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Introdugao

A necessidade de se obter informac¢do no decorrer dos
bioprocessos, tem contribuido para o aparecimento e utili-
zagdo de uma grande diversidade de técnicas e ferramentas
concebidas para o efeito. Os dados obtidos nao s6 tém per-
mitido aprofundar o conhecimento dos processos, como
também o desenvolvimento de novas estratégias.

Um citémetro de fluxo é um sistema constituido por 5
elementos: fonte(s) de radia¢do, (lampada de mercurio
ou laser), uma camara de fluxo, unidades de filtros dpticos
para seleccdo de um intervalo de comprimento de onda
especifico a partir duma gama espectral mais vasta, foto-
diodos ou fotomultiplicadores para a detec¢ao sensivel e
processamento dos sinais com interesse e uma unidade que
processa os dados recolhidos (Figura 1). A suspensao celu-
lar é injectada e atravessa a cimara onde se d4 a passagem
célula a célula através do feixe de radiagdo, perpendicular
ao fluxo. A passagem individual das células é obtida através
da focagem hidrodindmica do fluxo de amostra, sendo esta
injectada no seio de uma solugéo salina (sheath fluid) que
também atravessa a cAmara (Figura 2).

A diferenca de velocidades entre os dois fluidos faz com
que o fluxo se processe em regime laminar. A velocidade
de escoamento da solucio de revestimento (sheath fluid) é
superior a da amostra, e ajustével, o que permite reduzir e
controlar a espessura da solu¢do da amostra de forma a que
possa passar uma célula de cada vez. Desta forma, podem
detectar-se até 10000 células (eventos) por segundo.

O feixe de radiagdo de excitagdo ao interceptar a particula
(célula) na cAmara, sofre dispersdo quer na direc¢ao frontal
(forward scattering), quer lateral (side scattering). A radia-
¢do assim dispersa é detectada directamente por fotodiodos
(dispersdo frontal) ou pode ser desviada a 90° por lentes,
espelhos dicroicos e filtros dpticos e focada em fotomulti-
plicadores. A combinagdo destes tipos de radiagdo dispersa
revela informagdes importantes tais como a dimensdo
celular, a granularidade/complexidade e a morfologia.
Compostos intracelulares com fluorescéncia intrinseca (ex:
clorofilas, ficobiliproteinas, NAD(P)H, etc.) ou passiveis de
se ligarem a corantes fluorescentes (fluorocromos), permi-
tem a diferenciagdo selectiva de subpopulagdes com base
na combina¢do de varios fluorocromos. A fluorescéncia
destes compostos é também detectada por fotomultiplica-
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dores, através de um sistema de lentes, espelhos dicroéicos e
filtros dpticos.

Os citémetros actuais mais sofisticados podem possuir até
16 detectores em simultaneo (radiagdo dispersa e fluores-
cente), o que permite analizar multiplas possibilidades de
caracteristicas celulares e/ou componentes celulares de um
elevado niimero de células de forma individual (Rieseberg
el al.,, 2001). Esta versatilidade designa-se por analise mul-
tiparameétrica.

Corte-Real et al. (2002) publicaram um extenso artigo de
divulgagao sobre a citologia analitica (citometria de fluxo)
em estudos de leveduras.

A presente publicagdo abordard a mesma técnica, mas
aplicada a estudos de organismos procariéticos (bactérias),
em bioprocessos.

1. Deteccao e contagem de Microrganis-
mos

Classicamente a viabilidade em bactérias é definida pela
capacidade destas formarem col6nias em meios de cultura
solidos ou de proliferarem em meios de cultura liquidos.
Estes ensaios sdo morosos, principalmente se o organismo
em estudo apresenta uma baixa taxa de crescimento,
reflectindo-se em longos tempos de incubagido (horas
ou dias). Por outro lado, estes sistemas de detecgdo da
viabilidade celular estdo dependentes do crescimento
das bactérias em ambientes artificiais. Este facto limita a
interpretagido dos resultados obtidos por estes métodos,
uma vez que a escolha de um meio de cultura inadequado
pode resultar numa contagem de coldnias imprecisa.
Além disso, algumas células crescem apenas em condi¢des
anaerobias, outras em condigdes aerobias e, outras em
ambas as condigbes. Portanto, a contagem realmente
representativa de todos os microrganismos de uma
determinada populagdo apenas podera ser feita através de
métodos dpticos.

Devido ao coeficiente de variagdo (erro estatistico) asso-
ciado & contagem (n®’), é necessdrio examinar mais de 100
eventos para se obter um coeficiente de variagdo inferior a
10%. Com 1000 eventos, este coeficiente atinge 3% e acima
de 5000, € inferior a 1%. Por este motivo, e também devido



Métodos em Biotecnologia - Citometria de Fluxo Il

a rapidez da anilise, a Citometria de Fluxo é preferivel a
Citometria de Imagem , a menos que seja necessaria infor-
magcao espacial das células.
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Figura 1 - Configuragdo de um citémetro de fluxo (BD Biosciences/
Enzifarma)

Ha vérios métodos de contagem de células. O mais utili-
zado - o método de contagem raciométrico — é baseado
na adi¢do de uma determinada concentragio de particulas
de referéncia (esferas que emitem fluorescéncia) a amostra.
O volume da amostra analisado pode ser determinado a
partir do numero de esferas contadas enquanto a amostra
estd a passar no citometro; a contagem das células ¢ entdo
determinada dividindo o numero de células contadas por
este volume. A utilizagdo do método raciométrico permite
corrigir tempos mortos e variagoes de fluxo que eventu-
almente possam ocorrer num equipamento que funcione
com diferencas de pressdo no processamento da amostra.
A maioria dos fabricantes de citometros de fluxo produz
esferas de contagem de concentragdo conhecida para o
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Figura 2 - (Adaptagio de slide disponivel em Berkeley University/Flow
Cytometry Facility, ver enderego da internet nas Referéncias).
Representagdo esquemdtica de uma cAmara de fluxo. A passagem indivi-
dual das células (eventos) é conseguida por focagem hidrodinidmica do
fluxo de amostra no seio de uma solugéo salina (sheat fluid).

seu equipamento, pelo que este método, pela sua rapidez e
simplicidade, se tornou vastamente utilizado (Application
note, BD Biosciences). Acresce que a regido delineada pelas
esferas nos graficos de radiagdo dispersa pode ser utilizada
como controlo de alinhamento do laser on-line.

A contagem precisa e rigorosa de células exige suspensoes
de células individuais, ndo agregadas. Os agregados de
células quando inoculados em meio sdlido, ddo origem a
uma unica colénia, ou a um Unico evento no citémetro.
Por exemplo, se uma célula num tripleto é positiva para
um marcador de morte celular, todo o agregado celular
serd contabilizado como uma célula morta, mas as outras
duas células vidveis irdo produzir uma coldénia, quando
inoculadas em placas de agar. Situagdes como esta
introduzem um erro significativo na contagem de células
por citometria de fluxo.

Os agregados de células podem ser dispersos através de
métodos quimicos ou mecanicos. Os métodos mecanicos
tém uma vasta aplicagdo, mas podem surgir problemas
quando aplicados a microrganismos filamentosos ou
leveduras. O tratamento com ultra-sons é o método mais
adequado na desagregacdo de células, mas ¢ importante
optimizar os niveis de energia a utilizar, bem como os
tempos de aplicacdo desses niveis, e garantir que essas
condi¢des sejam aplicadas de forma reprodutivel (Nebe-
von-Caron et al., 2000).

2. O conceito de viabilidade celular do
ponto de vista da Citometria de Fluxo

A informagao que se pode retirar dos ensaios de viabilida-
de' sobre os estados fisiologicos das células é limitada a dois
niveis extremos de actividade metabolica: o saudavel, pre-
sente em células vidveis com capacidade para se dividirem,
e o correspondente a morte celular. Contudo, a sensibilida-
de dos microrganismos ao ambiente em que se desenvol-
vem pde em causa a informacio obtida através dos ensaios
de viabilidade, pois células que se encontrem num estado
fisiologico intermédio entre o metabolicamente activo e a
morte celular podem néo ser contabilizadas. A vantagem
da citometria de fluxo em analisar células individualmente
consiste na detecgdo de uma variedade de estados fisiolo-
gicos celulares intermédios que realmente existem numa
determinada populagédo, descobrindo assim uma heteroge-
neidade nunca antes revelada (Nebe-von Caron et al., 1995,
2000). Além disso, os dados obtidos através das técnicas da
microbiologia classica sdo relativos a cultura como um todo,
ou seja, uma amostra representativa da cultura microbiana
apresenta um unico valor, referente a média dos valores de
um determinado pardmetro, de todas as células. Contudo,
numa populagio microbiana, as células ndo se encontram
todas no mesmo estado metabdlico e fisioldgico, pelo que

! Diluigées seriadas da amostra e posterior inoculagdo das diluicoes
correspondentes a concentragoes adequadas de microrganismo, de
modo a obter-se um niimero de colénias contdveis em placas de
Petri.
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Tabela 1. Classificacdo da funcionalidade celular baseada na actividade

metabdlica da célula (Nebe-von-Caron et al., 2000)

capacidade para se dividirem),
“vitais”, intactas e permeabili-
zadas (Tabela 1). Pensa-se que

Estado Fisiolégico Propriedade Observada

Flurocromo quando uma célula se encontra

a) Membranas citoplasmaticas intactas polarizadas

Células Saudaveis ; -
b) Presenca do sistema de trasnsporte activo

Células "Vitais” a) Auséncia do sistema de transporte activo que exclui o BE

a) Auséncia de transporte activo que exclui o BE

Células Intactas X . K
b) Membrana citoplasmatica despolarizada

a) Auséncia do sistema de transporte activo que exclui o BE

élulas Mor N L X -
Células Mortas b) Membrana citoplasmatica despolarizada permeabilizada

se torna necessario detectar e descrever as varias subpopu-
lagdes de forma diferenciada. A citometria de fluxo permite
a avaliacdo da heterogeneidade de culturas microbianas, a
escala da célula individual, ndo ignorando outras ferra-
mentas importantes tais como a microscopia de varrimento
confocal e a andlise de imagem (Porter et al., 1996). Desta
forma, dados “discretos” representando subpopula¢des
diferentes podem fornecer uma “imagem” mais detalhada
e real da complexidade e heterogeneidade que ocorre num
determinado bioprocesso (Porter et al., 1996; Rieseberg et
al., 2001). Por estes motivos, esta técnica tem tido cada vez
mais impacto na comunidade cientifica.

A combina¢io de vérios fluorocromos em citometria de
fluxo permite a diferenciacido de diferentes subpopula¢des
numa determinada populagio, correspondentes a diferen-
tes niveis de funcionalidade das células. Esta diferenciagio
levou a introdugdo do termo “vidvel, mas ndo culturavel’,
aplicado a células que ndo estando metabolicamente
activas, também ndo estdo mortas e, evidentemente, nao
sdo reveladas através dos ensaios de viabilidade celular. A
utilizagdo de critérios do funcionamento celular tais como
o potencial da membrana citoplasmatica e a integridade da
mesma, os quais serdo descritos adiante em detalhe, per-
mitem caracterizar estes estados metabolicos (Nebe-von
Caron et al. 2000).

As células de bactérias sauddveis sdo delimitadas por uma
membrana citoplasmatica que lhes permite comunicar
selectivamente com o ambiente que as rodeia. Os sistemas
de transporte activo geram um gradiente electroquimico
que ¢ fundamental para o perfeito funcionamento de uma
célula saudavel. O corante fluorescente brometo de etidio
(BE) consegue atravessar uma membrana polarizada, mas
s6 se liga as cadeias do ADN quando a célula ndo possui
um sistema de transporte activo nio especifico protio/
antiporte. Este sistema quando se encontra activo, expulsa
este fluorocromo da célula (Midgley, 1987). O iodeto de
propidio (IP) também se liga as cadeias do ADN, mas
ndo consegue atravessar uma membrana citoplasmatica
saudavel. Bis-oxonol é um corante lipofilico e anidnico que
acumula intracelularmente desde que a célula se encontre
despolarizada, como se vera adiante. A utilizagdo da mis-
tura destes corantes permite a diferenciagao dos seguintes
estados metabdlicos funcionais: células saudaveis (com
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sob stresse, alguns dos sistemas
de transporte activo sdo afectados
(células  “vitais”),  seguindo-se
a despolarizagio da membrana
Brometo de Etidio (BE) . s 7 .
Bis-oxonol (BOX) citoplasmatica (células intactas) e,
Dio mais tarde, a sua permeabilizacdo
Brometo de Etidio (BE) (mortas). Células sem a membrana
Bis-oxonol (BOX) . . .
lodeto de Propidio citoplasmatica intacta nao conse-
guem manter ou gerar o gradiente
de potencial electroquimico que
origina o potencial de membrana.
Além disso, a sua estrutura interna, ndo estando protegida
por uma membrana citoplasmatica intacta, encontra-se
livremente exposta ao meio ambiente, pelo que estas células
acabardo por se decompor. Todas estas etapas conduzem
a morte celular (Nebe-von-Caron e Badley, 1995, Hewitt e
Nebe-Von-Caron, 2001).

Carbocianinas (Corante
Lipofilico catiénico) DiO

Brometo de Etideo (BE)

E assim possivel diferenciar o estado fisioldgico de uma
célula individual, para além do classico e estrito conceito
de viabilidade, baseado no funcionamento de alguns
sistemas de transporte activo, ou na presen¢a ou auséncia
da membrana citoplasmadtica intacta e polarizada. A
capacidade das células “vitais” e intactas de se dividirem
pode ser demonstrada em separado, através da técnica
“cell sorting” (Hewitt et al., 1999a, Nebe-von-Caron et al.,
2000).

A citometria de fluxo surge assim como uma técnica
consistente e fidvel na deteccio das verdadeiras
percentagens de células vidveis e mortas, numa
determinada populagdo de microrganismos e, por vezes,
em situagdes em que a microbiologia classica nao consegue
dar qualquer resposta. A detecgdo de actividade metabolica,
reveladora de crescimento associado a divisao celular é de
facil execugdo, mas pode haver metabolismo mesmo na
auséncia de crescimento, e que produza efeitos indesejaveis
tais como a degradacdo de alimentos, a acumulagdo de
toxinas ou a transferéncia de genes. Em caso de lesdes,
dorméncia (estado fisioldgico intermédio entre a morte
e o metabolicamente activo) ou privagio extrema de
nutrientes nas células, a actividade metabdlica pode néo
ser facilmente detectdvel. Nestas circunstancias, é possivel
determinar a integridade da membrana através da retencdo
ou exclusdo de corantes.

2.1 Estimativa do potencial de membrana

O potencial de membrana é o pardmetro de viabilidade
actividade metabolica mais utilizado em citometria de
fluxo aplicada a microrganismos. E gerado pela diferenca
de concentragdes de ides no interior e no exterior da
membrana citoplasmdtica e, como componente do
gradiente electroquimico, estd intimamente relacionado
coma formagdo de ATP na célula (Shapiro, 2000)
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Em bactérias metabolicamente activas com membranas
citoplasmaticas intactas, a diferenca de potencial Ay,
situa-se geralmente entre —100 e ~200 mV, encontrando-se
o interior da membrana carregado negativamente. A des-
polarizagao da membrana ocorre quando o valor de Ay se
desloca para valores menos negativos, portanto, mais pro-
ximos de zero e, a hiperpolariza¢io ocorre quando a alte-
racao dos valores de Ay se da na direcgdo oposta, ou seja,
para valores mais negativos. O valor de Ay é nulo quando
a membrana apresenta danos estruturais tais que permite
a livre passagem de ides, o que pode suceder quando a
célula sofre, por exemplo, um tratamento térmico, ou um
tratamento com antibiéticos da familia das beta-lactamas,
entre outros. O tratamento das células com iono6foros, tais
como a cianina carbonil m-clorofenilhidrazona (CCCP),
também anula o potencial de membrana, por destrui¢do do
gradiente de protdes que existe na membrana citoplasma-
tica (Novo et al., 1999, 2000; Wu et al., 1995), denominado,
por isso, protonéforo.

O potencial de membrana pode ser medido directamente
através de microeléctrodos, mas esta técnica torna-se tanto
mais dificil de aplicar quanto menor for o tamanho da
célula. A medigdo de Ay através da citometria de fluxo é
normalmente realizada utilizando corantes lipofilicos de
distribui¢do/particao. Estes, devido a sua natureza lipofili-
ca, conseguem atravessar facilmen-

inverso: o potencial da membrana diminui (deslocando-se,
portanto, para valores menos negativos), levando a que haja
uma menor distribui¢do de cargas negativas no interior da
membrana e, nestas circunstancias, o corante terd tendén-
cia para acumular no exterior da membrana, onde havera
uma menor distribui¢do de cargas positivas (Figura 3 b).
Todo este processo ocorre de forma inversa quando se esta
perante a interacgdo entre um corante lipofilico aniénico
e a membrana, devido as interac¢des electrostaticas que se
estabelecem entre o anido C e a distribuigao de cargas no
interior da membrana.

Estes fluorocromos sdo denominados sondas de resposta
lenta (demoram entre poucos segundos a varios minutos
até atingirem o equilibrio na parti¢ao) e sdo adequados
para medir variagdes de potencial de membrana em célu-
las. Existem outros fluorocromos, designados de resposta
rdpida, adequados para respostas de variagdo de potencial
mais rdpidas que ocorrem em nervos e musculos (Hau-
gland, 2002)

A emissdo de fluorescéncia sé ocorre significativamente
quando o corante se encontra acumulado no interior da
membrana. O sinal emitido depende de alteragdes que
ocorram nos locais de ligagdo entre a membrana o corante,
bem como do volume da célula. Com o objectivo de elimi-

te a membrana e ali acumulam de
acordo com a sua carga. Assim, o a)
gradiente de concentragdo de um 1
catido lipofilico C* através de uma B
membrana citoplasmética intacta "
¢ determinado pela diferenca de
potencial transmembranar, de Fo— o+ —
acordo com a lei de Nernst: 7

[C*]/[C*]=e (FA¥RD

Onde [C7], corresponde a concen- b)

tragdo de ides de C' no interior -
da membrana, [C*] ¢ a concen-
tragdo de ides de C' no exterior
da membrana, Ay o potencial
de membrana, R a constante dos
gases, T a temperatura em graus
Kelvin e F a constante de Faraday.
Uma vez atingido o equilibrio entre
as células e o catido do corante,

Fluorocromos de Resposta Rapida

Fluorocromos de Resposta Rapida |

Espaco Extracelular

Hiperpolarizacao + + + + 5=+ U

Membrana
Despolarizagao

Espaco Intracelular
Fluorocromos de Resposta Lenta

Espaco Extracelular

Hiperpolarizacao

N
Membrana
Despolarizacao

) Espaco Intracelular

Fluorocromos de Resposta Lenta

este ird acumular-se no interior

Figura 3 - (Adptagdo de Haugland, 2002) Mecanismo da resposta dos fluorocromos sensiveis ao

da membrana se esta estiver pola-
rizada (ou hiperpolarizada), pois
nesta situagdo o interior daquela
encontra-se carregado negativa-
mente, favorecendo a interac¢io
electrostatica entre essas cargas
negativas e as cargas positivas do
corante (Figura 3 a). Quando a
célula se encontra despolarizada,

ocorre precisamente 0 mecanismo
negativamente.

potencial de membrana dos microrganismos. Os flourocromos (sondas) de resposta lenta sdo anides
ou catides lipofilicos que sdo translocados através da membrana por um mecanismo electroforético.
As alteragoes de fluorescéncia derivam da resposta da sonda ao campo eléctrico que se estabelece no
interior e no exterior da membrana. Os fluorocromos de resposta rapida sdo adequados a respostas de
varia¢des de potencial muito rdpidas, como as que ocorrem em células de musculos.

(a)- Mecanismo de resposta de uma sonda catiénica de potencial de membrana, de resposta lenta.
Uma vez atingido o equilibrio entre entre as células e o catido, este acumula-se no interior da mem-
brana se esta estiver polarizada ou hiperpolarizada , pois nesta situa¢io, o interior daquela encontra-
se carregado mais negativamente.

(b) - Mecanismo de resposta de uma sonda anidnica de potencial de membrana, de resposta lenta.
Uma vez atingido o equilibrio entre entre as células e o anido, este acumula-se no interior da membra-
na se esta estiver despolarizada , pois nesta situagio, o interior daquela encontra-se carregado menos
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nar esta dependéncia, que é fonte de erro da determinagéo
de Ay, tém sido realizadas medi¢des raciométricas de
potencial de membrana, por serem praticamente indepen-
dentes do volume celular (Novo et al, 1999). Na tabela 2
encontram-se alguns dos corantes utilizados na determina-
¢do do potencial de membrana.

2.2 Avaliagao da integridade da membrana

A integridade da membrana pode ser detectada por reten-
¢do ou exclusdo dos corantes. No método de retengao do
corante, as células sio incubadas com um substrato nio
fluorescente, o qual é clivado por enzimas intracelulares,
resultando da acgdo enzimdtica um produto fluorescente
que ¢ retido nas células apenas quando a membrana cito-
plasmatica estd intacta. Este método poderd nio ser rigoro-
so devido a uma eventual perda de actividade enzimatica,
ao transporte ineficiente do substrato nio fluorescente, e
a expulsdo do corante através do sistema de bombas de
efluxo.

Tabela 2. A notacdo de Sims (DiYCnH)(ZmH) permite
descrever a estrutura das cianinas simétricas, pela
qual Y pode ser substituido por O (oxi-oxonais), S (tio-
oxondis), | (indo-oxondis) ; n é o nimero de grupos
CH, e m o numero de grupos ~CH=CH-CH-

Familia Grupo Corante Referéncias
DiBAC,(3)
Anidnicos Bis-oxonol DiSBAC,(3) Suller and Lloyd, 1999
DiBAC,(5)
Catidnicos Rodamina Rh 123 Diaper e Edwards, 1994
DIOC.3) Novo et al, 1999
_— L2 Novo et al, 1999
Carbocianinas DiOC.(3)
S Monfort et al, 1996
DIOC(3) Novo et al, 1999
DilC,(5) '

TO-PRO-3, um corante de excitagio no vermelho,
considerado por varios autores como marcador de exclusdo
de corantes, pode corar células intactas, tal como o brometo
de etidio (Nebe-von-Caron, et al, 2000). A exclusio do
iodeto de propidio é assim o método de elei¢do e o mais
utilizado na detec¢ao da integridade da membrana, pois
evita problemas associados a actividade enzimdtica do
corante. Portanto, devem ser tomadas precau¢des na
interpretagio da retencdo e exclusio dos corantes. A
melhor forma de entender o mecanismo da exclusdo dos
corantes ¢ a utilizagdo de corantes em misturas. A préxima
sec¢do descrevera duas aplicagdes de misturas de corantes
fluorescentes em bactérias (uma gram-negativa e uma
gram-positiva), e, nalguns casos, os cuidados que devem
ser tomados na interpretagdo dos resultados.

2.3 Marcacao com mistura de fluorocromos

1. Células de Escherichia coli W3110 (bactéria gram-
negativa) coradas com a mistura BOX+BE+IP

A figura 4 mostra a utilizagdo de uma combinagio de trés
corantes fluorescentes: o 4cido bis-(1,3-dibutilbarbiturico),
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BOX ou Bis-oxonol, para detectar o potencial de membrana,
o brometo de etidio (BE) para detectar células cujo sistema
de transporte que exclui este corante se encontra afectado
e o iodeto de propidio (IP) para detec¢do da integridade
da membrana. Esta mistura foi utilizada em células de
E. coli W3110 em fase de crescimento exponencial, que
foram aquecidas a 60°C, durante 30 segundos. E sabido
que este tratamento térmico induz nesta bactéria nio so6
a perda do potencial da membrana citoplasmatica como
também a permeabilizagio da mesma (Nebe-von-Caron
e Badley, 1995; Boswell et al., 1998, Hewitt et al., 1998,
1999b). A fluorescéncia emitida pelas células de E. coli
coradas com a mistura BOX+BE+IP (Figura 4 a) permitiu
diferenciar 4 subpopulagdes, correspondentes a (A) células
saudéveis, ndo coradas; (B) células “vitais”, sem o sistema de
transporte activo que exclui o BE e, sdo, portanto, coradas
por este corante; (C), células intactas, sem o sistema de
transporte activo que exlcui o BE, mas com potencial de
membrana, coradas por EB/BOX; e (D) células mortas com
as membranas citoplasmaticas permeabilizadas, coradas
por EB/BOX/PL.

Outros organismos testados (Citrobacter sp., Actinobacter
sp., Pseudomonas sp., e Bacillus sp.) revelaram resultados
semelhantes. No entanto, a exclusio dos corantes nao
foi verificada em todas as espécies. Quando células de
Rhodococcus sp., foram tratadas e coradas da mesma
forma com a mistura BOX+BE+IP , apenas trés popula¢des
foram diferenciadas (Figura 4 b). Quando estes resultados
foram comparados com os resultados obtidos pela E.
coli, verificou-se que a populagio composta por células
saudédveis (Figura 4 a, populacdo A) ndo estava presente
e que todas as células de Rhodococcus sp. foram coradas
pelo BE. Neste caso, as células deste microrganismo. podem
ter perdido o sistema de transporte activo ndo especifico
protao/antiporte, que é requerido para excluir o BE das
células.

2. Células de Bacillus licheniformis CCMI* 1034 (bacté-
ria gram-positiva) coradas com a mistura DiOC6(3)+IP

A mistura de DiOC (3) e PI pode também ser utilizada para
diferenciar células metabolicamente activas, células com as
membranas citoplasmaticas despolarizadas e células com
membranas citoplasmaticas permeabilizadas. A utilizagdo
do DiOC,(3) na diferenciagdo de bactérias gram-positivas
com alteragdes do potencial de membrana é preferivel
a outros tipos de corantes, pois estas células, quando se
encontram em fase exponencial, geram um potencial de
membrana tal que excluem os corantes anidnicos, tal como
o Bis-oxonol, ndo permitindo a diferenciagao destas células
(Hewitt e Nebe-von-caron, 2004).

A Figura 5 mostra a diminui¢io da intensidade da
fluorescéncia do DIiOC(3) em células de Bacillus
licheniformis CCMI 1034 recolhidas em estado estacionario
(D=0,27 h"), incubadas durante 10 minutos com CCCP,

*Colecgdo de Culturas de Microrganismos Industriais, localizada no
Laboratério de Microbiologia Industrial, Departamento de Biotec-
nologia, Instituto Nacional de Engenharia e Tecnologia Industrial.
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comprovando que a emissio de fluorescéncia deste corante
¢ mais intensa quando as células estio metabolicamente
activas, com as membranas citoplasmaticas polarizadas. Este
comportamento foi igualmente observado em células de
Staphylococcus aureus, quando tratadas com gramicidina,
outro iondforo também utilizado na redugdo do potencial
de membrana (Diaper et al., 1992), e em células de outra
estirpe de Staphylococcus aureus tratadas com CCCP, mas
coradas com DiOC,(3) (Novo et al., 1999).

¢
B
g
]
=
.-1. D -
q
i
=13
|
=1 B
i
4
A P
T S T B T A T e Y8

STE nim.
i)

Figura 4 - (Retirada de Hewitt e Nebe-Von-Caron, 2001) (a) Fluorescén-
cia emitida por células de E.coli 3110 em fase exponencial, submetidas
a um tratamento térmico (60°C durante 30 s), coradas com a mistura
brometo de etidio + bis-oxonol + iodeto de propidio (BEP) e (b) fluo-
rescéncia emitida por células de Rhodococcus sp. coradas com a mesma
mistura. Quatro subpopulagdes foram difrenciadas, correspondentes a
(A) células saudaveis, ndo coradas; (B) células “vitais”, sem o sistema de
transporte activo que exclui o BE e, sdo, portanto, coradas por este coran-
te; (C), células intactas, sem o sistema de transporte activo que exlcui o
BE, mas com potencial de membrana, coradas por EB/BOX; e (D) célu-
las mortas com as membranas citoplasmédticas permeabilizadas, coradas
por EB/BOX/PIL. As medigdes no citémetro de fluxo foram realizadas
num Coulter Epics Elite com excitagdo a 488 nm, proveniente de um
laser de argon (15 mW). As fluorescéncias do IP, BE e BOX foram medi-
das a 635,575 e 525 nm, respectivamente. Devido a elevada sobreposi¢ao
dos espectros de emissdo do BE e do IP, o sistema foi compensado de
forma a eliminar a fluorescéncia emitida pelo IP no detector de emissao
de fluorescéncia do BE.

Células em estado estacionario (0.27h-1 )+ CCCP (10 min)

Numero de Eventos

Células em estado estacionario (0.27h-1)

in* 0 b w o

DiOC6(3)

Figura 5 - (Retirada de Reis et al., 2004) Efeito da adi¢do de cianina
carbonil m-clorofenilhidrazona (CCCP) no potencial de membrana de
células de Bacillus licheniformis CCMI 1034, em estado estaciondrio
(D=0,27 h'), quando coradas com DiOC(3).

A Figura 6 a) mostra o grafico de densidades correspon-
dente a células de Bacillus licheniformis CCMI 1034 quan-
do submetidas a um tratamento térmico a 100°C, durante
10 minutos, e posteriormente coradas com uma mistura de
DiOC,(3) +PL E possivel diferenciar duas subpopula¢des
(B) e (D), que correspondem respectivamentes a células
com membranas polarizadas (B), que ndo sdo coradas por
nenhum dos corantes e, uma outra sub-populagio (D),
composta por células coradas por ambos os flurocromos.
A interpretagdo desta ultima sub-populagio, baseada na
coloragdo destas células por ambos os corantes, levaria
a concluir que estas células possuem membranas pola-
rizadas (coradas pelo DiOC(3) ), mas permeabilizadas
(coradas pelo IP), o que é contraditério. Mason et al., 1995,
observaram que células de E.coli, quando submetidas ao
mesmo tratamento térmico e coradas com DiOC6(3), apre-
sentavam uma fluorescéncia superior as células saudaveis
(possuidoras de membranas citoplasmaticas polarizadas).
Teoricamente, células que sdo coradas por este composto
possuem membranas polarizadas, pelo que a fluorescéncia
do DiOC(3) emitida por células submetidas ao tratamento
térmico (que induz a despolarizacio e permeabilizagio da
membrana) deveria ser baixa ou ausente. Os autores expli-
caram esta discrepancia baseando-se no cardcter lipofilico
do DIiOC(3). A estrutura das cadeias dos fosfolipidos das
membranas citoplasmaticas das células, quando expostas a
elevadas temperaturas colapsa, ficando as regides hidro-
fobicas da membrana expostas e acessiveis ao DIOC6(3)
que ird ligar-se a esses centros, devido a sua elevada
afinidade por aquelas regides. Nesta situagdo, a emissdo
da florescéncia do DiOC(3) detectada em células mortas
nédo é dependente do potencial de membrana, mas sim da
afinidade daquele composto pelas regides hidrofobicas da
membrana expostas.

Células recolhidas de uma cultura continua em estado esta-
ciondrio a taxa de dilui¢ao de 0.27 h™ (u__ >1h '), quando
coradas com a mistura de DiIOC(3) e PI apresentam o
grafico de densidades mostrado na figura 6 b), onde ¢ pos-
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sivel diferenciar quatro subpopula¢des, correspondentes
a células polarizadas (A), coradas pelo DIOC (3); células
despolarizadas (B), ndo coradas; células despolarizadas e
permeabilizadas (C), coradas pelo PI; e células despolari-
zadas e permeabilizadas com a membrana citoplasmatica
danificada (possivelmente células “fantasmas”), coradas
pelo DiOC (3) e PL.
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Figura 6 - (Retirada de Reis et al., 2004) (a) Células de Bacillus licheni-
formis CCMI 1034 submtidas a um tratamento térmico (banho de 4gua a
100°, durante 10 minutos), coradas com a mistura de DiOC (3)+IP. Duas
subpopulagdes foram diferenciadas, correspondentes a (B) células com
a membrana citoplasmatica despolarizada, ndo coradas por nenhum dos
corantes; e (D) células com a membrana citoplasmatica permeabilizada,
coradas por ambos os corantes DiOC (3)+IP. (b)

(b) Células de Bacillus licheniformis CCMI 1034 em estado estacionério
(D=0.27 h"), coradas com a mistura DiOC,(3)+IP. Quatro subpopula-
¢des foram diferenciadas, correspndentes a (A) células saudaveis, coradas
pelo DiOC,(3); (B) células com a membrana citoplasmética despolariza-
da, ndo coradas; (C) células com a membrana despolarizada e permea-
bilizada, coradas pelo IP; e (D) células com a membrana citoplasmética
despolarizada, permeabilizada e danificada. As medigdes no citémetro
de fluxo foram realizadas num Coulter Epics Elite com excitagdo a 488
nm, proveniente de um laser de argon (15 mW). As fluorescéncias do IP
e do DiOC (3) foram medidas a 635 e 525 nm, respectivamente.
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A existéncia de células “fantasmas” foi posteriormente
confirmada pela analise destas quatro subpopula¢des por
microscopia de transmissdo electrénica. A Figura 7 mostra
uma sec¢do de uma amostra de células de Bacillus liche-
niformis CCMI 1034, quando privadas de nutrientes, por
um periodo de trés horas. Foi possivel identificar dois tipos
distintos de células: umas com estruturas do tipo “célula
fantasma’, com pouco ou nenhum material citoplasmético
no interior do envelope da célula, que contrastam com
células consideradas “normais’, cujo conteudo citoplas-
mético no interior de célula se apresenta denso. Pensa-se
que as estruturas que perderam o conteudo celular se
encontram num estado avanc¢ado de lise celular, podendo
ser responsaveis pela intensa fluorescéncia do DiOC (3),
conforme se observou em células submetidas ao tratamen-
to térmico a 100 °C. E assim suposto que a sub-populagdo
(D) corresponde a células com um elevado grau de lesdo
nas suas membranas, equiparado aos danos que ocorrem
na membrana citoplasmética quando ¢é sujeita a um trata-
mento térmico dréstico (100°C, durante 10 minutos).

Figura 7 - (Retirada de Reis et al., 2004) Fotografia de transmissdo elec-
trénica (x 25000) de células do Bacillus licheniformis CCMI 1034 em
caréncia de nutrientes por um periodo de 3 horas. E possivel visualisar
“células fantasma” que apresentam um reduzido conteudo material cito-
plasmético no interior do envelope da célula. Estas estruturas (I), con-
trastam com as estruturas do tipo II, relativas a células “normais’, cujo
contetdo citoplasmatico é denso.

Com base na explicagdo destas quatro subpopulagdes, foi
entdo sugerida a seguinte dindmica entre elas: Quando
as células saudaveis (sub-populag¢io A) sio submetidas a
um determinado tipo de stresse, alguns dos seus sistemas
de transporte activo poderdo ser afectados, o que induz a
despolarizagdo da membrana citoplasmética (sub-popu-
lagio B). Este estado metabdlico podera evoluir para a
permeabilizagdio da membrana, indicando morte celular
(sub-populagio C) e, mais tarde, a membrana podera
colapsar (sub-populagdo D). Porém, ensaios posteriores
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confirmaram que as células com membranas despolariza-
das que compdem a sub-populagido (B), em presenca de
uma fonte fresca de energia, conseguem repolarizar as suas
membranas, evoluindo para a sub-popula¢io (A), compos-
ta por células saudédveis (Reis et al., 2004, submetido para
publicac¢io).

3. Citometria de Fluxo on-line nos pro-
cessos biotecnolégicos, num futuro pro-
ximo

No decurso de qualquer bioprocesso, é essencial a monito-
rizagdo da proliferacao celular, bem como da viabilidade.
As informagoes da concentragdo de biomassa sdo cruciais
na tomada de decisdes, durante o controlo do processo.
Estas informag6es podem permitir a recolha do produto na
concentra¢do adequada, de forma a obterem-se produtivi-
dades méximas, ou ainda a activagdo de sistemas indutiveis
no tempo correcto, de modo a optimizar-se a eficiéncia
global do processo. A existéncia de uma frac¢do significati-
va de células mortas ou dormentes durante qualquer parte
da evolugio do bioprocesso reflectir-se-a negativamente no
rendimento global do processo, uma vez que estas células
néo contribuem para a formagdo do produto. Portanto, é
importante a obten¢do de informagédo rigorosa e precisa
sobre os estados fisiologicos das células presentes numa
determinada populacédo. Tal como foi referido atras, a mar-
ca¢do com misturas de corantes permite obter esta infor-
magdo com um elevado grau de precisdo num intervalo de
tempo reduzido e com tempo de resposta quase em tempo
real, mostrando numerosas vantagens relativamente aos
métodos tradicionalmente utilizados na determina¢do da
viabilidade celular.

As técnicas de microbiologia cldssica utilizadas para
monitorizar a proliferagio e a viabilidade celular
apresentam varios inconvenientes. Como ja foi referido,
a densidade dptica, o peso seco e a contagem manual de
colénias ddo uma indicagdo do crescimento associado a
divisdo celular, mas ndo dao qualquer informagio sobre o
estado fisioldgico das células. Além disso, os resultados da
evolu¢ao da concentragdo da biomassa (peso seco) de uma
determinada fermentagdo s6 estdo disponiveis apds um
periodo de tempo relativamente prolongado, na maioria
dos casos demasiado tarde para se poder fazer qualquer
altera¢do no controlo do processo. Por outro lado, este tipo
de medigoes realizados nas fases iniciais das fermentagdes,
quando as concentragdes de biomassa sdo geralmente
baixas, é impreciso, pois tem associado um elevado
erro experimental. Acresce que as leituras de densidade
Optica raramente ddo conta de alteracbes na dimensdo
das células. Por seu lado, a contagem manual de células é
morosa e, em termos estatisticos, assenta no principio de
uma distribui¢do igualitdria na cAmara de contagem, uma
situagio altamente improvavel.

Do ponto de vista da microbiologia cldssica, uma célula é
considerada viavel quando se comprova o seu crescimento

associado a divisdo celular. O método das viabilidades tem
por base a dilui¢do da amostra e posterior inoculagio em
meios ndo selectivos, pelo que é necessario esperar pelo
menos 12 horas até se obterem resultados, mais uma vez
demasiado tarde para se poderem fazer altera¢des durante
o controlo de processo. E importante realcar uma vez mais
que estados fisiologicos em que as células se encontrem sob
stresse ou danificadas, correspondentes a células “vidveis
mas ndo cultivaveis”, ndo sdo detectados por estes métodos.
As técnicas de coloragdo utilizadas em microscopia
também sofrem das mesmas limitagdes da contagem
manual de células.

Os modelos mateméticos utilizados para prever a evolugdo
da biomassa ao longo de uma fermenta¢io sdo muitas vezes
imprecisos porque assentam no pressuposto de que uma
determinada populagdo de bactérias é homogénea do pon-
to de vista fisioldgico e da sua capacidade de divisio celular,
0 que, como se viu atrds, ndo corresponde a realidade.

A presenca de uma elevada percentagem de células
permeabilizadas, consideradas mortas, tera um impacto
negativo na sintese de qualquer produto desejado ou na
degradacdo de agentes poluentes. Dai que a monitorizagdo
da concentragdo do produto, da biomassa, dos nutrientes
e de outros substratos deva ser acompanhada pela
monitorizagdo do desenvolvimento das subpopulagoes de
uma cultura microbiana, no decorrer do processo.

Hewitt et al. (1999b), através da utilizagdo da técnica
de misturas de corantes fluorescentes em citometria de
fluxo at-line, demonstraram que ocorria uma redugio de
20% na viabilidade de células de E.coli na ultima fase da
fermenta¢do em regime semi-continuo, devido a severa
limitacao de carbono que se verificou nas atimas etapas da
fermentagio (Figura 8).

As analises que fornecem informagdes sobre a evolugdo
do bioprocesso, quando realizadas on-line (o equipamento
estd em contacto directo com a cultura através de uma
sonda, por exemplo), terdo um acrescido beneficio
relativamente aos métodos de monitorizagdo at-line e oft-
line, uma vez que permitirdo obter informagdo no tempo
real da fermentacio, e a tempo de se tomarem decisdes na
estratégia do processo (Alison et al, 2002).

A montagem da Citometria de Fluxo “on-line” em unidades
de fermentagdo garantird, num futuro préximo, um
significativo aumento da produtividade do processo. Este
sistema, em associagio com uma estratégia do controlo
do processo baseada na adigdo de uma fonte de energia
que seja dependente do nimero de células com um baixo
potencial de membrana (subpopulagio de células com
as membranas despolarizadas que ¢ capaz de evoluir
para a repolarizacio da membrana em presenca de uma
fonte fresca de energia, confrome se viu atras) permitira
reduzir o nimero de células que ndo contribuam para a
sintese do produto desejado, e, por conseguinte, aumentar
a produtividade global do processo (Nebe-von-Caron et
al., 2000).
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Figura 8 - (Retirada de Hewitt et al., 1999b) Células de E. coli W3110
colhidas 5 h (a), 16 h (b) e 36 h (¢) apds o inicio de uma fermentagao
de alta densidade, em regime semi-continuo, coradas com a mistura de
BOX+IP. Trés subpopulagdes foram diferenciadas, correspondentes a
(A) células saudaveis, ndo coradas; células sem potencial de membrana
(B), coradas com BOX ; e (C) células com membranas despolarizadas,
coradas pelo BOX e pelo IP.
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