada, apresentando
sedimento original coberto por uma camada compacta do efluente do
processamento de bauxita (Fig.5). Na é&rea impactada, o rejeito comumente
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sedimenta-se com as bactérias aderidas, o que juntamente com a maior predagéo

nesta area, gera uma densidade bacteriana menor do que na area natural.

™

Area Impactada

Area Natural

Figura 5 — Localizacdo Geogréafica do Lago Batata. O Lago Batata é um ecossistema
aquatico amazoénico que faz parte da bacia de inundagdo do Rio Trombetas. Localiza-se
proximo ao distrito de Porto Trombetas, municipio de Oriximina, estado do Para, Brasil.
Pode-se distinguir duas areas diferentes dentro do lago: i) Impactada por rejeito de bauxita
(cinza escuro); ii) Natural, sem influéncia do rejeito (cinza claro).

O lago dos Manacas é um ecossistema aquatico artificial localizado no
Campus da Universidade Federal de Juiz de Fora (21° 45’ S e 43° 21’ W), no estado
de Minas Gerais (Fig. 6). E um reservatério pequeno (0,02km?) e raso (5,0 m de
profundidade maxima) cercado por um remanescente de Floresta Atlantica. O clima
regional é tropical de altitude (Cwa, sistema de classificacdo de Koppen) com uma
estacdo fria seca e uma estacdo quente e chuvosa. E alimentado por nascentes
localizadas na area e recebe agua drenada enriquecida com residuos sélidos
provenientes do Campus Universitario ao seu entorno (Lawall, Torres et al., 2005).
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As amostras foram coletadas na sub-superficie dos lagos, fixadas em campo
ou transportadas resfriadas e preparadas para diferentes analises conforme a
seguir. Trés grupos foram estudados: lago Batata — &rea natural, lago Batata — area
impactada e lago dos Manacas. No lago Batata, as amostras foram obtidas durante
diferentes periodos, entre 2005 e 2011 enquanto no Lago dos Manacas as amostras
foram obtidas entre os periodos de Junho/2010 a dezembro/2011. Estas coletas
fazem parte do processo de monitoramento destes lagos pelo Grupo de Ecologia
Aquatica da UFJF.

Universidade Federal de Juiz de Fora (210 45'S ,430 21'W)

Q} | .
100 m

Brasil

i
&

Lago dos Manacas

[t;;
P

N

4

Figura 6 — Localizagcdo Geografica do Lago dos Manacéas. O lago dos Manacas é um
ecossistema aquatico artificial, localizado na regido sudeste do Brasil, no Estado de Minas
Gerais dentro do campus da Universidade Federal de Juiz de Fora.

3.2 VIABILIDADE CELULAR

Para andlise da viabilidade celular, baseado na integridade de membrana, foi
utilizado o kit LIVE/DEAD BacLight (Molecular Probes). Este kit é constituido de dois
marcadores: SYTO 9 que cora todas as células, integras ou com danos na
membrana e iodeto de propideo, o qual penetra somente em bactérias com danos
em sua membrana, causando uma reduc¢do na florescéncia do SYTO 9. Com a

mistura destes marcadores, bactérias com membranas intactas emitem

46



fluorescéncia verde e bactérias que apresentam dano de membrana, emitem
fluorescéncia vermelha.

Volumes iguais dos marcadores SYTO 9 e iodeto de propideo foram
misturados. A cada 3L desta solugao, adicionou-se 1 mL da amostra. As amostras
foram incubadas por 20 minutos no escuro e, em seguida, citocentrifugadas
(Shandon cytospin 4, Thermo Electron) a 452x g por 10 min em alta aceleragdo. As
laminas resultantes foram analisadas em microscopio de fluorescéncia BX-60
(Olympus), equipado com filtro U-MWB com a emissao no comprimento da luz azul,
o qual possibilita a visualizagdo simultanea dos marcadores. A contagem foi

realizada em 10 campos aleatorios. Para cada grupo, foram analisadas 5 amostras.

3.3 AVALIACAO DA FRAGMENTAGCAO DE DNA

A avaliagdo da fragmentagcdo de DNA foi detectada pelo ensaio TUNEL
(terminal deoxynuclieotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate biotin
nick end-labeling), utilizando o kit comercial APO-BrdU™ TUNEL Assay Kit
(Molecular Probes) e citometria de fluxo.

O kit detecta células apoptéticas, tendo em vista o fato da fragmentagéo de
DNA, caracteristica de apoptose, expor um grande namero de hidroxilas 3’ (Bortner,
Oldenburg et al., 1995). Estes grupos hidroxilas servem como pontos iniciais para
deoxinucleotidil transferase terminal (TdT). A adicdo do andlogo desoxitimidina 5-
bromo-2'-deoxiuridina 5'-trifosfato (BrdUTP) para a reacao TdT serve para rotular os
locais de quebra. Uma vez incorporado ao DNA, a BrdU é detectada por um
anticorpo anti-BrdU marcado com o marcador fluorescente Alexa 488, produzindo
conjugados fluorescentes brilhantes e fotoestaveis.

3.3.1 Quantificacdo do Numero de Bactérias por Volume de Amostra

Para processamento do ensaio TUNEL por citometria de fluxo, realizou-se a
quantificagdo do numero total de bactérias com a finalidade de se ajustar o volume
de cada amostra contendo 1x10° bactérias.

As amostras foram filtradas (poro 0,8 ym) para retirada de particulas maiores
e preparadas em citocentrifuga, (Shandon cytospin 4, Thermo Electron), utilizando-
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se volume de 1mL por amostra e laminas de vidro de rotina. As amostras foram
fixadas em formaldeido 2%, coradas com 4’6 diamidina-2-fenilindole, 4-dihidrocloreto
(DAPI) concentragao final 5ug/mL e citocentrifugadas a 452 x g, durante 10 minutos
em alta aceleragao. As laminas foram montadas com 6leo de imerséo e as bactérias
contadas em microscopio de fluorescéncia (Olympus BX-60) em 10 campos
aleatdrios, em aumento de 1000x. Para a quantificacdo bacteriana foi utilizado o
seguinte fator de conversao: (nxA)/(Vxa), onde n= nimero de células contadas, a=
area da grade contada, e V= (volume fixado de amostra x volume contado)/ (volume
da amostra) + (volume do fixador).

Para analise por citometria de fluxo, foram fixados volumes de amostra

filtrados, contendo 1x10° bactérias de acordo com a tabela 2.

Tabela 2- Volumes de amostras filtradas processadas para citometria de fluxo.

1 14,81 1,96 4,88
2 19,71 3,04 5,55
3 23,64 5,68 11,27
4 4,71 4,08 6,88
5 16,83 3,23 6,88
6 9,00 8,00 6,88
7 6,00 - -
8 8,00 - -
9 10,00 - -
10 10,00 - -

3.3.2 Analise por Citometria de Fluxo

Uma vez ajustado o volume das amostras contendo 1x10° bactérias/ amostra,
estas foram fixadas em paraformaldeido filtrado, na concentragcdo final de 2%
(Roland, Lob&o et al., 2010). Posteriormente as células foram permeabilizadas com
etanol 70% a - 4°C por 30 minutos, lavadas em tampao fosfato-salino (PBS) e
preparadas de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante do kit (Molecular

Probes). Os controles negativos foram realizados seguindo o mesmo procedimento,
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porém sem a incorporacdo da enzima TdT. As amostras foram analisadas em
citbmetro FACSCalibur equipado com programa de computador Cell Quest no
Laboratorio de Imunofarmacologia do Instituto Oswaldo Cruz (Fundagdao Oswaldo
Cruz, RJ). Um total de 1000 eventos foi obtido e os dados foram analisados
utilizando-se o programa Summit v4.3 (Beckman Coulter Inc).

3.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

Para a analise ultraestrutural de bactérias por MET, foram processadas
amostras coletadas na estacdo impactada do lago Batata. As amostras foram
filtradas em membrana de 30um para serem removidas as particulas e organismos
maiores, e imediatamente fixadas, ainda em suspensao, em solugao de Karnovsky
(1% paraformaldeido e 1% de glutaraldeido) durante 1 h, conforme protocolo de
rotina do Laboratorio de Biologia Celular da UFJF (Barros, Farjalla et al., 2010).
Posteriormente, as amostras foram lavadas em tampéao fosfato 0,1M, pH 7,3, e
centrifugadas (254 x g a 15°C por 20 minutos) para obtencdo de pellets. Em
seguida, estes foram incluidos em &gar 2%, o que possibilita que as etapas
subsequentes sejam realizadas sem o contato direto com os organismos. Esta pré-
inclusdo em agar reduz os artefatos causados por danos mecanicos e a perda de
espécimes durante os procedimentos que se seguem (Melo, Rosa et al., 2007).

Os blocos de agar contendo as amostras foram pods fixados em &smio
reduzido (ferrocianeto de potassio 3% em tampao fosfato 0.2M e 6smio 2% em agua
destilada) por 1h em temperatura ambiente e lavados por 3 vezes em tampao fosfato
0,1M, pH7,3. ApGs a lavagem com tampao maleato de sodio, pH 5,2, as amostras
foram contrastadas in bloc com acetato de uranila 2% em tampdo maleato de sédio
(0,05 M, pH 6,0) por 2 horas a temperatura ambiente e lavadas com a mesma
solugcdo tampdo. Em seguida, as amostras foram desidratadas em etapas de
concentracBes crescentes de alcoois (50%, 70%, 90%, 95%), passando em cada
etapa duas vezes por 5 minutos e, posteriormente em acetona (5 minutos). Apds a
desidratacdo, as amostras foram pré-infiltradas em meio de inclusdo epon/acetona
(2:1) overnight & temperatura ambiente, infiltradas em meio com DPM-30 e incluidas
em resina (Polybed 812, Polysciences, Warrington, PA, USA). Apo6s polimerizacéo
por 16 horas a 60°C, foram feitos cortes ultrafinos em ultramicrotomo (Sorval MT2,
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newton, MA, USA), os quais foram contrastados com citrato de chumbo. As
amostras foram analisadas em diferentes aumentos em microscopio eletrénico de
transmissao (CM 10; Philips, Eindhoven, The Netherlands e Tecnai Spirit G12, FEl,
The Netherlands) em 60 KV.

3.5 OBTENCAO E ANALISE DE IMAGENS

As amostras processadas para microscopia de fluorescéncia foram
fotografadas com céamera digital Evolution VF (Media Cybernetics) acoplada ao
microscopio de fluorescéncia BX-60 (Olympus), com a utilizacdo do programa Image
Pro-Plus (Media Cybernetics).

Para as andlises ultraestruturais, foram estudadas 35 micrografias em
aumentos de 15000x a 150000x. Para as avaliagbes morfométricas das bactérias
nas micrografias obtidas por MET foi utilizado o programa Image J (National Institute
of Mental Health, USA). Os seguintes parametros foram estudados:

1- Integridade ultraestrutural bacteriana. Esta foi analisada e classificada de
acordo com Heissenberger, Leppard et al. (1996) em (A) intactas, quando
apresentaram membrana plasmatica, parede celular e estruturas internas sem dano
estrutural, (B) danificadas, para células que apresentaram dano em alguma
estrutura e/ou em membrana e parede celular, e (C) vazias, células que
apresentaram conteudo esvaziado e/ou com fragmentos de estruturas amorfas que
ndo apresentam similaridade com as estruturas citoplasmaticas.

2- Tamanho médio da capsula bacteriana;

3- Numero de fagos por secc¢éo celular.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Na avaliacdo da viabilidade celular e fragmentacdo de DNA foi utilizado o
ANOVA oneway, para diferenga significativa entre os trés sistemas estudados e o
teste t para diferencas significativas entre as médias em cada sistema.

As analises estaticas e graficos foram feitos com a utilizagdo do programa
Prisma v. 5.01 (GraphPad Software Inc).
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4. RESULTADOS
4.1 VIABILIDADE CELULAR

A avaliagéo da integridade da membrana celular foi usada como indicativo da
viabilidade de bactérias aquaticas. A técnica de citocentrifugagao, aliada a utilizacédo
do kit LIVE/DEAD BacLight, permitiu boa visualizacdo, por microscopia de
fluorescéncia, de bactérias viaveis e inviaveis nas amostras dos ecossistemas
estudados. De acordo com os marcadores utilizados (SYTO 9 e iodeto de propideo),
células com membranas alteradas apresentaram fluorescéncia vermelha, enquanto
células com membranas intactas apresentaram fluorescéncia verde (Fig. 7 A-C).

Analises quantitativas de bactérias viaveis e ndo viaveis foram feitas nos
grupos experimentais. Considerando todas as amostras coletadas nos trés
ecossistemas estudados (lago Batata- area natural; lago Batata- area impactada e
lago dos Manacas), o total de bactérias viaveis foi significativamente maior do que o
total de bactérias inviaveis (F=20,71, p=0,0001) (Fig.8 A).

O lago Batata, considerando as areas impactada e ndo impactada em
conjunto, apresentou mais bactérias nao viaveis (36,20%) em comparagdo com o
Lago dos Manacas (19,66%) (Fig.8 B), sendo que a area impactada do lago Batata
apresentou a maior porcentagem média de células inviaveis (39,66%). Porém, nao
houve diferenga significativa entre as médias de bactérias viaveis e n&do viaveis
encontradas nas duas areas do lago Batata (p > 0,001). A figura 8 C apresenta a
porcentagem média de bactérias vidaveis e ndo viaveis nos ecossistemas estudados

e suas diferencgas significativas.
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Figura 7 - Bactérias aquaticas de
vida livre observadas por
microscopia de fluorescéncia
apds coloracdo com Baclight
(SYTO 9 e lodeto de propideo).
As amostras foram coletadas em 3
ecossistemas: (A) lago Batata -
area impactada, (B) lago Batata -
area natural, (C) lago dos
Manacas, fixadas e preparadas por
citocentrifugacdo. As bactérias
aparecem como células de
tamanho diminuto. Em verde bacté-
rias viaveis (setas brancas) e em
vermelho bactérias ndo viaveis
(setas amarelas). Barra=5 um (A -
C).

52



>

80- 100~ Bl Viaveis

= 80 4 [ Nao viaveis
g 60~ g c
E ‘E 60
Q Q
S 404 b S d
o o 404 T
o] o b
‘SE 20' o~ 20_ ——
0_ 0 T T
Viaveis Nao Viaveis lago dos Manacas lago Batata
@ 100+ W Viaveis
a [1 Nao viaveis
0 80"’ C
©
5 c
-g 60
F 40 : ¢
3 T
o b
7 204 I
0 | T |

Manacas Batata Impactado Batata Natural

Figura 8 - Porcentagens médias de bactérias de vida livre viaveis e néo viaveis do
lago dos Manacas, lago Batata — area impactada e lago Batata — 4rea natural. Amostras
em cada grupo (n=5) foram citocentrifugadas, coradas com o kit LIVE/DEAD BacLight e
analisadas em microscopia de fluorescéncia. Em cada lamina, foram contados 10 campos e
as porcentagens de bactérias viaveis e ndo viaveis estabelecidas. Em (A), as porcentagens
sdo apresentadas nos 3 grupos em conjunto. Em (B), os dados s&o mostrados por
ecossistema, enquanto em (C), s&o visualizados em cada grupo. Letras diferentes indicam
diferencas significativas entre médias (p<0,0001).

4.2 ANALISES DA FRAGMENTACAO DE DNA POR CITOMETRIA DE FLUXO

A fragmentacdo de DNA é resultado de quebras massivas das duplas fitas de
DNA, sendo considerada um marcador de morte celular (Fernandez, Cartelle et al.,
2008). Para avaliar a ocorréncia de fragmentacdo de DNA em bactérias aquaticas
nos ecossistemas estudados, foi utilizado o ensaio TUNEL, conforme descrito
anteriormente.
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Para ajustar o volume de amostra para processamento do ensaio TUNEL,
foram feitas contagens de bactérias em laminas preparadas por citocentrifugacéo,
coradas com DAPI (Fig. 9), e quantificadas por microscopia de fluorescéncia,
conforme descrito em material e métodos. A tabela 3 mostra os resultados obtidos.

Tabela 3 - Densidade Bacteriana

1 0,675 5,096 2,048
2 0,558 3,283 1,800
3 0,423 1,760 0,887
4 2,120 2,448 1,454
5 0,594 3,092 1,454
6 1,111 1,250 1,429
7 1,667 - -
8 1,250 - -
9 1,000 - -
10 1,000 - -

A andlise pelo ensaio TUNEL revelou a ocorréncia de fragmentacdo de DNA
nas bactérias aquaticas em todos os grupos estudados. As porcentagens de
fragmentacdo de DNA foram significativamente diferentes entre si comparando os 3
grupos (F=3,61, p=0,0479). Além disso, a porcentagem de fragmentacdo de DNA
nos controles negativos, que nao receberam o tratamento com a enzima TdT, foram
significativamente diferentes das amostras que foram tratadas com o TdT (p<0,05).

Na figura 10 podemos observar resultados representativos obtidos por
citometria de fluxo e as porcentagens médias de DNA fragmentado no lago dos
Manacas e nas estacdes, impactada e natural, do lago Batata.

A estacdo impactada do lago Batata apresentou a maior média de
fragmentacdo de DNA, 10,61% significativamente diferente (p<0,05), em
comparacdo com sua area natural e com o lago dos Manacés. No entanto, néo
houve diferenca significativa quando as médias da area natural do lago Batata e a
do lago dos Manacés foram comparadas.
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Figura 9 - Bactérias aquaticas de
vida livre observadas por microsco-
pia de fluorescéncia apds coloracao
com DAPI. As amostras foram cole-
tadas em 3 ecossistemas: (A) lago
Batata - éarea natural, (B) lago
Batata - area impactada e (C) lago
dos Manacas, fixadas e preparadas
por citocentrifugacdo. As bactérias
aparecem como células de
tamanho diminuto e contorno regu-
lar, coradas em azul pelo DAPI. Em
(Ai) sao indicadas 2 bactérias com
formatos diferentes: cocdide (seta)
e vibribide (cabeca de seta).
Barra=5um (A-C)e 1 um (Ai).
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Figura 10 — Fragmentacdo de DNA em bactérias aquéticas avaliada pelo ensaio TUNEL
através de citometria de fluxo. Os histogramas (A - C) séo representativos do (A) lago dos
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Manacés (n = 10), (B) lago Batata- area impactada (n= 6) e (C) lago Batata — &rea natural (n
= 6) e seus respectivos controles negativos. Em (D), a porcentagem média de fragmentagéo
de DNA foi comparada entre os grupos. Ocorreu diferenca significativa entre todos os
grupos analisados e seus controles negativos e entre o lago Batata — &rea impactada e os
demais grupos. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre médias (p<0,05).

4.3 ULTRAESTRUTURA

Tendo em vista que 0 maior nimero de bactérias aquaticas inviaveis (Fig. 8)
foi encontrado no lago Batata, e a maior incidéncia de fragmentacdo de DNA
bacteriano detectada na area impactada (Fig. 10), amostras do lago Batata —area

impactada foram processadas para analise ultraestrutural por MET.

4.3.1 Caracteristicas Gerais

As formas bacterianas analisadas por MET apresentaram, de maneira geral,
estruturas tipicas como nucleéide (N) (Fig. 11, Fig. 12 A e Fig. 12 B), membrana
plasmatica (Fig. 11 Ai, Fig. 11 Bi e Fig. 12 Aii), parede celular (Fig. 11 Ai, Fig. 11 Bi e
12 Aii), e presenca de granulos citoplasmaticos elétron-densos (Gr) (Fig. 11 B e 12
A).

As bactérias apresentaram grande diversidade ultraestrutural, representada
por diferencas morfolégicas quanto as seguintes estruturas:

1- Envoltério celular: foram encontradas bactérias com envoltorios

mostrando diferentes espessuras e composi¢do (compare as Fig. 11 Ai,
Fig. 11 Bi e Fig.12). Foi possivel observar envoltorios tipicamente gram-
positivos, que apresentaram membrana plasmatica e parede celular com
ou sem periplasma (Fig. 11 Ai e Fig. 11Bi) e também envoltorios
tipicamente gram-negativos, composto por membrana plasmatica, e
parede celular com periplasma e membrana externa (Fig. 12 Aii).

2- Mesossomos: presenca ou ndo desse sistema de endomembranas.
Ressalta-se que estes mesossomos encontravam-se associados ao
nucledide (Fig.11A e Fig. 11Aii);

3- Cpsula: presenca (Fig. 12) ou nédo (Fig. 11) de capsulas com diferentes
espessuras. Analises morfométricas mostraram grande variacdo quanto a

espessura da capsula. Esta variou entre 10,7nm a 117,0nm. Além disso,
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estas estruturas capsulares apareceram em 31,43% das bactérias
analisadas por MET.

4- Particulas aderidas: presenca ou ndo de particulas do substrato
formando um conjunto com a camada capsular (Fig. 12) ou particulas em
associacao direta com bactérias (Fig. 14 B). As bactérias mostraram-se
total (Fig. 12) ou parcialmente (Fig. 14 B) envoltas pelas particulas. Cerca
de 51,43 % das bactérias apresentaram particulas aderidas.

5- Vesiculas membranosas: foram observadas bactérias liberando
vesiculas membranosas provenientes da membrana externa em dire¢éo a
capsula adjacente (Fig. 12 Aii) e no meio extracelular (Fig. 13 Bi).

6- Tilacdides: foi observada uma proporcao pequena de bactérias contendo

morfologia tipica de sistema de tilacéides (Fig. 13).

Além disso, as bactérias mostraram diferencas no tamanho, com diametro
variando entre 0,12um e 2,0um, e na elétron-densidade citoplasmética. Enquanto
uma populacdo mostrou areas citoplasmaticas muito elétron-densas (Fig. 11A),
outras bactérias apresentaram citoplasma uniformemente elétron Iucido (Fig. 11B).
Um aspecto interessante observado foi a intima associacdo entre bactérias (Fig.
14A) e também a presenca de virus no citoplasma bacteriano (Fig. 14). Os
resultados sobre virus e infecgdo viral bacteriana serdo apresentados no item 4.3.1.2
— Particulas virais x integridade ultraestrutural.

A tabela 3 sumariza todas as estruturas bacterianas observadas por MET nas
amostras analisadas e suas respectivas descricdes morfologicas e funcdes
potenciais.
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Tabela 3 - Descrigbes morfolégicas das estruturas bacterianas observadas por MET.

Membrana Plasmatica

Periplasma

Parede celular

Membrana externa

Cépsula

Envoltério celular

Membrana de aspecto trilaminar que delimita
a o citoplasma bacteriano.

Regido entre membrana plasmatica e parede
celular (gram-positivas). Ou entre membrana
plasmatica e membrana externa (gram-
negativas).

Estrutura adjacente & membrana plasmatica.
Camada espessa elétron-denso composta por
peptideoglicanos (bactérias gram-positivas).
Ou o conjunto formado por periplasma e
membrana externa (gram-negativas).

Membrana com estrutura trilaminar adjacente
ao periplasma e membrana plasmética, nas
bactérias gram-negativas.

Camada extracelular elétron-ltcida adjacente
a parede celular. Formada basicamente por
uma matrix de exopolimeros, com alto teor de
polissacarideos.

Conjunto de estruturas que envolvem a célula
bacteriana. E formada por membrana
plasmatica, parede celular e capsula, quando
presente.
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12 Aii

11 Ai
12 Aii

11 Aie Bi
12 Aii

11 Ai
12 Aii

12 A
12 Ai

11 Aie Bi
12 A, Ai e Aii



Vesiculas

Mesossomos

Tilacd6ides

Granulos

Nucledide

Fagos Virais

Vesiculas membranosas de secrecdo, com
formato esférico, formadas a partir da
membrana externa. Podem conter proteinas,
LPS, fosfolipideos, autolisinas, além de outros
constituintes presentes na parede celular,
espaco periplasmético, membrana plasmatica
e/ou no citoplasma.

Invaginacdes da membrana plasmatica em
forma de sacos tubulares, vesiculares ou
lamelares. Estdo envolvidos na divisdo
celular, formacdo de esporos e transporte de
enzimas.

Sistema de endomembranas lamelares que
ocupam grande &rea do citoplasma da célula
e servem para aumentar a superficie de
reagcbes enzimaticas para  processos
metabdlicos.

Estruturas esféricas elétron-densas,
geralmente com funcdo de estocagem de
compostos organicos e inorganicos.

Regido elétron-licida presente no citoplasma
onde se localiza o DNA celular.

Pequenas particulas elétron-densas, com
formato arredondado e tamanho da ordem de
30-110nm, presentes no citoplasma
bacteriano. Possuem estrutura simples,
formada por um capsideo protéico
envolvendo material genético.

12 Aii
13 Bi

11 A e Aii
(cabeca de seta)

13AeB
(M

11B
12 Ae Al
(Gn

11AeB
12 A
13A

(N)

11AeB
12 A
13A

(setas)
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4.3.2 Integridade Ultraestrutural

As bactérias obtidas por MET foram analisadas de acordo com sua
integridade ultraestrutural e classificadas segundo Heissenberger, Leppard et al.
(1996) em intactas, danificadas ou vazias (tabela 4) apresentando as seguintes

caracteristicas ultraestruturais:

1 — Bactérias intactas: membrana plasmatica, parede celular e estruturas internas
nao alteradas (Fig. 11, Fig. 12 e Fig. 13)

2 — Bactérias danificadas: com perda parcial da integridade ultraestrutural exibindo
dano em estruturas internas, membrana plasmatica e/ou parede celular (Fig. 14 A2 e
Fig. 14B).

3 - Bactérias vazias: perda total da integridade ultraestrutural com esvaziamento do
conteudo intracelular (Fig. 14 Al e Fig. 14 A3). Algumas células vazias continham
regides amorfas no citoplasma, fortemente elétron-densas sem similaridade com
estruturas citoplasmaticas tipicas (Fig. 15 A). Estas regides provavelmente
representam areas de condensacdao citoplasmatica.

Tabela 4 - Frequéncia de bactérias Intactas, danificadas e vazias. n=35.

Intactas 42 .86
Danificadas 31,43
Vazias 25,71

4.3.2.1 Integridade ultraestrutural e sua relagdo com capsula e particulas do meio

As capsulas sdo formadas por exopolimeros celulares que se acumulam na
superficie da célula bacteriana proximo ao envoltorio celular. Os resultados das
analises morfométricas mostraram que a média da espessura das capsulas nao é
significativamente diferente quando as 3 categorias de bactérias (intactas,
danificadas e vazias) foram comparadas (F=1,835; p=0,1760). Porém, a frequéncia
de ocorréncia de capsula é menor nas bactérias vazias (22,2%), do que nas

danificadas (27,27%) e intactas (33,33%).
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Bactérias podem interagir com particulas vivas e ndo vivas do meio aquético
(Grossart, 2010; Suter, Juhl et al.,, 2011). No presente trabalho, a frequéncia de
bactérias com particulas aderidas foi investigada. A tabela 5 mostra a porcentagem
de bactérias com ou sem particulas aderidas, em relacdo a integridade
ultraestrutural.  Observou-se que particulas do meio associavam-se,
predominantemente, com bactérias ndo alteradas ou que ndo perderam
completamente sua integridade ultraestrutural (intactas e danificadas — 40%).
Interacdo entre bactérias ndo intactas foi também claramente visualizada (Fig. 14 A -

retangulos).

Tabela 5 - Frequéncia de bactérias com e sem particulas aderidas em relacéo a
integridade celular

Intactas 17,14 25,72
Danificadas 22,86 8,57
Vazias 11,42 14,29
Total 51,42 48,58

4.3.2.2 Particulas virais x integridade ultraestrutural

E comum encontrar virus infectando bactérias em ecossistemas aquaticos
(Fuhrman e Noble, 1995; Sawstrom, Pearce et al.,, 2008; Barros, Farjalla et al.,
2010). No presente trabalho, as andlises por MET das amostras da area impactada
do lago Batata revelaram que 34,28% das bactérias apresentam particulas virais
(Fig. 14 A2 e Fig. 15 A). O numero meédio de fagos por seccao nas bactérias intactas
foi de 0,93+0,80, e nas bactérias danificadas e vazias foi de 9,0+5,11 e 16,11+8,59,
respectivamente. A andlise de variancia mostrou que ndo ha diferenca significativa
quanto ao numero médio de fagos por seccdo entre as bactérias intactas,
danificadas e vazias (p=0,0785, f=2,751). Porém, o numero médio de fagos por
seccao foi significativamente menor nas bactérias intactas em comparacdo com as

nao intactas (danificadas em conjunto com as vazias) (p<0,05; Fig.15 B).
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Figura 11 — Ultraestrutura de bactérias aquaticas do lago Batata — area impactada, obser-
vadas a microscopia eletrénica de transmisséo. (A e B) Bactérias intactas, apresentando estru-
turas tipicas como nucledide (N), granulo (Gr), e envoltorios celulares com diferentes espessuras
(retdngulos azuis). Em (Ai) e (Bi) sdo mostrados detalhes do envoltério celular. Em (Ai) o envoltério
é delgado, composto por parede celular, periplasma e membrana plasmética. Em (Bi), o envoltério
celular mostra-se mais espesso, composto por membrana plasmatica e parede celular. Em (Aii),
observam-se sistemas de endomembranas denominados mesossomos (cabecas de setas) em
intima relagdo com o nucledide (N). Note a diferenca de elétron-densidade do citoplasma (c),
elétron-denso em (A) e uniformemente elétron-ltcido em (B). Barra = 240nm (A), 120 nm (Ai),
140nm (Aii) e 70 nm (B e Bi).
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B Particulas aderidas
= Capsula

~

= Membrana externa
Periplasma
O Membrana Plasmatica

Figura 12 — Bactéria aquética de vida livre mostrando cdpsula e particulas aderidas do
meio. Em (A) observa-se a estrutura capsular (colorida em verde em (Ai) e camada de
particulas aderidas (colorida em vermelho em Ai), além do nucledide (N) e granulo
citoplasmatico (Gr). Note no detalhe (Aii), 0o envoltério celular composto por membrana
plasmatica, periplasma, membrana externa e capsula. Observam-se vesiculas membrano-
sas projetando da membrana externa (cabecas de seta) em direcdo a cépsula (seta).
Amostras foram coletadas, fixadas e processadas para microscopia eletronica de

transmisséo. Barra = 130nm (A, Aii) e 60nm (Aii).
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O Membrana Externa
~ formando vesiculas

Figura 13 — Bactérias aquaticas de vida livre com tilacoides, observadas a microscopia
eletrbnica de transmisséao. (A e B) Endomenbranas com morfologia tipica de tilacéides (T)
sdo observadas em seccédo transversal (A) e longitudinal (B) de bactérias. Note no detalhe
(Bi), a formacéo de vesiculas a partir da membrana externa bacteriana (seta), bem como a
liberacdo do conteudo vesicular no meio (cabeca de seta). A estrutura trilaminar da mem-
brana é nitidamente observada. (N) nucletide. Barra = 275nm (A), 255nm (B) e 190nm (Bi).
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Figura 14 - Bactérias aquéticas do lago Batata — area impactada — com altera¢gdes da
integridade celular. Em (A) observam-se 2 bactérias vazias com perda total da integridade
celular (1,3) e uma bactéria parcialmente danificada (2) com desestruturacdo do envoltorio
celular (cabecas de setas), retracdo citoplasmatica e presenca de particulas virais no
citoplasma (setas). Areas de intima associacdo entre bactérias s&o indicadas (retangulos).
Em (B), nota-se uma bactéria danificada com rarefacéo citoplasmaética, alteracéo do envoltério
celular (cabegas de seta) e agrupamento de granulos (Gr). Parte destes granulos mostra-se
aparentemente em processo de dissolugdo. Uma particula de substrato (*) é vista aderida a
superficie da bactéria. Amostras foram coletadas, fixadas e processadas para microscopia
eletrbnica de transmissao. Barra = 50nm (A) e 70nm (B).
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Figura 15 - Bactérias aquaticas do lago Batata — area impactada - infectadas com
virus bacteri6éfagos. Em (A) observa-se bactéria com perda total da integridade ultra-
estrutural e particulas virais no citoplasma (setas). Nota-se no citoplasma desta célula
regides amorfas, fortemente elétron-densas e condensadas. Em (B), é representado o
numero médio de fagos por secdo em cada categoria de bactéria. Amostras foram coleta-
das, fixadas e processadas para microscopia eletrénica de transmissado. Letras diferentes
indicam diferencas significativas entre médias (p<0,05). Barra = 30nm (A).
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5. DISCUSSAO

51 MORTE CELULAR DE BACTERIAS DE VIDA LIVRE EM ECOSSISTEMAS
AQUATICOS

A avaliagéo da viabilidade celular € amplamente usada em diferentes estudos
de biologia celular e microbiologia para observacdo, a microscopia de luz, de células
funcionalmente alteradas e em processo de morte (D'avila, Melo et al., 2006;
Fletcher, Wigg et al., 2009; Davey e Hexley, 2011; Hall, Bondada et al., 2011)

O uso do kit LIVE/DEAD BacLight é particularmente indicado para avaliagéo
da viabilidade celular em microorganismos e tornou-se muito usual nos ultimos anos
devido ao seu procedimento préatico e rapida distincdo entre células viaveis e néo
viaveis (Decamp e Rajendran, 1998). Este kit vem sendo utilizado em varios estudos
para determinar a viabilidade/inviabilidade, ou seja, vida/morte de bactérias em
diversos ambientes aquaticos naturais (Decamp e Rajendran, 1998; Boulos, Prevost
et al., 1999; Haglund, Lantz et al., 2003; Freese, Karsten et al., 2006). No entanto, €
a primeira vez que este método foi usado para avaliar a viabilidade celular
bacteriana nos modelos de ecossistemas aquaticos tropicais estudados — lago
Batata e lago dos Manacas.

As andlises de viabilidade celular do presente estudo mostraram que a morte
celular de bactérias de vida livre € um processo de ocorréncia geral nos
ecossistemas aquaticos tropicais investigados. Apesar de diversos estudos
realizados previamente nestes sistemas terem demonstrado que a densidade de
bactérias altera em funcdo da disponibilidade e qualidade dos substratos organicos,
pulso de inundacao, predacéo e infecgdo por virus (Bozelli, 1994; Anésio, Abreu et
al.,, 1997; Farjalla, Azevedo et al., 2006; Barros, Farjalla et al., 2010), indicando
ocorréncia indireta de morte bacteriana, nossos resultados mostram diretamente a
presenca de bactérias vivas/viaveis e mortas/inviaveis.

Conforme ressaltado na introducdo, a morte celular de bactérias aquaticas
representa um processo importante para a regulagéo da abundancia da comunidade
bacteriana, com significado na ciclagem de nutrientes nos ecossistemas (Lindeman,
1942; Novitsky, 1986; Fuhrman, 1999; Pomeroy, Williams et al., 2007; Kiersztyn,
Siuda et al., 2011).
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Além de documentar a ocorréncia de morte celular bacteriana, os resultados
do presente trabalho mostraram que: i) o total de bactérias viaveis é maior que o de
bactérias ndo viaveis nos trés sistemas estudados e, ii) a porcentagem média de
morte celular varia entre 20-40% considerando os trés sistemas.

E bem documentada a existéncia de um continuo de estados fisiologicos
entre vida e morte bacteriana em ecossistemas aquaticos e uma grande
variabilidade em termos de bactérias viaveis e nao viaveis, dependendo de diversos
fatores como heterogeneidade das populacdes bacterianas, estresses ambientais,
competicao por nutrientes e predagao (Joux e Lebaron, 2000; Smith e Del Giorgio,
2003; Sawstrom, Pearce et al., 2008; Romanova e Sazhin, 2011). Estudos anteriores
utiizando o mesmo método de andlise do presente trabalho mostraram ampla
variagdo de bactérias viaveis em comparacdo com o total de bactérias. Em
ecossistemas marinhos, a porcentagem de bactérias viaveis variou de 40 a 85%
(Decamp e Rajendran, 1998) enquanto em ecossistemas de agua doce temperados
a variacao é de 13,5 a 83,5% (Sawstrom, Pearce et al., 2008).

Nossos resultados também demonstraram que o lago Batata apresenta maior
proporcdo de morte celular bacteriana em comparacdo com o lago dos Manacés.
Embora a analise da morte celular em funcdo do ecossistema estudado ndo tenha
sido objetivo do presente trabalho e sim usar os ecossistemas como modelos para
se estudar o processo de morte bacteriana, algumas consideracbes podem ser
feitas. O lago Batata € um ecossistema aquatico amaz6nico de inundagédo que foi
impactado pelo despejo de rejeitos de bauxita, provenientes da atividade mineradora
na regido e € considerado um sistema impactado em recuperacdo. J4 o lago dos
Manacas é um ecossistema aquatico artificial que recebe residuos sélidos
provenientes do seu entorno (Lawall, Torres et al., 2005). No entanto, o impacto
sofrido pelo lago Batata é considerado Unico e sem precedentes (Esteves, 2000).
Varios parametros limnologicos encontram-se afetados pelo despejo de bauxita,
dentre eles o crescimento, a producdo e a densidade bacteriana (Anésio, Abreu et
al., 1997), o que poderia explicar a maior ocorréncia de morte neste ecossistema em
comparacao com o lago dos Manacéas. Nossos dados, no entanto, ndo mostraram
diferencas na proporcdo de morte bacteriana quando as areas natural e impactada
do lago Batata foram comparadas. Isto pode ser devido ao fato das coletas terem
sido feitas em diferentes épocas do ano e ndo em periodos especificos. Sabe-se
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gue a populacao bacteriana flutua de acordo com o pulso de inundacdo do lago, o
gual é baseado em periodos de enchente, aguas altas, aguas cheias e aguas
baixas. E esta variacdo do nivel hidrologico exerce controle importante sobre a
abundancia de bactérias, influenciando na densidade e producdo bacteriana
(Farjalla, Azevedo et al., 2006).

Com relagdo a importancia das analises de viabilidade celular para o
entendimento da dindmica de popula¢gdes bacterianas em ecossistemas aquaticos,
ressalta-se que tais andlises permitem a deteccdo de alteracdes celulares
relacionadas a morte anteriormente a lise celular. Células com membranas néo
integras ndo podem manter um gradiente eletroquimico que gera o potencial de
membrana, podendo ser classificadas como mortas. Desta forma, contagens que
diferenciam entre bactérias vivas e mortas sdo fundamentais para determinacéo do
estatus fisiolégico das células. Por outro lado, avalia¢cdes quantitativas do niumero de
bactérias aquaticas usando-se marcadores que nao distinguem bem entre células
vivas e mortas poderdo incluir bactérias mortas no total de bactérias do sistema e,
desta forma, interferir na interpretacéo dos resultados (Seo, Ahn et al., 2010).

Cabe ainda ressaltar com relacdo a técnica utilizada para as analises de
viabilidade, que o0 processamento das amostras foi feito com uso de
citocentrifugacdo. Em trabalhos anteriores do Grupo, o0 método de citocentrifugacao
para preparagéo das laminas proporcionou melhor visualizagdo de microorganismos
guando comparado ao método usual (contagem de bactérias sobre a superficie de
filtros, apos filtracdo) para analise quantitativa & microscopia de luz (Noyma, Melo et
al., 2009). No caso da citocentrifugacdo, as bactérias séo visualizadas e contadas
diretamente sobre a superficie da lamina, evitando a formacao de background (muito
comum em preparagbes com filtro), além de permitir a preparacdo rapida das

amostras.
5.2 MORTE CELULAR PROGRAMADA EM BACTERIAS
Para entendimento do processo de morte celular bacteriana foi feita, em

paralelo, a andlise de fragmentacdo de DNA por citometria de fluxo, com utilizacdo
do APO-BrdU™ TUNEL Assay Kit (Molecular Probes). A massiva fragmentacdo nas
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dupla-fitas de DNA é um indicativo de morte celular, e pode ocorrer por varias
causas, durante a morte de microrganismos (Fernandez, Cartelle et al., 2008).

A positividade para o ensaio TUNEL é utilizada como indicador de morte
celular programada por apoptose em organismos eucariotos (Taylor, Cullen et al.,
2008) e também tem sido aplicada para avaliacdo de morte celular por apoptose em
procariotos e bactérias (Ning, Guo et al., 2002; Fernandez, Cartelle et al., 2008; Rice
e Bayles, 2008). A NCCD argumenta em suas trés revisdes sobre morte celular que
a fragmentacdo de DNA nado ocorre somente no processo de morte por apotose,
porém reconhece que a fragmentacdo de DNA pode ser um importante indicador de
sua ocorréncia (Kroemer, El-Deiry et al.,, 2005; Kroemer, Galluzzi et al., 2009;
Galluzzi, Vitale et al., 2012).

Nossos resultados mostraram que a morte celular programada constitui um
fenbmeno presente nos ecossistemas aquaticos estudados. Houve diferencas
significativas entre as porcentagens de DNA fragmentado nos trés ecossistemas em
comparagao com os controles negativos. Desta forma, sugere-se que a morte celular
programada ocorra como mecanismo de morte governando o controle da
comunidade bacteriana. De fato, dados da literatura em bactérias patogénicas e
saproéfitas em cultura mostram que esse processo de morte pode ser importante
para populacdo bacteriana na eliminagéo de células danificadas, infectadas por virus
ou durante processos de desenvolvimento (Smith e Foster, 1995; Lewis, 2000; Pang,
Moussa et al.,, 2011). A MPC em bactérias poderia também promover beneficios
nutricionais para coespécificos em situacdes de escassez de nutrientes (Aizenman,
Engelberg-Kulka et al., 1996).

Um resultado interessante do presente trabalho foi a observacdo de maior
ocorréncia de MCP na estacdo impactada do lago Batata. Embora ndo existam
dados na literatura sobre incidéncia de MCP em bactérias presentes em
ecossistemas aquaticos submetidos a estresse ambientais, diversos estudos
demonstram MCP em bactérias parasitas. Neste caso, demonstrou-se fragmentacao
de DNA durante a morte de Xantomonas campestris (Gautam e Sharma, 2002),
Heliobacter pylori (Cellini, Robuffo et al., 2001) e E. coli (Rohwer e Azam, 2000)
submetidas a fatores estressantes no meio e/ou privagao de nutrientes.

Na realidade, ainda nédo existem trabalhos realizados anteriormente que

avaliem a fragmentacdo de DNA em bactérias aquéticas. Porém, foi documentado
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DNA fragmentado associado a caracteristicas tipicas de MCP em alguns géneros de
cianobactérias (Ning, Guo et al., 2002; Berman-Frank, 2004; Hu, Zhou et al., 2010).
Sugere-se que a MCP em procariotos possa funcionar como um mecanismo de
auto-sacrificio, poupando nutrientes e garantindo a sobrevivéncia da populacdo
como um todo (Rice e Bayles, 2003).

Apesar do estudo de aspectos ecoldgicos do lago Batata e lago dos Manacas
nao ter sido objetivo deste trabalho, podemos inferir que a maior ocorréncia morte
celular com fragmentacdo de DNA, caracteristica de MCP, na area impactada do
lago Batata poderia ser um dos mecanismos de sobrevivéncia da comunidade
bacteriana neste ambiente. Sugere-se que este mecanismo atue na morte de
algumas células em beneficio da populacao, refletindo em ganho adaptativo para
comunidade. O lago Batata é um ecossistema aquatico amazénico de aguas claras,
caracterizado pela pouca quantidade de matéria em suspensdo (Sioli, 1984).
Ecossistemas aquéaticos amazdnicos no geral possuem elevadas concentragfes de
nutrientes, em comparacdo com outros ecossistemas. Porém a estacado impactada
apresenta maior quantidade de matéria em suspenséo, pela presenca do rejeito de
bauxita sobre o sedimento natural, o que impede o intercambio de nutrientes na
coluna d’agua (Roland e Esteves, 1993). As particulas do rejeito de bauxita também
induzem a sedimentacdo de COP (e bactérias) e a diminuicdo da producéo priméaria,
pela reducdo da penetracdo de luz, reduzindo a quantidade de COD (Esteves,
Thomas et al., 1994; Ferrao-Filho e Esteves, 1994), que é utilizado pelas bactérias.
O que caracteriza uma disponibilidade de nutrientes diferenciada nesta area,
somada a presenca de outros fatores controladores da abundancia bacteriana, como
a ocorréncia de maior densidade de predadores (Bozelli, 1994) e consideravel
presenca de virus bacteridfagos (Barros, Farjalla et al., 2010). Desta forma, a maior
proporcdo de MCP na é&rea impactada do lago Batata pode estar associada a
estratégias populacionais em resposta a fatores de estresses e pressdes ambientais
(Lewis, 2000; Cellini, Robuffo et al.,, 2001; Ning, Guo et al., 2002; Berman-Frank,
2004). A éarea impactada do lago Batata mostra-se, portanto, uma area intrigante
para estudos relacionados a morte celular de bactérias e seu significado ecoldgico.
No entanto, outros estudos focados especificamente nesta estacdo sdo necessarios
para compreensdo dos mecanismos intrinsecos de morte acompanhando o0s

diferentes padrdes limnoldgicos existentes de acordo com ciclo hidrolégico do lago.
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Intercambio de nutrientes

Lago Batata - Area Impactada

T Matéria em suspensio

Sedimentagdo de COP | produgéo primaria/ |COD
(e bactérias)

Reguladores da densidade
— 1 de predadores
— virus bacteri6fagos

Figura 16 — Esquema representativo das condi¢gdes limnoldgicas diferenciadas
presentes no lago Batata — &rea impactada. A maior quantidade de matéria em
suspensdo encontrada na area impactada do lago Batata dificulta o intercambio de
nutrientes na coluna d’agua; induz a sedimentacdo de carbono organico particulado,
incluindo as bactérias; dificulta a penetragdo da luz, o que ocasiona a diminuicdo da
producdo priméaria e diminuicdo do carbono orgénico dissolvido. Também se encontram
presentes outros fatores reguladores da densidade bacteriana, como a presenca de
predadores, que em comparagdo com a area natural sdo mais abundantes, além da
consideravel presenca de virus bacteriofagos.

5.3 ULTRAESTRUTURA DE BACTERIAS AQUATICAS

Conforme mencionado anteriormente, amostras do lago Batata foram
processadas para MET tendo em vista que este ecossistema mostrou maior
incidéncia de morte bacteriana em comparacdo com o lago dos Manacés e que a
estacdo impactada do lago Batata apresentou maior propor¢ao de MCP em
comparacao ndo apenas com o lago dos Manacas, mas também quando comparada
com a é&rea natural. Desta forma, utilizamos a MET como ferramenta para entender
melhor aspectos morfolégicos ultraestruturais da populacdo bacteriana da estacao
impactada do lago Batata, assim como possiveis alteracdes ultraestruturais
relacionadas com morte de bactérias. Ressalta-se que a MET é frequentemente
utilizada para estudo de estruturas de células bacterianas em ambientes naturais e
culturas (Moriarty e Hayward, 1982; Hoppert e Mayer, 1999; Kerfeld, Heinhorst et al.,
2010). No entanto, ndo foram encontrados dados na literatura referentes a estudos
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ultraestruturais de bactérias aquaticas nos ecossistemas estudados no presente

trabalho.

5.3.1 Diversidade Ultraestrutural

As analises de MET revelaram bactérias aquaticas apresentando estruturas
tipicas comumente encontradas em bactérias, como: nucledide, membrana
plasmatica, parede celular e granulos citoplasmaticos. No entanto, chamou atencdo
a grande diversidade ultraestrutural de bactérias na estacdo impactada do lago
Batata, representada por diferencas morfologicas quanto as estruturas bacterianas
observadas.

No presente trabalho, foi possivel observar diferencas evidentes quanto as
espessuras e composicdo de envoltérios celulares bacterianos. Estas diferencas
refletem a presenca de bactérias gram-positivas e gram-negativas comumente
encontradas em ecossistemas aquaticos (Moriarty e Hayward, 1982; Beveridge,
1999; Nevot, Deroncele et al., 2006). Estruturas capsulares, com ampla variagdo em
sua espessura (10,7-117nm), estavam presentes em parte das bactérias analisadas
(31,43%). As capsulas sao conhecidas por mediar interacdes entre as células e o
ambiente, constituindo uma estrutura que permite ndo apenas a absorcdo e
estocagem de nutrientes (Roberts, 1996), mas também a retencdo de agentes
toxicos do meio e protecdo a predacdo (Hahn, Lunsdorf et al., 2004). Estudos
prévios em bactérias marinhas descreveram freqiéncia de capsula em 7-27% das
bactérias e relacionaram sua ocorréncia com o nivel de atividade bacteriana
(Cowen, 1992; Heissenberger, Leppard et al., 1996; Stoderegger e Herndl, 2001).

Uma observacdo interessante foi a presengca de vesiculas membranosas
secretoras em algumas bactérias, formadas a partir da membrana externa. Estas
vesiculas projetavam-se para capsula adjacente ou meio extracelular, onde
descarregavam seus produtos. Estudos indicam que estas vesiculas de membrana
externa apresentam contetudo variado e podem ser essenciais na sobrevivéncia
bacteriana e inibicdo da lise por infecgéo viral (Kulp e Kuehn, 2010). Estas vesiculas
podem conter componentes variados que auxiliam na formacéo da parede celular,
inibem compostos toxicos do meio (Mcbroom e Kuehn, 2007) e favorecem a
formacéo e estabelecimento de biofilmes (Schooling e Beveridge, 2006). Além disso,
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podem conter enzimas que contribuem para aquisicdo de nutrientes (Thompson,
Naidu et al., 1985) e autolisinas que degradam outras bactérias, o que poderia
favorecé-las na competi¢céo por nichos (Li, Clarke et al., 1998).

Sistemas de endomembranas também foram observados em algumas
bactérias. Mesossomos foram verificados em intima relacdo com o nucledide e uma
pequena propor¢cdo de bactérias apresentaram sistemas de tilacOides. Os
mesossomos parecem ter papel em diversas fungdes celulares, principalmente na
segregacao de cromossomos durante a divisdo celular. Estudos documentam a
formacdo de mesossomos em bactérias patogénicas sob condicbes de estresse
(Santhana Raj, Hing et al., 2007; Li, Feng et al., 2008). Os tilacoides sdo estruturas
membranosas importantes na realizacdo de processos metabdlicos, como a
fotossintese e sdo encontradas em cianobactérias (Miller, Augustine et al., 2005) e
algumas bactérias (Mcdermott, Prince et al., 1995; Yurkov e Beatty, 1998).
Interessantemente, tilacéides podem sofrer o efeito da radiacdo ultra-violeta,
conforme demonstrado em trabalho recente do Grupo em cianobactérias. Estes
estudos mostraram reducdo da area de tilacdides e pigmentos acessorios da
fotossintese.

A alta complexidade e variagcdo espacgo-temporal da disponibilidade de
matéria organica em ecossistemas aquaticos facilita a evolucdo de um amplo
repertorio de adaptacdes fisiolégicas das bactérias aos ambientes (Azam, 1998;
Grossart e Tang, 2010). Portanto a grande diversidade ultraestrutural pode estar
relacionada a ampla diversidade metabdlica e adaptativa bacteriana existente. Esta
diversidade encontrada na area impactada do lago Batata pode representar
adaptacfes metabolicas e fisiologicas presentes neste ambiente.

Finalmente, ressalta-se que a diversidade morfolégica bacteriana vai,
portanto, muito mais além do que a simples descricdo da forma bacteriana. Os
resultados aqui descritos enfatizam o fato das bactérias aquaticas constituirem
organismos complexos do ponto de vista ultraestrutural o que denota também a

complexidade funcional destes microorganismos.
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5.3.2 Integridade Ultraestrutural e Morte Celular

Bactérias aquaticas da estacdo impactada do lago Batata foram analisadas e
categorizadas de acordo sua integridade ultraestrutural em intactas, danificadas ou
vazias (Heissenberger, Leppard et al., 1996). Estes autores assumem que somente
bactérias com estruturas internas intactas podem ser consideradas potencialmente
ativas. De fato, um dos pardmetros utilizados para caracterizar células vivas e
viaveis € a presenca de estruturas celulares morfologicamente identificaveis (Nebe-
Von Caron e Badley, 1995). Por outro lado, alteracdes estruturais sdo indicativas de
danos celulares que podem anteceder processo de morte (Heissenberger, Leppard
et al., 1996).

E amplamente aceito que comunidades naturais de bactérias aquaticas s&o
constituidas por células que podem variar amplamente o seu estado metabdlico,
desde vivas e ativas até dormentes ou mortas (Schumann, Schiewer et al., 2003;
Smith e Del Giorgio, 2003). Portanto, considerando a morte como um processo,
bactérias com estruturas intactas podem ser consideradas vivas, bactérias vazias
mortas e as que apresentaram estruturas internas ou envoltério celular danificados,
poderiam representar bactérias em processo de morte.

De acordo com as andlises de integridade ultraestrutural, a maioria das
bactérias analisadas por MET mostraram-se com alteragdes morfologicas indicativas
de morte ou processo de morte (danificadas e vazias, respectivamente),
constituindo um total de 57,14%. Este valor, embora maior, corrobora os dados de
viabilidade celular demonstrados pelas contagens por microscopia de fluorescéncia
usando o marcador BackLight (40%). A diferenca encontrada poderia ser justificada
pelo fato da MET ser capaz de identificar alteragdes iniciais de estruturas celulares.
O fato € que nossos estudos por MET identificaram uma porcentagem alta de
bactérias alteradas morfologicamente, o que pode ter significado importante para se
entender a dindmica da populacdo bacteriana em ecossistemas aquaticos.
Realmente, estudos anteriores demonstraram que bactérias ndo intactas constituem
a maior fracdo do bacterioplancton marinho. Heissenberger, Leppard et al. (1996)
encontraram 42% de bactérias danificadas e 23% vazias e Zweifel e Hagstrom
(1995) concluiram que a maior fracdo (68 a 98%) das bactérias marinhas sdo

“bacteria ghost” (ndo apresentam nucledide) e que isto geralmente escapa da
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observacéo dos microbiologistas pelas técnicas rotineiras de fixagdo e coloracédo que
sao utilizadas para contagem de bactérias.

Alteracdes morfoldgicas e bioquimicas indicativas de morte, principalmente as
relacionadas a eventos de MCP em bactérias e cianobactérias, vem sendo
discutidas com base nas alteragfes encontradas em células eucaritticas (Kusters,
Gerrits et al., 1997; Miguélez, Hardisson et al., 1999; Ning, Guo et al., 2002; Rice e
Bayles, 2003; Berman-Frank, 2004).

Varias alteracGes ultraestruturais encontradas em bactérias de vida livre no
presente trabalho sdo similares as descritas em células eucariticas. Estas
alteracbes incluem retracdo, rarefacdo e condensacédo citoplasmaticas, sendo a
retracdo e condensacdo celulares caracteristicas tipicas de apoptose (Ziegler e
Groscurth, 2004; Kroemer, El-Deiry et al., 2005; Galluzzi, Vitale et al., 2012).
Curiosamente, foram encontradas bactérias que apresentaram conteddo esvaziado
e mantiveram envoltério celular intacto. Durante a apoptose de células eucaribticas a
membrana plasmatica permanece intacta até estagios tardios do processo (Ziegler e
Groscurth, 2004; Kroemer, El-Deiry et al., 2005; Kroemer, Galluzzi et al., 2009).

Avaliando a presenca de cépsula nas diferentes categorias de integridade
ultraestrutural verificou-se no presente estudo que a frequiéncia de ocorréncia de
capsula é menor nas bactérias vazias (22,2%). Este resultado corrobora com
Heissenberger, Leppard et al. (1996), que observou que 80% das bactérias vazias
ndo apresentaram capsula, e concluiu que em células ndo integras a estrutura
capsular é perdida.

Nossos resultados também demonstraram que particulas do meio
associavam-se, predominantemente, com bactérias que ndo perderam
completamente sua integridade ultraestrutural (intactas e danificadas). Grossart
(2010) afirma que a relacdo bactérias-particulas do meio pode ser considerada uma
estratégia para minimizar o tempo de privagdo de nutrientes e aumentar a eficiéncia
para exploracdo de matéria organica e energia. O incremento de particulas em
suspensdo na estacdo impactada do lago Batata ocorre pelo impacto antrépico
provocado pelo despejo de rejeitos de bauxita e tem relagdo com o pulso hidrologico
do lago (Anésio, Abreu et al., 1997). Esta area impactada também apresenta alta
biomassa de zooplanton, que pode exercer um controle descendente na

comunidade bacteriana através da predacdo (Bozelli, 1994). Bactérias com
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particulas associadas podem ter aumento na produc¢éo (Crump, Baross et al., 1998)
e diferente suscetibilidades a predacédo (Davies e Bavor, 2000). Portanto, a relacdo
com particulas pode representar outra estratégia de sobrevivéncia a disponibilidade
de nutrientes e protecéo a predacgéo nesta estacao do lago.

Um aspecto interessante revelado pelas analises por MET de bactérias da
estacdo impactada do lago Batata foi a visualizacao de bactérias infectadas por virus
bacteridéfagos. Os resultados do presente trabalho indicam que 34,28% das bactérias
apresentaram particulas virais, e o numero médio de fagos por seccao foi menor nas
bactérias intactas (vivas) em comparacdo com as ndo intactas. Isto significa uma
relacdo importante entre virus e morte de bactérias aquaticas na area impactada do
lago Batata. A infec¢do por virus pode levar ao rompimento (lise), com consequente
morte da bactéria. Interessantemente, trabalho recente demonstrou que 0s virus,
mesmo no ciclo litico, podem controlar a lise celular, por mecanismos de ativacdo de
proteinas de membrana semelhantes a proteinas reguladoras de apoptose
(Bak/Bax) em células eucaridticas (Pang, Moussa et al., 2011). Durante o periodo de
laténcia da infecgdo, proteinas “holin”, acumulam na membrana citoplasmatica até
gue de acordo com um programa geneticamente controlado pelo virus, estas
proteinas produzem buracos grandes o suficiente para passagem de endolisinas,
gque clivam a parede celular e liberam os fagos (Pang, Moussa et al., 2011).
Proteinas “antiholin” inibem a formacdo de poros na membrana bacteriana e evitam
a lise celular prematura. Através de controles genéticos regulados das proteinas
“holin/antiholin”, os virus bacteriéfagos controlam o tempo de lise da bactéria
hospedeira e a consequente liberagcdo dos fagos no meio extracelular (Young, 2002;
Rice e Bayles, 2003). Este mecanismo programado se assemelha ao controle da
permeabilidade de membrana mitocondrial, pelas proteinas bak/bax e bcl2 durante a
apoptose em células eucarioticas (Young, 2002; Rice e Bayles, 2003; Rice e Bayles,
2008; Pang, Moussa et al., 2011).

Além disso, a presenca de virus observada no interior de bactérias pode
representar ciclo lisogénico, onde nao ocorre lise da célula hospedeira (Weinbauer,
2004). Durante este tipo de ciclo os virus entram em estagio de dorméncia
(profagos) e passam a fazer parte do genoma do hospedeiro, acompanhando seu
desenvolvimento e multiplicacdo, até a indugdo do ciclo litico e consequente lise

celular. Profagos lisogénicos podem entrar no ciclo litico sobre determinadas
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condi¢Bes adversas, como quando ocorrem danos no DNA bacteriano (Weinbauer,
2004).

Trabalho anterior do Grupo de Biologia Celular e do Grupo em Ecologia
Aquética da UFJF no Lago Batata demonstrou uma correlacdo importante entre
bactérias de vida livre e virus (Barros, Farjalla et al., 2010). Estes autores
encontraram uma meédia de 10.0+3.5 fagos por sec¢do na analise ultraestrutural de
bactérias e demonstraram que a turbidez e o pulso hidroldgico influenciam na
abundancia de bactérias e virus. Além disso, os resultados indicam queque a
maioria dos virus sdo bacteriofagos e atuam na regulacéo da abundancia bacteriana
(Barros, Farjalla et al., 2010).

5.4 CONSIDERACOES FINAIS

Em sintese, com base nos resultados encontrados no presente trabalho, em
conjunto, foram detectadas as seguintes alteragbes celulares que podem ser
comparadas a alteragdes que ocorrem em células eucariéticas durante eventos de
MCP: (i) retragdo citoplasmética, (ii) rarefacdo do citoplasma, (iii) presenca de
estruturas alteradas, (iv) condensacao citoplasmatica, (v) aumento permeabilidade
de membrana representando possivel perda do potencial de membrana, (Vi)
fragmentacdo de DNA e (vii) células mortas com presenca de membrana intacta.

Vale ressaltar que o presente trabalho constitui o primeiro estudo que
investiga a ocorréncia de morte e sua relagdo com eventos programados em
bactérias de ecossistemas aquaticos tropicais. A MCP em bactérias tem papel e
significado complexo relacionado a estratégias de sobrevivéncia e adaptacdo de
comunidades bacterianas. Implica na cooperagdo coordenada das populacdes
bacterianas, através de comunicacfes intercelulares, ja que € um mecanismo
complexo e altamente regulado (Lewis, 2000). A ocorréncia de MPC em bactérias
aquaticas abre novas perspectivas no entendimento da morte destes
microrganismos, relacionados a sua fisiologia e papel ecolégico nos ecossistemas

aquaticos.
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6 CONCLUSOES

- As andlises de viabilidade celular demonstraram que a morte celular de bactérias
de vida livre é um processo de ocorréncia geral nos ecossistemas aquaticos
tropicais estudados. A maior propor¢cdo de morte celular bacteriana encontrada no
lago Batata em comparacdo com o lago dos Manacés pode estar relacionada com o
impacto sofrido neste ecossistema.

- A MCP, conforme indicada pela avaliacdo da fragmentacdo de DNA bacteriano,
constitui um fendbmeno presente nos 3 ecossistemas aquaticos estudados. A MCP
pode significar mecanismo de morte governando o controle da comunidade
bacteriana nestes ecossistemas. A maior ocorréncia de MCP de bactérias na area
impactada do lago Batata pode estar relacionada com estratégias adaptativas de
sobrevivéncia da comunidade bacteriana as condi¢es limnoldgicas diferenciadas,

ocasionadas pelo impacto antropico sofrido por este ecossistema.

- As analises ultraestruturais revelaram grande diversidade ultraestrutural de
bactérias aquaticas no lago Batata-area impactada. Esta diversidade pode estar
relacionada com a ampla diversidade metabdlica e adaptativa bacteriana.

- Analises da integridade ultraestrutural no lago Batata — éarea impactada -
encontraram maior propor¢cdo de bactérias mortas ou em processo de morte (vazias
e danificadas) em comparacdo com bactérias intactas/viaveis. Além disso, foram
encontradas nesta area do lago, alteracdes morfoldgicas indicativas de MCP de
bactérias semelhantes a processos de apoptose em eucariotos. Estes resultados
reforcam a importdncia dos mecanismos de morte atuando no controle da

comunidade bacteriana.

- Ampliando a visao de trabalhos anteriores do Grupo que demonstraram relacdes
importantes na interacdo virus/bactéria (Barros, Farjalla et al., 2010), os resultados
do presente estudo reforcam também o papel dos virus na morte de bactérias
aguaticas na area impactada do lago Batata.
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