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2. Descricéo

A citometria de fluxo tem sido por varios anos um método Util para estudar as caracteristicas das
células eucaridticas. Ao marcar macromoléculas celulares (DNA, RNA ou proteina) com corantes
fluorescentes especificos, o conteddo de uma Unica célula dessas macromoléculas pode ser
medido com precisdo e rapidez. As células bacterianas ndo eram muito utilizadas com frequéncia
em experimentos de citometria de fluxo, principalmente devido ao seu menor tamanho e menor teor
de macromoléculas. Porém, este instrumento permite medicbes precisas de fluorescéncia
especifica de DNA e luz espalhada de células bacterianas individuais a uma taxa de 104 células
s?1. Os dois parametros podem ser medidos simultaneamente e exibidos em histogramas de
parametros duplos. Assim, esse projeto tem como objetivo analisar fatores de lesdo celular em
células procarioticas e euritticas de bactérias e fungos expostos a compostos antineoplasicos como
5-fluorouracil e cisplatina. Em cada po¢o de uma placa de 96 pocos, 200 pl de uma suspenséao
bacteriana e fungica diluida (104 células/ ml) seréo tratadas com diferentes concentracfes de 5-FU
(0,25-2048 uM) e cisplatina por 24h na temperatura de incubacdo de 37°C de crescimento para
cada espécie. Apds a incubacdo, o niumero de células intactas e danificadas sera medido por
citometria de fluxo conforme descrito por Van Nevel et al. (2013). Para isso, as amostras serao
diluidas em solucéo tampao fosfato estéril filtrante para obter nimeros de células dentro da faixa de
deteccdo (104?106 células/ml). Em seguida, as amostras serdo coradas com iodeto de propidio
(concentracao final 4 uM; Invitrogen) e incubadas por 20min a 37° C antes da analise. Através do
citbmetro de fluxo com um laser de estado sélido de 488nm e agua Milli-Q sera usada como fluido
de bainha. Os sinais serao detectados no canal fluorescente de FL3 (vermelho), equipado com filtro
passa-banda de 670nm. As contagens de células serdo feitas medindo o niumero de particulas em
um volume definido ap6s gating em gréaficos de fluorescéncia vermelho do software utilizado. O
controle de qualidade da contagem absoluta de células deverd ser realizado com esferas
padronizadas. Cada condi¢éo sera realizada em triplicada ou quadruplicada.

3. Justificativa de Uso

Analisar mecanismos de lesdo celular em células procaridticas e euridticas de bactérias e fungos
expostos a compostos antineoplasicos como 5-fluorouracil e cisplatina.
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