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RESUMO"

Neste artigo comecamos por apresentar uma breve introducdo a citologia
analitica descrevendo alguns conceitos importantes desta disciplina bem
como um dos instrumentos que a torna possivel - o citémetro de fluxo.
Referimos alguns dos aspectos relevantes desta instrumentacdo, em par-
ticular a possibilidade de medir a estrutura e o funcionamento de células
vivas e de separar sub-populacdes celulares para posterior obtencdo de
culturas puras. Discutimos ainda os fundamentos de algumas aplicacoes e
apresentamos os resultados obtidos nos nossos laboratérios com os seguin-
tes estudos: i) efeitos de fungicidas no ciclo celular de leveduras; ii) relacao
entre a presenca de proteinas de efluxo activas e a menor susceptibilidade de
leveduras a antifungicos; iii) avaliacdo de alteragdes estruturais e funcionais
induzidas pelo acido acético e sua relacdo com perda de viabilidade celular
em populacdes de Saccharomyces cerevisiae e Zygosaccharomyces bailii;
iv) determinacdo do potencial de membrana mitocondrial e avaliacdo da
funcdo mitocondrial de leveduras; v) determinacdo da ploidia de DNA em
leveduras; vi) monitorizacdo in vivo de processos celulares em S. cerevisiae e
vii) morte celular programada induzida pelo 4cido acético em S. cerevisiae.
No decurso destes trabalhos, optimizdmos diferentes protocolos de mar-
cacao celular recorrendo aos seguintes fluorocromos: SYBR® Green | para a
marcacao de DNA; calceina-M, BCECF-AM, Rh123 e DiOC5 para a deteccdo
de proteinas de efluxo activo; DAF, FUN-1®, IP e Rh123 para a avaliacdo
da integridade estrutural e funcional da célula; Rh123 para a avaliacdo de
potencial de membrana mitocondrial, anexina V-FITC para a deteccdo de
fosfatidilserina no folheto externo da membrana citoplasmatica e FITC
conjugado com dUTP (reaccdo de TUNEL) para a deteccao de fragmentacdo
internucleosomal de DNA.

Palavras chave: biologia de leveduras, citologia analitica; citometria de
fluxo; marcacgdes especificas com fluorocromos.

*Abreviaturas: SYBR® Green I; calceina-AM (acetoximetil - calceina); BCECF-AM
(acetoximetil - 2°, 7’ -bis-(2-carboxietil)-5-(e -6)- carboxifluoresceina); Rh123 (rodamina
123); DiOCS5 (iodeto de 3, 3’ -dipentiloxacarbocianina); DAF (diacetato de fluoresceina),
FUN-1° IP (iodeto de propideo); anexina V-FITC (isotiocianato de fluoresceina); TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl Transferase-mediated dUTP Nick End Labelling).

1. Breve introdugao a
citologia analitica

A citologia analitica também
designada por citologia quantitativa
ou citometria', tem como principal
meta contribuir para o conhecimento
integrado das diversas estruturas e
fungoes dos mais variados tipos de
células - celulémica (1) e das res-
pectivas populagdes. A aproximagio
a esta meta tem sido possivel gracas
por um lado a um desenvolvimento
combinado de novas metodologias
e por outro, de nova instrumentagao
sofisticada sob a forma de citémetros,
quer de fluxo quer de imagem.
Adiante vamos referir e descrever de
forma sucinta o que é a citometria
de fluxo, por esta ser a tecnologia
que temos utilizado para fazer
citologia analitica. Os citéometros
de fluxo tornam possivel poér em
pratica o conceito basico da citologia
analitica, que consiste na medicdo
simultinea de multiplos parametros
(ver Tabela I) em cada célula indi-
vidualmente e num numero elevado
de células de uma populagdo celular
pura ou até, de uma sub-populagio
componente de uma populagdo celu-
lar heterogénea®. De facto, com os
citdmetros actuais podemos realizar
medi¢des multidimensionais globais

! Nesta breve introdugdo utilizaremos o
termo citologia analitica.

2 “sorting” analitico.
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Tabela I. Exemplos de parametros celulares que podem ser medidos por

citometria de fluxo.*

Funcionais

Estruturais
Intrinsecos Tamanho relativo

Complexidade relativa
Extrinsecos  DNAtotal #

RNA total

Proteinas totais

Grupos prostéticos de algumas enzimas
Clorofila
Outros pigmentos fotossintéticos

Célcio intracelular ##

pH intracelular

Potencial de membrana plasmatica
Potencial de membrana mitocondrial®
Estado redox da célula®

Fluidez da membrana

* Adaptado de forma resumida de Shapiro (1994). Segundo este autor os parametros celulares podem ser
classificados em, estruturais e funcionais, quer intrinsecos (em que nao é necessario qualquer pré-tratamento)
quer extrinsecos (em que é necessario pré-tratamento, p.ex. fixagdéo e marcagdéo com um fluorocromo).
*Salvador et al. (1998); Carneiro et al. (1992); Castro et al. (2001); *do Céu Monteiro et al. (1999); “Ludovico et al.

(2001a); *Lage et al. (2001)

em populagdes/sub-populacdes de
células eucaridticas ou procarioticas,
ou em populagoes/sub-populagdes de
particulas bioldgicas sub-celulares, ou
até em populagdes/sub-populagdes
de particulas artificiais como micro-
esferas’. Medir vdrios parametros
estruturais e/ou funcionais em
populagoes de células vivas e funcio-
nantes, sem as invadir “fisicamente”,
i.e. sem afectar a sua integridade ou
afectando-a minimamente e com a
possibilidade de observagio, ao longo
do tempo, é um outro conceito, que
se pode designar por citologia ana-
litica funcional (2,3,4). Ainda outro
conceito importante esta relacionado
com o facto de, com base numa anali-
se citologica quantitativa, ser possivel,
separar fisicamente sub-populagdes
celulares puras (‘cell sorting’), a partir
de populagdes heterogéneas. As
células podem ser separadas vivas
e funcionantes, alids podem ser
separadas exactamente em fungéo de
estarem vivas e funcionantes.

A identificagdo de fenétipos, estru-
turais e/ou funcionais, consegue-se
através da marcagdo de um ou mais

®  Presentemente utilizam-se misturas

de subpopulagées de micro-esferas, que
diferem no tamanho e na cor, para fazer
0 que se designa neste momento por
citometria molecular; mas que seria mais
correcto designar por moleculometria; a
palavra técnica inglesa para desinar esta
abordagem é Multiplexing
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componentes celulares pela ligagdo
directa de um marcador especifico a
moléculas estruturais ou funcionais
das células. Analisando a Tabela I,
verificamos que a grande maioria
das medigoes citométricas implicam
a utilizagdo de fluorocromos. Na
pratica a marca¢do de componentes
celulares pode ser obtida alternati-
vamente pela: 1) ligacdo especifica
(em muitos casos estequiométrica)
de fluorocromos aos componentes
estruturais de interesse. Sdo exemplo
os fluorocromos que marcam os
acidos nucleicos de cadeia dupla
sendo o IP um dos mais usados; 2)
distribuicdo do fluorocromo em
compartimentos celulares especificos;
3) utiliza¢do de fluorocromos cuja
distribui¢do especifica em determina-
dos compartimentos sub-celulares é
dependente do seu estado funcional.
E um exemplo tipico o compartimen-
to mitocondrial; 4) ligacdo indirecta
do marcador especifico a moléculas
estruturais ou funcionais; 5) utilizagdo
de ligandos especificos, anticorpos ou
lectinas conjugados com fluorocro-
mos. A fluoresceina e ficoeritrina sdo
exemplo de dois fluorocromos muito
usados para este efeito; 6) marcagdo
negativa: por vezes usa-se uma nao
auséncia de marcagdio ou uma
exclusdo do marcador. Por exemplo o
IP, em principio ndo penetra a mem-
brana citoplasmatica de uma célula
viva. Este facto reflecte portanto uma
integridade da membrana. Quando
aquele fluorocromo cora a célula e

especificamente o nucleo, é porque
a célula perdeu a integridade da sua
membrana periférica ou seja estd
moribunda ou morta. Estes processos
de marcag¢do constituem uma forma
de revelar indirectamente, estruturas
e fungbes que presentemente sdo
impossiveis de quantificar de outra
forma. Exemplos de vérios tipos de
amostras e sondas fluorescentes que
podem ser utilizadas em medi¢des
citométricas  determinadas  por
citometria de fluxo sdo apresentados
na Tabela II. Na figura 1 apresenta-se
um diagrama ilustrativo do principio
de funcionamento de um citémetro
de fluxo.

A importancia conceptual da cito-
logia analitica advém do facto de
adicionar a citologia convencional
qualitativa, que se baseia numa ana-
lise subjectiva da morfologia celular e
da citoquimica, a componente quan-
titativa objectiva. Quem faz ou investe
na citologia analitica, pretende que as
suas analises citométricas sejam cada
vez mais: a) especificas, com menor
probabilidade de falsos positivos, b)
sensiveis, com menor probabilidade
de falsos negativos, c) reprodutiveis
e robustas estatisticamente e d) auto-
miéticas e rapidas, porque sdo obtidas
com instrumentos de medida espe-
ciais - os citometros.

A hematologia e a imunologia celular
foram sem duvida as duas dreas
da Biologia que impulsionaram o
desenvolvimento da tecnologia da
citometria de fluxo. No entanto,
posteriormente a utilizagdo desta ins-
trumentagao foi generalizada a outras
areas e a estudos com outras células,
nomeadamente vegetais e micro-
bianas. Em particular no dominio
da microbiologia, o nosso grupo
tem vindo nos ultimos seis anos a
explorar a citologia analitica em
estudos de biologia de leveduras,
especificamente no que respeita a elu-
cidagdo dos mecanismos celulares e
moleculares de resposta a citotoxicos.
Essencialmente, estes estudos tém
visado a identificagdo de possiveis
mecanismos subjacentes ao fendtipo
de resisténcia/susceptibilidade a
fungicidas (de interesse agricola
ou clinico) ou a écidos carboxilicos
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Tabela Il. Exemplos de tipos de amostras e sondas fluorescentes que
podem ser utilizadas em medicdes citométricas susceptiveis de serem

obtidas com um citometro de fluxo.*

ENSAIOS BIOQUIMICOS POR CITOMETRIA DE FLUXO: AMOSTRAS E SONDAS

Tipo de amostra biolégica

« Organismos pluricelulares

«  “Cell spheroids”

+ Hibridomas

+ Fusoes celulares

+  Células humanas

+  Células animais

+ Protoplastos de células vegetais
« Células procariotas

+ Leveduras

+  Microalgas

« Ndcleos isolados

« Elementos subcelulares

- Cromossomas

« Lipossomas

«  Corpos de Mallory

- Fibras de placas amildides
«  Fraccdes membranares

- Particulas virais

« Antigénios soluveis

«  Sequéncias de DNA

Tipos de fluorocromos e marcadores fluorescentes

+  Fluorocromos que reagem com grupos
quimicos especificos

- Pares de fluorocromos com transferén-
cia de energia por ressonancia

« Anticorpos fluorescentes

« Lectinas fluorescentes

+ Sequéncias nucleotididas fluorescentes

- Lipidos fluorescentes

« Indicadores de pH fluorescentes

« Quelantes ionicos fluorescentes

- Sondas fluorescentes com distribuicdao
sensivel ao potencial de membrana

«  Substratos fluorogénicos de enzimas
intracelulares

« Macromoléculas fluorescentes

- Particulas sintéticas fluorescentes

«  Moléculas enddgenas fluorescentes

* Adaptado de O’Connor et al., 2001.

fracos.

No que respeita aos fungicidas,
tentdmos, por um lado, avaliar
os seus efeitos no ciclo celular de
Saccharomyces cerevisiae (2.1) e, por
outro, estudar os mecanismos de

analise do ciclo celular em leveduras
e ao desenvolvimento de protocolos
para a detec¢do funcional de prote-
inas de efluxo activo cuja actividade
estd frequentemente na base da redu-
¢do de susceptibilidade de leveduras a
antifingicos.

como conservantes dealimentos,onde
asleveduras podem predominar como
flora contaminante. No entanto, as
leveduras diferem significativamente
na susceptibilidade a estes compos-
tos. Com efeito, Zygosaccharomyces
bailii, frequentemente implicada na
deterioragdo de alimentos, é capaz
de tolerar meios acidicos (presenca
de dcidos carboxilicos fracos a
baixos valores de pH) nos quais
Saccharomyces cerevisiae nao sobrevi-
ve. Estudos comparativos dos efeitos
de 4cidos em S. cerevisiae e Z. bailii
revelaram que em ambas as espécies
estes compostos induzem inibigdo
do crescimento (Cardoso, 1994) e
da fermentagdo (Pampulha, 1989) e
estimulam a acidificagio intracelular
(Cardoso, 1994) e a perda de via-
bilidade celular (Pinto et al., 1989).
Embora os efeitos descritos fossem
idénticos nas duas espécies, em Z.
bailli s6 eram observados para con-
centragdes mais elevadas de dcidos.
Posteriormente, foi demonstrado que
este comportamento estd associado a
menor permeabilidade da membrana
de Z. bailii a forma néo dissociada
dos acidos e que, pelo menos no caso
dos acidos acético (Rodrigues, 2001),
benzdico e sérbico (Mollapour e
Piper, 2001), estd associado a capa-
cidade desta espécie, em contraste

resisténcia pleiotropica aquelas dro-
gas (2.2). Estes estudos conduziram
a optimiza¢do de um protocolo para

com S. cerevisiae, utilizar estes dcidos
como substratos na presen¢a de glu-
cose. No entanto, a identificagdo de

Quanto aos acidos carboxilicos fracos,
estes sdo frequentemente utilizados

Figura 1 - Representacdo esquematica de um citéme-
tro de fluxo (adaptada de slide disponivel em Purdue
University Cytometry Laboratories, ver endereco da
internet n° 3). Num citémetro de fluxo em funcionamen-
to, as células em suspensdo sdo obrigadas a fluir, em fluxo
laminar, por um sistema adequado de focagem hidrodi-
némica (a camara de fluxo), de tal modo que se dispéem
em fila tnica intersectando um feixe de ilumina¢io com
origem numa ou mais fontes de iluminagio (laser(s) e/ou
lampada de vapor de merctrio). Quando uma célula (ou
particula microscépica) intersecta o feixe de luz, provoca
um processo de dispersdo fotonica e/ou de emissdo de
fluorescéncia, cuja intensidade depende das caracteristi-
cas da célula. Os fotdes dispersos frontalmente, podem
ser colhidos directamente por um fotodiodo (é o caso
do detector de disperséo frontal) ou podem ser colhidos
a 90° (ortogonalmente) por lentes, espelhos dicrdicos e
filtros dpticos e focados em fotomultiplicadores (é o caso
da dispersdo ortogonal ou lateral e das fluorescéncias).
Presentemente a maior parte dos citdmetros possuem
pelo menos 5 fotomultiplicadores (FMT): um para dispersio lateral e quatro para fluorescéncias. Alguns citémetros recentes tém a possibilidade de
medir cinco ou seis fluorescéncias simultaneamente. Os sinais luminosos, amplificados e convertidos em pulsos electrénicos pelos detectores referi-
dos, sdo entdo medidos e sofrem uma conversio analdgica-digital. Os sinais digitalizados sdo processados por analisadores em vérios canais, de tal
modo que é possivel ir acumulando os sinais em tempo real (sob a forma de histogramas mono- ou biparamétricos que sio visualizados no monitor
do computador) e portanto verificando simultdneamente, as distribui¢des dos valores da frequéncia e/ou densidade, de cada parametro celular.

Filtros dicroéicos

Camara de fluxo

Filtros “Bandpass”

|
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outros efeitos citotoxicos dos dcidos,
que comprometem a viabilidade e que
por fim conduzem & morte celular
poderia contribuir para o melho-
ramento e/ou desenvolvimento de
novas estratégias de preservacao de
alimentos. Neste sentido, procurou-
se avaliar por citometria de fluxo as
alteragdes estruturais e funcionais,
durante a perda de viabilidade
induzida pelo 4cido acético em Z.
bailii e S. cerevisiae (2.3 e 2.4). Ainda
no 4ambito dos estudos sobre os
mecanismos de resisténcia a dcidos
fracos em leveduras, uma outra
vertente do trabalho contemplou a
caracteriza¢do das bases moleculares
de resisténcia a dcidos em Z. bailii e o
desenvolvimento de um sistema gené-
tico funcional nesta espécie, como
ponto de partida para a exploragdo do
patrimdnio genético desta levedura
acido-resistente, em particular para
a construgdo genética de estirpes de
S. cerevisiae mais resistentes a dcidos.
Para tal, foram realizadas diferentes
tarefas, entre as quais a obtencdo de
mutantes auxotroficos, que eviden-
ciaram a necessidade de confirmagéo
da ploidia da estirpe de Z. bailii em
estudo e, posteriormente de obtengéo
de um conjunto de estirpes hapldides
desta espécie. A ploidia de DNA da
estirpe parental de Z. bailii bem como
dos mutantes haploides obtidos foi
determinada por citometria de fluxo
e utilizando o protocolo por nos opti-
mizado (2.5). O desenvolvimento de
metodologias, com base na utilizagdo
de proteinas fluorescentes, com vista
a monitoriza¢do in vivo de processos
celulares em S. cerevisiae é focado no
ponto 2.6. Por dltimo, referimos os
trabalhos realizados pelo nosso gru-
po respeitantes a elucida¢io da morte
celular de S. cerevisiae induzida pelo
dcido acético e que demonstraram
que este dcido em concentragdes
determinadas induz um processo de
morte celular programada (2.7). A
detec¢do de diferentes marcadores
apoptoticos  foi  essencialmente
baseada em analises de microscopia
de epifluorescéncia e electrénica de
transmissdo. Todos estes aspectos
do estudo da Biologia de Leveduras
que foram realizados recorrendo a
Citologia Analitica, serdo descritos
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com algum pormenor no decorrer
deste artigo.

2.1. Avaliagao dos efeitos
de fungicidas no ciclo
celular de Saccharomyces
cerevisiae

A utilizagdo da citometria de fluxo
para o estudo do ciclo celular de
células de eucariontes superiores é
pratica comum e esta de algum modo
padronizada. Em contrapartida a sua
aplica¢do ao estudo do ciclo celular
de leveduras, ¢ bem mais recente.
Adicionalmente, a maioria dos pro-
tocolos de marcagdo descritos para
a analise do DNA de leveduras por
citometria de fluxo nio permitem,
em contraste com os utilizados para
células animais, uma discriminagdo
clara e quantificagdo das células nas
diferentes fases do ciclo, nomeada-
mente na fase S. A medigéo precisa do
contetido de DNA e a estimativa da
percentagem de células nas diferentes
fases, ¢ de certa forma determinada
pelo coeficiente de variagio (CV)
dos picos num histograma de DNA.
Enquanto que em células animais ¢é
possivel obter valores de CV entre
1 e 3 %, para células de levedura os
valores referidos na literatura eram
da ordem dos 9-10 %.

Por isso, e numa tentativa de desenvol-
ver uma metodologia que permitisse
uma andlise mais rigorosa do ciclo
celular de leveduras procedeu-se
a optimiza¢do de um protocolo de
marcagdo que conduzisse a uma
reducio significativa dos valores de
CV da medida do contetdo em DNA
(Fortuna et al, 2000). A estratégia
subjacente ao desenvolvimento desse
protocolo baseou-se nos seguintes
critérios: 1) utilizagio de SYBR®
Green I, um dos fluorocromos
disponiveis com maior sensibilidade
e selectividade para a detecgdo de
DNA de cadeia dupla; 2) fixacdo das
células de levedura pelo etanol, que
ndo interfere com a qualidade da
marcagio e permite o processamento/
marcac¢do em simultineo de amostras
preparadas a tempos diferentes; 3)
eliminagdo de RNA de cadeia dupla

com recurso ao tratamento com
RNase; 4) diminui¢do ou eliminagédo
total de precipitados de proteinas nos
diferentes compartimentos celulares
através da utilizagdo de proteinase
K para uma diminui¢do da marcagdo
inespecifica; 5) aumento da permea-
bilidade celular, pelo tratamento das
células com Triton X-100; 6) elimi-
na¢do da maior parte dos agregados
celulares com recurso a uma ultra-
sonicagdo breve e pouco intensa;
e 7) utilizagio de micro-esferas
fluorescentes como padréo interno.

A aplicagio do protocolo de
marcagdo optimizado as espécies
S. cerevisae (W303-1A) e Z. bailii
(ISA 1307) conduziu a obtencdo de
distribui¢es de DNA com resolugido
elevada (CVs a meia altura do pico
da ordem dos 3-4 %) (Fig. 2A). A
inclusio no protocolo citométrico
de aquisi¢do de um histograma
biparamétrico de drea versus altura
do pico (Fig. 2B), permitiu-nos ainda
a discriminagdo entre agregados
de duas células em Go ou G; ou de
uma célula individualizada em G,
ou M, uma vez que estes dois tipos de
particulas produzem sinais com areas
iguais mas alturas de pico diferentes.
Por outro lado, foi possivel observar,
especialmente em populagdes de
leveduras com elevada sincronia de
células G, ou M em divisdo, uma
sub-populacdo celular com conteudo
de DNA equivalente ao de uma célula
em G, ou M, mas com altura do pico
menor. Apds a separag¢io fisica, por
citometria de fluxo (fluorescence
activated cell sorting, FACS) e andlise
da sub-populagdo por microscopia
laser confocal, verificou-se que esta
era constituida quase exclusivamente
por pares de células mae-filha néo
totalmente separadas, mas ja com
cariocinese completa. Esta aparente
assincronia entre cariocinese e
citocinese deve ser, portanto tomada
em conta na andlise de histogramas
para a quantificagio de células de
levedura nas diferentes fases do ciclo
celular. Por outro lado, dado que
em leveduras o DNA mitocondrial
pode representar até 5-20 % do DNA
celular total (Dujon, 1981), condigdes
experimentais que interfiram com o
numero total de mitocondrias por
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Figura 2 - (A) Histograma monoparamétrico de DNA de S. cerevisae W303-1A (n=30000) apés marcagdo com SYBR®Green I. Este histograma ilus-
tra a possibilidade de obter distribuicdes de DNA com picos de células em Go/G; e G2/M com CVs baixos e uma fase S perfeitamente identificavel.
(B) Histograma biparamétrico de DNA (drea do sinal de fluorescéncia verde versus pico do sinal de fluorescéncia verde) para S. cerevisae W303-1A
(n=30000) ap6s marcagdo com SYBR® Green I. Duas sub-populagées celulares (I e II) sdo visiveis na regido G,/M: a sub-populagdo I constituida por
células em gemulagdo, ainda sem divisdo nuclear (G,) e por células com nuicleos nas primeiras fases de cariocinese (mitose nuclear incompleta); e a
sub-populagdo II constituida exclusivamente por pares de células mae-filha nio totalmente separadas, mas ja com cariocinese completa.

célula e/ou com a sintese de DNA
mitocondrial, devem ser consideradas
na andlise das distribui¢cdes de DNA.

O protocolo optimizado foi entdo
posteriormente utilizado para o
estudo inicialmente proposto de
avaliagdo do efeito de fungicidas de
uso corrente na agricultura no ciclo
celular de S. cerevisiae. O tratamento
de células com benomil, um inibidor
da polimeriza¢dio de microtubulos,
levou a uma acumulacio crescente
da populagio nas fases G,/M, o
que permitiu a validagido do proto-
colo optimizado. Por outro lado, o
diclofluanida nédo induziu alteragdes
na cinética do ciclo celular, mas
conduziu a um aumento da razio de
fluorescéncia micro-esferas/(células
do pico Go/Gy). Este resultado reflec-
te uma diminui¢do do conteudo em
DNA desta populagido, que poderd
estar associada a uma redugdo do
conteddo em DNA mitocondrial,
consistente com a reducio da taxa
de respiragdo observada em estudos
anteriores (Ribeiro et al., 2000). A
melhoria significativa obtida na
quantificagdo das diferentes fases do
ciclo celular de levedura, bem como

a utilizagdo de padroes internos, per-
mitird por conseguinte, a aplicagdo
deste protocolo a outros estudos cujo
objectivo seja a detec¢do de altera-
¢des no conteudo total de DNA e/ou
varia¢des na cinética do ciclo celular
em resposta a diferentes compostos
xenobidticos.

2.2, Relagao entre a
presenca de proteinas de
efluxo activo e a menor
susceptibilidade de
leveduras a antifungicos

Nos tdltimos anos, o uso extensivo
de antibidticos e de outras drogas
contribuiu para a emergéncia em
diferentes tipos celulares de um
fendtipo de resisténcia a drogas.
Um dos mecanismos de resisténcia
a drogas mais generalizado é o seu
efluxo mediado por proteinas de
efluxo activo. Neste sentido, tentamos
desenvolver novas metodologias para
a detecgdo funcional, por microscopia
de epifluorescéncia e por citometria
de fluxo de proteinas de efluxo activo
constitutivamente expressas, relacio-

nadas com resisténcia primdria ou
induzidas apds tratamento com
drogas, relacionadas com resisténcia
secundaria (Prudéncio et al., 2000).
No primeiro caso, foram usadas
diferentes  sondas  fluorescentes
(calceina-AM, BCECF-AM, Rhi123
e DiOCs), como substratos de pro-
teinas de efluxo activo, e diferentes
condi¢des inibitérias de transporte
(incubag¢do com verapamil, deplegdo
de ATP ou com o protonéforo CCCP).
O aumento de fluorescéncia observa-
do em condigées inibitérias, quer
por microscopia de epifluorescéncia
(Fig. 3) quer por citometria de fluxo,
¢ indicativo da presencga de proteinas
de efluxo activo constitutivamente
expressa(s). Para avaliar diferencas
no nivel de fluorescéncia entre células
controlo (CC) e células tratadas (CT),
em condigdes inibitdrias, foi calculada
um ratio entre o valor médio de fluo-
rescéncia de CT e CC (Esquema 1).
Utilizando  estas  metodologias
foi possivel detectar proteinas de
efluxo activo pertencentes a familia
das ABC (“ATP Binding Cassete
proteins”) ou a superfamilia das MFES
(“Major Facilitator Superfamily”) em
16 espécies de leveduras (Tabela IIT).
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Auséncia de uma PEA
para a sonda utilizada

Deteccio de PEA(s)

PEA constitutiva

ia média das células controlo

Esquema 1 - Estratégia utilizada para a detecgdo de proteinas de efluxo activo (PEA) constitutivas.

Para a deteccdo de proteinas de
efluxo activo induzidas também se
recorreu a estimativa de um ratio
entre o valor médio de fluorescéncia
de CT e CC (Esquema 2). A obtengéo
de valores de ratio menores do que
um, apos incubag¢do com a droga é
indicativo da presenca de uma pro-
teinas de efluxo activo induzida(s).
Esta foi a situacdo observada por
citometria de fluxo, em S. cerevisiae
e em Kluyveromyces marxianus
ap6s incuba¢do com benomil e
cicloheximida (Fig. 4). A obtengio
de valores de ratio proximos de um,
quando a incubagdo com a droga
foi realizada na presenca de fluoreto
de sddio (um inibidor da sintese de
novo de proteinas) permitiu reforgar
a hipétese de indugdo de proteinas
de efluxo activo pelo benomil e pela
cicloheximida em S. cerevisiae e K.
marxianus, respectivamente. Por sua
vez, a presenga de proteinas de efluxo
activo nas referidas estirpes estava
relacionada com a sua maior resis-
téncia, avaliada pela determinacgdo
de concentragdes inibitorias minimas
(CIMs) das respectivas drogas. Estes
protocolos, quando aplicados aquelas
duas espécies e a dois isolados
clinicos de Candida (C. albicans e
C. krusei), permitiram estabelecer
uma relagdo entre a presenga de
proteinas de efluxo activo e a maior
resisténcia de leveduras a agentes
antimicrobianos com aplicagdo no
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tratamento de candidoses, nomeada-
mente o fluconazol, 5-fluorocitosina e
a amfotericina B (Prudéncio, 2000).
A comparagdo dos resultados de
susceptibilidade das quatro espécies
atrds referidas obtidos pela deter-
mina¢do de CIM(s) e pela deteccdo
de proteinas de efluxo activo por
citometria de fluxo, revelou um unico
resultado inconsistente num total de
doze (Tabela IV). Este foi o caso de C.
krusei classificada como resistente a
5-fluorocitosina pela determinacéo de
CIM e que se comportou como falso
negativo na detec¢do por citometria
de fluxo. Contudo, todos os resulta-
dos positivos por citometria de fluxo
para a deteccdo de resisténcia foram
também positivos pela determinacgdo
do CIM, indicando a ndo ocorréncia
de falsos positivos por citometria de
fluxo. A optimizagdo de protocolos de
marcagdo com outros fluorocromos
para deteccdo funcional de proteinas
de efluxo activo em isolados clinicos
de espécies de Candida e a sua utili-
zagdo no rastreio de susceptibilidade
a antifungicos de utiliza¢do clinica
pode ser consultada em Pina-Vaz et
al. (2000 a e b; 2001 a e b).

No seu conjunto, os resultados
obtidos nestes estudos poderio
ser relevantes sob o ponto de vista
biotecnoldgico, agricola ou clinico.
Em particular na pratica clinica, a
metodologia desenvolvida podera ser
util para a prescricdo de uma terapia

adequada no tratamento de infec¢des
provocadas por espécies do género
Candida ou por outras leveduras
patogénicas.

Figura 3 - Imagens digitais de células de S. cere-
visiae marcadas com calceina -AM, obtidas por
microscopia de fluorescéncia e luz transmitida
com uma ampliagio de 630x. 1- controlo; 2- res-
posta positiva da popula¢do celular; 3- resposta
negativa da populagio celular.
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sonda

Células controlo

sonda

droga

sonda

Células tratadas com a droga

droga

Citometria de fluxo

*Ratio Deteccio das PEA(s)
droga/sonda
<1 PEA induzida pela droga
PEA induzida
sonda lor>1 Auséncia de PEA
droga

*Ratio = Intensidade de fluorescéncia média das células tratadas / Intensidade de fluorescéncia média das células controlo

Esquema 2- Estratégia utilizada para a detec¢do de proteinas de efluxo activo (PEA) indutiveis.

2.3. Avaliacao de alteracoes
estruturais e funcionais
induzidas pelo acido acé-
tico e sua relacdao com

a perda de viabilida-

de celular nas leveduras
Saccharomyces cerevisiae e
Zygosaccharomyces bailii

Este estudo teve por objectivo avaliar
por citometria de fluxo as alteragdes
estruturais e funcionais ocorridas
durante a perda de viabilidade celular
induzida pelo é4cido acético em S.

cerevisiae e Z. bailii e, desta forma,
contribuir para elucidagdo dos efeitos
citotoxicos deste dcido. Para tal,
seleccionaram-se trés fluorocromos,
que permitem a marcagdo especifica
de diferentes pardmetros estruturais
e funcionais da célula e que, devido
a sua capacidade em discriminar
células vivas de células mortas, sdo
frequentemente utilizados como
sondas de viabilidade celular
(Haugland, 2000). Os fluorocromos
utilizados no presente estudo foram:
o FUN-1°, que permite avaliar a acti-
vidade metabdlica nomeadamente

o processamento vacuolar; o DAFE
que avalia a actividade esterasica e
o IP, que é um intercalador de acidos
nucleicos de cadeia dupla (DNA e
RNA), que avalia a integridade da
membrana plasmatica. O FUN-1°
entra na célula por difusio passiva
e, em células vidveis é processado e
concentrado nos vacuolos, gerando
estruturas cilindricas intravacuolares
(CIVS). Em células ndo vidveis o
FUN-1° permanece no citoplasma e
é responsavel por uma fluorescéncia
vermelha difusa, com uma intensida-
de média de fluorescéncia superior a

Tabela Ill. Nimero de respostas determinadas por citometria de fluxo (FCM) e/ou por microscopia de
epifluorescéncia (EFM), indicativas da presenca de proteinas de efluxo activo para as diferentes espécies de
leveduras. As respostas foram detectadas sob condicdes inibitdrias para proteinas do tipo ABC ou MFS.

Proteinas do tipo ABC

Proteinas do tipo

MFS
Deplecao de ATP Verapamil Ccccp
Espécies de leveduras FCM EFM FCM EFM FCM EFM

Saccharomyces cerevisiae IGC 4072 3 4 0 1 1 1
Kluyveromyces marxianus 1GC 2671 4 4 1 0 1 1
Debaryomyces hansenii IGC 2968 3 1 2 0 0 0
Zygosaccharomyces bailii ISA 1307 4 4 3 2 1 0
Candida utilis 1GC 2578 2 1 3 1 2 1
Issatchenkia orientalis IGC 3806 3 3 2 0 3 1
Pichia membranifaciens |GC 2487 n.d. 3 n.d. 1 n.d. 0
Dekkera anomala 1GC 5133 n.d. 1 n.d. 2 n.d. 2
Pichia anomala 1GC 4121 n.d. 3 n.d. 1 n.d. 2
Rhodotorula mucilaginosa IGC 4791 n.d. 1 n.d. 1 n.d. 2
Torulaspora delbrueckii ISA 326 n.d. 3 n.d. 1 n.d. 3
Schizosaccharomyces pombe G2 n.d. 2 n.d. 2 n.d. 2
Lodderomyces elongisporus ISA 1421 n.d. 1 n.d. 1 n.d. 4
Saccharomycodes ludwigii ISA 1083 n.d. 3 n.d. 1 n.d. 3
Kloeckera apiculata I1SA 1189 n.d. 3 n.d. 3 n.d. 1
Candida shehatae IGC 3504 n.d. 2 n.d. 0 n.d. 1

n.d. Resultados ndo determinados
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Figura 4 - Ratio das intensidades de fluorescéncia média de
células de S. cerevisiae e K. marxianus apos marcagao com

calceina-AM ou BCECF-AM. Antes da marcagio as células
foram incubadas com os agentes anti-microbianos na

IGC 4072

auséncia e na presenga de NaF. Os resultados apresentados

referem-se a valores médios de ratio e respectivos valores de
desvio padréo correspondentes a pelo menos cinco experi- : 18

éncias independentes (P<0,005).

apresentada por células ndo vidveis.
Assim, células que fluorescem inten-
samente no vermelho sio designadas
FUN-1° (-) por oposi¢do as células
FUN-1° (+) que formam CIVS. O
DAF, que nio possui fluorescéncia,
entra nas células e é hidrolisado, por
esterases ndo especificas, a acetato e a
fluoresceina, que emite fluorescéncia
verde. A retencdo intracelular da
fluoresceina depende da integridade
da membrana citoplasmatica. Células
com a integridade da membrana
alterada incorporam IP, que marca
DNA e RNA, exibindo fluorescéncia
vermelha. A marca¢io dupla com
DAF e IP permite discriminar
células que possuem actividade este-
résica e que preservam a integridade
da membrana plasmatica (designadas
DAF(+) e IP(-)) de células que per-
deram a integridade da membrana
plasmdtica e que podem ou ndo
possuir actividade esterasica (desig-
nadas DAF(-) e IP(+)). Segundo
estas diferentes marcagdes células
FUN-1° (+), DAF(+) e IP(-) sdo
consideradas “vidveis” No entanto,
algumas destas células ja podem ter
perdido a capacidade proliferativa,
quando transferidas para um meio
adequado e consideradas ndo vidveis
quando avaliadas pela técnica cléssica
de contagem de unidades formadoras
de colonias (u.f.c.). Neste contexto, a
citometria de fluxo permite a rede-
finicdo do conceito de viabilidade
celular de acordo com o paridmetro
celular que estd a ser monitorizado (p.
ex. actividade enzimatica intracelular
especifica) e a introduc¢io do conceito
de vitalidade celular (Breeuwer et
al., 1994). Assim na sequéncia de
apresenta¢do dos resultados obtidos,
quando referirmos a % de células
vidveis estimadas por citometria de
fluxo vamos utilizar o termo vidveis
entre aspas dado que, sdo células ndo
alteradas, relativamente ao pardmetro
que se estd a medir, mas que podem
ou ndo corresponder a células vidveis
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do ponto de vista do microbiologista
classico.

Recorrendo a um protocolo de mar-
ca¢io simples com FUN-1° ou dupla,
com DAF e IP, foram monitorizadas
ao longo do tempo alteracdes no
processamento intracelular da sonda
a nivel do vactolo, na actividade este-
rasica e na integridade da membrana
em células de Z. bailii e de S. cerevi-
siae sujeitas a tratamento com 1,5 %
ou 3,0 % (v/v) de acido acético, pH
3,0 (Prudéncio et al., 1998). Os resul-
tados indicam um aumento de células
funcional e estruturalmente alteradas
(DAF(-), IP(+) e FUN-1° (-)), com
o tempo de incubag¢do com o acido
(Fig. 5). Estas alteragoes foram
detectadas pela hidrolise de DAF
processamento de FUN-1°" e exclusdo
do IP. Em S. cerevisiae foi observado,
apos tratamento com o dcido acético
(1,5 % ou 3,0 %, v/v), um decréscimo
na capacidade de processamento de
FUN-1° que precedeu o decréscimo

K mandanus
IC 2671

[] calcein-AM
“ B BCECF-AM

Cicloheximida
Cicloheximida + NaF
Benomil

Penconazol

NaF

na actividade esterdsica e a perda de
integridade da membrana plasmatica
(Fig. 6A e 6B). Em Z. bailii, de forma
consistente com a sua maior resistén-
cia a acidos, s6 foi possivel observar
alteracoes semelhantes (Fig. 6D) para
a concentracdo de dcido acético mais
elevada (3,0 %, v/v). No entanto, nesta
espécie ndo foi possivel monitorizar
alteracoes da actividade esterdsica
dado que foram observadas altera-
¢oes independentemente da presenca
do 4cido. Os resultados obtidos por
citometria de fluxo foram relaciona-
dos com os obtidos pelo método de
contagem de u.f.c. Para as amostras
controlo (células nédo tratadas e célu-
las mortas com 10,0 %, v/v, de 4cido
acético), os valores das percentagens
de células “vidveis” estimadas por
citometria de fluxo e estimadas por
contagem de u.f.c. foram idénticos.
No entanto, para amostras tratadas
com uma concentragdo de acido
acético inferior ou igual a 3,0 % (v/v),
por periodos curtos, nenhuma das

Tabela IV. Relacédo entre a susceptibilidade de S. cerevisiae, K.marxianus,
C. albicans e C. krusei a agentes antimicrobianos avaliada por citometria de
fluxo (CF) e pela determinacao da concentracéo inibitéria minima (CIM).

5-fluorocitosina amfotericina B

fluconazol
Cim
S R
CF S 2 0
R 0 2

(a])'] CIM
S R S R
1 1 4 0
0 2 0 0

S - sensivel; R - resistente
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Figura 5 - Histogramas monoparamétricos de
células de S. cerevisiae marcadas com A) DAF
e IP e B) FUN®-1 apds incubagéo a diferentes
tempos com écido acético, pH 3,0. Em A) e B)
a concentragao de acido acético utilizada foi de
1,5 e 1,0 % (v/v), respectivamente.

sondas fluorescentes permitiu obter
por citometria de fluxo resultados
comparaveis com os obtidos pela
contagem de u.f.c. Na base destas
diferencas esta, entre outros, o facto
de a trés sondas medirem parametros
celulares distintos.

Adicionalmente, em ambas as levedu-
ras a detec¢do de perda da integridade
da membrana plasmatica, avaliada
por IP, foi somente observada apds
perda total da capacidade prolifera-
tiva avaliada por contagem de u.f.c.
Estes resultados parecem indicar que
o primeiro ou um dos primeiros alvos
celulares da actividade citotdxica do
acido acético nas leveduras estudadas
terd uma localiza¢io intracelular.

2.4 Determinagao do
potencial de membra-
na mitocondrial em
leveduras e avaliacao
de alteracoes da funcao
mitocondrial induzidas
pelo acido acético

Na tentativa de elucidar se o alvo
intracelular de ac¢do do acido acético
era a mitocondria, procedeu-se a
avaliacdo de alteragdes da fungio
mitocondrial. O potencial da mem-
brana mitocondrial (A¥sm) é um
parametro essencial para a avaliagdo
do estado funcional da mitocondria e
do estado fisiologico da célula. Dada a
dimensio reduzida das mitocdndrias,
a medi¢do directa do potencial de
membrana mitocondrial  (A¥m)
torna-se uma tarefa dificil. Esta
dificuldade tem sido ultrapassada
pela utilizagdo de métodos indirectos

Figura 6 - Relagdo entre o numero de células
vidveis (%) estimadas por contagem de u.f.c.
(quadrados fechados) e o nimero de células
“viaveis” (%) estimadas por citometria de fluxo
com IP (circulos fechados) e FUN-1° (quadra-
dos abertos) marcadas ap6s incubagdo a pH
3,0 e a 25° C na presenca de 1,5 % (A, C) e 3,0
% (B, D) (v/v) de 4cido acético.
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ram-nos definir um protocolo para
avaliagdo qualitativa, por citometria
de fluxo, do A¥m em leveduras
(Ludovico et al., 2001a). A marcagdo
de microrganismos com compostos
fluorescentes é um processo influen-
ciado por diferentes pardmetros
fisico-quimicos entre os quais se
podem destacar o pH, a temperatura,
a concentragio de fluorocromo e
de células, o tempo de incubagio, a
composi¢do do meio e o fenémeno de
quenching da sonda. A utilizagao de
sondas fluorescentes para avaliagdo
de parametros fisiologicos, muito em
particular para detecgdo de altera-
¢oes do Alsm, requer ainda que a
intensidade de fluorescéncia medida
seja independente de outros factores,
como o volume celular ou o nimero
de mitocondrias por célula. Estes
factores, entre outros, podem afectar
o nivel de fluorescéncia, sem que con-
tudo tal corresponda a uma variagdo
do Ad¥sm. Neste sentido, os dados
citométricos respeitantes a marcagdo
com Rh123, foram expressos sob a
forma do valor de R (dado pela razéo
entre o logaritmo de fluorescéncia e o
logaritmo da dispersao frontal) numa
tentativa de normaliza¢do do sinal de
fluorescéncia em relagio ao volume
celular, medido ou correlacionado em
parte pelo sinal de dispersdo frontal

SINGLE PARAMETER \

da luz. A observac¢ao de um aumento
ou descréscimo do valor de R por
tratamento com agentes polarizantes
ou despolarizantes, permitiu verificar
que a marcagdo com Rh123 indica,
efectivamente, alteracdes do Alm.
A optimizagdo do protocolo de
marcagdo permitiu a selec¢do de
uma concentragdo de Rh123 de 50
nM, valor significativamente inferior
aos descritos na literatura. Tal facto
representa um aspecto positivo, uma
vez que, se por um lado conduz cer-
tamente a uma marcagao inespecifica
mais reduzida, por outro, minimiza
o0s possiveis efeitos toxicos da sonda
para as células. Adicionalmente, o
processo de optimiza¢ao do protocolo
de marcagdo em S. cerevisiae e Z. bai-
lii revelou a existéncia de diferencas
entre as duas espécies evidenciando
até, para a mesma espécie, dependén-
cia da marca¢do em funcido da fase
de crescimento. Esta dependéncia
com a fase de crescimento poderd
ser atribuida, entre outros factores,
a variagoes: i) da permeabilidade da
membrana plasmatica a Rh123;ii) do
numero de mitocondrias por célula
e iii) do Am ao longo da curva de
crescimento, indicando que a gene-
ralizacdo de protocolos de marcagio
com um dado fluorocromo, entre
estirpes do mesmo microrganismo,
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Figura 7 - Sobreposi¢do de histogramas monoparamétricos de fluorescéncia verde de células de
Z. bailii marcadas com Rh123. Suspensdo controlo de células ndo tratadas (vidveis) e de células
mortas por fervura (ndo vidveis) e correspondentes fotomicrografias (ampliagdo total de 1700x).

AF- autofluorescéncia (células nio marcadas).
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ou entre microrganismos distintos,
devera ser cautelosa tornando-se
desejavel, para cada caso particular,
proceder a optimizagdo das condi-
¢oes de marcagao.

Observou-se ainda que, com base no
valor de R, era possivel discriminar
células “vidveis” (ndo alteradas) de
células mortas (Fig. 7), sugerindo
a utilizagdo da Rh123 como sonda
de “viabilidade” celular (Ludovico
et al., 2001a). Por microscopia de
epifluorescéncia foi possivel observar
que células mortas apresentavam
uma fluorescéncia intensa e difusa
por todo o citoplasma, enquanto
que células “vidveis” apresentam uma
marcagdo mitocondrial especifica.

Uma vez optimizado o protocolo de
marca¢ao com a Rh123, procedeu-se
a determinacdo do A¥m e da cinética
de “viabilidade” celular avaliada pela
marcagdo com Rh123, IP e pela
contagem de u.f.c. em células de S.
cerevisiae e Z. bailii tratadas com dcido
acético (1,0 %, 1,8 % ou 3 %, v/v). Os
resultados mostraram que, em ambas
as leveduras, a fun¢do mitocondrial
¢ afectada pelo tratamento com
acido ocorrendo uma diminui¢do da
fluorescéncia correspondente a uma
despolarizacdo do A¥sm. Por outro
lado, a utilizagdo da Rh123 como
sonda de “ viabilidade” ndo permitiu,
para os tratamentos testados, detectar
células mortas de Z. bailii enquanto
que, células mortas de S. cerevisiae
foram detectadas para os tempos
mais longos de tratamento com dcido
(Fig.8). No entanto, comparando
com as marca¢des com FUN-1°, DAF
e IP,a Rh123 demonstrou ser a sonda
que mais tardiamente detecta a perda
de “viabilidade”, indicando que altera-
¢oes estruturais da mitocéndria nio
constituem um dos eventos celulares
precoces de acgdo do acido. De facto,
grande percentagem de células que
perderam a capacidade proliferativa e
a integridade da membrana plasmati-
ca e que exibiram uma despolarizagdo
do A¥m, mantém a capacidade de
marcar especificamente as mitocon-
drias, pelo que foram consideradas
“viaveis” segundo este parametro.

Em conclusio, e tendo em conta o
apresentado e discutido nos itens
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Figura 8 - Relagdo entre o niimero de células
vidveis (%) estimadas por contagem de u.f.c.
(na presenca, ®, ou auséncia, @, de Rh123) e o
numero de células “viaveis” (%) estimadas por
citometria de fluxo e marcagdo com IP (A) ou
Rh123 (M) apos incubagdo a pH 3,0 e a 26° C
na presenga de 1,0 % (A) 1,8 % (B, C) e 3,0 %
(D) (v/v) de 4cido acético.

2.3 e 2.4, a aplicagdo da citometria
de fluxo e o uso de diferentes
sondas fluorescentes constitui uma
ferramenta analitica poderosa para a
elucida¢ido dos mecanismos subjacen-
tes aos efeitos citotdxicos de acidos,
ou de outras drogas em leveduras. De
facto, dependendo da sonda usada,
esta metodologia associada a uma
abordagem cinética, poderd permitir
a deteccio de alteracoes celulares
precoces ou tardias e assim sequen-
ciar os eventos celulares associados a
perda de viabilidade induzida por um
determinado agente letal. No entanto,
é de realcar que neste tipo de estudos
se deve ter em conta que: a) métodos
diferentes (sondas diferentes) medem
pardmetros distintos; b) é essencial
uma abordagem cinética para tra-
tamentos sub-letais e c) diferencgas
especificas inerentes a determinados
tipos celulares e/ou ao agente letal
podem interferir com as determi-
nag¢des limitando a generalizagdo de
uma dada sonda para avaliacio de
uma fun¢do celular especifica. Por
fim é concebivel que para cada situa-
¢do experimental se possa identificar
um fluorocromo cuja fluorescéncia se
correlacione com a capacidade proli-
ferativa avaliada por c.f.u. Tal sonda
permitira a aplicagdo da citometria
de fluxo, com todas as suas vantagens,
como alternativa ao método classico
de enumeracido de coldnias.

2.5. Determinagao da
ploidia de DNA em
leveduras

O conhecimento da ploidia de
DNA de leveduras é cada vez mais
necessario em estudos de Biologia
Molecular destes microrganismos,
particularmente, em estudos da
fungdo de genes em leveduras ndo
convencionais. Espécies de Candida
albicans sao um exemplo bem conhe-
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cido da dificuldade de realizagdo
desses estudos dado que, possuindo
uma ploidia superior a haploide, a
obtencdo de null mutants envolve a
interrup¢ao de mais do que um alelo.
A ploidia, terminologia utilizada
pelos citogeneticistas, é fun¢do do
tipo e do numero de cromossomas
por célula. Por outro lado, a ploidia
de DNA, ¢ definida pelos citologistas
como a quantidade relativa de DNA
presente na célula.

No decorrer dos estudos de biologia
molecular da estirpe Z. bailii ISA
1307 realizados no nosso laboratério
foram surgindo diversos dados
que apontavam para uma ploidia
desta estirpe superior a hapldide. Na
impossibilidade de obter nesta estirpe
mutantes para marcas recessivas, uti-
lizamos o protocolo, anteriormente
descrito para analise de ciclo celular,
no sentido da quantificacio do seu
conteudo em DNA. Neste estudo,
a estirpe haploide de S. cerevisiae
W303-1A e a estirpe tipo de Z. bailii
(IGC 5167) foram utilizadas como
termo de comparagio. A observagio
dos histogramas de DNA obtidos
para a levedura S. cerevisiae W303-
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1A e para as estirpes ISA 1307 e IGC
5167 de Z. bailii apontavam para dife-
rengas no conteido em DNA das trés
estirpes. Com vista a avaliacdo destas
diferencas no contetdo em DNA
procedeu-se a estimativa de indices
de DNA dados pela razdo entre as
intensidades de fluorescéncia média
dos picos Go/G; da estirpe problema
e de uma estirpe de referéncia. As
estirpes S. cerevisiae W303-1A e Z.
bailii ISA 1307 foram utilizadas como
referéncia respectivamente para a
estimativa dos indices de DNA 1 e
2 (Tabela V). Os valores do indice
de DNA 1 obtidos para as estirpes Z.
bailii ISA 1307 e IGC 5167 apontam,
respectivamente, para um conteudo
em DNA cerca de 2,1 e 1,4 vezes
superior ao de S. cerevisiae W303-1A.
No entanto, estes valores por si s
nao podem ser interpretados como
uma indica¢do da ploidia da estirpe
Z. bailii ISA 1307, uma vez que a
abordagem citométrica nao permite
uma avaliagdo absoluta mas apenas
relativa do conteido em DNA. O
numero de cromossomas da estirpe
tipo de Z. bailii é de 5, e apresentam
uma massa molecular total de cerca
de 7,7 Mb (Torok et al., 1992). Tendo
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em atengdo quer os valores do indice
de DNA 1 quer a massa molecular do
genoma hapléide de S. cerevisiae (13,1
Mb) pdde-se inferir que a estirpe
tipo de Z. bailii é diploide. A estirpe
ISA 1307 de Z. bailii tem mais trés
cromossomas do que a estirpe tipo,
explicando o valor mais elevado do
indice de DNA 1 da primeira estirpe
comparativamente com o da segunda.
Por outro lado, os valores do indice
de DNA 2 obtidos para as estirpes
Z. bailii 1IGC 5167 e S. cerevisiae
W303-1A apontam, respectivamente,
para um conteddo em DNA cerca
de 0,7 e 0,5 vezes inferior ao de Z.
bailii ISA 1307. Neste contexto, para
a interpretagio citométrica da ploidia
de leveduras torna-se importante o
conhecimento do numero e massa de
cromossomas da estirpe em estudo
dado que o conteudo em DNA pode
ser diferente, mesmo entre estirpes
de uma mesma espécie. Embora na
literatura Z. bailii seja descrita como
uma espécie hapléide os dados acima
referidos, consistentemente com
outros estudos realizados com a estir-
pe ISA 1307 desta espécie (Rodrigues,
2001), apontam para que a estirpe em
estudo nao seja hapléide. No sentido
de esclarecer este aspecto, procedeu-
se a obten¢do de mutantes haploides
de Z. bailii ISA 1307 pelo tratamento
com benomil (droga que interfere
com a segregacdo dos cromossomas
durante a divisdo celular) e selec¢do
num meio com canavanina (droga
que permite uma selegao positiva para
uma mutacdo recessiva). Desta forma
foram isolados cerca de 50 mutantes
resistentes a canavanina e o seu con-
teddo em DNA foi determinado de
acordo com a metodologia anterior-
mente referida. A obten¢io de valores
de cerca de 0,5 para o indice de DNA
2 de trés mutantes (H15, H50 e H51)
aponta para uma redugédo de cerca de
50 % do conteudo de DNA compara-
tivamente com o da estirpe parental
(Tabela V). Utilizando a estirpe H15,
foi possivel obter mutantes para
marcas recessivas, nomeadamente
mutantes auxotrdficos e resistentes
a cicloheximida. Estes resultados, no
seu conjunto, indicam que a estirpe
ISA 1307 de Z. bailii é dipldide e que
os correspondentes mutantes (H15,
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Tabela V. Comparacédo do conteudo em DNA de leveduras, avaliado por
citometria de fluxo. Intensidade média de fluorescéncia (IMF) de células
na fase Go/G; (IMF Go/G,), coeficiente de variacdo a meia altura do pico
(CVMAP, %), razdo entre a IMF de células em fase Go/G; e G,/M, Indice
de DNA de cada levedura em estudo em relacéo a S. cerevisiae W303-1A
(Indice DNA 1) e Z bailii 1ISA 1307 (Indice DNA 2).

IMF indice indice

Leveduras G, /G, CVMAP Razao DNA 1 DNA 2
S. cerevisiae W303 1A 45.610.6 6.7 2.1 1.0 0.50
Z. bailii ISA 1307 96.5+0.7 7.1 1.8 2.1 1.00
Z. bailii IGC 5167T 64.5+0.7 6.5 1.9 1.4 0.70
Z. bailii H15 52.542.1 6.3 2.1 1.1 0.50
Z. bailii H50 49.510.7 5.7 2.2 1.1 0.50
Z. bailii H51 52.5+0.7 6.5 2.1 1.1 0.50

H50 e H51) sao haploides.

Em jeito de conclusio, a determina-
¢do da ploidia de leveduras requer a
utilizagdo integrada das metodolo-
gias acima descritas que permitem
adicionalmente seleccionar mutantes
hapldides. Estes mutantes, por sua
vez, constituem ferramentas valiosas
para estudos integrados de biologia
molecular e fisiologia de leveduras.

2.6. Monitorizacao in vivo
de processos celulares em
Saccharomyces cerevisiae

A proteina fluorescente verde (GFP)
tem sido utilizada para marcar estru-
turas celulares bem como para avaliar
niveis de transcri¢do e turnover de
proteinas em diferentes organismos,
nomeadamente em leveduras. Num
dos nossos estudos, que visava seguir
a fusdo nuclear durante o processo
de conjugacio em S. cerevisiae
(Rodrigues et al.,, 2001), decidimos
explorar a utilizagdo de duas prote-
inas fluorescentes distintas, a GFP e
uma proteina fluorescente vermelha
(DsRed). Uma vez que a DsRed nun-
ca tinha sido expressa em leveduras
foram desenvolvidos novos plasmi-
deos para a sua expressdo. Assim foi
possivel verificar em primeiro lugar
que, o gene DsRed podia ser expresso
em S. cerevisiae sob a forma de uma
proteina  funcional (fluorescente)

com localizagdo citoplasmatica (Fig.
9I). Por outro lado, a adicio de um
sinal de localizagdo nuclear (NLS)
a esta proteina, enderecou-a para o
compartimento nuclear (Fig. 9IIB).
A localizagao nuclear da proteina
fluorescente vermelha foi confirmada
pela co-localizagdo (sobreposi¢do) da
fluorescéncia vermelha com a fluo-
rescéncia azul obtida pela marcagédo
com DAPI, uma sonda especifica
para DNA (Fig. 91IIC). Foi ainda pos-
sivel co-expressar os genes GFP e
DsRed-NLS sem efeitos citotoxicos
aparentes (Fig. 9III). Uma vez que
pretendiamos vizualizar a fusdo
nuclear durante o processo de conju-
gacio, transformamos um dos mating
types de S. cerevisiae com o plasmideo
contendo a construgdo DsRed-NLS e o
mating type oposto com o plasmideo
contendo a constru¢ido yEGFP3-NLS.
A indugdo da conjugagio entre os
dois mating types, permitiu seguir a
fusdo nuclear (Fig. 9IV) ao longo do
processo (Rodrigues et al., 2001).

2.7. Morte celular progra-
mada induzida pelo acido
acético em Saccharomyces
cerevisiae

O 4cido acético figura como um
dos sub-produtos da fermentagio
alcoolica levada a cabo por S. cere-
visiae (Beelman e Gallander, 1979).
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Conforme referido anteriormente, o
acido acético a semelhanca de outros
acidos carboxilicos, a valores baixos
de pH e acima de determinados valo-
res de concentracdo, afecta diferentes
processos celulares. Demonstrou-se
ainda que o acido acético é capaz
de induzir em S. cerevisiae dois tipos
de morte celular nomeadamente, a
morte de alta e baixa entalpia (Pinto
et al., 1989).

A morte celular tem sido descrita
como podendo ocorrer por um
processo acidental, ndo programado
ou, por oposi¢do, por um proces-
so programado, activo, sujeito a
regulacdo genética e que conduz ao
suicidio celular. Regra geral, o pri-
meiro e segundo tipos de morte tém
sido associados, respectivamente, a
um fendtipo necrético e apoptético,
que sdo, por sua vez, caracterizados
por alteragdes estruturais e funcio-
nais tipicas e que sdo utilizadas como

marcadores especificos de cada pro-
cesso. Neste contexto, e desconhendo
qual o processo de morte induzido
pelo acido acético em S. cerevisiae,
tentamos elucidar esta questao.

A morte celular programada foi des-
crita pela primeira vez por Wyllie et
al. (1972) como sendo um fenémeno
caracteristico e especifico de células
de mamiferos. A forma morfologica
mais comum de morte celular pro-
gramada foi designada de apoptose
e descrita como um fenémeno que
permitia aos organismos remover
rapidamente sem resposta inflama-
toria células mutadas, danificadas,
infectadas ou simplesmente dispen-
sdveis para o organismo. A apoptose
era considerada como resultado de
um processo adquirido durante a
evolugdo dos organismos multicelu-
lares. Neste sentido, ndo era aceite que
organismos unicelulares possuissem
um processo de morte celular pro-
gramada. No entanto,
nos ultimos anos

surgiu na literatura
um conjunto de evi-
déncias que suporta
a ocorréncia de um
processo de morte
celular  programada
em bactérias e euca-
riontes unicelulares.
Adicionalmente, a
constatagdo de que
os seres unicelulares
ndo vivem na natu-
reza como células
individualizadas mas

Figura 9 - Microscopia de
epifluorescéncia de células
de S. cerevisiae a expressa-
rem: I, o gene DsRed; II, o
gene DsRed-NLS, apds mar-
cagdo de DNA com DAPI
em azul (A), fluorescéncia
vermelha da DsRed em ver-
melho (B), e a sobreposi¢do
das duas cores (co-localiza-
¢do) em violeta (C); III, os
genes DsRed-NLS e GFP.
IV, Microscopia laser con-
focal de S. cerevisiae durante
conjugagdo: uma das células
com o nucleo marcado com
a GFP-NLS (coloragdo ver-
de) e a outra, com o nucleo
marcado com a DsRed-NLS
(coloragao vermelho).

em comunidades e, o facto de que
populagdes microbianas possuem um
genoma proveniente de um ancestral
comum, levou a questionar o con-
ceito de morte celular programada
como um fenémeno exclusivo de
mamiferos ou seres pluricelulares.

As leveduras tém sido extensivamen-
te exploradas como modelo biolégico
para o estudo de proteinas regulado-
ras da apoptose em metazoarios. No
entanto, a ideia de que em determi-
nadas condicdes S. cerevisiae “decide”
morrer foi inicialmente alvo de forte
controvérsia. Contudo, nos ultimos
anos, comegaram a surgir evidéncias
que suportam tal hipétese. Com efei-
to, foi demonstrado em S. cerevisiae
que um mutante termossensivel do
ciclo celular cdc48°°¢ (Madeo et al.,
1997), e que a deplecdo em glutationa
ou a exposi¢do a concentragdes bai-
xas extracelulares de H,O, (Madeo et
al., 1999) ou a radiagdes ultravioletas
(Carratore et al., 2001) desencadeiam
um processo apoptoético. Laun et
al. (2001) observaram ainda a
ocorréncia deste processo em células
envelhecidas apds 25-35 geragdes.
Contribuindo para este conjunto
de evidéncias, o mnosso grupo
demonstrou recentemente que em S.
cerevisiae o acido acético também ¢é
capaz de desencadear um processo
de morte celular programada com
um fenétipo apoptotico (Ludovico
et al., 2001b). Verificou-se que o tra-
tamento de S. cerevisiae com 20-200
mM de 4cido acético, durante 200
minutos a pH 3.0, conduzia a perda
de viabilidade das células. Contudo,
a concentragdo de dcido necessaria
para a ocorréncia de um processo
activo de morte celular revelou-se
critica. Com efeito, enquanto que a
morte celular observada para con-
centra¢des acima de 80 mM néo era
inibida pela cicloheximida (inibidor
da sintese proteica) e estava associada
a alteracdes ultraestruturais tipicas
de necrose, a morte induzida por
concentragcdes mais baixas de acido
acético (20-80 mM) foi parcialmente
inibida por cicloheximida. Nestas
células foi possivel detectar diferentes
alteragoes estruturais tipicas de apop-
tose nomeadamente: i) condensagdo
extensiva de cromatina na periferia
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Figura 10 - Fotografia de microscopia elec-
trénica de células de S. cerevisiae tratadas com
40 mM de 4acido acético durante 200 min. N:
nucleo 14 000x.

do invélucro nuclear observada por
microscopia electrénica de trans-
missdo (Fig. 10); ii) exposi¢do de
fosfotidilserina na superficie da
membrana citoplasmatica avaliada
por reac¢do com anexina V conjugada
com FITC (Fig. 11) eiii) ocorréncia de
quebras de DNA avaliada por TUNEL
(Fig. 12). O facto de o acido acético
ser um sub-produto da fermentagio
alcodlica produzida por S. cerevisiae
e, portanto, bastante “familiar” no seu
ambiente natural, parece indicar que
este processo, a semelhanca do que
acontece nos eucariontes superiores,
pode ter um papel fisioldgico rele-
vante no ciclo de vida da levedura.

3. Consideracoes finais

A anilise da célula como um todo
ocupa uma posicdo chave no espec-
tro actual da actividade cientifica
que inclui o novo mundo das

Omicas”. Na sua esséncia, os pro-
cessos bioldgicos sao determinados
pelo genoma, revelados pelo trans-
criptoma, movidos pelo proteoma e
em ultima instancia levados a cabo
pela célula (5). Assim a celulémica
(analise citométrica multiparamé-
trica da heterogeneidade celular de
citomas-sistemas multicelulares/
orgdos/organismos) emerge como
unidade integradora e ndo redu-
cionista para o estudo racional das
“...6micas” dado que: i) medigdes ao
nivel da citémica podem ser usadas
para o estabelecimento de descri-
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Figura 11 - Células de S. cerevisiae, tratadas
com 40 mM de é4cido acético durante 200 min
e marcadas com anexina V e IP. A célula tem
um fenétipo anexina V (+) e IP (-) o que indica
que ocorreu exposi¢io de fosfatidilserina no
folheto externo da membrana plasmatica com
preservagao da integridade dessa membrana.

¢des matemadticas de alteracdes nos
sistemas bioldgicos complexos e
ii) a citébmica vai desencadear a
procura de tecnologias ja existentes
ou a exigéncia de novas técnicas de
analise de células individuais (5).
Neste contexto, a citologia analitica
tem um papel fulcral. A evolu¢io da
citologia analitica resultou e con-
tinua a resultar da conjuga¢do de
esforcos multidisciplinares. Com
efeito, com base em conhecimentos
em dreas tdo diversas como a
optoelectronica (lasers), a electrd-
nica dos fotosensores (fotodiodos
e fotomultiplicadores), a quimica
dos fluorocromos e o hardware e
software dos computadores, tem
sido possivel no ambito da citologia
analitica conseguir medigoes antes
inacessiveis pelas técnicas classicas
de bioquimica. Os resultados apre-
sentados sdo também o exemplo
de que a citologia analitica, quando
aplicada a estudos de biologia de
leveduras, tem inumeras potencia-
lidades e que ird contribuir para
novos avangos nesta drea cientifica.

Agradecimentos

A investigagdo realizada pelo nosso
grupo, no 4mbito dos trabalhos
referidos neste artigo, foi financiada
pelo projecto Europeu - AIR-2-CT93-
0830, pelo programa PRAXIS XXI
P/AGR/11135/1998 e pelo programa
PAMAF do INIA (projectos n° 2025

Figura 12 - Reac¢do de TUNEL apos tra-
tamento das células de S. cerevisiae com 40
mM de 4cido acético durante 200 minutos.
O fendtipo TUNEL (+) ¢ indicado pela flu-
orescéncia nuclear amarela correspondente a
sobreposi¢do da fluorescéncia vermelha do IP
com a verde da ficoeritrina conjugada com os
nucleétidos introduzidos nos locais de frag-
menta¢do de DNA.

e 6088). Os dois tdltimos projectos
financiaram ainda duas bolsas de inves-
tigagdo atribuidas a P. Ludovico e M.
Fortuna. Os autores gostariam ainda de
manifestar o seu reconhecimento pela
apoio técnico na aquisicio de dados
citométricos prestada ao longo de parte
do trabalho por Alexandre Salvador e
Cristina Freitas. E Rodrigues beneficiou
de uma bolsa de doutoramento da FCT
e P. Ludovico é bolseira de doutora-
mento da FCT. O trabalho respeitante
a monitoriza¢do in vivo de processos
celulares em leveduras foi realizada em
colaborag¢io com Martin Hemert e Yde
Steensma (Klusius Laboratory, Leiden
University).

Referéncias e enderecos
da internet referidos no
texto

Referéncias

Beelman, R. B. e Gallander, J. E. (1979). Wine
deacidification. Adv. Food Res., 25:1-53.

Breeuwer, P,, Drocourt, J.-L., Rombouts, E
M. e Abee, T. (1994). Energy-dependent,
carrier-mediated extrusion of carboxy-
fluorescein from Saccharomyces cerevisiae
allows rapid assessment of cell viability by
flow cytometry. Appl. Environ. Microbiol., 60,
1467-1472.

Cardoso, H. (1994). Toxicidade do dcido
acético e outros dcidos monocarboxilicos de
cadeia curta em Saccharomyces cerevisiae.
Tese de Doutoramento. Universidade do



Métodos Analiticos

Minho, Braga.

Carratore, R., Croce, C., Simili, M., Taccini,
E., Scavuzzo, M., Sbrana, S. (2002). Cell cycle
and morphological alterations as indicative
of apoptosis promoted by UV irradiation in
S. cerevisiae. Mutation Research 513,183-191.

Carneiro, E, Moutinho-Ribeiro, M., David,
L., Seixas, M., Sansonetty, E, Soares, P,
Serrano, A, Sobrinho-Simdes, M. (1992).
Signet ring cell carcinoma of the stomach:
a morphometric, ultrastructural,and DNA
cytometric study. Ultrastruct. Pathol.,16(6):
603-14.

Castro, P, Sansonetty, E, Soares, P, Dias,

A., Sobrinho-Simdes, M. (2001). Fetal
adenomas and minimally invasive follicular
carcinomas of the thyroid frequently display
a triploid or near triploid DNA pattern.
Virchows Arch., 438(4):336-42.

do Ceu Monteiro, M., Sansonetty, E,
Goncalves, M.]., O’Connor, J.E. (1999).

Flow cytometric kinetic assay of calcium
mobilization in whole blood platelets using
Fluo-3 and CD41. Cytometry, 1;35(4):302-10.

Dujon, B. (1981). The molecular biology

of the yeast Saccharomyces cerevisiae. (J.N.
Strattem, E.W. Jones, and J.R. Broach,eds.)
pp. 505-625. Cold Spring Harbor Lab., Cold
Spring Harbor, NY.

Fortuna M.,Sousa M.]., Salvador A.,
Sansonetty E, Corte-Real M. e Ledo C.
(2000). “Cell cycle analysis of Yeasts”
Current Protocols in Cytometry (Unit
11.13), published by John Wiley & Sons, Inc.

Haugland, R. P. (2000). Handbook of
fluorescent probes and research chemicals,
Molecular Probes.

Lage, O.M., Sansonetty, E, O’Connor, J.E.,
Parente, A.M. (2001). Flow cytometric analy-
sis of chronic and acute toxicity of copper(II)
on the marine dinoflagellate Amphidinium
carterae. Cytometry, 1;44(3):226-35.

Laun, P, Pichova, A., Madeo, F, Fuchs, J.,
Ellinger, A., Kohlwein, S., Dawes, I, Frohlich,
K.U. and Breitenbach, M. (2001). Aged
mother cells of Saccharomyces cerevisiae
show markers of oxidative stress and
apoptosis. Mol. Microbiol., 39:1166-1173.

Ludovico, P. (1999). Efeitos do dcido acético
no potencial de membrana mitocondrial e

sua relagdo com a perda de integridade e viabi-
lidade celular em Zygosaccharomyces bailii e
Saccharomyces cerevisiae. Tese de Mestrado,
Universidade do Minho, Braga, Portugal.

Ludovico, P, Sansonetty, E and Corte-Real,
M. (2001a). Assessment of mitochondrial
membrane potential in yeast cell popula-
tions by flow cytometry. Microbiology, 147:
3335-3343.

Ludovico, P, Sousa, M.J., Silva, M.T,, Ledo, C.
and Corte-Real, M. (2001b). Saccharomyces
cerevisiage commits to a programmed cell

death process in response to acetic acid.
Microbiology, 147:2409-2415.

Madeo, E, Frohlich, E. and Frohlich, K. U.
(1997). A yeast mutant showing diagnostic
markers of early and late apoptosis. J. Cell
Biol., 139:729-734.

Madeo E, Frohlich E., Ligr M., Grey M.,
Sigrist S.J., Wolf D.H., and Frohlich K.U.
(1999). Oxygen stress: a regulator of
apoptosis in yeast. J. Cell Biol., 145:757-767.

Mollapour, M. e Piper, P.W. (2001). Targeted
gene deletion in Zygosaccharomyces bailii.
Yeast, 18: 173-186.

O'Connor, J.-E., Callaghan, R. C., Escudero,
M., Herrera, G., Martinez, A., Monteiro, M.-
C. and Montoliu, H. (2001). The relevance
of flow cytometry for biochemical analysis.
ITUBMB Life, 51: 231-239.

Pampulha, M. E. E (1989). Efeito do dcido
acético na fermentagdo e nos pardmetros de
crescimento em Saccharomyces cerevisiae.
Tese de Doutoramento. Universidade
Técnica de Lisboa.

Pina-Vaz, C,, Sansonetty, E, Rodrigues, A.G,
Costa-Oliveira, S., Tavares, C., Martinez-de-
Oliveira, J. (2001a) Cytometric approach for a
rapid evaluation of susceptibility of Candida
strains to antifungals. Clin. Microbiol. Infect.,
7(11):609-18.

Pina-Vaz, C., Sansonetty; E, Rodrigues, A.G.,
Costa-de-Oliveira, S., Martinez-de-Oliveira,
J., Fonseca, A.E (2001b). Susceptibility to
fluconazole of Candida clinical isolates
determined by FUN-1 staining with flow
cytometry and epifluorescence microscopy; J.
Med. Microbiol. 50(4):375-82.

Pina-Vaz, C., Rodrigues, A.G., Sansonetty,
F, Martinez-De-Oliveira, J., Fonseca, A.F,
Mardh, PA. (2000a). Antifungal activity of
local anesthetics against Candida species.
Infect. Dis. Obstet. Gynecol., 8(3-4):124-37.

Pina-Vaz, C., Sansonetty, E, Rodrigues, A.G.,
Martinez-De-Oliveir, ., Fonseca, A.E, Mardh,
PA. (2000b). Antifungal activity of ibuprofen
alone and in combination with fluconazole
against Candida species. J. Med. Microbiol.,
49(9):831-40.

Pinto, I, Cardoso, H., Ledo, C. e van Uden,
N. (1989). High enthalpy and low enthalpy
death in Saccharomyces cerevisiae induced by

acetic acid. Biotechnol. Bioeng., 33: 1350-1352.

Prudéncio, C., Sansonetty, E e Corte-Real,
M. (1998). Flow cytometric assessment

of cell structural and functional changes
induced by acetic acid in the yeasts
Zygosaccharomyces bailii and Saccharomyces
cerevisiae. Cytometry, 31:307-313.

Prudéncio, C., Sansonetty; E, Sousa, M. J.,
Corte-Real, M. e Ledo, C. (2000). Rapid
detection of efflux pumps and their relation
with drug resistance in yeast cells. Cytometry,
39:26-35.

Prudéncio, C., (2000). Drug-resistance

in yeasts: flow cytometric studies. Tese de
doutoramento, Universidade do Minho,
Braga, Portugal.

Ribeiro, I. C., Verissimo, I., Moniz, L., Cardoso,
H., Sousa, M. ]., Soares, A.M.V.M. e Ledo,
C.(2000). Yeasts as a model for assessing

the toxicity of the fungicides penconazol,
cymoxanil and dichlofluanid. Chemosphere,
41,1637-1642.

Rodrigues, E, van Hemert, M., Steensma,
H.Y,, Corte-Real, M., and Leao, C.(2001).
Red fluorescent protein (DsRed) as a
reporter in Saccharomyces cerevisiae. J.
Bacteriol 183:3791-3794.

Rodrigues, E (2001). Physiological and molec-
ular genetic studies on Zygosaccharomyces
bailii ISA 1307. Tese de doutoramento,
Universidade do Minho, Braga, Portugal.

Salvador, A., Sansonetty, E, Schmitt, EC.
(1998). Breve referéncia as determinagoes
do conteddo em ADN, em células humanas
por citometria. Revista Técnica de Anatomia
Patoldgica 2: 18-22.

Torok, T., Royer, C., Rockhold, D., and King,
A.D. (1992). Electrophoretic karyotyping of
yeasts, and southern blotting using whole
chromosomes as templates for the probe
preparation. J. Gen. Appl. Microbiol., 38:
313-325.

Whllie, A. H., Kerr, J.ER. and Currie, A.R.
(1972). Cell death: The significance of
apoptosis. Int. Ver. Cytol., 68: 251-306.

Shapiro, H. M. (1994) Practical Flow
Cytometry, 3rd Edition Wiley Liss, New
York.

Enderecos da internet referidos no texto

1. http://www.genomicglossaries.com/content/
omes.asp

2. http://archive.uwcm.ac.uk/uwem/hg/hoy/

3. http://www.cyto.purdue.edu/

4. http://www.biochem.mpg.de/valet/
cytoreL.html

5. http://www.isac-net.org/enews/Summer01/
world.htm

Outros enderegos da internet

International Society of Analytical Cytology:
http://www.isac-net.org/

Empresas fornecedoras de citometros de fluxo:
Beckman Coulter:
http://www.beckmancoulter.com
Beckton Dickinson:
http://www.bd.com
Partec:
http://www.partec.de/
Cytomation:

http://www.cytomation.com/

Boletim de Biotecnologia 33



