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It has been estimated that in order to produce a single antifungal compound by the “hit or miss”
approach at least one to twelve thousand of newly synthesized drugs must be tested. Biological micro-
calorimetry is shown to be a method that is capable in performing the assay, as well as an alternative
method for the classical agar plate diffusion technique, for instance. This bioassay system relies upon
the inhibition of the microcalorimetrically observed respiration of Saccharomyces cerevisiae in buff-
ered glucose, by mesoionic compounds of types 1,3,4-thiadiazolium-2-aminide and 1,3,4,-triazolium-2-

thiolate.
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INTRODUCAO

Métodos microcalorimétricos de andlise tém sido extensi-
vamente revisados!'6, A microcalorimetria biolégica tem-se
mostrado como uma técnica microbiolégica com um futuro
promissor, particularmente em dreas onde os métodos analiti-
cos cléssicos sido consumidores de tempo, laboriosos e de baixa
precisdo. Ainda existem poucos artigos sobre o efeito de dro-
gas e microorganismos avaliado pelo método microcalorimé-
trico. Entretanto, os resultados tém apresentado como caracte-
risticas fundamentais: melhor reprodutibilidade (ca. de 2%
quando comparada com ca. de 5-10% no método clissico de
difusio em dgar); melhor sensibilidade; maior rapidez (ca. 1
hora quando comparado a 24-48 horas na técnica cldssica);
uso de indculo armazenado em condig¢des padronizadas em
nitrogénio liquido; além da simplicidade do experimento. No
entanto, para ser uma verdadeira substituta da técnica cldssica
de difusdo em dgar, a técnica microcalorimétrica deve ser
capaz de operar com uma variedade significativa de microor-
ganismos tal como na primeira, o que, até o presente, ainda
ndo estd garantido.

Em contraste com métodos espectrofotométricos as investi-
gagdes em sistemas bioquimicos e biolégicos usando métodos
calorimétricos nio requerem solugdes opticamente limpidas,
mas podem ser usados sistemas n@o transparentes tais como
misturas ou suspensdes de tecidos e células e outros materiais
particulados.

Calorimetros foram, na realidade, ferramentas muito im-
portantes para os cientistas durante final do século 18 e sécu-
lo 19, quando desenvolveram a presente teoria e conhecimen-
to sobre a natureza do fenémeno de calor. Os desenvolvimen-
tos recentes foram revisados por Armstrong’. Calorimetros tém
sido usados em ciéncias biolégicas, principalmente, para a inves-
tigagio de propriedades termodindmicas de materiais, metabolis-
mo completo e balango de energia em animais (Lavoisier e cola-
boradores, por exemplo, no final do século 18 mediram a
poténcia total de calor de pequenos animais e correlacionaram
isto com suas velocidades de respiragdo e os pesos de seus
corpos usando um calorimetro de gelo).
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Entre os procedimentos classicos de testes microbiolégicos,
tais como métodos de difusdo em égar, respirométrico e dilui-
¢do em série, o primeiro é o mais amplamente estudado em
testes de antibiéticos. Embora os ensaios microbiolégicos clés-
sicos continuem sendo utilizados, outros métodos para biotes-
tes de antibiSticos t&€m sido investigados. Microcalorimetria
biolégica é uma técnica analitica ndo seletiva na qual se re-
gistra o efeito de calor produzido por um processo metabdlico
microbiano que acontece numa cultura. Este efeito pode ser
registrado continuamente sem perturbar o processo.

Microcalorimetria biolégica aplicada ao estudo de proces-
sos microbianos pode ser dividida em trés principais campos:
(i) a identificagio do microorganismo; (ii) estudos metab6li-
cos; (iii) efeitos de modificadores do processo metabdlico,
como, por exemplo, antibiéticos.

Os calorimetros mais amplamente usados em aplicagéo
analitica microbiolégica sdo os microcalorimetros isotérmicos
de condugdo de calor. A capacidade para operar isotermica-
mente é importante porque os microorganismos podem ser
monitorados a diferentes temperaturas, para condigbes 6timas
de respiragfo e crescimento, e a natureza da interagéo antibi-
Stico-microorganismo como fungio da temperatura é uma con-
sideragdo importante. Além disso, é importante ter condi¢des
isotérmicas porque o microorganismo cresce a temperatura
constante e seu metabolismo e subsequente inibi¢io sio me-
lhor compreendidos como fung¢do da temperatura.

Ha4 diferentes espécies de calorimetros para o que Calvet3,
Benzinger® e Wads6!® podem ser consultados, por exemplo.
Os experimentos descritos neste trabalho foram realizados uti-
lizando-se um microcalorimetro de fluxo!l.

E sabido que culturas de microorganismos que crescem/
metabolizam produzem perfis grificos que sdo freqilentemen-
te conhecidos como curvas poténcia-tempo (dQ/dt versus tem-
po). Muitos estudos do calor produzido por microorganismos
em crescimento como fungéo do tempo originam curvas simé-
tricas ou hiperbélicas na forma de sinos. O crescimento de
uma populagio homogénea de células dispersa em um meio
liquido apropriado para o crescimento, é descrito por um au-
mento exponencial da densidade celular. A velocidade da
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produgdo de calor serd, entdo, descrita pela mesma fungéo ex-
ponencial. Quando o crescimento exponencial é limitado pela
fonte de energia, a velocidade de produgéo de calor declina
quando o substrato é exaurido e retorna para um valor bésico.
Esta curva cldssica de poténcia-tempo € mostrada na Figura 14
5a_ A linha reta mostrada corresponde 2 transformagdo semilog
da curva experimental. Da mesma maneira, antibiticos podem
ser adicionados a microorganismos metabolizando sob condi-
¢oes de ndo-crescimento, por exemplo em tampdo glicose. Em
tais situagGes, entretanto, uma curva dQ/dt mais simples do que
aquela devida ao crescimento é obtida (Figura 2% 5a 5b),
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Figura 1. Curva dQ/dt para Saccharomyces cerevisiae crescendo
anaerobicamente em glicose.

dQ/dt

reacao de zero ordem

Tempo (min)

Figura 2. Curva dQldt para Saccharomyces cerevisiae respirando
em tampdo ftalato a pH 4.5 contendo glicose.

A Farmacopéia Britanica!? estabelece que os testes devam
ser confidveis e que haja no m4ximo uma variagdo de 5%. O
desvio padrio dos experimentos microcalorimétricos é da or-
dem de 2%, contra 5-10% nos experimentos cléssicos.

A interagio de antibi6ticos poli€nicos (nistatina, filipina, pi-
maricina, anfotericina-B, candicidina e lucensomicina) e outras
drogas antifiingicas sintéticas (clotrimazol e 5-fluorocitosina) com
Saccharomyces cerevisiae (NCYC 239 - National Collection of
Yeast Cultures), foi estudada por Beezer e colaboradores!3-25,
Essa série de estudos constitui o primeiro exemplo de experi-
mentos microcalorimétricos quantitativos conduzidos em condi-
¢bes padronizadas. Isso inclui a armazenagem do in6culo em
nitrogénio liquido e o controle analitico do tempo para assegurar
a adig@o dos antibi6ticos no mesmo ponto do metabolismo celu-
lar. Também, as interagdes foram estudadas sob condigGes de
crescimento e ndo-crescimento. Um microcalorimetro biolégico
de fluxo foi usado nos estudos de metabolizagio de culturas de
leveduras em tampéo glicose-ftalato.

Como exemplo, a adigfio de nistatina a células da levedura
metabolizando a 25 9C, resultou em curvas dQ/dt versus tem-
po que sdo mostradas na Figura 352, A resposta biol6gica de-
pende da concentragdo do agente. A resposta também depende
da natureza da droga e sua concentragio. As curvas dQ/dt
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versus tempo obtidas nos ensaios realizados para pimaricina,
lucendomicina (em concentragdes menores do que 5.106 M) e
clotrimazol, mostradas nas Figuras 4(c), séo bastante diferen-
tes daquela mostrada na curva (b), para nistatina. Os pontos
de interesse s3o: primeiro, hd um “kick-up” acima do nivel de
controle com o polieno nistatina (curva (b), Figura 45%); se-
gundo, com pimaricina ou clotrimazol ((c), na Figura 4), a
reagdo lembra aquela entre uma enzima e um inibidor. No
caso da lucensomicina a curva dQ/dt versus tempo pode ter
ambos os perfis, dependendo da concentragio do antibi6tico.
Em baixa concentragdo, a resposta é semelhante aquela mos-
trada em (c) e o antibético estd atuando como fungistatico!”.
Em alta concentragdo, a curva dQ/dt é similar aquela obtida
para nistatina, por exemplo, (b), e sua agdio é fungicida.
Neste trabalho a atividade biolégica de compostos mesoioni-
cos dos tipos 1, 3, 4-tiadiazélio-2-aminida e 1, 3, 4-triazdlio-2-
tiolato (Figura 8) contra Saccharomyces cerevisiae é reportada
e os resultados corroboram a aplicabilidade da microcalorime-
tria biol6gica como método de investigagio de novos farmacos.

da/dt
(a)

(b)

(c)

(d)

Tempo (min)

Figura 3. Curva dQldt versus tempo: efeito de nistatina sobre §.
cerevisiae. (a) controle (b) 5 unidades nistatina cm-3 (c¢) 10 unidades
cm-3 (d) 20 unidades cm-3

dQ/dt

(a)

(c)

Tempo (min)

Figura 4. Curvas dQldt: efeito de alguns agentes antifiingicos (a)
controle (b) nistatina, leucensomicina (alta concentragdo) (c)
pimaricina, leucensomicina (baixa concentragdo), clotrimazol.

ARMAZENAGEM POR CONGELAMENTOQ?*- %

Um método de diminuir a atividade metabélica celular é o
de armazenagem por diminuigdo da temperatura. Congelar e
armazenar células em nitrogénio liquido é uma técnica itil
para manter o in6culo estdvel. Uma vez padronizado o mesmo
ndo requer ulteriores padronizagdes.

Essa técnica € utilizada para a armazenagem em nitrogénio
liquido de S. cerevisiae. Um recipiente para nitrogénio liqui-
do, com 35 litros, mantendo aproximadamente 900 ampolas
de 2 ml foi usado para armazenar a levedura. A reposigio de
nitrogénio liquido é feita de tempos em tempos.

Para o armazenamento em nitrogénio liquido as células
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suspensas no inéculo sdo colocadas rapidamente em ampolas
(Sterilin Ltd), de 2 ml, carregadas com 1,8 ml da suspensio.
As células no reservatério sdo agitadas continuamente para
ajudar na distribuicdo uniforme do in6culo. As ampolas carre-
gadas sdo mantidas em barras de resfriamento, em um tanque
isolado de aluminio contendo nitrogénio liquido, uniforme-
mente espagadas com clips (1,2 cm de didmetro). As barras
estdo dentro do tanque a uma altura de 8,5 cm acima do nitro-
génio liquido, a partir das quais as ampolas sdo liberadas para
imersdo em nitrogénio liquido. A velocidade de resfriamento
foi de 9 °C/min, que é tida como étima para fungos?’.

MATERIAIS E METODOS

O problema de se obter um in6culo reproduzivel foi consi-
derado por Beezer e colaboradores!®. Eles desenvolveram uma
técnica simples para a preparagdio, armazenagem em nitrogé-
nio liquido, e ensaio de §. Cerevisiae. As células recém-pre-
paradas e as congeladas foram incubadas em condigdes
aerébica e anaerébica, cujo diagrama dQ/dt versus tempo pode
ser encontrado na Figura 5!5. Foi estabelecido que a 4rea sob
a curva dQ/dt versus tempo de T, até T, onde T; é um tempo
definido apés T,, de células recém-preparadas e congeladas
era proporcional ao nimero de células vidveis. A porcenta-
gem de recuperagdo foi determinada comparando-se as é4reas
das respectivas curvas de células recém-preparadas e recupe-
radas da armazenagem: células armazenadas por 500 dias fo-
ram recuperadas em 93%.

dQ/dt

(c)

(b)

J/ (a)

Tempo (min)

Figura 5. dQ/dt versus tempo: levedura metabolizando em tampdo
contendo glicose (a) incubagdo anaerdbica, reagdo de zero ordem
(b) incubagdo agitada em ar (c) incubagdo oxigenada. A seta indica
o ponto no qual a incubagdo foi apresentada ao calorimetro.

dQ/dt

(M

(i)

(1) bufter + S. cerevisiae
(ii) buffer + S. cerevisiae + DMSO
(47 mi)

(0,6 ml) (3 ml)

Tempo (min)

Figura 6. Curva dQ/dt versus tempo para controle.
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O calorimetro usado neste trabalho foi o LKB Flow
Microcalorimeter (LKB tipo 10700; LKB Produkter AB, S-
161 25 Bromma, Sweden). Esse instrumento emprega duas
células calorimétricas operando a temperatura constante em
banho de ar. O calorimetro é operado no modo de fluxo a 30 °C
numa sala mantida a 20 °C % 0,2 °C. A reagdo, usando o
método de fluxo, objeto deste trabalho, é iniciada fora do
calorimetro em um vaso reacional e o meio reagente bombe-
ado a velocidade constante através das unidades de troca de
calor dentro do calorfmetro via tubo de teflon. O efluente do
calorimetro pode ser desprezado ou reciclado para dentro do
vaso de reagdo, como foi feito nestes estudos.

A mistura reacional passa através do calorimetro por uma
bomba peristdltica que utiliza tubos de teflon de diferentes
didmetros, os quais servem para o transporte do meio reacio-
nal. Diferentes velocidades de bombeamento podem ser obti-
das e, neste trabalho, foi adaptada para ca. de 1/4 ciclo/min
(tempo necessdrio para que a mistura retorne ao vaso reacio-
nal). A voltagem foi amplificada por um microvoltimetro
Keithley 150B/nanovoltimetro Tinsley 6050.

Para um experimento tipico de microcalorimetria envol-
vendo o uso de leveduras respirando em meio contendo
glicose, tampdo ftalato (50 ml) contendo diferentes volu-
mes de inéculo é passado pelo microcalorimetro até estabe-
lecer-se uma linha base constante usando a sensibilidade
do amplificador equivalente a 10 pV. Uma vez estabeleci-
do o volume correto de suspenséo de levedura a ser usado
(0.6 ml em nossos trabalhos), curva (i) na Figura 6, o ex-
perimento é repetido com o solvente (3 ml, DMSO) a fim
de obter-se a curva padrdo mostrada na Figura 6(ii). Estas
curvas (dQ/dt versus tempo) ndo apresentam o retorno do
termograma para o nivel da linha base constante devido a
continuagio da respiragio das células da levedura. Mesmo
assim, é possivel observar que a curva controle, Figura 6(ii),
mostra uma pequena diminui¢io da produgéo do calor devi-
do ao efeito do solvente, o que significa uma pequena re-
dugdo da atividade metabélica da levedura.

Durante o estabelecimento da linha base (tampio + solvente +
droga), as ampolas armazenadas em nitrogénio liquido sdo
descongeladas usando um banho de dgua, por 3 minutos. A
suspensio do microorganismo (0,6 ml) é agitada por um mi-
nuto e entdo inoculada no vaso de reagio (a 30 °C), que j4
contém o tamp@o e a droga. Este procedimento deve ser feito
dentro de 5 minutos. A mistura incubada alcanga o calorimetro
3 minutos apés a adigdo do microorganismo; nesse instante o
primeiro sinal do contetido do vaso de incubagdo é detectado.
O ciclo se d4 via calorimetro e termina no préprio incubador
ca. de 4 minutos apés a incubagdo, constituindo-se, desta for-
ma, em um sistema fechado. Depois de cada incubagio os
tubos do calorimetro sdo lavados com 4dgua desionizada. De
vez em quando os tubos sdo lavados com NaOH 0,1 M (15
min), 4gua desionizada (10 min), HC1 0,1 M (15 min), dgua
desionizada (10min), EtOH (95%) (15 min) e, finalmente, 4gua
desionizada (10 min).

O pH (4,5) do tampdo foi medido num pHmetro
(Radiometer Copenhagen) & temperatura ambiente.

O vaso de incubagdo usado para todos os experimentos
envolvendo a respiragido da levedura é um vaso de vidro com
trés tampas removiveis. Duas sdo usadas para os tubos de
entrada e saida para o calorimetro (avaliagio reciclada), e a
terceira para adi¢@o dos materiais. Homogeneidade do conteii-
do do vaso ¢ alcangada usando uma pequena barra magnética.

O meio reacional, agitado continuamente, flui através do
calorimetro por ca. de 20 minutos e um gréifico dQ/dt versus
tempo devido 2 entalpia do metabolismo da glicose ¢ registra-
do (Figura 9).

As leveduras foram obtidas do National Collection of Yeast
Cultures (NCYC), e a preparagdo do inéculo foi feita de acor-
do com Beezer e colaboradores!s. 19. 20, Saccharomyces
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cerevisiae foi selecionado devido a suas caracteristicas ndo-
agregantes que sdo apropriadas para a microcalorimetria bio-
l6gica de fluxo.

A curva de crescimento de S. cerevisise (NCYC 239) em
fermentador Biotec de 1 litro é mostrada na Figura 75 6,

A curva de densidade Sptica versus tempo mostra duas
séries de fases estaciondrias (plateau)?% 28-3¢_ A primeira, ocor-
rendo ca. de 1h30 depois de iniciado o “regime de crescimen-
to”, refere-se A fase retardada (ou atrasada), onde nenhum
crescimento é observado.

A Figura 7 mostra que a velocidade de crescimento primei-
ro é diminuida até, finalmente, permanecer constante, origi-
nando, dessa forma, a segunda fase estaciondria. Esta tem sido
considerada como uma real fase estacionédria. A segunda fase
ocorreu a aproximadamente 20 horas depois de inoculagdo e o
inéculo desta fase estaciondria foi congelado para ser, poste-
riormente, analisado frente as drogas.

Os compostos mesoidnicos (Figura 8) foram sintetizados
de acordo com procedimentos j& descritos na literaturab e fo-
ram escolhidos em fungéio da existéncia de um programa de
sintese de compostos orgénicos com atividade bioldgica dtil,
em desenvolvimento pelo grupo.

. Densidade Optica (A = 540 nm)

fase estacionaria

o X \
° s 10 15 20 26
Tempo (h)

Maelo definido

Figura 7. Curva de crescimento para S. cerevisiae NCYC 239 em
cultura agitada aerébica.

Ar Ar Fh
=8 =N
Ph’N@\N‘Ph Ph ’N\C,? s-
(1, C e D) (11, E)

Ar = (1) Ph, (2) 4-MeO-CgH,, (3) 4-NO,-CgH,
C, Acido conjugado de D, (HCI)
D e E, Bases livres

Figura 8. Compostos mesoidnicos em estudo.

MICROCALORIMETRIA BIOLOGICA DE FLUXO:
AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA
DE COMPOSTOS MESOIONICOS

S. cerevisiae examinado frente aos compostos mesoidnicos
em estudo, mostrados na Figura 8, por microcalorimetria, ori-
ginou os diagramas da Figura 9, que mostra o tipo de curva
obtido quando o microorganismo em tampdo contendo glicose
a pH 4,5 foi colocado na presenga de compostos mesoidnicos.
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dQ/dt

(ii)
(iii)

(’C,1,2D,12 3E1

(ii) butter + S. cerevisiae + DMSO
(47 ml) (0,6 ml) (3 ml)

(i c, 3D 2E23

Tempo (min)

Figura 9. Curvas dQ/dt versus tempo mostrando a tendéncia geral
dos compostos mesoibnicos sobre S. cerevisiae.

dQ/dt

(a}

Tempo (min)

Figura 10. Curva dQ/dt versus tempo: (a) Controle (b) Curva
modificada pela agdo da droga (CMD) (c) linha base.

Basicamente, as curvas representam respostas biolégicas
ndo muito efetivas, entretanto, duas caracteristicas importan-
tes podem ser consideradas. A primeira delas refere-se ao fato
de ter sido possivel identificar dois comportamentos distintos:
a curva modificada pela ag¢do da droga estd abaixo ou acima
da curva controle (Figura 9). A curva (iii) representa, efetiva-
mente, um resultado positivo da agdo da droga enquanto que
a curva (i) pode representar maior consumo da fonte de ener-
gia. Outro aspecto refere-se ao fato de serem curvas estacio-
nérias, ou seja paralelas 3 curva padrédo (ii) que poderiam, no
caso da curva (iii), representar uma atividade fungistética dos
compostos mesoidnicos referidos sob as curvas. Vale ressal-
tar, entretanto, que em nenhum dos casos analisados houve
retorno do termograma para nivel da linha base devido & ces-
sagdo da respiragdo do microorganismo. Por outro lado, a parte
da mudanga da curva, alguns compostos usados em diferentes
concentragdes podem estar representados tanto pela curva (i)
quanto (iii); é o caso, por exemplo, do composto (D, 2).

O desvio padrao médio obtido nos experimentos realizados
neste trabalho é de 1,55%, que representa cinco medidas a
fixadas concentragdes para cada droga estudada. Este valor
mostra a excelente reprodutibilidade do experimento biol6gi-
co e estd dentro do erro normalmente aceito!2,

O método de medir o pardmetro da resposta biol6gica é a
porcentagem de deflecgdo observada a partir da curva contro-
le (Figura 9-ii), quando o composto mesoidnico é adicionado.
Essa deflecgdo foi medida 15 minutos depois da observagédo
da primeira resposta microcalorimétrica. Isso é chamado de
porcentagem de inibigdo da atividade respiratoria. A Figura
10 mostra como a resposta biolégica é calculada. A porcenta-
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gem de inibigdo da atividade respiratéria das células de S.
cerevisiae na presenga dos compostos mesoidnicos é tomada
como a razio AB/AC x 100. Em outras palavras, a resposta
pode ser expressa como (dQ/dtwcsutas nao tratadas) - AQ/dlcetutas
Lratadas)/dQ/ dt(célula.s ndo tratadas) X 100.

CONCLUSAO

Viérios sdo os mecanismos utilizados na identificagio de
um novo firmaco: acaso, triagem empirica, extragio de prin-
cipios ativos de fontes naturais, modificagio molecular de
medicamentos conhecidos e planejamento racional. A génese
planejada de medicamentos leva, necessariamente, em conta
esse aspectos quando da programagio da pesquisa que com-
preende os planejamentos quimicos e biolégicos. Estes incluem
os métodos de sintese e de avaliagdo bioldgica (técnicas de
ensaios). Como resultado da triagem preliminar das substin-
cias, uma selegio dos compostos mais promissores deve ser
realizada e, estes, submetidos &s competentes pesquisas bioqui-
micas. Uma vez definidos esses pardmetros, os estudos detalha-
dos em animais podem ser realizados. Até este patamar, tem
sido estimado um consumo de tempo de 3 a 10 anos.

E estimado que no intuito de se produzir um dnico agente
antifdngico pelo método “hit or miss”, de 1 a 12.000 novas
drogas devem ser sintetizadas e testadas. A microcalorimetria
biolégica, que ainda ndo é aplicada no Brasil como método de
avaliagio da atividade biol6gica de novas substincias dentro
da génese planejada de firmacos!, é uma técnica microbiol6-
gica in vitro A semelhanga da técnica classica de difusdo em
dgar que, certamente, serd capaz de estabelecer novos hori-
zontes na busca de novos métodos de testes bioldgicos.

Como primeiro objetivo existe a possibilidade de viabilizar
o ensaio bioldgico preliminar dentro da génese planejada de
firmacos. Este aspecto é bastante importante quando se leva
em consideragdo que no Brasil ca. de 90% das plantas (produ-
tos naturais) ainda ndo foram estudadas. Pode, ainda, minimi-
zar a dificuldade em se encontrar um centro que realize os
ensaios biol6gicos, j4 que a técnica de microcalorimetria bio-
l6gica pode apresentar os resultados de uma anélise em menos
do que uma hora. Em principio, num estudo preliminar quali-
tativo, poderiam ser realizadas ca. de 7.680 anélises por ano.
Utilizando-se a mesma base de cdlculo, apenas 960 anélises
seriam realizadas pela técnica de difusdo em dgar.
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