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PREFACIO

O estudo das doencas infecto-parasitarias € a€lalia partir da utilizacdo de uma
diversidade de técnicas que viabilizam o entendimeafa biologia dos parasitas, suas
interacbes com o hospedeiro e a resposta do haspededecorrer das infec¢gées. Embora os
cursos de graduacdo abordem amplamente os aspa@tic®s envolvidos no estudo de tais
doencas, 0s aspectos praticos relacionados a fenodtencdo deste conhecimento ndo séo
devidamente explorados. Essa apostila tem comdiwbjapresentar a aplicabilidade da
técnica de citometria de fluxo no estudo das daemfacto-parasitarias, buscando despertar
no aluno de graduacdo novas idéias que possanbeetadas em estudos posteriores para
ampliar essa area do conhecimento.

Inicialmente fazemos uma pequena revisao sobreezsinismos de resposta imune
as doencas infecto-parasitarias, abordando os isiecaspectos da imunidade inata e
adaptativa e a aplicabilidade da citometria no &nbessas respostas. Posteriormente, um
breve histérico, sobre a citometria de fluxo e peqgipios basicos da técnica, € apresentado.
Descrevemos também as principais aplicacées déssiad nos estudos relacionados a morte
celular por apoptose e nos estudos na area dezpobbgia e virologia, apresentando em
seguida conceitos e principios basicos e a aplidate da técnica d8orting assim como
alguns protocolos para citometria de fluxo. Firealido a apostila, propomos um ensaio
pratico em imunofenotipagem e apoptose, enfatizaspectos relacionados a aquisicdo de

amostras e a analise e interpretacdo dos dada®sioibs ensaios.

Os autores
Rio de Janeiro 2010
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CAPITULO 1. MECANISMOS DE RESPOSTA IMUNE AS DOENCAS
INFECTOPARASITARIAS: IMUNIDADE INATA E ADAPTATIVA

Amanda Torrentes de Carvalho & Grazielle Alves Rib&o

1.1. Caracterizagéo das diferentes subpopulacdes l@eicécitos

As células sanguineas, os leucocitos ou globukmscos, assim como os precursores
das hemacias, os eritrécitos que transportam oixigénos megacariécitos, que originam as
plaguetas envolvidas no processo de coagulacéwanedo mesmo precursor presente na
medula O0ssea — as células tronco-hematopoiéticagoq@ientes. Durante a hematopoiese,
essas ceélulas pluripotentes respondem a estimidgsrpentes do meio que promovem a sua
diferenciagdo em dois tipos celulares mais espeagds: um progenitor da linhagem
linféide, que dara origem aos linfécitos T e B,p@ssaveis pela imunidade adaptativa; e um
progenitor mieldide, que gera outros diferente®stigle leucdcitos como os monadcitos,
neutroéfilos, basdfilos e eosinofilos; os eritrésite 0s megacariocitos. A maturacdo e a
ativacdo de alguns tipos celulares podem tambérfinsdizadas em outros tecidos e 6rgaos,
como por exemplo, o desenvolvimento dos linfécitascorre no timo.

Ao longo da maturacao e da diferenciacdo, as ccpgdadem algumas moléculas de
superficie e adquirem outras. Algumas moléculagpombém estar presentes em maior ou
menor quantidade, dependendo da etapa de difec@octa célula. A caracterizacdo destas
moléculas, padrbes diferenciais de expressdo aitggéou até mesmo alteracdes a nivel
morfolégico, possibilitam a reconstrucdo de uma wa maturagdo das células
hematopoiéticas. O cluster (agrupamento) de diéesiedo (cluster de designacao), abreviado
como CD, € um protocolo utilizado para a identgéa e investigacdo de moléculas de
superficie celular presente nos leucdcitos. O CHdepeer utilizado para identificar as
subpopulacdes celulares e suas possiveis difec@esia Essas moléculas podem agir de
varias maneiras, muitas vezes atuando como reespborligantes (moléculas que ativam um
receptor), importantes para a célula (Figura JA18m disso, possuem um importante papel

em desencadear a diferenciacao, proliferacao, cdiivanigracéo e morte celular.
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Figura 1.1. Perfil de expressédo dos antigenos CDdsirante a hematopoise.
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As células e moléculas responsaveis pela imuniftadeam o Sistema Imunoldgico,
e sua resposta coletiva e coordenada a introdugdsuldstancias estranhas é chamada de
resposta imunoldgica.

A funcéo fisiolégica do sistema imune é a defesatrao microorganismos
infecciosos ou substancias estranhas. A imunidadéetpra contra microorganismos €
mediada pelas reac¢des iniciais da Imunidade Inptlas respostas posteriores da Imunidade

adquirida.

1.2. Imunidade Inata

As doencas infecciosas ocorrem quando um micro@g@né capaz de evadir a
defesa inata do hospedeiro com sucesso para estabein sitio de infeccéo e replicacdo que
permita sua transmissdo. A imunidade inata é mugass comparada a linha de frente de
defesa do hospedeiro. Ela € composta por barrambgais, como superficies epiteliais,
células imunes e moléculas solluveis que existerapeadentemente do estabelecimento de
uma infeccdo. Quando um microorganismo atravedsaraira epitelial, entra nos tecidos e
comeca a se replicar, ou cai na circulagdo, na raanios casos ele é imediatamente
reconhecido por células residentes nos tecidoo@angue (Figura 1.2).

Proteinas do sistema complemento extravasam pargecidos infectados, séo
ativadas e ligam-se a superficie dos patdogenosdevas a lise. Essas proteinas também
“marcam” 0s patdgenos para serem reconhecidos guaptores para complemento em
fagocitos profissionais (opsonizacdo). Ao reconheggcroorganismos opsonizados 0s
fagocitos promovem a sua destruicdo. Algumas prasedlo complemento também conectam
a imunidade inata a adaptativa.

Os macroéfagos, assim como os neutréfilos, sdo alalja funcdo primaria é
identificar, ingerir e destruir microorganismos. @sacrofagos estdo estrategicamente
posicionados nos locais de entrada dos microongasisio hospedeiro. O estimulo para a sua
ativacdo vem do reconhecimento de antigenos atdevésceptores (receptores do fifmil) e
de moléculas secretadas por outras células dadedmiinata, como as células Natural Killer
(NK). Além de fagocitar e destruir o parasito entimo, os macrofagos também apresentam
peptideos desse patdégeno para os linfocitos T Ciddavés de moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) de classeekpressas em sua superficie. Assim
como nas células dendriticas, essa apresentag@paditante para a inducado de respostas

efetoras mais especificas do macréfago, como pémdwle substéncias microbicidas e
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mediadores inflamatorios que estimulam a ativagmeéis fagocitos, a ativagdo de funcdes
citotéxicas nas células NK, a indugcdo da migracélular para o local da infeccdo e a
ativacdo e estimulacdo de outros tipos de leucitomo os linfécitos, que tem um

importante papel na imunidade adaptativa.

Fagécitos (Células Dendriticas, Macréfagos, Monécitos do sangue e Neutréfilos), células NK e complementeo

% {@ ) Reconhecimento
i .-
Fagocitose & destruigio

Microorganismo © .
——- @ do patdgeno

{r o Estimulagéo, ativagéo e
v@ @ :‘:‘.‘ Citocinas migragédo celular

complemento l e @

Atividade citotoxica
De células NK

Inflamacgéo

Citocinas
€& — o
ee e
! . | — ] -
Atlividade fagocitica,
apresentacao via MHC -l
Apoptose da
o célula infectada
(\1 3 Célula infectada perforina/granzima

-/ Horas

Figura 1.2. Resposta imune inata. Componentes e sigfetoras da resposta imune natural na defesa de@dpedeiro
contra microorganismos infecciosos.

As células dendriticas e os macrofagos, respors@ets apresentacdo dos antigenos
dos microorganismos para os linfocitos T CDgEio denominadas Células Apresentadoras de
Antigenos (APCs). Essas APCs, com o parasito feagtmi migram para os orgaos linfoides
secundarios e apresentam os antigenos do parasitbnéocitos T CDZ4, no contexto do
MHC classe Il. Clones de linfocitos especificos amigeno apresentado se expandem e
preparam o sistema imune adaptativo para respateléorma mais apropriada, de acordo
com a caracteristica de infeccdo: parasitismo datudar (respostas do tipo Thl) ou
extracelular (respostas do tipo Th2).

Assim como nos macréfagos, o reconhecimento daypatdpelas células dendriticas
ativa vias de producdo de citocinas que inibem m@icegdo do parasito e atuam na

inflamacéao.
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As célulasNK, que reconhecem células infectadas que perderam a efprate
moléculas do MHC de classe |, produzem citocinas fumbém ativam fagdécitos. Suas
funcdes efetoras promovem a destruicdo de célafastadas através de substancias que

induzem a morte celular.

1.3. Imunidade Adaptativa, Adquirida ou Especifica

Quando os microorganismos desenvolvem maneiras udiar bos mecanismos
protetores da imunidade inata, tornam-se necessd@ganismos de defesa mais especificos
para conter a infeccdo. Além da imunidade inataatural, que atua de forma inespecifica
sobre diferentes microorganismos, 0 sistema im@gno possui também a imunidade
adaptativa, adquirida ou especifica, que se baseiareconhecimento especifico de
substancias estranhas associadas ou ndo a sugsecBuilares.

Ao contrario da imunidade natural, cuja respostdesenvolve de maneira imediata,
a imunidade adquirida € responsavel por mecanigspscificos que demoram alguns dias
para se estabelecer. A resposta imune adquiridar@éla por linfocitos e anticorpos, que séo
altamente especificos. As substancias estranhasnqueem e sdo o alvo das respostas
especificas sdo chamadas antigenos.

O termo imunidade adaptativa deve-se ao fato deogumecanismos de defesa,
desenvolvidos em resposta a um agente infecciasnertam em magnitude e capacidade
defensiva em cada exposicao sucessiva, adaptaralessa infeccdo. A imunidade adaptativa
apresenta também grande especificidade, podendtingdis entre os diferentes
microrganismos e moléculas, sendo também chamaidautédade especifica.

A imunidade especifica pode ser desencadeada silavienunidade ativa ou através
da imunidade passiva. Quando a resposta a um dedéelonmicroorganismo ocorre como
reacdo a um antigeno, sendo produzida pelo préptividuo, ela € chamada de imunidade
ativa. Quando a imunidade a um antigeno é confgrida transferéncia de anticorpos ou
células de um individuo imunizado para um receqter se tornara resistente a determinado
antigeno mesmo sem ter sido exposto a ele, elardatta de imunidade passiva.

Os linfécitos sé@o as principais células da respastane adquirida, sendo o0s
responsaveis por sua especificidade, uma vez quahiecem até sutis diferencas entre os
variados tipos antigenos. Quando os receptoresipirficie para antigenos sdo expressos,

durante a maturacédo, eles se tornam responsivesnauBacao antigénica e se desenvolvem
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em diferentes classes funcionais. Existem doisstige respostas imunes adquiridas, a

imunidade celular e a imunidade humoral, que pesst@nponentes imunoldgicos distintos.

1.3.1. Caracteristicas da Imunidade Adaptativa

A imunidade adquirida apresenta caracteristicagldionentais que a difere da
imunidade natural. A resposta imune adquirida &mas alta especificidade a um
determinado antigeno ou até mesmo a determinada$gsodeste antigeno. As porcdes
reconhecidas especificamente pelos linfécitos $@madas de determinantes ou epitopos.
Essa especificidade deve-se aos receptores presemtmembrana dos linfocitos, que sao
capazes de reconhecer diferencas minimas na eatdds antigenos. O sistema imunoldgico
€ capaz de reconhecer milhares de antigenos disrdevido a enorme diversidade do seu
repertorio linfocitario. A resposta imune adquirid@presenta também a capacidade de
memoria. Quando o sistema é submetido a um detadmipatégeno, as células utilizadas em
sua eliminacdo permanecem viaveis por longos pesjododendo reagir novamente, de
forma mais rapida e eficiente, no caso de uma skginieccdo com o mesmo patégeno. A
imunidade adquirida é autolimitante. Uma vez eladim 0 antigeno que disparou 0 processo
imune, as respostas imunoldgicas tendem a cesséormda que 0 organismo retorne ao seu
estado basal, num processo chamado de homeosgtagiea(1.3). O sistema imunolégico é
também caracterizado por sua tolerancia a antiggndgrios. Embora seja capaz de
reconhecer e eliminar antigenos estranhos, o sasiemnoldgico apresenta mecanismos de
controle que inibem respostas contra antigenosrdiprip hospedeiro, prevenindo assim a

ocorréncia de doengas auto-imunes.

Equsi{;éa Exposi¢ido
ao antigeno A ao antigenoAe B

Figura 1.3. A resposta
imune adquirida apre-

senta alta especificidade
(antigenos A e B
induzem a producéo de
diferentes  anticorpos),
memoéria (a resposta
secundaria ao antigeno
A é mais rapida e maior
gue a resposta primaria)
e altolimitacdo (os niveis
de anticorpos declinam
ao longo do tempo).
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1.3.2. Imunidade Celular

A imunidade celular atua no combate a microorgaossnmtracelulares, que no
interior das células do hospedeiro ficam inacegssiee acdo dos anticorpos circulantes
provenientes da resposta humoral. A imunidade aeklmediada pelos linfocitos T, que
possuem receptores para antigenos em suas memiuotzarasidos de TCR (receptor da célula
T). O reconhecimento de antigenos pelos linfécltatepende da presenca desses antigenos
na membrana de células em associacdo a proteinasngigexo de histocompatibilidade
principal (MHC) e de moléculas co-estimulatériagsBa forma, os linfocitos T respondem
somente a antigenos associados a superficie ¢ehflar podendo responder a antigenos
soluveis. Os linfécitos T se subdividem em duaskises: os linfocitos T auxiliares ou T
helper(Th) e os linfécitos T citotoxicos (CTL). Os lirdidos T auxiliares apresentam em suas
superficies o marcador CD4 enquanto os linfocitegdtdxicos apresentam o marcador CD8.
A forma de resposta dessas células frente a andgim superficie é bastante diferente. Os
linfocitos T citotoxicos (CDY realizam a lise das células que possuem antigestoanhos,

como células infectadas por patdgenos intracelil@igura 1.4).

Microorganismos
*
>

Linfocito
TCD8%.

Figura 1.4. As células TCD8+ reconhecem peptideosta@nicos de microorganismos fagocitados associadasMHC
de classe | e destroem as células.

Os linfécitos T auxiliares (CD%, por sua vez respondem aos antigenos secretando
citocinas que disparam o processo inflamatorioivart diferentes tipos celulares. Apés o
reconhecimento de algum antigeno estranho assoca@mttHC de alguma APC pelas células
T CD4', elas tornam-se ativadas, expandem-se em vadossk diferenciam-se, para que o
combate ao antigeno estranho seja efetivado. Alacin de células T CD4 heterogénea,
podendo se diferenciar em dois subconjuntos pri@s células Thl e Th2, que produzem

um perfil de citocinas distinto um do outro (Figura).
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Célula dendritica

Linfocito
TCD4%

Reconhecimento do antigeno Expansao clonal Linfocito Linfécito
e ativacdo das células TCD4" e diferenciacdo Th1 Th2
L ] — —a
Receptor de molécula TCR (Receptor da célula T) MHC (verde) ligado Molécula co-estimulatdria
co-estimulatoria ao antigeno (vermelho)

Figura 1.5. Diferenciagdo das células TCD4frente a exposicdo ao antigeno. As células TCD4+dmn se diferenciar
em subpopulacdes distintas, principalmente Thl e Th2m resposta ao antigeno, aos co-estimuladores e@scinas.

Ambas as respostas, Thl e Th2, sdo importantesiegaddo hospedeiro contra
infeccdes. A resposta Thl estd relacionada comfesaecontra protozoarios, bactérias
intracelulares e virus, enquanto a resposta Thzié gfetiva contra helmintos e bactérias
extracelulares. Os linfocitos Thl secretam pririongate Fator de necrose Tumoral (TNF),
Interleucina-2 (IL-2) e Interferon-gama (IFN-O IFN-<y age nos macrofagos para aumentar a
fagocitose e a destruicdo de microorganismos feagbus. Nos linfocitos B, o IFM-estimula
a producdo de Imunoglobulinas G (IgG) que opsonigd@aonoorganismos para a fagocitose,
importante ativador de macréfagos. O TNF € impdetgrara a ativacdo dos neutrofilos e
consequentemente para a estimulacdo do procedamandrio. Os linfécitos Th2, por sua
vez, produzem principalmente IL-4, IL5, IL10 e IB;1perfil de citocinas que estimula a
diferenciacdo de linfocitos B em plasmadcitos, doeando para a imunidade humoral
(dependente de anticorpos). A IL-4 estimula a ptadude IgE, que se liga a mastécitos. A
IL-5 ativa os eosindfilos, resposta importante eéesla contra infec¢des helminticas. Essas
respostas sdo antagonicas, uma vez que g IfANdula negativamente a resposta Th2, e a IL-
4e a IL-10 modulam negativamente a resposta Th&silpitando uma resposta imune

balanceada (Figura 1.6).

IMPORTANTE : A identificacdo das diferentes subpopulacfes mféditos T foi possivel
somente apos a descoberta de que essas célulasrapne proteinas de membrana distintas
em suas superficies. Essas proteinas constituemaosadores fenotipicos das diferentes
subpopulacdes linfocitarias, sendo chamadas de OB£Ds sdo moléculas que podem ser
reconhecida por anticorpos monoclonais. A iderfé dos diferentes tipos de linfocitos

pode ser feita por citometria de fluxo de acordm @3 seus marcadores de superficie.
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Microorganismos

Linfécito
TCD4"

10|
I8 ,l

Supressao da
ativagao
do macrofago

Ativagao dos
macrofagos

X Producdo de Produgao de
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Figura 1.6. Funcg@es efetoras das células Thl e Th&s células Thl e Th2 produzem diferentes tipos détacinas, que
ativam diferentes vias de resposta imune. A resp@sproduzida por Thl é mais efetiva no combate a migorganismos
intracelulares, enquanto a resposta produzida por fi2 é eficaz no combate de patdégenos extracelulares
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1.3.3. Imunidade Humoral

A imunidade humoral € mediada por moléculas (imloimgdinas) presentes no
sangue, chamadas de anticorpos, que sdo prodwzidasretadas pelos linfécitos B em
resposta a um estimulo antigénico. As imunoglobsliligam-se especificamente aos
determinantes epitopos antigénicos presentes erantigeno, desencadeando suas funcdes
efetoras. Elas constituem o principal mecanismo diédesa contra microorganismos
extracelulares e suas toxinas. Os anticorpos recemnt antigenos microbianos, interrompem
a acado dos microorganismos infecciosos e sinalipam o0 organismo a necessidade de
remocdo deste patdgeno. Diferentes tipos de aptisopodem ativar mecanismos efetores
diferentes. Os anticorpos podem atuar como opssnatwando o sistema do complemento,
que por sua vez induz a lise do microorganismajesencadeando o processo de fagocitose
(Figura 1.7).
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Figura 1.7: Funcdes efetoras dos anticorpos. Os arpos contra microorganismos infecciosos neutralam esses
agentes, opsonizando-os para a fagocitose ou parac@otoxicidade celular dependente de anticorpo etisam o
complemento.
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Estruturalmente as moléculas de anticorpo possuemfarmato em Y e sao
compostas por duas cadeias pesadas e duas cadesdigadas por pontes dissulfeto. Cada
cadeia de imunoglobulina, tanto a leve quanto agesesé formada a partir de segmentos
génicos que se rearranjam em uma sequUéncia espegéia constituir a cadeia completa,
formando as regifes variavel e constante das mesmas

Os bragcos da imunoglobulina sdo compostos pelasiasadeves e pela regido
variavel das cadeias pesadas (porcdo Fab). A regid@vel tanto da cadela leve quanto da
pesada participa no reconhecimento dos antigeaepecificidade.

Nas cadeias pesadas, as por¢des constantes intecageoutras moléculas efetoras
e células do sistema imune, participando assim coradiadora da maioria das funcdes
biologicas dos anticorpos (regido Fc). Existem @itipos diferentes de cadeias pesadas que
formam regido Fc da imunoglobulina e que definerlasses ou isotipos IgA, 1gG, IgD, IgE
e IgM. As funcgBes efetoras das imunoglobulinase@diadas por esta regido da molécula.
Cada classe de anticorpo desempenha uma func@oaetistinta na imunidade a diferentes
patogenos (Figura 1.8).

Cadeias leve

Cadeias pesadas
> V2 AN

Regido de ligacdo de
antigenos

Regido Fab

Figura 1.8. Estrutura de uma molécula de anticorpcA imunoglobulina apresenta uma regido variavel deadeia leve e
pesada (Regido Fab) que atua no reconhecimento dastigenos. As porc¢des constantes da cadeia pesaBadido Fc)
interagem com células efetoras do sistema imune, diando diferentes fungdes biolégicas dos anticorpos

} Regiédo Fc
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IMPORTANTE : As IgGs sé&o imunoglobulinas capazes de desempe¢otias as funcbes
conferidas aos anticorpos. E a mais abundante rm ese@sta igualmente distribuida nos
compartimentos extracelulares, além de ser a wpieanormalmente atravessa a placenta. A
IgG é a principal imunoglobulina produzida nas ossps humorais secundarias a patdogenos.
Além disso, as moléculas de IgG, tem uma altaddie para neutralizar particulas virais .
Todas as caracteristicas citadas acima tornam a kEy@icorpo mais explorado em estudos de

imunofenotipagem aplicados a citometria de fluxo .

1.4. Produgéo de Anticorpos Monoclonais

A producado e caracterizacdo de anticorpos forantakwente alteradas em 1975
quando Koéhler & Milstein descreveram a técnica dedpcdo de anticorpos monoclonais
utilizando a fusé@o de linhagens de células de mamta e de linfécitos B revolucionando a
utilizacdo de anticorpos em metodologias como irfluatescéncia, hibridizacam situ e
citometria de fluxo. Essa técnica foi denominadmitdioma.

Os anticorpos que reconhecem apenas um Unico aotig@o denominados de
monoclonais. Eles sdo produzidos e secretadosmainico clone de linfécitos B antigeno-
reativos. Alguns anticorpos podem reconhecer difeeantigenos e, portanto ser produzidos
a partir de clones distintos. Esses anticorposBamados policlonais. Ambos os anticorpos,
monoclonais e policlonais, presentes no soro podan utilizados em ensaios de
imunofenotipagem. Os anticorpos monoclonais saanigaimente idénticos. Eles tém a
vantagem de possuir uma alta especificidade edafie ao antigeno. Os anticorpos
monoclonais sdo 0s mais usados em pesquisa, enbdta clinico e terapia.

Para a producdo de anticorpos monoclonais comeemé, utilizam-se ensaios de
cultura de hibridomas formados por linfécitos Bigaho-especificos e células obtidas de
tumores. Nesse estudo camundongos séo desafiagosupo antigeno X. As células
esplénicas secretoras de anticorpos (células Besttiespecificas) sdo adquiridas do baco
desses animais e cultivadas em meio HAT com umdmibque blogueia vias normais de
biossintese de nucleotideos. Dessa forma, as sélatenais utilizam uma via alternativa para
sintetizar seus acidos nucléicos. Essa via é dedeetn linhagens de células tumorais que,
portanto morrem em cultura com meio HAT. Para sedymir uma fonte continua de
anticorpos as células normais esplénicas sdo fasdidm células de mieloma, gerando
hibridos, e cultivadam vitro em microplacas. As células hibridas passam a ssqr® gene

envolvido com essa via alternativa de producaonde@écidos e, portanto, apenas as células
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tumorais fundidas com as células B antigeo-reatagsénicas conseguem sobreviver e
crescer continuamente nesse tipo de meio de culdsraobrenadantes de poginhos de cultura
contendo hibridomas individuais sao colhidos e siititos a ensaios de imunodeteccédo de
anticorpos. As células reativas ao antigeno X &&madas. Esses clones de hibridos séo entéo
expandidos em escala industrial produzindo-se uraadg quantidade de um determinado
anticorpo monoclonals. Como eles descendem de igo tipo de célula especifica, todas as

células da linhagem desse hibridoma geram antisarmoclonais especificos (Figura 1.9).

IMPORTANTE : As comunicacbes entre diferentes células da idads inata séo
importantes para o reconhecimento do tipo de patdgavasor, assim como para 0
desencadeamento das funcbes efetoras para a elimimdo agente infecciosdessas
“sinapses imunes” ocorrem atraves do reconhecinamiooléculas sollveis que modulam a
inflamacg&o, as citocinas, por diferentes recept@gsressos nessas células. Através da
citometria de fluxo € possivel identificar essasodinas intracelulares, utilizando-se
marcadores especificos. Além disso € possivelavglial a célula produtora de determinada
citocina através da marcacao de superficie, quacteaiza fenotipicamente as populacdes

celulares.
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Figura 1.9. Producdo de anticorpos monoclonais. Aiorpos monoclonais sdo produzidos a partir de enss de
cultura de hibridomas, formados por linfécitos B artigeno-especificas e células obtidas de tumores.
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1.5. Morte celular programada: Apoptose

A morte celular € um evento essencial na vida nbdos organismos, nas respostas
imunes frente a infec¢bes causadas por uma vagatkachicroorganismos infecciosos ou nos
eventos patofisioldgicos que desencadeiam a dodngamenclatura classica distingue duas
principais formas de morte celular: apoptose ecaose.

A necrose € a morte celular acidental em tecido®rgéos. Ela compreende um
evento patofisiologico que evolui por uma consetgiémerrupcado dos processos celulares.
Agentes fisicos, quimicos ou infec¢cdes podem diitan Esses agentes comprometem o
metabolismo celular, a integridade da membranalaze®ia manutencdo da capacidade de
multiplicacdo celular. Todos esses eventos culmimamperda da homeostase celular, de
forma que a célula perde a sua vitalidade. Dessmafoa necrose abrange alteracdes
regressivas que provocam lesdes irreversiveis hdacé tecido morto ou necrosado €&
ingerido e degradado pelos fagdcitos, que atuaimpaza do tecido danificado e na cura da
leséo.

A apoptose, diferente da necrose, € uma morte atefgnética, biologicamente
programada sem a perda da integridade de membrehdarc e é aparentemente
compartilhada por todos os organismos multicelslaendo sido descrita também em alguns
organismos unicelulares. Ela consiste em um meaoanigelo qual as células com DNA
danificado podem ser eliminadas sem gerar prejuit@vés da fagocitose dos corpos
apoptoticos. Tal processo culmina na ativacdo de wadeia enzimatica complexa de
sistemas de sinalizacdo intracelular, que levanesirdicdo de componentes essenciais a
sobrevivéncia das células. Ela ocorre em respostasavariedade de sinais e estimulos, tanto
intra como extracelulares, incluindo deficiéncia f@ores de crescimento, hormonios,
citocinas, ativacdo de receptores de morte e meseandogenas, pela interacdo via granzima
B/perforinas utilizadas por células do sistema ienan ainda por agentes virais, quimicos ou

fisicos.
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1.5.1. Caracteristicas morfoldgicas e bioquimicasadapoptose

Ao nivel celular, a apoptose € caracterizada patapactacdo e marginalizacdo da
cromatina nuclear e, posteriormente, citoplasmatioan formacado dos corpos apoptoticos
contendo organelas integras. Esses corpos sdaoitfalgsc pelas células ao redor e
degradados. Sabe-se que as células hematopoidtizasais possuem uma disposicdo
assimétrica dos fosfolipidios de membrana. A fadifablina e esfingomielina, localizam-se
preferencialmente parte externa da membrana, etmuanfosfatidiletanolamida e a
fosfatidilserina compdes sua porgéo interna. Nooaec do processo apoptoético ocorre a
perda dessa assimetria e a exposi¢cdo da fosfatiddsna superficie externa da célula. Em
relacdo a bioquimica, o que ocorre, inicialmentdependente do estimulo desencadeador, €
a clivagem do DNA de dupla hélice nas regides giecho dos nucleossomos. Com isso, ha
uma producdo de multiplas cadeias de pares de.lEstesprocesso de clivagem é feito por
endonucleases endbgenas e estritamente controtadeapos genes, como a familia dos

genes Bcl-2 e a familia dos genes ativadores denetctbases (Figura 1.10).
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Figura 1.10: Alterag6es morfoldgicas e nucleares ecélulas apoptdticas. As células em apoptose sofremma retragao,
com projecdes digitiformes da membrana celular e fmagdo de corpos apoptoticos. A nivel nuclear ocaer
fragmentac¢é@o da membrana nuclear, condensagdo daamnatina e fragmentacéo do DNA pela a¢do de endoneelses
(A). A nivel de membrana plasmatica ocorre a extemlizacéo da fosfatidilserina, porém sem perda de iegridade de
membrana (B).
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1.5.2. Vias de sinalizacdo da apoptose

O processo de apoptose pode ser engatilhado perwiasm A forma pela qual a
célula responde a morte pode ser através do amkMatextrinseca/receptores de morte) ou
por sinais internos, que induzem a ativacdo do gssir apoptotico (via intrinsecalvia
mitocondrial). Independente de como ela € iniciadapoptose resulta na ativacdo de uma
classe especifica de cisteina-proteases, as caqasese encontram na sua forma inativa —
pré-caspases), de extrema importancia, pois clipaoteinas celulares que culminam na
desestruturacdo celular. As caspases sdo divididagiois grupos, aquelas denominadas
iniciadoras, envolvidas nos eventos iniciais regoitas da apoptose, e as efetoras, que sao

proteoliticamente ativadas em uma cascata condoizirtesintegracao celular (Figura 1.11).

CD95 TRAIL R1/R2
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. .
Procaspase-9 Citocrolno
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Figura 1.11. Vias de sinalizacdo da Apoptose. Tipo: ISeguindo a trimerizacdo dos receptores de morte e
recrutamento das proteinas adaptadoras, pré-caspasesdo também recrutadas e ativadas. A caspase ®ata caspase
3 conduzindo a desintegracao celular. Tipo 2: A caspe 8 também cliva Bid em Bidt, que é translocadoap a
mitocdndria modulando a permeabilidade mitocondriale promovendo a libera¢@o do citocromo c, que indue Apaf-1
e a pro-caspase 9 para ativar a caspase 9 e 3. Seda o sinal de morte, ptn da familia do gene Bcl-2ssociadas a
mitocOndria séo reguladas levando a liberacao de mimdores que promovem a amplificacdo da cascata aptdtica.
Além das vias de sinaliza¢@o que culminam na apop® varios outros mecanismos regulatorios existem faainibir a
morte celular. Dentre esses podemos citar o papedslIAPS e proteinas anti-apoptéticas da familia B.
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1.5.2.1. Via extrinseca

O principal evento pelo qual se origina a apoptasesiste na transducdo de um sinal
através de receptores de morte. A via extrinseaivada quando TNk; Fas ligante ou
TRAIL, ligam-se a seus respectivos receptores, fggem parte da familia dos receptores
TNF (TNFR)/TNF: TNFR1, TRAIL-R1/2 e Fas (CD95/APQ-Quando estimulados, eles
sdo recrutados para a superficie e trimerizam-s&aente com proteinas adaptadoras
citoplasmaticas associadas a eles. A formacdo dems@lexo promove a ativacdo das
caspases efetoras que, no citosol, induzem uma dérclivagens proteoliticas, culminando
na ativacdo da caspase-3 efetora. Quando ativada, @aspase promove a ativacdo de

proteinas importantes que induzem danos ao DNA.

IMPORTANTE: Os receptores de morte também estimulam, atrawesproteinas
adaptadoras, sinais antiapoptéticos. Quando ativado essa via antiapoptética, fatores de
transcricdo sao translocados para o nucleo e atvarpressao de genes, incluindo as IAPs,

proteinas que inibem a atividade da caspase 8.

1.5.2.2. Via intrinseca

Os mecanismos moleculares envolvidos na ativacasialantrinseca apoptotica
ainda nao estdo totalmente esclarecidos. Elesnsfizidos por toxinas ou estresse causado
por caréncia de fatores de crescimento, instabiéidgendomica, privacdo de energia,
patdgenos, dano ao DNA causado por drogas ou UV.

A familia dos genes Bcl-2 representa um fator cheveia de apoptose intrinseca.
Ela codifica duas classes de proteinas: aquelasatiwidade anti-apoptotica (por exemplo,
Bcl-2 e Bcl-xl) e as com atividade pro-apoptétipar(exemplo, Bid e Bax). Essas proteinas
podem estar associadas a membranas de organelas citosol. Quando ativadas, as
proteinas da familia Bcl-2 tém a capacidade dezindou inibir a permeabilidade de
membrana. A membrana mitocondrial € local de muitzss membros da familia Bcl-2 e seu
papel ativo no programa mitocondrial de apoptog@iga que eles sejam parte do mecanismo
efetor de morte baseado nesta organela. O aumentperdneabilidade mitocondrial e
consequentes alteracbes no potencial de membrat@comirial Aym) vém sendo
relacionados com 0s eventos iniciais que envolvedo to sistema apoptotico intrinseco.

Quando sinais de morte alcangam a mitocondriay@@colapso daym, bem como a uma
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transicdo da permeabilidade mitocondrial, em pamda interacdo das proteinas pré-
apoptéticas da familia Bcl-2 que formam canais oo ha membrana mitocondrial. Esses
mecanismos culminam na liberacdo de proteinas dmces intermembranar, como

citocromo C, para o citoplasma. A funcéo do citaonaC consiste em modular a ativacdo da
caspase 9, localizada em um complexo formado nplagma conhecido como apoptossomo.
A caspase 9 ativada induz a ativagdo da caspadet@ae culminando na desintegracao

celular.

IMPORTANTE: Proteinas com func¢des pro-apoptéticas tambémilsé@das pelos poros
formados na membrana da mitocondria, como a SmABIDD, que bloqueia as XIAPs,

proteinas inibidoras de apoptose.

As células desenvolveram véarios mecanismos regidatara inibir a apoptose.
Proteinas anti-apoptoticas da familia Bcl-2 commideen um desses. O proto-oncogene Bcl-2
foi o primeiro membro da familia Bcl-2 a ser desartd. O gene codifica a proteina Bcl-2,
expressa constitutivamente em todas as célulastbpoigticas e linféides, além de muitas
células epiteliais. Ela, assim como as outras prate dessa familia com fungédo anti-
apoptotica, inibe direta ou indiretamente a forragé poros na membrana mitocondrial e,
portanto, protege a célula da apoptose. Sua edur@sapropriada esta correlacionada com o
crescimento neoplasico (aumento de expressao) optage desregulada (diminuicdo de

expressao).

IMPORTANTE: A caspase 8 também cliva uma proteina citoséicp22 Bid, em uma
forma truncada (Bidt). A Bidt tem um importante phppois interconecta tanto a via
extrinseca quanto a intrinseca apoptotica. Naxtianseca, a permeabilizacdo da membrana

mitocondrial serve como uma alca amplificadoratdeagdo de caspases efetoras.
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1.5.3. Papel da apoptose no sistema imune

Fisiologicamente a apoptose estd envolvida em shgerprocessos, como na
renovacado e remodelamento tecidual, durante o delsemento e metamorfose em animais
multicelulares, e na selecao intratimica dos liné&cT.

Durante o desencadeamento das respostas efetpaptase tem um papel essencial
tanto na imunidade inata quanto adaptativa. Adagapoptoticas sofrem algumas mudancas
a nivel de membrana celular e sdo rapidamente mecaas e ingeridas pelos fagocitos. A
célula ingerida € completamente degradada e daygredos fagdcitos sem a indugcédo de
inflamacéo em decorréncia da morte celular. Durasteespostas citotoxicas os linfécitos T
CDS8, através da acédo dos granulos, induzem a aov@e enzimas (nucleases) que promovem
a destruicdo do DNA celular. Os mecanismos ap@a®tiambém podem agir diretamente
sobre agentes patogénicos, culminando por exemaldgestruicdo do DNA viral e evitando,

assim, a montagem dos virions e sua liberacéo.

1.5.4. Apoptose nas doencas infecto-parasitarias

A morte celular programada é um mecanismo freqieeriee dominante durante os
processos patologicos. A apoptose é um fator refyidado sistema imune, fundamental na
resposta imune em infecgbes causadas por uma aadeiekt agentes infecciosos. Interferir no
mecanismo de apoptose, inibindo-a ou estimulangm@e representar uma estratégia eficaz
do microorganismo para escapar do sistema imurealdgi garantir sua sobrevivéncia e
replicagdo. Um exemplo sdo as alteracbes fenosipicaduzidas por diferentes
microorganismos patogénicos em células infectddaspndendo” essas células da morte por
citotoxicidade de linfocitos T e tornando-as impates reservatorios de replicacdo do
patégeno. A apoptose induzida pelo parasito poddééden facilitar sua disseminacdo no
organismo através da fagocitose de células infastadCavalo de Tréia”.

Por outro lado, a apoptose pode representar umniseoa de resposta apropriado
para limitar o alastramento da infeccdo no hospedés produtos da replicacdo de um
parasito intracelular, por exemplo, sdo frequentden@ssociados a alteracdes nas vias de
biossintese de proteinas em células do hospedé@ciadas. Algumas vezes essas mudancas
tornam-se importantes para ativar a apoptose dadaséinfectadas, na tentativa de conter a
infeccdo. Além disso, moduladores inflamatodriosuzidos podem também interferir nos

mecanismos de morte celular levando a destruic@eld&as infectadas.
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1.6. Citometria na Imunologia

O sistema imunolégico tem como funcdo béasica premoa defesa contra
microorganismos infecciosos e substancias estrafaaa desencadear suas funcdes diversas
células leucocitarias sdo estimuladas, ativadaspreiferam e produzem uma gama de
mediadores moleculares, desencadeando respostasagfémportantes para combater a
infeccdo. Como apresentado, o sistema imune ageéatde dois mecanismos: a imunidade
inata e a adaptativa (Tabela 1.1).

As aplicacdes da citometria na Imunologia sdo dagrincluindo:

Separacdo de células sanguineas;

» Diferenciacdo de subpopulacdes de leucocitos;
* Quantificacdo antigénica;

* Variag0es linfoproliferativas;

e Fagocitose;

* Apoptose.
Tabela 1.1: Caracteristicas gerais do sistema imune
Inata Adaptativa
Reconhecimento PAMP (Patterns of Pathogen-associated Determinantes (epitopos) antigénicos
Moléculas como DNA microbial, lipideos, especificos
polissacarideos e proteinas do flagelo de
bactérias)
Desenvolvimento Répido, imediato Demorado (1-2 semanas)
Mensageiros Citocinas Citocinas
Memodria Néo ? Sim, duradoura
Apresentacéo antigénica Reconhecimento direto pelos receptores Processamento, sinapse:
do tlpO Toll ou outros Anticorpo — Humoral
Medida por célula
Citotéxica
Auxiliar
Células Macréfagos/mondcitos Células B (RI humoral)
Células dendriticas Células T (RI celular)
Células NK células T CD4
Fagocitos (neutréfilos, eosindfilos, células T CD8
mastécitos e baséfilos)
Fatores soll(veis Moléculas do sistema complemento e citocinas
citocinas
Sistema Aparentemente simples, reconhecimento Reconhecimento e resposta altamente
e resposta rapida e direta complexa
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CAPITULO 2. HISTORICO DA CITOMETRIA DE FLUXO

Raquel Ferraz

2.1. Introducéo

A citometria de fluxo pode ser definida como metodm, tecnologia e/ou
ferramenta direcionada ao estudo de células, &zadd na identificacdo, avaliacdo, e
diferenciacéo de diversas caracteristicas celutame®m conteido de DNA e RNA, receptores
de superficie, atividade enzimatica, producédo tieicias e de ions. Baseia-se na deteccao de
substancias fluorescentes (fluorocromos) acoplaaa@nticorpos, capazes de se ligar a
determinada molécula presente nas células - aaaliagha a uma. Além disso, a citometria de
fluxo permite ainda a separacéo rapida e purificlelama suspenséo heterogénea de células
— processo denomina&mnrting

O principio basico da citometria resume-se no egmprée uma radiacdo laser
direcionada, que excita substancias fluorescefitesgcromos) presentes nas células, atraves
das quais podemos interpolar informacdes biologicedeculares e/ou quimicas das células
em suspensao. Estas células marcadas sdo ent8pottadas e protegidas por um fluxo
hidrodindmico continuo (solu¢cdo salina), que acanabs mesmas, de forma que
individualmente sejam interceptadas pelo laser.s@p excitado pela radiacdo do laser, o
fluorocromo emite luz, que dependendo do comprimedé onda, possui uma cor
caracteristica. Os sistemas oticos (espelhos)t@®mies, coletam, filtram e convertem em
pulsos elétricos os parametros de dispersdo de Iflaorescéncia emitidos. A aquisi¢do
destes parametros se da através de um sistema temiopal especifico, permitindo ainda
gue o usuario interaja com a maquina e controferaggdes da mesma (Figura 2.1). A seguir,
0S pulsos elétricos sado convertidos em dados wiga analdgicos, enviados a um
computador e avaliados em software especifico cdpaeproduzir através de graficos mono
e biparamétricos, informagdes fisicas, quimicaso®dicas de cada célula, em funcdo da

intensidade de fluorescéncia e da luz dispersada.
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cD2

SISTEMA FILTROS E CAMARA DE
COMPUTACICOHAL FOTOSSENSORES FLUXO

=
cpd

Figura 2.1. Citdbmetro de fluxo padrdo. Camara de fixo, para onde a suspensdo é aspirada;.sistema dgeahos e
foto-sensores para direcionamento e captacdo de Jugsistema computacional para a conversdo em dadogithis e
analise.

suspensao de
células

2.2. Como iniciou este estudo?

Especialistas de diversas areas (como biologisgerdragia, ciéncia da computacao,
biologia molecular, fisica e matematica) atravést@micas cientificas e do constante e
crescente interesse em aprimorar as mesmas, eordrb para o surgimento do primeiro
citdbmetro de fluxo e para o desenvolvimento destegpamentos até os dias atuais.

A historia da citometria de fluxo pode ser contaaapartir da invengdo do
microscopio oOtico; seguido dos corantes, que peemita visualizacdo de constituintes
celulares; e das substancias fluorescentes acom@nido surgimento do microscopio de
fluorescéncia. O desenvolvimento dos anticorpos aulonais associado ao uso das
substancias fluorescentes possibilitou uma maigeaicidade na identificacdo dos
componentes celulares, com consequente classificagais detalhada das células.
Posteriormente, o surgimento do laser, o desemaelvio eletrbnico, e a revolugdo da
informatica computacional foram fundamentais paga@ucao destes equipamentos.

A invencdo do microscopio no século XVII foi sequida descoberta das células
sanguineas, que por sua vez, despertou o intetesspesquisadores em saber o namero
destas células.

Neste cenario iniciou-se uma série de estudosambledas, que ao serem associadas
e aprimoradas, resultaram nas aplicagcbes do queecemos hoje comg&itometria de

Fluxo.

1930, Suécia — CasperssonGomecou a estudar os acidos nucléicos das células e
sua relacdo com o crescimento e funcionamento @éasnas. Este pesquisador desenvolveu

um microespectrofotbmetro capaz de medir, com cprexisdo, acidos nucléicos e o



Citometria de Fluxo — Carvalho; Ferraz; Ribeiro &rio 31

contetdo protéico baseado na absorcéo de luzioletey (UV) em um comprimento de onda
gue se aproximava de 260 — 280 nm.

1934, Canada — Andrew Moldaven Besenvolveu um contador de células com um
sensor fotoelétrico, acoplado na ocular do micreie;éno qual as células previamente
coradas eram visualizadas e registradas passamrrdanpdubo capilar montado sob um

microscopio otico.

1940, E.U.A. — Coons -O médico Albert Coons desenvolveu uma técnica de
imunofenotipagem, que revolucionou os estudos ea ée imunologia, na qual ele observou
que os anticorpos poderiam ser conjugados a floeires sem comprometer sua propriedade

de ligacao especifica ao antigeno

1949, E.UA. — Wallace Coulter Publicou o artigo: Means for counting particles
suspended in a fluicho qual patenteou o primeiro contador de célelasronico utilizando
um meétodo alternativo de deteccdo e contagem ohaivide células em um meio liquido —
solucdo salina isotdnica. O contador de célulagrdedvido por Wallace Coulter permitia
uma contagem rapida e automatizada de células is&ag,) e passou a ser utilizado em

laboratérios clinicos.

IMPORTANTE: Os principios deste equipamento caracterizam algundamentos da
citometria de fluxo conhecidos atualmente: umaaioiéula passando através de um fluxo de
solucdo salina (foco hidrodindmico), deteccdo dmisielétricos, e analise automatizada

destes sinais.

IMPORTANTE: A Coulter Electronics Inc. foi uma das empresasittemetria de fluxo de
maior importancia no mercado mundial, e que, emdogale 2000, foi comprada pela

Beckman, tornando-se conhecida como Beckman Coulter

1952/53, Inglaterra — Crosland e Taylor -Semelhante ao principio desenvolvido
por Coulter, Crosland e Taylor, se basearam nodesam sistema de fluidos pelo qual a
célula era centralizada ao passar pelo mesmo, fiedmique houvesse um alinhamento para

a contagem eletronica.
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1953 - Parker e Horst -Patentearam um contador de células capaz de defectn
cores. Usado como contador hematologico de hemameadas em vermelho; e leucdcitos,

corados em azul.

1965, E.U.A — Louis Katmentsky -Baseado nos avancos da citoanalise,
Katmentsky associou a camara de Crosland e Taylambsorcdo de radiagcdo UV
desenvolvendo um microscopio baseado na espednodttia, e projetou um dispositivo

capaz de selecionar as células da amostra e dapara-

1965, E.U.A — Mack Fulwyler -Descreveu um separador de célula@eH Sorter -
no qual as células sanguineas eram adquiridas aipaetento do tipo ‘Coulter Counter’ e
posteriormente a interceptacdo do laser eram dksvigpor um campo eletrostatico e

coletadas em tubo de ensaio.

1967 E.U.A - Van Dilla -Teve influéncia do trabalho de Crosland-Taylor, taodo
uma camara com o mesmo principio de foco hidrodic@mVan Dilla desenvolveu o
primeiro citbmetro de fluxo com a configuracao gdnal e utilizacdo de um laser argonio

(488nm) como fonte luminosa.

1969, Alemanha — Dittrich e Gohde Iniciou uma das aplicacées mais importantes
e utilizadas da citometria — uso de corantes de DNAtilizando o brometo de etideo.

Primeiro citbmetro de fluxo comercializado — ICP11.

IMPORTANTE: Naquela época, ‘citofotometria de pulso’ era o aoamiginal do que

conhecemos hoje por citometria de fluxo.

1969, E.U.A. - Leonard Herzenberg Utilizou um equipamento similar ao de Van
Dilla, e comecou a utilizar a combinacao de flucéesias, em protocolos multiparamétricos
incluindo o que hoje conhecemos como tamanho eulgnagiade celular.

No final dos anos 60, os citbmetros passaram aisaios, também, para se obter
amostras homogéneas de células a partir de amarésucocitos separando linfocitos e

granuldcitos.
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1974, E.U.A — Howard Shapiro -Desenvolveu uma configuracdo otica, com
instrumentos de bloqueio de passagem de luz qumitpera utilizagdo de diferentes

comprimentos de onda de excitacdo e emissao de luz.

1974 — Leonard Herzenberg Patenteou os citdmetros desenvolvidos por seu grupo
na Universidade de Stanford, E.U.A. (e que forameamializados pela empresa BECTON &
DICKINSON - BD) com a sigla FACS (forescence Activated Cell Sorter

1975 — Kohler e Milstein - htroduziram a tecnologia dos anticorpos monoclonais
Prémio Nobel.

1975 — Gray -Realiza a primeira descricdo de caribtipo atrawe@sitbmetria de

fluxo.

1976 — Andreff -Utiliza a citometria para classificar leucemias.

1977 — Loken -Mediu simultaneamente dois antigenos celulares wonsé laser e

realizou a chamada ‘compensacéao eletronica’.

1978 — Wallace Coulter Sua empresa, Coulter Electronics, Inc. lanca n@adger o

primeiro EPICS Electronically Programmabl Individual Cell Sorer

1979 — Darzynkiewicz e Traganos Através do estudo de DNA e utilizacdo de
laranja de acridina publicam os primeiros trabakmisre ciclo celular utilizando a citometria

de fluxo.

IMPORTANTE: A sigla EPICS est& para os citométros de fluxordpresa hoje conhecida
como Beckman Coulter, assim como a sigla FACS pata os citbmetros de fluxo da
empresa hoje conhecida como Becton & Dickinson (BDgvolucao dos citdmetros a partir
da década de 1980 aconteceu com a producdo deaswuifps de ambas as empresas, as
guais junto com a Dako-Cytomation (hoje em dia camuda pela Beckman Coulter)

dominaram o mercado da citometria de fluxo.
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Neste cenario, uma variedade de aplicagBes citofiétricas vem sendo
desenvolvida e aprimorada progressivamente, de&idon crescente desenvolvimento dos
recursos e tecnologia dos citbmetros. Sendo assimmente podemos encontrar no mercado
citbmetros de fluxo equipados com até seis lasers; cada vez mais fotosensores (capazes
de detectar até 11 comprimentos de onda diferébiesores) acompanhando a producéo de
uma maior diversidade de fluorocromos¢edl sorterscapazes de separar até 6 populagdes
celulares diferentes; permitindo assim uma maidedade e detalhamento de caracterizacdes
fenotipicas e funcionas, assim como uma separag@opllacdes celulares, como o0 moderno
cell sorter da Beackman Coulter, Moflo (Figura 2.2)

Figura 2.2. MoFlo XDP Cell Sorter. Beckman Coulter 3 lasers, 11 cores - foto cortesia: Bertho, A.L.

No Brasil, a histéria comeca em 1988 com a chedadarimeiro citbmetro de fluxo
no Pais — o EPICS 751 da Coulter Electronics, figufa 2.3) instalado no Departamento de
Protozoologia, do Instituo Oswaldo Cruz, FIOCRUZ.
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Figura 2.3. EPICS 751 Cell Sorter Coulter Electronis. Primeiro citdmetro de fluxo no Brasil — 2 lasers4 cores. Foto
cortesia: Bertho A.L.

Desde entéo a citometria de fluxo, devido a suasrshs aplicagées na Biologia e na
Biomedicina, apresenta uma crescente demandald@gip por varios laboratérios clinicos
e de pesquisa em todo o Pais, e por isso houveunmardo consideravel na compra destes
equipamentos. A partir de 1992, todo laboratériniob que participasse da rede CD4/HIV
teria, por determinacéo do Ministério da Saude, gpssuir um citbmetro de fluxo em suas
dependéncias para determinar as taxas da relag&oliafocitos CD4 e CD8 em pacientes
HIV positivos. Além disso, laboratorios que tratzath com diagnostico de leucemias
necessitariam destes equipamentos para alcancaresmiasudos clinicos. Por causa disso, a
FIOCRUZ e outras instituicbes de pesquisa (p.exRI)Feriaram Plataformas Multiusuarios
de Citometria de Fluxo aumentando seus parquesumnshtais e concentrando alguns
citdbmetros de modo a oferecer essa tecnologiagpeoanunidade cientifica nacional.

No caso da FIOCRUZ existem atualmente duas Ptataf de Citometria de
Fluxo:
» Plataforma do Programa de Desenvolvimento Tecnodd@ Insumo em Saude
(PDTIS) — onde se encontra um FACS Aria Cell SatteBD (Figura 2.4).
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Figura 2.4.FACS Aria Cell Sorter. 2 lasers 11coref®to cortesia: Ferraz, R.

* Plataforma Multiusuario de Citometria de Fluxo dstituto Oswaldo Cruz — onde se
encontram um FACS Calibur da BD (Figura 2.5); unai©ADP (Figura 2.6) e um
EPICS ALTRA Cell Sorter (Figura 2.7), ambos da Brak Coulter.

Figura 2.5. FACS Calibur Bench-top Analyzer — BD. 2asers, 4 cores. Foto cortesia: Ferraz, R.
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Figura 2.6. Cyan ADP Bench-top Analyzer — Dako Cytmation. 2 lasers 7 cores — foto cortesia: Ferraz,.R

Figura 2.7. EPICS Altra Cell Sorter — Beckman Coulér - 1 laser, 4 cores — foto cortesia: Bertho, A.L.
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CAPITULO 3. PRINCIPIOS BASICOS DA CITOMETRIA DE FL UXO
Raquel Ferraz

3.1. Conceito Basico

A citometria de fluxo € um método utilizado parastudo de células e é resultado da
reunido e aplicacdo de técnicas desenvolvidas ea da computacdo; na producao de
anticorpos monoclonais e de fluorocromos; na temial dos raios laser; e na eletrnica.
Permite a avaliacdo de caracteristicas fisicasnigasé e bioldgicas de varios tipos celulares
(humanas, de animais, protozoarios, fungos, ouéhbas), previamente preparados e
marcados com anticorpos monoclonais conjugadosu@roffromos, com afinidade por
determinada molécula de interesse.

Estes fluorocromos séo excitados por uma radiag=ey B emitem um comprimento
de onda (cor) que é detectado por um sensor, clameadfotomultiplicadores (PMTSs)
capazes de converter a luz captada em sinais ra&is) que sado enviados ao computador,
possibilitando, através deoftware especifico, uma analise multiparamétrica parangie
dos resultados. Esta analise é realizada atravéspdesentacdes graficas da intensidade de
fluorescéncia emitida pelo fluorocromo e as respast caracteristicas morfolégicas das

células.

3.2. Preparacédo das amostras para aquisicao por ainetria de fluxo

Para utilizar a citometria de fluxo como ferramedéestudo as amostras devem
estar em uma suspensao. Dois protocolos princgeiem ser seguidos: uprotocolo de
separacao de célulgse outroprotocolo de marcacao citofluorimétrica(Capitulo 7).

Seja esta amostra de sangue periférico, de cuttitdar, de medula 6ssea, de
tecido, ou de liquor, as células devem ser disdasia de forma a evitar a formacdo de
grumos na suspensao. A seguir, deve-se escolhgairisulas e ou moléculas celulares de
interesse que irdo receber a marcacao. Para dastmd fluorocromos € necessario saber a
configuracédo Gtica do citdmetro de fluxo a seiizddo, em relagédo aos filtros que direcionam
as cores a cada PMT.
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3.3. Fluorocromos

A identificacdo de moléculas na superficie ou nderiar das células
(imunofenotipagem) através da utilizacdo de antiee®r monoclonais conjugados a
fluorocromos ou substancias fluorescentes, ambpazea de emitir cor, é a base para os
protocolos citofluorimétricos (Capitulo 8).

Os fluorocromos sdo moléculas fluorescentes, qtéo asicialmente em repouso,
que sdo excitados por uma determinada fonte lumir(tsser), emitindo uma luz de
comprimento de onda (cor) caracteristica.

Quando utilizados em protocolos citofluorimétricesportanto, ligados (mesmo que
de forma indireta) a uma célula, os fluorocromos s#&citados quando esta célula é
interceptada pela luz do laser.

A maioria dos fluorocromos é excitada por um laggbnio (comprimento de onda
de 488 nm), presente em todos os citdbmetros de.flblguns fluorocromos séo excitados por
outro comprimento de onda, e por isto, alguns atdos sdo configurados com mais de um
laser, p.ex.:

» Laser Ultravioleta — 355 nm
* Laser Violeta-Azul — 405 nm
» Laser Hélio-Nebnio (HeNe) — 633 nm

Os fluorocromos sdo geralmente acoplados a antisogom afinidade por
determinada estrutura quimica das células e bmdogente significativas, as quais podem
caracterizar um tipo celular, um evento bioquimacoum tipo de resposta imunoldgica. Por
exemplo, o receptor de superficie CD3 esta presentaembrana de todos os linfocitos T, e
se utilizarmos um anticorpo anti-CD3 acoplado aflumrocromo, como o isotiocianato de
fluoresceina (FITC) (488 nm de excitacdo e 525 mrerdisséo) (Figura 3.1), todo linfécito T
da amostra ao ser interceptado pelo laser teromftromo (FITC) excitado e 0 comprimento
de onda que ele emite sera captado pelo PMT atdavésnfiguracéo otica.
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Figura 3.1: Espectro de comprimento de onda de exeitdo e de emisséo do FITC.

Estes anticorpos estdo comercialmente disponiveismercado por empresas
especializadas como, a Beckman Coulter, Becton &kibson, Dako, entre outras. A
combinacdo anticorpo monoclonal-fluorocromo deve escolhida de acordo com as
moléculas que se deseja avaliar (Tabela 1.1) e queoo fluorocromo vai emitir.

Vale lembrar que para a escolha do fluorocromo mddmental conhecer a
configuracdo dos citbmetros em relacao aos filgosumero de PMTs, que se pretende
utilizar para aquisicdo das amostras. Assim, se aitdmetro tem trés PMTs para
fluorescéncia, sabemos que poderemos escolher wmdiracdo de trés monoclonais
diferentes, cada um com um fluorocromo especifddém disso, deve-se conhecer qual
comprimento de onda de cada fluorocromo para selhescum filtro adequado para ser
colocado a frente de cada PMT, permitindo a detede&cor emitida.

Alguns fluorocromos e seus respectivos comprimedoo®nda de excitagao, pico

méaximo de emissao, e cor correspondente, estdabelar3.1.
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Tabela 3.1. Fluorocromos e seus respectivos compemtos de onda de excitagao e de

emissao, e cor correspondente a emissao

Fluorocromao Laser de excitagdo (nm)| NWaxima emissdo

(nm) cor
FITC 4 8 Bnm 525nm ﬁ
Alexa 458 48 38nm 5T 9nm -
PE 438 8nm 57 8nm
PercP 438 3nm 67 5nm _
Pe-texas red 45 3nm 615nm _
Fe-Cy5 45 3nm 66 7m _
Pe-Cy7 48 8nm T85nm Infra vermelho
APC 63 3nm 66 lnm -
AP -Cy7 63 %nm T8 5hm Infra vermelho
APC -AlexaZsi 63 3nm 77%am Infra vermelho
TAA D 45 8nm B55nm
Iodeto de Propiden | 48 8nm 61 7nim _

IMPORTANTE: Quanto mais lasers e PMTs um citbmetro tiver, maariedade de

fluorocromos podera ser utilizada em uma mesma tamos

Conhecendo as propriedades de excitacdo e de emigs&ada fluorocromo é
possivel escolher combinacdes de anticorpos maomaisla serem usadas em conjunto, de
forma que diferentes moléculas de interesse poderavaliadas em uma mesma célula. Por
exemplo: antiCD4-FITC, antiCD8-PE, antiCD3-PercP em citobmetro que tenha PMTs

capazes de captar comprimentos de onda de 52578wmnd, 667 nm, respectivamente.

IMPORTANTE: No caso da marcacéo ser feita com mais de umogmticnonoclonal,
deve-se tomar cuidado para nao escolher fluorogooupos comprimentos de onda se
sobreponham.

3.4. Principios basicos (Figura 3.2)

Ap6s a preparacdo da amobtma tubo contendo a suspenséo de células é acoplado
ao citbmetro de fluxo e as células sdo aos powsEradas por um sistema de presséo e
levadas & uma camara especfiw cel)®. Além de receber a suspensdo de células, esta

camara é banhada por uma solucéo shlieaponsavel por um fluxo contiffum qual, junto
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com o desenho conico da camara, forca a acomodisicélulas uma atrds da obitce
forma que ao deixarem esta camara por um pequéimoo(50 - 20Qum de didmetro) sejam
individualmente interceptadapor uma radiacdo laser. Este encontro resultafnacéo da
luz do laser e na emisséo de fluorescéncia(s) al@l@acom o(s) fluorocromo(s) presentes na

célula que é interceptada pelo laser (Figura 3.2).

SUSPENSAL Di |
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4 SOLUGCAD
F SALINA
F3l

10°
FORWARD

e
SCATTER \

SIDE SCATTER Ir;

11  rueostscivcia v 5250 | PRITZ 3

FLUORESCENCIA 2 5T5am [ PRITS | =

e
FLOGREACENCIA 3 - $10mm [PI.IH i
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Figura3.2. Principios basicos. Esquema do caminho deélula com fluorocromo acoplado até a fluorescéciaer
detectada por PMT especifico. O caminho estd numeta de 1 a 11.

3.4.1. Sistema o6tico

Para que as informacdes de emissao de luz, que caesi representam propriedades
da célula, sejam determinadas, é preciso quewsttihja um determinado PMT. Para isto, é
necessario que a luz emitida pelo fluorocromo ezadb laser refratada pela célula passem
por filtros com propriedades especificas, de parmat passagens de determinados

comprimentos de onda e refletir outros, e diregidisaassim, a luz para os PMTSs.
3.4.2. Tipos de filtro
» Filtros Dicréicos: capazes de refletir um deterrdm@omprimento de onda e deixar

gue outros comprimentos passem, ou seja, atraves$iéno. Podem ser do tiplong

pass(reflete um comprimento de onda e deixa passapadomntos de onda maiores)
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e short pasqreflete um comprimento de onda e deixa passapdomntos de onda
menores).

» Filtros de Interferéncia: deixam passar um compnimele onda especifico e evitam
que um comprimento de onda diferente daquele quieseia detectar interfira. Sao
chamados dband pass

» Filtros de bloqueio: ttm um poder maior de reflex&®o deixando passar nenhum

comprimento de onda acima daquele que ele re8di® chamados d#ock

Além de excitar os fluorocromos, a luz do lase®aig, ao interceptar a célula, é
refratada e dispersada permitindo que proprieddidésas da célula, como tamanho e
granularidade sejam avaliadas. A luz dispersadaesma direcdo do lasdoiward scattey
permite analisar o tamanho celutd?. Quanto maior for a particula, maior sera o angigo
incidéncia da luz do laser, dispersada pela péatique atinge o fotossens8i(Figura 3.2 e
Figura 3.3).

incidéncia-padrio da luz
do laser

g

- " Fotossensor
F 4 {FS}
Laser argdénio

Maior iangulo
de incidéncia

)

- e ™) Fotossensor
7 o {FS)
Laser argdénio
o

Figura 3.3. Avaliacdo dos parametros tamnho e granaridade de acordo com a incidéncia da luz do lasesobre a
célula. Luz do laser atravessando o fluxo de solug&alina no intervalo entre uma amostra e outra, encidéncia-
padréo no fotossensor de tamanho (FS); e luz do &ssendo refratada pela célula, de acordo com seamanho,
formando angulo de refracdo — maior incidéncia deuz detectada.

Simultaneamente, a luz do laser refratada devgla@ularidade celular, assim como
a luz emitida pelos fluorocromos, sdo captadaswaéas por lentes que as direcionam
lateralmente para os PMTs, de acordo com a cowfpgur Otica (filtros) do citbmetro
(Figura 3.3.).

Assim, um filtro dicréicdong pass488nm, deixa passar todos os comprimentos de
onda acima de 488nm e reflete a luz do laser avg@fiiatada pela célula, direcionada entéo

para um filtro de interferénciedbdnd pask que a deixa passar comprimento de onda de
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488nm. Finalmente chegando ao PfRTa luz detectada determina o que chamamasdae
scattef® ou granularidade celular. Ao mesmo tempo, asdsrncias que passam pelo filtro
dicréico long pass488nni? sdo refletidas por um outro filtro dicréidong pas® de
determinado comprimento de onda, e entdo chegaRMVES! apds passar por um filtro de

interferéncialfand paspgespecifico para cada fluorescéncia (Figura F@era 3.4).

e Fotossenser
b i 3
7 Q . {FS)

Laser argénio

Bans pass 488nm

T
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i
FL1 I == long pass 525nm
FL2 l == long pass 578nm
’l‘
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Figura 3.4. Esquema basico da disposicao dos filtralicroicos - Long pass; de interferéncia (band pass) e do filtro de
bloqueio (block) - e do caminho das cores até o PMT.

3.4.3. Sistema eletrénico

Os fétons captados pelos PMTs sao convertidos ésogealétricos, enviados para o
computador e utilizados para representar a intadsidle fluorescéncia detectada em cada

PMT, na forma analdgica ou digital.

3.4.4. Software

Em fracdo de segundos, milhares de células passarawma pelo laser e toda a
informac&o quanto a intensidade de fluorescéndatéctada e convertida. A avaliacdo das
informacgBes de tamanho e de granularidade, fesat@ ou funcionais, simultaneamente a

aquisicao é realizada através de um software d&meci
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Antes de comecar a aquisicdo de amostras, deversetar o citbmetro a este
software e nele montar um protocolo com graficomane biparaméricos especificos para
analise dos diferentes parametros de tamanho, lgratade e fluorescéncia(s).

Toda andlise se baseia, primeiro, na identificagas populacdes quanto as
propriedades fisicas, isto é, tamanho e granuldidselecionados (no software) para os eixos

x e y (Figura 3.5)
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Figura 3.5.Dot plot de tamanho vs. Granularidade

A sequir, deve-se montar os graficos para a adlide intensidade de fluorescéncia
dos respectivos fluorocromo(s) referente a cadaaéPode-se avaliar a intensidade de uma
Unica fluorescéncia, através de um grafico monopéiéco, chamado histograma

(Figura 3.6).
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Figura 3.6. Histograma de ndmero de células vs. iahsidade de fluorescéncia.
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IMPORTANTE: As células ndo marcadas, ou seja, que nao possuenolécula de

interesse, também séo interceptadas pelo lasedoSassim, a luz refratada (tamanho e
granularidade) sdo captados pelos fotossensoréaseaanbém aparecem nos graficos de
analise daguela amostra. Ao mesmo tempo, nos gsafie analise de intensidade de

fluorescéncia, estas células aparecem como ‘negafiara aguele comprimento de onda.

Quando se deseja avaliar a intensidade das floreissé emitidas pelos
fluorocromos, ou qualquer um dos parametros fisicdsve-se montar um gréfico
biparamétrico, chamado daot plot selecionando para o eixo x e y, a fluorescéncia
correspondente ao fotomultiplicador que a detemtiaHSC; ou SSC), geralmente em escala
logaritmica. Este grafico deve ser dividido em guajuadrantes (Q1, Q2, Q3, Q4). A
intensidade de fluorescéncia representada no Qdfegente as células marcadas com o
fluorocromo X; o Q2 representa a intensidade derdélscéncia das células marcadas tanto
com o fluorocromo X quanto com o fluorocromo Y; @&lulas negativas para ambos 0s
fluorocromos sao representadas no Q3; e finalment@4 representa a intensidade de

fluorescéncia das células positivas para o fluamaor.
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Figura 3.7: Dot plot de intensidade de fluorescéncia X vs. intensidade fluorescéncia Y.

E possivel montar um protocolo com a variedadeja@ésede histogramas @ot
plots de forma que, conforme cada amostra vai sendairédfy os graficos vdo sendo
preenchidos de acordo com a intensidade de luataeln e de fluorescéncia.

Ossoftwarespermitem a selecéo de regides que se desejaaanahamadas dgate
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Figura 3.8: Tamanho vs. granularidade de células, gate na regido dos linfécitos

A partir destegate pode-se determinar a intensidade de fluoresc&ucreente das
células situadas nesta regido. Por exemplo, em am@stra de células submetidas a um
protocolo citofluorimétrico de imunofenotipagemliaindo anti-CD8-FITC e anti-CD4-PE,
pode-se fazer urgate no dot plotde tamanho e granularidade, que definam a populdea
linfécitos de acordo com suas caracteristicas nagicas, e a partir da mesma avaliar a

intensidade de fluorescéncia de FWECPE (Figura 3.9).
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Figura 3.9. Gate de linfdcitos, e andlise dos mesmo quanto as moléide superficie CD4 e CD8, de acordo com a
intensidade de fluorescéncia de PE e FITC, respecéimente

No histograma identifica-se um pico positivo deofscéncia (a partir de )0 um

negativo (entre T0e 13) (Figura 3.10).



Citometria de Fluxo — Carvalho; Ferraz; Ribeiro &rio 48

14
385 +
1)
Ezsr— |
N. DE CELULAS ©
128
u} T T
100 101 102 108 104

FL 1 Log Comg

FLUORESCENCIA 1
Figura 3.10: Interpretacdo do histograma. Células egativas para a FL1 representadas no’1pico, e células positivas
para FL1, representadas no 2pico.
Assim, é possivel determinar o percentual de c®lela cada quadrante @ate
representado em numeros, e desta forma os dadodosokde diversas amostras séo
compilados e sua analise pode resultar em uma us@Ewlde importancia no seu estudo

cientifico.
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CAPITULO 4. APLICACOES DA CITOMETRIA DE FLUXO NA APOPTOSE
Raquel Ferraz

A apoptose ou morte celular programada € um fenonfisiologico que regula,
através de um mecanismo genético, a homeostagealdss, em um processo oposto ao da
mitose. A regulacdo desta morte € um fator imptetem muitos processos biolégicos, tais
como maturacéo e diferenciacdo celular, e renovdeapopulacdes celulares. Entretanto o
desequilibrio na homeostase levando a uma exaérbag inibicdo da apoptose esta
relacionada com o aparecimento, agravamento ou cdea diversas doencas
infectoparasitariass como Leishmaniose, Doenca lteg&s, Hanseniase, Hepatite e AIDS,
além de ser um mecanismo caracteristico no desemasito de tumores.

A apoptose se caracteriza por diversos eventosuimgps como, ativacdo de
caspases iniciadoras e efetoras, que culminam agméntacdo do DNA; eventos
morfolégicos, como a diminuigdo do tamanho celuformacéo de corpos apoptoéticos; e
ainda eventos moleculares como a expressédo d€€bP&5) na membrana da célula programa
para morrer por apoptose, e de fosfatidilserinauemmecanismo capaz de sinalizar para os
macréfagos que estas células devem ser fagocit@#désh disso, outras moléculas podem ser
associadas aos eventos apoptéticos como a fandliprateinas Bcl-2, o gene supressor
tumoral p53, a molécula sollivel FasL que se ligaeoeptor Fas (ligacdo esta capaz de
acionar a via extrinseca da apopotse), e € aplieagida no estudo do metabolismo
mitocondrial.

Por conta destas diversas moléculas que caracteriza eventos apoptoticos, a
citometria de fluxo é uma ferramenta cada vez mgligada no estudo de diversas doencgas
associadas a este processos de morte programadgathando a descoberta e utilizacdo de
substancias fluorescentes e fluorocromos acopladmsticorpos capazes de se ligar a estas

moléculas e receptores que caracterizam a apoptose.

IMPORTANTE: A citometria de fluxo também se aplica aos estutdsecrose através da
utilizacdo de alguns protocolos que se baseianomgaracdo dos dois tipos de morte celular.
Sendo assim, deve-se conhecer as diferencas eraagecisticas comuns entre necrose e

apoptose.
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Diversas metodologias se aplicam ao estudo dat@gmpporém a citometria
de fluxo vem se mostrando a técnica de escolhaofgnecer vantagens como andlise
multiparamétrica de propriedades celulares quect&araam a apoptose, além de possibilitar
ainda a determinacédo das células no ciclo celalam disso, as informacdes simples quanto
ao tamanho e a granularidade das células poderacrninformacdes que diferenciam as
células apoptéticas das demais.

Algumas das aplicacdes mais utilizadas para estjuastose, através da citometria

de fluxo estéo listadas a sequir:

4.1. Alteracdes morfolégicagFoward and Side Scatter)

As alteracbes morfolégicas das células em procdssmorte por apoptose podem
ser avaliadas por citometria de fluxo através dallulaser refratada pela célula, isto €, sem a
necessidade de submeter a amostra a protocolduocitoietrico. Sabendo que durante a
apoptose a célula diminui de tamanho, como resulthd encolhimento celular, e torna-se
mais granular como resultado da condensacdo daatir@anum dot plot de tamanho vs.

granularidade possibilita a identificacdo destautengiio (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Células em apoptose. As células apoptieis podem ser identificadas de acordo com seu tanto e
granularidade caracteristicos.

A maior vantagem desta analise € a simplicidadg@rdparo da amostra, o baixo
custo, e a possibilidade de combinar a analisealigita com a analise de marcadores de

superficie para a identificagdo da populacdo ddasmortas.
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4.2. lodeto de Propideo (PI)

O PI € uma substancia com a propriedade de seatdeem pequenas sequéncias de
bases nucleotidicas (entre 4 e 5) e de emitir ton&ermelha, de 617 nm) quando excitadas
pelo laser argbnio. Aplicado em protocolos citoflm@tricos inicialmente para estudo do
ciclo celular em substituicAo ao Brometo de Eti¢excitado por laser UV), passou a ter
aplicacado também nos estudos da apoptose. O Pldosimorantes com afinidade por DNA

mais utilizados e sua aplicacao pode ser basead&smrotocolos diferentes:

» Viabilidade celular: Pela propriedade de ser impermeavel & membrasaatiea
integra, o PI é utilizado em protocolos citofluaginicos como corante vital de forma
que as ceélulas negativas para a marcacdo comael\eaveis. Nas células mortas o PI
tem acesso ao DNA celular em funcdo da perda degridbde da membrana

plasmatica destas células (Figura 4.2).

Célula morta

Figura 4.2. Avaliacdo da viabilidade celular com Pl As células viaveis apresentam-se com membranatggra,
impermeavel ao PI. As células mortas apresentam pagi da integridade da membrana e marcam-se com Pjue se
intercala nos acidos nucléicos.

» Ciclo celular: O protocolo para identificar as células em difegerfases do ciclo
celular € baseado em uma solucdo que contém PI; datargente para a
permeabilizacdo de membranas (NP-40; Triton X-10R)bonuclease A, para
degradacdo do RNA e para que a marcacao seja fespgmara DNA; Citrato de
Sadio; Cloreto de Sddio; em agua destilada. A sedibaseada na quantificacdo de
DNA no interior das células. Assim, células na fesM do ciclo tém o dobro de

DNA do que as células na fase GO/G1, representmdasntensidade de fluorescéncia
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em escala linear. Da mesma forma, as células emtag®m sdo representadas por
menor intensidade de fluorescéncia ja que o DNA feagmentado (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Avaliacéo do ciclo celular. A intensidde de fluorescéncia é proporcional a quantidade deNA,

definindo as células em diferentes fases do ciclelglar, e células apoptoticas, com menos DNA marcadio
que as células viaveis em GO/G1.

* PI hipotbnico: Posteriormente ao protocolo aplicado para o estiedciclo celular e
adaptado para o estudo da apoptose, foi padroniradarotocolo para a avaliacdo da
fragmentacdo de DNA, caracterizando as células moptase. Para isso é utilizada
uma solucao hipotdnica para ressuspender as céRllaSitrato de Sddio e TritonX-
100), em uma concentracdo que facilita a entrada Rdo por transporte
transmembranar. Com este protocolo a membranaarutés células ndo é alterada,
permitindo uma avaliacdo fiel da fragmentacdo rarcleAléem disso, outra
caracteristica importante deste protocolo é a sm&lin escala logaritmica, jA que em
escala linear o pico que representa as célulaspepiase fica ‘escondido’, devido a

baixa intensidade de fluorescéncia (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Utilizacdo do PI hipotdnico. Células @ls.) da mesma amostra, submetidas ao protocolo B¢ hipotdnico,
analisadas em escala linear e logaritmica.
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4.3. 7-AAD (7-amino-actinomicina D)

O 7-AAD é um corante de viabilidade celular comreppiedade de se inserir entre
as bases Citosina — Guanina em fita dupla de DNAailte o processo de morte a membrana
plasmatica é progressivamente alterada, tornag@iseeavel a 7AAD, que entdo se liga no
DNA acessivel no interior da célula (alteracdo damirana nuclear e/ou condensacdo da
cromatina e fragmentacédo do DNA).

A analise das células viaveis e ndo viaveis é faitavés da intensidade de
fluorescéncia, de forma que as células vivas git@sentadas pelo pico negativo, e o pico de
intensidade de fluorescéncia positiva representzlagas mortas. Inicialmente, a 7AAD foi
utilizada para a identificacdo de apoptose, e posteente passou-se a analisar também as
células em necrose, as quais séo representadasmpdntensidade de fluorescéncia maior do

que a das células em apoptose (Figura 4.5).
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Figura 4.5: Marcacdo de células apoptéticas com 7AA Intensidade de fluorescéncia da 7AAD e respecés
populacdes de células (céls.) vidveis, em apoptesem necrose.

Quando excitado pelo laser argonio a 7AAD emiterigcéncia entre 620 e 675nm,
e simultdneas marcacgfes de superficie e intraceloia fluorocromos de outro comprimento
de onda podem ser realizadas para associar céstctey fenotipicas e funcionais ao

processo de morte celular (Figura 4.6).
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Figura 4.6: Protocolo multiparamétrico de tripla marcagéo (CD4-FITC, CD8-PE, 7AAD) baseado ermgate de
linfécitos.

4.4. Hoechst 33342

Corante utilizado tanto na citometria de fluxo coma microscopia. Excitado por
laser UV, o Hoechst 33342 tem pico maximo de enisk&i461nm emitindo uma cor azul.
Este corante é utilizado como um substituto do Dp&ia a marcacdo de acido nucléico
devido a sua maior propriedade lipofilica e consetgi afinidade por membrana celular (e,
portanto sem a necessidade de permeabilizagao minarea), com aplicabilidade no estudo
de replicagéo e divisao celular, e apoptose.

No estudo da apoptose o uso Hoechst é combmad® (kit Hoechst 33342/PI)
em ensaios baseados na menor intensidade de sitéo@a de Hoechst nas células
apoptoticas, devido a cromatina compactada, em a@Q@o as células viaveis; e maior
intensidade de fluorescéncia das células apop$otiEen relacdo ao PI, impermeavel as
células viaveis, apresenta maior intensidade derdicéncia para as células necrdticas,

quando comparadas as células apoptoticas (Figtya 4.
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Figura 4.7: Dupla marcacdo Hoechst vs. PIl. Célulasiaveis em ciclo celular representadas pela diferea de
intensidade de fluorescéncia do Hoechst maotplot A. Células viaveis positivas para o Hoechst, céad em apoptose
inicial e tardia positivas para PI, e células necticas duplamente marcadas, nalotplot B.
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4.5. DAPI (Diamino-2-Fenilindol)

Corante de acido nucléico com afinidade pela ligagdenina-Timina em DNA
dupla fita, e propriedade de emitir fluorescénaal §461nm) quando excitado por laser UV.
Também é capaz de se ligar ao RNA, se intercalaad@gyacdo Adenina-Uracila, emitindo
neste caso, fluorescéncia com pico de emissdo @enb@Figura 4.8 e 4.9). E também
utilizado o em protocolos multiparamétricos, emcimde seu pico de emissdo nao sobrepor

0 pico de emissao dos fluorocromos mais utilizadosyo FITC e PE.
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Figura 4.8: Pico de intensidade de fluorescéncia dmrante DAPI quando ligado ao DNA e ao RNA.
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Figura 4.9: Células nado estimuladas, e células canducao de apoptose. DAPI em menor intensidade deiérescéncia

nas células com DNA fragmentado

4.6. Annexina-V

Proteina com a propriedade biolégica de se ligasfatidilserina em uma ligacao de
alta afinidade. Este fosfolipideo esta presentsuperficie interna da membrana plasmatica,

voltados para o citoplasma, e € translocado pasaperficie externa na fase inicial da
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apoptose funcionando como sinalizacdo para fageritdesta célula por macrofagos
(Figura 4.10).
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Figura 4.10. Translocagéo da fosfatidilserina, da gerficie interna para a superficie externa da memkana
plasmatica na fase inicial da apoptose, e ligacdoro a AnexinaV.

Esta molécula conjugada a um fluorocromo é utibzad citometria de fluxo para
identificar as células em apoptose, e por ser uncadar de superficie que pode ser
conjugado a qualquer fluorocromo é frequentemerithizada em conjunto a outros
marcadores.

Uma das combinacdes mais utilizadas é AnexinaV paPd diferenciar as células
necroticas (positivas somente para a marcacao ¢prasPcélulas em apoptose inicial (ainda
com a membrana integra o suficiente para o Pl aésgp; positivas somente para AnexinaV),

e as células em apoptose tardia (dupla marcacipyé.11 e 4.12).

WW
. ol

Citoplasma

Citoplasma Citoplasma
/-'/ Nicleo \ // Nicleo \ ///'7’\1}1‘“1” X D
s ” : : CELULA EM NECROSE
CELULA VIAVEL CELULA EM APOPTOSE OUAPOPTOSE TARDIA
ostotdiesnine Figura 4.11: Dupla-marcacdo AnexinaVvs. Pl. Célula viavel,
AnexinaV néo se liga a fosfatidilserina, e Pl ndongéra na célula.
k= o Célula em fase inicial de apoptose , ligacdo da AxeaV em sua

superficie; e célula em apoptose tardia ou necrosajuplamente
marcada.

Anexina-V
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Figura 4.12:Dotplot Pl vs. AnexinaV. Q1 células em necrose; Q2 células emaggose tardia ou necrose; Q3 células

viaveis; Q4 células em fase inicial de apoptose.

4.7. Rodamina 123

Excitado pelo laser argbnio, com pico de emissaaime em 528 nm, também
possui a propriedade de se acumular no interiomdacdndria metabolicamente ativa.
Quando esta organela apresenta-se viavel essdecemacumula no espaco intermembranas,
onde ¢ esterificado. Quando a mitocondria perdgpetncial de membrana a Rodamina 123
ndo € esterificada pelos prétons H+ e nem se aeunmkspaco intermembranas. Redugdes
na intensidade de fluorescéncia desta sonda, ddtecatravés do deslocamento dos picos no

histograma, representam a perda do potencial debnaaian (Figura 4.13).
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Figura 4.13: Mitocondria de célula viavel hiperpolaizada, com acumulo de Rodamina 123 e alta intenade de
fluorescéncia; e mitocrondria de célula em apoptoseom perda do potencial de membrana e menor ligacade
Rodamina 123.
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4.8. TUNEL

Nos kits comerciais baseados no TUNEL utiliza-senaima TdT (transferase
terminal deoxinucleodil) para adicionar nucleotgl@earcados (dUTP-FITC) a extremidade
3’ do DNA. A aplicabilidade no estudo da apoptosdeéorrente da extremidade 3’ exposta
em cada fragmento de DNA durante o processo apopt@endo assim, quanto maior a
intensidade de fluorescéncia, maior a fragmentagd®NA, e caracterizacdo da apoptose
(Figura 4.14).

Eventos

10° 10 10° 10° 10°
Célula viavel Tunel (FITC)

Eventos
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Figura 4.14: Célula com DNA intacto e dUTP, marcad@om fluorocromo, ligado as duas extremidades 3'. Gida em

apoptose, e dUTP ligado a varias extremidades 3’ daNA fragmentado.

4.9 DIOCs(3)

Marcador de potencial de membrana mitocondrigPrf) com propriedade de
emissao de fluorescéncia. Tem afinidade por merabrhiperpolarizadas, se acumulando na
membrana mitocondrial de células vivas, identifasaghor alta intensidade de fluorescéncia
em analise citofluorimétrica. Durante o process@pleptose ocorre a formacéo de canais e
poros na membrana mitocondrial das células dimdwia capacidade do DIOC6(3) se
acumular na membrana deste organela, e assimudascapoptoticas sao representadas por

baixa intensidade de fluorescéncia.
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Figura 4.15: Representagdo da marcagdo com Df§8): Células viaveis representadas por alta intergide de
fluorescéncia, e células em apoptose, em menor ném, com menor intensidade de fluorescéncia.

4.10. Anticorpo monoclonal

Além dos corantes que se ligam a moléculas espEsifjue permitem a
identificacdo das células em apoptose, os antisompanoclonais conjugados a fluorocromo
também podem ser utilizados para este estudo, dpssléenham afinidade por proteinas,
receptores de superficie, ou qualquer moléculacquacterize a morte celular por apoptose.
Alguns exemplos incluem as proteinas proapoptoBease Bid, proteina antiapoptoética Bcl-

2, caspase-3, receptor Fas, e proteina p53 (FHigLé.

J; AntiFas

,L Anti Bax Célula viavel

,[ Anticaspase-3

Ceélula em
apoptose

Figura 4.16: Anticorpos monoclonais antiFas, antiBae Anticaspase-3, com afinidade por moléculas qgaracterizam
a apoptose, conjugados a fluorocromos. Estes antigars monoclonais ndo se ligam célula viavel, e ponta
identificam as células apoptéticas.
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CAPITULO 5. APLICACOES DA CITOMETRIA DE FLUXO NA
PROTOZOOLOGIA

Grazielle Alves Ribeiro

A protozoologia consiste no estudo dos protozoAmp® sdo seres unicelulares
eucariontes. O protozoéario € uma célula Unica qua pobreviver realiza todas as funcdes
vitais, como respiracédo, alimentacdo, reproducdoorhocdo e excrecdo. Os protozoarios
apresentam morfologia bastante diversificada, gqu&\conforme sua fase evolutiva e meio
em que estdo inseridos. Apresentam-se como forrefgioas, ovais ou alongadas. A
locomocgédo, necessaria para a busca por habitatpiadies a sobrevivéncia, € realizada a
partir de estruturas especializadas, como pseud§padios ou flagelos. De acordo com as
organelas apresentadas para locomocdo os protogosd#io divididos em quatro filos
principais: Mastigophora (com flagelos), Sarcoditam pseudopodes), Sporozoa (sem
estruturas especializadas) e Ciliophora (com ¢ilids protozoarios podem ser de vida livre,
comensais, mutualistas ou parasitos. Dentre ossip@sade maior importancia medica
destacam-se o0s génerdsypanosoma Leishmania Giardia, Trichomonas Entamoeba
Toxoplasmae Plasmodium

O estudo dos protozodrios pode ser realizado atrdeémétodos de observacao
direta por microscopia 6ptica ou eletrbnica, quemitem elucidar aspectos morfolégicos
relacionados a biologia destes organismos, e tamb#avés do estudo de aspectos
bioquimicos, de biologia celular e molecular.

A citometria de fluxo permite uma rapida e quatitimmedida das caracteristicas
Opticas das células e possibilita a avaliacao dhilidade reprodutiva, atividade metabdlica,
integridade e permeabilidade de cada uma delasidodimente. Quando as células séao
avaliadas por citometria de fluxo, trés parames&@s medidos: tamanho, granularidade e a
fluorescéncia emitida pelos corantes que tem igderaespecifica com os componentes
intracelulares.

A citometria de fluxo abre um leque de opcdes spmmtivas para o conhecimento.
Entretanto, torna-se indispensavel um grande cameato da biologia dos sistemas
estudados, dos reagentes utilizados, dos métodosudacao e dos controles experimentais.

No estudo dos protozoarios, a citometria de flugastitui-se como uma potente
ferramenta que possibilita analises multiparametrae milhares de células individualmente,
dentro de uma populacdo heterogénea. A técnicaibgitasa avaliacdo qualitativa e

quantitativa das células e de seus constituintesboEa a microscopia de fluorescéncia
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também permita o estudo da resposta de célulagdodimente a determinados tratamentos
utilizando o mesmo repertorio de corantes fluonesseutilizados na citometria de fluxo, o

estudo microscopico é bastante trabalhoso e odtadss estdo sujeitos a uma grande
variacdo devido a dimenséo reduzida da amostrasadale a subjetividade. Vantagens da
citometria de fluxo sobre a microscopia de fluoéesta incluem um alto grau de precisao
estatistica, devido ao maior nUmero de amostrakadsa, e eliminacdo da subjetividade.

Diversas abordagens podem ser realizadas a partcitdmetria de fluxo no estudo de

protozoarios e das doencas por eles provocadas.

O Sortingpor citometria € um método pelo qual se tornaipekseparar células de
acordo com suas caracteristicas fisicas, como tamnargranularidade, sem a utilizacdo de
marcacdo por anticorpos monoclonais. Essa técrusailplita a clonagem de parasitos de
varias espeécies comloeishmania sspu T. cruzi que sao utilizados com freqiéncia em
estudos biolégicos e bioquimicos por diferentesratidrios. Além disso, essa técnica permite
o estudo de fenbmenos imunoldgicos que utilizamujagies de células purificadas a partir
de amostras heterogéneas.

A citometria de fluxo pode ser aplicada para dmsgrar morfologicamente formas
epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas emadvno ciclo da doenca de Chagas.
Permite também o estudo de aspectos de diferenctpgiocorrem durante a transformacao
de um estédgio evolutivo em outro através da avadiaips padrbes de superficie de cada
forma do parasito. Alguns estudos também utilizamiteametria para a diferenciacdo de
promastigotas de Leishmania e caracterizacao tmgmis espécie-especificos.

Em laboratérios clinicos, a viabilidade @ieschomonas vaginalig¢ determinada pelo
uso da microscopia de luz (contagem diferencial odganismos modveis e imoveis).
Marcadores fluorescentes de viabilidade, como @adkt propideo possibilitam que estes
ensaios sejam realizados por citometria de flusseEprotocolo fornece a discriminacao entre
a populagdo viavel e invidvel e permite uma contagstatistica mais confiavel do que
aguela obtida por microscopia Optica, uma vez qumowve a subjetividade e aumenta a
precisao do ensaio.

Protocolos de citometria de fluxo também podemutidizados para deteccdo de
cistos de Giardia lamblia na agua e nas fezes. Os métodos tradicionais vemiol
procedimentos para concentragcdo dos cistos e moste@sualizacdo por microscopia
convencional, sendo bastante demorados. Prototalssados em citometria de fluxo séo
mais eficientes e rapidos. A marcacao das amastrasanticorpo monoclonal especifico para

0 parasito e com lodeto de Propideo (marcador deerelular) possibilita ndo s6 a detec¢éo
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do parasito nas amostras como também a detecgdabdédade das amostras (Figura 5.1). A
avaliacdo da viabilidade é um parametro import@@i& se avaliar os riscos de infeccao e

para a monitoracdo do tratamento.
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Anticorpo
Moléculas monoclonal
de superflc
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Cisto viavel Cisto nao-viavel

Figura 5.1. Detecgéo de cistos d@iardia e da viabilidade celular. A deteccdo pode ser realida a partir de uma
marcagdo com anticorpos monoclonais para moléculade superficie desse parasito e a avaliagdo simul&m da
viabilidade dos mesmos pode ser realizada com o ncador de morte celular lodeto de Propideo (PI).

Em estudos relacionados a deteccdo da Doenca dga&ha citometria de fluxo
pode ser utilizada como instrumento de analiseitqtish e quantitativa da presenca de
anticorpos liticos, dirigidos a epitopos expresapsnas em tripomastigotas vivos (Figura
5.2).
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Figura 5.2. Diagnéstico da Doenca de Chagas. O di&gstico pode ser realizado através da deteccdo de
anticorpos especificos para as formas tripomastigas vivas do parasito.
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A citometria de fluxo pode ser utilizada no estudt interagcdo patdégeno-célula
hospedeira. Essa ferramenta possibilita deteadarexemplo, a interacdo entre macréfagos e
Leishmania amazonensge acordo com as caracteristicas fisicas da céhdpedeira. A
deteccdo da internalizacdo dos parasitos pelaacélospedeira baseia-se no aumento da
granularidade dos macréfagos. Esse aumento dalgriglagle indica a presenca de parasitos
no interior de vacuolos parasitéforos dos macr&qgaura 5.3).

Leishmania
‘
Macrofago Macrofago
nao infectado infectado
Granularidade (SSC) Granularidade (SSC)

Figura 5.3. Deteccdo da interagdo entre macrdéfagos L. amazonensis por citometria de fluxo. Os macréfagos
infectados apresentam maior granularidade do que aeles nédo infectados.

A citometria de fluxo também possibilita a quactfjdo da taxa de infeccdo de
macréfagos por amastigotas ldeishmania A partir da fixacdo e permeabilizacdo da célula
hospedeira, torna-se possivel a marcacédo das gotastcom anticorpos monoclonais, como
por exemplo, o anticorpo monoclonal especifico fipdosfoglicano do parasita intracelular
(Figura 5.4). Por citometria a quantificacdo deatale infeccado torna-se mais eficiente e
rapida em relacdo aos métodos de contagem convargigermitindo que esse tipo de

protocolo seja utilizado na avaliacdo antileishrabdée diferentes amostras.

Moléculas
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Figura 5.4. Quantificacdo da taxa de infeccdo de medfagos por L. amazonensis. Marcagdo de amastigofasom
anticorpo monoclonal especifico, no interior de madéfagos infectados ap6s permeabilizacéo.
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Protocolos baseados em citometria permitem a g&alisimultanea dos efeitos
antiparasitarios e citotoxicos de diferentes congsosUtilizando-se parasitdseishmania
transgénicos expressando proteinas repoérteregom@is a proteina verde fluorescente (GFP)
€ possivel avaliar ndo s6 a morte do parasito sposta a determinado estimulo no interior
da célula hospedeira, como também a viabilidade@dedula hospedeira. A marcagdo com o
corante vermelho fluorescente PI, permite a av@diaga viabilidade da célula hospedeira,
enquanto que a fluorescéncia verde (GFP) emitittss parasitos no interior da célula fornece
a indicacdo da carga parasitaria. A reducao dasittade de fluorescéncia verde indica uma
reducdo na carga parasitaria dos macréfagos, jéesi@s terdo uma quantidade menor de
parasitos e consequentemente uma menor emissaduatesténcia pela GFP. Neste
protocolo, a permeabilizacdo da célula hospededra [3e acessar as amastigotas nao é
necessaria, como descrito no paragrafo anteriggodganto, a viabilidade dessas células
também pode ser avaliada. Esse método, portamojtpeavaliar simultaneamente os efeitos
antileishmanial e citotoxico de diversos compogkagura 5.5.).

A Promastigotas
expressando GFP
Células Células
infectadas infectadas
“\"‘ '

Celula infectada Célula mfectada viaveis nao viaveis
viavel nao viavel

/,. Células ndo | Células ndo
Pl infectadas infectadas
viaveis nao viaveis

Pl

Célula ndo infectada Célula nao infectada
viavel nao viavel

Figura 5.5. Avaliacdo simultanea do efeito antilelmanial e citotéxico de diversos compostos. (A) Esgma
mostrando a andlise simultanea da presenca do pairts marcado com GFP no interior da célula hospede&r e da
viabilidade dessa célula, uma vez que a permeabdigio neste caso ndo € necessaria ja que 0s parasit sdo
geneticamente marcados. (B) Histograma representat.

Quando comparado com os métodos de contagem dsitparam preparacoes
microscopicas, a avaliacao do efeito de composttkeishmaniais através de citometria de
fluxo apresenta maior objetividade e permite ungmiBcativa reducdo do tempo gasto na
andlise, visto que milhares de células sdo avaliadada segundo.

A citometria de fluxo também é utilizada para aala proliferacdo celular em
Leishmania O corante intracitoplasmatico 5-6-carboxifluoedisa diacetato succinimidil
éster (CFSE) pode ser utilizado para se avalianvsad celular. O CFSE permite a

identificacdo da descendéncia celular e a anatidesioria da divisdo de células individuais.
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O CFSE se liga as células parasitarias e a cadsadia fluorescéncia das células cai pela
metade, o que faz deste corante uma ferramentbhpgdes monitorar a proliferagao celular.
Cada célula filha herda aproximadamente a metadeatdieacdo de CFSE, permitindo assim o
acompanhamento e quantificacdo das divisdes cetular

Na tentativa de entender melhor as diferentes patag causadas por parasitas, varios
estudos envolvendo a interacdo do parasita contuta déspedeira tém sido desenvolvidos
com o uso da citometria de fluxo. A interacdo eatigas células é dependente da interacéo de
varios ligantes na superficie do parasito com recep na superficie da célula hospedeira.

A interacdo de promastigotas Heishmaniacom as células do hospedeiro baseia-se
no reconhecimento de ligantes do parasito por tesep dos fagocitos. Essas interacdes
incluem a ligacdo de moléculas de superficie dagar (lipofosfoglicanos e gp63) ou de
opsoninas derivadas do hospedeiro (complementopnictina e imunoglobulinas) aos
multiplos receptores dos macrofagos. Nesse senéidoitometria de fluxo torna-se uma
ferramenta Util para avaliacdo destes ligantexepteres, responséveis pelo estabelecimento
da infeccdo pelos parasitos. A citometria podeusiézada como instrumento de estudo da
expressdo e da modulacdo de receptores e ligamtesperficie, a partir da marcacdo com
diferentes anticorpos.

Além disso, pode ser utilizada também para invastiiyersos parametros associados
a ativacao ou anergia do sistema imune, com aifidagéio simultdnea das subpopulacdes
celulares envolvidas. A distincdo de subpopulagidslares envolvidas com a patogenia,
principalmente linfocitos, é realizada a partir marcacdo de moléculas de superficie. A
analise da expressao dessas moléculas de supepkciaite identificar e avaliar a
representatividade de um determinado tipo celutauma determinada infecgéo. O perfil das
moléculas expressas nessas células varia de apomlo parasito envolvido, desencadeando
diferentes patogenias.

A avaliacdo dos mecanismos imunologicos associadeishmaniose é extremamente
importante, uma vez que a resposta imune celulardaetamente relacionada a patologia da
doenca. A infeccdo pdreishmaniadesencadeia uma resposta imune bastante complexa,
se inicia com a resposta imune inata, na qual tewsp presentes na superficie de
macrofagos, células dendriticas e NK reconhecengculzls presentes na superficie dos
parasitas, tais como lipofosfoglicanos. Apds o mbezimento dos parasitos, essas células
induzem a producao de citocinas proinflamatériés camo TNF-alfa, IFNt e IL-12, bem
como moléculas coestimulatorias. Nesta doenca asoOfagos exercem um triplo papel,

sendo células hospedeiras, células efetoras easépresentadoras de antigenos (APC) que
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ativam células T especificas. Em modelos experiaietem sido demonstrado que a resposta
Thl leva a cura da doencga, enquanto a respostéeVa2 progressédo da doenca (Figura 5.6).
A partir dos ensaios com citometria de fluxo é padsdetectar o perfil da infeccao,
relacionado a predominancia de células do tipo ©hl1Th2. Através de marcadores
especificos €& possivel realizar uma investigacddalldela das caracteristicas
imunofenotipicas das células envolvidas na imurgdarhta (macréfagos e mondcitos) e

adaptativa (subpopulacgdes linfocitarias) no decataanfeccao.
Controle da doencga
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Figura 5.6. Resposta imune direcionada Beishmania. Em modelos animais, a suscetibilidade ou resistéia a doenca
depende do tipo de citocinas secretadas e do pedi células T ativado. Enquanto a resposta Thl induz @estruicao
do parasito, a resposta Th2 possibilita a sobrevivéra do parasito e a progresséo da doenca.

O estado de ativacdo de macréfagos infectadosiocom algum parasito também
pode ser avaliado por citometria de fluxo utilizass# a marcacdo de superficie para
moléculas relacionadas a ativacdo celular ou mareadntracelulares que identificam, por
exemplo, o 6xido nitrico.

A replicacdo dos parasitos nos macrofagos € unepsocregulado por citocinas, que
atuam no desenvolvimento da infeccdo ou na morbidieddoenca. A citometria pode ser
utilizada com a finalidade de identificar essa®aitas e as principais subpopulacdes
celulares produtoras.

A citometria de fluxo também pode ser utilizadaapguantificar o papel funcional de
determinada organela ou a resisténcia biol6gicandeleterminado parasita a drogas além de
auxiliar na delimitacdo do mecanismo de acéo delet@rminado farmaco.

A citometria de fluxo oferece uma metodologia siespbara realizar analise do ciclo
celular, que consiste no conjunto de acontecimdsitmgiimicos e morfolégicos responsaveis
pela proliferagcdo celular. A citometria possibiltaacompanhamento da distribuicdo das

células nas diferentes fases do ciclo em respostaterminados estimulos ou a acao de
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drogas. Possibilita também a visualizacdo de c®latan padrdo anormal no conteddo de
DNA.

A citometria de fluxo € extensivamente utilizada estudos de apoptose. As teorias e
modelos sobre morte celular programada sdo baseaalosbservacdo de marcadores
apoptoéticos tais como retracdo celular, protubéadnglebg na membrana plasmaética,
condensacgdo da cromatina, fragmentacdo de DNA afgitnde vesiculas, externalizagédo de
fosfatidilserina, estresse oxidativo, perda do mpctd de membrana mitocondriah¥m),
liberacdo de proteinas mitocondriais (citocromoergdonuclease G, fatores indutores de
apoptose) e atividade de proteases (caspaseskarige ser ainda uma questdao em debate, o
mecanismo de morte celular programada tem sidoctdei® em diversos parasitas
unicelulares, inclusive em kinetoplastidas do géfiegypanosoma Leishmaniaem resposta
a varios estimulos quimioterapicos.

A avaliagdo dos niveis de apoptose nesses orgasigmio citometria de fluxo é
realizada por métodos que detectam caracteriseéspecificas desse processo, como
externalizacdo de fosfatidilserina por anexina V&l deteccao de alteragdes no potencial de
membrana mitocondrial por rodamina ou JC-1; detedgéfragmentacdo do DNA atraves da
técnica de Tunel, entre outros. lodeto de prop&l@eAAD possibilitam observar em células
permeabilizadas a existéncia de populacdes hipndgd, também compativeis com a
ocorréncia de apoptose. Ensaios de apoptose emagtigotas deé_eishmaniatratadas com
diferentes compostos (antimoniais, camptotecinaem®xudo de hidrogénio) demonstraram
que durante o processo de morte celular programeatae a liberacédo de célcio dos estoques
intracelulares para o citoplasma das células. Essé tdxico para o potencial de membrana
mitocondrial, devido a atividade de canais de oahéio especificos presentes na membrana
dessa organela, desencadeando o processo de apdptieteccdo do aumento desse ion no
citoplasma celular pode ser feita por citometrigideo utilizando-se o corante fluorescente
Indo-1.

Nesse capitulo, objetivamos exemplificar algumdisagbes da citometria de fluxo na
protozoologia. Neste contexto, uma variedade deagiles podem ser propostas e realizadas
com base na citometria de fluxo, provendo resuffabieressantes e um consideravel

aumento no nivel de conhecimento sobre as infequdiasitarias por protozoarios.
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CAPITULO 6. APLICA(;OES DA CITOMETRIA DE FLUXO NA VIROLOGIA
Amanda Torrentes de Carvalho

6.1. Introducéo

A citometria de fluxo é um método quantitativo moaede se estudar as células.
Através dessa técnica, multiplas propriedadesasécbiolégicas podem ser determinadas em
uma unica particula — célula, de forma rapida eigae(Figura 6.1). A citometria é usada
como uma técnica suplementar para confirmar didgods e fornece informacdes de
prognostico valiosas. As subpopulacdes de célulasuma amostra podem ser avaliadas
utilizando diversos parametros: Imunofenotipagemoridogia; Ciclo celular; Diviséo
celular; Secrecéo de citocinas; Fluxo de célcimadlular; Analises de cromossomos; Niveis
intracelulares de espécies reativas de oxigéniodli#en do potencial de membrana
mitocondrial; Separacdo de célul&ell Sorting; Viabilidade (Apoptose); etc.

Tamanho (FSC) Complexidade (SSC) Fluorescéncia relativa g
_ @
Granulosidade i
] Antigenos
Enzimas "
Fluorescéncia
Tamanho
Yiabilidade
Célula viavel
Metabdlitos W
Célula apoptotica
Annexin Vg
Receptores SSSEEER
Citoplasma
DNA Citocinas 8 Fosfatidilserina

Figura 6.1. Parametros que podem ser avaliados utihndo a citometria de fluxo. A partir da citometria diversos
pardmetros celulares podem ser analisados, como imofenotipagem, ciclo celular, divisdo celular, prod¢éo de
citocinas, fluxo de calcio intracelular, niveis intacelulares de espécies reativas de oxigénio, pate@al de membrana
mitocondrial, viabilidade (apoptose), entre outros.
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As doencgas infecciosas sao causadas por uma \wgied@ microorganismos.
Parasitos intracelulares obrigatérios, como algubaaserias, fungos e protozoérios, utilizam
sua propria maquinaria celular para a replicacémstricdo e traducdo do seu material
genético. Tais parasitos também obtém suas projondss de energia metabdlica. Os virus,
por sua vez, sdo pequenas particulas que carregaeo mais do que a informacao genética
na forma de acidos nucléicos. A replicacdo dessganizsmos depende obrigatoriamente da
maquinaria celular do hospedeiro. Dessa forma,is \sao considerados os “verdadeiros”
parasitos obrigatorios. Eles apresentam um gen@gaemo composto de um unico tipo de
acido nucléico — DNA ou RNA- que, em ambos os ¢gsade ser formado por uma unica fita
ou dupla-fita. O genoma viral fica envolto por uprateina que, dependendo do tipo de virus,
também € envolta por um envelope lipidico. Os viegdicam-se de varias formas. Em geral,
sua replicacédo envolve (1) dissociacdo das paascuirais, (2) replicacdo do genoma viral,
(3) sintese de proteinas virais usando a maquidar@lula infectada, (4) organizacdo desses
componentes para a formacdo das particulas vir@y ®ia liberagdo para o meio celular de
forma lisogénica ou litica.

Dentre os diversos topicos inerentes ao estudovitos e suas propriedades,
incluem-se: classificacéo e estrutura viral; regg&o viral; patogénese viral, imunologia viral;
vacinas virais; terapias virais; métodos de diatitds quimioterapia antiviral, etc. Durante a
evolucdo de uma infeccdo viral, o reconhecimeritdara resposta inata na qual uma série de
moléculas efetoras e células estdo envolvidasitioods infeccéo, para promover a destruicao
do agente invasor e conter sua replicacdo e digaean. Os principais mecanismos da
imunidade inata contra os virus sdo a inibicaméec¢ao pelos interferonse p e a morte de
células infectadas, mediada pela céNlk Se a imunidade inata ndo for o suficiente para
conter a infeccéo viral, tornam-se necessarios m&t@s de defesa mais especificos. Outras
células seréo recrutadas, mais moléculas seraazdas e respostas altamente especificas
serdo geradas - imunidade adaptativa. A imunidatiptativa contra infec¢des virais é
mediada por anticorpos, os quais bloqueiam a lmadd virus e a entrada na célula
hospedeira, e por células T citotoxicas, os quiaisiream a infeccdo destruindo as células
infectadas. Alguns virus, assim como outros pamgsitlesenvolveram mecanismos para
escapar dessas defesas, ficando latentes ou ddstaélulas que tenham um papel central na
imunidade efetora. Dependendo do tipo do virus endgnitude das respostas efetoras
geradas, as infeccdes virais podem apresentar tihgmrido ou tender para a cronicidade.
As infeccOes agudas sdo caracterizadas por intepieacédo viral e ativacdo da imunidade

inata e adaptativa culminando olearenceviral e geragdo de uma memoria de vida longa.
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Nas infec¢Bes virais crbnicas, niveis elevados ejgicacdo viral persistem por longos
periodos levando a uma estimulacdo continua e goeste perda da capacidade funcional e
elaboracéo de respostas efetoras pelo sistema.imune

Os estudos da patogenia das infeccdes virais, @tign e 0 monitoramento de uma
doenca infectoparasitaria envolvem uma série derdatque incluem a caracterizacdo e
quantificacdo do parasito, das células, dos recep®® mediadores inflamatodrios envolvidos.
Para isso utilizam-se ensaios de imunofenotipagemanticorpos monoclonais conjugados a
fluorocromo ou sondas fluorescentes, ambos espegifi antigenos virais encontrados na
superficie, citoplasma ou nucleo de células inflata Com esse propdsito, a citometria de
fluxo torna-se uma ferramenta de extrema aplicac@oportancia. Para demonstrar o estudo
das infeccbes virais por citometria, utilizamos oobase um exemplo de infeccéo cronica
(causada pelo Virus da Imunodeficiéncia Adquiriddl¥) e um exemplo de infec¢cdo aguda
(Dengue).

As interacdes virus-célula do hospedeiro vém semdtisadas em conjunto com a
citometria de fluxo por mais de 25 anos. O potémt#aCitometria de Fluxo para analise
multiparamétrica traz duas vantagens importantesshalo de infec¢des virais:

» Detectar e quantificar células infectadas;
» Avaliar modificagfes fenotipicas e funcionais désilas infectadas ou néo infectadas.

6.2. Deteccao e quantificacdo de células infectadas

A citometria de fluxo permite caracterizar célulafectadas obtidas de amostras
bioldgicas de pacientes infectados ou de cultuehdares infectadas com virus. Em geral, a
infeccdo de células por virus resulta na produgidaidos nucléicos e/ou proteinas que se
acumulam dentro da célula. Aléem disso, a infeccaosada por virus envelopados esta
associada a expresséao de glicoproteinas do enwglap@a superficie de células infectadas.
Esses componentes virais podem ser avaliados tponatria através de “sondas” acopladas a
fluorocromos especificas a segmentos de acido inaciléral ou anticorpos monoclonais
especificos a antigenos virais ou a marcadoredaoedy com intuito de se detectar e
quantificar subpopulacdes distintas de célulasiafias.

Na infeccdo causada pelo HIV a desregulacédo ohdarmas células T CD4+,
tanto quantitativa quanto qualitativamente, é acandesta doenca. A Infeccdo pelo HIV pode
ser definida como um estado de ativacdo imune ecadendo seu curso clinico dividido em 3

fases: Infeccdo primaria — fase precoce (periodtengo a partir da infeccao inicial pelo
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virus até o desenvolvimento da resposta de antisjirfase assintomatica ou de laténcia
clinica; e fase sintomatica, onde surgem as doemngas definem a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). Com o uso daoaitetria de fluxo, podemos monitorar a
fase inicial da infeccdo permitindo detectar, poeneplo, a infeccdo precoce e macica das
células T CD4+ e sua deplecdo utilizando anticorpspecificos para proteinas do
nucleocapsideo viral, por exemplo a p24, versugoutds de superficie caracteristicas das
células CD4 ou outras. De fato, com auxilio dancétria de fluxo estudos demonstraram que
células marcadas para p24 aumentam com a progréasimenca e decaem a um nivel basal
em pacientes aidéticos tratados com terapias aotineis.

Ao longo da progressdo da infeccao pelo HIV, ac@rperda continua de
linfécitos TCD4. Em um determinado momento, quandaoniveis de células T CD4 estao
muito baixos no paciente isso gera um quadro denacheficiéncia grave, com o0
desenvolvimento e/ou reaparecimento de diversascgies oportunistas, ao qual pode
culminar com o Obito do paciente, em auséncia dgartrento. A infeccdo pelo
Citomegalovirus Humano (HCMV) é geralmente assidtica em individuos
imunocompetentes, entretanto, vem se apresentandwo cuma importante infeccao
oportunista em individuos HIV positivo. O HCMV pamte a familia Herpesviridae. Na fase
aguda, ocorre uma intensa replicagéo viral conedigsacao do virus pelo sangue, levando a
um maior risco de progressao da doenca clinicaughtificacdo da carga viral em pacientes
com infeccado persistente pode promover um meétoda peever o desenvolvimento da
doenca e ajudar a diferenciar a infeccdo assintomda sintomatica. A identificacdo por
citometria de populagbes de células infectadas amgue periférico de pacientes que
receberam transplante de medula éssea, usandoorpnic monoclonais especificos a
antigenos virais de fase precoce é um método rqgado o diagndstico imediato da doenca.
A caracterizacao da proteina da matriz do HCMV )pégocitada por neutrofilos do sangue
periférico através de anticorpos monoclonais é wtiarnativa bastante utilizada no
monitoramento da carga viral sistémica como um atinc substituto para o diagndstico da
doenca e inicio do tratamento com terapias anigvira

A Dengue é conhecida atualmente como a arboviraEe mMmportante no mundo.
Transmitida pelo mosquitdedes aegyptela uma doencga causada por uma infec¢do aguda e
que causa desde manifestacdes brandas até quaaves que podem culminar no 6bito. O
uso da citometria € importante para complementastsgios de diagndstico. Neste contexto,
nas ceélulas mononucleares do sangue periféricoadeenges na fase aguda da doenca é

possivel detectar antigenos virais por citometigjuanto que na fase convalescente nao.
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Além disso, estudom vitro vém demonstrando que fagdcitos mononucleares seigm

alvos importantes da replicacéo viral (Figura 6[23. forma interessante, comparando-se 0
percentual de células infectadas entre pacientsdbs e graves, foi confirmado o papel
dessas células como fontes de disseminacéo viriseainicial e consequiente gravidade da
doenca. Através do uso de anticorpos monoclonpecégos a proteinas do envelope ou nédo
estruturais do virus € possivel detectar sua pgasamto em fagocitos mononucleares como

em células endoteliais e hepatdécitos; e sua awséntiinfocitos.
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Figura 6.2: Caracterizagdo de mondcitos humanos ie€tados ou ndo com DENV-2. Mondcitos obtidos do sarg
periférico de doadores saudaveis foram cultivadosne meio apenas(A) ou virus infeccioso (C). As céldaforam
recuperadas e marcadas extracelularmente com Ac antD14 PE e em seguida, intracelularmente com anticpo
anti-dengue conjugado com Alexa fluor 647. O percémal de células CD14+, infectadas ou nao, foi estllecido por
citometria de fluxo. (Figura cortesia: Carvalho, AT.).

Vem sendo bastante explorada em protocolos de eit@de fluxo, a avaliacdo da
atividade antiviral de diferentes drogasvitro. O monitoramento de pacientes submetidos a
terapias antivirais, através da andlise de amosifagas, permite o uma avaliacdo da

susceptibilidade ou resisténcia ao tratamento.
6.3. Caracteristicas fenotipicas — Susceptibilidadefuncionalidade
6.3.1. Susceptibilidade

A infeccédo viral € iniciada pela interacdo do vingn receptores especificos na
superficie de células — alvo e co-receptores. Rirta identificacdo de células expressando
receptores que interajam de alguma forma com péasicvirais representou um avango na
compreensao da imunopatogenia de diversas infeap@es e do tropismo desses virus por

diferentes tecidos e érgéaos.
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Na infeccdo causada pelo HIV, o receptor € a m@éddD4 (expressa
preferencialmente em linfécitos T auxiliares); e amsreceptores associados a migracao,
CXCR-4 (expresso preferencialmente em linfocito Uxilkares) e CCR-5 (expresso
preferencialmente em macréfago). Os linfocitos TAGE0 os principais alvos de infeccao e
replicagdo viral. Portanto, o virus HIV é capazsdeverter o sistema imune do hospedeiro
por infectar os linfocitos TCD4, que normalmentequastram as respostas imunes
adaptativas. Isso gera um quadro de imunossupré8as) levando a uma deficiéncia na
montagem de respostas imunes contra infeccOeSUDRIES.

Durante a infec¢do causada pelo virus dengue,tiydarviral liga-se a receptores
especificos e/ou entra na célula por endocitoseiati@dpor receptor. Dentre os Varios
candidatos sugeridos como receptores para 0 vinggjimos as moléculas DC-SIGN
(dendritic cell-specific intercellular adhesion molle 3-grabbing non-integrine — expresso
preferencialmente em células dendriticas), CD1depires do tipo Toll e um receptor de
manose (MBL). Esses marcadores sdo especificomgiifos mononucleares, principais

alvos da infeccao pelo virus dengue.

6.3.2. Funcionalidade

Os virus também podem modular a expressdo de mastede superficie ou
intracelulares em células infectadas ou nédo inflestaEssas alteracbes podem ser causadas
pela ativacao celular em decorréncia da respostagndesencadeada contra o patégeno ou
por influéncia direta do virus, como um mecanisneo edcape. O padrdo fenotipico de
diferentes subpopulagdes pode refletir na funcidadé e diferenciacdondive efetora,
memoria) dessas células e pode ser monitoradatparetria.

Tem sido observado que células T Cvbtidas de pacientes infectados por HIV
apresentam um decréscimo na expressdo de moléawadvidas na sua ativacdo e nas
moléculas associadas as func¢des de linfocitos Bregposta citotoxica mediada pelos
linfocitos T CD8 ¢é crucial para supresséo da replicagéo viral eimiotuos HIV positivos. O
mecanismo de citotoxicidade se da pelo reconhetomespecifico de epitopos virais
apresentados via MHC-I pelas células infectadastefras virais do HIV podem induzir a
diminuicdo de MHC-I na superficie de células indglels na fase aguda da doenca,
diminuindo portanto, a atividade citotoxica dosduitos T CDS.

O Virus da Hepatite C (HCV) causa uma doenca ca)modendo levar a uma

cirrose hepatica em decorréncia do tropismo pnebésie do virus por hepatécitos. Um
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mecanismo pelo qual o HCV escapa do sistema imwestabele uma infeccao persistente é
prejudicando as funcdes efetoras das células dieadri Estudos in vitro por citometria
demonstram que células dendriticas infectadas meandiminuicdo na expressao de MHC-I e,
portanto um defeito no desencadeamento de respdstasas do tipo Thl.

Nas infeccdes causadas por Dengue, apesar dosittisf@ CD8 e célulaNK n&o
serem susceptiveis a replicagéo viral, trabalhitigarntdo a técnica de citometria demonstram
que a frequéncia aumentada dessas subpopulacddareslno sangue periférico dos
pacientes esta associada a um aumento na expdesggianulos citotoxicos em pacientes na
fase aguda da doenca (Figura 6.3 e Figura 6.4).0bitws obtidos do sangue periférico de
pacientes da fase aguda com a forma branda daajagresentam um aumento na expressao
de receptores do tipboll 2 e 4, indicando que o perfil fenotipico ativadesshs células é

importante na imunopatogenia da Den(ftigura 6.5).

IMPORTANTE: Uma familia de receptores bastante estudada naologia, caracterizada

e quantificada por citometria de fluxo em muitokidss de imunopatogenia de doencas, sao
0s receptores do tipdoll. Essas moléculas podem estar expressas na sigoediclar ou
compartimentalizadas em endossomas e atuam coraptoees de reconhecimento padrao
para uma variedade de moléculas derivadas dos angamismos (PAMPs). A via de
sinalizacdo pelos receptores do tigmwll induz a producdo de diversos peptideos
antimicrobianos e citocinas que contribuem na @efiesta contra patdégenos intracelulares e

extracelulares.
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Figura 6.3: Ativacdo de linfocitos TCD8 durante a ifieccdo por dengue. PBMCs do sangue periférico de intduos
saudaveis (n:9) e de amostras de pacientes em difetes dias da doenca. As células foram marcadas
extracelularmente com Ac anti-CD8 PE e em seguidajtracelularmente com anticorpo anti-Tia 1 FITC ou seusotipo
anticorpo IgG1 FITC Os numeros em cada quadrante dograficos dedot plot indicam o percentual de células Tia+ na
subpopulagdo de linfécitos TCD8. As médias estdo negsentando os 3 diferentes grupos de pacientes entole. para
cada paciente e controles. A significAncia estatish foi avaliada pelo teste Mann-Whitney U com * rpresentando P <
0,05 (Figura cortesia: Azeredo, E. Let al.).
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Figura 6.4: Ativacdo de célulasNK durante a infeccdo por dengue. PBMCs do sangue piérico de individuos
saudaveis e de amostras de pacientes em diferentias da doenca foram analisadas por citometria dduxo. As
células foram marcadas extracelularmente com Anitiorpo anti-CD56 Cy e em seguida, intracelularmente amn
anticorpo anti-Tia 1 FITC ou seu isotipo anticorpo Ig51 FITC Os nimeros em cada quadrante dos graficos diot
plot indicam o percentual de células Tia+ em subpopulacéele céluladNK CD56+. As médias estéo representando os 3
diferentes grupos de pacientes e controle. para cagaciente e controles. A significancia estatistidai avaliada pelo
teste Mann-Whitney U com * representando P < 0,0%Figura cortesia: Azeredo, E. L.et al.).
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Figura 6.5: Deteccdo de TLR-2 e TLR-4 em pacientes coffebre do Dengue: PBMCs do sangue periférico de

individuos saudaveis (n: 6)s e de amostras de paties da fase febril (n: 10) e defervecéncia (n: 1&ram analisadas

por citometria de fluxo. As células foram marcadaxtracelularmente com Anticorpos anti-CD14 FITC e ati-TLR-2

PE (isotipo IgG PE) ou com Anticorpos anti-CD14PE e &RTLR4 FITC (Isotipo IgG FITC). Os numeros em cada

guadrante dos gréaficos dedot plot indicam o percentual de células + duplo marcadasparcagdo simples ou nenhuma

marcagdo. A média dos percentuais de mondcitos TLR-2¢ TLR-4+ estdo representadas para cada paciente e

controles nos graficos A e B. A significAncia estiatica foi avaliada pelo teste Mann-Whitney U com tepresentando P

< 0,05. (figura cortesia: Azeredo, E. Letal.).

4. Apoptose

A apoptose é um evento essencial tanto na fisialagianto na patogenia dos
organismos. Ela compreende um processo ativo aele@sttuicdo, geneticamente regulado e
orquestrado por uma cascata complexa de eventoglibi@os, liderando com mudancas
morfologicas e finalmente morte celular por umaeta@nzimatica complexa. Uma variedade
de sinais e estimulos, incluindo citocinas, agenteais, quimicos ou fisicos podem
desencadear este evento. O programa pode ser leadatiou disparado por duas vias:
extrinseca (receptores de morte) e intrinsecanfMiecondrial). Independente de como ela é
iniciada, a apoptose resulta na ativacdo das cespage clivam proteinas celulares e
promovem a destruicdo do material genético. Os ytosd da replicacdo viral sao
freqientemente associados a alteracdes nas vidsoseintese de proteinas nas células
infectadas. Algumas vezes essas mudangas sao amf@srativar a apoptose.

A desregulacdo da apoptose durante a infeccdo H&loé vista como um fator

importante na deplecédo de células TCD4 e TCD8 grpssdo da doenca. Proteinas virais
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induzem a apoptose de células TCD4 infectadas oupadi diminuir a expressao de proteinas
anti-apoptéticas da familia Bcl-2 como o Bcl-2,pmio aumento da expressao de receptores e
ligantes da familia de morte, como Fas e FasL.Oeatomna expressdo de Fas em células
TCD4 naive e de memoria; e a diminuicdo na expressdo de ExIBrl-xL e clones de
linfécitos TCD8 HIV especificos tornam essas céutais susceptiveis a apoptose. Proteinas
virais induzem a diminuicdo da expressdo de madécde MHC-I em células infectadas,
prevenindo a apoptose mediada por citotoxicidadéndi@écitos TCD8. O uso de marcacao
por citometria para avaliar potencial de membranagoaondrial e exposicdo de
fosfatidilserina demonstra que PBMCs de pacient®é pbsitivos sdo mais susceptiveis a
apoptose quando comparados aos PBMCs de pacpr@@sceberam terapia antiviral. Outro
dado interessante é que o virus também é capaubitea atividade citotoxica de célulalK

em células dendriticas infectadas, tornando-as ritapies reservatérios para a persisténcia
viral em tecidos linféides.

A apoptose vem sendo descrita nas infec¢des puivilas. O papel de proteinas
virais e mediadores inflamatorios produzidos dwamtinfeccdo promovem a inducdo da
apoptose . Residuos de aminoacidos da proteinaed#rana do sorotipo 2 do virus dengue
provocam disfuncdo mitocondrial e ativacdo de csesp@m linhagens de células epiteliais
infectadas. Em pacientes na fase aguda da doengenfionstrado um aumento na freqiéncia
de uma subpopulacdo de Linfécitos TCD8 do sangti&peo expressando baixos niveis de
Bcl-2 comparado aos controles e pacientes na faservalescéncia (Figura 6.8) infeccéo
in vitro do virus induz a expresséao de fosfatidilserinacep®r Fas em mondcitos infectados
in vitro (Figura 6.7). Todos esses eventos podem contmiaususceptibilidade a gravidade da
Dengue.
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Figura 6.6. Diminuicdo na expresséo de Bcl-2 em fifcitos TCD8' de pacientes na fase aguda da Dengue: A express&o
ex vivo de Bcl-2 em linfocitos T CD8 obtidos do sangue periférico de individuos saudéige(controle) e pacientes na
fase aguda e de convalescéncia, respectivamente.p&centual de células expressando niveis baixostermediarios

ou elevados de Bcl-2 foram determinadas por citomes através da marcagdo com anticorpos anti-Bcl-2 P e anti-
CD8 Cy 5.5. Os graficos sao representativos, ond@BMCs isolados de controles (n = 8); pacientes fiase aguda (1-
10 dias n = 10) e nas fases de convalescéncialxlihs n = 9) (Figura cortesia: Azeredo, E. Letal.).
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CAPITULO 7. CONCEITOS BASICOS E APLICACAO DE SORTING
Raquel Ferraz

A citometria de fluxo tem como principio princigabquisicdo e a analise de células
e prover informacfes acerca das caracteristicasgjsquimicas e biolégicas destas células.
Os citbmetros de fluxo que possuem esta capaciddae chamados de citdmetros
analisadores. Além deste recurso, alguns citdtm@imssuem uma configuracéo particular e
um sistema especifico que permitem a separacao opelggdes celulares puras e
homogéneas, a partir de uma amostra heterogéneaod#o com critérios de caracteristicas
biolégicas predefinidos (Figura 7.1). Estas popigac purificadas se tornam, entdo,
disponiveis para avaliagcdes morfoldgicas ou gemstioem como para ensaios funcionais e
de terapéutica. Este processo citofluorimétricooehecido comoFlow Sorting (ou Cell

Sorting) e os citdmetros de fluxo capazes de realizar msteesso sao chamados dellC

v ma

10 102 100 10" 10
CD4-FITC

Sorters.

Figura 7.1: Separacdo de células. Andlise de amaatheterogénea, submetida a&orting e separada em amostras
homogéneas.

Desde as primeiras aplicagOes, realizadas por kédnarzenberg, &orting vem
sendo cada vez mais aplicado, tanto na area dagtdotomo na area industrial, devido a
capacidade unica de isolar populacdes celularesiranprocesso relativamente rapido; as
condicbes estéreis que permitem que estas popslasg@am submetidas a outras
metodologias; a pureza e integridade das célulasladas e, portanto, confiabilidade do
processo.

No entanto, foi em estudos na imunologia quBaooting teve sua utilizagcdo mais
acentuada, com a realizacdo, por exemplo, de gagdies de subpopulacdes de linfocitos.
Detalhar todas as aplicacdes desta tecnologidumtihétrica ndo faz parte do escopo desta
apostila, deste modo listaremos, abaixo, uma selée&écnicas para ilustrar a versatilidade

do Sortingpor citometria de fluxo, algumas das quais seddalldadas mais adiante:
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» Clonagem de uma Unica célula a partir de célulakiligdoma para a producdo de
anticorpos monoclonais;

» Selecao de células progenitoras (CD34+) em buscaldias-tronco pluripotentes;

* Isolamento e purificacdo de diferentes linhagemduindo células-tronco, a partir de
amostras de medula 0ssea,;

» Selecdo células transfectadas com um marcador geesséo, como a Green
Fluorescence Protein (GFP);

* Isolamento mutiparamétrico de células a partir@@upacdes mistas;

» Sexagem de sémem atraveésStwting de espermatozoides utilizando a diferenca no
conteudo de DNA entre 0os cromossomos portadorsed¥;

» Sortingde uma Unica célula para ensaios in vitro a paetwm clone celular.

7.1 Principios

Durante a aquisicdo e analise das amostras devdsafwsr, nosdot plots e/ou
histogramas, regides de interessatdg para selecionar as populacdes celulares que
desejamos separar. O process@&dgdingse inicia com o estabelecimento de procedimentos
junto ao software e ao equipamento visando quélakas escolhidas sejam direcionadas para
um recipiente que as armazenarao (tubos ou vépos de placas de cultivo).

Estes procedimentos incluem uma vibracdo da cadeafuxo Flow Cell) levando
o fluxo continuo de salina a se “quebrar” em gdtleplety. Assim cada célula dentro de
uma gota € interceptada pelo laser e posteriornpagsa por uma placa de carreamento de
elétrons, onde recebe uma carga positiva ou negdépendendo do critério de selegédo pré-
estabelecido nsoftware de aquisicdo e andlise. Por exemplo, se duas pulagdes de
linfocitos T CD4 e CD8, forem escolhidas para serem separadas, cadaguendo uma
destas células recebera uma carga positiva e gotaacontendo a outra célula recebera uma
carga negativa. A seguir, as gotas sao atraidasplpoas defletoras com carga elétrica
contraria a da gota, de forma que as gotas camegaa inves de seguir o fluxo de liquido

continuo, regular do equipamento, séo atraidas petaectivas placas (Figura 7.2).
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Figura 7.2: Principio do Cdll Sorting.

IMPORTANTE: Alguns usuarios de citometro de fluxo utilizam, mwés de
solucao salina, 4gua destilada para realizar éasand¢ amostras. Entretanto, par@asting é
fundamental que as gotas sejam formadas por sodaj@, ja que a separacdo das células é

baseada na transferéncia de ions.

Através de parametros eletrdnicos especificos, doegiiéncia, fase, érop delay
deve-se ajustar o equipamento quanto a distanetasprentre a primeira gota a ser formada e
aflow cell, a distancia entre as gotas de forma que cadacanmanha uma Unica célula ao ser
interceptada pelo laser; e o tempo correto que gatiadeve levar entreflaw cell e a placa

de carreamento, a fim de atingir 100% de purezafidé€ncia da separacdo homogénea das
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populacdes celulares. A eficicia 8ortingpode ser conferida através de nova aquisicdo das
células isoladas, as quais devem ser positivasrderpara o parametro que foi selecionado.

7.2 Aplicacbes ddsorting

O Sorting é um processo que pode ser utilizado tanto emusssdpasica,
quanto em pesquisa clinica nas areas de imunolog@pbiologia, genética, parasitologia,
oncologia, biologia molecular e toxicologia.

A partir da amostra homogénea submetida Saeting, podem-se utilizar
diversos ensaios experimentais e metodologias deodalto grau de pureza das amostras, a
integridade das células apos a separacao, aléepddg;des estéreis em que € realizado este
processo. Além disso, utilizando esta tecnologipogsivel determinar o nimero de
células a ser separado, o que confere ainda npEsifidade a este processo.

Em alguns equipamentos é possivel, ainda, seppaemmaa uma célula, em um
processo chamado den§le Cell Sortinglou clonagem), muito utilizado para clonar pacssit
para serem cultivados para enriquecimento de asat@s colecOes parasitarias ou serem
utilizados em ensaiom vitro ou de biologia molecular. Geralmente neste pracessla
célula é direcionada para um poc¢o de placa devowdtpara isso o citbmetro de fluxo deve ter
além do suporte especifico para placa que pernmstgaamovimentacdo para que cada pogo

receba a célula, um dispositivo para calcular ecdio que esta deve seguir (Figura 7.3).

Figura 7.3. Clonagem. Placa de cultivo em movimenfgara que cada pogo receba uma célula.
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IMPORTANTE: A clonagem de parasitos pode ser baseada apemaasilise de parametros
morfolégicos caracteristicos daquela célula, istotamanho e granularidade. Sem a

necessidade do uso de anticorpos e fluorocromos.

Os ensaiosin vitro utilizando amostras homogéneas sao utilizados pana
variedade de aplicagbes, podendo ser util na g&aliade caracteristicas fenotipicas e
funcionais de uma mesma populacdo celular frergstimulos especificos, na infeccdo de
uma unica célula com determinado parasito, assmo@m ensaios de dosagem, resisténcia e
acao de drogas.

O sequenciamento é outra metodologia aplicada ta paruma populacdo celular
obtida por Sorting. Estas células podem, ser submetidas entdo a sstyslweticos de
sequenciamento do DNA, utilizando a PCR, mostrangioa citometria de fluxo combinada a
biologia molecular, permite a realizagdo da ferag@n e genotipagem.

Na area da fertilizacdo a separacdo de espermdésztém sido aplicada atraves de
marcadores de viabilidade celular, ou ainda atrdaeé&diferenca de conteido de DNA entre os
cromossomos X e Y, muito utilizada para reprodudéobovinos, mas eticamente ainda
controversa para reproducao humana.

Outra aplicagdo d&ortinginclui estudos de célula-tronco pluripotente atipaia
purificacdo de diferentes linhagens de célulasgmitgras de amostra de medula éssea.

Com o avanco tecnoldgico e o0 aprimoramento dogpamentos, atualmente alguns
citometros de fluxaell sorterséo capazes de separar 100 mil eventos por segeiseéparar
até seis populagfes a partir de uma mesma amabtmagdo caminho para uma variedade de

aplicacgoes.
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CAPITULO 8. PROTOCOLOS PARA CITOMETRIA DE FLUXO
Amanda Torrentes de Carvalho

8.1. Protocolos de Citometria

Os protocolos para analise em citometria de fluxevech ser preparados
considerando alguns fatores importantes:
1) Quantas cores o citbmetro de fluxo é capaz de ler;
2) Saber o tipo e a quantidade da amostra (sangidodluecidos, parasitos, etc.);
3) Cuidado no preparo e estoque dos reagentes deetitam
4) Saber quais os marcadores serdo utilizados ededarorescéncia de cada um deles;
5) Utilizar um controle interno (isotipo);

6) Organizacéo e armazenamento dos dados obtidos.

8.2. Preparo da Amostra

Para que seja possivel analisar uma amostra nanetitd € necessario,

primeiramente, que o material esteja_em suspergélaic Materiais como sangue periférico,

medula Ossea, liquido peritoneal e pleural, sdpensdes celulares naturais. Amostras
obtidas de culturas celulares também séo consiaematpensdes, embora o procedimento de
obtencédo dependa do tipo de célula que esta settiilcada. Ja 6érgdos como baco, figado e
tecidos tumorais, devem ser submetidos a processasnespeciais para obtencao das células.
Em alguns casos, as amostras devem também sadd#trpara reduzir qualquer tipo de
variavel que possa influenciar durante os procediiosede marcacdo ou danos durante a
aquisicdo das amostras pelo citbmetro. Geralmengguerido, 0.5 ml de suspenséo celular,
com uma concentracéo ideal na faixa detad @ células/mL. Para muitas amostras, mesmo
em suspensao, € necessaria uma etapa de sepagacélolds por ensaios especificos para
obtencéo da(s) subpopulacéo de interesse e elidurtlchemaciasdebriscelulares.

Tomando todos os cuidados necessarios, segueispade marcacdo das células
com anticorpos especificos.

Como sabemos para a técnica de citometria as amasialisadas sdo submetidas a
um ensaio de Imunofenotipagem, ou seja, um sistEnmaarcacao via Anticorpos especificos

e/ou reveladores a um sitio, ou sitios antigérdeosm antigeno.
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IMPORTANTE: A separacdo poFicoll-Hypaque é bastante utilizada para obtencdo de
células mononucleares do sangue periférico (PBMQdicoll-Hypaque consiste em uma
mistura de polissacarideos neutros hidrofilicoslte densidade que se dissolve prontamente
em solucdo aquosa. Quando apropriadamente misterademperatura ambiente, o Ficoll-
Hypaque € mais denso que as células mononucleaasspaquetas. Por ser uma solugéo
toxica e causar lise celular, a mistura é colocemfundo de um tubo e o sangue (coletado em
presenca de anticoagulante para evitar a coaglylac@mgarosamente colocado sobre a fase
de Ficoll. Apos centrifugacéo, as duas fases torsarnem visiveis e a separagao ocorre da
seguinte maneira: na fase superior ficam o plasseug constituintes solluveis, na interface as
células mononucleares, em seguidéall e apds os eritrdcitos e granulécitos que ficam sob

a forma de um sedimento celular no fundo do tubo.

IMPORTANTE: Para que seja possivel a analise correta no ditdpuevemos ficar atento
a varios procedimentos, tanto na obtencdo quantoremaro e procedimentos de marcacao
das amostras. Minimizar a perda de material arsdisado, reduzir alteracées morfologicas e

evitar ou minimizar variaveis que influenciem nagemicidade, sdo alguns exemplos.

8.3. Ensaio de Imunofenotipagem

A imunofenotipagem consiste num sistema de marcagaointeracoes entre
anticorpos especificos, antigenos e anticorpodagwees O desenvolvimento de ensaios de
imunofenotipagem tem sido util para clinicos e epilogistas elaborarem diagndsticos
conclusivos. A citometria € uma técnica imunolédioadamental, utilizada para deteccao de
Antigenos ou Anticorpos numa amostra, baseado si@staracoes. O uso de anticorpos
especificos de amplo espectro torna a citometria das mais técnicas laboratoriais mais
sensiveis e especificas, fornecendo dados tanidatjuas quanto quantitativos. Além da
andlise de células normais, as aplicacfes climioasso da citometria na imunofenotipagem
também se estendem a identificacdo e estudo petola leucocitos e outras células
sanguineas.

Os citbmetros tém a habilidade de selecionar ettigan simultaneamente diversos
parametros distintos de uma amostra contendo raghde células. Essa analise € feita
individualmente para cada célula e em poucos minwte células sdo geralmente marcadas
direta ou indiretamente (via anticorpos) com flwoomnos, quando excitados ou quando

submetidos a uma acgao ou atividade de um compoaoeluar em particular.
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IMPORTANTE: A intensidade de fluorescéncia emitida pelo fluavow acoplado a uma
molécula, como o anticorpo, esta diretamente m@hacia com o nimero de locais de ligacao
dessa molécula de reconhecimerBeralmente os anticorpos conjugados a fluorocromos
especificos a um determinado antigeno podem tarsbdigar de forma inespecifica a outras
moléculas presentes na célula. Para evitar aénérfia de falsa positividade nos resultados é
preciso quantificar e eliminar a fluorescéncia jpees$fica, comparando as amostras marcadas
com anticorpo especifico a amostras marcadas conanirorpo isotipico - anticorpo da

mesma classe do anticorpo especifico mas com ésjusae para algo irrelevante.

IMPORTANTE: Cuidados devem ser tomados para que a concentidgalodo anticorpo
disponivel ndo decaia em decorréncia da sua liga¢@ommas sollveis do antigeno na amostra

a ser testada.

8.4. Marcacao direta

O uso de anticorpos conjugados a fluorocromosigardificar antigenos especificos
dentro ou na superficie das células é bastant®mxjal na Imunologia e imunodiagndstico,
onde a maioria das amostras celulares ja esta sperssfo. Quando o anticorpo de detecgéo
ja vem conjugado a um fluorocromo, dizemos quesaiende imunodeteccao utilizado é uma
marcacao direta. As células em suspensao sao mEsitltmm 0s anticorpos conjugados ou
anticorpo controle (isotipo). Posteriormente as stras sdo submetidas a lavagem para a
eliminacdo dos anticorpos que néo se ligaram (BigLi).

Esse ensaio tem a vantagem de ser rapido e sipphlgsie apenas uma Unica
incubacdo com um ou mais anticorpos marcados caorotromos e de especificidade
distintos é requerida. Entretanto, é necessariotgg@s os anticorpos sejam conjugados a
fluorocromos distintos e, portanto, sua producdnase mais complexa, 0 que encarece 0

produto.

8.5. Marcacdo indireta

Na imunodeteccdo indireta, as células em suspesdéoincubadas com um
anticorpo ndo marcado, especifico ao antigeno ququgr avaliar (anticorpo primario).
Posteriormente as células sdo lavadas e incubadasim anticorpo secundario conjugado ao

fluorocromo que é especifico a imunoglobulina dasmme natureza no qual o anticorpo
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primario foi gerado e analisado. O anticorpo cdatr@isotipo) correto nesse tipo de
imunoensaio serd um anticorpo ndo conjugado da medasse de imunoglobulina do
anticorpo primario e também sera incubado ao ampkicsecundario conjugado (Figura 8.1).
Ao contrario da marcacédo direta, a marcacao iredigeim ensaio mais demorado e
dispendioso, pois requer o uso de dois tipos deapbs, além de aumentar a probabilidade
de marcacgOes inespecificas. Entretanto, a principalagem desta técnica compreende na
maior sensibilidade devido a amplificacdo do saujuirida pela ligacdo de varios anticorpos

secundarios a um unico anticorpo primario (Figufa.8

Marcacio direta Marcacio Indireta

Ac anti- Tg de camndongo acoplado a

Ac Ig de camundongo anti-DENV
~um fluorocromo

acoplado a mn flnoracrome

Figura 8.1. Marcacao direta e indireta

8.6. Marcagao extracelular

Uma das aplicagBes clinicas mais comuns da cita fluxo € a determinacéao de
antigenos de superficie (imunofenotipagem) (Fi@2x Todas as células normais expressam
uma variedade de marcadores de superficie. Entoetmmomalias associadas a maturacao ou
causadas pela infeccdo por parasitas intracelufaodem interfirir na expressao natural
dessas moléculas. Através da citometria podemésglig entre células saudaveis e aquelas

anormais ou infectadas.
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8.6.1. Solucéo de fixagédo: Células vivasrsus células fixadas

Existem boas razdes para o uso de células vivaslquse quer caracterizar a expressao
de receptores de superficie. Nessas condicbes-gendo maximo manter as células num
estado “natural”, préximo do que ocorire vivo. Portanto o ajuste da quantidade de sal,
temperatura, pH e outros componentes protéicosiebedecer a um parametro fisioldgico.

Nos protocolos de marcacao extracelular, geralmerenos as amostras ao término do
ensaio de imunofenotipagem para preservar as nis@sagermitindo uma analise posterior.
A utilizagcdo do protocolo de fixagcdo celular emowietria, antes dos procedimentos de
marcacao extracelular, pode alterar a antigenieididanticorpo causando resultados falso-

negativos, embora a ultraestrutura da membranéac@lermaneca integra.

IMPORTANTE: Em protocolos de marcacdo para avaliagdo funcial@alhabilidade
fagocitica e morte celular € necessario o uso ligasévidveis, sem etapa de fixagdo. Como
sdo eventos dinamicos, a preparacao de amostrapdtarias” possibilita a visualizacdo de

material bioldgico in vivd’, no seu estado natural.

Adiante sera explicado com mais detalhes a impcdéia etapa de fixacdo e os tipos de
fixadores a serem utilizados durante o procediméatocitometria de fluxo.

8.6.2. Solucéo de bloqueio

Anticorpos podem se ligar de forma inespecificaalgeente com baixa afinidade, a
outros componentes da célula. Portanto, um pagsariante nos procedimentos de marcacao
extracelular € o uso de solucdes que inibam ouzeeduas marcacdes inespecificas. Essas
solugdes sdo chamadas de solucdes de bloqueioigdsdéds inespecificas geralmente
ocorrem como produto da adsor¢cado de moléculas timgro a superficie celular sem haver
reacao antigeno-anticorpo ou pela interacdo daapdf¢ da imunoglobulina com receptores
na superficie de diferentes populacfes leucocitaRartanto, durante os procedimentos de
marcacéao, costuma-se tratar as amostras previagmnteama solucao de bloqueio, composta

de salina tamponada (pH fisiolégico), albouminacshbovina e plasma humano inativado.
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8.6.3. Solugao de lavagem

Independente da procedéncia da amostra utilizattaprotocolo de marcacéo a ser
utilizado, € importante que ela seja mantida enucdeals contendo nutrientes para sua
manutencdo e sob condigbes que evitem ao maximaegeneracdo. Além disso, células
mortas,debris anticorpos que nao se ligaram ao antigeno, exakssolucdes de bloqueio e
de fixacdo, devem ser removido da suspensdo pavaini@ienciarem na viabilidade,
morfologia e funcionalidade celular. Portanto, diderentes protocolos de citometria, desde a
obtencdo da amostra e durante todo ensaio de rAarcs; células sdo submetidas a lavagens
sequenciais. A solucdo de lavagem geralmente & f@im salina tamponada de pH
fisioldgico, azida sodica e albumina sérica bovi@aralmente, as demais solucfes citadas

anteriormente e a seguir séo feitas a partir degc8olde lavagem.

IMPORTANTE : Durante o preparo de solucdes para o tratamenéondstras celulares em
citometria de fluxo, deve-se ajustar as concenémgie sal e pH nessas solucbes. Altas
concentracbes de sal e pH extremo podem levar apimeento dos imunocomplexos

antigeno —anticorpo.

8.7. Marcacao intracelular

Em muitas areas de pesquisa, vem se tornando ommeximportancia a deteccao
e/ou quantificacdo de antigenos intracelularesuindb componentes estruturais, enzimas,
fatores de transcricéo e glicoproteinas destirsese¢do ou exportadas (Figura 8.2).

Anticorpos, assim como substancias fluorescentés, reoléculas relativamente
grandes, ndo sendo permeavel a membrana das céloldanto, se componentes internos
devem ser marcados, as membranas plasmaticascegdaelas devem ser permeabilizadas,
antes ou durante o ensaio de imunodetec¢do. Ao onémmpo, oS antigenos-alvo devem
permanecer dentro da célula. Por estas razdesptmeE@os de marcacao intracelular também

sdo acompanhados de etapas de fixacao.
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Moléculas de
adesio

Figura 8.2. Marcagao extra e intracelular

8.7.1. Solugéo de fixagédo

A antigenicidade, em geral, é perdida progressivénecom o aumento da
concentracdo e tempo de incubagdo das amostrasocagente fixador. Portanto, para a
escolha do fixador ideal deve-se sempre levar amideracdo essas duas caracteristicas.

Existem dois tipos principais de agentes fixadar#ézados em citometria e em
outros ensaios laboratoriais que requeiram essalégprocedimento.

Os alcoois e acetonas competem com as molécukagudena formacéo de pontes de
hidrogénio causando a precipitacao local de praseiRorém, eles ndo fixam acidos nucléicos
ou carboidratos que, portanto, extravasam dasastlurante as etapas de lavagem. Um outro
problema no uso desses tipos de fixadores em ditamé que eles tendem a formar
agregados celulares.

O paraformaldeido é o fixador mais utilizado enoroiétria. Ele consiste na forma
polimerizada do formaldeido, mas que pode se disselagarosamente em solu¢cdo aquosa
com pH e temperatura apropriados. O formaldeidgerdégando-se covalentemente a muitas
macromoléculas biologicas. Seus principais alvas @dipos amino em aminoacidos de
proteinas e nas bases de acidos nucléicos. Eleétardbum bom fixador de lipidios e néo
altera os grupamentos funcionais de glicoprotedieasuperficie celular.



Citometria de Fluxo — Carvalho; Ferraz; Ribeiro &rio 91

IMPORTANTE: Pos-fixacdo — A ligagdo dos anticorpos a antiget®ssuperficie ou

intracelulares pode ser preservada encubando paadfteido, diluido em solucdo salina
tamponada (PBS). A fixacdo sob essas circunstam@aprevenir a perda da marcacao
fluorescente nas amostras. Como a exposicao adofixgode promover danos estruturais as
células, este é utilizado em baixas concentrac@esubado por um curto periodo de tempo.
Essa fixacdo “branda” é o suficiente para inibiter@c6es celulares geradas por vias

metabolicas ou energéticas.

8.7.2. Solugao de permeabilizagédo — saponina

Apos a fixacdo “branda” com formaldeido, as céluéasbém mostram um aumento
na permeabilidade a moléculas pequenas mais aemaapecem impermeaveis a grandes
moléculas como os anticorpos. A saponina € o agesmaeabilizante mais utilizado em
citometria. Produzida por varias plantas, as mddéae saponina contém uma regido
lipofilica que se insere nas membranas e interageanlesterol, fosfolipidios e proteinas. As
saponinas rompem as interacdes entre colestesfelipidio e criam poros na membrana
das células grandes o suficiente para permitirtea@am de macromoléculas, sem alterar a
integridade da membrana e preservando a morfoboggmantigenos de membrana, em baixas

concentragoes.

IMPORTANTE: A formacao dos poros pela saponina é reversigearicorpos devem
entrar na célula para marcar o antigeno intragel@f@ds a etapa de incubacgéo, aquelas
moléculas que nao interagiram com o antigeno desegnretiradas por lavagem. Portanto, é

essencial manter a saponina em todas as etapasatalimento de marcacao das amostras.
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CAPITULO 9. PRATICA DE IMUNOFENOTIPAGEM E APOPTOSE
Amanda Torrentes de Carvalho, Grazielle Alves Ribeo & Raquel Ferraz

9.1. Tipos de amostras utilizadas em ensaios deatiietria de fluxo

A. Amostra de sangue:
* Em tubos com EDTA - é o preferencial para a imunafipagem e demais
protocolos de marcacao com anticorpos monoclonais;
* Em tubos com Heparina — quando as células foremetidlas & ensaios de cultivo
celular.
B. Cultura de células - Dependendo do tipo celulabi@regdo pode ser feita por acéo
enzimatica, térmica e/ou mecanica;
C. Outras: Liquor; lavados peritoneal e bronco-alvedBAL) pulmonar; MO -
suspensodes celulares naturais;

D. Orgdo ou tecidos: Processamentos especiais paagabtdas células em suspensio —

acao enzimatica, mecanica e/ou térmica.
9.2. Protocolo Prético — Marcacéo de receptores ageembrana e de apoptose em PBMCs

Para a caracterizacao fenotipica (imunofenotipagiamalgumas subpopulacdes de
linfécitos T e para a determinacdo de apoptoseasasiulas, aplica-se 0 mesmo protocolo

citofluorimétrico tanto para amostras de sangueidab® por puncdo venosa), quanto para
células de cultura.

9.2.1. Métodos de processamento de sangue para eosale citometria de fluxo

Héa duas maneiras de utilizar amostras de sangaespegm submetidas a protocolos
de citometria de fluxo:
» Sangue Total (submetido a uma lise prévia das has)acST
» Células Mononucleares do Sangue Periférico (subloet uma centrifugacdo em
gradiente de sedimentacéo) - PBMC
Serado abordados trés protocolos para obtencao ¢a,®re C) e um protocolo para
obtencdo de PBMC (D) baseando-se na lise ou exclus& hemacias, mantendo a

morfologia dos leucdcitos e a integridade da memebczlular:
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IMPORTANTE: As hemécias sdo células criticas para a aquisiedamostras, podendo
causar problemas de entupimento no equipament@eattiar na identificacdo de linfécitos

quanto ao tamanho e a granularidade e na anaksesioltados.

A) Optilyse C (Beckman Coulter); Optilyse B (BD)

O optilyse € um reagente préprio para a prepardeda®lulas a serem analisadas por
citometria de fluxo, que se baseia na lise de hema&cfixacdo dos leucocitos. Esse reagente
deve ser armazenado em temperatura ambiente enjgremto para utilizacdo, um uma Unica
solucdo, composta de &cido formico para lise dasabis, tampdo e fixador (1,5% de

formaldeido), ndo sendo necessaria nenhuma diluicéo

Protocolo

 Em 10QiL de sangue, contendo 5x105 células (sangue padedisiido em PBS
para ajustar as células para 5 x tiQp/adiciona-se uL do Ac anti-CD4-FITC, 5
uL de Ac anti-CD8-PE e pL de AC anti-CD3-PC5 (diluidos em PBS);

» Agitar em vortex e incubar por 20 minutos em terapga ambiente, protegido da
luz; Lavar e centrifugar a amostra e em seguideia@dar 500uL de Optilyse C,
agitando imediatamente;

* Incubar por mais 10 minutos em temperatura amhiente

» Adicionar 500uL de PBS; agitar mais uma vez; e fixar com paraéddeido 1%.

e Em 10 minutos a amostra jA esta pronta para sedisae@ mas pode ser

armazenada por 24 horas na geladeira.

IMPORTANTE: Como a amostra € fixada ndo se pode realizareysmplo, protocolos de
marcacdo para apoptose (7AAD e PI) ou proliferagdialar, que necessitem de células
viaveis Outra limitacdo é a nao eficiéncia da lise dasdwmas em algumas patologias como

insuficiéncia renal, hemoglobinopatias, etc...
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B) Lysing solution, NH,Cl (Beckman Coulter)

O Lysing solution permite a preparacdo de amosiwaso sangue e medula éssea,
através da lise de hemacias por do cloreto de am@hém de EDTA e bicarbonato de
potéssio). A solugdo vem 10x concentrada, e devéilséda em agua deionizada somente no
dia em que for fazer a lise, e depois descartad@. $ devem armazenar as amostras
processadas na geladeira, somente a solucdo-maat#gem de sua utilizacdo é que ele néo
tem componente de fixacdo e pode ser utilizado retognlos que requeiram o uso de célula

vivas.

Protocolo

« Em 10QL da amostra contendo entre 5 x 105 e 1 x 106 agludicionar o
anticorpo monoclonal desejado e agitar por vortaxgposegundos antes da etapa de
incubacéo (por 20 minutos, protegido da luz e enperatura ambiente);

* ApOs a incubacédo é adicionado 2mL da solucdo de jisdiluida, e novamente
agitada por 5 segundos; Outra incubacéo é feital@aninutos, protegido da luz,
para que ocorra a lise das hemacias;

» A amostra é submetida a centrifugacdo por 5 minat@90g; O sobrenadante é
descartado e o pellet celular ressuspendido em denPBS seguido de mais 5
segundos de agitacao no vortex;

* A amostra ja esta pronta para ser analisada, ntesgay armazenada por até 2h na
geladeira(*ap0s este periodo a propriedade de fluorescéncieomeca a ser
prejudicada; jA que a amostra ndo esta fixada)No caso de se utilizar uma
solucéo fixadora uma nova lavagem deve ser reaipath em seguida adicionar a

solucéo de fixacdo com paraformaldeido.

C) ImmunoPrep (Beckman Coulter)

O ImmunoPrep também € um reagente utilizado npapoedos leucdcitos a serem
analisados por citometria de fluxo, através da, liaemponamento e fixacdo das células,
previamente marcadas com os anticorpos monoclana@ados aos fluorocromos desejados.
E composto por trés solucbes separadas: ImmunoPrgeido formico), ImmunoPrep B

(tamponamento) e ImmunoPrep C (fixacdo), que paslrpreparadas manualmente.
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Além de ser um método extremamente facilitadorofaatizado), o processamento
das células com este reagente ndo necessita de dgadpvagem, acelerando ainda mais o
processo. O fixador mais utilizado € o formoldeibietanol e etanol sdo pouco usados por
grumar as células.

O processamento das células pode ser realizadancada ou através do Multi Q prep
(Beckman Coulter); ou FACS Prep (BD), que é um elparque possui um carrossel com
capacidade de 32 amostras, capaz de distribugagentes e misturar de forma automatizada.
Muito utilizado nos laboratérios de analises chsicja vem com o codigo de barras pra
identificacdo dos tubos; e este carrossel podelisstlamente acoplado no citbmetro para a

analise das amostras.

D) Obtencédo de PBMC através de gradiente de Ficoll-Hhaque

A solucdo de Ficoll-Hypaque é o gradiente de diw® mais utilizado para isolar
células mononucleares. O Ficoll € um polimero desarese de alto peso molecular e o
Hypaque (ou isopaque) € um composto organico iad@dmo um meio de separacao, o
ficoll aumenta a viscosidade promovendo a formaigimuleaux dos eritrocitos e o Hypaque
aumenta a densidade do meio. Quando apropriadammestirado e com densidade de 1077
em temperatura ambiente, o Ficoll-Hypaque é maisalgue as células mononucleares e as
plaguetas. Com o uso de centrifugacao, os granogy@ritrocitos e os monaocitos carregados
de ferro ficardo depositados no tubo de centrifaga@®s gradientes de Ficoll-Hypaque sé&o os
mais utilizados em laboratdrios clinicos para smpas componentes celulares do sangue

periférico.

Protocolo(Figura 9.1):

» Utilizam-se duas partes de sangue diluido em neelocada lentamente sobre uma
parte de Ficoll que deve estar em temperatura amebi®ependendo do volume
final, fazer em tubo de 15ml ou de 50ml (usar tdeo50 ml para volume final
maior do que 30 ml, porque volume pequeno podeugicgr a visualizacdo e
retirada do anel de célulag)O Ficoll é armazenado na geladeira e protegido da
luz, mas nunca deve ser usado gelado para evitar ssupolimerizagcdo e
prejudicar na viabilidade das células presentes namostra;

* O sangue pode ou néo estar diluido 1:1 em meio IRI@kipleto com 10% de

SFB, ou em PBS. Se 0 sangue estiver fresco nagrantema usar sem diluicéo,
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caso contrario € recomendado diluir pra ndo pregwda formacdo do anel de
PBMC. * O ideal é utilizar o sangue fresco, processado eaté 6h depois da
coleta, podendo ser armazenado, desde que em tergdera ambiente, até 48h.
Apo6s 36 horas na bancada a qualidade do Ficoll cogea ser prejudicada

» Diferentes protocolos séo utilizados para obtemgiBBMC através do Ficoll, mas
geralmente o anel é formado com rotacdo de 400gntur30 minutos em
temperatura de 20°Glao € recomendado usar freio para ndo desfazer ogne
preferencialmente usar aceleracdo minima. Alguns ptocolos aumentam a
rotacdo e diminuem o tempo tanto na formacgédo do ahguanto nas lavagens
posteriores

* O anel de células mononucleares é retirado conadaj geralmente com pipeta
Pasteur, para evitar aspirar Ficoll, que toxicaesa lise celular, ou contaminacéo
por granulécitos. A remocdo de plasma em excess8acacontaminagdo da
amostra por proteinas do plasma,;

* A suspensao celular é transferida para outro tubgelo, onde se acrescenta 10mL
de meio de cultura e submete-se a solucdo a lavagepntrifugacdes (2509, por
10 min, temperatura ambiente com freio e acelejacde 3 a 4 vezes para a
retirada de residuo de Ficoll. Alguns protocolosomendam fazer a ultima
lavagem a 40 C;

* Em seguida as células devem ser ressuspendidaB8AYZR2% de soro + 0,1% de
azida sodica) e uma aliquota retirada e diluid@ & Azul de Tripan 0,2% para
verificar a viabilidade e contagem das células eimara de Neubauer. A
concentracdo celular deve ser ajustada para 1cél0&s/mL.

* Marcacao de receptores de membrana e de apoptd3BNME obtidos a partir de

cultivos in vitro.
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Figura 9.1. Obtenc¢éo de PBMCs pela técnica do Ficdlypaque

Na cultura de PBMC os mondcitos ficam aderidosumalé da placa de cultura e sua
obtencédo geralmente requer acdo mecanica pomigpséo ou raspagem do fundo da placa
na presenca de meio de cultura, em temperatura Agacélulas cultivadas deverdo ser
retiradas dos pocos da placa de cultura sem a dtéapspagem, para obtengéo da suspenséo
rica em linfécitos. Como, a marcacao sera feita pafocitos, uma homogeneizagdo com
pipeta Pasteur, € suficiente para a retirada destakas e posterior lavagem para retirada do

meio de cultura (5 minutos a 250q).

9.2.2. Protocolo para marcagéo de receptores de ®rficie e de apoptose

ApoOs a etapa de obtencdo de células por Ficoll-tiypau de culturas, o pellet de
células deve estar em uma suspensédo deABS forma que em cada tubo de marcacao
tenhamos um volume final de 100Obtém-se, entdo, 2 tubos para marcacdo dasasélul
separadas por Ficoll-Hypaque; 2 tubos para marade@elulas cultivadas sem o estimulo; 2

tubos para a marcacgao de células cultivadas esiitasy e 1 tubo controle (sem marcacgéao).
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A andlise multiparamétrica por citometria serd afeipara se detectar as

subpopulacdes de linfocitos. Nesse contexto sadizadds anticorpos monoclonais

especificos para os receptores de superficie:

Ac anti-CD3/PE-cy5: Antigeno de reconhecimentoin®titos T;

Ac anti-CD4/FITC: Antigeno de linfocitos T restst@o MHC-II (Linfécitos T
auxiliares);

Ac anti-CD8/PE: Antigeno de linfocitos T restrite® MHC-I (Linfécitos T
citotoxicos);

Para a deteccéo de células mortas foi utilizadoroponente fluorescente 7AAD,
um marcador de DNA celular que se liga nas basasiiga e citosina.

Protocolo de marcacao - volume final 100 pL

Tubo O

70 uLde PBS AZ + 10 pL de IgG FITC + 10 pL de BE + 10 pL de IgG PE Cy5

Tubo 1

70 uLde PBS AZ + 10 pL de CD4 FITC + 10 uL de 0B+ 10 uL de CD3 PE Cy5

Tubo 2

80 uLde PBS AZ + 10 uL de CD4 FITC + 10 pL de GEB*apds, 7AA-D 20 pg/mL

Incubar as amostras por 20 minutos, protegidaszjala 40C;

Adicionar 900uL de PBSAZ e centrifugar por 5 minutos a 250g. B@®stras do
tubo 0 e 1, o pellet é ressuspendido em @0@le paraformaldeido (1%), para a
fixacdo das células. No tubo 2, deve adiciongt 4le 7AA-D + 96uL e incubar a
amostra novamente por 20 minutos, protegida deelaz40C;

Centrifugar as células por 5 minutos a 250g, erficam 500 uL de
paraformaldeido (1%) + 2;& de AD (fixador especifico para 7AA-D);

Apoés a marcacdo as células estdo prontas para selguiridas em citbmetro de
fluxo equipado com os filtros especificos para FEIPE e 7AA-D (no caso FACS
Calibur), ou armazenadas em temperatura entre 0+ @otegidas da luz, por no

méaximo 4 dias.
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CAPITULO 10. AQUISICAO DE AMOSTRAS
Amanda Torrentes de Carvalho, Grazielle Alves Ribeo & Raquel Ferraz

Para a utilizacdo da citometria de fluxo como meltmgia € preciso seguir uma série
de etapas, desde o preparo da suspensdo de @fulasanalise de dados, passando pela
aquisicdo das amostras. Esta Ultima deve ser adaligor profissional treinado, que conheca
as caracteristicas de funcionamento do equipameaéopodem variar de um citbmetro para
outro.

De uma forma geral estdo descritos a seguir, se@le®nte, os procedimentos
basicos para adquirir as amostras em um citdmetfluxo.

1° passo Definir que tipo de células sera adquirido e gumabléculas se deseja avaliar.

2° passo Conhecer o citbmetro de fluxo onde a suspensdacéligdas marcadas sera
adquirida, ou seja, qual o comprimento de onda)da&er(s) do equipamento, e quais

comprimentos de onda os filtros que o equipameossy Sao capazes de detectar.

IMPORTANTE: Existem tubos de material, tamanho e diametro éspegara cada
citometro de fluxo. Todo equipamento possui unesist de pressurizacao e, portanto, o tubo

deve encaixar precisamente na agulha por onde sti@ngoaspirada.

3° passo Escolher uma combinagédo de fluorocromos de fomp@ a emissdo de

fluorescéncia de um ndo se sobreponha a emisséaradefluorocromo.

4° passo Utilizar o protocolo de marcagédo escolhido, pasacélulas j& em suspensdo, com
o(s) anticorpo(s) especifico para a molécula deraésse e seu(s) respectivo fluorocromo.

Manter as células em temperaturas entre 4° e 8t€gidas da luz.

IMPORTANTE: Se a suspensdo de células marcadas ndo for adquiedimediato,
recomenda-se utilizar uma solucao fixadora de fogua a ligagdo célula-anticorpo, assim
como a ligacéo anticorpo-fluorocromo (e sua caat@die emitir cor), sejam preservadas até

0 momento da aquisicao (aproximadamente 7 diagndigmdo do fluorocromo).
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5° passo Antes de ligar o citbmetro, conferir se o comipaehto de solucdo salina esta
cheio, e se compartimento de descarte esta vagar. & citbmetro e 0 computador conectado

ao mesmo, e apos ligar o laser aguardar 30 miauties da aquisicao.

6° passo Acionar o sistema de pressurizagao.

IMPORTANTE: O sistema hidraulico dos citbmetros funciona a loi@spressurizacdo. Uma
Bomba hidraulica bombeia a solucdo salina parata pantral da camara do fluxo de forma a
manté-lo em um volume muito maior do que a amapte esta sendo adquirida, gerando
uma pressao diferencial. Dessa forma a pressaoi@agrela solucdo salina, juntamente com
a velocidade do fluxo, estabiliza o fluxo de c&utpue esta sendo aspirada, garantindo o

minimo de deformacdo durante a passagem da amostra.

7° passo Abrir o softwarede aquisicdo e montar os graficos de acordo copad@metros
que se deseja avaliar, isto é, tamanho vs. gradats (padréo); fluorescéncia vs.

fluorescéncia, vs. contagem de célulastempo, vs. tamanho, vs. granularidade.

IMPORTANTE: Em qualguer aquisi¢cao @ot plot padrdo, ou seja, o que vai definir a sua
populacdo de células, independente de fluorescé@ddiamanhovs. granularidade. A partir
deste dot plot podemos distinguir diferentes populacdes celulamsm tamanho e

granularidade caracteristicos, e selecionar astdessse.

8° passo Identificar (nomear), no software, a amostra raasigjuirida e salva-la na pasta de

arquivos de interesse, onde os dados seréo arngazena

9° passo Colocar o tubo contendo a amostra no citbmeinicer a aquisi¢ao.

IMPORTANTE: A cada troca de amostras deve-se deixar a soladiia passar pela agulha

para evitar contaminacao da proxima amostra adsgririda.

10° PassoA fim de evitar qualquer entupimento do sistendrdulico, a contaminacdo do
equipamento e das amostras subseqientes a seremnidadqdeve-se Lavar o sistema

hidraulico com aquisicdo de hipoclorito de sodiom(etubo de citometria) por
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aproximadamente 5 minutos (alguns corantes precidamum tempo maior para ser

removidos completamente do equipamento, como Rjuesicdo de dgua destilada.

11° PassoDespressurizacdo do equipamento.

12° Passo Reabastecimento do compartimento de solugcdo asabn esvaziamento do

compartimento de descarte.
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CAPITULO 11. ANALISE DE DADOS
Amanda Torrentes de Carvalho, Grazielle Alves Ribeo & Raquel Ferraz

Uma variedade de programas de computacdo, chansaftagare sdo especificos
para 0 armazenamento e andlise dos dados adquidastometria de fluxo, os quais sé&o
apresentados na forma de graficos mono e biparaogtiAssim, todo citbmetro de fluxo
possui determinado software no qual a analise coitante a aquisicdo sera realizada.
Atualmente ja existem alguns destes programas quaifem que a analise seja realizada

offline, isto é, os dados sdo armazenados em arquivosigsadna apos a aquisicao.

IMPORTANTE: Cada arquivo corresponde a uma amostra.

ApoOs a aquisicdo em citometro FACSCalibur, seguicts a etapa de analise dos

dados experimentais adquiridos:

IMPORTANTE : Uma boa andlise depende de uma aquisicdo beradgust

1° passo:Escolha do programa deftwareespecifico para anélise dos dados.

2° passo: Elaboragdo dos graficos e histogramas Depois de exibir os gréficos e
histogramas vocé podera alterar alguns paramefigsra 11.1). O conjunto de todos os
graficos a serem utilizados para uma amostra clsam@oetocolo, o qual também pode ser

armazenado como um arquivo e, portanto, pode gigadb para as analiseffline.

3° passo:Grafico 1 de morfologia dos linfécitos e marcacdesontrole — Criar grafico 1
com parametros de tamanho (FSC) x granularidad€)($&a selecionar morfologicamente
0s eventos queepresentam a populacéo de linfocitos (R1); Tambeéréo feitos graficos de
tamanho x marcacéo isotipica e/ou histogramas dasagdes isotipica3ubo 0
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4° passo:Gréafico 2 da populagéo de linfocitos T e Histogramd — A partir dos eventos

individualizados na R1 criar grafico 2 representaasl linfocitos com parametros de tamanho
x CDS3; Selecionar e quantificar a regido R2 queesgnta a subpopulacédo de linfécitos T
CD3"; Criar histograma 1 da marcacdo com CDB®breposto com a marcacdo de seu

anticorpo isotipicoTubo 1

5° passo:Grafico 3 das subpopulacdes de linfocitos T e Hisioamas 2 e 3- A partir da
selecédo da R2 no gréfico 2, criar o grafico 3 carametros de marcacdo CD4 x CD8. Com
esse grafico poderemos selecionar e quantificartralela populacdo de linfécitos T CD3
(R2), o percentual de linfécitos T auxiliares (Clpd T citotdxicos (CD§; Também poderio
ser feitos o histogramas 2 e 3, para cada marcaghreposto com seus respectivos

isotiposTubo 1.

6° passo:Graficos 4 e 5 da viabilidade das subpopulagdes tefocitos T - Criar grafico 1
com parametros de tamanho (FSC) x granularidad€)($&a selecionar morfologicamente
0S eventos queepresentam a populacdo de linfocitos (R1); A pakdi selecdo da R1 no
grafico 1, criar o grafico 3 com parametros de mgdo CD4 x CD8; A partir do gréfico 3,
selecionar a regido dos eventos positivos para (34 e dos eventos positivos para CD8
(R4); Criar o grafico 4 a partir da R3 com parawette marcacao 7-AAD x FSC e o gréfico
5 a partir da R4 com parametros de marcacdo 7-AAESK. Através dos graficos 4 e 5
poderemos analisar as subpopula¢ces de linfécitemvieis, em apoptose ou em necrose:
Tubo 2

7° passo:0 programa desoftware permite a observacdo dos valores estatisticosada c
amostra como numero de eventos (totais ou porespitnédia (geométrica e aritmética) e

mediana.
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Figura 11: Graficos emDaot Plot com parametros de FSGrs SSC; FSCvs CD3; CD4 vs CD8 e 7 AADvs FSC e as
regides selecionadas para cada grafico.

Graéficos dot plot - selecdo das Regides
Gréfico 1 |R1 - Morfologia dos linfécitos - parametros FSGSC

Gréfico 2 |R2 - Populagéo de linfocitos T - pardmetros FSM38C

Gréfico 3 |R3 e R4 - Subpopulacdes de linfécitos T - paranse@o4 x CD8*a partir da R2

Gréfico 4 |R3 - Viabilidade das subpopulag@es de linfociteuXiliares - parametros FSC x 7 AAfa partir da R3
Gréfico 5 |R4 - Viabilidade das subpopulag@es de linfocitastdtoxicos - parametros FSC x 7AAPBR partir da R4

Histogramas das marcacdes - Sobreposicao
Histograma 1 |Marcacdo com Anticorpo isotipo IgG PE cy5 (linha deuAnticorpo anti-CD3 PE cy5 (linha vermel

Histograma 2 |Marcacdo com Anticorpo isotipo IgG FITC (linha azuhmticorpo anti-CD4 FITC (linha vermelha)
Histograma 3 |Marcacédo com Anticorpo isotipo IgG PE (linha azul)reigorpo anti-CD8 PE (linha vermelha)
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