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RESUMO

Neste trabalho foi empregado um sistema baseado em fluxo-batelada para
estudo do perfil cinético de crescimento e resisténcia de microrganismos na
presenca do farmaco cisplatina, usada comumente no tratamento de cancer.
Com o intuito de minimizar a geracdo de residuos, foram utilizadas mini-
bombas solenoide como sistema de propulsdo de fluidos. Inicialmente foram
realizados testes com a levedura Saccharomyces cerevisiae para verificar o
seu perfil cinético de crescimento, porém tal microrganismo produziu uma
elevada quantidade de biomassa aglomerada gerando assim interferéncia na
analise turbidimétrica, chamada de efeito backscaterring ou retroespalhamento.
A fim de reduzir esse tipo de interferéncia, os testes posteriores, foram
realizados com a bactéria Zymomonas mobilis, pois esta, mesmo produzindo
uma quantidade consideravel de biomassa, possui mobilidade (1 a 4 flagelos
polares) o que garante melhor sua distribuicdo, dificultando a formacao de
aglomerados. Desde modo, foi possivel obter o perfil cinético de crescimento e
verificar seu comportamento frente ao uso da droga inorganica cisplatina, no
periodo de 24 h. ApOs esse tempo, 0 sistema apresentou interferéncias
causadas pelo aumento da concentracao celular. Para verificar a resisténcia da
Z. mobilis ao agente antineoplasico (cisplatina) foram realizadas leituras
turbidimétricas a 600 nm, empregando espectrofotdbmetro UV-Vis sem
utilizacdo do sistema fluxo-batelada. Também foram realizadas contagens
microbianas em camara de Neubauer e coloragcdo de gram em laminas de
vidro. Os resultados obtidos com tais analises, além de reafirmar a acao anti-
mitética da cisplatina, também possibilitaram a elucidacdo temporal para os
mecanismos bioquimicos de resisténcia do microrganismo testado frente ao

antineoplasico em questdo (CDDP).



ABSTRACT

This work utilized a flow-batch based system aiming to study the growth kinetic
profile and resistance of microorganisms tested with inorganic drug cisplatin
(CDDP), commonly used in cancer treatment. Aiming to reduce costs and waste
production during the tests, Solenoid mini-pumps were used as fluid propulsion
system. Such a device was connected to an integrated circuit ULN 2803 which
was coupled to an electronic serial interface (USB 4000) to connect to
computer's USB output that had the function to control the pulses of solenoid
mini-pumps sent to reaction chamber. A  multichannel UV-Vis
spectrophotometer with a linear array of photodetectors was used as detection
system. The data acquisition and control devices were obtained from program
written in LABVIEW 8.5 language. Initially, the tests with Saccharomyces
cerevisiae yeast were carried out to obtain their growth kinetic profile; however,
the micro-organism produced a high amount of biomass and this caused
interference in turbidimetric analysis, causing what we call backscattering or
backscatter effect. In order to reduce interference, subsequent tests were
performed with the bacterium Zymomonas mobilis, which not only produces a
smaller amount of biomass but is also a non-pathogen used in cell biology. For
such bacteria, it was was possible to obtain the kinetic growth profile and verify
its behavior with the use of inorganic drugs cisplatin for a period of 24 hours.
After this time the system presented interference and reading errors caused by
the increase in cell concentration. To evaluate the CDDP-resistance profile of
the Z. mobilis turbidimetric readings were performed at 600 nm in UV-Vis
without the flow-batch system. The cell count of the microbial were carried out
in a Neubauer chamber and Gram stain was checked on glass slides. The result
from such analyzes, reaffirm the anti-mitotic action of cisplatin as well allowed
the chronological elucidation of the biochemical mechanisms of the resistance

against anticancer tested (CDDP).
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1 INTRODUCAO

Andlise por injecdo em fluxo € uma ferramenta analitica, na qual
aliguotas de solugcbes de amostras e reagentes sao introduzidas e
transportadas até um detector. A zona da amostragem € transportada até o
sistema de deteccdo por um fluxo carregador. Ao passar pelo sistema de
deteccdo, um sinal é gerado e registrado na forma de sinal transiente, obtendo-
se o0 entdo chamado fiagrama. (ZAGATTO, et al., 2012).

A partir da crescente demanda de amostras para analises quimicas
surgiram os analisadores automaticos como forma de tornar as andlises mais
robustas, as quais possuem alta frequéncia analitica, elevadas
reprodutibilidades, repetibilidades e reducdo de erros operacionais. Segundo
Almeida (2007), os analisadores podem ser classificados como: robotizados,
em batelada, em fluxo e em fluxo-batelada. Tais analisadores podem ainda
serem classificados como automaticos ou automatizados. Segundo a IUPAC,
sistema automético ndo modifica sua operacdo, enquanto sistema
automatizado tem a capacidade de alterar o desenvolvimento de analises a
partir dos dados obtidos no decorrer do procedimento analitico (MCDOWALL,
1995).

Os sistemas fluxo-batelada possuem uma combinagcdo dos
analisadores em fluxo com os analisadores em batelada, ou seja, transporte de
amostras e reagentes em fluxo juntamente com monitoramento do sinal
analitico e processamento da amostra em compartimento fechado denominado

camara de reacao.

A combinagdo dos analisadores em fluxo com os analisadores em
batelada propuseram um sistema fluxo-batelada com alta preciséo, baixo custo
de andlise, baixo consumo de amostras e reagentes, facilidade de automacéo e
baixa geracao de residuos (BARRETO, 2012).

Os sistemas fluxo-batelada podem ser utilizados para avaliar cinéticas

de reacdes e, no caso deste trabalho, acompanhar o perfil cinético de
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crescimento de microrganismos e verificar a resisténcia dos mesmos frente ao

uso de antineoplasicos.

Os agentes antineoplasicos podem ser capazes de alterar o ciclo
celular dos microrganismos evitando a proliferacdo desordenada de células
neoplasicas. O uso dessas drogas no tratamento de cancros é baseado no
conceito da cinética e resisténcia celular, o qual inclui o ciclo de vida celular, o

tempo do ciclo celular, a fracdo de crescimento e a massa tumoral.

O presente trabalho tem por objetivo utilizar um sistema fluxo-batelada
para a avaliagdo da cinética de crescimento e a resisténcia de microrganismos
(Saccharomyces cerevisiae e Zymomonas mobilis) a diferentes concentracées

do agente antineoplasico cisplatina (CDDP).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sistemas em fluxo

Os sistemas em fluxo surgiram por volta de 1960, porém a
consolidacdo de tais processos sO ocorreu ha década seguinte com a

afirmacao dos termos automatico e automatizado (VALCARCEL, 1988).

Com o aumento da demanda por analises quimicas e a necessidade de
respostas mais rapidas e precisas 0s sistemas automaticos vieram como uma
alternativa aos processos laboratoriais classicos. Os principais objetivos dos
sistemas automaticos sdo: eliminar erros operacionais, possibilitar um maior
namero de analises, aumento da frequéncia analitica, menor consumo de
amostras e reagentes, maior sensibilidade e confiabilidade dos resultados
(BARRETO, 2012).

Ainda hoje existe uma grande discussdo quanto ao significado dos
termos automatico e automatizado. Segundo Cerda, et al. (2014) o termo

automético se refere a um sistema que ainda necessita de uma acdo do
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operador, enquanto que sistemas automatizados sao capazes de reconhecer

qualquer mudanca e se adequar sem intervencao do analista.

Em processos analiticos sdo frequentemente usados métodos
autométicos devido a sua simplicidade, facil manuseio e baixo custo de

aparelhagem.

2.2 Analise por injecdo em fluxo

O termo Andlise por Injecdo em Fluxo (FIA) foi designado pela primeira
vez por Ruzicka no ano de 1975 (RUZICKA e HANSEN, 1975). Porém, a
classificacdo da técnica analitica foi estabelecida pela IUPAC apenas em 1994
(LINDER e WILLEM, 1994).

Analise por injecdo em fluxo é uma ferramenta analitica com a funcao
de insercao de solucbes de amostras e/ou reagentes em fluido transportador
de forma continua ou ndo. A solucao carregadora, que pode ser definida como
fluido transportador, tem por funcdo transportar as solucdes da zona de

amostragem até o detector.

Os parametros fisico-quimicos das diluicbes ou dispersbes ocorridas
no sistema FIA podem ser controlados pelos seguintes fatores: volume
injetado, vazbes dos fluidos, comprimento da bobina de reacdo e diametro
interno da tubulacédo (CALATAYUD e GARCIA, 1993).

De maneira geral os componentes do sistema de anélise em fluxo séo:
unidade propulsora, injetora, e de tratamento/mistura da amostra, além das

unidades coletoras, de armazenagem e de deteccéo (SILVA JUNIOR, 2014).

O procedimento analitico empregando sistemas FIA podem ser
divididos em trés etapas: pré-tratamento das amostras, determinacdo dos
analitos e processamento/analise de dados (MIRANDA, et al., 2002). Tais
sistemas podem ser acoplados a diversas técnicas instrumentais de detecgéo
afim de melhorar a preciséo dos resultados (ROCHA e NOBREGA, 1999).
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A analise por injecdo tem como principais caracteristicas: precisao
analitica, rapidez, simplicidade no manuseio, baixo consumo, reducédo de erros

operacionais e custo acessivel.

2.3 Fluxo-batelada

Os sistemas fluxo-batelada, do inglés “flow batch analysis” (FBA) sao
uma combinacgdo dos sistemas em fluxo com os sistemas em batelada, pois o
transporte de solucdes de amostras e de reagentes bem como a deteccdo do
sinal obtido sdo semelhantes aos processos dos analisadores em fluxo,
enquanto que a reacdo quimica e sua homogeneizacdo ocorrem antes do
processo de deteccdo em um compartimento fechado denominado de camara
de reacdo, como nos sistemas em batelada. Os sistemas FBA combinam as
vantagens dos analisadores em fluxo tais como, elevada taxa de amostragem,
baixo custo, simplicidade de automacdo, baixo consumo de amostra e
reagentes e baixa geracdo de residuos, além da diversidade de aplicactes

encontradas nos analisadores em batelada (ALMEIDA, 2007)

No que diz respeito ao direcionamento do fluido até camera de reacéo
podem ser utilizadas valvulas solenoide de trés vias cujas posi¢fes on/off
(ligada ou desligada) sao controladas por um “software” de computador. Nesse
sistema ora amostra e/ou reagentes passam para a camera, posicdo on da
valvula, ora amostra/reagentes sdo direcionados para um descarte, posicao off
da vélvula solenoide. Para a propulsédo do fluido, normalmente, utiliza-se uma

bomba peristaltica.

As mini-bombas solenoide utilizadas no sistema FBA tanto para a
propulsdo quanto para a insercdo das solugcdes na camara de mistura séo
acionadas por uma interface eletrbnica controlada via computador, tais mini-

bombas podem possuir volumes fixos ou ajustados conforme desejado.

A camera de reacdo, ou de mistura, € o compartimento onde ocorre a
homogeneizacdo da solucdo a ser analisada, tal procedimento ocorre com o

auxilio de barra magnética e agitador magnético.
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As medidas do sinal analitico podem ser realizadas diretamente na
camara de reacdo. Tais medidas podem ocorrer em fluxo continuo ou em fluxo
interrompido.

Os sistemas FBA podem ser acoplados a diversos tipos de sistemas de

deteccéao.

A FIGURA 1 ilustra um esquema de um sistema fluxo-batelada e

alguns de seus componentes.

Figura 1: Esquema de um sistema fluxo batelada. (a) Bomba peristaltica; (b) acionador de
vélvula; (c) Computador; (d) Véalvulas solenoides de duas vias; (e) Camara de reacéo; (f)
Agitador magnético; (g) Detector. (DINIZ, ALMEIDA e ARAUJO, 2012).

2.4 Turbidimetria

A turbidimetria € definida como um método de quantificacdo
relacionada a medida da diminuicdo da intensidade do feixe de luz incidente
(FIGURA 2), causado por uma solucdo contendo particulas, essa técnica €
analoga a espectroscopia de absorcdo (BURTIS e DAVID, 2008). A variacdo na

guantidade de luz que chega ao detector é inversamente proporcional ao
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namero de particulas presentes na suspensdo e seu valor é registrado na
forma de absorcdo (TORTORA, FUNKE e CASE, 2012).

Figura 2: Esquema da turbidimetria. lo= Intensidade da luz incidente; | = Intensidade da luz

transmitida pela suspensao de células; d= Caminho oOptico; F= Fonte de luz.

F
]{} ] Medigao
— > turbidimétrica
lo> | d

A analise por injecdo em fluxo e fluxo-batelada, permitem o uso de
detectores Opticos empregando andlises turbidimétricas (RICART e MATEO,
2015). Tal analise se baseia na atenuacao do feixe de radiacdo causado pela
presenca de particulas em suspensao formadas durante o processamento da
amostra (ZAGATTO, et al., 2012).

Medidas turbidimétricas requerem analises cuidadosas, com boa
homogeinizacdo da suspensdo de material formado no decorrer do processo
de analise quimica (SILVEIRA e TARLEY, 2008). Sistemas fluxo-batelada
comumente utilizam agitacdo constante gerando uma melhor redistribuigcdo e
homogeinizacdo das particulas no meio, tal fato contribuiu para um menor
espalhamento da radiacdo eletromagnética UV-vis e obtencdo de resultados
analiticos mais precisos (ZAGATTO, et al., 2012).
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2.5 Levedura Saccharomyces cerevisiae

A levedura S. cerevisiae possui tamanho de aproximadamente 4 um e
em condic¢Oes ideais de cultivo possuem um tempo de duplicacdo de cerca de
90 minutos (PASSARGE, 2004) pertence ao dominio Eukaryota, Reino Fungi;
Filo Ascomycota (KURTZMAN, 1997). Tais leveduras séo unicelulares diploides
com reproducdo assexuada por brotamento (BOULTON e QUAIN, 2001) ou
sexuada por esporulagdo (PRETORIUS, 2000). A FIGURA 3 apresenta a

microscopia eletrénica de varredura da Saccharomyces cerevisiae.

Figura 3: Divisdo por brotamento da levedura Saccharomyces cerevisiae mostrada através de

microscopia eletrénica de varredura (MADIGAN, et al., 2010).

O pesquisador Eduard Buchner foi o pioneiro na investigacao cientifica
da levedura Saccharomyces cerevisiae, seu estudo mostra o metabolismo
celular desse microrganismo; a partir desse momento a S.cerevisiae passou a

ser utilizada como modelo no ambito da biologia celular (LEITE, 2010).

Além das aplicacbes industriais e dos processos fermentativos a
Saccharomyces € utilizada no ramo farmacoldgico, em estudos bioquimicos e
de biologia celular, tal microrganismo é utilizado como modelo para estudar
aspectos moleculares relacionados ao cancer, contextos genéticos e

resisténcia da levedura a drogas anticancer (MATUO, et al., 2012).
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No ano de 1996 pesquisadores codificaram a sequéncia genémica da
levedura Saccharomyces cerevisiae (SOUSA, 2013) e demonstraram que 40%
dos seus genes partilham sequéncias de aminoacidos com proteinas humanas,
além disso, 50% dos genes humanos possuem ortdlogos em S.cerevisiae,
devida homologia entre os genes humanos e os genes da Saccharomyces tal
levedura passou a ser utilizada como modelo no ambito da biologia celular com

posterior aplicabilidade em eucariotas superiores (LEITE, 2010).

A estrutura das leveduras é relativamente semelhante a das células
humanas por se tratar de um organismo eucariota, além do mais tal levedura
pode ser cultivada em meios de crescimento previamente definidos permitindo
ao investigador um melhor controle dos parametros analisados (LEITE, 2010).
Como tais leveduras sé&o unicelulares e ndo patogénicas, os procedimentos de
adicdo e deteccdo de drogas adicionados nesses organismos para analise da

cinética de crescimento sédo simples, rapidos e ndo agressivos.

2.6 Bactréria Zymomonas mobilis

A bactéria Zymomonas mobilis foi descoberta inicialmente em
fermentacdes de plantas ricas em acucares como 0 agave, vinhos de
palmaceas e como contaminantes em cidras e em cervejas produzidas na
Europa (SANTOS, 2012). E uma bactréria anaerdbia, gram-negativa, nio
patogénica (SWINGS e DE LEY, 1977), possui a forma de bastonete com 2 a 6
Mm de comprimento € de 1 a 1,5 ym de largura (FIGURA 4), com colbnias
brancas ou creme que se desenvolvem a temperatura de 30 °C (FALCAO DE
MORAIS, 1983). Sua reproducdo ocorre por divisdo binaria, as células
resultantes podem ser encontradas isoladamente ou em pares, ndo possuem

capsulas e ndo formam esporos (SANTOS, 2012).
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Figura 4: Bactéria Zymomonas mobilis (SANTOS, 2012).

De maneira similar a outros microrganismos quimiorganotroficos, Z.
mobilis possibilita seu crescimento em glicose ou frutose, necessitando de
fontes de nitrogénio, fosforo, enxofre e micronutrientes para 0 seu
desenvolvimento (VIIKARE e KORHOLA, 1986). Nao necessita de controle de
oxigénio para manter a viabilidade do cultivo, pois a mesma também pode
crescer em anaerobiose (GUNASEKARAN e RAY, 1999).

Diferente de outros microrganismos, como por exemplo, a levedura
Saccharomyces cerevisiae, a Zymomonas mobilis possui rotas metabdlicas
simples o que leva a um rapido tempo de geracdo, variando de 90 a 120
minutos (OSMAN, 1985).

A bactéria Z. mobilis € muitas vezes vista como uma alternativa para
estudos de biologia celular frente a levedura S. cerevisiae, pois além de possuir
menor fator inibitério de crescimento na presenca de componentes toxicos
(FRANDEN, PIENKOS e ZHANG, 2009), possuem também um melhor
rendimento na conversdo de aclcares a etanol, menor producao de biomassa
e facilidade de manipulacdo genética (SHENE e BRAVO, 2001. LIN e
TANAKA, 2006).

2.6.1 Perfil cinético de crescimento

O crescimento microbiano envolve a multiplicacdo e o crescimento

populacional de uma cultura de células, além do aumento de biomassa
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produzida por tais microrganismos. A essa variagdo na massa e na quantidade
de culturas produzidas por unidade de tempo, chamamos de taxa de

crescimento.

A duplicacdo do numero de células em um determinado intervalo de
tempo € denominada tempo de geracdo. Cada espécie que se duplica possui
um tempo de geracdo caracteristico, variando de acordo com as condicdes
ambientais e genéticas. A Equacédo 2 é utilizada para encontrar o numero de

células produzidas (n) e a Equacao 3 o tempo de geracéo (Q).

logN —log N’
0,301

Onde:
n = nimero de células produzidas
N’ = nGmero inicial de células

N = nimero final de células

3)

=R

Onde:
g = tempo de geracédo
t =tempo

n = namero de células produzidas

A taxa de crescimento e o tempo de geracdo permitem avaliar a

concentracdo das células ao longo do tempo de incubagdo e verificar o
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crescimento celular em funcdo de possiveis alteragbes das condicbes

ambientais.

O crescimento pode ser quantificado pelo método espectrofotométrico
de turbidimetria ou nefelometria. Nesses métodos o crescimento celular é

monitorado de acordo com a turbidez da solucao.

O resultado obtido é expresso em termos de absorbancia em funcéo do
tempo. O comprimento de onda mais utlizado para leituras de
turbidimetria/nefelometria se encontra na regidao do vermelho em ~ 660 nm,
pois comprimentos de onda nessa faixa geram menos disperséo de luz em
relacdo a comprimentos de ondas menores, regido azul do espectro

eletromagnético visivel.

O espalhamento da luz esta diretamente relacionado com a intensidade

da luz incidente e esta varia inversamente com o comprimento de onda.

2.6.2. Fases do crescimento microbiano

Uma cultura de célula microbiana cresce em sistema fechado e seu

desenvolvimento pode ser acompanhado em diversas etapas, sao elas:

e Fase de laténcia (fase lag): fase de adaptacdo do microrganismo a um
novo meio com diferencas ambientais. Nessa etapa ndo ha aumento

significativo da populacao.

e Fase exponencial (fase log): nesta etapa as células estdo adaptadas ao
meio com excesso de nutrientes e 0S microrganismos possuem uma

taxa de crescimento maxima.

e [Fase estacionaria: a partir dessa etapa a quantidade de nutrientes
comecga a ficar escassa e 0 crescimento microbiano comega a se
estabilizar entdo o numero de células que se dividem fica praticamente

igual ao numero de células que morrem.
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e Fase de morte (declinio): nesta etapa o numero de células mortas
excede a quantidade de células vivas e ocorre uma perda da capacidade
de divisdo celular. Ocorre a reducdo do numero de células por morte ou
lise.

A FIGURA 5 ilustra as curvas do crescimento microbiano de acordo
com suas etapas.

Figura 5: Curva de crescimento microbiano de acordo com cada etapa. A — B: Fase de
laténcia (lag); B — C: Fase exponencial (log); C — D: Fase estacionaria e D — E: Fase de
morte (declinio). (GAVA, 1984)

Log. do n? de microrganismos vidveis por ml

Tempo em horas

2.7 Drogas antineoplasicas

O processo de carcinogénese é considerado como uma conversao
progressiva de células humanas normais em células cancerosas. Essa

conversao € provocada por alteracdes genéticas (MATUO, et al., 2012).
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A partir do ano de 1950 drogas citotdxicas passaram a ser utilizadas no
tratamento quimioterdpico de pessoas com cancer, a fim de aumentar a
sobrevida dos pacientes, porém tais medicamentos podem provocar efeitos
toxicoldgicos diretos (KIKUCHI e PINTO, 2005).

Atualmente, o tratamento de tumores metastaticos com cancer ainda
apresenta-se de forma agressiva para o0 paciente devido a resisténcia
intrinseca adquirida aos medicamentos, limitando dessa maneira o seu
potencial terapéutico (SCHENK, et al., 2003).

A resisténcia ao agente antineoplasico pode ser desenvolvida de forma
individual ou sinérgica, ou seja, através de mecanismos multiplos dando origem
ao fendbmeno denominado por resisténcia a mdultiplas drogas conhecido por
MDR. Esses mecanismos podem atuar sobre o farmaco de formas diversas,
tais como: diminuicdo da absor¢céo da droga, aumento do efluxo, ativacéo de
sistemas de desintoxicagdo, ativagdo de mecanismos de reparo do nDNA (DNA
nuclear), evasao de apoptose induzida por drogas, entre outras (GILLET e
GOTTESMAN, 2010).

O crescimento gradativo dos casos de cancer e a falta de tratamento
adequado, ou seja, com compostos que atuem de forma seletiva sobre as
células tumorais levaram a crescentes pesquisas por drogas anti-cancer mais

efetivas e menos agressivas aos pacientes (MATUO, et al., 2012).

Agentes quimioterapicos a base de platina vem sendo largamente
utilizados no combate a células tumorais. Atualmente 41 % dos casos de
cancer estdo sendo tratados com a cisplatina em combinacdo com uma
variedade de outras drogas incluindo carboplatina, oxaliplatina e nedaplatina
(WHEATE, et al., 2010).

2.7.1 Cisplatina

Durante a década de 60, o pesquisador Barnett Rosenberg e seus

colaboradores descobriram que um composto de coordenagédo de platina (I1)
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poderiam ser utilizado como agente citotéxico no tratamento do cancer (NEVES
e VARGAS, 2011).

A pesquisa de Rosenberg consistia em aplicar um campo elétrico numa
cultura de bactérias tipo Escherichia coli. O pesquisador observou que ao
aplicar um campo elétrico na bactéria a divisdo celular da mesma se inibia e
suas ceélulas ndo se dividiam, apenas cresciam formando filamentos alongados
(FONTES, CESAR e BERALDO, 2005). Tal fendbmeno ndo ocorreu devido a
corrente elétrica aplicada, mas sim devida hidrolise formada a partir dos
eletrodos de platina presentes no experimento (ALDERDEN, HALL e
HAMBLEY, 2006).

Apds testes com bactérias Rosenberg passou a trabalhar com a
cisplatina como droga antineoplasica devida sua capacidade antiproliferativa
(SOUSA, 2013).

Os complexos de platina (ll), cis-[PtCI>(NH3z),], e de platina (IV), cis-
[PtCl4(NHs3),], foram testados em ratos brancos contra tumores sarcoma 180,
apos 6 meses de testes foi verificado que os ratos ndo apresentaram quaisquer
sinais de tumores cancerigenos, com isso a cisplatina passou a ser utilizada
em ensaios clinicos como farmaco anti-cancer (ALDERDEN, HALL e
HAMBLEY, 2006).

A cisplatina, CDDP, foi aplicada a pacientes com céancer pela primeira
vez em 1971 e aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) em 1978
para uma variedade de cancros, sendo atualmente um dos farmacos
guimioterapicos mais utilizados (LEBWOHL e CANETTA, 1998).

A CDDP também € conhecida como "penicilina de cancer", devida sua
ampla utilizacdo no tratamento de cancer e também por ser a primeira grande
droga quimioterapica a surgir no mercado (OLSZEWSKI e HAMILTON, 2010).

O composto inorganico cis-[PtCl»(NH3),], FIGURA 6, denominado
cisplatina passou a ser utilizado inicialmente em casos de céancer terminal e
posteriormente em casos mais especificos para depois ser usado em
procedimentos clinicos reduzindo a toxicidade renal causada por agentes
citostaticos (FONTES, CESAR e BERALDO, 2005).
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Figura 6: Estrutura quimica da cisplatina.
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Atualmente a cisplatina € utilizada no tratamento de cancer testicular
(taxa de cura de até 90%), de ovario, bexiga, cancer de pulméao, de colo e de
atero, linfomas, mielomas, entre outros (ALDERDEN, HALL e HAMBLEY,
2006).

O agente antineoplasico cisplatina age como um alquilante se ligando a
dupla hélice de nDNA através de pontes formadas a partir da sua reacdo com o
aminoacido guanina, essa interacao cisplatina-nDNA inibe a replicacdo e
transcricdo do nDNA impedindo a duplicacao celular e a proliferacdo de células
tumorais (WANG e LIPPARD 2005).

O uso da cisplatina é restrito, atualmente, devidos efeitos secundarios
causados, tais como: nefrotoxicidade (diminuicdo da funcdo renal),
neurotoxicidade (danos no sistema nervoso), ototoxicidade (perda auditiva) e
mielossupressédo (reducdo na atividade da medula 6ssea). Outro grave efeito
causado pela cisplatina é a capacidade do tumor desenvolver resisténcia ao
agente antineoplasico (WHEATE, et al., 2010).

Para reduzir ou até mesmo acabar com os efeitos indesejados de
toxicidade e resisténcia celular, causados pelo uso de cisplatina no tratamento
de cancer, novos farmacos anticancer a base de platina vem sendo estudados,
a fim de melhorar a qualidade de vida e as taxas de sobrevivéncia para
pacientes com cancer (WHEATE, et al., 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

No trabalho proposto almejou-se o desenvolvimento de um sistema
baseado em fluxo-batelada para o estudo de cinética de reacdes empregando
microrganismo viavel (Saccharomyces cerevisiae e/ou Zymomonas mobilis)
como sistema padréo para a avaliacdo da cronologia de desencadeamento dos
mecanismos de resisténcia frente a farmacos a base de platina, sendo para

este ultimo, utilizado o padréo antineoplasico (anti-mitético) cisplatina (CDDP).

3.2 Especificos

e Desenvolver a programagdo do sistema fluxo-batelada de acordo com
as necessidades e utilizacdo do sistema proposto.

e Propor uma metodologia que viabilize a utilizagcdo do sistema fluxo-
batelada para cinética de crescimento dos microrganismos testados.

e Avaliar o tempo de desencadeamento da resisténcia, frente ao
quimioterapico CDDP, para alguns microrganismos (Saccharomyces

cerevisiae e/ou Zymomonas mobilis).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Solugdes e reagentes

Para a calibracao do sistema fluxo-batelada foi utilizada agua destilada

e corante azul de metileno na concentracéo 10> mol.L™.

Nos testes com microrganismos foram utilizados os meios de cultura
YPD (para a Saccharomyces cerevisiae) e SDL (para a Zymomonas mobilis).
Para verificar a pureza dos meios SDL e YPD foi utilizado um meio de cultura

denominado agar nutritivo (AN).
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4.2 Microrganismos

Foram utilizadas culturas puras da levedura Saccharomyces cerevisiae
e da bactéria Zymomonas mobilis, sendo a primeira obtida no Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE) e a Ultima obtida no
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE).

4.3 Meios de manutencao das culturas

Os estirpes de Saccharomyces cerevisiae foram repicados para tubos
inclinados com meio Sabouraud sélido e incubados em estufa, durante 24 a

48h, a 27 °C, depois eram mantidos sob refrigeracao.

As linhagens da bactéria Zymomonas mobilis foram repicadas para
tubos de ensaio contendo meio SDL na proporcao 1:10, incubadas em estufa ,

durante 24 a 48h, a 27 °C, depois eram mantidos sob refrigeracgéo.

4.4 Inbculos

As células de Saccharomyces cerevisiae eram transferidas dos tubos
contendo meio Sabouraud sélido com al¢a de platina para a camera de reacéo
contendo 2 ml de meio de cultura YPD em ambiente estéril com chama de bico
de Bunsen, depois a camera era fechada e mantida sob agitacdo constante

durante 24 h a temperatura ambiente.

As cepas bacterianas de Zymomonas mobilis eram preparadas em
tubos de ensaio contendo meio SDL na propor¢ao 1:10, sendo transferidos 2ml
para uma camara de reacao fechada, via sistema fluxo-batelada, e mantida sob
agitacao constante durante 24h a temperatura ambiente.

Para os testes manuais a bactéria Zymomonas mobilis era preparada
em Erlenmayers contendo meio SDL na proporc¢éo 1:10, mantidos a 30 °© C em

estufa e 150 rpm em shaker de agitacéo.
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4.5 Meios de cultura

Para conservacao das cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizou-se
meio Sabouraud solido com a seguinte concentracdo: peptona de carne a 0,5%
(m/v), peptona de caseina a 0,5% (m/v), glicose a 2% (m/v) e &4gar a 1,5%
(m/v). A manutencdo dessa levedura foi realizada com meio de cultura YPD
(Levedura Peptonada Dextrose) na seguinte composicao: extrato de levedura a

1% (m/v), peptona a 2% (m/v) e glicose a 2% (m/v).

As culturas de Zymomonas mobilis foram mantidas em meio de cultura
SDL (Sacarose Dextrose Extrato de Levedura) com a seguinte composigao:
glisose 2% (m/v) e extrato de levedura 0,5 % (m/v).

Os testes para comprovar a esterilidade dos meios de cultura utilizados
e verificar a pureza das culturas testadas foram realizados em placas de Petri
contendo meio Agar nutritivo em sua forma sélida utilizando semeadura em
estrias com swab. O meio Agar nutritivo utilizado possuia a seguinte
composicao: extrato de carne 0,3 % (m/v), peptona de carne 0,5 % (m/v) e agar
1,5% (m/v).

Todos os meios de cultura foram esterilizados em autoclave a 121 °C

por 20 minutos.

4.6 Acessorios do sistema fluxo-batelada

O analisador em fluxo batelada proposto é constituido de unidades
basicas tais como, sistema de propulsdo e injecdo de fluidos, sistema de

mistura, sistema de deteccéo e sistema de controle.

O sistema de propulséo de fluidos serve para impulsionar os liquidos
por diversos canais mantendo a vazao constante e o sistema de injecdo tem
por funcdo adicionar volumes pré-definidos de amostras, reagentes ou
solugcdes a camera de mistura. As mini-bombas de solenoide possuem as
funcdes de propulsdo e injecao de fluido, as mesmas foram utilizadas no

sistema proposto e possuiam volumes ajustaveis entre 5 e 200 uL por pulso.

Em tal sistema foram utilizadas trés mini-bombas, sendo uma responsavel pela
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entrada da droga anti-cancer (cisplatina), outra usada no meio de cultura e a
terceira ficou responsavel pelo esvaziamento da solugdo no interior da camara
de reagdao.

Nesse sistema foi utilizada uma camera de mistura constituida por um
cilindro fabricado com material PTPE (Teflon®) cujo volume interno era de
aproximadamente 2 mL. A camera possuia quatro entradas e uma saida, no
seu interior estava presente uma barra magnética para agitacdo constante da
solucdo. A barra magnética utilizada era do tipo lisa com 5 mm de didmetro por

15 mm de comprimento.

A FIGURA 7 ilustra a camera de mistura/reagéo utilizada nesse sistema
fluxo batelada.

Figura 7: Camera de mistura / reacdo.
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A fim de eliminar possiveis contaminacfes externas a camera de
reacdo foi coberta por uma tampa de mesmo material fechado por
rosqueamento. A camera de reacdo era posicionada sobre um agitador
magnético (marca IKA, modelo Lab Disc White) responséavel pela agitacdo da

mistura.
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O sistema de deteccéo era constituido por um espectrofotdmetro UV-
vis da marca Ocean Optics® modelo USB 4000 acoplado a uma lampada de
tungsténio-halogénio de mesma marca e modelo LS-1-LL por meio de fibras
oticas com 50 e 300 um de diametro interno. O espectrofotometro foi utilizado
para medir a reducéo da transmisséo da luz no meio, causado pela formacao
de biomassa produzida pelo microrganismo utilizado. Os valores experimentais

foram obtidos através da absorbancia medida no espectrofotémetro.

Para o controle do sistema utilizou-se um microcomputador portétil, o
qual foi conectado um circuito integrado ClI ULN 2803 com arranjo de oito
transistores e amperagem de 1 A, construido no laboratério que permite o
controle simultdneo de até sete portas de saida. O sistema era alimentado por
uma fonte de tensdo continua interligada ao proprio acionador com cerca de
12v.

As portas de entrada do acionador ULN 2803 foram conectadas a
interface serial NI USB-6210. Essa interface serial permite a comunicacao do
acionador com o computador via cabo USB onde s&o acionados os comandos
em nivel l6gico (0 ou 1), para ligar ou desligar as portas de saida conectadas
as mini-bombas solenoide. Nesse sistema foi utilizada uma interface da marca
National Instruments® modelo NI USB-6210. O dispositivo NI USB-6210 de
série M é um moddulo multifuncional de aquisicdo de dados (DAQ) com
alimentagdo por barramento e interface USB. Esse dispositivo possui 16
entradas analdgicas sendo 4 linhas de saida digital, 4 faixas de entrada

programavel (£ 0,2 a = 10 V) e dois temporizadores.

A FIGURA 8 ilustra um esquema o sistema fluxo-batelada empregado
para o0 estudo de cinética de reacbes empregando microrganismo
Saccharomyces cerevisiae e/ou Zymomonas mobilis para a avaliacdo da
cronologia de desencadeamento dos mecanismos de resisténcia a farmacos a

cisplatina.
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Figura 8: Esquema de um sistema fluxo batelada. (a) Espectrofotdbmetro; (b) Fibra optica; (c)
Computador; (d) Mini-bombas de solendide; (e) Camara de reacéo; (f) Agitador magnético; (g)

Interface serial; (h) Acionador das mini-bombas; (i) LAmpada de Tungsténio-halogénio.

(c)

No presente trabalho o programa de linguagem grafica utilizado foi o
LabVIEW® na sua versao 8.6 para a interface com o usuario.

O volume de solugéo inserido pela mini-bomba na camara de mistura
era proporcional a quantidade de pulsos relacionados a abertura e fechamento

da solenoide.

Na interface do programa de controle também era possivel observar
graficamente a resposta analitica, em tempo real, cujo gréfico obtido relaciona

guantidade de radiacao absorvida versus tempo de analise.
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A FIGURA 9 apresenta-se a interface com o usuario para o controle do

sistema em fluxo-batelada proposto.

Figura 9: Interface do programa LabVIEW® versao 8.6.
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4.7 Procedimentos Experimentais

4.7.1 Calibragéo das mini-bombas solenoide e da camara de fluxo batelada

Inicialmente, foi realizado o procedimento de calibracdo das mini-

bombas solenoide utilizadas no sistema proposto. Para tanto, pesou-se um

béquer vazio e, posteriormente, foram adicionados 100 pulsos de agua ao

mesmo béquer e anotado o novo peso. A diferenca entre esses valores com as

unidades de grandezas adequadas determinaram o0s ajustes do volume por

pulso de cada mini-bomba, considerando a densidade da agua como sendo 1,0

gcm®™.
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Apoés os ajustes dos volumes das mini-bombas, realizou-se um teste

para avaliar volume da camara de reagéao.

Avaliou-se o sistema proposto empregando uma solugdo de azul de
metileno na concentracdo de 10™ mol.L™* monitorando a leitura de absorcéo do
corante a 600 nm. Esses testes foram realizados com o intuito de verificar até
onde a leitura de absorbancia era eficaz, ou seja, a quantidade minima de
solugéo presente na camera que fosse capaz de gerar o sinal de absorbancia x
tempo de forma coerente com os dados obtidos na literatura.

Na camera de reacdo foi adicionada agua destilada como branco,
através do acionamento da mini-bomba P3; por um tempo de 9 segundos o que
equivale a 45 pulsos. Apés determinacdo da linha de base a camera foi
esvaziada acionando a mini-bomba P1 por um tempo de 10 s, equivalente a 50
pulsos. A mesma foi preenchida com azul de metileno pelo acionamento da
mini-bomba P, por 9 segundos (45 pulsos), posteriormente metade do volume
de azul de metileno foi aspirado da camera (acionamento de P; com 22 pulsos)
e o0 volume completado com agua destilada (acionamento de P3; com 22

pulsos), essa diluicdo foi realizada 9 vezes, sob agitacdo magnética constante.

Para realizar essas diluicbes foram usadas as sequéncias de
acionamento das mini-bombas mostradas na TABELA 1. As etapas (a-c)
correspondem aos testes de diluicdo usando agua destilada e azul de metileno.

Na etapa c ocorre 0 esvaziamento da camera de reacao.

Tabela 1 : Sequéncia de acionamento das mini-bombas solendide

Volume total

Analitos Etapas P; P, P3 Pulsos Tempo (s) inserido na
camara (uL)
Agua/ suspensio
de Z.mobilis o o 1 4 9 1980
Corante b 0 1 0 45 9 2025
Esvaziar C 1 0 0 50 10 2250
Meio de cultura
YPD 0 1 0 45 9 2025

0: desligado; 1: ligado
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Apo6s ajustado, o sistema foi utilizado para determinar o perfil cinético
de crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae e da bactéria
Zymomonas mobilis nas mesma condi¢cfes estabelecidas, mas sem a presenca

do corante.

4.7.2. Testes com 0S microrganismos

Para testes utilizando as leveduras, realizou-se o acionamento da mini-
bomba P, (meio de cultura) por um tempo de 9s o que equivale a 45 pulsos.
Foi lido o sinal do escuro e depois o sinal do branco com o YPD.
Posteriormente, foi inoculada uma cultura de S. cerevisiae a camera com o
meio YPD e foi lido o sinal analitico da amostra. Esse sistema fluxo-batelada
ficou sob agitacdo constante por um periodo de 24h realizando leituras de

absorbancia versus tempo a cada 0,1s.

Para teste realizado com a bactéria Zymomonas mobilis, dentro da
camara de reacdo, utilizou o acionamento da mini-bomba P, (com meio de
cultura SDL) por um tempo de 9 s 0 que equivale a 45 pulsos. Foi lido o sinal
do escuro e, em seguida,o sinal do branco com o SDL. Posteriormente, foi
preparada uma suspensao de Zymomonas mobilis com 1 ml da bactéria ja
repicada e 9 mL de meio de cultura SDL, tal suspenséo foi obtida em condi¢cbes
estéreis. Apds se obter a linha de base com o meio de cultura SDL, a camera
de reacao foi esvaziada acionando-se a mini-bomba P; por 10 segundos (50
pulsos) e, posteriormente, completada com a suspensdo preparada de
Zymomonas mobilis através do acionamento da mini-bomba P3 por 9 segundos
(45 pulsos). Esse sistema fluxo-batelada ficou sob agitacdo constante por um

periodo de 24h realizando leituras de absorbancia versus tempo a cada 0,1s.

Foram realizados testes para avaliar a resisténcia do microrganismo
frente ao uso de drogas antineoplasicas nas concentracdes 5, 10 e 20 uL. Para
tais testes foi utilizado o procedimento descrito acima para a Zymomonas
mobilis, com acréscimo de cisplatina & camera de reacdo apds adicdo da
suspensdo da bactéria. A adicdo da droga inorganica foi feita através do
acionamento da mini-bomba P, com 1, 2 e 4 pulsos respectivamente. O

sistema ficou sob agitacéo constante no periodo de 24 h.

38



4.7.2.1 Testes manuais usando a bactéria Zymomonas mobilis

A fim de analisar a resisténcia da bactéria Z. mobilis frente ao uso da
cisplatina fez-se o uso de testes manuais, pois o sistema fluxo-batelada
mostrou limitag&o nas leituras de absorbancia apds 24 h de teste.

Inicialmente, uma cepa de Z.mobilis foi cultivada em meio SDL por um
periodo de 3 dias. Cada curva de crescimento era obtida a partir dos valores de
absorbancia lidos a cada 2 horas num periodo de 24 h. Apds atingir toda a fase
exponencial de crescimento, parte da suspensdo bacteriana era desprezada
ficando apenas 10 % de inoculo como linhagem para crescimento. A esse
in6culo era acrescentado meio de cultura SDL até atingir o mesmo volume final
de suspensédo usado no primeiro dia de teste e posteriormente se iniciavam as
leituras de absorbancia, tal processo de re-alimentacdo do microrganismo foi
realizado durante dois dias para obtencdo das trés curvas de crescimento pré-
estabelecidas.

Para os testes de avaliacdo de resisténcia da bactéria foram usadas
concentracfes de 5, 10 e 20 pL de cisplatina postas na suspensédo de células
bacterianas. O procedimento de construcdo da curva de crescimento segue o
padrdo descrito acima, ou seja, leituras a cada 2 h até o microrganismo atingir
toda a fase exponencial de crescimento. Apds atingir tal fase parte da
suspensao bacteriana foi desprezada restando apenas 10 % de inéculo no qual
era re-alimentado com meio SDL até volume final igual ao usado no primeiro
dia de teste, e posterior acréscimo da droga inorgéanica. Foi estabelecido que
os testes deveriam ser realizados até o microrganismo obter resisténcia a

droga inserida.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo do crescimento celular foi realizada empregando a
deteccdo turbidimétrica, pois ao se multiplicar o microrganismo produz

particulas de tamanhos maiores que provocam a reducédo da quantidade de luz
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(radiacdo transmitida), turvando a solucdo. A radiacdo nao dispersa €
registrada no espectrofotometro e lida como absorbancia, onde sua
representacdo esta indicada na Equacéo 4.

Abs =1log (lo/l) (4)
Onde:
Abs = Absorbancia
lo = Intensidade da luz incidente

| = Intensidade da luz transmitida pela suspensao de células

Alguns fatores podem afetar a leitura do valor de absorbancia, tais
como: quantidade de luz que atravessa a suspensado, tamanho das particulas
geradas, comprimento de onda da luz incidente e diametro da camera de
reacao.

Os comprimentos de onda mais curtos, regidao azul do espectro,
permitem uma maior sensibilidade nas leituras de absorbancia. Porém em
suspensdes celulares densas as medidas de absorbancia sdo mais precisas
em leituras realizadas com comprimentos de onda mais longos, regido
vermelha do espectro que corresponde a uma absorbancia de
aproximadamente 660 nm, iSSo ocorre porque nesta faixa de comprimento de

onda é gerada uma menor disperséo de luz.

5.1 Ajustes das mini-bombas solenoide e da camara de fluxo batelada

A calibracédo do volume bombeado pelas mini-bombas e a capacidade
volumétrica da camera de fluxo-batelada foram realizadas em testes
preliminares usando agua destilada e azul de metileno como solugbes-testes, e
os resultados das analises estdo apresentados na TABELA 2. De acordo com

0os resultados apresentados nesta tabela, pode-se observar que as mini-
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bombas apresentam-se reprodutiveis, com RSD (desvio padrédo relativo)

inferiores a 3% para as trés mini-bombas estudadas.

Tabela 2: Capacidade das mini-bombas e da cAmera de reagdo com seus respectivos desvios-

padréo
Mini-bomba 1 Mini-bomba 2 Mini-bomba 3 C"’;g‘ae;gode

(ML) (ML) (kL) (mL)
43,909 42,986 43,501 2,003
45,001 45,518 43,552 2,005
Capacidade 46,015 45,582 44,424 2,007
45,03 45,879 45,015 2,002
45,687 45,984 44,614 2,005
média 45,128 45,190 44,221 2,004
desvio 0,808 1,25 0,70 0,002
RSD % 1,79 2,76 1,51 0,87

Na construcdo da camara de fluxo-batelada estabeleceu-se que a
mesma deveria ter um volume de aproximadamente 2,0 mL. Neste sentido,
acionou-se a mini-bomba P3 com 45 pulsos para verificar o volume da camara.
Para tanto, realizou-se o0 mesmo procedimento para verificar o volume inserido
da mini-bomba por pulso, pesou-se a camara vazia e, posteriormente, cheia
com agua. Nota-se um RSD inferior a 1%, demostrando, novamente, a
repetibilidade da mini-bomba e confirmou-se o volume de 2,0 mL como

capacidade méaxima da camara.

Apo6s calibracdo das mini-bombas e determinagdo da capacidade
maxima da camera de reacdo, foram realizados testes de diluicdo com agua
destilada e corante azul de metileno, para simular o que o processo de adi¢cdo
de meio de cultura a microrganismos, pois almeja-se monitorar o perfil de

crescimento de organismos vivos, e 0s resultados sdo mostrados na Figura 9.

Pode-se observar na FIGURA 10 que o sistema esta respondendo
conforme o esperado, pois como a amostra (azul de metileno) esta sendo

diluida a aproximadamente 50% (v/v) do seu volume inicial. A tendéncia desse
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processo € que a leitura de absorbéncia se iguale a leitura do branco, apos

sucessivas diluicbes e, este fato pode ser observado nesta Figura.

Os resultados também mostraram que é possivel obter a leitura de
absorbancia com no minimo 20 % (em volume) da capacidade total da camera.
O volume da camera € limitado pela altura onde estd posicionada as
respectivas fibras oGticas para o transporte da radiacdo da fonte de radiacédo até

a camara e, da camara até o detector.

Figura 10: Testes de diluicdo com agua destilada e corante azul de metileno 10 mol.L™

0,35 -

0,30

0,25

0,20

Absorbancia

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Tempo (min)

5.2 Testes com as leveduras

Apoés os ajustes dos parametros instrumentais foram realizados testes
com a levedura na presenca do meio de cultura YPD para determinagcéo do
perfil cinético de crescimento da Saccharomyces cerevisiae como sistema de
controle. Os valores de absorbancia eram obtidos a cada 0,1 s. O crescimento

da cultura de S.cerevisiae foi monitorado em 600 nm.
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A resposta do perfil de crescimento da levedura apresentado na
FIGURA 11 possui o perfil esperado para uma curva de crescimento de
S.cerevisiae, porém apoés 12 h de fermentacédo o sinal obtido se apresenta de
forma ruidosa, isso pode ser devido ao tamanho das particulas em suspensao
(> 0,4 mm de diametro) e ocorre o efeito “backscattering”, ou seja, a radicao é
refletida em dire¢céo a fonte de luz (LAWLER, 2005).

Figura 11: Perfil cinético de crescimento da Saccharomyces cerevisiae, sem tratamento de

dados, as leituras de absorbancias foram realizadas a cada 0,1 s.

Absorbéancia

Tempo (h)

A fim de melhorar a visualizagdo da curva de crescimento do
microrganismo eliminando grande parte do ruido obtido, foram realizados
ajustes no gréafico apresentado na FIGURA 12, através da reducdo do numero
de leituras. Normalmente nas curvas de crescimento de microrganismos sao
realizadas leituras de absorbancia a cada 1 h durante um periodo total de 24h.

Esse mesmo procedimento foi realizado para a curva de crescimento obtida na
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FIGURA 12, a fim de reduzir ruidos e comparar o resultado obtido com os
dados encontrados na literatura e os resultados sao apresentados na FIGURA
11.

Na FIGURA 12, pode-se observar que nas 7 h iniciais de experimento a
levedura Saccharomyces cerevisiae se encontra na fase inicial de crescimento,
(fase laténcia ou fase lag). Nessa etapa, 0 microrganismo passa por uma
adaptacdo frente as diferencas ambientais. Apds 7 h de experimento a
S.cerevisiae apresenta-se na fase exponencial de crescimento, ou fase log.

Nessa etapa 0 microrganismo possui uma taxa maxima de crescimento.

Figura 12: Perfil cinético de crescimento da Saccharomyces cerevisiae, valores de absorbancia

obtidos a cada 1h.
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Um teste posterior foi realizado variando a concentracdo inicial do
indculo, numa razado 1:2 (v/v). A finalidade desta diluicdo era retardar o tempo

de geracdo da levedura, o tamanho e a quantidade de células presentes no
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meio reduzindo assim o efeito de espalhamento da luz, conforme apresentado
na FIGURA 13.

Figura 13 : Perfil de cinético de crescimento da S. cerevisiae com diluicdo 1:2 do indculo.
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Com intuito de reduzir ainda mais o ruido gerado pelo efeito de
espalhamento da luz, um terceiro teste foi realizado com diluicdo 1:50 do
in6culo inicial. O grafico obtido encontra-se na FIGURA 14.
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Figura 14: Perfil de cinético de crescimento da S. cerevisiae com diluicdo 1:50 do inéculo inicial
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Os resultados mostraram que ao diluir a solugéo inicial de células em
1:2 (v/v) houve um retardamento no tempo de geracdo, ou seja, apos as 24 h
de fermentacdo um menor numero de células foi produzido e uma menor
guantidade de biomassa foi gerada. Assim a solucéo final ficou mais limpida
gue a solugéo concentrada, houve um menor espalhamento de luz (redugéo do
efeito backscattering) e uma melhor relacéo sinal-ruido.

Na diluicdo 1:50 (v/v) praticamente ndo houve mudanga em relagéo ao
perfil cinético de crescimento do microrganismo, em comparacao com a curva
de crescimento obtida na diluicdo 1:2 (v/v), devido a concentragdo de células ja
serem extremamente baixa no inicio do processo de fermentacdo de ambos

testes.

Durante a execucdo dos testes notou-se que a agitacdo magnética

interferia no sinal de absorbéancia obtido, pois o agitador magnético ora tocava
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na luz advinda da fibra otica, ora formava vortex. Entdo foi realizado um teste
sem agitacdo magnética (FIGURA 15) para visualisar até que ponto a levedura

era capaz de sobreviver.

Figura 15: Perfil cinético de crescimento da S.cerevisiae sem agitacdo da solugdo contida na

camara.

2,5

2,0

AN,
1,0 - /I\_/. . \_‘_
- g \

1,5

Absorbancia

0,5
.—.-.-

0,0

Tempo (h)

Pode observar na FIGURA 15 que a levedura Saccharomyces
cerevisiae obteve um crescimento celular por cerca de 12,5h de fermentacéo,
apos esse tempo, 0 microrganismo passou a ser depositado no fundo da

camera de reacao.

A turbidimetria foi utilizada como método de analise para determinar o
crescimento do microrganismo, através das medidas de absorbancia foi
possivel determinar o aumento gradual no crescimento celular, porém quando

as células das leveduras obtinham tamanhos grandes e geravam uma
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quantidade significativa de biomassa, o espalhamento da luz na suspenséo
aumentava, causando o que chama de efeito backscattering. Esse efeito
produz uma reflexdo difusa, na qual o angulo da luz incidente é desviado
gerando um espalhamento mdltiplo.

Para reduzir os efeitos de espalhamentos (efeitos backscattering)
decidimos usar a bactéria Zymomonas mobilis nos testes posteriores, pois a
mesma produz uma menor quantidade de biomassa comparada com a
levedura Saccharomyces cerevisiae e ambas por conterem ortdlogos com

seres humanos séo utilizadas como microrganismo modelo na biologia celular.

5.3 Testes com a Zymomonas mobilis em sistemas fluxo batelada

7

A bactéria Zymomonas mobilis € um microrganismo ndo patogénico
com tempo de geracdo que varia de 90 a 120 minutos e que possui mobilidade

em relacdo a S. cerevisiae.

O teste preliminar realizado com a Zymomonas mobilis consistia em analisar a
pureza dos meios de cultura utilizados como fonte de nutrientes para o
desenvolvimento de tal microrganismo. O meio de cultura SDL, usado como
fonte nutritiva para Z.mobilis, foi inoculado em placas de Petri contendo agar

nutritivo sélido, meio de controle (FIGURA 16).

Figura 16: Placas de Petri com agar nutritivo (AN) usado para controle do meio de cultura SDL.
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A FIGURA 16 mostra que as placas de Petri ndo apresentaram

contaminacgao, logo o meio de cultura estava livre de contaminantes e poderia

ser utilizado como nutriente nos testes posteriores com a Zymomonas mobilis.

ApGs certificagdo da pureza do meio de cultura SDL, testes posteriores

foram realizados com intuito de analisar o crescimento celular e a resisténcia

da bactéria Zymomomas mobilis a diferentes concentragbes de cisplatina.

Foram feitos cultivos durante um periodo de 24h no sistema fluxo-batelada a

temperatura ambiente. Os cultivos foram inoculados diretamente em meio SDL
contendo 0, 5, 10 e 20 pL de cisplatina (FIGURA 17).

A amostra de nome controle representa a suspensdo de bactéria

apenas em meio SDL, sem uso de cisplatina.

Figura 17: Analise turbidimétrica em sistemas fluxo-batelada realizada com cultivos de Z.

mobilis nas concentracdes 0, 5, 10 e 20 uL de cisplatina, respectivamente.
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O aumento da concentracdo da droga antineoplasica (cisplatina)
causou inibicdo na divisdo celular da bactéria, assim, em funcdo do tempo, o
microrganismo ao invés de se dividir se alongava formando extensos
filamentos até aglomeracbes, como pode ser observado na FIGURA 18.
Apesar de haver crescimento celular, parte dos valores de absorbancia
medidos por turbidimetria aumentaram seu valor devido a esse alongamento

das células bacterianas e ndo devida divisao celular propriamente dita.

Figura 18: Efeito da droga antineoplasica em diversas concentracbes de cisplatina nos
inoculos de Zymomonas mobilis. a) Controle, ou seja, apenas a suspensédo de bactéria em
meio de cultura sem uso de cisplatina, b) 5 pL de cisplatina, ¢) 10 uL de cisplatina e d) 20 uL

de cisplatina.

Observa-se na FIGURA 18, que com o aumento da concentracado da

cisplatina no inéculo de Z.mobilis houve um aumento no tamanho do
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microrganismo causado pela interrupcdo da divisdo celular. Na concentracao
de 20 pL de droga o microrganismo aumentou de tamanho e formou
aglomerados que por sua vez interferiram na leitura de absorbéncia causando
dispersdo da radiacdo eletromagnética proveniente da fonte de luz, com isso a
analise turbidimétrica para essa concentracdo sO pode ser realizada até cerca
de 19 h de cultivo.

Apesar da droga antineoplasica inibir a divisdo celular da bactéria, a
mesma nao impede, por completo, processo de crescimento da Z.mobilis, isto
para as concentracdes utilizadas. A TABELA 3 mostra as contagens de células

vivas da bactéria Zymomonas mobilis feitas em camara de Neubauer.

Tabela 3: Contagem microbiana em camara de Neubauer para o sistema fluxo-batelada

Contagem,
Amostras , , ..
numero de células totais vivas/mL
Controle 5,0 x 10°
5 L de 4,1 x 10°
cisplatina
10 uL de 3,8 x 10°
cisplatina
20 uL de 21 x 10°
cisplatina

A partir dos dados indicados na TABELA 3 nota-se que o numero de
células totais por mL de suspensdo reduz com o aumento da concentracdo da
cisplatina, confirmando novamente que o uso de droga antineoplasica inibe a
divisao celular, com isso podemos concluir que a cisplatina tem potencial para
ser utilizada como um agente antineoplasico capaz de reduzir ou até mesmo
eliminar tumores de cancro, pois a mesma interfere na divisdo celular de

células tumorais podendo levar a morte celular.

No entanto, testes com um maior tempo de analises devem ser
realizados para predizer até que ponto a cisplatina é eficaz na inibicdo da
divisdo celular de células tumorais, pois devido a formacdo de aglomerados

celulares na suspensdao microbiana houveram interferéncias nas leituras de
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absorbéancia obtidas para tais amostras por tal motivo as analises s6 puderam

ser realizadas em sistema fluxo-batelada em periodos de no maximo 24 h.

5.4 Efeito da resisténcia de Z. mobilis com uso de cisplatina

O efeito da resisténcia é causado pela auséncia de resposta inibitéria
por parte de agentes antineoplasicos, frente a determinadas células tumorais ,
quando isso ocorre ha uma adaptacao de algumas células (resistentes) quanto
as novas condicOes fisiolégicas, refererindo-se, inclusive, a presenca de

agentes antimitoticos.

A fim de analisar a resisténcia de células tumorais frente ao uso de
cisplatina como agente antineoplasico, foram realizados testes pilotos com a
bactéria Zymomonas mobilis usada como modelo celular para estudar

parametros cronoldgicos de resisténcia frente a CDDP .

Uma linhagem de Z. mobilis foi cultivada em meio SDL por trés dias
para ser usado como meio de controle para os demais testes (Figura 19a). Os
testes de resisténcia microbiana foram realizados com Zymomonas mobilis em
meio SDL na presenca de cisplatina nas concentracdes 5, 10 e 20 pyL para

cada 2 mL de suspenséao bacteriana (Figuras 19 b,c e d).

Figura 19: Andlise turbidimétrica em cultivos de Zymomonas mobilis. a) Controle, ou seja, sem

cisplatina, b) 5 pL de cisplatina, ¢) 10 pL de cisplatina, d) 20 pL de cisplatina.
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A partir dos graficos mostrados na FIGURA 19 podemos observar que
nas amostras contendo antineoplasicos apresentaram maiores valores de
absorbéancia na fase exponencial frente ao controle. Este fato ocorre devido
aumento do tamanho dos microrganismos causados pela interrup¢éo da mitose
na metafase, ou seja, ocorre o impedimento da divisdo celular. Esse aumento
de tamanho causado pelos agentes antineoplasicos pode ser notado nas

FIGURAS 20, 21 e 22.

Figura 20: Zymomonas mobilis com 5 pL do agente antioneoplasico cisplatina, a) 1° dia de

teste, b) 2° dia de teste, c¢) 3° dia de teste, d) 4° dia de teste.
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Figura 21: Zymomonas mobilis com 10 pL do agente antioneoplasico cisplatina, a) 1° dia de
teste, b)2° dia de teste, c¢) 3° dia de teste, d) 4° dia de teste.
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Figura 22: Zymomonas mobilis com 20 pL do agente antioneoplasico cisplatina, a) 1° dia de

teste, b) 2° dia de teste, c¢) 3° dia de teste, d) 4° dia de teste.

by N,

‘i —
£, R

A partir das FIGURAS 20, 21 e 22 podemos observar que 0S
microrganismos aumentam de tamanho e tornam-se mais filamentosos com o
aumento da concentracdo do agente antioneplasico na suspensao bacteriana.
Nos dois primeiros dias de teste os microrganismos aumentam de tamanho e
tornam-se mais filamentosos, tal efeito pode ser observado mais claramente no
segundo dia de teste. No terceiro e quarto dia 0os microrganismos adquirem

tamanhos menores e a quantidade de células filamentosas diminui.

As TABELAS 4, 5 e 6 mostram as quantidades de células filamentosas
e nao filamentosas presentes nas suspensfes preparadas, essas contagens

foram realizadas em camara de Neubauer, tais tabelas contém ainda os

55



tempos dos eventos descritos pela letra “E” na FIGURA 19 para as diferentes

concentracoes de drogas utilizadas.

Tabela 4: Contagem microbiana e tempo do evento para testes com 5 pL de cisplatina

Contagem de células

Tempo do evento

(UFC/mL) (h)
Filamentosas 7.4 x10°
1° dia = 19
. Nao 42 x10°
Filamentosas
Filamentosas 3,1x10°
2° dia = 17
~ Nao 3.1x10°
Filamentosas
Filamentosas 8,0 x 10%
3% dia = 22
. Nao 3.5 x 10°
Filamentosas
Filamentosas 7.4 x 10*
4° dia 5 22
Nao 3.7 x 10°

Filamentosas

Tabela 5: Contagem microbiana e tempo do evento para testes com 10 pL de cisplatina

Contagem de células

Tempo do evento

(UFC/mL) ()
Filamentosas 8,6 x 10°
1° dia 5 21
. Nao 3.6 x 10°
Filamentosas
Filamentosas 5,4 x 10°
2° dia = 15
. Nao 2.6 x 10°
Filamentosas
Filamentosas 5,9 x 10%
3° dia = 22
. Nao 50 x 10°
Filamentosas
Filamentosas 5,7 x 10*
4° dia = 22
Nao 52 x 10°

Filamentosas
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Tabela 6: Contagem microbiana e tempo do evento para testes com 20 uL de cisplatina

Contagem de células | Tempo do evento
(UFC/mL) (h)
Filamentosas 9,7 x 10°
1° dia = 21
. Nao 23x10°
Filamentosas
Filamentosas 6,6 x 10°
20 dia = 19
~ Nao 1.2 x10°
Filamentosas
Filamentosas 4,5 x 10%
3% dia = 22
. Nao 6.8 x 10°
Filamentosas
Filamentosas 4,6 x 10*
4° dia = 22
~ Nao 6.9 x 10°
Filamentosas

Podemos observar que nos dois primeiros dias de teste a contagem de
células nédo filamentosas diminui enquanto que o numero de células
filamentosas aumenta, isso mostra que a droga esta atuando nas células de
Zymomomas molibis impedindo a sua divisao celular. Esse impedimento ocorre
mais efetivamente com o aumento da concentracdo do antineoplasico no
segundo dia de teste, nesta etapa sdo obtidos maiores valores de absorbancia,

devido aumento de células filamentosas, em um menor tempo do evento.

No terceiro e quarto dia de teste ocorre o inverso, ou seja, 0 niumero
de células nao filamentosas aumenta e a quantidade de células filamentosas
diminui. Este fato pode ser devido a adaptacdo do microrganismo a droga,
onde o microrganismo passa a sofrer resisténcia e se adaptar a droga testada
voltando a sofrer divisdo celular. Para se obter respostas mais conclusivas, a

andlise turbidimétrica requer maiores tempos do evento.

Para analisar até que ponto 0 agente antineoplasico é capaz de impedir
a divisdo celular foram realizados testes de resisténcia do microrganismo a
diferentes concentracdes do agente antineoplasico cisplatina. O célculo para o
tempo de resisténcia é dado pela equacdo 5 e os valores obtidos estdo
descritos na TABELA 7.
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tr=ty +to )

Onde:
t- = Tempo de resisténcia
ty = Tempo do evento 1

t, = Tempo do evento 2

Tabela 7: Tempo para aquisi¢cdo da resisténcia por concentracao de antineoplasico (CDDP).

Concentracao do
agente antineoplasico (uL)

Tempo de resisténcia (h)

5 36
10 36
20 40

O agente antineoplasico impede que as células entrem em mitose por

36 h nas concentragcéo de 5 e 10 pL de cisplatina e por 40 h na concentracao

de 20 pL, apds esse tempo 0 microrganismo volta a sofrer divisao celular.

As investigagBes acerca da cinética de crescimento e resisténcia

adquirida pelo microrganismo com o uso da droga cisplatina mostraram

resultados satisfatorios e com isso podemos concluir que tal composto platinico

foi capaz de impedir a divisdo celular sendo considerado um agente

antineopléasico eficaz no tratamento de cancros.
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CONCLUSAO

Com os resultados obtidos podemos concluir que:

O sistema proposto apresentou-se robusto e pratico na conducdo dos
experimentos, trabalhando com eficiéncia e reprodutivel durante 24

horas.

Foi possivel obter as respostas turbidimétricas para os microrganismos
estudados através do sistema fluxo-batelada.

O sistema fluxo-batelada proporcionou resultados de acordo com o
esperado, porém o mesmo deve ser utilizado em amostras com pouca

suspensao microbiana para obtencao de melhor resposta analitica.

Foi possivel avaliar a escala temporal para o desencadeamento do
fendbmeno de resisténcia frente ao antineoplasico (CDDP) por parte da
bactéria Zymomonas mobilis, a qual foi submetida a diferentes

concentragdes de cisplatina.

Tomando-se como modelo celular a bactéria Zymomonas mobilis e
como padrao antineoplasico a CDDP, foi possivel verificar o surgimento
da expressao fenotipica da resisténcia, em uma escala temporal, 0 que
se evidenciou também pela inversdao de populacdo de células nao-
filamentosas em detrimento das filamentosas, mesmo na presenca de

um poderoso antimitético.

A metodologia desenvolvida para evidenciar o desencadeamento do
fenbmeno de resisténcia frente a CDDP, em uma escala cronoldgica,
mostrou-se versatil, uma vez que nao exige aparatos de alto custo

como a analise de expresséo génica por microarray.

Ainda com relagdo a metodologia para evidenciar o desencadeamento
do fendbmeno de resisténcia frente a CDDP, a mesma pode ser aplicada
para elucidar, também em uma escala temporal, o surgimento do

fendmeno de resisténcia a multidrogas (MDR — MultiDrug Resistance),
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utilizando-se para isto, a aplicacdo direta das mais diversas drogas ao
microrganismo, o qual expressara um fenétipo de resisténcia, para uma
escala de tempo dependente de um numero sucessivo de geracdes
cujas as modificacbes genotipicas foram desencadeadas pelo contato

exaustivo com o composto (droga) em questéo.

PERSPECTIVAS

e Tornar o sistema fluxo-batelada mais automatizado.
e Ajustar o programa LabView para controle do tempo de leitura.

e Criar uma nova camera de reacdo que permita leituras eficazes de
absorbancia x tempo com um volume de reagente menor que 20 % da

sua capacidade total.

e Realizar diluicbes controladas automaticamente para dispersar a
quantidade de biomassa produzida pelo microrganismo.

e Ajustar o sistema fluxo-batelada para que o mesmo seja capaz de
realizar leituras de absorbancia x tempo em periodos maiores que 24 h

de analise.
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