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RESUMO

A citometria de fluxo é uma poderosa ferramenta que possibilita realizar a
separacéo, a contagem individual de células e deteccao de biomarcadores proteicos.
A partir de um feixe de laser incidente, é feita a medicdo da dispersdo e da
fluorescéncia do feixe de laser refletido pela da amostra celular. A dinadmica funcional
de um citbmetro € composta por cinco sistemas: fluido, Optico, eletrbnico, de
amplificacdo e computacional. O objetivo desse trabalho é apresentar uma visdo
geral do desenvolvimento historico da citometria de fluxo, elucidar os principios
basicos da metodologia empregada e ressaltar a sua relevancia nos estudos
celulares inseridas na biologia molecular.

PALAVRAS-CHAVE: Célula, fluorocromos, granulometria.

FLOW CYTOMETRY: HISTORY, BASIC PRINCIPLES AND RESEA RCH
APPLICATIONS

ABSTRACT
Flow cytometry is a powerful tool that enables cell sorting and counting, as well as
cell protein biomarkers detection detec¢cdo de biomarcadores em proteinas. After a
laser beam hits the sample, the light that scatters and the fluorescence emission from
the cell are measured. Five systems build up the functional dynamics of a cytometer:
fluid, optic, electronic, amplification e computational. The purpose of this work is to
present a general view of flow cytometry historical development, unveil the basic
methodological principals and emphasize the importance of this technique in cell
studies in the molecular biology field.
KEYWORDS: Cell, fluorochromes, granulometry.
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INTRODUCAO

A identificagdo de componentes microscopicos dos seres vivos tem
desafiado os cientistas desde que Robert Hooke introduziu o conceito de célula no
século XVII. O aperfeicoamento dos microscopios permitiu descortinar,
parafraseando Aldous Huxley um “admiravel mundo novo”. Porém, somente com a
introducéo das técnicas de deteccdo microscopica com o uso de anticorpos tornou-
se possivel a identificacdo de componentes celulares como as proteinas. O
desenvolvimento de novas tecnologias como a citometria de fluxo permitiu identificar
e caracterizar as propriedades fisico-quimicas de células individuais dentro de
populacbes homogéneas ou heterogéneas de microparticulas presentes em seres
vivos. Essa tecnologia, por suas relevantes contribuicbes em pesquisas cientificas
tem despertado grande interesse em areas da imunologia molecular e da clinica,
como apoio para o diagnostico e prognoéstico da enfermidade (BERTHO, 2015).

A citometria de fluxo (FC) € uma técnica bem estabelecida pela utilizacdo
de laser 6ptico, tem como funcéo realizar a separacdo, a contagem individual de
células e deteccdo de biomarcadores em proteinas. A técnica por meio de um feixe
de laser incidente faz a medicdo da dispersédo e da fluorescéncia do feixe de laser
refletido, a partir da amostra celular. Empregada em estudos de células em fluxo e
por possuir amplas aplicacbes €é denominada como citometria de fluxo
multiparamétrica (FCM) (TEVA et al., 2009).

A versdo mais moderna da FC é chamada de FACS (separador celular
ativado por fluorescéncia) € resultante do aprimoramento tecnoldgico, que se utiliza
da automacao das andlises e faz a diferenciacdo celular pelo emprego prévio de
anticorpos fluorescentes. Assim, fornece informacdes r4pidas e precisas com a
identificacdo de inUmeras caracteristicas intrinsecas ou extrinsecas contidas nas
células, e reconhecer com precisdo o tamanho, e a granulosidade, por meio da
leitura da intensidade da fluorescéncia refletida em células previamente marcadas
com anticorpos monoclonais fluorescentes (O'DONNELL et al., 2013).

Esta revisdo tem por objetivo apresentar uma visdo geral do
desenvolvimento historico da FC, elucidar os principios basicos da metodologia
empregada e ressaltar, sobretudo, a relevancia da citometria de fluxo com valiosas
aplicacoes nos estudos celulares inseridos na biologia molecular e da medicina.

CITOMETRIA DE FLUXO A PARTIR DO ADVENTO DA MICROSCO PIA OPTICA
A integridade da vida € resguardada pela manutencdo da homeostase
sanguinea, que assegura a subsisténcia para a sobrevivéncia humana. Na
antiguidade, o fluido sanguineo com propriedades até entdo desconhecidas, foi
revelado como o cerne da vida. O advento da citometria de fluxo (FC) pode ser
contextualizado inicialmente pelo desenvolvimento do primeiro microscopio optico no
inicio do século XVII, no ano de 1674, pelo inventor holandés Antony van
Leeuwenhoek, que promoveu uma verdadeira revolucdo na ciéncia meédica. O
microscoépio era um instrumento rudimentar, de pequenas dimensfes, composto por
um suporte da amostra, um tradutor da amostra, um botdo de foco, por Unica lente
de vidro. Contudo, o instrumento possibilitou a ampliacdo de aproximadamente 300
vezes, com 0 qual observou-se pequenas estruturas micromeétricas, denominadas
células, de resolucéo varidvel entre um a dois micrébmetros, com moderada nitidez
(MURMANN, 2007).
Leeuwenhoek, notavel observador motivado pelo interesse em
reconhecer a existéncia de novos seres vivos, com 0 advento da microscopia Optica
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tornou possivel a visualizacéo individual de componentes sanguineos. Desse modo,
no ano de 1674, determinou-se que o0 sangue é constituido por pequenos gldbulos
vermelhos, descreveu-os com exatiddo e determinou o tamanho celular. Em 1677,
durante suas pesquisas, identificou e descreveu a presenca de espermatozoides no
sémen humano. Realizou estudos com plantas, observou tecidos musculares,
reconheceu a existéncia de microrganismos tais como protozoarios e bactérias,
discriminando estas em trés tipos: cocos, bacilos e espirilos. Leeuwenhoek por suas
primorosas contribuicdbes a ciéncia e a humanidade é reconhecido como o
benemeérito criador da microbiologia (ALTMAN, 2012).

Posteriormente, Robert Hooke aperfeicoou o0 microscopio de
Leeuwenhoek com a criagdo do primeiro microscopio composto por duas lentes, que
permitiu melhor ampliacdo da imagem. Embora os estudos alcancados por
Leeuwenhoek e Hooke tenham conduzido as descobertas celulares, a célula
somente foi identificada como unidade essencial da vida no ano de 1839, no texto
que se conhece escrito pelo botanico Matthias Jacob Schleiden e pelo zodlogo e
fisiologista Theodor Schwann (ALTMAN, 2012).

William Henry Perkin descobriu em 1856 a anilina roxa, o primeiro corante
sintético. Em 1870, Paul Ehrlich usou o corante em suas amostras, distinguiu os
tipos de células brancas e relatou que a quantidade celular € variavel conforme o
estado de higidez ou enfermidade. A partir da descoberta celular foi acrescido ao
microscopio, o sistema de luz, oculares, lentes objetivas, que conferiram melhor
qualidade Optica mediante correcdes das distor¢des nas imagens. Malanchowski e
Romanowsky em 1891, com o uso de corantes e fluorocromos, investigou
enfermidades como a maléria a partir da andlise clinica das células. Diagnosticos e
meétodos preventivos foram determinados pela contagem individual da concentracao
celular, uma técnica laboriosa, demorada, de baixo custo, porém passivel de erros.
Esfor¢cos convergiram para a evolugdo de métodos automatizados que permitissem
quantificar e qualificar as células com maior rapidez e precisdo. Diante dessa
necessidade, surgiu a citometria para a mediagdo celular via microscopio, e
posteriormente a FC (MURMANN, 2007;GREEN et al., 2015).

HISTORICO

A citometria de fluxo foi desenvolvida primeiramente em 1934 por Andrew
Moldavan, que desenvolveu um sistema em que células coradas dentro de um tubo
capilar sob a luz do microscépio éptico passavam por um detector fotoelétrico, e
procedia a contagem celular conforme a incidéncia da luz. Em 1947, cenario
marcado pelo periodo pds-Segunda Guerra Mundial, Gucker JR desenvolveu um
projeto para identificacdo individual de particulas para testar filtros de ar contra
esporos usados em armas bioldégicas ou bactérias. Com sucesso, Gucker JR
inventou em 1948 um dispositivo fotoeletrdnico que contava particulas de DOP —
dioctil-ftalato, um polimero com 0,6 um de didmetro para ser adaptado em outras
substancias ou microrganismos como bactérias. O método se baseava na passagem
de particulas suspensas em ar através de um capilar que detectava particula
fotossensitiva por espalhamento de luz (BERTHO, 2015).

Em 1949, Wallace Coulter criou um contador fundamentado no diferencial
da impedancia elétrica celular em solucao salina, que permitia avaliar o tamanho de
células do sangue; o aparelho foi patenteado como contador Coulter. Em 1953,
Crosland e Taylor, baseados no principio de Gucker Jr., desenvolveram uma camara
em que amostras foram colocadas no centro de um fluxo de revestimento, pelo qual
um capilar de maior didmetro era passado na parte central desse sistema, o0 que
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evitava o entupimento do capilar e possibilitava melhor foco das amostras pela fonte
de luz. Essa camara tornou-se a referéncia para as utilizadas atualmente.
Katmentsky criou em 1965, o RCS (Espectrofotdmetro Celular Rapido), que usou a
espectrofotometria para mensurar o tamanho celular e quantificar o DNA, inserindo a
analise multiparamétrica de luz dispersada, bem como utilizando pioneiramente
histogramas biparamétricos. Com o emprego de substancias fluorescentes, alcancou
um menor sinal que os corantes e absor¢cao (BERTHO, 2015).

Em 1965, Fulwyler registrou o0 processo de separacdo (sorting)
eletrostatico, com auxilio tecnolégico de impressora jato de tinta. Van Dilla, utilizando
a camara de Crosland e Taylor entre 1967 e 1969, apresentaram o0 primeiro
citometro de fluxo de formato ortogonal e mostraram a associacéo entre ploidia e a
proporcao de fluorescéncia na quantificacdo de DNA, possibilitando identificar as
fases do ciclo celular por histogramas. No ano de 1972, Bonner et. al., apresentaram
0 FACS (Separador Celular Ativado por Fluorescéncia), que possibilitou que células
fossem sinalizadas com fluorocromos, classificadas eletrostaticamente, e ao serem
atingidas por feixe luminoso de laser, mensuraram a fluorescéncia e o espalhamento
frontal da célula, obtendo melhor resultado entre sinal e ruido. Nas décadas de 1960
e inicio dos anos 1970 houve relevantes desenvolvimentos e aprimoramentos
tecnolégicos na FC, todavia, escassos relatos descreveram novas aplicacoes
bioldgicas (BERTHO, 2015).

O emprego da FC na biomedicina foi progressivo a partir de 1975.
Reinherz, em 1975, reconheceu subpopulac¢des de células em fung¢édo dos antigenos
de superficie mediante o uso de anticorpos monoclonais. Fases do ciclo celular
foram observadas com a técnica da bromodeoxiuridina (BrdU) e anticorpos testados
por Gratzner, 1975. Estudo sobre o cariétipo foi realizado por Gray, em 1975. Loken,
em 1977, usou o feixe de um Unico laser para mensurar dois antigenos celulares,
com compensacao eletronica de sinal entre a tetrametilrodamina (RD) e o
isotiocianato de fluoresceina (FITC). Condicdes fisiologicas foram medidas pela
técnica citofluorimétrica entre os anos de 1979 a 1980, como por exemplo, por
Visser, pH intracelular, e o estado redox por Thorell. Em 1982, foi utilizado a
ficobiliproteinas como fluorocromos. Darzynkiewicz e Traganos usaram a coloracéo
fluorocromatica laranja de acridina em DNA e RNA, 1982, entre outros (BERTHO,
2015).

O desenvolvimento de tecnologia em FC tem acompanhado de perto a
tecnologia laser, a fonte de luz para excitar sondas fluorescentes, como uma
ferramenta de investigacdo e diagnostico, que pode ser empregada em diversas
areas de interesse na ciéncia. Atualmente, a FC é o modelo mais aplicado para
analise celular, como por exemplo, em pesquisas clinicas laboratoriais no controle
de células CD4 em pacientes portadores do virus HIV, na investigacdo de doencas
hematolégicas com caracteristicas de malignidade, bem como desenvolvimento de
farmacos (TEVA et al., 2009; TELFORD, 2015; DU et al. 2015).

TECNICA

A FC é uma técnica baseada no emprego de laser optico amplamente
utiizado para triagem, contagem individual de células e deteccdo de
biomarcadores em proteinas. A técnica por meio de um feixe de laser incidente faz
a medicdo da dispersao e da fluorescéncia do feixe de laser refletido, a partir da
amostra celular. Empregada em estudos de células em fluxo e por possuir amplas
aplicacbes é denominada como citometria de fluxo multiparamétrica (FCM). A
FCM realiza a rapida identificacdo de células no instante que estas passam
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através de um aparelho de deteccao eletrbnica em uma corrente liquida. Apés a
separacdo individual celular é feita a andlise, contagem, e qualificacdo das
microparticulas suspensas em fluxo, em meio liquido. Desse modo, realiza com
rapidez a identificacdo de inUmeras caracteristicas biolégicas contidas nas células
como: os acidos nucleicos, receptores de superficie, epitopos de proteinas, a
sintese de proteinas, de citocinas, e concentracdo de ions, a0 mesmo tempo
dentro de uma célula Unica. A vantagem desta tecnologia € a capacidade para a
medicdo simultanea de varios parametros. Por meio dessas multiplas informacgdes
resultam em uma compreensdao minuciosa sobre a linhagem, estado de ativacao
ou a patologia celular (BENDALL et al., 2012; FANG & RAMASAMY , 2015).

A realizacdo da FC pelo aperfeicoado modelo FACS (Separador de
Célula Ativado por Fluorescéncia) (Figura 1) tem sido por muitos pesquisadores o
instrumento de automacao mais utilizado para a investigacao celular e selecéo das
amostras celulares previamente coradas com anticorpos fluorescentes (TEVA et
al., 2009).

FIGURAL. Citbmetro de Fluxo BD FACSVerse do
Laboratério Multiusuario de Cultivo Celular do
Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncia Animal da
Universidade Federal de Goias.
Fonte: Arquivo Pessoal

O principio de funcionamento do FACS utiliza feixe de laser e um
identificador de luz para a contagem individual das células integras que se
encontram em suspensdo. As provaveis medi¢cdes das propriedades fisicas e/ou
quimicas da célula ocorrem por captacdo que emprega um sistema otico-
eletrdnico que aponta 0 modo como a célula ou particula faz a dispersdo da luz do
laser refletido, irradiando a fluorescéncia. Assim, as propriedades celulares mais
analisadas dentro do sistema de FACS compreendem o complexo mecanismo
interno das microparticulas, o tamanho, granulosidade e a intensidade da
fluorescéncia (Figura 2) (TEVA et al., 2009).

Ainda que a FC seja utilizada rotineiramente pela grande versatilidade
em termos de parametros celulares identificados e sensibilidade, novas
tecnologias vém sendo utilizadas para aperfeicoar esse método. A mais importante
€ a citometria de massa, na qual as células também sdo marcadas com anticorpos
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conjugados. No entanto, diferente da FC onde os anticorpos sédo conjugados a
fluorocromos, na citometria de massa sao conjugados a is6topos de metais raros,
gue sao posteriormente detectados por um espectrdmetro de massa conjugado ao
citbmetro. Como vantagem principal, a capacidade multiparamétrica da citometria
de massa € maior que a de fluxo, com 44 parametros mensuraveis ja relatados e
perspectiva de analise simultdnea de 100 pardmetros em um futuro préximo. A
maior desvantagem, possivelmente, € que as células sdo destruidas durante a
analise, impedindo o isolamento para utilizagdo em outros experimentos
(HERDERSCHEE et al., 2015).

FIGURA 2. Sistema 6tico-eletronico de dispersao de luz do
laser refletido, do citbmetro de fluxo BD
FACSVerse™ do Laboratério Multiusuario de
Cultivo Celular do Programa de PoOs-Graduacgao
em Ciéncia Animal da Universidade Federal de
Goias, que irradia a fluorescéncia.

Fonte: Arquivo Pessoal.

PRINCIPIOS BASICOS

A FC mensura pardmetros em células que fluem através de um sistema
de andlise. O processo se inicia com a selecdo de anticorpos, marcados com
fluorocromos e especificos para o antigeno celular que permite caracterizar a
populacdo das células de interesse. Apdés o processamento da amostra, obtida a
partir de fluidos ou processamento de tecidos sélidos, uma suspensao de células é
introduzida no aparelho, fluindo em direcdo a um laser posicionado no caminho das
células. Como o fluxo das células é laminar e o didmetro do tubo se afunila, as
células sdo forcadas a passar em fila Unica pela luz emitida pelo laser. O
fluorocromo ligado ao anticorpo absorve a energia do laser e rapidamente emite
essa energia em forma de luz, em comprimentos de ondas especificos de acordo
com o fluorocromo empregado. A luz emitida é captada por um sistema 6ptico que é
sensivel a diferentes comprimentos de onda, permitindo que um ou mais marcadores
sejam lidos ao mesmo tempo, transferindo essas informagdes para um computador
acoplado ao sistema. Programas especializados podem, entdo, representar
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graficamente, em formatos uni, bi ou tridimensional, a distribuicdo de populacdes
celulares marcadas (FANG & RAMASAMY, 2015).

A dinamica funcional dos citdmetros de fluxo é composta essencialmente
por cinco sistemas. A primeira € o sistema fluido, espécie de camara pelo qual as
células séo introduzidas e alinhadas uma a uma por diferenca de pressao, onde
serdo impactadas pela luz do laser. O Sistema Optico é parte que abriga a fonte
emissora de luz do laser, lampadas de xénon ou mercurio, potentes lasers de
argonio, ou lasers com baixo poder, além dos lasers de diodo que séo, azul, verde,
vermelho e violeta. (Figura 3). Detectores sao ativados localmente por onde o fluxo
incide através do feixe luminoso do laser. A luz é dispersa na linha do feixe retilineo
denominado espalhamento frontal (Forward Scatter - FSC) equivalente ao volume
celular, e também por feixes perpendiculares ou espalhamento lateral (Side Scatter —
SSC) sujeito a complexidade interna da particula como exemplo o formato nuclear, a
guantidade e tipo dos granulos citoplasmaticos e deformidade da membrana, além
destes, de um ou mais detectores fluorescentes (TEVA et al., 2009).

Um sistema eletrénico capta os sinais Opticos e 0s converte em sinais
eletrénicos, intermediado do sistema analégico para o sistema digital, com a
reproducdo do FSC, SSC e sinais fluorescentes. Assim que uma célula ou particula
passa atraves da luz do laser, a luz espalhada lateralmente e os sinais fluorescentes
sdo direcionados aos tubos fotomultiplicadores (photomultiplier tubes - PMTSs),
enquanto um fotodiodo de silicone recolhe os sinais espalhados frontalmente. O
sistema de amplificacdo é responsavel por codificar e processar os dados recebidos
no formato de escala logaritmica ou linear. O sistema computacional via software
executa as andlises, processa 0s sinais e emite os resultados obtidos (TEVA et al.,
2009).

Estdo disponiveis para a comercializagdo dois tipos de citbmetros de
fluxo, o citdmetro de bancada (banch-up flow cytometers) e o separador de células
(cell sorters). O citbmetro de bancada é normalmente equipado com laser de argbnio
de baixa intensidade é, portanto, 0 mais usado ou laser He-Ne, é refrigerado a ar,
possui até quatro cores. O cell sorter € uma versdo mais completa e complexa,
composto por varios componentes eletrénicos, é dotado de laser de alta poténcia,
por isso necessita de refrigeracdo a agua e possuem até 11 cores, dentro de uma
suspensao heterogénea (sorting) faz a separacao fisica das células. Mediante o grau
de complexidade do equipamento requer 0 manuseio especializado, sdo de alto
custo, e geralmente destinados a grandes centros de pesquisas por ter amplas
possibilidades de aplicacbes (BERTHO, 2015).

Em geral, os citbmetros de fluxo sdo compostos por dois ou mais tipos de
lasers, que ampliam a capacidade de medicdes multiparamétricas. A Iluz
monocromatica, estavel e de alta poténcia, € a mais utilizada em citdbmetros de fluxo,
os lasers podem emitir feixes de luz fixa ou podem ser sintonizaveis, por ser de alta
poténcia sdo refrigerados a agua, enquanto que os de baixo poder sao refrigerados
a ar. O laser empregado com maior frequéncia na FC € o laser ions de argbnio com
emissdo de 488nm, que permite maior excitacdo em fluorocromos, como a Anexina
V, brometo de propideo, FITC, PE, PI, PerCP, &-AAD, laranja de acridina, entre
outros (BERTHO, 2015).
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FIGURA 3. Sistema Optico do Citdbmetro de Fluxo BD
FACSVerse™ do Laboratério Multiusuario de
Cultivo Celular do Programa de Poés-Graduacgéo
em Ciéncia Animal da Universidade Federal de
Goids, parte que abriga a fonte emissora do
laser.
Fonte: Arquivo Pessoal

PREPARACAO DA AMOSTRA E FLUOROCROMOS

Para utilizar a FC como ferramenta de estudo, as amostras devem estar
em uma suspensdo. A amostra pode ser de sangue periférico, de cultivo celular,
de medula éssea, de tecido, ou de liquor; em todos os casos, as células devem
ser dissociadas e de forma a evitar a formacdo de grumos na suspensao.
Amostras de tecidos solidos como figado ou fragmentos de tumores também
podem ser estudados, desde que as células sejam separadas por meétodos
mecanicos ou enzimaticos. Os métodos mecanicos envolvem picagem e
moagem, seguidas de varias passagens por agulhas finas ou sonicagdo. Os
métodos enzimaticos podem permitir, além da separagdo das células, a
permeabilizacdo da membrana celular, condicdo essencial para a passagem dos
fluorocromos no estudo de componentes intracelulares (RAHMAN, 2015).

A base para os protocolos citofluorimétricos € a identificacdo de
moléculas na superficie ou no interior das células (imunofenotipagem) acontece
por meio da utilizacdo de anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos ou
substéancias fluorescentes, ambos capazes de emitir cor (FERRAZ, 2015).

Os fluorocromos sao, essencialmente, corantes que absorvem energia
luminosa a um determinado comprimento de onda e emitem de volta essa mesma
energia em comprimento de onda ainda maior. Esses processos sdo denominados
excitacdo e emissao, respectivamente. O processo de emissdo ocorre de forma
extremamente rapida, em nanosegundos, sendo conhecido como fluorescéncia
(RAHMAN, 2015).

A maioria dos fluorocromos ¢é excitada por um laser argbnio
(comprimento de onda de 488 nm). Alguns fluorocromos séo excitados por outro
comprimento de onda, e para isto, € necessario que 0s citbmetros sejam
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equipados com mais de um laser. Alguns lasers comuns neste tipo de
equipamento sdo o ultravioleta (355nm), violeta-azul (405nm) e hélio-nednio
(633nm) (FERRAZ, 2015).

A luz é uma forma de energia eletromagnética que se propaga em
ondas. Tais ondas possuem frequéncia e comprimento, sendo que este determina
a cor da luz. A luz que pode ser visualizada pelo olho humano situa-se em um
estreito espectro (380-700 nm) entre o ultravioleta (UV) e a radiacdo infravermelha
(IV). Das cores visiveis (vermelho, laranja, amarelo, verde, azul e vermelho) a luz
vermelha possui maior comprimento de onda (energia mais baixa), enquanto o
violeta possui 0 menor comprimento (e maior nivel de energia) (RAHMAN, 2015).

Os fluorocromos oferecem um método sensivel para obter informacéo
acerca da estrutura, funcéo e vitalidade das células. Existem dois modos de uso:
(1) ligacdo covalente do fluorocromo a moléculas que se unem especificamente a
componentes celulares, e (2) fluorocromos que variam suas caracteristicas em
funcdo do microambiente que os cerca. Os primeiros reagem com proteinas,
lipideos ou outras moléculas biologicas, permitindo sua marcacdo de forma
seletiva; em geral, sdo utilizados cromdéforos dos grupos isotiocianato, clorotrirzinil,
e ésteres de succinimida por sua capacidade de ligacdo, sendo a fluoresceina na
forma de isotiocianato (FITC) o cromoforo mais utilizado. Ja no caso do segundo
grupo, os mais importantes sdo os marcadores de DNA e RNA, como o DAPI (se
liga na sequéncia de bases A-T-), e o iodeto de propideo (PI) que se excita com
um laser de 488 nm (BERTHO, 2015).

Os citdmetros de fluxo modernos possuem a capacidade de analisar 20
ou mais sondas fluorescentes simultaneamente, o que requer capacidade de
captar emissbes em comprimentos de onda mdltiplos. Uma estratégia para
aumentar o numero de comprimentos de onda detectaveis é o desenvolvimento de
sondas fluorescentes que podem ser excitaveis por lasers proximos aos limites do
espectro visivel, mais proximo das extremidades do ultravioleta ou do vermelho. A
regido proxima ao vermelho (vermelho de alto comprimento de onda) representa
uma das ultimas fronteiras analisaveis por citometria de fluxo (TELFORD, 2015).

Os fluorocromos séao geralmente acoplados a anticorpos com afinidade
por determinada estrutura quimica das células e biologicamente significativas, as
quais podem caracterizar um tipo celular, um evento bioguimico ou um tipo de
resposta imunologica. O processo se inicia com a selecao de anticorpos marcados
com os fluorocromos, frequentemente especificos para os marcadores de
superficie celulares utilizados para caracterizar as populacdes celulares de
interesse. Esses marcadores sao geralmente glicoproteinas denominadas
conglomerados de diferenciacdo (cluster of differentiation - CD) e permitem
diferenciar subpopulacfes celulares; por exemplo, linfécitos T citotoxicos sao
positivos para CD3 e CD8 (JAHAN-TIGH et al., 2012).

INTERPRETACAO DOS DADOS

Além dos dados obtidos por fluorescéncia, as informacdes de
espalhamento frontal (FSC) e espalhamento lateral (SSC) podem ser obtidas com
base no angulo dos feixes de luz emitidos pela célula analisada. A FSC se espalha
em um angulo pequeno e é detectada por um sensor no lado oposto a fonte do laser
azul de 488- nm (Figura 2). O FSC origina informacgdes relacionadas ao tamanho da
célula. Ja o SSC é obtido a partir da luz que se espalha lateralmente, a um angulo
de 90° da célula, fornecendo informagcfBes sobre a quantidade e densidade dos
granulos da célula, o que poderia ser util, por exemplo, para distinguir linfocitos de
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granuldcitos. Os dados quantitativos do espalhamento das células séo plotados na
forma de gréaficos de tal sorte que o eixo X corresponda a intensidade de FSC e o
eixo Y a de SSC (Figura 4). Os eixos dos graficos sdo nomeados de acordo com o
fluorocromo e, se for o caso, o antigeno a ele ligado, como por exemplo, FITC-CD3
para células positivas para CD3 marcadas com FITC. As células positivas para
ambos os marcadores localizam-se no quadrante superior direito, enquanto as
negativas para ambos no quadrante inferior esquerdo (Figura 4) (RAHMAN, 2015).

Avancados recursos tecnoldgicos aliados a possibilidade de medicéo
simultanea de um grande numero de parametros, a FC tem sido atualmente o
método de escolha para analises celulares, avaliagbes de frequéncias individuais ou
para verificar a expressdo de uma molécula especifica dentro de populacdes
homogéneas ou heterogéneas. Diante de uma diversidade de informagbes
fornecidas pelas hipéteses testadas, os dados poderdo ser interpretados pelo
processo manual de gating. O “gating” € principio basico para analise da FC no qual
realiza o refinamento e identificacdo sequencial das populacdes de células em
pesquisa, com a utilizagdo de marcadores moleculares que ao serem atingidos por
um espectro sdo ativados pela fluorescéncia. De acordo com a expressao desses
marcadores as ceélulas de interesse s&o identificadas (gated), contudo essa
identificacdo manual pode ser trabalhosa, porém, recentemente foram desenvolvidos
softwares que fazem o processo de selecdo das células de interesse de forma
automatica (BACHER et al., 2013; VERSCHOOR et al., 2015).

APLICACOES DA CITOMETRIA DE FLUXO EM PESQUISA

A FC é uma técnica bastante versétil, relevante em investigacbes da
biologia e da medicina, que pode ser aplicada em diversas situacoes em que seja
necessaria a caracterizacdo de populagdes celulares. Como exemplos, podem ser
citadas pesquisas em hematologia, oncologia, transplantes de 06rgaos,
desenvolvimentos de vacinas, alteracbes plaquetarias, analise de respostas
organicas a infecgbes por bactérias ou fungos, e em desenvolvimentos de farmacos
a partir de extrato de plantas. E importante ressaltar que, em pesquisas que visem
descobrir ou interferir em vias de transducdo de sinal de resposta imune e/ou
inflamatoria, a Unica ferramenta que fornece a necessaria sensibilidade e
especificidade para monitorar subpopulagées celulares é a FC (DU et al. 2015).

A técnica de FCM é largamente aplicada para realizacdo de testes de
funcdo plaquetaria que sugerem o diagnéstico de sindrome de Bernard-Soulier ou
trombastenia de Glanzmann. Desta forma, a FCM quantifica a densidade
correspondente do receptor de glicoproteina de membrana (GPIlb-IX-V, allbb3),
como para investigar e confirmar esses diagnosticos. A FCM pode ser usada, por
exemplo, na identificacdo de alteracdes quantitativas de receptores para o colageno
(GPVI, A2B1) ou trombina (PAR-1) e para medir as respostas induzidas por
agonistas de plaquetas, incluindo a exposicéo de fosfolipidos aniénicos (HARRISON
et al., 2013; ISRAEL, 2015).

Em recente estudo hematolégico, utilizou-se a citometria de fluxo a partir
de amostra do sangue periférico para pesquisas de células progenitoras
hematopoiéticas e pré-angiogénicas (PACS), visto que estas sdo constituintes de
uma populacdo de células especificas da medula Ossea. Os estudos foram
conduzidos pela evidéncia emergente de que esta subpopulacdo de células
progenitoras hematopoiéticas desempenha um papel critico na saude e doenca
vascular. A FC foi utilizada para a caracterizacéo individual dessas células com base
em marcadores de superficie como o CD34 e CD 133 para expressao de células
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progenitoras e 0 VEGFR2 como marcador angiogénico. Considerando a importancia
da deteccdo e isolamento de PACs em diferentes areas de pesquisa da doenca,
contudo, ndo ha outra opcdo para caracterizar estas ceélulas. Dessa forma, a
citometria de fluxo tem sido uma ferramenta essencial na identificacdo e
acompanhamento destas células na medula 6ssea e no sangue periférico. Com um
protocolo apropriado, estas células podem ser identificadas e ainda avaliadas para a
expressdo de marcadores da doenca especifica. A FC desempenhou importante
func@o para compreensédo dos estudos biolégicos dessas células e bem como seu
papel na fisiopatologia das desordens sanguineas humanas (ROSE et al., 2015).

A FC é reconhecida como uma técnica bem estabelecida em pesquisas
sobre transplantes, no reconhecimento de reacao cruzada em pré-transplante e no
monitoramento de reconstituicdo imunologica apos o transplante de células-tronco
hematopoiéticas. A FCM detalha os elementos do sistema imunitario, a sua funcéo e
interacdo e reagentes recém-desenvolvidos com base em analises multiparamétrica
necessarias principalmente no cenario pos-transplante. Foi discutido o impacto da
FC no controle de reac¢des imunes, no acompanhamento de infec¢gbes oportunistas e
rejeicdo do enxerto, assim como, na afericdo da imunossupressao no contexto dos
transplantes de orgdos solidos. Entretanto a citometria de fluxo é uma técnica de
suma importancia que oferece informacdes valiosas sobre o estado imunolégico de
um destinatario a transplante, atua no acompanhamento da funcdo imune apés o
transplante de 6rgao solido, na avaliacdo da saude do enxerto e do receptor. Ainda
gue a citometria de fluxo seja uma técnica bem estabelecida em transplantes, mas
que deve ser validada para ser clinicamente aplicavel como um padrdo nos
parametros de controle de qualidade dos enxertos (MANGUIRE et al., 2014).

A identificacdo de sitios (antigenos) para o desenvolvimento de vacinas
tem sido realizada com o emprego da FC. A aplicacdo da técnica na quantificacdo
de virus para o desenvolvimento de vacinas para gripe é um grande desafio, devido
ao tamanho da particula viral ser de dificil deteccdo, proporcionalmente pela néo
identificacdo do genoma viral, o que n&o favorece a utilizacdo de corantes nucleicos
fluorescentes. O desenvolvimento de novos citbmetros de fluxo equipados com
detectores de FSC mais sensiveis tem possibilitado a identificagdo mais eficiente de
particulas menores como, por exemplo, do virus da gripe e em casos de HIV
(MANCEUR et al., 2015).

Em meio as alternativas desenvolvidas para aperfeicoar a definicdo de
padrées de susceptibilidade de drogas e/ou de automacao, a FACS emergiu como
um recurso primordial para investigar a vulnerabilidade antimicrobiana de diferentes
microrganismos, incluindo fungos. E uma importante tecnologia destinada a ampliar
e melhorar a capacidade de laboratérios de microbiologia clinica para gerar
resultados rapidos e confiaveis. Por meio da FC, é possivel compreender os
mecanismos celulares e moleculares que controlam a diferenciacdo celular em
bactérias, as respostas fisiologicas distintas em bactérias, e também verificar
respostas aos antibioticos e outros produtos quimicos citotoxicos. Pelo processo
automatizado da FC é possivel avaliar as alteragdes funcionais e metabodlicas dos
microrganismos bacterianos, bem como identificar genes expressos especificamente
em determinadas condicbes nas estruturas celulares. Estas analises podem ser
obtidas a partir de amostras de cultivo celular de bactérias, com obtencéo rapida e
precisa dos resultados da avaliagao individual celular. A FC, aliada a uma nova
geracao de sondas repérter celulares, tornou esta técnica adequada e indispensavel
para a identificacdo e quantificacdo de células presentes em subpopulacdes para
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andlises de respostas fisioldgicas em bactérias (AMBRIZ-AVINA et al., 2014;
POSTERARO & SANGUINETTI, 2014).

Abordagens recentes sinalizam que os métodos de FC séo utilizados para
avaliar a estabilidade da amostra utilizada durante o desenvolvimento de farmacos,
ressaltando sua importancia em todas as fases do desenvolvimento desse processo.
Os métodos requerem avaliacdo da estabilidade adequada da amostra, para garantir
a confiabilidade dos resultados obtidos. Alguns fatores exercem influéncia na
estabilidade das amostras para ensaios de FC, como por exemplo, as condi¢des
pos-coleta e de processamento da amostra, temperatura, e transporte, o formato de
ensaio, a escolha do anticoagulante ou estabilizacdo célula reagente. Todavia, é
necessaria a utilizacdo de uma instalacao central para processamento, avaliacdo da
estabilidade da amostra. Como exemplos, podem ser citadas andlises de drogas
alvo e farmacodinamica em estudos pré-clinicos e clinicos, bem como a
determinacdo de elegibilidade do paciente, estratificacdo para ensaios clinicos e
avaliacdo final dos estudos de interesse. Sendo assim, a FC torna-se um
instrumento muito Util em todas as fases do desenvolvimento de farmacos (BROWN
et al., 2015).

A andlise citométrica de fluxo do ciclo celular de células tumorais também
foi aplicada para examinar a agressividade dos meningiomas, pois este método
possui maior sensibilidade nas informacdes geradas, e melhor precisdo sobre a taxa
de proliferacdo de células de tumor do que os dados fornecidos pela histologia
tradicional. Os meningiomas s&o o tipo mais comum de tumor do sistema nervoso
central, e responsaveis por até 30% de todos os tumores intracranianos primarios. O
desenvolvimento tumoral tem origem nas meninges da medula espinhal e do
cérebro. Contudo, esses tumores sao histologicamente classificados como benignos
e na maioria dos casos pode ser procedido a ressec¢ao cirargica total do tumor,
porém as reincidéncias de tumores variam entre 5 e 20%. Consequentemente, a
citometria de fluxo mediante a identificacdo de marcadores biologicos,
preferencialmente para a avaliacdo da atividade proliferativa do tumor € de grande
relevancia e tem implicacbes significativas nos prognostico e tratamento de
meningiomas cerebrais (LIN et al., 2015).

Devido a importancia dos estudos dos mecanismos moleculares que
regulam as células tumorais, novas técnicas envolvendo a FC tém sido
desenvolvidas. Recentemente, foi desenvolvida uma técnica para produzir sondas
fluorescentes de RNA para identificar moléculas de RNAm expressas em células
vivas. Suspensdes de celulas de diferentes tipos de tumores foram submetidas a FC
apoOs adicionadas sondas fluorescentes especificas para moléculas de RNAm de
células tronco desses tumores. Foi possivel identificar e isolar células tronco
tumorais, que posteriormente se mostraram vidveis. Essa técnica € o aumento do
leque de opcbes em pesquisa de tumores ao permitir a marcacdo de RNA das
células tronco malignas, facilitando sua identificacdo e pesquisa para descoberta de
marcadores e novas opcoes terapéuticas (McCLELLAN et al., 2015).

CONCLUSOES
Desde os primordios da espécie, 0 Homo sapiens tem se caracterizado
pela curiosidade em relacdo ao ambiente que o cerca e a si mesmo. A primeira
civiizagdo humana que floresceu na Terra, a egipcia, ja se preocupava
intensamente em descobrir como era composto e como funcionava o organismo do
homem e dos animais, como sugerem os hieréglifos registrados nos papiros e nas
ruinas das magnificas construcdes. Ao longo da histéria, lentos progressos nesse
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campo do conhecimento foram feitos até o advento do microscopio por
Leeuwenhoek que resultou na descricdo da célula por Hooke. A partir de entéo, as
descobertas sobre as células e seus mecanismos biologicos se acumularam
acentuadamente, adquirindo um ritmo vertiginoso a partir da segunda metade do
século XX.

Nesse contexto, a citometria de fluxo foi desenvolvida como um
instrumento poderoso para a descoberta dos fendmenos celulares. Essa tecnologia,
ao fornecer a quantificacdo precisa de parametros celulares fisicos (tamanho e
granulometria) e quimicos (quantidade de proteina expressa, por exemplo), permite
que células de interesse sejam descobertas ou testadas diante de diversas situacdes
de pesquisa. Pode ser destacada, a titulo de ilustracdo de sua importancia, a
deteccdo de subpopulacbes de linfécitos em pacientes vitimas da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS), parametro essencial para acessar a condi¢cdo
clinica e definir tratamentos mais especificos para cada doente.

Um dos dilemas mais cruciais da pesquisa na area biolégica € determinar
0S mecanismos envolvidos nas respostas celulares a estimulos externos, benéficos
ou ndo. Se em sua fase primordial os cientistas se esmeravam em observar o0s
fenbmenos, o grande desafio que se tem atualmente é explicar e interferir nesses
fendmenos, principalmente com finalidade terapéutica. Assim, as técnicas de cultivo
celular e citometria de fluxo sdo poderosas aliadas ao possibilitar ao pesquisador
reproduzir o fenbmeno observado em condi¢cBes controladas e identificar vias de
transducéo de sinal intracelulares envolvidas.

A medicina veterinaria pode se beneficiar de forma acentuada da
utilizacdo de citbmetros de fluxo na pesquisa e mesmo na prética clinica. Difundir a
importancia e desmistificar a utilizacdo dos citbmetros contribuird sobremaneira com
o refinamento, acuracia e repetibilidade das técnicas e da qualificacdo de resultados
experimentais e de algumas condutas clinicas por parte do profissional veterinario.
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