CITOMETRIA DE FLUXO:

FUNDAMENTOS E APLICACOES NA
PESQUISA CIENTIFICA




COORDENACAO, REVISAO e EDICAO

ALVARO LUIZ BERTHO, PhD: Bacharelado em Biomedicina pela Universidade
do Rio de Janeiro - UNI-RIO (Rio de Janeiro - RJ). Mestre em Ciéncias, Curso de Pds-
graduacdo em Biologia Parasitaria do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro,
RJ, area de concentracao: protozoologia. Doutor em Ciéncias, Curso de Pds-graduacao
em Biologia Parasitaria do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ, area
de concentracao: imunoparasitologia. Ex-Consultor Cientifico no Setor de Imunologia do
Laboratério Dr. Sérgio Franco (1996 a 2002). Ex-Consultor Cientifico no Setor de
Imunogenética do Laboratério Dr. Sérgio Franco (2002 a 2003). Ex-Professor Adjunto
da disciplina de Imunologia Clinica no Curso de Biomedicina na Universidade Severino
Sombra (Vassouras, RJ - 2005 a 2012). Pesquisador Titular e Vice-Chefe do Laboratério
de Imunoparasitologia, Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ.
Coordenador da Plataforma de Citometria de Fluxo, Nucleo de Purificagédo Celular (Cell
Sorting), Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ. Expertise nas areas de
Imunologia, Citometria de Fluxo, Imunoparasitologia e Imunogenética. Membro da
International Society for Advancement of Cytometry (ISAC) desde 1991 e da Sociedade
Brasileira de Imunologia. Trabalha com Citometria de Fluxo no Brasil desde 1989 sendo

pioneiro no Brasil.

AUTORES DOS CAPITULOS

ALESSANDRO MARINS DOS SANTOS, M.Sc.. Graduado em Ciéncias
Biolégicas pela Universidade Veiga de Almeida (Rio de Janeiro - RJ). Especialista em
Biotecnologia pela FIOCRUZ (Rio de Janeiro - RJ). Mestre em Patologia pelo Programa
de Pés-graduagcdo em Patologia da Universidade Federal Fluminense - UFF (Niterdi -
RJ). Supervisor Cientifico na Plataforma de Citometria de Fluxo, Nucleo de Purificacdo
Celular (Sorting), Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ. Atualmente, é Doutorando no
Programa de Pds-graduacdo em Biologia Celular e Molecular do Instituto Oswaldo Cruz
- Fiocruz, onde desenvolve a Tese intitulada “Analise da diferenciacdo hematopoiética
durante a fase aguda da infeccdo oral pelo Trypanosoma cruzi” no Laboratério de

Pesquisas sobre o Timo do Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, sob a orientagdo do



Dra. Juliana de Meis e do Dr. Désio Aurélio de Oliveira Farias. Trabalha com Citometria
de Fluxo desde 2005.

ALINNE RANGEL DOS SANTOS RENZETTI, M.Sc.: Graduada em Biomedicina
pela Universidade Castelo Branco (UCB - Rio de Janeiro, RJ), Mestre em Ciéncias da
Saude com énfase em Doencas Infecciosas, pelo Programa de Pdés-graduacdo em
Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas do Instituto Nacional de Infectologia -
INI/Fiocruz (Rio de Janeiro, RJ). Atualmente é aluna de Doutorado pelo mesmo
Programa de Pods-graduacdo, e desenvolve a tese intitulada “Avaliacdo da
antigenicidade para células T antigenos candidatos a composicédo de uma vacina Pan-
Leishmania contra a Leishmaniose Humana/Canina” no Laboratério de
Imunoparasitologia - LIP/IOC, sob a orientagéo do Dr. Fabiano Figueiredo e Dra. Paula
De Luca.

CLARISSA FERREIRA CUNHA, PhD: Biomédica formada pela Universidade
Severino Sombra (Vassouras - RJ); mestre em Ciéncias pelo Programa de P0s-
graduacgéo em Biologia Parasitaria do Instituto Oswaldo Cruz - FIOCRUZ (Rio de Janeiro
- RJ). Doutora pelo mesmo programa de Pés-graduacdo, area de concentracao:
Imunologia e Patogenia. Atualmente biomédica no Hospital Universitario da
Universidade Federal de Juiz de Fora, atuando na area de Hematologia e Hemoterapia.
Especializagdo em andamento em Hematologia pela Universidade Candido Mendes/

Instituto Prominas.

JESSICA RIBEIRO DE LIMA, M.Sc.. Graduada em Biomedicina pela
Universidade Federal Fluminense - UFF (Niterdi - RJ). Mestre pelo programa de Pés-
graduacéo stricto-sensu em Biologia Parasitaria do Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ),
area de concentragdo: Imunologia e Patogenia. Atualmente Biomédica do Hospital
Universitario Gafree e Guinle (UNIRIO) lotada no setor de microbiologia da Tuberculose
(NBIII;

KATHERINE KELDA GOMES DE CASTRO, M. Sc.: Graduada em Ciéncias
Bioldgicas pela Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). Especialista em
andlises clinicas pela Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Mestre em
Ciéncias pelo Curso de P6s-graduacao em Biologia Parasitaria do Instituto Oswaldo
Cruz - FIOCRUZ (Rio de Janeiro - RJ), area de concentracao: Imunologia e Patogenia.
Doutoranda em Ciéncias pelo Curso de Pés-graduacdo em Biologia Parasitaria do
Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ. Desenvolve a Tese intitulada “Investigacdo do

processo de exaustdo linfocitaria pela via PD-1/PD-L1 em pacientes lepromatosos da



hanseniase” no Laboratério de Hanseniase do Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, sob

a orientacdo do Dra. Danuza Esquenazi. Trabalha com Citometria de Fluxo desde 2014.

RAQUEL FERRAZ NOGUEIRA, PhD: Graduada em Biomedicina pela
Universidade Severino Sombra (Vassouras - RJ). Mestre em Ciéncias pelo Curso de
Po6s-graduacdo em Biologia Parasitaria do Instituto Oswaldo Cruz - FIOCRUZ (Rio de
Janeiro - RJ), area de concentracdo: Imunologia e Patogenia. Doutora em Ciéncias pelo
Curso de Po6s-graduacao em Biologia Parasitaria do Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ.
Supervisora Cientifica na Plataforma de Citometria de Fluxo, Ndcleo de Purificacdo
Celular (Sorting), Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ (2006-2016). Trabalha com
Citometria de Fluxo desde 2006. Atualmente é assessora cientifica, especialista em

citometria de fluxo na empresa Beckman Coulter (2016 — atual).

STEPHANIE OLIVEIRA DIAZ DA CRUZ, MSc: Cirurgid-dentista formada pela
Universidade Gama Filho (UGF); especialista em Periodontia e mestre em Biotecnologia
e Recursos Naturais pela Universidade do Estado do Amazonas (UEA). Atualmente é
doutoranda do programa de pés-graduacéo de Biologia Celular e Molecular (BCM) do
Instituto Oswaldo Cruz (IOC); FIOCRUZ, bolsista I0C; e atua na linha de pesquisa
“Biotecnologia: vacinas e testes diagndsticos”, desenvolvendo a tese intitulada
“Construgao e avaliagdo da imunogenicidade de virus vacinal da febre amarela 17D
recombinantes, que expressam antigenos de Vif do virus da imunodeficiéncia simia
(SIV)".

THAIZE QUIROGA CHOMETON PEDRO, MSc: Graduada em Biomedicina pela
Universidade Federal Fluminense - UFF (Niter6i - RJ); especialista em gestdo da
gualidade em saude pelo Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa do Hospital Albert
Einstein e mestre em Vigilancia Sanitaria pelo Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude — INCQS/FIOCRUZ, area de concentragdo: Imunologia. Atuou
como apoio técnico-especializado na Plataforma de Citometria de Fluxo, Nucleo de
Purificacdo Celular (CellSorting) do Instituto Oswaldo Cruz — IOC/FIOCRUZ (2016 —
2019). Atualmente é Gerente da Plataforma de Citometria de Fluxo na Universidade de
Aukland, Nova Zelandia (2019 — atual).

VANESSA FERNANDES DE ABREU COSTA, B.Sc.: Graduada em Biomedicina
pelo Instituto Brasileiro de Medicina e Reabilitacdo — IBMR (Rio de Janeiro — RJ). Fez
sua Iniciacao Cientifica no Lab. de Imunoparasitologia do Instituto Oswaldo Cruz,
FIOCRUZ aonde finalizou seu TCC utilizando a citometria de fluxo para obtencéo dos

seus resultados. Atualmente é Bolsista de Treinamento e Capacitacao Técnica da



FAPERJ, trabalhando na Plataforma de Citometria de Fluxo, Nucleo de Purificacdo
Celular (Cell Sorting) do Instituto Oswaldo Cruz — IOC/FIOCRUZ desde 2018, aonde
participa no projeto “Contribuicdo das vesiculas extracelulares na resposta imune de

pacientes de leishmaniose cutinea.”



INICIATIVA E REALIZACAO

Ministério da Saude

Plataforma de Citometria de Fluxo
Nucleo de Purificagdo Celular — Cell Sorting
Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ
Rio de Janeiro - Brasil

FlOCRUZ Tnsticutn Osesido Coux
Fundacdo Oswaldo Cruz




PREFACIO

A Citometria de Fluxo € uma tecnologia que tem sido utilizada mundialmente em
diversas instituicdes de pesquisas e em laboratérios de medicina diagnéstica, tornando-
se fundamental em uma variedade de estudos, principalmente nas areas da Imunologia,
Hematologia, Imunogenética, Microbiologia, Biologia Marinha e mais recentemente em
avaliacGes de nanoparticulas. A evolucdo e modernizacdo da Citometria de Fluxo vém
acompanhando o progresso do desenvolvimento tecnoldgico e da ciéncia mundial. No
Brasil, esta ciéncia teve inicio em 1989, com a aquisi¢cdo do primeiro citdmetro de fluxo
pelo Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, sendo aplicada em diversos projetos de
pesquisa cientificos, dissertacdes de mestrado e/ou teses de doutorado. Enquanto os
cursos de graduacao abordam os aspectos tedricos envolvidos no estudo das respostas
imunes, o Curso de Férias do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, juntamente com esta
apostila, tem como objetivo apresentar alguns conceitos basicos da imunologia e da
Citometria de Fluxo. Serdo abordados os fundamentos e as aplicagbes desta técnica
com énfase na identificacdo de populacdes celulares e dos perfis funcionais associados
a ativacao, proliferacéo e papel das células envolvidas na resposta imune relacionadas
a algumas doencas infecto-parasitarios. Este material deve ser utilizado como
ferramenta de estudo, despertando no aluno de graduacéo interesse e novas ideias que

possam ser abordadas em estudos posteriores que envolvam a Citometria de Fluxo.

Alvaro Luiz Bertho
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Capitulo 1. Nogdes basicas de imunologia

CAPITULO 1. NOCOES BASICAS DE IMUNOLOGIA

Alessandro Marins

1.1 Introducéo

A imunologia é a ciéncia que estuda os mecanismos de defesa do organismo em
resposta a um estimulo antigénico. A resposta imunoldgica € crucial para o controle de
infecgcbes, uma vez que sem tal resposta, mesmo apds certas intervencgdes terapéuticas
contra agentes infecciosos (virus, bactérias, fungos e protozoarios), pode ocorrer falha
do beneficio esperado apos o tratamento para estabelecer o controle da infecgdo. Em
geral, a eficiéncia da resposta imunoldgica para promover o controle e a protecao contra
microrganismos é dependente da sinergia entre células das linhagens mieloides e
linféides, as quais integram, respectivamente, a resposta imune inata e a resposta imune

adaptativa.

A resposta imune inata € uma resposta inicial, imediata, capaz de detectar padrbes
moleculares comuns a uma grande variedade de microrganismos e atuar num curto
periodo, sendo efetiva até horas apdés o contato com o antigeno. O mecanismo de
resposta funcional das populages celulares envolvidas na resposta inata envolve
principalmente a ingestdo de microrganismos através da fagocitose, liberagdo de
enzimas de degradacdo e/ou liberacdo de substancias antimicrobianas. Ainda que a
resposta apresentada pela imunidade inata ndo controle o patégeno, esta pode fornecer
um arcabouco essencial para a resposta imune adaptativa, através da apresentagéo de
antigenos, liberacdo de mediadores que estimulam o recrutamento e a diferenciacdo
fenotipica e funcional de células da linhagem linfoide. Assim, a resposta imune
adaptativa é subsidiada e desenvolvida posteriormente a resposta imune inata e ocorre
mais tardiamente, sendo mantida ao longo da vida de um individuo como uma
adaptacao a infeccao por um patégeno. A especificidade da resposta imune adaptativa
a um determinado antigeno, permite que ocorra um fendmeno denominado como
memoria imunoldgica, que confere imunidade protetora duradoura, que pode ser eficaz
diante de um desafio secundario com o mesmo antigeno. O perfil fenotipico e funcional
de células de memoria pode variar, mas em geral estas desempenham resposta efetora
e protecdo através do aumento de moléculas co-estimulatérias e de adesdo em sua
membrana celular; ativac&o de vias de sinalizacdo e transducé&o de sinais que induzem
proliferacdo celular, secrecdo de citocinas e anticorpos; liberacdo de fatores

quimiotaticos e de crescimento.
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1.2 Processo de formacdo, maturacdo e ativacao dos linfécitos

Tanto a resposta imune inata quanto a adaptativa s@o constituidas por
populacBes celulares originadas, desenvolvidas e em alguns casos parcialmente
amadurecidas durante o processo de hematopoiese. Durante tal processo, as células-
tronco hematopoiéticas pluripotentes, localizadas na medula éssea, geram células
precursoras, progenitores comuns relacionados as diferentes populacdes celulares e
que originam todas as linhagens e elementos celulares do sangue, incluindo hemacias,
plaquetas e células das populacdes linfoide e mieloide do sistema imune (Figura 1.1). O
progenitor mieloide comum € o precursor de mondcitos/macrofagos, granuldcitos
(neutrdfilos, eosindfilos e basdfilos), mastdcitos e células dendriticas do sistema imune
inato e, também de megacariécitos e células sanguineas vermelhas. Por outro lado, o
progenitor linfoide comum na medula 6ssea € o precursor de linfécitos antigeno-
especificos do sistema imune adaptativo, como os linfécitos T e B e, também das células
natural killers (NK), que ndo sdo antigeno-especificas e, portanto, sdo consideradas

como parte do sistema imune inato.
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Célula-tronco hematopoiéticas pluripotente

< %
Medula dssea
o @@ © .wm @
Progenitor Progenitor ['{ Progenitorde Progenitor de 4
Linfoide mieloide Macréfago/ eritrocito/ M ot Eritroblasto
comum comum granulécito megacariécito egacariocito

(3 o —15

@] &0 @4
\
Progenitor
Célula B Célula T Célula NK | Célula dendritica) | Neutrofilo Eosinéfilo Baséfilo desconhecido  Monécitos | Plaquetas | Eritrocitos
imatura de mastocitos
Linfonodos \) Tecidos
QR % | <oy o
N
Célula Célula T Célula NK | Célula dendritica Célula dendritica Mastécito Macréfago
plasmatica ativada ativada madura imatura

Figura 1.1 - Hematopoiese. Adaptado de Janeway, Travers & Walport (2010).
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Os linfocitos circulam pelo sangue, pela linfa e também sé@o encontrados em
grande numero nos o6rgdos linféides, onde se organizam e formam aglomerados
evidentes dentro da arquitetura original do tecido constituido por células néo linféides.
E comum a divisdo dos 6rgdos linfides em centrais ou primarios, onde ocorre a
maturacao dos precursores linfoides e a producédo de linfécitos (medula 6ssea e o timo),
e em orgaos linféides secundéarios ou periféricos (baco, linfonodos, tecido linfoide
associado a mucosas) que séo locais onde os linfcitos virgens (naive) maduros sao
mantidos e a resposta imune adaptativa € iniciada. Todavia, antes de desempenhar seu
potencial na resposta imune adaptativa nos 6rgaos linféides secundarios, precursores
linféides situados na medula 6ssea e no timo passam por uma série de eventos oriundos
de um programa altamente regulado de expresséo sequencial de genes. Tal programa
leva a um repertorio diversificado, mudancas no perfil de receptores, aquisicdo de
competéncia funcional ndo reativa e potencial para migrar para os 6rgaos linféides
secundarios. Esse processo de desenvolvimento e diferenciacdo é chamado de
maturacgao de linfocitos.

O processo de maturacédo dos linfocitos B e T ocorre, respectivamente, na medula
0ssea e no timo, e envolve, principalmente, a proliferacdo de suas linhagens
precursoras, a expressdo de genes para o receptor de antigeno e a selecdo do
repertério de linfécitos maduros. A alta atividade mitética destas linhagens precursoras
durante o processo de maturacgéo é estimulada principalmente pela interleucina 7 (IL-7),
produzida pelas células do estroma da medula 6ssea e do timo, e ocorre para aumentar
a variedade do repertério de linfécitos antigeno-especificos. O aumento da variabilidade
do repertério de linfécitos é um evento extremamente importante para garantir a grande
diversidade de clones de linfocitos com receptor (T cell receptor-TCR ou B cell receptor-
BCR) especificos para um determinado antigeno. Cada individuo apresenta,
aproximadamente, cem milhdes de variedades de clones, que constituem os repertorios
de linfécitos T e B, com TCR ou BCR diferentes, capazes de reconhecer
especificamente uma ampla diversidade de epitopos antigénicos. Os receptores de
antigenos de linfécitos T e B sdo essenciais para a sobrevivéncia, proliferacéo e
maturacao dessas células. Na auséncia de expressao do receptor de antigenos, durante
seu desenvolvimento nos 6rgaos linfoides primarios, os linfécitos sdo induzidos a morte
programada por apoptose. Mesmo nos estagios intermediarios de maturacao, as células
pré-B ou pré-T apresentam uma forma imatura do receptor (a cadeia pesada da
imunoglobulina (Ig) nas células pré-B, ou a cadeia variavel § (VB) do TCR nas células
pré-T, associadas a cadeias glicoproteicas provisorias). Na auséncia de expressao

dessas estruturas temporarias, as células sofrem apoptose. A expresséo dos receptores
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dos pré-linfécitos permite um estdgio de verificacdo intermediario que assegura o
sucesso da primeira recombinagao genética, pois 0s sinais por eles induzidos resgatam
os linfécitos em desenvolvimento e impedem a morte por apoptose e ou por negligéncia.
Nos linfocitos em estagio mais avancado de maturacgéo, o receptor de antigeno definitivo
€ expresso, gerando sinais que promovem a sobrevivéncia, proliferacdo, bem como a
continuacdo do processo de maturacdo dessas células. Aproximadamente 90 a 95%
das células T e B imaturas ndo expressam receptores adequados e morrem por
apoptose. O fenbmeno de preservacgéo das especificidades Uteis no timo é conhecido
como selecao positiva e assegura a maturacdo das células T nas quais os receptores
se ligam com baixa avidez as moléculas proprias do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC). Por outro lado, células T nas quais os receptores se ligam
com alta afinidade aos auto-antigenos apresentados pelas células epiteliais timicas,
cabe a selecdo negativa eliminar o clone autorreativo, induzindo-o & morte por apoptose.
A selecdo negativa € um mecanismo fisioldgico importante para a manutencédo da
tolerancia aos antigenos préprios. Esse mecanismo € conhecido como tolerancia
central. Para os linfécitos B, processos semelhantes sdo responséaveis pela geracéo do
repertorio. E importante salientar que o processo natural de diversidade do repertério de
linfécitos que ocorre nos 6rgaos linféides primarios ndo esta ligado a resposta imune

adaptativa apds um estimulo antigénico.

Uma vez completada a maturagéo dos linfocitos B na medula éssea e dos linfocitos
T no timo, os dois tipos de linfécitos deixam esses 6rgdos, através da corrente
sanguinea, seguem para os 6rgaos linféides periféricos e recirculam continuamente
entre esses 6rgdos e o0 sangue. A disposicdo anatbmica dos o6rgdos linfoides
secundarios permite que durante o processo de circulagéo e recirculagéo linfocitaria,
possiveis sitios de inflamag&o sejam inspecionados. Desta forma, os linfonodos ou
ganglios linfaticos recebem células apresentadoras de antigenos dos sitios de entrada
nos tecidos, 0 baco as recebe do sangue e outros tecidos linféides e, as amigdalas e
placas de Peyer recebem das mucosas do sistema digestorio. Os linfécitos naives do
sangue e os oriundos dos 6rgaos linféides primarios, migram seletivamente para o
estroma do linfonodo através da vénula especializada de endotélio alto (HEVs). O
processo de migracao desses linfocitos para o linfonodo e dos linfécitos ativados para o
sitio de inflamacdo é dependente de receptores de homing, que garantem o
enderecamento linfocitario para um determinado local e das adressinas, que sao
ligantes de adeséao vascular presentes no endotélio. Alguns receptores de quimiocinas
(CCR7 para linfécitos T e CXCR5 para linfécitos B), integrinas (LFA-1 e VLA-4),

Lselectinas (CD62L) e moléculas de adesao ao endotélio vascular e matriz extracelular
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sdo cruciais para o processo de migracdo celular e de diapedese para o sitio de

inflamacao.

A resposta imune adaptativa que ocorre nos 6rgaos linféides secundarios é
dependente tanto da circulacdo e recirculacdo linfocitaria, como da apresentacdo
antigénica desempenhada pelas células apresentadoras de antigenos (APCs),
macrofagos e células dendriticas especializadas. Apds as APCs fagocitarem antigenos
no sitio de inflamacéo, estas migram para o 6rgao linfoide secundario mais préximo,
processam o antigeno no vacuolo digestivo e apresentam os epitopos via MHC para o0s
linfécitos. O processo de apresentagcdo antigénica, entdo, prima e ativa os clones de
linfécitos inativos naives especificos para o antigeno, para que essas células possam
exercer suas funcdes efetoras e recircularem dos compartimentos linféides para o sitio

de inflamacéo.

1.3 Imunidade Inata

A resposta imune inata ou imunidade inata atua como uma primeira linha de defesa
contra 0s microrganismos invasores. Ao contrario da resposta imune adaptativa, a
resposta imune inata ndo € antigeno-especifica, porém possui potencial para
reconhecer grandes classes de moléculas antigénicas nao préprias. Em alguns casos,
a imunidade inata pode eliminar certos agentes infecciosos através da resposta
inflamatodria, além de subsidiar a imunidade adaptativa, através da apresentagcdo de
antigenos para linfécitos e liberagdo de quimiocinas e interleucinas. As classes de
moléculas antigénicas ndo proprias, reconhecidas pelos receptores de células da
imunidade inata, sdo estruturas que incluem acidos nucléicos que séo Unicos de
microrganismos; RNA de dupla hélice encontrado nos virus em replicagdo ou
sequencias CpG de DNA néo metilado de bactéria; proteinas tipicas de bactérias como
as iniciadas por N-formilmetionina; lipopolissacarideos sintetizados por bactérias Gram-
negativas e acidos teicoOicos sintetizados por bactérias Gram-positivas; bem como
oligossacarideos ricos em manose, encontrados em glicoproteinas microbianas, mas

ndo em mamiferos (Tabela 1.1).
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Tabela 1.1 - Especificidade da Imunidade Inata e Adaptativa, adaptado de Abbas & Lichtman
(2005).

| Imunidade inata I Imunidade adaptativa [
Especificidade| Para estruturas compartilhadas por classes de Para detalhes estruturas de
microrganismos (“padrées moleculares”) léculas microbi (anti s):

g
Pode reconhecer antigenos
nao-microbianos

Microrganismos

diferentes :
Receptores L =
de manose 1
idénticos

Microrganismos

diferentes
X
Moléculas _}\E }\E
de anticorpo
distintas

Codificados na linhagem germinativa; Codificados por genes produzidos por
Diversidade limitada recombinagao somatica de segmentos
génicos; maior diversidade
Ve
o £ ~
+ £ :
ﬁ 3 :
M ﬁF
Receptor| Receptor Receptor  Receptor LJ
De LPS de N-formil- de manose scavenger
metionil
Distribuicao dos receptores Nao-clonal: receptores idénticos em todas as células de | Clonal: clones de linfocitos com especificidades
uma mesma linhagem Disti exp receptores diferentes
Dift[ibllic*"lo entre “préprio” Sim: células do hospedeiro nédo sao reconhecidas ou Sim: baseada na selecéo contra
© “nao-proprio Podem expressar moléculas que evitam as reacoes de linfocitos auto-reativos; pode ser imperfeita
Imunidade inata (dando origem a auto-imunidade)

Essas moléculas constituem os padr6es moleculares associados a patdgenos, 0s
PAMPs, reconhecidos de forma eficaz pelas células da imunidade inata, através de seus
receptores de reconhecimento de padrées (PRRs). As classes antigénicas estruturais
gue funcionam como PAMPs apresentam maior conservagado em relacdo aos epitopos
antigénicos que sao reconhecidos especificamente por receptores de antigenos da
imunidade adaptativa, uma vez que estes sdo mais passiveis a alteracbes peptidicas

devido a mutacgfes génicas.

O sistema imune inato é composto por barreiras naturais do organismo, tais como,
as superficies epiteliais que produzem peptideos com funcdo de antibiético natural,
células fagocitarias (neutréfilos e macréfagos) capazes de identificar, ingerir e destruir
microrganismos; células NK com atividade citotdxica, além de proteinas do sangue,
incluindo o sistema complemento e citocinas que regulam varias atividades das células

do sistema imune inato (Tabela 1.2).
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Tabela 1.2 - Componentes da Imunidade Inata, adaptado Abbas & Lichtman (2005).

Componentes Funcdes principais
Barreiras
Camadas epiteliais Impedem a entrada de microrganismos
Defensinas Morte microbiana

Linfocitos intra-epiteliais

Morte microbiana

Células efetoras circulantes

Netrofilos

Fagocitose inicial e morte de microrganismos

Macréfago Fagocitose eficiente e morte de microrganismos, secrecgéo de citocinas que
estimulam a inflamacéao
Células NK Lise de células infectadas, ativacdo de macré6fagos

Proteinas efetoras circulantes

Complemento

Morte do microrganismo, opsonizagédo de microrganismo, ativagéo de
leucécitos

Lectina ligada a manose

Opsonizagéo de microrganismos, ativagdo de complemento (via da lectina)

(colectina)

Proteina C reativa Opsonizacado do microrganismo, ativacdo do complemento

(pentraxina)

Fatores da coagulacao “Bloqueio” dos tecidos infectados

Citocinas

TNF, IL-1, quimiocinas Inflamagao

IFN-o, B Resisténcia a infeccéo viral

IFN-y Ativacdo de macréfago

IL-12 Produgé&o de IFN-y pelas células NK e pelas células T
IL-15 Proliferagdo de células NK

IL-10, TGF-B Controle da inflamagé&o

A protecdo mediada pelas células epiteliais envolve a secrecdo de substancias
antibidticas naturais, como as defensinas e criptocidinas. Estas moléculas funcionam
como antibiéticos de amplo espectro de acdo, capazes de destruir uma grande
variedade de bactérias e fungos, tendo as criptocinas a capacidade até de esterilizar o
[imen localmente. Os epitélios das barreiras e as cavidades serosas, como a pele e o
epitélio das mucosas, contém respectivamente, linfécitos T intra-epiteliais e a
subpopulacdo B-1 de células B, que parecem atuar como sentinelas em locais comuns

de invasao microbiana.

Os fagécitos, incluindo os neutréfilos e os macréfagos, sédo células cuja funcao
primaria é identificar, ingerir e destruir microrganismos. A populacao de neutréfilos é a
mais abundante dentre as populacdes envolvidas na resposta imune inata, e sua
producédo e diferenciac@o terminal é estimulada pelo fator estimulante de col6nias de
granulécitos, na medula 6ssea. Os neutrdfilos sdo células polimorfonucleares presentes
no sistema sanguineo, apesar dos neutréfilos serem células de vida curta, possuem um
alto potencial migratério e microbicida através da fagocitose, pois seu citoplasma

apresenta granulos liticos compostos por lisozima, colagenase, elastase, lisossomos e
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outras substancias microbicidas que podem destruir os antigenos presentes no
fagolisossomo. Outro mecanismo de destruicdo de microrganismos desempenhado por
neutréfilos é a formacédo de armadilhas extracelulares (NETS), estas consistem num
mecanismo post-mortem onde 0s neutréfilos projetam uma rede constituida por material
nuclear e granulos intracitoplasmaticos que possuem alto potencial inflamatério capazes
de capturar microrganismos. Por outro lado, caso ndo seja recrutado para um local de
inflamacao, os neutrdfilos circulam no sangue por apenas seis horas, apds este periodo
morrem por apoptose e sdo fagocitados por macréfagos residentes no figado ou no
baco. Os macréfagos sdo células residentes nos tecidos, geradas a partir da
diferenciacdo de mondcitos sanguineos, que se transformam em macréfagos ao entrar
no tecido. Os macrofagos séo células apresentadoras de antigeno profissionais efetoras
dominantes nos estagios tardios da imunidade inata, e ao contrario dos neutrdéfilos, os
macréfagos séo residentes em tecidos, podem proliferar num sitio inflamatério e
possuem vida longa. Inclusive, os macréfagos podem ser encontrados em processos
inflamataérios crénicos, granulomas, formando células gigantes multinucleadas ao redor
de antigenos grandes que nao podem ser fagocitados. Os macréfagos sao residentes
em locais estratégicos, como no tecido conjuntivo subepitelial, intersticio dos 6rgaos
parenquimatosos, revestimento dos sinusoéides vasculares do figado e do bago, e nos
seios linfaticos dos linfonodos. Nestes locais desempenham funcdes efetoras que atuam
no recrutamento ativo de células para o local de infecgdo apds o reconhecimento dos
PAMPs, fagocitose e destruicdo dos microrganismos ingeridos, bem como, produzem
citocinas que atuam na resposta imune inata e adaptativa. Os macréfagos sado
classificados em dois grupos M1 e M2, os macréfagos M1 possuem atividade bactericida
e inflamat6ria, enquanto que os M2 sado imunoregulatérios, desta forma os macréfagos
possuem atividade proé-inflamatoria e anti-inflamatoéria. A polarizagdo dos macrofagos
para o perfil M1 ou M2 é induzida pelo perfil local de citocinas liberadas pelos diferentes
tipos celulares. (Figura 1.2).
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Figura 1.2 - Funcdes efetoras dos macrofagos, adaptado de Abbas & Lichtman (2005).

As células Natural Killer (NK) constituem uma subpopulagéo linfocitaria que nédo
expressa receptores rearranjados somaticamente e distribuidos clonalmente, nem
necessita de ativagdo adicional para destruir células-alvo, como ocorre nas outras
subpopulag6es linfocitarias. A ativacéo de células NK é gerada a partir de receptores de
ativacao presentes na superficie celular e que possuem moléculas de sinalizagdo com
motivos de ativacdo baseados em tirosina (ITAMs) em suas caudas citoplasmaticas,
entretanto, a ativacdo é regulada pelo balango entre os sinais gerados pelo receptor de
ativacao e os receptores de sinais inibitorios gerados por moléculas de sinalizagdo com
motivos de inibicdo baseados em tirosina (ITIMs). Os receptores de inibicdo de células
NK se ligam a moléculas de MHC de classe | préprias, as quais sao expressas em
células normais. Mesmo que ambos os receptores estejam ligados, ha dominancia da
transducéo de sinais pelos ITIMs em relagdo aos ITAMs. Caso ndo ocorra sinalizagdo
pelos ITIMs e a consequente desfosforilacdo dos ITAMs os sinais de ativacdo ocorrem
gerando o recrutamento e ativacdo de tirosina-cinases e proteinas adaptadoras e a
ativacdo da transcricdo génica e reorganizacao do citoesqueleto. O conceito de balanco
entre sinais inibitorios e de ativacdo para a regulacdo das respostas das células NK é

extremamente simplificado, uma vez que os sinais negativos de receptores de inibi¢cdo
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tendem a ser dominantes e o desfecho funcional do engajamento de receptores de

ativacdo e de inibicdo esta inclinado a favor da inibicéo.

A expansdao, producao de citocinas e atividade citolitica de células NK também
pode ser estimulada por citocinas tais como IL-15, IL-12, IL-18 e interferons (IFNs), as
quais sdo produzidas por células tanto da imunidade inata como da adaptativa. Os
mecanismos efetores de células NK que induzem a destrui¢do de células-alvo envolve,
principalmente, a abertura de poros através da acdo da perforina e da acdo da granzima,
que penetra pelos poros e, induz a apoptose ou através da secrecao de IFN-y, que induz

atividade microbicida em macrofagos.

Outras proteinas plasmaticas ligadas a resposta imune inata compreendem a
proteina C-reativa (PCR) que pertence a familia das pentraxinas e que se liga
tipicamente a fosfolipidios bacterianos, como a fosforilcolina e atua como opsonina; 0s
fatores de coagulacdo, que evitam a hemorragia através da formacgéo de trombos que
podem delimitar infecces e evitar a difusdo de microrganismos; e as citocinas, que
recrutam e ativam leucocitos, além de produzirem alteragfes sistémicas, incluindo o
aumento na sintese de células efetoras e proteinas que potencializam as respostas

antimicrobianas.

1.4 Imunidade Adaptativa

A imunidade adaptativa ocorre através de mecanismos efetores desempenhados
pelas populagdes linfocitarias envolvidas na resposta imune humoral, os linfécitos B e,
pelas populacdes linfocitarias envolvidas na resposta imune celular, os linfécitos T.
Ambos sdo capazes de reconhecer especificamente epitopos antigénicos
diversificados, entretanto, os linfécitos T séo capazes de reconhecer apenas antigenos
num contexto de apresentacao antigénica, associados a moléculas de MHC, enquanto
gue os linfocitos B s@o capazes de reconhecer especificamente antigenos na superficie

celular e secretar anticorpos capazes de reconhecer antigenos sollveis.

Os anticorpos sao glicoproteinas globulares com funcao imunitaria e pertencem a
superfamilia das imunoglobulinas. A acdo dos anticorpos desencadeia varios
mecanismos na fase efetora da resposta imune que, frequentemente, resultam em
anular a acdo de microrganismos, por meio da ativacdo do sistema complemento,
opsonizagdo dos antigenos para fagocitose, citotoxicidade celular dependente de
anticorpo (ADCC), onde 0s anticorpos marcam 0S microrganismos para serem

destruidos pelas células do sistema imune inato (Figura 1.3).
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Figura 1.3 - Mecanismos da Resposta Humoral Efetora. Adaptado de Abbas & Lichtman
(2005).

4

Os anticorpos séo estruturalmente divididos em regibes que desempenham
fungBes distintas. A regido de ligacdo ao antigeno varia amplamente, sendo conhecida
como regido variavel ou regido Fab. A regido molecular que participa da funcéo efetora
é conhecida como regido constante ou regido Fc e ndo varia do mesmo modo, embora
apresente cinco formas principais que se especializaram na ativagdo de diferentes
mecanismos. Estruturalmente, a imunoglobulina é formada por duas cadeias leves (L -
light), idénticas, e de duas cadeias pesadas (H - heavy), também idénticas. Cada cadeia
leve estd ligada a uma cadeia pesada por pontes dissulfidricas. O niUmero exato e as
posicOes destas pontes entre as cadeias diferem entre as classes e subclasses de
Imunoglobulinas. Além disso, ambas as cadeias, leves e pesadas, possuem uma regiao
variavel e outra constante. Portanto, a imunoglobulina possui na cadeia leve uma regido
constante (CL) e uma variavel (VL). O mesmo na cadeia pesada, uma regido constante
(CH) e uma variavel (VH) (Figura 1.4).

11
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Figura 1.4 - Estrutura da Imunoglobulina.

Conforme a disposi¢éo de suas estruturas, as imunoglobulinas (anticorpos) sao
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Figura 1.5 - Estrutura das classes de Imunoglobulina.

classificadas em 5 classes ou isotipos (Figura 1.5).

igM

No soro humano cerca de 10% das Imunoglobulinas totais séo da classe IgM
(ndo atravessam o endotélio sendo em locais inflamatorios e ndo atravessa a placenta),
70 a 75% séo da classe IgG (atravessam a placenta) e 15 a 20% da classe IgA1. Nas
secrecbes encontramos predominantemente IgA2, inclusive nas glandulas mamarias,
sob a forma de dimero (IgA das secrecdes ou slgA). Os primeiros anticorpos a serem
produzidos numa resposta imune humoral sdo sempre da classe IgM. Estes séo
produzidos antes que a célula B tenha sofrido ativacdo por células T para disparar a
hipermutacdo somatica e troca de isotipo. Essas moléculas formam pentadmeros cujos
10 sitios de ligacdo com o antigeno podem se acoplar simultaneamente a antigenos
multivalentes, tais como os polissacarideos de parede celular bacteriana. Tal estrutura
pentamérica também torna a IgM capaz de ativar o complemento de maneira mais

eficaz, o que contribui para o controle mais eficiente de uma infec¢do. Quanto a IgD,

12
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ndo se conhece muito bem a sua funcdo, mas parece exercer um papel na diferenciacdo

dos linfécitos B induzida pelo antigeno.

O principal isotipo de imunoglobulina no sangue e nos fluidos extracelulares é a
IgG, considerando todas as subclasses (IgG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4). A IgG tem
propriedades diversas, dentre as quais, confere protecdo ao feto, pois é a Unica classe
de imunoglobulina humana que pode ser transportada através da placenta diretamente
para a corrente sanguinea do feto. A IgG também atua na neutralizacdo de toxinas,
imobilizacdo de bactérias, sensibilizacdo para NK, ativacdo do complemento e
opsonizacgdo. A IgA é a principal imunoglobulina presente em secre¢des externas, como
saliva, muco, suor, suco gastrico e lagrimas. Além disso, é a principal imunoglobulina
contida no colostro e no leite e deve ser no neonato a principal fonte de protecdo contra
patdgenos no intestino. A IgA se divide em duas subclasses, IgAl e IgA2. A IgA presente
no plasma é encontrada na forma monomérica e em pequenas concentragdes, enquanto
a forma dimérica é encontrada em grandes concentracdes nas regides mucosas do
organismo. Estas previnem a invasdo de bactérias ou a penetracdo de toxinas nas
células epiteliais. A IgE estd difundida de maneira moderada nos espacgos
extravasculares e tem como principal propriedade a sensibilizacdo de mastocitos e
basofilos, promovendo reagéo inflamatoria, através da liberacdo de mediadores
guimicos como a histamina, que, por sua vez, promove vasodilatacdo, permitindo a
passagem de anticorpos do vaso para a area lesada, e fatores quimioatraentes que
recrutam fagocitos para o local de infec¢do. Além disso, podem estar envolvidas em
processos alérgicos e na ajuda para eliminagcdo de helmintos, quando sensibilizam

eosinofilos.

A ativagédo das células T naive (virgens) e a diferenciacdo em células efetoras
capazes de eliminar os antigenos e adquirir meméria imunoldgica é dependente do
processo de reconhecimento antigénico e de sinais co-estimulatérios capazes de induzir
a expansao clonal. A diferenciagdo das células T naive em células efetoras ou de
memoria é caracterizada pelo aumento e ou perda da expressdo de moléculas-chave
para as fun¢gbes que serdo desempenhadas dentro dos compartimentos linféides

secundarios ou no sitio de inflamacéo (Tabela 1.3).

13
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Tabela 1.3 - Caracteristicas dos linfdcitos inativo, efetores e de memoaria. Adaptado de Abbas &

Lichtman (2005).

Linfécitos inativos

Linfécitos ativados ou
efetores

Linfécitos de
memoria

Linfécitos T

Migracéo

Principamente para
os linfonodos periféricos

Principamente para
os tecidos inflamados

Principamente para
os tecidos inflamados
mucosas

Frequéncia das células que Muito baixa Alta Baixa

respondem a um

determinado

antigeno

Funcdes efetoras Nenhuma Secrecéo de citocinas Nenhuma
atividade citotoxica

Ciclo celular N&o Sim +-

Expresséo da proteinade Baixa Alto Baixa

superficie

Receptor IL-2 de alta Alto Baixo Baixa ou variavel

afinidade

Receptor de homing do

Linfonodo periférico

(L-selectina, CD62L)

Moléculas de adeséo: Baixa Alto Alta

integrinas, CD44

Receptor de quimiocinas: Alto Baixo Variavel

CCR7

Isoforma do CD45 CD45RA CD45RO CD45RO; variavel

(somente nos seres

humanos)

Morfologia Pequeno, citoplasma Grande, mais citoplasma Pequeno
escasso

Linfocitos B

Is6tipo da imunoglobulina
(lg) da membrana

IgM e IgD

Frequentemente 1gG,
IgA e IgE

Frequentemente 1gG,
IgA e IgE

Afinidade da Ig produzida

Relativamente baixa

Aumenta durante as
respostas imunes

Relativamente alta

Funcdo efetora

Nenhuma

Secregéo de anticorpos

Nenhuma

Morfologia

Pequeno, citoplasma
escasso

Grande: mais citoplasmas;
plasmacito

Pequeno

Receptor de quimiocinas:
CCR5

Alto

Baixo

Dentre as subpopulacdes de linfécitos T, as subpopulacdes que possuem melhor

caracterizacao sao as células T CD4* auxiliares (helper) e células T CD8* citotoxicas

(CTLs). As células T CD4" helper sdo assim denominadas devido ao perfil funcional que

desenvolvem apés a sua ativacao, este inclui principalmente a secre¢do de citocinas

gue estimulam a proliferacéo e a diferenciacdo de células T, células B, macréfagos e

outros leucdcitos, sua funcédo principal € amplificar a reagdo em cascata que medeia a

resposta imune adaptativa. Outro fator importante quanto a resposta por células T CD4*

e CTLs, é que as primeiras reconhecem antigenos que possuem ciclo biolégico

extracelular e que em geral sdo apresentados via MHC de classe Il apds o processo de

fagocitose e degradacdo no fagolisossomo, enquanto que os CTLs reconhecem
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antigenos que possuem ciclo bioldgico intracelular e que em geral séo apresentados via
MHC de classe I. Ndo obstante, € comum definir a resposta efetora de linfocitos T CD4*
em células Tul (T helper 1) ou Tn2 (T helper 2), tais populacdes sdo assim definidas
com base nas citocinas que produzem, apesar da expressao de citocinas ser mista em
certos casos e passivel de variacdes de acordo com estado de ativacdo celular, o
padrdo de citocinas Tul ou Tu2 predomina em reacfes imunes crbnicas e a
subpopulacdo que sera induzida possui caracteristicas funcionais e consequéncias
patoldgicas especificas que podem determinar uma resposta inflamatoria eficaz ou a
evasao do microrganismo. O padréo de citocinas produzido por essas subpopulagbes
de linfécitos T também participa do desenvolvimento e expanséao de tais subpopulagdes,
por exemplo, o IFN-y secretado por células Tyl promove a expanséo de células Thl e
inibe células Tw2, contrariamente, a citocina IL-4 e IL-10 secretada por células Tw2
promove a expansao de células Tn2 e inibe Twl, assim, essa dinamica de regulacao
cruzada faz com que a resposta iniciada seja polarizada e amplificada numa

determinada direcao.

A via de diferenciacdo Tyl é estimulada pela resposta a microrganismos que
infectam e ativam macréfagos e células NK produtoras de IL-12 ou IFN-y. A IL-12 se
liga aos seus receptores presentes na superficie de células T CD4 estimuladas pelo
antigeno e ativa a transcricdo do fator STAT-4, o qual promove a diferenciagdo das
células T em Tw1, a via de diferenciacdo Tul que envolve IFN- y ocorre pela ativagédo do
fator de transcricdo chamado T-bet. A via de diferenciacdo Tu2 € a resposta deflagrada
contra helmintos e alérgenos, os quais causam a estimulacao crénica de células T é
dependente de IL-4, tal citocina atua mediante a ativacdo de STAT-6 e GATA-3 ativando
a transcricdo dos genes das citocinas Tu2. As citocinas e os fatores de transcricao
envolvidos na polarizagdo de ambas as respostas, Tvl e Tx2, ativam a transcricdo
génica de citocinas que atuam de forma autdcrina e paracrina nas subpopulagfes acima

e assim amplificam sua resposta efetora.

A principal funcdo efetora de células Tu2 é a destruicdo de microrganismos
grandes, como os helmintos, que ndo sao capazes de serem fagocitados e sdo mais
resistentes a atividade microbicida de macrofagos. O mecanismo efetor desempenhado
pelas células T CD4 helper da linhagem Tw2 ocorre através da secregéo de IL-4 e IL-13
que estimulam a producao de anticorpos IgE helminto-especificos que opsonizam 0s
helmintos e através da secrecdo de IL-5 que ativa os eosindfilos, os quais se ligam aos
antigenos recobertos por IgE por meio dos receptores Fc para a cadeia pesada €. Os
eosindfilos ativados liberam proteinas liticas capazes de destruir até o firme tegumento

dos helmintos (Figura 1.6). Os mastécitos expressam receptores Fc-€ e reagem aos
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antigenos associados a IgE mediante degranulacédo, liberando aminas vasoativas e

citocinas que induzem a inflamacao local.

) ) P Célula T CD4*
Microrganismos naive Ativagao do
o= macrofago
. Macrofago Proliferagao e O@
CelulaB . S
diferenciagao @

IL-10,
VAN = ol

ot
4 Célula T2

Producéo de Produgéo Eosingfil

antlrtzorlpos ItgG de IgE osinofilo

neutralizantes =
Supressio da

(humano: 1gG4; IL-5 al?vagﬁo o

camundongo: \

macréfago

IgG1) 1

Helminto

L . Ativacao do
Desgranulagao eosindfilo
do mastocito

Figura 1.6 - Funcdes efetoras das células Tn2. Adaptado de Abbas & Lichtman (2005).

As CTLs se diferenciam de células T CD8 naive ap6s o reconhecimento
antigénico, sinais co-estimulatérios e mediadores produzidos por células T CD4" helper.
A resposta funcional de CTLs envolve mecanismos de eliminacdo da infeccdo através
da destruicdo da célula alvo via apoptose e indugéo da atividade microbicida em APCs
através da estimulacdo com IFN-y. A perforina € uma proteina de reagdo catalitica
presente nos granulos de CTLs e células NK, apos ser secretada a perforina entra em
contato com o célcio extracelular e polimeriza-se na bicamada lipidica da membrana
citoplasmatica da célula alvo formando um canal aquoso, por este entram enzimas do
granulo, as granzimas, que sao serina proteases que ativam caspases (Figura 1.7A)
gue clivam varios substratos e induzem apoptose da célula alvo. Uma outra via de morte
por apoptose promovida por CTLs ocorre através da interacdo de uma molécula de
membrana, o ligante de Fas (FasL) que se liga ao Fas da célula alvo e ativa uma familia

de proteases denominada caspases (Figura 1.7B). Em geral a atividade das caspases
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e relacionada a morte da célula alvo pelo fato de sua acéo ndo ser dirigida, pois seu
mecanismo de acdo envolve a clivagem de muitos substratos, incluindo
nucleoproteinas, e ativam enzimas que degradam DNA sem distincdo entre proteinas

do hospedeiro e proteinas microbianas (célula-alvo).

®

Exocitose do >
granulo e
entrada de
granzimas, -
ativagao de Granzimas entram | [ apoptose da
caspases e pelos poros Célula-alvo
apoptose ) da perfor!na e
do alvo induzem ativagao
de caspases
(B) FasL Fas
Apoptose /
da celula-alvo)
mediada por
FasL-Fas
FasL no CTL interage Apoptose da
com o Fas na célula-alvol Célula-alvo

Figura 1.7 - Mecanismos da lise das células-alvo mediados por CTL. Adaptado de Abbas &
Lichtman (2005).

As CTLs sdo uma importante fonte de IFN-y em resposta a agentes virais e
parasitos intracelulares em geral, o IFN-y age em APCs como os macréfagos e nestes
induzem mecanismos microbicidas tais como o aumento de enzimas lisossomais, a
liberacdo de intermediérios reativos de oxigénio e Oxido nitrico, além de estimular a
secrecdo de citocinas, quimiocinas, aumento da ubiquitinizacédo, expressdo de MHC e

moléculas co-estimuladoras pelos macroéfagos ativados (Figura 1.8).
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Figura 1.8 - Ativagédo e fungdo de macréfagos ativados pela imunidade mediada por células.

Adaptado de Abbas & Lichtman (2005).

1.5 Producéo de Anticorpos Monoclonais

Os anticorpos, de maneira geral, sdo produzidos no organismo de forma especifica

para contra a um determinado antigeno. Os plasmaécitos expressam e secretam varios

anticorpos, cada um com uma especificidade diferente e capaz de interagir com um

determinado epitopo antigénico, estes sdo denominados anticorpos policlonais. Ja os

anticorpos que sao produzidos a partir de um mesmo clone de plasmécitos e, desta

forma possuem a mesma especificidade entre si sdo chamados de anticorpos

monoclonais, que se ligam somente a um determinante antigénico especifico.
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A utilizacdo de anticorpos na terapia de doencas e na pesquisa foi revolucionada
com a descoberta, em 1975, dos anticorpos monoclonais, por Koéhler e Milstein, que
descreveram a técnica de producdo dos anticorpos monoclonais através da fusdo de
células de carcinoma e linfécitos B. Esta descoberta Ihes concedeu o prémio Nobel,
juntamente com Niels K. Jerne, em 1984, pelas teorias sobre a especificidade no
desenvolvimento e controle do sistema imunolégico, e a descoberta do principio para a
producao de anticorpos monoclonais. Esta técnica, denominada hibridoma, consiste na
producao de anticorpos que reconhecem apenas um epitopo antigénico e, por isso, sao
chamados de anticorpos monoclonais, que séo produzidos e secretado por um Unico
clone de linfécito B. Para a producdo destes anticorpos comercialmente, utilizam-se
células B de camundongos estimulados com um antigeno de interesse. Os anticorpos
formados sdo chamados murinos, devido a sua origem em camundongos. Estes
anticorpos quando usados continuamente em terapias para humanos, podem gerar uma
reacdo imune contra o proprio anticorpo. Em func@o desta problematica, técnicas
modernas de engenharia genética foram desenvolvidas, as quais permitem a
humanizacao destes anticorpos, isto €, que 0s genes responsaveis por estas proteinas
sejam modificados de forma a evitar essa rea¢do imunoldgica no organismo humano.
Assim sdo gerados os chamados anticorpos monoclonais humanizados. O processo de
humanizacdo n&o deve alterar a afinidade do anticorpo com o respectivo antigeno, mas
sim sua porg¢éao isotipica, possibilitando o seu emprego continuado em procedimentos

terapéuticos.

Nos ensaios para a produgdo destes anticorpos monoclonais, os camundongos
estimulados com um antigeno X expandem células B esplénicas que sao retiradas e
cultivadas em presenca de células de mieloma em meio HAT contendo hipoxantina,
aminopterina e timidina (Figura 1.9). Este meio blogueia as vias normais de biossitese
de nucleotideos e, desta forma, as células normais utilizam a via alternativa e, as células
tumorais que ndo possuem esta via morrem. Desta forma, somente as células tumorais
fundidas as células B que reagem ao antigeno especifico conseguem sobreviver e
crescer neste meio de cultura. Os sobrenadantes contendo hibridomas séo colhidos e
submetidos a ensaios de imunodeteccdo de anticorpos. As células que reagem ao
antigeno X utilizado sao clonadas, e estes clones expandidos em escala industrial para
producdo de anticorpos monoclonais especificos. Estes anticorpos sao utilizados na
pesquisa basica e em aplicacdes terapéuticas como a identificacdo de marcadores
fenotipicos Unicos para determinados tipos celulares e, também, na definicdo de
moléculas tipicas de cada célula; na analise funcional de superficies celulares e

moléculas secretadas. Outras aplicacdes sdo em diagndsticos de doencas infecciosas
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e degenerativas através da circulagdo de anticorpos especificos e diagnostico de
tumores, onde anticorpos monoclonais especificos para cada tumor sao utilizados para
sua deteccéo.

Desta forma, a utilizacdo dos anticorpos monoclonais tem-se mostrado cada vez
mais diversificada, evidenciando a grande importancia desta descoberta para a ciéncia
de forma geral, lembrando sempre a sua associacdo com a citometria de fluxo é que
permite a visualizacdo do resultado multiparamétrico e possibilita a caracterizacéo da

complexidade molecular de uma célula que passou pelo processo de imunfenotipagem.
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Figura 1.9 - Producao de anticorpos monoclonais, a partir de culturas de hibridomas, constituidas
por linfocitos B antigeno-especificas e células tumorais.
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CAPITULO 2. PRINCIPIOS DA CITOMETRIA DE FLUXO

Alessandro Marins, Clarissa Cunha, Raquel Ferraz, Thaize Chometon e Vanessa
Costa

2.1 A Citometria de Fluxo

A Citometria de Fluxo é uma metodologia utilizada para o estudo quantitativo -
morfoldgico, fenotipico e funcional - de células individuais a partir de uma suspencao
celular heterogénea. Devido a sua capacidade impar para analisar varios parametros
simultaneamente numa Unica célula, a Citometria de Fluxo se tornou a técnica de
escolha para andlises multiparamétricas de células, sendo utilizada principalmente na
imunologia, imunogenética, biologia celular, microbiologia, biologia marinha, fentipagem
celular, estudos de avaliagdo funcional e diferenciagdo de populagdes celulares,
conteudo de DNA e RNA, atividades enzimaticas, apoptose, producdo de ions,
citotoxicidade, expressdo e modulagdo de receptores, distribuicdo populacional,
producéo de citocinas, entre outros.

Além da sua aplicagdo analitica para a definicdo de caracteristicas fisico-quimicas
das células, outra importante aplicacao da citometria de fluxo é a sorteamento ou
purificacdo de uma determinada populagdo celular, a partir de uma suspensao
heterogénea de células — processo denominado de cell sorting.

Para isso, dois tipos de citdbmetros de fluxo s&o produzidos comercialmente — 0s
citbmetros de fluxo analisadores (Bench-top Analyzers) (Figura 2.1) e citbmetros de
fluxo separadores/purificadores de células (Cell Sorters) (Figura 2.2).

(A) (B) (C)

(E) (F)
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(G) (H) )

Figura 2.1 — Exemplos de citbmetros de fluxo analisadores: (A) Accuri C6 Analyzer, (B) FACS
Verse, (C) FACS Canto Il, (D) FACS Celesta, (E) LSRFortessa (F) FACS Symphony (todos BD
Bioscience); (G) Gallios Analyzer, (H) CytoFlex (todos Beckman Coulter); (I) Aurora (Cytek
Biosciences).

(©)

Figura 2.2 — (A) MoFlo XDP, (B) MoFlo ASTRIOS (Beckman Coulter), (C) FACSJazz (BD), (D)
FACS Aria Ill, (E) Influx (BD), (F) FACS Melody (BD).

2.2 Fluorocromos e LASERs

A base para os protocolos citofluorimétricos é a identificagdo de moléculas de
superficie celular ou intracitoplasmaticas, através da utilizacdo de anticorpos

monoclonais (AcMo) conjugados a fluorocromos, que sdo capazes de emitir cor quando
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excitados por um LASER (do inglés- light amplification by stimulated emission of
radiation). Os fluorocromos sdo moléculas fluorescentes, inicialmente em repouso, que
emitem uma luz de comprimento de onda, cor, caracteristica quando excitados

especificamente por um determinado LASER (Figura 2.3).

Fluorocromo em estado de repouso .

Emisséo
Laser Excitacdio do Fluorcromo da Fluorescéncia

488nm  ———— ()

Figura 2.3 - Fluorocromo em estado de repouso e emitindo fluorescéncia apos ser excitado pela
luz do LASER.

Atualmente, a maioria dos citémetros de fluxo possui um ou mais LASERs como
uma fonte de luz monocromatica, pontual e de alta intensidade. . Dentre a varidade de
LASERSs, utizados em citometria de fluxo, os mais frequentes sdo: idnicos refrigerados
a ar (nos citdmetros mais antigos) ou de estado-sélido (nos citdmetros atuais). O LASER
mais comum emite um comprimento de onda de 488 nm e por isso é chamado de
LASER azul. Todos os citbmetros de fluxo possuem este LASER em suas configuracdes
basicas, pois além de excitar os fluorocromos também s&o responsaveis pelo
mensuramento morfolégico das células (baseados em tamanho e granularidade).
Outros LASERSs sdo o Hélio-Cadmio (He-Cd), que pode emitir na luz azul (441,6 nm) e
na UV (325 nm); Hélio-Nebnio (He-Ne), que emite em vermelho (633 nm), sendo estes
dois i6nicos. Nos equipamentos atuais 0s LASERs i6nicos foram substituidos por
LASERSs de estado-sélido (solid-state LASER), por serem de dimen¢des menores, mais
baratos, de mais facil calibracao, maior estabilidade e durabilidade.

De acordo com a demanda de aplicacao citofluorimétrica, os citbmetros de fluxo

podem ser configurados e adquiridos com um ou mais de um LASERs (Tabela 2.1).
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Tabela 2.1 - LASERS e seus respectivos comprimentos de onda

LASER Comprimento de onda (nm)
Ultravioleta (UV) 355 ou 373

Violeta (violet) 405

Azul (blue) 488

Verde (green) 532

Amarelo-verde (yellow-green) 561

Laranja (orange) 592

Vermelho (red) 633 ou 638

Infra-vermelho (infra-red) 808

Os fluorocromos geralmente sdo acoplados a AcMo que interagem de forma
especifica com moléculas-alvo presentes na superficie celular ou intracitoplamaticas,
estas funcionam como biomarcadores e possibilitam definir o perfil fenotipico, funcional
além de eventos bioquimicos, em conjunto esses marcadores permitem a definicdo do
tipo e intensidade da resposta imunoldgica. Essas moléculas sdo definidas como
grupamento de diferenciacdo ou cluster de diferenciacdo (do inglés, cluster of
differentiation, geralmente abreviado como CD), sendo esta nomenclatura
mundialmente utilizada.

Nos leucécitos, por exemplo, a caracterizagcao dos CDs possibilita estabelecer o
fendtipo da célula determinando a populacdo ou subpopulacdo em questao, bem como
permite definir seu perfil de ativacdo e, funcdo que essa possivelmente executa. Neste
sentido, a maioria dos painéis citofluorimétricos envolve a combinagdo entre
biomarcadores que definem populacdes ou subpopulagbes celulares, bem como o
estado funcional. A expressédo de TCR e/ou CD3, por exemplo, caracteriza a célula
como um linfocito T; a expressdo concomitante de TCR e/ou CD3 e CD4 caracteriza
uma subpopulacao de linfécito T helper (linfocito T CD4%); a expressao concomitante de
TCR e/ou CD3e CD8 caracteriza outra subpopulacdo linfocitaria: os linfocitos T
supressores e 0s citotoxicos (linfocito T CD8*); a expressdo de CD19 caracteriza 0s
linfécitos B e os CDs 20, 21, 22, 23 caracterizam qual a fase de diferenciacdo esses
linfécitos B se encontram; a expressao de CD14 pode ser observada em mondcitos e
macroéfagos; células Natural Killer (NK) expressam CD56; expressao de CD69 indica
que a célula se encontra em estado funcional de ativaco recente. E importante salientar

gue além da citometria de fluxo estabelecer a frequéncia de conjuntos celulares, essa
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também possibilita definir variagbes na expressdo molecular. A modulacdo de algumas
moléculas como CD27, CD62L, CD44 e as isoformas de CD45 definem células efetoras,
naive, memoria efetora, memoaria central e etc. (Tabela 2.2).

Apesar do processo de imunofenotipagem envolver uma série de etapas
relacionadas ao protocolo de marcacao per si, abaixo € demostrado em resumo uma
imunomacacdo com um AcMo anti-CD3 conjugado ao fluorocromo isotiocianato de
fluoresceina (FITC), o qual possui excitacdo em 488 nm e pico de emissdo em 525 nm.
O AcMo se ligara aos receptores CD3 na membrana dos linfocitos T da amostra avaliada
(Figura 2.2); e, ao ser interceptado pelo LASER, o fluorocromo (FITC) emitira uma luz
no comprimento de onda de 525 nm (cor verde), que sera captada pelo detector apés

passar por um filtro para este comprimento de onda.

AcMo anti-CD3/FITC ~ CD3

A
=
:,q;h\‘
%

Figura 2.4 - Esquema representativo da marcacgéo de linfécitos T com anticorpo monoclonal anti-
CD3 conjugado com o fluorocromo FITC.

Véarios AcMo conjugados a diversos fluorocromos estdo comercialmente
disponiveis por empresas especializadas como a Beckman Coulter, Becton & Dickinson
(BD), ThermoFisher, Biolegend, e etc. A combinagdo AcMo-fluorocromo deve ser
escolhida de acordo com as moléculas (CDs) que se deseja avaliar e, com a
configuracao do citbmetro que sera utilizado, LASERS, filtros e sensores, uma vez que
estes deverao corresponder as propriedades fisicas de cada fluorocromo. Alguns dos
fluorocromos utilizados em citometria de fluxo estdo descritos na Tabela 2.3 com seus

respectivos, LASER de excitacdo e pico de emissao.
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Tabela 2.2 - Exemplos de algumas moléculas de CDs e suas respectivas caracteristicas.

CD Principais células que expressam Nomes comuns/Fung¢des conhecidas ou proposta
CD3 Linfocitos T, timdcitos Associada ao TCR. Requerida para a expresséo
celular e transdugéo do sinal pelo TCR
CD4 Linfocitos T restritos ao MHC da classe Correceptor para a molécula de MHC de classe |l;
I, subconjunto de timécitos, monécitos e desenvolvimento dos linfécitos; receptor priméario
macréfagos para o HIV
CD8 Linfocitos T restritos ao MHC da classe Correceptor para a molécula de MHC de classe |;
I, subconjunto de timécitos desenvolvimento dos linfécitos
CD1la Leucécitos LFA-1/Adeséo celular. Liga-se a ICAM-1 (CD54),
ICAM-2 (CD102) e ICAM-3 (CD50)
CD11b Granulécitos, mondcitos, macréfagos, Adeséo de neutréfilos e monécitos ao endotélio
células NK (ligacdo a CD54) e proteinas da matriz extracelular;
fagocitose de particulas cobertas por iCb3
CD11c Monécitos, macréfagos, células NK Funcdes similares ao CD11b; principal integrina
CD11CD18 nos macréfagos
CD14 Granuldcitos, mondcitos, macroéfagos, Liga-se ao complexo de LPS e a proteina de ligagao
forma soltvel no soro ao LPS (LBP); necesséaria para a ativagéo de
macrdéfagos induzida por LPS
CD16 Células NK, macrofagos e neutrofilos FcyRIIIB/Adeséo celular induzida por
imunocomplexos; citotoxicidade celular dependente
de anticorpo
CD18 Leucdcitos Associado com CD11a, b, ¢
CD19 Maioria dos linfécitos B Ativacao do linfécito B, forma um complexo com
CD21 e CD81, transmitindo sinais que sinergizam
com os sinais do complexo do BCR.
CD25 Linfécitos T e B ativados, macréfagos IL-2Ra/Cadeia a do receptor de IL-2
ativados
CD27 Maioria dos linfécitos T, células NK, Ligacdo a CD70; medeia sinais coestimulatorios no
alguns linfécitos B, timocitos medulares processo de ativagdo de linfocitos T e B
CD28 Subpopulagao de linfécitos T Ativacao de células T naive; liga-se a CD80 e CD86
CD34 Precursores de células hematopoiéticas, = Adeséao célula-célula; ligagdo ao CD62L (L-
células endoteliais em vénulas altas selectina)
CD44 Leucécitos, eritrcitos Liga-se ao &cido hialurdnico, medeia adesédo de
leucécitos a células endoteliais
CD45 Células hematopoiéticas Tirosina fosfatase importante no processo de
sinalizacdo mediada pelo receptor de antigenos de
linfécitos T e B
CD45RA  Linfécitos T naive, linfécitos B, Isoforma de CD45.
monocitos
CD45RO Linfécitos T de memodria, subconjunto de  Isoforma de CD45.
linfocitos B, monécitos e macréfagos
CD55 Células hematopoiéticas e nao- DAF/Regulacdo da ativagdo do complemento; liga-
hematopoiéticas se a C3b, C4b
CD56 Células NK, subconjunto de linfécitos T Adesé&o homotipica
eB
CD59 Ampla expressao Adeséo leucocitaria; coestimulagdo de linfocitos T;
liga-se a CD2
CD62L Linfécitos B e T, mondcitos, L-selectina/Molécula de adesao leucocitéaria; liga
granuldcitos, algumas células NK CD34; medeia interagdes com endotélio no
processo de rolamento de leucécitos
CD69 Linfocitos T e B ativados, células NK e Sinalizag&o celular em diferentes tipos de células
macréfagos ativados
CD70 Linfocitos T e B ativados, macréfagos Liga-se a CD27; tem papel na coestimulacéo para
ativacdo de linfécitos T e B
CD80 Células dentriticas, linfocitos B ativados,  B7-1/Liga-se a CD28 e CD152 (CTLA-4); molécula
mondécitos e macréfagos coestimuladora para ativacéo de linfécitos T
CD86 Mondcitos, células dendriticas, linfécitos ~ B7-2/Ver CD80
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Tabela 2.3 - Alguns fluorocromos disponiveis no mercado, seus respectivos picos de emissao e
LASER de excitacéo.

LASER
Fluorocromo (excitacao) Pico de emissao
Brillant Violet 421 405 421
Pacific Blue 405 455
Brillant Violet 510 405 510
Krome Orange 405 528
Brillant Violet 605 405 605
Brillant Violet 650 405 650
Brillant Violet 785 405 785
Alexa Fluor 488 488 519
FITC 488 519
PE 488/532/ 578
PE/Dazzle 594 488/532/ 610
ECD 488/532/ 613
PE-TexasRed 488/532/ 615
PerCP 488 678
PerCP/Cy5.5 488 695
PE/Cy7 488/532/ 785
APC 633/638 660
Alexa Fluor 647 633/638 668
Alexa Fluor 700 633/638 719
APC/Cy7 633/638 785
APC/H7 633/638 785
APC/Fire 750 633/638 787

Os fluorocromos conjugados a anticorpos podem ser simples ou compostos
(Tandem Dyes), sendo este ultimo constituido por dois fluorocromos acoplados: o
primeiro fluorocromo (molécula doadora) que transfere energia luminosa (elétrons) para
o segundo fluorocromo (molécula receptora). Quando a molécula doadora é excitada
pelo LASER, ela transfere a energia de emisséo de luz, no respectivo comprimento de
onda, para a molécula receptora, que por sua vez libera energia em um comprimento
de onda, caracteristico dela propria, diferente da primeira molécula. Esses fluorocromos
Tandem foram desenvolvidos no intuito de aumentar as opcdes disponiveis para
analisar mais moléculas (CDs) simultaneamente. E importante ressaltar que os
fluorocromos Tandem s&o mais instaveis e labeis, sendo sensiveis a fixacdo, variacao
de temperatura e esposicéo excessiva a luz, sendo recomendado que a amostra seja
adquirida no citdmetros de fluxo em no maximo 24 horas apés a marcacao, devido ao

risco de degradagdo tandem em questdo gerando falso positivo (Figura 2.5).Vale
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salientar que alguns fabricantes comercializam reagentes especificos para a fixacao de

fluorocromos em tandem com a molécula Cy7.

(A)
Com CD8 APC-Cy7 Gate em Gate em
Estratégia de gate CD8 APC-Cy7 CD4 PE-Cy7
5 i
o] - &' g
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s5] 5 o =
S5 “1 8 iy
CD4 PE-Cy7 "t a2eeN" L "™ " uZeeX
(B) Falso positivo no canal do APC Falso positivo no canal

Sem CD8 APC-Cy7 reduzido na auséncia de APC-Cy7 do PE permanece

IFN-y APC
IFN-y APC.

APC-Cy7
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CD4 PE-Cy7 T L2pE L2 pe”
Adaptado de Holden Maecker

Figura 2.5 - Exemplo de degradacdo do Tandem APC-Cy7 e PE-Cy7. (A) Imunomarcacao com
um anti-CD8 APC-Cy7 e anti-CD4 PE-Cy7 onde pode ser vista a marcac¢do falso positiva para
IFN-y APC e IL-2 PE. (B) Confirmacéo do falso positivo para IFN-y APC e IL-2 PE, pois quando
o tandem anti-CD8 APC-Cy7 é retirado do coquetel de Ac, a marcacdo para IFN-y APC esta
reduzida. Também é demostrado que a imunomarcacao para e IL-2 PE é falso positiva e pode
ser constatada pela auséncia de marcacédo nos dotplots de IFN-y vs IL-2 PE dentro do gate APC-
Cy7 com ou sem anti-CD8.

Conhecendo as propriedades de excitacdo e de emissdo de cada fluorocromo, o
comprimento de onda de cada LASER e o sistema o6tico (filtros) dos citbmetros de fluxo,
€ possivel escolher as combinagfes de anticorpos monoclonais ideais a serem usadas
em conjunto, de forma que diferentes moléculas de interesse possam ser avaliadas em
uma unica célula. Por exemplo: AcMos anti-CD4 FITC, anti-CD8 PE, anti-CD3 PercP
em um citbmetro que tenha um LASER de 488 nm e trés fotosensores com filtros
capazes de captar os comprimentos de onda de 525 nm, 578 nm e 667 nm, respectivos

a cada fluorocromo.

IMPORTANTE: No caso da marcacdo com mais de um AcMo, deve-se tomar
cuidado para ndo escolher fluorocromos cujo pico de emissdo seja detectado pelo
mesmo filtro, como FITC e Alexa Fluor® 488 que sdo ambos detectados pelo mesmo

detector.
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Além dos comprimentos de onda de excitacdo LASER e pico de emissao, outra
caracteristica importante para escolha dos fluorocromos é a intensidade de emisséao de
luz (brilho). Os fluorocromos possuem diferentes intensidades de brilho e séo
classificados em uma escala de 1- 5 (Tabela 2.4) ou como muito brilhante (very bright),
brilhante (bright), moderado (moderate) e fraco (dim). Recomenda-se escolher
fluorocromos mais brilhantes (PE, APC e etc.) para moléculas menos expressas ou
raras como, por exemplo, receptores de quimiocinas ou citocinas intracelulares,
enquanto que para moléculas expressas em maior quantidade como CD4, CD8, CD45,

pode-se utilizar fluorocromos menos brilhantes (FITC, Pacific Blue e etc.) (Tabela 2.4).

Tabela 2.4 - Alguns fluorocromos disponiveis comercialmente e seus respectivos indices de
brilho.

Fluorocromo Brilho
Brillant Violet 421
Pacific Blue
Brillant Violet 510
Brillant Violet 605
Brillant Violet 650
Brillant Violet 785
Alexa Fluor 488
FITC

PE

PE/Dazzle 594
PerCP
PerCP/Cy5.5
PE/Cy7

APC

Alexa Fluor 647
Alexa Fluor 700
APC/Cy7
APC/H7
APC/Fire 750

N
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2.3 Sistema Otico

O sistema ético de um citbmetro de fluxo € composto por filtros, lentes e espelhos
e, tem a funcdo de direcionar a luz (fétons) emitida pelos fluorocromos para os
fotosensores. O grande numero de fluorocromos sintéticos disponiveis comercialmente
permitiu que maior nUmero de par@metros sejam avaliados simultaneamente na mesma

célula.
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A maioria dos citobmetros de fluxo possuem fotosensores denominados tubos
fotomultiplicadores (PMTs - do inglés photomultiplier tubes). Atualmente, novas
tecnologias surgiram no intuito de aumentar a sensibilidade dos sensores, um exemplo
€ 0 sensor APD (Avalanche Photodiode) que equipa os citbmetros de fluxo Cytoflex
(Beckman Coulter), melhorando a sensibilidade e a resolugcdo desses equipamentos
para detecgdo de particulas pequenas como bactérias, nanovesiculas e exossomas e,

ainda, de populacgdes celulares com baixa expressao da molécula a ser analisada.

A disposicdo dos diferentes tipos de filtros, lentes e espelhos (Figura 2.4)

determina a configuracéo o6tica do equipamento.

As lentes tém a funcdo de reunir o maximo de luz possivel do ponto de
interceptacdo e colimar essa luz de modo que os raios se propaguem paralelamente
uns aos outros e percorram o caminho sem divergir até seus respectivos fotosensores.
Em outras palavras, a medida que o laser interage com uma particula que passa pelo
ponto de interceptagdo a sua luz € dispersada e, caso haja fluoroforo, fluorescéncias
sdo geradas. Por sua vez, as lentes sdo responsaveis por coletar o maximo possivel
dessa luz dispersada e fluorescéncia(s) gerada(s) e direciona-las paralelamente, com a
maior precisao possivel, para uma melhor deteccao do sinal gerado. O sistema de lentes
geralmente consiste de mdltiplas lentes colocadas diretamente em frente ao ponto de
interceptacdo para a captura do maximo de luz possivel e outras posicionadas a alguma
distancia da lente de coleta para um melhor direcionamento dos feixes de luz,

dependendo do design 6tico do citbmetro.

Os espelhos séo responsaveis por fracionar a luz de modo que as fluorescéncias
e a luz difusa sejam direcionadas para os detectores apropriados, além de auxiliar no
direcionamento da luz através do caminho de deteccdo. Permitindo assim a
discriminacao entre a dispersdo da luz (relacionado aos parametros morfolégicos) e
diferentes fluorescéncias. Para auxiliar na separacdo de fluorescéncias de diferentes
comprimentos de onda utiliza-se espelhos dicréicos. Os mesmos sdo revestidos em um
dos lados com um material que permite que a luz acima ou abaixo de um determinado
comprimento de onda passe enquanto reflete o restante. Eles sdo colocados a 45° em
relacdo a direcéo da luz, facilitando a reflexdo. Os espelhos dicréicos podem ser de dois

tipos.

* Long pass (LP): deixa passar comprimentos de onda maiores que o valor do
espelho e reflete o restante. Isto é, um espelho de 525 LP permite a passagem
de comprimentos de onda maiores que 525 nm e reflete comprimentos de onda

menores ou iguais a 525 nm (Figura 2.5).
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Short pass (SP): deixa passar comprimentos de onda menores do valor do
espelho e reflete o restante. Por exemplo, espelho de 525 SP e, permite a
passagem de comprimentos de onda menores que 525 nm e reflete

comprimentos de onda maiores ou iguais a 525nm.

Espelho dicroico Long pass 525

Figura 2.5 - llustracé@o de Espelho dicroico Long pass 525

Os filtros tém a fung&o de permitir a passagem da cor (comprimento de onda)

correspondente a ele préprio, absorvendo todas as outras cores, restringindo assim a

luz que chega aos detectores. Existem trés diferentes tipos de filtro:

Filtro long pass (LP): permite a passagem de comprimentos de onda maiores do
que o valor do filtro. Isto €, um filtro 560 LP, deixa passar (atravessar o filtro) os
comprimentos de onda maiores que 560 nm e impede a passagem de

comprimentos de onda menores ou iguais a 560 nm (Figura 2.5A).

Filtro short pass (SP): permite passar comprimentos de onda menores do que o
valor do filtro, ou seja, um filtro 560 SP, deixa passar (atravessar o filtro) os
comprimentos de onda menores que 560 nm e impede a passagem de

comprimentos de onda maiores ou iguais a 560nm (Figura 2.5B).

Filtro band pass (BP): permite que uma faixa de comprimento de onda seja
interceptada pelo detector e evita que comprimentos de onda diferentes daquele
gue se deseja detectar interfiram. Isto €, um filtro band pass 560/60, deixa passar
(atravessar o filtro) apenas os comprimentos de onda na faixa entre 530 (560 —
30) e 590 nm (560 + 30) e impede a passagem de comprimentos de onda

diferentes dessa faixa (Figura 2.6C).
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(A) Filtro Long pass 560

N

(B) Filtro Short pass 560
y :
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(C) Filtro Band pass 560/60
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< 530 até 590

N

Figura 2.6 - llustracdo de um (A) filtro long pass 560, (B) filtro short pass 560 e (C) filtro band
pass 560

2.4 Sistema Eletrénico

O sistema eletrébnico de um citdmetro de fluxo tem a fungdo de monitorar e
controlar o funcionamento do equipamento, detectar cada evento a medida que cada
célula é interceptada pelo LASER; converter em pulsos elétricos os fétons captados
pelos sensores, 0s quais sao enviados para o computador. O pulso elétrico é
proporcional as caracteristicas de tamanho, granularidade e fluorescéncia de cada
célula interceptada pelo LASER, sendo convertidos digitalmente e representados em
software especifico. A medicdo de cada fotossensor € chamada de parédmetro, como

forward scatter, side scatter e fluorescéncias.

2.5 Principios de Funcionamento

Para utilizar a citometria de fluxo como ferramenta de estudo, as amostras devem
estar em uma suspensao e trés protocolos principais podem ser seguidos: um protocolo
de obtencéo de células (por exemplo: gradiente de densidade — ex: Ficoll Hypaque e/ou
lise de hemacias; técnicas de digestdo ou maceracdo de tecido); e o protocolo de
marcacao citofluorimétrica. Seja esta amostra de sangue periférico, cultivo celular,
medula 6ssea, tecido ou liquor, as células devem ser dissociadas de forma a evitar a
formagdo de grumos na suspensdo. Para o protocolo de marcacdo deve-se,
primeiramente, escolher a(s) particula(s) e ou molécula(s) celular(es) de interesse que
serdo imunomarcadas. Por exemplo, em uma amostra de sangue periférico, esta
primeiramente poderd ser submetida ao gradiente de densidade, se deseja avaliar o

percentual de mondcitos e de linfécitos T CD8*, deve-se utilizar uma combinacédo de
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AcMo anti-CD14 (que se liga aos mondcitos), AcMo anti-CD3 (especifico para linfécitos
T) e AcMo anti-CD8 (que se liga as células CD8"). Cada um destes AcMo deve estar
acoplado a um fluorocromo de cor diferente, como por exemplo: FITC, PE e PE-Cy5. E
importante lembrar que para a escolha dos fluorocromos é necessério saber quais séo
as cores que podem ser detectadas “lidas” no citdmetro de fluxo a ser utilizado, isto é,

qual o(s) LASER(s) e a configuragao 6tica do equipamento.

Apbés a preparacdo da amostra (marcacdo das células com anticorpos
monoclonais), o tubo contendo a suspenséo de células?! é inserido no citdmetro de fluxo
e a suspensao de células é aspirada gradualmente por um sistema de presséo e levadas
a camara de fluxo?. Além de ser preenchida pela solugdo salina (sheath fluid), esta
camara recebe entdo a suspensdo de células®, as quais, por conta do formato cOnico
da camara e fluxo diferencial da salina em relacdo a amostra, seguem posicionadas
uma atras da outra até o foco hidrodinamico®*, onde cada uma delas é interceptada pelo
LASER. Este encontro resulta na refracdo da luz do LASER® e na emissdo de
fluorescéncia(s)® de acordo com o(s) fluorocromo(s) acoplado(s) aos AcMo, ligado em
cada célula. A emissédo de fluorescéncias de diferentes comprimentos de onda (cores)
€ direcionada para um fotosensor de acordo com uma combinacdo e disposi¢do de
filtros’. Apdés a captagdo das fluorescéncias, as mesmas sdo convertidas em sinal
eletrbnico, e a informacéo obtida de cada célula que é interceptada pelo LASER é
representada, através de software especifico, em histogramas e/ou graficos de pontos®

(dot plot) (Figura 2.7).

Cada particula/célula que o LASER intercepta € chamada de evento. Todos os
eventos que passam na frente do LASER geram uma informacgéo eletrénica, que é
avaliada graficamente. Sendo assim, as informacdes a respeito das células que sao
marcadas com os AcMo e, também daquelas que ndo foram marcadas, ou seja, que
nao possuem a molécula investigada, sdo analisadas através de histogramas- gréaficos
monoparamétricos (Figura 2.8A) e/ou dot plots- gréficos biparamétricos, os quais podem

ser divididos em quatro quadrantes (Figura 2.8B).
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Analise

Figura 2.7 - Esquema representativo do funcionamento do citbmetro de fluxo. Flow cell — camara
de fluxo; Sheat — solucéo salina; FSC — foward scatter (disperscao frontal); SSC — side scatter
(disperséo lateral); PMT — photomiltiplier (fotomultiplicador); dot plot — gréfico de pontos.

Além de excitar os fluorocromos, a luz do LASER azul, ao interceptar a célula, é
refratada e dispersada permitindo que propriedades fisicas da célula, como tamanho e
granularidade sejam avaliadas. A luz dispersada na mesma diregéo (disperséo frontal)
do LASER (forward scatter - FSC) permite analisar o tamanho celular. Quanto maior for
a particula, maior serd o angulo de incidéncia da luz do LASER, dispersada pela
particula, que atinge o sensor (Figura 2.9). Simultaneamente, a luz do LASER refratada
devido a granularidade celular é captada por lentes que as direcionam lateralmente (90°)
para um sensor (Figura 2.10).
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Figura 2.8 - Graficos de analise de resultados obtidos por citometria de fluxo. (A) grafico
monoparamétrico (CD3) com respectivo pico das células negativas para a marcagdo com 0s
AcMo anti-CD3 (25%) e pico das células positivas para esta marcacgao (75% - linfécitos T); (B)
gréafico biparamétrico (CD3 x CD8) dividido em quatro quadrantes (Q), nos quais se avalia 0
percentual das células positivas somente para o CD3 (Q1), células negativas para a marcacao
de CD3 e de CD8 (Q2 - duplo-negativas), células positivas para a marcacao de CD3 e de CD8
(Q3 — duplo positivas), e células positivas somente para o CD8 (Q4).

Figura 2.9 - Avaliacdo do tamanho celular de acordo com a luz do LASER refratada. Luz do
LASER interceptando as células que passam através da solugdo salina formando um angulo de
refracdo que é detectado pelo fotossensor. FSC - forward scatter.
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Figura 2.10 - Avalia¢é@o da granularidade celular de acordo com a luz do LASER refratada a 90°.
Luz do LASER sendo refratada de acordo com a granularidade celular e sendo direcionada
através de espelhos e filtros para o fotossensor. SSC - side scatter).

Assim, um espelho dicréico long pass 488nm deixa passar todos 0s comprimentos
de onda acima de 488nm (cores emitidas pelos fluorocromos excitados pelo LASER
488) e reflete a luz do LASER azul refratada pela célula que é entédo direcionada para
um filtro de interferéncia (band pass), o qual, por sua vez, deixa passar 0 comprimento
de onda de 488nm até o PMT. Chegando ao PMT, a luz detectada determina o que
chamamos de side scatter (SSC) ou granularidade celular. Ao mesmo tempo, as
fluorescéncias que passam pelo espelho dicrdico long pass 488nm séo refletidas por
outro(s) espelho(s) dicréico(s) long pass de determinado comprimento de onda, e entéo
chegam ao sensor apds passar por um filtro de interferéncia band pass especifico para
cada fluorescéncia (Figura 2.10). Hoje, nos citbmetros mais modenos também é
possivel avaliar a granularidade celular (side scatter SSC) pela refracdo de outros
LASERs com o LASER violeta (405 nm) e vermelho (638 nm), sua detecgéo ocorre de
forma semelhante ao do LASER azul, atras de um conjunto de espelhos, filtros e um
sensor. O parametro SSC de LASERs como o violeta e o vermelho vem sendo muito
uitizadados em algumas aplicagdes mais especificas como para deteccao de particulas
pequenas como bactérias e microvesiculas, pois esses LASERs produzem menos

inferferecia (ruidos) quando comparado ao LASER azul.
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Figura 2.11 - Esquema representativo do caminho de cada fluorescéncia, direcionada pelos
espelhos e filtros até um PMT (fotossensor).

2.6 Programas Computacionais Especializados - Flow Cytometry Softwares

Em segundos, milhares de células passam uma a uma pelo LASER e toda a
informagcdo quanto a refracdo desta luz e a intensidade de fluorescéncia dos
fluorocromos é detectada e convertida em sinal eletrénico. As informacdes morfoldgicas,
como tamanho e granularidade, e as intensidades de fluorescéncia referentes os
marcadores fenotipicos e/ou funcionais sao obtidas simultaneamente a aquisicdo da
amostra. Através de softwares especificos é possivel montar histogramas e demais
gréaficos necessarios de acordo com a andlise que se deseja realizar. E importante
destacar que cada citémetro de fluxo possui um software especifico para aquisicdo das
amostras, como Summit, CytExpert (ambos da Beckman Coulter) que equipam os
citometros de fluxo MoFlo e CytoFlex respectivamente; e o software DIVA (BD
Bioscience) que equipa os citbmetros de fluxo FACSCanto e FACSAria, por exemplo.
Além disso, existem também softwares especificos multiplataformas para analises

offline, dos quais destacamos: Kaluza (Beckman Coulter) e FlowJo (FlowJo, LLC).
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Antes de comecar a aquisicdo de amostras, recomenda-se montar um protocolo
contendo gréficos mono (histogramas) e biparamétricos (dot plots) especificos para
andlise dos parametros que se deseja avaliar, como tamanho e granularidade e

fluorescéncia(s) emitida pelos fluorocromos utilizados.

Toda analise se baseia, primeiro, na identificagdo das popula¢bes quanto as
propriedades fisicas, isto é, tamanho e granularidade. Deve-se entdo montar um grafico
dot plot, selecionando para o eixo x e y, para esses parametros morfolégicos geralmente
se utiliza uma escala linear (Figura 2.12) para uma melhor visualizacdo de pequenas
variagbes morfolégicas da amostra. Apenas para células muito pequenas, como

bactérias, é recomendado utilizar uma escala logaritimica.

256
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Figura 2.12 - Dot plot de tamanho vs granularidade. FSC — forward scatter (tamanho); SSC —
side scatter (granularidade); Lin — escala linear.

A seguir, devem-se montar os graficos para a avaliagdo de intensidade de
fluorescéncia dos respectivos fluorocromos utilizados no protocolo de marcacéo da
amostra. Para esse tipo de parametro, relativo as fluorescéncias, geralmente se utiliza

uma escala logaritimica.

A analise de fluorescéncias pode ser realizada através de histogramas, nos quais
se avalia a intensidade de emissdo de uma Unica fluorescéncia (Figura 2.13); e/ou dot
plots, onde se avalia a intensidade de emissdo de fluorescéncia por dois fluorocromos
simultaneamente. Figura 2.14 ilustra o tipo de analise em quadrantes utilizando-se um
dot plot, onde a intensidade de fluorescéncia representada no Q1 é referente as células
marcadas com o fluorocromo Y; o Q2 representa a intensidade de fluorescéncia das
células marcadas tanto com o fluorocromo Y quanto com o fluorocromo X; as células
negativas para ambos os fluorocromos séo representadas no Q3; e finalmente, o Q4

representa a intensidade de fluorescéncia das células positivas para o fluorocromo X.
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Figura 2.13 - Histograma. Grafico monoparamétrico para a avaliagdo de uma Unica fluroescéncia
vs numero de células. Counts — nimero de células; FITC — intensidade de fluorescéncia do
Fluorocromo FITC utilizado em escala logaritimica.
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Figura 2.14 - Dot plot. Grafico biparamétrico: fluorocromo X vs fluorocromo Y, onde Q representa
os quadrantes. Q1 — positivo apenas para o fluorocromo Y, Q2 — positivo para o fluorocromo X e
Y, Q3 — negativo para ambos os fluorocromos e Q4 — positivo apenas para o fluorocromo X

E possivel montar um protocolo com a variedade de combinacdes desejadas de
histogramas e dot plots, de forma que durante a aquisicdo da amostra, os graficos
demostrem as informacfes qualitativas e rpincipalmente as quantitativas dos
parametros utilizados. As andlises podem ser feitas através do percentual de células

e/ou da intensidade de fluorescéncia.

Ainda como ferramenta de aquisicdo e analise, os softwares permitem a criacao
de regides, denominadas gates, para delimitar as populacdes celulares que se deseja
avaliar (Figura 2.15). A partir deste gate pode-se entdo criar outros gréaficos, histogrmas
ou dotplots, com o intuito de avaliar a intensidade da fluorescéncia emitida pelos

fluorocromos utilizados em determinada populacdo do experimento. Assim, € possivel
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determinar o percentual de células em cada gate e, desta forma, determinar os dados
relevantes das anélises de cada amostra.

SsC

Figura 2.15 - Gate envolvendo a populacéo de interesse

Uma outra ferramenta fundamental de aquisi¢éo, € a criagédo do grafico dot plot de
tempo (Time), que funciona como um controle interno do equipamento, afim de verificar

possiveis entupimentos ou perturbac¢des no aparelho durante a aquisi¢éo (Figura 2.16).

CTSPS 4 P2

10°

108
h

FITC-H
104
h

k=)

[l
Time 0t10%ms)

Figura 2.16 - Dot plot. Grafico biparamétrico: FITC-H vs Time, para verificar o andamento da
aquisicdo, e detectar possiveis entupimentos, perturbacées ou finalizagdo das amostras.
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2.7 TitulacOes de anticorpos

7

A titulacdo de anticorpos é importante para estabelecer um indice entre a
concentracdo ideal do reagente e a imunomarcacao da molécula-alvo a ser estudada.

Com atitulacéo é possivel determinar a concentracdo de saturacdo do anticorpo.
O excesso de anticorpo em relagédo a molécula alvo pode gerar um aumento de ligacdes
ndo especificas (ou de baixa afinidade), reduzindo a acuracia da medi¢cdo. Em alguns
casos, a utilizacdo de concentracdes altas de AcMo pode resultar no deslocamento do
espectro de fluorescéncia ao longo da escala logaritmica do gréfico e, gerar problemas
para a definicdo de positividade para o marcador.

Por outro lado, quando se utiliza concentragdes muito baixas de anticorpos em
relacdo a molécula-alvo, pode ocorrer a subestimacdo de moléculas e da populagéo

celular positiva.

2.8 Compensacdo de cores

A excitacdo de um fluorocromo gera uma faixa de emissdo que corresponde a
diferentes valores de comprimento de onda. Por vezes esse espectro apresenta
sobreposi¢cdo com o espectro de outrofluorocromo (Figura 2.17A), como artificio a maior
perte dos detectores de fluorescéncia sdo customizados para trabalhar com o pico de
emissdo de cada fluorocromo (filtros bandpass). Esse artifpicio possibilita que a
sobreposicdo natural entre diferentes fluorocromos seja subtraida eletronicamente,
assim a fragdo da fluorescéncia emitida pelo PE, por exemplo, que esteja sendo
detectada pelo canal de fluorescéncia do FITC pode ser retirada, este procedimento é
chamado de compensacao de cores. As Figuras 2.17B e 2.17C ilustram o espectro de
emissdo de cada fluorocromo antes e depois da compensacdo de cores,

respectivamente.
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Wavelength (nm)

B c

Figura 2.17 - Compensacéo de cores. (A) Espectro de emissao dos fluorocromos FITC, PE, ECD
e PC5 e sobreposicéo do sinal de fluorescéncia entre os fluorocromos; (B) Sobreposi¢éo do sinal
de fluorescéncia do FITC e do PE e (C) sinais compensados.

7

Para realizar uma compensacgdo de cores eficiente é crucial a utilizacdo de
amostras de células marcadas individualmente com cada fluorocromo que sera utilizado
no painel citofluorimétrico (Figura 2.18). Estas amostras devem ser adquiridas antes da
amostra experimental marcada com multiplos fluorocromos. Através das marcacdes
simples € possivel ajustar o percentual de marcagdo somente para uma determinada
fluorescéncia, comparando a mediana de fluorescéncia dos eventos negativos e
positivos, a compensacdo correta, geralmente mostra um perfil visual com o
alinhamento entre as populagbes negativas e positivas presentes no dotplot de
compensagdo. Apos a compensacao de cada fluorescéncia, a amostra pode entédo ser

analisada (Figura 2.18C).
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Figura 2.18 - Marcacgdo simples para compensacédo de cores. (A) Aquisicdo de uma amostra
marcada somente com CD4/FITC (B), e outra somente com CD19/PE seguida da compensacao
de cores através do ajuste da média de intensidade de fluorescéncia dos eventos negativos (Q3)
e dos eventos positivos (Q4 — A; Q1 — B), de acordo com uma linha imaginaria tracejada entre
estes eventos (em laranja). (C) Em seguida a amostra marcada com os dois fluorocromos é
adquirida conforme compensagédo previamente realizada.

2.9 Controles

Uma das melhores maneiras de melhorar a qualidade e confiabilidade do
resultado, através do posicionamento adequado de gates € a utilizagéo de controles de
internos da citometria, além dos controles experimentais. Para isso, além do controle de
compensacdo que utiliza marcagdes simples para cada fluorocromo, existem outros
tipos de controle como: controle ndo marcado (unstaining control), controle isotipo

(isotype control) e o controle FMO (Fluorescence Minus One Control).

O controle sem marcacao é feito utilizando células ndo marcadas, mas tratadas da
mesma maneira que as marcadas com os anticorpos. Tal controle é comumente
utilizado para a avaliacao da autofluorescéncia das células, para definir a populacéo
negativa e consequentemente o inicio da populacéo positiva. Entretanto, muitas vezes
0 controle sem marcacédo nado € o ideal para este fim, principalmente quando se utiliza

muitos fluorocromos com espectros de emissao proximos, por isso € importante também
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observar se houve deslocamento do espectro negativo quando adquirir as amostras com

marcagodes positivas.

O controle isotipico é crucial para verificar possiveis ligages inespecificas. Os
anticorpos utilizados para a imunofenotipagem por citometria de fluxo podem se ligar de
maneira especifica, através da por¢do Fab do anticorpo se ligando com alta afinidade
ao seu alvo especifico, ou podem se ligar de maneira inespecifica, este ultimo tipo de
ligacdo ocorre de duas maneiras: a primeira € quando a por¢ao Fc do anticorpo se liga
a um receptor de Fc (FcR) presente na superficie de determinadas populacdes celulares
(p.ex. macréfagos); e a segunda maneira é quando a porcao Fab do anticorpo se liga
com baixa afinidade, inespecificamente a uma molécula. Além disso, quando a
integridade da membrana celular esta comprometida, comum em processo de morte
celular, os anticorpos também podem se ligar de forma ndo especifica a componentes
intracelulares ou restos celulares. Sendo assim, o0 controle isotipo consiste em um
anticorpo néo relacionado, porém do mesmo isotipo do anticorpo de referéncia (por

exemplo: IgG1, IgG2a) e, do mesmo fluorocromo conjugado a tal anticorpo.

Ja o controle FMO ¢é usado para identificar o ponto de corte entre as fluorescéncias
negativa, possiveis interferéncias de fluorescéncias entre detectores e a marcagdo
positiva em painéis multicolor. Em algumas situaces a falta de distincdo entre
populacdes positivas e negativas é causada pelo espectro de emissao de fluorocromos
gue geram interferéncia em filtros além do que deveria mesmo apds a compensacao de
cores. Isto €, quando a populacdo negativa se desloca e/ou a populacao positiva e
negativa ndo apresenta uma separacao clara, o uso dos controles isotipicos ou sem
marcacdo ndo sdo a melhor estratégia para determinar o ponto de corte entre as
populacdes positiva e negativas, nesse caso, o controle FMO € o mais indicado. Esse
controle consiste em tubos de células marcadas com todos os fluorocromos usados no
experimento, exceto um deles, sucessivamente combinados. O ideal € que num
experimento que se utiliza multiplos fluorocromos, possua um controle FMO para cada
fluorocromo.

A Figura 2.19 exemplifica 0 uso dos controles sem marcacdo e FMO, mostrando
a melhor aplicacéo deste ultimo. Nota-se o fenbmeno de deslocamento do espectro de
fluorescéncia negativo do controle sem marcacdo quando a amostra é marcada
positivamente. Neste exemplo temos um protocolo de marcacao de linfocitos com anti-
CD3-FITC, anti-CD4 PE, anti-CD8 PE-Cy5 e anti-CD45R0O PE-Cy7, aonde os seguintes

controles FMO sdo recomendados:
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e FITC FMO: células marcadas com anticorpos conjugados com PE, Pe/Cy5 e
Pe/Cy7 (sem FITC)

e PE FMO: células marcadas com anticorpos conjugados com FITC, Pe/Cy5 e
Pe/Cy7 (sem PE) (representado na Figura 17)

e Pe/Cy5 FMO: células marcadas com anticorpos conjugados com FITC, PE e
Pe/Cy7 (sem Pe/Cy5)

e Pe/Cy7 FMO: coradas com anticorpos conjugados com FITC, PE e Pe/Cy5 (sem

Pel/Cy7)

Controle sem Amostra
lUCICEIE G marcacao REEMO experimental
FITC = CD3 CD3
PE - - CD4
Cy5PE = CD8 CcDs8
Cy7PE = CD45RO CD45RO

PE FMO gate

Controle sem
marcacéo gate

FITC

Figura 2.19 - O FMO foi utilizado para otimizar a identificagdo de células T CD4 * e CD4-em
uma populagdo de linfocitos. Para isso utilizou-se o controle FMO PE, o qual a amostra foi
marcada com anti-CD3-FITC, anti-CD8-PE/Cy5 e anti-CD45RO-PE/Cy7. Graficos mostrados
apos a compensacao de cores. Observa-se que o controle FMO (linha FMO PE) é mais indicado
para definir a posicdo do gate do que de controle sem marcacéo (linha Controle sem marcacgéao).
Fonte: Adaptado de Perfetto SP, Chattopadhyay PK e Roederer M, 2004

2.10 Exclusao de doublets

Devido a caracteristica da amostra ou do processo de marcacédo ao qual ela foi
submetida pode haver a formac¢do de doublets, que consiste na agregacdo de duas
células que ao passar na frente do LASER e é caracterizada apenas como um evento.
As particulas estdo tdo juntas que quando passam pelo ponto de interceptacéo, o
instrumento € incapaz de distingui-las como eventos individuais, separados, podendo

alterar o resultado da andlise aumentando e/ou diminuindo os percentuais relativos a
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intensidade de fluorescéncia de um determinado marcador (Figura 2.20). Por exemplo,
se o doublet consistir de uma célula CD4* e uma célula CD4", vocé incluira eventos
negativos na sua analise acarretando altera¢des na percentagem final (Figura 2.20C).
Enquanto que se o doublet for de duas células CD4* ou um singlet de CD4* o evento
continuard sendo classificado como positivo (Figuras 2.20D, 2.20A, respectivamente ) e
se 0 evento consistir num doublet de CD4"9, o evento que sera classificado como

negativo (Figura 2.20B).

A A (B) © A (D) AA

-<'.> . -<'.‘> ~< ‘_>-
Y

N° de eventos

Fluorescéncia Fluorescéncia Fluorescéncia Fluorescéncia

Figura 2.20 - Esquema de formacgdo de doblets, o qual nas duas primeiras ilustracdes (A e B)
apenas uma célula passou pelo ponto de interceptacédo (singlets) enquanto nas duas Ultimas
ilustracBes (C e D) duas células passaram juntas pelo ponto de interceptacdo caracterizando
apenas um evento (doublets). (A) Célula CD4* marcada como um anticorpo anti-CD4; (B) Célula
CD4"e9 marcada como um anticorpo anti-CD4; (C) Uma célula CD4* e outra CD4"¢9; (D) Duas
células CD4* marcadas como um anticorpo anti-CD4.

Quando uma célula atravessa a camara de fluxo (Flow Cell) e é interceptada pelo
feixe do LASER parte desta radiagdo é espalhada, juntamente com a fluorescencia
emitida pelo fluorocromo para os detectores, gerando um pulso eletronico. Esse pulso
€ monitorado e processado pela parte eletrnica do citbmetro, gerando os parametros
de Area (A do ingles Area), Altura (H do inglés Height) e largura (W do inglés Width) H
€ a altura € do pico do pulso, W é a largura do pulso ou seja relativa ao tempo que a

célula é interceptada pelo LASER, e A é H x W (Figura 2.21).
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Largura (W)
P _

Area Altura (H)
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Figura 2.21 - Pulso gerado pela passagem de um evento ao passar pelo LASER no ponto de
intercepcéo.

Quando duas células passam juntas na frente do LASER o pulso gerado por esse
evento € alterado (Figura 2.22). Tanto a area (A) quanto a largura (W) do pulso do
doublet sédo maiores do que a do singlet ja que duas células levam mais tempo passando
pelo feixe de LASER do que uma uUnica célula, mas as alturas (H) dos dois pulsos sao

muito proximas, se ndo idénticas.

Singlets Doublets

@ O

.
Area Altura (H) Area (A) Altura (H)
(A)
— o —— >
Largura (W) Largura (W)

Figura 2.22 - llustragdo do pulso gerado por um singlet quando interceptado pelo LASER (a
esquerda) e do pulso gerado por um doublet quando interceptado pelo LASER (a direita).

Entdo como fazer a discriminacdo de doublets e singlets na analise dos
resultados? Isso pode ser feito de diversas maneiras, porém a mais utilizada emprega
graficos (dot-plots) de disperséo fontral (FSC - forward scatter) combinado distintamente

com os trés parametros de medida do pulso (H, W e A) (Figura 2.23)
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Figura 2.23 - Gréficos para exclusao de doublets, feitos de trés maneiras diferentes, a partir de
uma populagéo enriquecida de granulécitos. Na primeira linha as trés combinagfes possiveis
para a exclusdo de doublets: FSC-Area (A) vs FSC-Height (H), FSC- Height (H) vs FSC- Widch
(W) e FSC-Area (A) vs FSC- Widch (W), respectivamente. Na linha abaixo o grafico de morfologia
(FSC- Avs SSC-A), mesma amostra, onde a populacao de singlets aparece colorida (gate color).
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CAPITULO 3. APLICACOES GERAIS DA CITOMETRIA DE FLUXO

Alessandro Marins, Alinne Renzetti, Clarissa Cunha, Jessica Lima, Thaize

Chometon e Vanessa Costa

A capacidade de mensurar simultaneamente multiplos parametros em uma Unica
célula é, provavelmente, 0 aspecto mais poderoso da citometria de fluxo. A identificacédo
de moléculas na superficie e interior das células torna a citometria de fluxo uma
importante ferramenta com aplicagcdes em uma grande variedade de investigacdes.

Atualmente, a citometria de fluxo tem sido muito utilizada tanto na pesquisa quanto
na clinica, permitindo a andlise de amostras diversificadas, como sangue, medula
0ssea, fluidos das cavidades serosas, liquido cefalorraquidiano, urina e tecidos sélidos.
Sendo utilizada para a definicdo de populag@es celulares e suas caracteristicas, como
tamanho, complexidade citoplasmatica, conteido de DNA e RNA; e na investigacéo de
uma grande variedade de receptores e proteinas intracelulares ou ligadas a membrana,
além de moléculas liberadas pelas células como citocinas e microparticulas. Essa
técnica também permite a identificagdo de parasitas e outros microorganismos como
bactérias e virus. Neste capitulo, trataremos de forma breve, as aplicacdes mais

frequentes da citometria de fluxo.

3.1 Distingdo de populagdes celulares

Para identificar e distinguir os diferentes tipos celulares, utiliza-se parametros
morfoldgicos e/ou fenotipicos. Os parametros morfoldgicos, tamanho e granulosidade
celular, sdo avaliados pela citometria de fluxo através dos parametros de dispersao
frontal do LASER (FSC) e lateral (SSC), descritos anteriormente. O fenétipo celular,
conhecido também como imunofenotipagem, pode ser avaliado pela presenca de
diferentes antigenos presentes em diversos compartimentos celulares como: membrana
citoplasmatica (receptores de superficie), citoplasma e nucleo.

A distincdo de populacdes por imunofenotipagem sera retratada em uma secéo a
parte, devido a sua maior complexidade (secdo 3.2), nessa secdo abordaremos a
diferenca das caracteristicas morfologicas.

Somente com os parametros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), tem a
possibilidade de diferenciar algumas populacdes celulares, um exemplo dessa

diferenciagéo por caracteristicas morfolégicas € a distingdo entre linfocitos, mondcitos e
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granulécitos em sangue periférico humano, demonstrado na figura 3.1. Esta diferenca
pode ser considerada vantajosa, por nao utilizar reagentes, como 0s anticorpos
monoclonais, contudo, somente com esses parametros nao seja possivel distinguir as
subpopulagcées com caracteristicas semelhantes, como por exemplo os linfécitos B,
linfocitos T CD4* e T CD8*, devido a este fato a identificagdo morfolégica pode ser

realizada juntamente com a imunofenotipagem.
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Figura 3.1 - Forward scatter (FSC) - tamanho e Side scatter (SSC) - granulosidade de sangue
periférico humano apés a lise de hemacias (Lysis solution), onde se observa que as células
presentes nesse tipo de amostra possuem caracteristicas morfolégicas distintas. Fonte:
Chometon & Bertho, 2017.

3.2 Imunofenotipagem por citometria de fluxo

Atualmente a imunofenotipagem por citometria de fluxo pode ser considerada uma
das ferramentas multiparamétricas mais relevantes para a definicdo de frequéncia de
subpopulagbes celulares dentro de um conjunto amostral heterogéneo, e
principalmente, analisar o perfil de expressdo molecular estabelecendo o fendtipo
individual de cada célula, através da imunomarcacao de antigenos de superficie celular
ou intracitoplasmaticos. A imunofenotipagem auxilia fortemente na execucdo de
diagnosticos clinicos, determinacdo de progressao da doenca, monitoramento da
resposta ou eficacia de tratamento; separacdo de células com determinado fenétipo

para ensaios celulares funcionas in vitro, transferéncia celular autéloga ou adotiva para
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animais isogénicos ou imunodeficientes e analises de expressao génica, proteica e
metabdlica de uma subpopulacdo celular especifica. Vale ressaltar que a grande
expansao das metodologias em citometria de fluxo pode estar relacionada diretamente
a introducéo da técnica de producdo de anticorpos monoclonais a partir de hibridomas
(Figura 3.2). Com a conjugacéao de fluorocromos a anticorpos monoclonais teve inicio a
imunofenotipagem, principal aplicacdo da citometria de fluxo até os dias atuais.

Desde entdo, a citometria vem crescendo no cenario mundial, e uma variedade de
aplicagbes vem sendo introduzida, tanto no ambito da pesquisa quanto da medicina
diagnéstica (Figura 3.3).
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Figura 3.2 - Gréafico mostrando o nimero de artigos publicados utilizando a citometria de fluxo
por ano, desde 1976 até 2016. Fonte: http://www.gopubmed.com

o1

0.0070

0.0065

0.0080

0.0055

0.0050

0.0045

0.0040

0.0035

0.0030

0.0025

0.0020

0.0015

0.0010

0.0005
0.0000

1saUB| YauEasay anlefEy



Capitulo 3. Aplicagdes Gerais da Citometria de Fluxo

Figura 3.3 - Distribuicdo mundial (dados de 2017) da utilizac@o da citometria de fluxo.
Fonte: http://www.gopubmed.com

Na medicina diagndéstica sédo utilizados painéis de anticorpos monoclonais para
identificar diversas subpopulagdes celulares que sdo sugestivas ou diagnosticam varias
enfermidades. Diversas formas de leucemias e linfomas podem ser identificadas e
classificadas de acordo com a modulagdo positiva ou negativa de determinadas
moléculas (CDs) na superficie de células no sangue periférico ou em material de biépsia.
Nas ultimas décadas a citometria de fluxo foi também reconhecida como uma técnica
guantitativa, ja que a intensidade do sinal fluorescente é proporcional a quantidade de
anticorpo ligado por célula, o que pode estar relacionado ao nimero de receptores
expressos na superficie celular.

Nas leucemias e linfomas ocorre uma desregulagdo no desenvolvimento celular,
0 que pode permitir a migracao de células imaturas em grande nimero para a periferia;
ou resultam em uma rapida expansdo de clones normais de células maduras, que
passam, entdo, a ser o tipo celular predominante na circulacdo; ou ainda, as células
passam a expressar uma combinacdo anormal de marcadores de superficie. As
combinac¢des de marcadores expressos definem as leucemias e linfomas, o que torna a
citometria de fluxo a técnica mais apropriada para o diagndéstico e progndstico destas
doencas, apesar de as andlises serem bastante complexas, devido ao grande numero
de parametros avaliados simultaneamente. Doencgas mieloproliferativas crénicas, como
a trombocitemia essencial, policitemia vera e mielofibrose primaria também séo
diagnosticadas e classificadas através da citometria de fluxo. Nestas doencas, a

citometria € indispensavel na definicdo da linhagem e estagio de maturagéo dos blastos.
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O monitoramento imunolégico dos pacientes infectados pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) por citometria de fluxo é preconizado pelo Ministério da
Saude. Ao longo da infecgéo, o HIV destréi os linfécitos T CD4*, de modo continuo e
progressivo, permitindo, assim, o acompanhamento das taxas destas células nos
pacientes e o restabelecimento das mesmas durante o tratamento especifico com
antirretrovirais. A quantidade destas células na circulagdo € obtida através da
combinagdo dos anticorpos monoclonais anti-CD45/CD3/CD4/CD8. Paralelamente, &
feita a quantificacédo da carga viral como um teste complementar no monitoramento da
AIDS e esta € inversamente proporcional a taxa de linfocitos T CD4*.

Células tronco hematopoiéticas podem ser detectadas por citometria de fluxo
devido a sua expressdo de CD34 e CD90 e auséncia de CD38. Estas células estdo
presentes na medula 6ssea em quantidade reduzida, e quase insignificante na
circulacdo periférica (0,1% a 0,5% das células mononucleares). No entanto, a
mobilizacéo destas células na medula 6ssea pode ser estimulada, o que permite a coleta
destas na periferia e na medula. Estas células podem ser, entdo, utilizadas para
recuperar uma medula debilitada, por exemplo, apds altas doses de quimioterapia.

Nos casos de transplante de érgaos, a citometria de fluxo tem sido muito utilizada
para monitoramento poés-operatério e crossmatch. Os pacientes receptores de
transplante podem possuir anticorpos reativos as células transplantadas. Estes
anticorpos citotéxicos ja existem no momento do transplante e sdo responsaveis por
uma crise imediata e aguda de rejei¢do, destruindo o 6rgdo enxertado e colocando em
risco a vida do receptor. Por este motivo, antes do transplante, o soro do receptor
potencial é submetido, juntamente com os linfécitos do doador, a um ensaio conhecido
como crossmatch. Porém, nos ultimos anos, surgiram questionamentos acerca da
sensibilidade deste crossmatch padrdo, evidenciando que alguns casos de rejeicéo
mais lenta podem resultar em niveis de anticorpos pré-formados tao baixos que nao sao
detectaveis por este ensaio. Assim, o crossmatch por citometria de fluxo se mostrou
sensivel o bastante para detectar baixos niveis de anticorpos, além de permitir a
distingdo entre subtipos e subclasses de imunoglobulinas e entre os subtipos de
linfécitos reativos. ApoOs o transplante de 6rgéos, a analise dos linfécitos no sangue
periférico pode auxiliar a detectar uma rejeicdo precoce durante a terapia com
imunossupressores e ajudar na diferenciacdo de infecces e rejeicdo. Uma variedade
de marcadores de superficie celular e antigenos de ativacdo podem ser utilizados,
dependendo da condicao clinica e do 6rgéo transplantado.

A citometria de fluxo é utilizada como teste complementar para o diagndstico das

diversas imunodeficiéncias. Estes disturbios, que envolvem uma desregulacdo do
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sistema imune e suas respostas, resultam em infeccdes recorrentes e graves, doencas
autoimunes ou malignidades. O diagndstico é feito de acordo com o segmento do
sistema imune que esté alterado, que podem ser deficiéncias no sistema complemento,
nas células da imunidade inata, da imunidade adquirida celular e humoral. Nos casos
de imunodeficiéncias da imunidade humoral, que sdo a maioria, se faz a andlise das
células B, geralmente através da marcacdo de CD19 e CD20, e de imunoglobulinas.
Estas imunoglobulinas, se livres no soro, podem ser detectadas pela citometria de fluxo,
mas necessitam da utilizacio de beads para tal avaliagdo.

Os eritrécitos também séo tipos celulares passiveis de andlise por citometria de
fluxo. Nos casos de eritroblastose fetal, por exemplo, pode-se detectar, avaliar e
quantificar os eritrécitos fetais presentes no sangue materno. Para tal, sao utilizados
anticorpos anti-Rh (antigeno D) e anti-hemoglobina F. Com a permeabilizacdo dos
eritrécitos, os anticorpos se ligam a cadeia y da hemoglobina humana, o que permite a
distingdo entre as células maternas com hemoglobina F e as células fetais. Ainda, como
um namero muito pequeno de células fetais Rh* (cerca de 0,1%) é suficiente para
sensibilizar a mée, se faz necesséria a aquisicdo de muitas células para a obtengéo de
um resultado seguro. Assim, a citometria vem se mostrando muito mais acurada,
objetiva e sensivel do que o teste tradicional para investigacédo da eritroblastose fetal. A
hemoglobinudria paroxistica noturna (PNH), uma doenca relacionada a células-tronco
clonais, também pode ser diagnosticada através da citometria de fluxo, pela deteccao
de reducao ou auséncia de CD55 e CD59. A PNH é causada pela biossintese deficiente
de um glicosilfosfatidilinositol, que ancora varias proteinas imunoregulatérias, e do
complemento na superficie de eritrocitos e de outras células sanguineas (como
mondcitos, neutréfilos, linfécitos e plaquetas). Esta deficiéncia resulta em uma
susceptibilidade dos eritrocitos a lise mediada pelo complemento, gerando uma
hemolise intravascular cronica, que pode se tornar uma anemia aplasica e seguida de
uma leucemia aguda.

Nos bancos de sangue a citometria de fluxo pode ser utilizada como teste
complementar ou em substituicdo aos testes imunologicos. Tem sido aplicada
principalmente para determinar o tipo sanguineo (através do fenétipo dos eritrocitos) em
pacientes multiplamente transfundidos e para avaliar a contaminacao leucocitaria dos
produtos filtrados nestes bancos.

O estudo das plaquetas por citometria de fluxo tem se tornado cada vez mais
frequente nos laboratdrios clinicos. Ensaios de imunoglobulinas associadas a plaquetas
séo aplicados em varias doencas, como na purpura trombocitopénica autoimune, por

exemplo, na qual a maioria dos anticorpos secretados se encontra ligados a plaquetas.
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Muitos marcadores de ativagdo plaquetaria também tém sido avaliados e sdo de
importancia clinica, como nos casos de infarto de miocérdio, eventos tromboticos e na
avaliagdo dos componentes do sangue durante procedimentos de circulacdo
extracorporea e dialise renal.

Estudos baseados em marcadores de superficie ndo tém sido util apenas para
caracterizar fenétipos celulares sugestivos de doencgas, mas também para aprofundar o
conhecimento acerca do desenvolvimento do sistema imune em geral, ja que as células
do sistema perdem e adquirem varias proteinas de superficie ao longo de seu
amadurecimento. Na pesquisa biomédica, a imunofenotipagem vem permitindo o estudo
detalhado das células do sistema imune durante as diversas enfermidades existentes e,
juntamente com estudos funcionais, fornece informacdes sobre o comportamento dos
organismos em diversas condi¢des. A imunofenotipagem fornece informacdes acerca
da diferenciagéo e caracterizacdo de populacdes celulares, seu estado de ativagéo ou
repouso, migragao celular.

A imunofenotipagem por citometria de fluxo também é uma ferramenta valiosa na
area de biologia do desenvolvimento, considerando seu alto potencial e acuracia para
estabelecer a caracterizacdo e isolamento de subpopulagbes celulares para estudos
funcionais. Recentemente, estudos de grande impacto cientifico na area de
reprogramacao celular tem utilizado a imunofenotipagem por citometria de fluxo como
uma metodologia essencial para a obtencao de subpopulacbes especificas e
caracterizacdo de células reprogramadas. Grande parte dos estudos na area de
reprogramacao celular utilizam fibroblastos humanos de pele, por exemplo. Tais
fibroblastos sdo desdiferenciados até um determinado estagio de pluripoténcia, e
posteriormente diferenciados artificialmente in vitro, nestes diferentes estagios torna-se
essencial caracterizar o perfil celular e neste sentido, muitos estudos utilizam a
imunofenotipagem através de citometria de fluxo. Nesta etapa geralmente sao
imunomarcados fatores de transcricdo deterministicos de pluripoténcia e néo
diferenciacdo (DMNT3B, HTERT, NANOG, OCT4, REX1, e SOX2 por exemplo) e de
diferenciacdo em corpos embridnicos (AFP, FLK1, GATA2, GATA4, NCAM, e PAX6 por
exemplo). Num segundo momento nestes estudos, a imunofenotipagem também é
utilizada para caracterizar o estado bioldgico e fisioldgico dessas células apds ensaios
de transferéncia celular adotiva para camundongos humanizados (camundongos
imunodeficientes que possuem menor rejeicdo transplante), por exemplo. Entretanto,
nessa etapa estas células geradas a partir de células pluripotentes induzidas séo
imunomarcadas com anticorpos direcionados a antigenos celulares humanos para a

caracterizacao fenotipica de biomarcadores importantes para a manutencao das
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atividades biologicas e fisiologicas da célula. Nesta etapa essas células também podem
ser isoladas através de separacdo por citometria de fluxo e analisadas quanto a
expressdo global de genes que permitem comparacdes destas com células de mesma
especializacdo, porém genuinas do organismo onde os fibroblastos foram obtidos, ou
seja, ndo geradas a partir de células pluripotentes induzidas.

Em suma, imunofenotipagem e andlise do contetdo de DNA ocupam a grande
maioria das aplicagdes da citometria de fluxo. Entretanto, a cada dia outras aplicagcdes
vém sendo desenvolvidas em diversas areas de estudo. A seguir, serdo abordadas

algumas destas outras aplicacdes.

Tabela 3.1 - Exemplos de aplica¢des clinicas frequentes da citometria de fluxo.

PRINCIPAIS APLICAGOES CLINICAS DA CITOMETRIA DE FLUXO

AREA APLICAGOES CLINICAS MOLECULAS COMUMENTE AVALIADAS

Histocompatibilidades por crossmatch I9G. IgM

IMUNOLOGIA Rejeicdo de transplantes CD3, OKT3 circulante
Monitoramento de pacientes HIV+ CD45, CD4, CD3, CD8
Estudos de Imunodeficiéncias CD4, CD8

ONCOLOGIA Contetudo de DNA DNA

Analise de marcadores de proliferacéo PCNA, Ki-67
Fenotipos de leucemias e linfomas Antigenos leucocitarios do sangue
Contagem de células hematopoiéticas progenitoras CD34

HEMATOLOGIA Contagem de reticulécitos RNA

BANCO DE SANGUE

DESORDENS GENETICA

Enfermidades autoimune e aloimunes
Eritroblastose

Imunohematologia

Contaminacéao leucocitaria

PNH

Deficiéncia de adesao leucocitaria

laG, IgM, Proteina do Complemento
Hemoglobina F, antigeno D
Antigenos eritrocitos de superficie
Antigenos leucocitarios de superficie
CD55, CD59

CD11, Complexo CD18

3.3 Avaliacao do contetdo de DNA

A citometria de fluxo se iniciou na década de 30 com aparelhos capazes de
analisar poucos parametros e baseados apenas na captacdo da dispersdo de luz

branca. Com o avango no desenvolvimento de corantes e na utilizagdo de LASERS, foi

56



Capitulo 3. Aplicagdes Gerais da Citometria de Fluxo

possivel o progresso de tal técnica. A primeira grande aplicacdo foi a andlise de DNA
celular no final dos anos 60, com a utilizagdo de substancias fluorescentes, como 4, 6-
Diamidino-2-Fenilindol (DAPI), Hoechst, brometo de etideo e iodeto de propideo.

A avaliagdo do contetdo de DNA celular € uma das principais aplicagbes da
citometria de fluxo ainda nos dias atuais. Esta avaliagdo permite determinar a
distribuicdo das populagbes celulares presentes na amostra ao longo das diferentes
fases do ciclo celular e, individualmente, a ploidia de cada célula, o que € de particular
relevancia nos estudos oncoldgicos. Ainda é possivel observar o DNA degradado,
fornecendo a informacéo de morte celular. Este ensaio pode ser realizado com células
vivas, utilizando diferentes corantes fluorescentes, que se ligam ao DNA. Geralmente,
esta ligacdo permite uma avaliagdo quantitativa, ou seja, a quantidade de corante é
diretamente proporcional a quantidade de DNA no interior da célula. Os principais
corantes utilizados para marcar DNA na citometria de fluxo encontram-se listados na
Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Corantes fluorescentes mais utilizados na marcacdo de DNA.

R EXCITACAO R

ABREVIACAO EMISSAO

FLUOROCROMO (LASER)

Diamidinofenilindol DAPI 358 nm (UV;Violeta) 461 nm
Bisbenzimidazol Hoechst 33342 355 nm (UV) 461 nm
Hoechst 33258 343 nm (UV) 450 nm
lodeto de Propideo PI 535 nm (488, 535) 617 nm
Laranja de Acridina AO 503 nm (488) 525 nm
7-aminoactinomicina-D 7AAD 546 nm (488; 535) 647 nm

O iodeto de propideo (PI) € um dos corantes mais utilizados para avaliacdo do
contetdo de DNA, possui a propriedade de se intercalar em pequenas sequéncias de
bases nucleotidicas e fluoresce na faixa do espectro luminoso visivel do vermelho
(617nm), quando excitado por um LASER 488 nm (azul). Devido as suas caracteristicas

fisico-quimicas, o PI tem sido utilizado na citometria de fluxo tanto para avaliagdo da
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viabilidade celular e apoptose, quanto para determinacdo de conteido de DNA,
dependendo do protocolo de marcacao utilizado. Por ser impermeéavel a membrana
plasmatica integra, o Pl é utilizado em protocolos citofluorimétricos como corante vital,
de forma que as células negativas para a marcagdo com Pl estdo viaveis e as células
mortas, que perderam a integridade da membrana plasméatica, sdo positivas para tal
marcacéo (Figura 3.4).

Os protocolos utilizados para identificar as células em diferentes fases do ciclo
celular necessitam uma etapa de permeabilizacdo da membrana, através da utilizacao
de detergentes (p.ex. Triton-X100, saponina, NP40) ou alcodis (metanol e etanol), com
0 intuito de permitir a entrada do Pl na célula. Como o Pl também se intercala as bases
nucleotidicas do RNA, a utilizagdo de Ribonuclease A é fundamental para especificar a
marcagdo ao DNA nestes protocolos. A andlise é baseada na quantificagdo da
incorporacdo do Pl no DNA celular. Assim, ap0s a andlise destas células no citbmetro
de fluxo, pode-se definir as células na fase GO/G1l, S e G2/M de acordo com a
intensidade de fluorescéncia, relativa ao aumento do conteddo de DNA intracelular.
Ainda, as células com uma menor intensidade de fluorescéncia sao as células que
apresentam uma fragmentacao do DNA, caracteristica do fendmeno de morte celular
(apoptose) (Figura 3.4). E importante salientar que as escalas utilizadas nos
histogramas para andlise nos protocolos descritos acima devem ser logaritmicas e

lineares, respectivamente (Figura 3.4 e 3.5).
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Figura 3.4 - Histograma citofluorimétrico de nimero de células vs. intensidade de fluorescéncia
do PI em diferentes protocolos: para viabilidade celular.
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Figura 3.5 - Histograma citofluorimétrico de némero de células vs intensidade de fluorescéncia
para avaliacdo do ciclo celular. Fonte: Chometon & Bertho, 2017

O DAPI possui afinidade pela ligacdo Adenina-Timina em DNA de dupla fita e
emite fluorescéncia na faixa do azul (461nm) quando excitado pelo LASER UV ou
Violeta. Também pode se intercalar a ligacdo Adenina-Uracila do RNA, porém, neste
caso, emite fluorescéncia com um pico de emissdo diferente da ligagdo ao DNA
(500nm). Outro corante excitado pelo LASER UV é o Hoechst 33342, que apresenta
pico méximo de emissdo de 461nm (azul). Geralmente é empregado em substituicdo ao
DAPI devido a sua propriedade lipofilica (ndo necessitando de permeabilizacdo da

membrana) e apresenta 6tima aplicabilidade em estudos sobre replicacdo e divisdo

59



Capitulo 3. Aplicagdes Gerais da Citometria de Fluxo

celular, assim como apoptose. A grande vantagem dos corantes excitados pelo LASER
UV é que seus picos de emissdo ndo sobrepdem os picos de emisséo dos fluorocromos
tradicionais e mais frequentemente utilizados (como FITC e PE), sendo
preferencialmente utilizados em protocolos multiparamétricos. Porém a grande
desvantagem € o alto custo deste LASER, o que torna dificil a incorporacéo deste tipo
de LASER nos citometros de fluxo mais atuais.

A citometria de fluxo fornece também uma maneira mais direta de mensurar a
sintese de DNA, através do emprego da bromodeoxiuridina (BrdU), um nucleotideo
sintético andlogo a timidina que se incorpora ao DNA sintetizado nas células em
proliferacdo (durante a fase S do ciclo celular). Para avaliagdo por citometria de fluxo,
utiliza-se um anticorpo especifico anti-BrdU conjugado a um fluorocromo diferente da
ficoeritrina (PE). Vale ressaltar que o DNA pode ser marcado ao mesmo tempo com Pl
e BrdU, resultando um dot plot biparamétrico da fluorescéncia do Pl vs. a fluorescéncia

do BrdU incorporado (Figura 3.6).

1024
761
(S S
e
w = 1
490 : ko -
= A
— Fh Xt |
o R 8 |
b |
236 !
G1 %1 G2/M
27 )
0 256 512 768 1024
Pl

Figura 3.6 - Avaliacao das fases G1, S, G2/M do ciclo celular através de dot plot da fluorescéncia
de FITC (conjugado a BrdU) vs fluorescéncia do PI.

Existem outras maneiras de explorar o potencial da citometria de fluxo na
avaliacdo de DNA através da combinag¢do da marcagdo com dois corantes especificos
ou com outros parametros. O corante laranja de acridina, por exemplo, possui a

propriedade de se ligar ao DNA e ao RNA e emitir fluorescéncia diferente para cada
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ligacéo; isto é, quando se liga ao DNA emite uma fluorescéncia verde (525nm) e quando
intercalado ao RNA emite uma fluorescéncia vermelha (650nm). Esta diferenga ocorre
porque a ligacdo ao DNA é por intercalacdo enquanto ao RNA a ligacdo ocorre por
atracao eletrostatica. A analise simultdnea dos contetudos de DNA e RNA fornece dados
mais claros acerca da progressao das células durante o ciclo celular.

Outra interessante aplicacao é o estudo dos cromossomos através da marcacao
do DNA com cromomicina A3 e Hoechst 33258. Enquanto a cromomicina A3 €
especifica para Guanina-Citosina no DNA, o Hoechst 33258 tem afinidade pela
interacdo Adenina-Timina, permitindo assim a andlise do cariétipo, ja que, mesmo
cromossomos que possuem conteudo similar de DNA, diferem na distribuigcdo dos pares
de bases (Figura 3.7).
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Figura 3.7 - Avaliacé@o de cariétipo normal humano através de dot plot da marcagcédo de Hoechst
33258 vs. cromomicina A3.

3.4 Morte Celular — Apoptose

Necrose e apoptose sdo as duas formas de morte celular e podem ser
diferenciadas com base nas caracteristicas morfologicas, bioquimicas e moleculares de
cada processo. Enquanto a necrose € um processo desordenado, que ocorre em

condigbes patolégicas e se caracteriza pela perda de integridade da membrana
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plasmatica, a apoptose é um evento programado, com a fungdo de manter a
homeostase do organismo e se caracteriza por manter a integridade da membrana.
Devido a uma grande diversidade de moléculas que podem ser avaliadas para
caracterizar 0s eventos apoptéticos, a citometria de fluxo é uma ferramenta cada vez
mais utilizada no estudo de diversas doencas associadas a este processo. A apoptose
pode ser observada apenas pelos parametros de tamanho e granularidade (Figura 3.8),
sem a necessidade de submeter a amostra a um protocolo de marcagéo, embora 0 uso

de marcadores para determinar tal processo seja muito mais especifico.
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Figura 3.8 - Dot plot de tamanho (FSC) vs. granularidade (SSC) de uma amostra células
mononucleares de sangue periférico, no qual é possivel observar as células que provavelmente
se encontram em processo de apoptose, devido a diminuicdo de tamanho, como resultado do
encolhimento celular, e aumento de granularidade, como resultado da condensacdo da
cromatina.

Como ja mencionado, através da avaliacdo da degradacao do DNA por diferentes
marcadores (Pl, DAPI) é possivel determinar as células em apoptose. Outros
marcadores também podem ser utilizados, como a Anexina-V (proteina com
propriedade de se ligar a fosfatidilserina) conjugada a um fluorocromo. No processo
inicial de apoptose, a fosfatidilserina é translocada para a superficie externa da
membrana celular, permitindo, entéo, a ligagdo da Anexina-V.

Diversas proteinas relacionadas com o processo de apoptose podem servir como

marcador através da utilizacdo de anticorpos monoclonais especificos, como anti-Fas,
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anti-Bax, anti-Bid, anti-Bcl-2, anti-caspase-3, anti-p53. Podem ser utilizados para
avaliacdo de apoptose ainda algumas substancias fluorescentes relacionadas ao
potencial de membrana mitocondrial, como Rodamina 123 e DioCs, € também Kkits
comerciais baseados em enzimas de transferéncia de nucleotideos (teste TUNEL).

A citometria de fluxo também se aplica aos estudos de necrose através da
utilizacdo de alguns protocolos que se baseiam na comparacéao dos dois tipos de morte
celular. A 7-aminoactinomicina D (7-AAD) € um corante de viabilidade celular com a
propriedade de se inserir entre as bases Citosina-Guanina em fita dupla de DNA.
Durante o processo de morte a membrana plasmatica é progressivamente alterada,
tornando-se permeavel a 7-AAD, que entdo se liga no DNA acessivel no interior da
célula, permitindo assim a diferenciacdo de apoptose e necrose, pela diferenca de
intensidade de fluorescéncia (Figura 3.9A). O uso combinado de Hoechst 33342 com PI
permite também a distingdo entre os dois processos de morte, pois ambos 0s corantes
marcam as células em necrose, e a intensidade de fluorescéncia de Hoechst 33342 é
maior nas células apoptéticas (devido a cromatina compactada) em comparagdo as
células viaveis. Outra combinacdo muito utilizada é de Anexina-V e PI, onde as células
necréticas sdo positivas somente para a marcagcao com PI, as células em apoptose
inicial (ainda com a membrana integra) sao positivas somente para Anexina-V e as
células em apoptose tardia e ou necrose sdo positivas para as duas marcacdes
(Figura 3.9B).
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Figura 3.9 - (A) Dot plot de tamanho (FSC) vs a fluorescéncia de 7-AAD, permitindo a
visualizacdo de trés populacdes: células viaveis, células em apoptose e células em necrose; (B)
Dot plot da fluorescéncia do PI vs a fluorescéncia da Anexina V, diferenciando as células em
necrose (N), em apoptose tardia e/ou necrose (Ap.T), em apoptose inicial (Ap.l) e as viaveis (V).

3.5 Proliferacao celular

Existem duas abordagens basicas para se estudar a proliferacdo celular: uma
através da avaliacao do ciclo celular (jA exposto), e a outra através da avaliacdo do
namero de divisdes celulares ao longo de um periodo de tempo. Nesta dltima, um
namero maior de divisGes celulares pode ser observado, mas nédo ha informacdes sobre
o ciclo celular. As substancias mais utilizadas para esta finalidade sdo o CFSE, que se
liga a proteinas citosélicas e de membrana, e o PHK26, que é um corante lipofilico com
afinidade com membranas celulares. Recentemente, foi disponibilizado
comercialmente, um novo corante chamado Violet Cell Proliferation com papel similar
ao CFSE, mas que é excitado pelo LASER Violeta (405 nm). O principio destas
substancias € que elas se ligam a estruturas nas células e, de acordo com a divisédo

destas, o corante também vai se dividindo entre as células-filhas (Figura 3.10).
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Figura 3.10 - Histograma da intensidade de fluorescéncia do Violet Cell Proliferation. Os picos
representam sucessivamente, da maior para a menor intensidade, as divisdes das células em
andlise. Adaptado de http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/C34557

3.6 Ensaios funcionais
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A citometria de fluxo é atualmente aplicada em diversos ensaios funcionais, e 0s
mais frequentes sdo relacionados ao estudo da resposta imune, como ensaios de
citotoxicidade e de producdo de citocinas, célcio e espécies oxidativas. Os dados
funcionais, juntamente com a imunofenotipagem, fornecem informacdes essenciais no
estudo das respostas do organismo.

A citometria de fluxo permite a deteccdo e quantificacdo de diversas citocinas
simultaneamente, além da definicdo de quais populagdes celulares as estdo produzindo.
Para tal aplicacao sao utilizados anticorpos monoclonais especificos para cada citocina
a ser avaliada. Recentemente, ainda se tornou possivel a avaliacdo das citocinas
solUveis por citometria de fluxo, através do principio de Cytometric Beads Array (CBA),
melhor detalhado no subtdpico a seguir. Estes ensaios multifuncionais permitem um
aprofundamento no conhecimento da resposta imune e sao de extrema importancia em
estudos vacinais.

O rapido aumento do influxo de célcio (Ca?*) é uma das primeiras respostas de
muitos tipos celulares aos diversos estimulos externos, podendo resultar na ativagéo de
enzimas responsaveis por mudangas no metabolismo e no desenvolvimento dessas
células. Muitos corantes fluorescentes sdo utilizados para avaliar a concentracao
intracelular de Ca?* e suas fluorescéncias sdo proporcionais a esta concentracdo. Os
corantes mais utilizados sdo fluo-3, cuja fluorescéncia aumenta de acordo com a
concentracdo de Ca?* intracelular, o Fura Red, cuja fluorescéncia é inversamente
proporcional a quantidade de Ca?*, e o indo-1, cuja diferenca de fluorescéncia permite
a distingéo entre a ligacdo ao Ca?* quelatado e aos ions livres. Geralmente, as analises
da producdo de Ca?" intracelular sdo feitas em funcdo do tempo, ou seja, em
experimentos de cinética.

Ensaios para avaliacdo da producdo de espécies oxidativas sdo empregados
principalmente na avaliagdo de burst oxidativo de neutréfilos, de alteracdes na
concentracéo de produtos oxidativos durante a apoptose e da producao intracelular de
espécies oxidativas sob diferentes estimulos. Os compostos mais utilizados
(dihidrorodamina — DHR; dihidroetidio — DHE; e dihidroclorofluoresceina — DCFH) néo

sao fluorescentes na sua forma reduzida, mas passam a fluorescer sob oxidagéo.

3.7 Bead-based immunoassay

O objetivo desta técnica de citometria de fluxo € detectar e quantificar moléculas
em fluidos, como citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e proteinas

sinalizadoras. Por se tratarem de kits mais especificos, hoje séo disponibilizados por
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duas empresas BD Bioscience e Biolegend chamados respectivamente de Cytometric
Beads Array (CBA) e LEGENDplex.

O principio de tal metodologia é a utilizacdo de microesferas com fluorocromos
incorporados em diferentes proporgdes, ficando cada grupo de microesferas com uma
intensidade de fluorescéncia Unica, que € associado a um anticorpo especifico para
um analito. Quando a amostra € incubada com essas microesferas, cada analito se
ligar4 ao seu anticorpo especifico, ligado a respectiva microesfera. Apos a incubacéo,
sdo entdo adicionados anticorpos secundarios (anticorpos de detec¢do), marcados
com fluorescéncia diferente da usada nas microesferas, que se ligardo aos analitos
(Figura 3.11). Assim, quanto maior a concentragdo do analito, maior a marcacgao do
anticorpo secundario e, consequentemente, o deslocamento do grupo de esferas no
histograma (Figura 3.12). Ap0s a aquisi¢cdo dos eventos pelo citdbmetro de fluxo, a
guantificacdo de cada analito é feita com base nos valores de intensidade de

fluorescéncia da curva padrao.
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Figura 3.11 - Desenho esquematico do principio da técnica de Bead-based immunoassay.
Adaptado de http://www.bdbiosciences.com/documents/CBA_Brochure_Intl.pdf por Renzetti,
2018
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Figura 3.12 - Exemplo de dot plots de marcacg6es para citocinas por CBA. O eixo X corresponde
a intensidade de fluorescéncia das microesferas; e o eixo Y a intensidade dos anticorpos
monoclonais. Adaptado de Hemdan, 2008.

3.8 Analises de Vesiculas Extracelulares

As Vesiculas Extracelulares (VES) sdo estruturas liberadas pela membrana de
diferentes tipos celulares ap0s ativagdo ou apoptose, possuindo um tamanho entre 50
nm e 1000 nm. Elas estéo presentes tanto no plasma de individuos saudaveis (niveis
considerados fisiol6gicos) quanto em portadores de diferentes doencas. Elas contém
material celular, como receptores de membrana, proteinas, mRNA e lipoproteinas, que
séo fundamentais para a identificagcdo dessas vesiculas por diferentes técnicas, como a
citometria de fluxo. Todas as células sanguineas produzem VEs, sendo que as
plaguetas liberam a maior quantidade delas, correspondendo a 70%-90% do total de VE
no plasma de individuos saudaveis.

Muitos estudos tém sugerido uma associacdo entre microparticulas e diferentes
condicdes patolégicas, como cancer, doenga cardioldgicas e renais. Entretanto por se
algo ainda pouco descrito, os estudos ja existentes ainda sao controversos

principalmente com relacéo aos niveis de microparticulas que possam ser considerados
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patolégicos e a necessidade da padronizacdo dos diferentes protocolos utilizados, para
que assim seja possivel a utilizacdo de microparticulas como biomarcadores Gteis na
pratica clinica.

Até a década de 1990, nenhuma importancia biol6gica foi dada as VE, e elas eram
consideradas como particulas resultantes de destruicao celular ou apenas marcadores
de apoptose. Foi a partir de 1996 que comecaram a investigar e sugerir que as VEs
possuiam um papel importante na resposta imune adaptativa. A partir disso, varios
trabalhos tém mostrado a importancia dessas vesiculas como vetores de troca
intracelular de informacdo biolégica, por meio de identificacdo, caracterizacdo e
guantificacdo das VEs em vérias situagbes, como obesidade, diabetes, infarto,
depresséo, cancer, HIV e insuficiéncia renal.

A citometria de fluxo € um método muito utilizado nos estudos de VEs devido a
sua capacidade de quantificar o nimero absoluto de particulas e atributos de analise
multiparamétrica, permitindo assim a detecc¢do de varios marcadores simultaneamente.

Com relacdo ao isolamento de VEs para a posterior identificagéo por citometria de
fluxo, ndo had um consenso ou um protocolo uniforme. As VEs podem ser isoladas a
partir de tipos de fluidos biolégicos como plasma, soro e urina ou de sobrenadantes de
cultura celular. Ha diferentes protocolos de isolamento sendo empregados, 0s mesmos
tendem a incorporar os interesses particulares do estudo, bem como a disponibilidade
de equipamentos em seu laboratério. Apesar dos diferentes protocolos utilizados, a
metodologia mais utilizada para o isolamento das VEs é a centrifugacéo diferencial a
gual emprega um numero de diferentes passos de centrifugacao caracterizados por
diferentes forcas centrifugas e tempos de centrifugacéo.

Entretanto fatores como a preparacédo da amostra, coleta da mesma, temperatura
de processamento, bem como a forma como as amostras devem ser armazenadas e
preparadas para utilizagéo futura, sdo etapas fundamentais para um evitar perdas e
para um bom isolamento de VEs.

Por se tratarem de moléculas muito pequenas é necessaria muita cautela para
caracteriza-las por citometria de fluxo. Geralmente beads de tamanhos ja conhecidos
sao utilizados para auxiliar na identificagédo de diferentes de diferentes tamanhos (Figura
3.13).
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Figura 3.13 — Histogramas representando beads de diferentes didmetros observadas por
citometria de fluxo. Fonte: Costa & Chometon & Bertho, 2019

Além disso, diferentes marcadores como a calceina, anexina V sao utilizados para
identificar as VEs de maneira geral. A Calceina AM é uma substancia néo fluorescente
gue em particulas integras ou em células viaveis é transportada através da membrana
celular. J& na parte interna da particula, esterases hidrolisam a calceina convertendo-a
a um produto fluorescente, 0 mesmo néo ocorre em células e particulas ndo viaveis e
integras. Enquanto a anexina V se liga a fosfatidilserina presente na membrana das
VEs. As verdadeiras VEs séo consideradas como os eventos duplo-positivos para
anexina V e Calceina AM (Figura 3.14). ApGs a definicdo das VEs, essas vesiculas
podem ser analisadas e classificadas quanto a sua origem, utilizando diferentes
marcadores (Tabela 3.3), como por exemplo, CD41 gque analisa VEs originadas pelas

plaguetas, e CD235a que analisa as VEs originadas pelas hemacias (Figura 3.14).
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Figura 3.14 - Para definicdo de VEs apés selecdo da populacdo pela morfologia (VioletSSC x
SSC), todos 0s eventos positivos para a anexina-V e a calceina AM séo definidos como
eventos MP "verdadeiros". Apés a definicdo de VEs, analisamos suas possiveis origens, como
por exemplo, VEs derivadas de plaquetas (CD41) ou hemacias (CD235a). Fonte: Costa &
Chometon & Bertho, 2019.
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Apos a definicdo das VEs, essas vesiculas podem ser analisadas e classificadas
quanto a sua origem, utilizando diferentes marcadores (Tabela 3.3).

Tabela 3.3 - Principais marcadores utilizados para identificacdo da origem das VEs.

ORIGEM DA VE MARCADOR
Linfocito T CD4+ CD3eCD4
Linfocito T CDB+ CD3 e CD8
Mondcito CD14
Linfocito B CD20 ou CD19
Plagueta CD61 ou CD41
Células endoteliais CD62 efou CD144
Granulocitos CDe6b
Eritrocitos CD235a
Neutrdfilos CD15

3.9 Nanoparticulas

Nas Ultimas décadas, estudos em nanotecnologia vem crescendo tanto em
investimento em pesquisas basicas, quanto no desenvolvimento tecnolégicos,
diagnosticos e também em tratamentos, sendo utilizados na formagéo de farmacos. A
base da nanomedicina é o0 estudo sobre nanoparticulas, em que ndo possui uma
definicdo concreta, entretanto, segundo o resumo do documento “Publicy Available
Specification”- PAS71, que foi elaborado na Inglaterra, descreve: “Uma nanoparticula é
um corpo contendo uma dimensdo da ordem igual ou menor de 100nm”. As
nanoparticulas podem ser feitas de “Bullk” (conjunto de particulas sélidas), ouro, prata,
carbono e magnéticas.

Com isso, estudos envolvendo a resposta imune inata adicionados as
nanoparticulas em seus experimentos, apresentaram uma resposta favoravel no que se
diz respeito a nao toxicidade por meio das nanoparticulas e assim, pode ser observado
a fenotipagem celular, das células em questéo, que no caso foi os neutrofilos.

Os neutrofilos participam da primeira linha de defesa contra os patégenos intra e
extracelulares, migrando imediatamente para os sitios de inflamacgé&o a infeccdo ou até
mesmo a exposicdo de particulas. Quando ativados, fagocitam e liberam reativos de
oxigénio para a destruicdo dos patdgenos, além disso, liberam citocinas e quimiocinas

que sado primordiais para a resposta imune adaptativa. Os neutrofilos foram
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caracterizados como células efetoras homogéneas e diferenciadas terminais, no entanto
recentemente, alguns estudos apontam para a sua heterogeneidade e diversidade
fenotipica, que podem reconhecer as subpopulacdes por marcadores de superficies
especificos.

Para entender o mecanismo das func¢des das subpopulacdes de neutréfilos, um
grupo de pesquisa, fizeram cultivo celular de neutréfilos juntamente com as
nanoparticulas de prata (AgNP) e Ag “Bulk” e analisaram pela técnica de citometria de
fluxo a viabilidade de neutréfilos por coloracdo de Anexina-V e PI, nos quais, mostraram

0 aumento de neutréfilos em apoptose tardia, quando foram expostos ao AgNP.
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Figura 3.15 - Gréficos de dot plots que representam os neutrofilos marcados com Anexina V-
FITC e lodeto de Propidio-Pl em cultura por 4 horas e 20 horas. Observa-se que neutréfilos em
cultura por 20 horas, estimulam mais a apoptose inicial do que a apoptose tardia, enquanto a
cultura de 4 horas, nao foi possivel observar esse fendmeno. Fonte: Fraser et al., 2018.

As subpopulagdes de neutréfilos foram analisadas por citometria de fluxo,
identificando a  diversidade dos fendtipos em: neutréfilos  maduros
(CD16bright/CD62Lbright),  imaturos  (CD16dim/CD62Lbright) e  apoptéticos
(CD16dim/CD62Ldim). Quanto a exposicdo por AgNP, foi demonstrado que essa
nanoparticula pode estar associada ao estimulo da ativacdo e maturagcdo dos
neutrofilos. Por outro lado, o0 mesmo estudo relata que o AgNP realiza a ativacéo de
neutréfilos sem a liberacéo de citocinas pré-inflamatorias e necrose. Este estudo ainda
sugere que, as particulas podem ser eliminadas sem causar inflamacéo prejudicial, ja
gue nanoparticulas de prata podem conferir toxicidade aos neutréfilos e assim

desencadear reacdes inflamatorias.
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Figura 3.16 - Representacdo das subpopula¢fes de neutréfilos marcados com anticorpos CD16-
PeCy7 e CDG62L-FITC em gréficos dot plots. As marcacdes identificadas como: CD16
bright/CD62L dim, sdo neutrdfilos ativados; CD16 bright/CD62L bright, sdo neutréfilos maturos;
CD16 dim/CD62L bright, sdo neutréfilos imaturos; CD16 dim/CD62L dim, sdo neutrofilos
apoptoticos. Fonte: Fraser et al., 2018.
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Figura 3.17 - Graficos de dot-plots que representam neutréfilos expostos a nanoparticulas de
prata - AQNP em diferentes concentracdes 5ug AgNP/105 células e 20ug AgNP/105 células, nos
guais observam-se as diferentes subpopulacdes de neutréfilos. Fonte: Fraser et al., 2018.

3.10 Andlise de microorganismos

Protozoarios, fungos, bactérias e até virus podem ser detectados e avaliados
através da citometria de fluxo. O avanco na descoberta de biomarcadores para os mais
variados microorganismos tornam a citometria de fluxo cada vez mais a técnica de
escolha para esta andlise, visto que é capaz de detectar, caracterizar e até separar
populacdes especificas a partir de uma amostra heterogénea. Além disto, nas culturas
purificadas, € necessario a avaliagdo do crescimento do microorganismo, a proliferacéo,

a viabilidade, seu metabolismo e sua interacdo com varios agentes quimicos e fisicos
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para diversos tipos de estudo, analises possiveis através da citometria. A citometria de
fluxo tem sido utilizada nos estudos microbiol6gicos em diversas areas, como ha
monitorizacdo do processo de fermentacdo por bactérias, na microbiologia industrial,

em diagndsticos clinicos e na toxicologia ambiental.

3.11 Interacé&o parasito-célula hospedeira

Através da citometria de fluxo é possivel avaliar a interagédo de parasitos com suas
células hospedeiras, seja através de marcagdes fenotipicas especificas, da utilizagao
de parasitas geneticamente modificados autofluorescentes, da realizagdo de ensaios
funcionais ou simplesmente através da observacdo da diferenca de granularidade
(Figura 3.15).
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Figura 3.18 - Dot plots de nimero de células vs. granularidade (SSC) de uma cultura de
macréfagos com Leishmania em diferentes momentos (A - tempo zero de cultura). E possivel
observar 0 aumento da granularidade ao longo do tempo de cultura, o que representa a invasédo
das Leishmanias nos macrofagos. Fonte: Bertho et al, 1992.
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3.12 Microbiologia marinha

Bactérias, cianobactérias, fitoplanctons e zooplanctons estdo presentes em altas
concentracdes nos ambientes marinhos e o estudo de suas funcdes e comportamento
sdo fundamentais para a compreensdo destes ecossistemas. A citometria de fluxo tem
sido aplicada no estudo destes microorganismos principalmente através da avaliacédo
de tamanho e granularidade, autofluorescéncia e andlise de DNA e RNA (Figura 3.16),
e vem se tornando a técnica padrao para o monitoramento de populagbes de fito e
zooplanctons. A partir destes estudos, novos citdmetros séao fabricados especialmente
para tal aplicagdo, jA que a caracterizacdo e quantificagdo dos microorganismos
presentes nos mananciais aquaticos, como oceanos, lagoas e rios, fornecem um

monitoramento acurado da qualidade da 4gua destes ambientes.
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Figura 3.19 - Dot plot de bactérias marinhas em uma amostra de agua coletada no Golfo do
Alaska. A andlise de células com baixa intensidade de incorporacdo do DAPI (dims), um
agregado na posicdo semelhante de Synechococcus, e células 1n e 2n sdo indicadas. Avaliagao
do tamanho (FSC) e contetdo de DNA (através da marcacdo com DAPI) de bactérias. Fonte:
Button & Robertson, 2011.
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3.13 Vacinas

A citometria de fluxo multiparamétrica é uma grande ferramenta laboratorial
especializada e muito aplicada na clinica médica para o diagnéstico de cancer,
imunodeficiéncias primarias e secundérias e prognostico de pacientes com HIV e
leucemias. Além disso, consiste em avaliar fun¢des celulares, analisar as respostas
imunes proporcionando, o monitoramento de iniUmeros marcadores de superficie celular
e intracelular e identificacdo dos fendtipos, melhorando assim, a caracterizacdo das
respostas imunes.

Estudos sobre vacinas prop8e-se cada vez mais a entender 0s mecanismos
protetores cruciais em vacinas licenciadas e candidatas. Quase todas as vacinas
licenciadas, consistiram em pesquisas baseadas em imunidade humoral, detec¢do de
anticorpos, como fator de protecdo. No entanto, a imunidade celular que também possui
um papel protetor, sdo alvos de ensaios vacinais para Malaria, Tuberculose,
Leishmaniose e Aids. Em contrapartida, pesquisas relacionadas no desenvolvimento de
vacinas enfrentam alguns desafios como: a identificagdo de antigenos que medeiam
respostas imunes especificas ao patdégenos, e o reconhecimento de biomarcadores a
respostas protetoras e adversas (reatogénicas).

Para andlise das respostas imunes induzidas pela a vacina ou até mesmo alguma
proteina e ou peptideos, envolve a quantificacdo das frequéncias e avaliacdo das
funcbes dos linfécitos T e B especificos ao antigeno em questdo. Apesar de outras
técnicas fornecerem essas informacdes, como a linfoproliferagdo por timidina e
deteccédo de anticorpos; a citometria de fluxo multiparamétrica, possui uma capacidade
de identificar simultaneamente outras caracteristicas de respostas celulares especificas
ao antigeno, como a imunofenotipagem.

A caracterizacdo fenotipica da resposta imune frente a vacinas, devem produzir
respostas de células T e B de memdria, sendo aptos para responder ao antigeno, e
assim, conferir resposta protetora humoral e celular de longa duracgéo.

Nesse sentido, estudos em modelo murino por infeccdo de Trypanosoma cruzi,
utilizando adenovirus humano 5 (HuAd5) primer-recombinante do DNA plasmidial como
ferramenta de estratégia para estimulagdo da imunizagdo, apresentou aspectos
funcionais e fenotipicos de células T CD8 especifico presentes 14 ou 98 dias apos a
Ultima dose de imunizacdo. Apds estimulacdo in vitro, foi observado um declinio no
percentual da frequéncia de células T CD8 multifuncionais (CD107a*, IFN-a* ou
CD107a*, IFN-a* e TNF-a*), e também, por um aumento de CD107a simples positivo

apos 98 dias da ultima dose de imunizacdo. Além disso, este estudo relata que as
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células T CD8 de memaria efetora esta correlacionado com a protecéo durante os dias

de infecgéo pelo o parasito.
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Figura 3.20 - Gréficos de dot plots que representam as intensidades de fluorescéncias das
células que foram marcadas com anticorpos anti-CD8, anti-IFN-y, anti-TNF-a e CD107a.
Observa-se a expressdo CD107a e citocinas intracelulares por T CD8* especifico que foram
induzidas por DNA plasmidial recombinante, iniciando o esquema de vacinagdo HuAd5 14 (A)
ou 98 (B) dias apds a ultima dose da imunizacdo. Fonte: Rigato et al., 2011.

Por outro lado, estudos envolvendo modelos experimentais murinos por infec¢éo
de Leishmania major, demonstraram a avaliacéo de células T CD4* produzindo IFN-y,
IL-2 e TNF-a (células T multifuncionais) simultaneamente, em uma unica célula, em que
pode conferir protecdo em camundongos quando imunizados. Além disso, a resposta
das citocinas das células T CD4*, pode ser fundamental para estudos sobre vacinas em
relacdo ao carater de protecdo, e também pode ser utilizado como um indicativo
prospectivo de vacinas baseadas em células Tyl (do inglés T helper 1).

As células multifuncionais sédo consideradas células com uma 6tima funcédo
efetora, pois produzem IFN-y* e TNF-a*, que atuam em sinergismo na ativagdo de
macrofagos, além de produzir a IL-2* que esta relacionada com a manutencdo e

sobrevida dos linfécitos (T CD4 e T CD8) podendo ser capazes de gerar memoria.
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Figura 3.21 - Gréaficos de dot plots que representam a intensidade de fluorescéncia que
identificam as células multifuncionais (3+), células duplas positivas (2+) e células simples
positivas (1+) em camundongos vacinados antes e apoés a infeccdo. Fonte: Darrah et al., 2007.
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CAPITULO 4. CITOMETRIA DE FLUXO APLICADA AO ESTUDO DAS
DOENCAS INFECTO-PARASITARIAS

Alinne Renzetti, Clarissa Cunha, Jéssica Lima, Katherine Kelda, Stephanie Cruz,

Thaize Chometon

A possibilidade de se integrar em uma técnica, analises multiparamétricas trouxe
grande enriquecimento de informagcfes no campo da imunologia, sendo a CMF
atualmente, uma das principais técnicas aplicadas para estudo do sistema imunolégico,
principalmente da imunidade celular, mas também o ramo humoral da resposta, ja que
a imunofenotipagem permite a identificagdo de linfocitos T e B, assim como outras
células que também participam da resposta imune do hospedeiro. Visto isso, muitos
estudos tém utilizado a citometria de fluxo para a melhor compreensdo da
imunopatogénese de varias infecgdes, ja que além da determinacao do fenétipo celular
gue esta envolvido no mecanismo imune, também é possivel avaliar a modulagéo
positiva ou negativa de receptores da superficie celular que indicardo como o
hospedeiro interage durante a dindmica da infeccdo ou ainda compreender vias que 0
patdégeno utilize para subjugar o sistema imune. Nesse quesito, varias doengas sédo
capazes de modular a resposta imune do hospedeiro de maneiras distintas de acordo

com o agente etiol6gico, via de transmissao, ciclo biolégico, patogenicidade etc.
4.1 Infecgéo pelo HIV

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é o retrovirus causador da Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA-AIDS). A maioria das infec¢des pelo HIV-1 ocorre
pelo contato sexual, através da exposicao do trato genital ou da mucosa retal. Embora
0s mecanismos utilizados pelo HIV-1 para cruzar a barreira epitelial ainda ndo estejam
totalmente definidos, estudos demonstram que o virus é capaz de fazer contato direto
com células de Langerhans e células T CD4" intraepiteliais, além da transcitose, que &
o transporte de macromoléculas de um lado para o outro da célula por meio de
vesiculas, também ser uma via proposta. Além disso, j& foi demonstrado que ocorre um
aumento do risco de infeccdo quando a mucosa genital estd com sua integridade
comprometida, seja por trauma mecanico ou infec¢des genitais coexistentes. Apos
cruzar essa barreira, o virus alcanca a camada subepitelial, onde encontra as células T

CD4* e células dendriticas, que sdo consideradas alvos iniciais da infeccao.
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Seguindo a transmisséo do virus, ocorre um periodo de aproximadamente 10 dias
no qual o RNA viral ndo € detectado no plasma. Ao final dessa etapa, o virus alcanca o
linfonodo de drenagem, onde encontra células T CD4*CCR5*, que sdo alvos para
infeccdo adicional. A molécula de CD4 e o receptor de quimiocina CCR5 (CD195)
funcionam como receptor e co-receptor, respectivamente, para a entrada do virus na
célula. Alguns virus utilizam a molécula CXCR4 (CD184) como co-receptor e sao
denominados X4 trépicos outros sdo capazes de se ligar a ambos 0s co-receptores e
sdo conhecidos como R5X4 tropicos. No ganglio linfatico, o virus replica-se rapidamente
e atinge outros tecidos linféides, particularmente, o tecido linféide associado ao intestino
(GALT), onde células de memoéria T CD4*CCR5* estéo presentes em grande numero e
séo alvos predominantes da deplecao inicial de células T CD4*. Quase todas as células
T CD4"CCR5* sédo depletadas no GALT. Enquanto o HIV estéa replicando neste sitio e
em outros tecidos linféides, a viremia plasmatica aumenta exponencialmente, podendo
atingir um pico de mais de 20 milhdes de cépias de RNA por mililitro de plasma, por
volta do 14°-21° dia de infeccao.

Este pico na carga viral, acompanhado por uma queda expressiva de células T
CD4* do sangue periférico, caracterizam o periodo inicial da infec¢éo, denominada fase
aguda (Figura 4.1). Logo ap6s a viremia declina drasticamente, estabilizando-se a um
determinado valor conhecido como set point viral, caracterizando o inicio da fase
cronica, a qual pode durar de 8 a 10 anos e é marcada por um periodo de laténcia clinica
e uma queda progressiva ha contagem de células T CD4*. Apés varios anos de infecgéo,
ocorre um aumento da carga viral acompanhado por uma queda acentuada na
contagem de linfécitos T CD4", atingindo valores inferiores a 200 células/uL e pelo
aparecimento de sintomas clinicos e infecgbes oportunistas, assinalando a fase
sintomatica, ou AIDS propriamente dita. Este perfil de evolugdo da doenga € observado
para a grande maioria dos individuos, embora cerca de 10-15% dos individuos
infectados entrem na fase de AIDS ap0s 2 a 3 anos de infec¢éo, sendo denominados
progressores rapidos. Por outro lado, existe um grupo de individuos (5%-15%),
chamado de N&o Progressores de Longo Termo (do inglés LTNP — long term non-

progressors), que nao evoluem para a AIDS mesmo ap6s 10 a 15 anos de infecc¢éo.
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Figura 4.1 - Curso natural da infecgéo pelo HIV.

No curso da infecgéo pelo HIV e dependendo do nimero de células T CD4*, os
primeiros sintomas inespecificos podem ser observados; como episodios curtos de
febre, diarreia, fadiga, perda de peso e letargia (sintomas chamados de complexo
relacionado a AIDS - CRA). Quando a imunodeficiéncia progride, e a contagem de
células T CD4* é menor que 300/pL, o individuo esta susceptivel a infeccdes
oportunistas e neoplasias, pela debilidade da resposta imune (German Advisory
Committee Blood, Subgroup ‘Assessment of Pathogens Transmissible by Blood’, 2016).

Patégenos frequentemente oportunistas em infeccées pelo HIV sdo: Toxoplasma
gondii, Cryptosporidium parvum, Pneumocystis jirovecii, Mycobacterium tuberculosis,
Salmonella spec., pneumococus, poliomavirus humano JC, citomegalovirus (CMV) e
virus do herpes simples (HSV). As neoplasias tipicas observadas sdo: sarcoma de
Kaposi associado com virus do herpes tipo 8 (HHV-8), linfoma ndo-Hodgkin, linfoma de
célula B associado com virus Epstein-Barr (EBV), e carcinomas de pénis, &nus e cérvix
induzidos pelo virus do papiloma humano (HPV) (German Advisory Committee Blood,
Subgroup ‘Assessment of Pathogens Transmissible by Blood’, 2016).

Dados na literatura sugerem que a co-infeccdo de HIV e Mycobacterium
tuberculosis — MTB (patégeno da Tuberculose), aumenta a progressdo de ambas as
doencas. Chetty e cols. (2015), avaliaram o impacto da co-infec¢do de Mycobacterium
tuberculosis na fungéo das células T CD4* e CD8" HIV-especificas utilizando citometria
de fluxo. Maior carga viral de HIV é observada em pacientes com co-infeccdo, e a

replicacdo do HIV aumentada ocorre em macréfagos infectados por MTB. Os maiores
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niveis de inflamacéo e ativagdo da resposta imune, como os encontrados na infecgao
por Tuberculose, podem proporcionar as condi¢oes ideais de citocinas para a replicacao
do HIV.

Foram utilizadas nesse estudo, células mononucleares do sangue periférico
(CMSP) de 13 individuos HIV positivos com TB ativa, 9 HIV positivos com TB latente
(LTBI), 11 HIV positivos sem evidéncias de TB ativa ou latente. Todos adultos com
contagem de T CD4* semelhantes e ndo se observou diferenca significativa em relacdo
a carga viral entre eles. A técnica utilizada foi a marcacao intracelular de citocinas (ICS);
para avaliar a funcionalidade das células T, pela investigacdo da capacidade de
secrec¢do das citocinas. As CMSPs foram estimuladas com um pool de peptideos de
Gag/HIV, pool de MTB e enterotoxina B de Staphylococcus (SEB). Os marcadores
selecionados para a imunofenotipagem das células T secretoras de citocinas foram:
anti-CD3, CD4, CD8, IFN-y, TNF-qa, IL-21, IL-27, IL-17 e um marcador de viabilidade

celular.
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Figura 4.2 - Estratégia de gate para a avaliacao da polifuncionalidade de células T CD4* T CD8*
apos estimulo com peptideos de Gag/HIV. Dot plots de densidade tipo contour representativos
de um individuo de cada grupo. NC — sem estimulo, LTBI — Tuberculose latente, TB —
Tuberculose ativa.

O primeiro passo foi investigar a funcionalidade das células T HIV-especificas em
individuos com co-infeccao, apés estimulo com pool de peptideos de Gag (proteina do
HIV). Eles observaram maior populacao de células T HIV-especificas nos individuos
monoinfectados (somente infectados com HIV), o que indica que esses individuos

possuem melhor resposta imune celular que os co-infectados (Figura 4.2). E a co-
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infeccdo de HIV e MTB foi associada com o decréscimo de secre¢do das citocinas IFN-
Y, TNF-a e IL-2 (Figura 4.3).
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Figura 4.3 - Investigacao da secrecao de citocinas ap0s estimulo com peptideos de Gag/HIV.
Porcentagem de células T CD4* e CD8* HIV-especificas secretoras de citocinas em individuos
monoinfectados (HIV*), co-infectados com Tuberculose ativa (HIV*/TB) e com Tuberculose
latente (HIV*/LTBI).

O mesmo experimento foi realizado em seguida, mas estimulando as células com
um pool de peptideos de MTB, para avaliar a funcionalidade das células T MTB-
especificas em individuos com co-infeccdo. Foi observado um declinio em
funcionalidade em relagdo as citocinas secretadas nos individuos HIV-TB (TB ativa)
guando comparados com os HIV-LTBI (TB latente). E na avaliagdo da resposta néo-
especifica, com estimulo de enterotoxina B de Staphylococcus (SEB), ndo houve
diferenca significativa entre 0os grupos, mas parece que as células T CD4* HIV+/TB
produzem menos citocinas.

Os autores concluiram que a infeccdo por MTB esta relacionada com a baixa
polifuncionalidade das células T CD4* CD8" HIV-especificas, e que como as células T
sdo mais ineficientes na co-infeccdo de HIV e TB em relacdo a LTBI, a carga de
micobactéria pode estar contribuindo para a perda da funcao das células T. E também,
gue o decréscimo da fungéo das células T pode contribuir para 0 aumento da progressao
da doenca pelo HIV na co-infeccgéo, ja que as células T HIV-especificas funcionalmente
ineficientes, podem ser menos capazes de controlar o HIV.

A citometria de fluxo também pode ser aplicada na investigagéo da resposta imune
de possiveis candidatos e regimes vacinais. Freel e cols. (2010) estudaram o perfil
fenotipico e funcional de células T CD8* inibitorias do HIV geradas pela infec¢éo natural
e vacinacdo heteréloga de prime/boost. Os autores utilizaram um marcador de
viabilidade chamado ViViD (violet viability dye), e o anti-CD14 (fluorocromo néo citado)
e CD19-Pacific Blue para identificar células B e mondcitos, e exclui-los da analise. Para

a maturacdo de células T, foram utilizados os marcadores CD45RO QD705, CD57
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QD585, CCR7 Alexa 680 e CD28 PE-Cy5. E os marcadores de superficie para a
identificacdo de células T; o anti-CD8 QD800, CD4 PE-Cy5.5 e o CD3 APC-Cy7. A
células T funcionais foram identificadas através da sua marcag¢éo com IFN-y FITC, IL-2
APC, TNF-a PE-Cy7, MIP-1 PE e CD107a Alexa 680.

Os individuos receberam vacinacao prime de vacina de DNA contendo Gag, Nef
e Pol de HIV (genes do HIV), seguida de um boost com adenovirus recombinante tipo 5
(rAd5) carregando Gag, Pol e Env. As células mononucleares do sangue periférico
(CMSP) foram coletadas para as marcacfes acima, ap0s estimulo com peptideos de
Gag, Nef, Pol e Env. Os autores do estudo agruparam as células T CD8* que
responderam aos antigenos de HIV, em cinco categorias: naive-like CD45RO-
CCR7*CD28*; memoria central CD45RO*CCR7*CD28*; memobria transicional
CD45RO*CCR7°CD28*; memoria efetora CD45RO*CCR7'CD28 e efetora terminal
CD45ROCCR7CD28..

Os resultados da imunofenotipagem foram relacionados com o ensaio de inibigdo
viral por células T CD8* (VIA assay). Os individuos vacinados e que possuiam atividade
antiviral apresentaram um numero maior de células em estagios iniciais de
diferenciacdo, e individuos HIV* apresentaram maior nimero de células em estagios
finais de diferenciacdo. Entretanto, ndo houve associacéao significativa entre fenotipo de
diferenciacéo e atividade antiviral antigeno-especifica de células T CD8*. Esses dados
sugerem que células T CD8* em diferentes estagios de diferenciagédo, foram capazes de

mediar a supressao viral, contanto que expressassem MIP-1 ou CD107a (Figura 4.4).

0
E ™ ] [ ]
. .
= L)
+ 604 ® o . :. P
=] a®
o .: LI o? . * e Vaccinee
£ 40- o o8 * . . e Virus Controller
3 y O * * Chronic
& o® o8 @ . . ™
- 2. " . . .. oty o :: o .
2' 20+ ot . L O . . 8 Q:.
"Ié . % * . ::. . =: .
E o4 by . '; e o S, . o*
e Naive cM ™ EM TE
7]
o | | [ | O

Figura 4.4 - Estado de diferenciacéo de células T CD8* de individuos com atividade antiviral.
Células T CD8* de 15 individuos controladores de virus, 15 com infecgéo cronica de HIV e 20
vacinados com atividade antiviral mediada por células T CD8*foram analisados para a expressao
de marcadores de diferenciacdo CD45R0O, CCR7 e CD28. CM — memodria central, TM — memaria
transicional, EM — memoaria inicial (naive-like), TE — efetora terminal.
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Na avaliacdo da funcdo mdltipla de células T CD8* efetoras, de uma forma geral,
a resposta foi maior nas células estimuladas com Env e Gag; com a resposta para Env
correspondendo 60% da resposta total ao HIV (Figura 4.5). As respostas de CD107a,
MIP-1B e IFN-y se correlacionaram com a atividade antiviral. Ndo foi encontrada
diferenca significativa na porcentagem de células expressando IL-2 ou TNF-a nos
individuos vacinados com atividade inibitoria em relagdo aos vacinados sem atividade
inibitéria. Entretanto, a atividade antiviral foi fortemente associada com o maior namero
de células T CD8" expressando CD107a ou MIP-1B, depois do estimulo com Gag ou

Env.
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Figura 4.5 - Células T CD8* Env e Gag-especificas nos vacinados se correlacionam com a
inibicAo do HIV-1 in vitro. Expressdo de citocinas e marcadores de degranulagdo foram
mensurados por citometria de fluxo em células mononucleares do sangue periférico (CMSP) de
40 vacinados. Resposta total de células T CD8* para cada funcéo é demonstrada apdés o estimulo
com peptideos de Env (A) e Gag (B). Os asteriscos mostram as fun¢Bes que apresentaram
diferencas significativas entre vacinados com atividade antiviral e sem atividade antiviral.

Os autores concluiram que a expresséao de MIP-13 e CD107a pelas células T CD8*
HIV-especificas, na vacinagdo ou na infec¢cdo natural, esta relacionada a atividade
antiviral. Em contraste, o fen6tipo dessas células parece ser menos importante para
essa atividade. Eles também observaram que, em relacdo a inibig&o viral, os vacinados
podem estimular popula¢des de células T CD8* semelhantes em funcdo a aquelas

encontradas em individuos controladores de virus.

4.2 Infeccéo pela Mycobacterium tuberculosis e bovis

A Tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa milenar que tem como agente
etiolégico o Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis). Ela € reportada pela
Organizagdo Mundial de Saude, em seu ultimo relatério (2017), como a nona principal
causa de morte no mundo e a principal causa de morto por um Unico agente infeccioso.

Apesar de possuir tratamento ela continua a ser um dos patdégenos mais dificeis de
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controlar devido a sua facil transmissdo por via aera, dificuldades no seu longo
tratamento e casos de multirresisténcia aos antibioticos.

A transmissdo da TB ocorre quando um individuo suscetivel inala particulas
infecciosas provenientes de um paciente bacilifero, ou seja, que esta eliminando
ativamente, através da saliva e/ou secrecdes respiratdrias, o bacilo da tuberculose. O
curso natural da infec¢do segue com a migracao do bacilo para o sistema respiratdrio,
devida as dependéncias, do mesmo, de concentra¢des adequadas de oxigénio.

No pulméo, o M. tuberculosis infecta primeiramente macréfagos residentes do
pulmao, multiplicando-se no interior dessas células. Se o sistema imune do hospedeiro
ndo for capaz de recrutar uma resposta imune celular de contencdo, o bacilo ir4
multiplicar-se ativamente em outras células do sistema fagocitico mononuclear,
podendo alcancar a circulacdo e disseminando-se para outros sistemas, causando as
chamadas formas extra-pulmonares da tuberculose. Estima-se que 1/3 da populacdo
mundial j& tenha entrado em contato com o M. tuberculosis, mas aproximadamente 90%
nunca ird desenvolver a forma ativa da doencga, devido aos eficazes mecanismos de
controle do sistema imune.

Estudos mostram que a capacidade do individuo de conter a infec¢do esta
baseada primeiramente na efetiva ativacdo do sistema imune inato e a consequente
inducao da imunidade adquirida. Sabe-se que uma resposta coordenada de células do
sistema imune inato e adaptativo desempenha um papel vital no controle da infeccao
causada pelo M. tuberculosis.

Ja é sabido que os Receptores de Reconhecimento de Padrdes (PRRs) das
células da imunidade inata, principalmente macréfagos e células dendriticas,
desempenham um papel importante no reconhecimento do M. tuberculosis, resultando
na ativagao da resposta contra o patégeno. A correta ativagcao desses PRRs induz vérios
processos celulares criticos de defesa do hospedeiro, incluindo inflamacéo,
apresentacao de antigenos, apoptose, autofagia, maturacéo de fagossomas e producéo
de citocinas pro-inflamatérias que sao criticas para uma resposta imune efetiva contra
0 M. tuberculosis.

A ativacdo do sistema imune inato leva ao recrutamento das células T,
principalmente aquelas da polaridade Tyl com a participacdo de TNF-a e IFN-y. O
equilibrio da resposta do tipo Tn1/Tw2, que tem sido sugerido como critico na contencéo
do avango da infec¢@o. Estudos em citometria de fluxo tém mostrado que é possivel
rastrear o perfil de ativacdo das células T e correlaciona-los com a fase da doenca.

Neste contexto, é possivel mostrar que individuos sadios ndo apresentam o0 mesmo o
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perfil de ativacdo dos doentes em fase ativa, assim como aqueles controles, onde a
populagédo Tyl ativada mostra-se como um marcador importante nesta fase da doenca.

A vacina BCG é um dos principais métodos de prevencao da tuberculose, sendo
a mesma uma vacina quase secular e a mais utilizada no mundo. A mesma emprega
cepas de Mycobacterium bovis, contendo o patdgeno vivo e atenuado. Quanto a
protecao fornecida pela vacinagéo, esta € considerada limitada, conferindo protecéo
contra casos graves e disseminados de TB na infancia. Contudo, a TB pulmonar
principalmente em adultos, ainda um problema de salde publica, apesar da extensa
cobertura vacinal. Na literatura, discute-se que a melhoria na vacinagéo contra a TB
depende, por um lado, de uma compreensao da natureza da sua imunidade protetora,
por outro, de um melhor controle de qualidade da vacina, visando principalmente a sua
eficacia/poténcia. A complexa interacdo de células da imunidade inata com as da
adaptativa, que leva a imunidade protetora apdés a vacinacdo, ainda ndo sao
completamente compreendidos. No entanto, esta informacdo pode ser crucial para o
desenvolvimento de novas vacinas ou melhorar a vacina atual com relagdo a eficiéncia.

A utilizacdo da citometria de fluxo vem sendo proposta em diversos estudos. Um
exemplo é o estudo de Yang e colaboradores (2015), o qual propde a utilizacdo da
citometria de fluxo como uma metodologia para discriminar as formas ativa da Latente
da tuberculose por meio da expressao de CD161 em células CD3* (estratégia de gates
utilizada demostrada na Figura 4.6). Como resultado, o trabalho mostra que pacientes
com a forma ativa possuem baixa ou henhuma expressao de CD161 em seus linfocitos,

sendo possivel utilizar essa molécula como um biomarcador.
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Figura 4.6 - Estratégia de gates para enumerar popula¢cdes CD161* para a comparacao das
formas da tuberculose ativa e latente ou controle saudavel. Os linfocitos (CD45* CD647) e os
mondécitos (CD45* CD64*) foram selecionados pelo marcador CD45 no primeiro grafico de CD45
vs. SSC e depois separados pela presenca e auséncia de CD64. Os diferentes subconjuntos de
linfécitos foram selecionados através de diferentes combinacfes de marcadores CD3, CD4 e
CD8. Sendo as células CD4* e CD8" selecionadas a partir das células CD3* e as células CD161*
selecionadas a partir das populagdes CD4*, CD8* ou CD3* Fonte: Yang et al., 2015.

Outro trabalho, Smith e colaboradores (2015), propde utilizar a citometria de fluxo
como uma ferramenta para ensaios clinicos de novas vacinas contra tuberculose
avaliando a resposta de células T por meio da a producéo de citocinas (Figura 4.7). Esse
trabalho descreve e compara varios protocolos comumente usados e fazer algumas
recomendacdes para possivel padronizacéo futura e melhor avalicdo da liberacdo de
citocinas.

Além disso, a citometria de fluxo também vem sendo aplicada, no intuito de propor
um possivel ensaio para o controle de qualidade na producéo da vacina BCG, avaliando
a reprodutibilidade da vacina dentro de um mesmo lote, por meio da capacidade de
maturacdo de células dendriticas. A maturacdo foi avaliada pela expressdo de
moléculas co-estimulatérias (CD86, CD80 e CD40) e HLA-DR na presenca de diferentes
ampolas de um mesmo lote. Como resultado observou-se que dentro de um mesmo lote

da ndo ha variagao significativa na expresséo desses marcadores (Figura 4.8).
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Figura 4.7 - Estratégia de gates para avalia¢do da producgéo de citocinas, mais especificamente
IFN-y, TNF-a e IL-2, pelos linfécitos. Primeiramente aplicou-se um gate para excluir células
mortas, células CD14* ou CD19*. A partir desse gate foi feita a identificacdo dos singlets
utilizando o dot plot FSC-A vs FSC-H linfdcitos e subsequentemente a sele¢édo de células CD3*
e células CD3*CD4* ou CD3*CD8*. As andlises detalhadas para células CD3*CD4* ou
CD3*CD8* estdo representadas nos painéis intermediario e inferior, respectivamente. A
frequéncia dos linfoblastos € definida a partir do gate baseado em FSC-SSC (graficos a
esquerda). A avaliagao da produgéo de citocinas, mais especificamente IFNy, TNFa e IL-2 apds
estimulo como PPD, é mostrada nos painéis a direita. Fonte: Smith et al., 2015.

[Ungated] FSC-A / SSC-A

(A) - =1 - o IOCHFSCHIFSCA

(B) | 1°7 " 1 1 ] =0T

R —— . ——— b WSy - vy
CD 80 Alexa Fluor 750 HLA-DR Alexa Fluor 647 CD40APC.Cy7?

DCs ndo marcadas

DCs + Lote A ampola 1

DCs + Lote A ampola 2
@ DCs + Lote A ampola 3

Figura 4.8 - Células dendriticas derivadas de mondcitos infectadas com 3 ampolas distintas do
lote A por 24 horas. Figura representativa de 1 doador de um total de 8. (A) Dot plot de tamanho
(FSC-A) vs granulosidade (SSC-A) onde selecionou-se a regido de células dendriticas (DCs). A
partir da regido de DCs foi feita a exclusdo de doublets utilizando o dot plot FSC-H vs FSC-A,
representado pela regido de singlets (B) Overlay dos histogramas de CD86, CD80, HLA-DR e
CD40, respectivamente, cada cor indicando uma ampola diferente e a linha verde indicando
moDCs ndo marcadas. Fonte: Chometon, 2016.

4.3 Leishmaniose Tegumentar Americana
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A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é considerada uma doenca infecto-
parasitaria, de carater zoonético, sendo causada pelo protozoario do género Leishmania
spp, e transmitidas pelo inseto vetor, o flebotomineo. O protozoario Leishmania spp.
apresenta o ciclo heteroxeno, com a presenca de um hospedeiro invertebrado e outro
vertebrado. A transmissdo para o homem envolve complexos ciclos silvestres,
secundarios ou peridomésticos, j& que algumas espécies desse género sdo mais
facilmente adaptadas ao ambiente modificado pelo homem e/ou séo capazes de infectar
uma larga variedade de mamiferos, dentre estes animais domésticos que agem como
reservatorios da doencga.

Sabe-se que a Leishmania spp., assim como outros patégenos intracelulares, ativa
o direcionamento da resposta imune do hospedeiro & uma polaridade do tipo Thl, com
ativacdo das células efetoras, como macrofagos, que sdo ativados por citocinas pro-
inflamatérias (IFN-y e TNF-a), levando a producdo de intermediarios reativos de
oxigénio (IROs) e intermediarios reativos de nitrogénio (IRNs), para a destruicdo do
parasito. Os macrofagos, assim como as células dendriticas, sdo células que fazem
parte do sistema fagocitico, onde o parasita consegue se multiplicar ativamente no pH
acido do interior do fagolissosomo. Estudos ja& demonstraram que a espécie do parasito
interfere diretamente nos mecanismos imunolégicos do hospedeiro, evidenciando
diferencas principalmente no perfil de citocinas liberadas pelas células infectadas.

Pacientes com leishmaniose cutdnea localizada (LCL) possuem a imunidade
celular preservada, o que é verificado pela positividade ao teste cutdneo com antigenos
de Leishmania, conhecido como Intradermorreacéo de Montenegro (IDRM) e por outros
testes in vitro, tais como de proliferacéo celular e producao de IFN-y frente antigenos de
Leishmania. Esta resposta celular observada na LCL tem predominancia de citocinas
do tipo 1, tendendo a uma boa resposta ao tratamento e até a cura espontanea. A
incapacidade do paciente de estruturar uma resposta imune celular eficaz esta
associada a ma evolugéo clinica e a resposta terapéutica ndo satisfatéria. Estudos em
camundongos demonstraram que quanto mais intensa a resposta tipo 1, maior a
eficiéncia na eliminacdo do parasito; enquanto uma resposta predominante do tipo 2
leva maior sobrevivéncia do protozoario e progressdo das lesfes. Entretanto, em seres
humanos essa dicotomia ndo é tdo bem definida assim, sendo observada em pacientes
de leishmaniose mucosa (LM) uma intensa resposta tipo 1 que causa destruigcdo tecidual
e lesdes mais agressivas. Esta dindmica pode explicar o porqué que o isolamento de
parasitos € mais dificil em lesfes antigas, ja com substituicdo de tecido por fibrose e em

lesBes com alto grau de destruicdo, como nas formas mucosas.
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As células T CD4* s&o cruciais para o controle da carga parasitaria, no entanto,
apos a infeccao, essas células migram para os sitios de les6es cutédneas, nos quais
ativam os macrofagos através da producdo de IFN-y. Em contrapartida, estudos
relacionados a microscopia de imagem intravital, demonstraram que as células T CD4",
ndo estdo difundidas uniformemente nas lesGes cutaneas, e que as células T ndo
interagem com todas as células infectadas.

Neste sentido, através da citometria multiparamétrica e utilizando marcadores de
superficie e intracelular especificos, foi possivel avaliar a diferenciacédo heterogénea das
células T CD4'Tw1, que dependendo do tipo e da intensidade do estimulo, podem gerar
fenotipos de producao de citocinas que as classificam como células de memoria central
(IL-2*ouTNF-a*), memoria efetora (IFN-y*IL-2*eTNF-a* simultaneamente) ou células
efetoras terminais (IFN-y*), que possuem um tempo de vida muito curto.
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Figura 4.9 - Protocolo de estratégia de gates de populagéo de linfécitos T CD4* e de células
produtoras de citocinas IFN-y, IL-2, TNF-a. Fonte: Esquematizado e cedido por Macedo, Renzetti
& De Luca, 2014.

Em células de pacientes com leishmaniose cuténea, que foram estimuladas com

antigenos de L. braziliensis e L. amazonensis, foi encontrado diferencas significativas
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do perfil de linfocitos T CD4* e sua producao de citocinas (Figura 4.5). Com relacao a
gualidade da resposta de Twl, observou-se maiores porcentagens de células T CD4*
multifuncionais (IFN-y*IL-2*TNF-a* simultaneamente) e células duplas positivas (IFN-y*
e IL-2") em células de pacientes com leishmaniose cutanea estimulados com o antigeno
de L. braziliensis quando comparados com o antigeno de L. amazonensis, que induziu
maiores porcentagens de células simples produtoras de IFN-y (Figura 4.6). Isso indica
que esse tipo celular pode estar relacionado com formas de manifestacdes clinicas de

pacientes com Leishmanioses.
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Figura 4.5 - Frequéncia de producéo de citocinas (IFN-y, TNF-a e IL-2) por células T CD4* apds
a estimulagdo com antigenos de L. braziliensis (LbAg) e L. amazonensis (LaAg) de células
mononucleares de sangue periférico (CMSP) de pacientes com leishmaniose cutanea (CL) e
controles sadios (Ctrl). Fonte: Macedo et al., 2012.
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Figura 4.10 - Diferenca na qualidade da resposta de células T CD4* do tipo 1 (THl) apds a
estimulacdo com antigenos de L. braziliensis (LbAg) e L. amazonensis (LaAg) de células
mononucleares de sangue periférico (CMSP) de pacientes com leishmaniose cutanea (CL) e
controles sadios (Ctrl). Foi utilizado a citometria de fluxo multiparamétrica para identificar a
frequéncia de células apresentando cada uma das sete combina¢des de IFN-y, TNF-a e IL-2.
Fonte: Macedo et al., 2012.

Os linfécitos T CD8* participam ativamente na resposta imune na leishmaniose,
com func¢éo de citotoxicidade e producao de citocinas, principalmente pro-inflamatérias,
sendo associados a cura da doenca, principalmente em estudos de infecgdo por L.
braziliensis. Neste contexto, tem sido demonstrado um menor percentual de linfécitos T
CD8* durante a fase ativa da infec¢éo e este se restabelece durante o processo de cura.
Ainda, Bertho e cols. (2000) observaram um maior percentual de linfécitos T CD8*
apoptéticos em lesdes de pacientes na fase ativa da doenga quando comparados a
pacientes que curaram espontaneamente. Ferraz e cols. (2015) demonstraram, através
da citometria de fluxo (Figura 4.11), que pacientes sob a terapia apresentam maiores
percentuais de apoptose dos linfocitos T CD8" totais e efetores, o que foi também
observado ap0s cultura de estimulacdo com antigeno de L. braziliensis. Também
mostraram gque quanto maior o tamanho da lesdo, menor a frequéncia de linfécitos T
CD8* efetoras nos pacientes com doenga ativa e sob tratamento; bem como uma
correlacdo positiva entre a frequéncia de linfécitos T CD8* efetoras em apoptose e o
tamanho da les&o nos pacientes durante o tratamento (Figura 4.12). Deste modo, as

alteracdes nas frequéncias dos linfocitos T CD8* efetoras, durante e apds o tratamento,
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representam um estagio critico na geracdo de uma resposta imune eficiente e estéo

envolvidas no desencadeamento ou na resolucéo da leséo sob a influéncia da terapia.
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Figura 4.11 - Protocolo de citometria de fluxo para determinar as frequéncias de subpopulagtes
de linfécitos T CD8* e apoptose. Células do sangue periférico de pacientes de leishmaniose
cutdnea foram marcadas ex vivo e ap0s serem cultivadas na presenga de antigenos de
Leishmania, com CD3-FITC, CD8-APC, CD45RA-ECD, CD27-PE-Cy7 e 7-AAD. (A). Os linfécitos
foram definidos através do gate no dot plot de tamanho (FSC) vs granularidade (SSC); (B)
Doublets foram excluidas da analise através de um density plot de FSC Area vs FSC Width. (D)
Dot plot de CD27 vs CD45RA foi criado baseado no gate CD3*CD8* (C) e usado para definir as
frequéncias de linfécitos T CD8* efetores e naive. A frequéncia de células apoptéticas (7AAD'W)
nos linfécitos T CD8* totais e nos linfécitos T CD8* efetores foram determinadas pelos dot plots
FSC vs 7AAD (E) e (F), baseado nos gates CD3*CD8* (C) e CD45RA*CD27"9 (D),
respectivamente. Fonte: Ferraz et al., 2015.
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Figura 4.12 - Correlagé@o entre o percentual de linfécitos T CD8* totais (A, B, C) e linfocitos T
CD8* apoptéticos (D, E, F) com o diametro das lesdes (mm). (A, D) PBT — pacientes antes do
tratamento; (B, E) PDT — pacientes durante o tratamento; (C, F) PAT — pacientes apds o
tratamento. Andlises estatisticas foram realizadas usando o teste de correlacdo de Spearman.
Resultados foram considerados significantes com P < 0.05. Fonte: Ferraz et al., 2015.

A funcao citotdxica dos linfécitos T CD8* vem sendo bastante discutida, com
alguns autores relacionando-a com a progressdo da doenca, enquanto outros ndo
observaram tal associagdo. Cunha e cols. (2016) mostraram recentemente o
envolvimento de outras populacdes celulares, além dos linfécitos T CD8*, com atividade
citotéxica na evolucdo da LCL, como os linfocitos T CD4* citotdxicos, células NK e
células NKT (Figura 4.13).

O papel protetor dos linfocitos T CD8* foi também demonstrado em relagdo a sua
atividade citotoxica em infecgBes por L. amazonensis e L. major, em que estes linfécitos
possuem a capacidade de lisar macréfagos aut6logos infectados. Ainda, foi evidenciado
gue linfocitos T CD8* de pacientes com leishmaniose cutanea difusa (LCD) apresentam
uma significante reducdo da capacidade citotoxica e da producgdo de citocinas frente

macréfagos autologos infectados por L. mexicana, quando comparados com pacientes
de LC.
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Em outro estudo de Ferraz e cols. (2017), foi avaliado por citometria de fluxo
diferentes populacdes de linfocitos T CD8* e T CD4* de lesbGes de pacientes com
leishmaniose cutanea: linfécitos T duplos negativos (CD4CD8), linfécitos T duplos
positivos (CD4*CD8"), células NK e células NKT expressando o marcador CD107a, que
esta associado com a citotoxicidade celular. Foi observado que a populacao de células
NKT foi a segunda populacdo de células que estdo vinculadas na citotoxicidade nos
macerados de lesdes dos pacientes, enquanto que, os linfécitos T duplos negativos
(CD4CD8) citotoxicos, representam mais de 40% do total da subpopulacéo citotéxica,
sendo ainda dez vezes maior do que as células T CD8*. Por outro lado, foi identificado
um percentual elevado de células CD4*CD107a" quando comparado as células
citotoxicas T CD8" e NK. Dessa forma, o estudo sugere que as células T CD4* podem
colaborar no controle da carga parasitaria por meio de mecanismos de repostas a
citotoxicidade nas leses, e além disso, o dano tecidual das lesbes pode estar associado
com o perfil de células NKT, os linfécitos T duplos negativos (CD4°CD8) e as células T
CD4*.
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Figura 4.13 - Protocolo de citometria de fluxo para determinar as frequéncias de subpopulagtes
de linfécitos T CD3*, células NK e NKT citotoxicas. Células do sangue periférico de pacientes de
leishmaniose cutanea foram marcadas com anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD56 e anti-
CD107a. (A) Os linfécitos foram definidos através do gate no dot plot de tamanho (FSC) vs
granularidade (SSC); (B) Doublets foram excluidas da andlise através de dois density plots de
FSC-Area vs FSC-Height (B) e FSC Area vs FSC Width (C) Linfécitos T CD8* e CD4* foram
definidos usando CD8 vs CD3 (E) and CD4 vs CD3 (F) dot plots, baseados no gate CD56"9
criado no dot plot FSC vs CD56 (D), respectivamente. Células NK e NKT foram definidas através
do dot plot CD56 vs CD3 (G). Subpopulagdes de células NKT CD8* e CD4* foram definidas no
dot plot CD8 vs CD4 (H), baseado no gate NKT (G). A expressdo de CD107a foi determinada no
dot plot FSC vs CD107a, baseada em cada populacéo celular definida — representada aqui pelas
células NK (I). Fonte: Cunha et al., 2016.

As células T regulatérias (Tregs) sdo uma pequena percentagem das células T
circulantes, que adquirem durante o processo de ontogenia e maturagdo a capacidade
de regular a resposta imune inata e adaptativa por mecanismos de: supressao da
proliferacéo de células T, via secrecédo de citocinas com efeito supressor (IL-10 e TGF-
B1) ou através da indugdo de apoptose. Sdo mais recentes nas descrigbes

imunologicas, mas seu papel ja tem sido descrito em processos imunes associados a
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patégenos. Da-Cruz e cols. (2010) demonstrou que as Tregs migram para o sitio de
lesdo e |4 tem capacidade supressora da resposta imune, mostrado pela técnica de
supressado celular e confirmado pela inibicdo na producéo de citocinas do perfil Twl,
esse estudo também foi pioneiro ao mostrar que a quantidade de Tregs na lesao
diminuia progressivamente no decorrer do tempo de evolucdo da mesma, o que poderia
explicar uma forte regulacdo negativa que as Tregs exercem sob as células do sistema
imune nas fases iniciais da infec¢do, o que acabaria por acarretar uma irresponsividade

do sistema imune o que poderia explicar alguns eventos de falha terapéutica na LTA.

4.4 Zika

O flavivirus Zika é o agente etioldgico da doenca que leva 0 mesmo nome. E uma
arbovirose, sendo transmitido através da picada de um inseto vetor. O principal vetor
dessa doenca é o mosquito Aedes aegypti que também é o transmissor de outras
arboviroses como dengue e febre amarela, além de ser também o transmissor da febre
Chikungunya. Esse agente foi isolado em 1947 do sangue de um macaco rhesus
(sentinela) da floresta de Zika na Uganda, e isolado da pela primeira vez de uma
infeccdo humana em 1952, na Nigéria. O primeiro isolamento de mosquito Aedes
ocorreu em 1953.

O virus foi classicamente descrito como causador de algumas manifestacdes
brandas como febre, mialgia, exantema e conjuntivite. Os primeiros casos relatados
ocorreram principalmente na Africa e Asia tendo carater local. Entretanto, alguns
individuos infectados podem desenvolver a sindrome de Guillain-Barré; que é uma
desordem autoimune do sistema nervoso periférico, que leva a fraqueza muscular,
parestesia, paralisia, € morte em alguns casos. Em 2013, no entanto, foi declarado um
dos maiores surtos dessa doenca na Polinésia Francesa, o que acarretou em
aproximadamente 70% de infeccdo da populacdo. Em 2015 foi decretado situac&o de
atencdo em saude no Nordeste do Brasil e Coldmbia devido ao grande nimero de casos
da doenca, e ao registro de criangas nascidas com mas formagfes congénitas apos
suas maes terem sido infectadas pelo Zika virus durante o periodo gestacional

(sindrome congénita do Zika virus).

Varios estudos tém focado na avaliacdo do sistema imune a fim de melhor
compreender quais mecanismos o0 virus utliza para ultrapassar a barreira
hematoencefalica e causar infecdo no tecido neuronal dos fetos. Estudos recentes

tentaram avaliar a composi¢cdo do infiltrado celular apds a infeccdo de modelo
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experimental com o virus. J& foi avaliado que o melhor modelo experimental para
avaliacao do efeito do virus sobre 0 SNC sdo camundongos jovens incapazes de
produzir ou responder a interferons (INFAR-KO), o intuito de novos estudos é avaliar se
0 virus seria capaz de causar o mesmo efeito em modelos animais ditos
imunocompetentes. Mangeeswaran e cols. (2016) mostraram que o infiltrado celular é
composto por macréfagos e células da microglia ativadas, além de linfocitos T (Figura
4.14). Os principais marcadores utilizados para a avaliagdo do infiltrado celular foram:
CD4, CD8, CD11b, CD19, Ly6G, NK1.1 e F4/80. Além da expressdao de CD45 como

marcador de ativacao celular.
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Figura 4.14 - Células imunes infiltrando no SNC em resposta a infecgéo pelo virus da Zika. (A)
Protocolo de citometria de fluxo de células isoladas do SNC de camundongos B6 WT a IFNAR
KO no 15 e 5 dias por infecgdo, respectivamente. As células viaveis foram definidas pela
expressao de CD45. Células CD45" foram definidas através de um gate no dot plot SSC vs CD45
e as populacdes de neutrdfilos Ly-6G*, macréfagos CD11b*F4/80%, células T CD4* e CD8* T e
células NK1.1*, respectivamente, foram determinadas baseadas neste gate.
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Na literatura ja existem dados demonstrando que existe a relagdo causal entre
infeccd@o pré-natal pelo ZIKV e sérias anormalidades cerebrais. A presenga desse virus
ja foi detectada no cérebro de um feto microceféalico, e estudos mostraram que 0 mesmo
atenua o crescimento de neuroesferas e organdides cerebrais, além de induzir
patologias cerebrais em fetos de camundongos. Mas Lum e cols. (2017) se perguntaram
se esses modelos ja publicados, seriam bons modelos para infeccdo em diferentes tipos
celulares cerebrais de fetos humanos. Eles desenvolveram um estudo para buscar
evidéncias diretas da infeccdo pelo Zika virus nos tecidos fetais cerebrais humanos,
especialmente em células hematopoiéticas como a micréglia (células fagocitarias do
coértex cerebral).

Foram utilizadas amostras cerebrais de nove fetos de gravidez interrompida (14 a
24 semanas) para a imunofenotipagem de micréglias e CMSPs de outros doadores para
o isolamento de mondcitos por beads e macrofagos derivados de mondcitos (MDMs). O
virus foi do surto de 2013 da Polinésia Francesa. Eles empregaram a marcacgao
intracelular de citocinas (ICS), para determinar se as células microgliais de cérebros de
fetos humanos séo alvo da infeccdo pelo ZIKV; e se as células fagocitarias da periferia
seriam susceptiveis a infeccdo pelo ZIKV (macréfagos e mondécitos de CMSPs).

A deteccdo do antigeno do ZIKV foi realizada por marcagao intracelular indireta
em dois passos. As células foram fixadas e permeabilizadas para a marcagdo com o
anticorpo primario monoclonal 4G2 (anti-proteina de envelope do virus), seguido do
anticorpo secundario anti-IgG conjugado ao fluorocromo Alexa Fluor 488. A marcacao
de superficie foi realizada com PE-Cy7 CD45 e APC CX3CR1 para a imunofenotipagem
das células microgliais, CD14 para os mondcitos, e as células mortas foram excluidas
da andlise através da utilizacdo do marcador de viabilidade LIVE/DEAD Aqua.

A andlise da infeccdo viral das células totais do cérebro por citometria de fluxo
mostrou que a extensdo da infeccdo variou muito entre os doadores (Figura 4.15A).
Uma analise posterior revelou que antigenos de ZIKV foram detectados em larga escala
em células hematopoiéticas CD45* e ndo na populagdo CD45 (Figura 4.15.B).
Analisando as células CD45", eles observaram que a populacédo CDA45 intermediaria e

CX3CR1*, fenotipo das micréglias, foram infectadas com o virus (Figura 4.15.C).

101



Capitulo 4. Citometria de fluxo aplicada ao estudo das doengas infecto-parasitarias

>

w

CD45- cells

CD45+ cells

O

o 3
2 2
£ ’
] -
E° E 25
20+ ®
E 3 :“;’ 15+
- H
e £ S
€ 2 N 10+
£ ] 5 B °
= ] g’ - -
E i — E ° L ] b
N Jy . -
CD45- cells CD45+ cells
40- 40m=
35+ 35+ °
30+ 30+
N ] - . °
] ] e 525 5 25
= 3 [\ s g 204 z 201 o
g o i [ H‘t—' N s N 5+
7] 3 2 =
# 10 10 B
i °
- 5+ oe® 5 ®
0
N w! t w*
ZIKV Ag
CD45intCX3CR1+ Microglia
o ]
[ xon
] 1 CX3CR1+
i 384 ZIKY Ag+
] wd ] 112
= 1
x‘_" "3 A e Microglia
o sk - 40=
AT
= S i % e 36+ °
* a |,; s !Js
) 30+
aan t
g ] q 254
- 3 CXICR1+ o S 204
[} ] 56,3 ZIKV Ag+ =
2 ok < 2 13.3 N5
= 1 ES [
- word] w . 10~ 0
> ]
< o el 6m °
N | 4 y Y. FE—
"o T ey R v
o 1 a® a 12 ' e
CXICR1 ZIKV Ag

Figura 4.15 - Infeccdo pelo Zika virus em células humanas cerebrais de fetos. Células foram
infectadas com ZIKV (multiplicidade de infec¢do = 10). (A) Plot representativo da quantidade de
antigeno E de ZIKV (Ag+) nas células vivas, e grafico da distribuicdo dos doadores de acordo
com a porcentagem de células infectadas. Infec¢éo pelo Zika virus em células humanas cerebrais
de fetos. Células foram infectadas com ZIKV (multiplicidade de infeccdo = 10). (B) Plots
representativos ilustrando a quantidade de antigeno E de ZIKV detectado em células vivas CD45-
e CD45*. Gréafico de células CD45 e CD45* ZIKV Ag* de 7 doadores. (C) Dot plots
representativos ilustrando a quantidade de antigeno E de ZIKV em células microgliais vivas. As
micréglias foram identificadas como CD45 intermediaria e CX3CR1*. Grafico de células
microgliais infectadas com ZIKV de 6 doadores.
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Sabendo que as microglias sdo os macrofagos residentes do cérebro, e podem
ser infectadas pelo Zika virus, o proximo passo foi investigar a susceptibilidade das
células fagocitéarias da periferia, e para tanto, a infeccdo de mondcitos e macréfagos
derivados de monécitos (MDMs) foi realizada. Foram observados altos niveis de
infeccdo em mondcitos e macréfagos derivados de mondcitos apés 72 horas de
infeccdo. A infeccdo da micrdglia poderia induzir altos niveis de inflamacdo, o que
poderia ser prejudicial para o feto. A neuroinflamacéo local e a disseminacao viral no
parénquima, poderia resultar em morte dos neurbnios em desenvolvimento, em

particular no cortex, e levar a alteragdes neurologicas e microcefalia.

4.5 Virus vacinal da febre amarela 17DD

O virus da febre amarela pertence ao género Flavivirus e familia Flaviviridade. O
seu genoma é constituido de RNA de fita simples ndo segmentado, polaridade positiva,
com cerca de 11 kilobases de comprimento. A febre amarela € uma doenca infecciosa
nao contagiosa, cujo o agente etioldgico é o virus da febre amarela (VFA), sendo esta
endémica em regides tropicais da Africa e América do Sul (Staples et al., 2008). O virus
da doencga pode se manter em um ciclo urbano simples ou em um ciclo silvestre mais
complexo, onde primatas ndo humanos (PNHs) atuam como hospedeiros
amplificadores. No Brasil, no primeiro caso a transmissdo é feita geralmente por
mosquitos do género Aedes, ja no segundo, 0s vetores da doenca sdo mosquitos do
género Haemagogus e Sabethes (Vasconcelos, 2003; Montath & Vasconcelos, 2015).

A ultima grande epidemia urbana no Brasil ocorreu em 1929, na cidade do Rio de
Janeiro. Em 1930, com a introdugéo da vacina 17D e campanhas para erradicagdo do
Aedes aegypti, epidemias urbanas diminuiram drasticamente e os focos passaram a ser
confinados apenas em areas silvestres em algumas regides do pais. Os ultimos casos
foram registrados em 1942, no estado do Acre (Staples et al., 2008; Vasconcelos, 2010).
No entanto, eventualmente a febre amarela de ciclo silvestre reemerge no Brasil,
ocasionando surtos que variam em magnitude e extensdo. Na regido sudeste do Brasil,
a doenca silvestre reemergiu em 2016, e se estende até o ano presente de 2018,
culminando em um surto com um numero de casos alarmante. Com isso, foram
impactadas populagbes de primatas ndo-humanos e humanos, principalmente nos
estados de Minas gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo e Rio de Janeiro, culminando em
723 casos humanos confirmados, com 237 6bitos no no periodo de 1° julho de 2017 a
28 de fevereiro deste ano de 2018 (Ministério da Saude, 2018).
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A vacina de virus atenuado da febre amarela 17D € derivada de uma cepa africana
selvagem denominada Asibi (paciente), e as subcepas utilizadas como vacinas séo a
17D-213, 17D-204, 17DD (utilizada no Brasil). A vacina € obtida por atenuacao do virus
pelo cultivo do mesmo em ovos de galinha embrionados livres de germes patogénicos,
e é produzida desde 1937; primeiro pelo Instituto Oswaldo Cruz (IOC) e depois por Bio-
Manguinhos/Fiocruz. A vacina contra febre amarela é considerada uma das mais
eficazes vacinas desenvolvidas até hoje. O mecanismo de inducao da resposta imune
pela vacina tem sido intensamente estudado e evidéncias apontam para a importancia
de uma forte estimulacdo da resposta imune inata como responsavel pela inducéo da
robusta resposta imune adaptativa humoral e celular (Pulendran, 2009).

RegulagBes internacionais recomendavam uma dose boost da vacina apds 10
anos de vacinacdo, mas em maio de 2012, um Grupo Consultor Estratégico de
Especialistas da Organizacao Mundial de Saude, prop6s que a revacinacao a cada 10
anos poderia ndo ser necessaria, ja que a imunidade de longa vida poderia ser induzida
na maioria dos individuos. A caracterizacdo da resposta imune apds a primeira
imunizacdo poderia prover mais evidéncias de que a dose Unica seria suficiente,
induzindo uma resposta imune celular e humoral robusta.

Wieten e cols. (2016) realizaram essa caracteriza¢cdo da resposta imune, com o
objetivo de avaliar o efeito de booster na resposta T CD8" FA-especifica de longo
periodo e a resposta de anticorpos neutralizantes, comparando a frequéncia e
propriedades funcionais das células T CD8" febre amarela-especificas ap6s dose Unica
versus booster. As CMSPs e soro de 6 individuos nos dias 0 (antes da vacinagéo), 3, 5,
12, 28 e 180 foram coletados (estudo prospectivo), e esses receberam a vacina
Stamaril, da Sanofi Pasteur MSD, Bélgica. E coletaram de 99 individuos com mais de
10 anos poés-vacinacao (estudo retrospectivo), que receberam a vacina Stamaril vaccine
ou Arilvax da Novartis, Reino Unido. Caracteristicas fenotipicas das células T CD8*
febre amarela-tetramero* foram determinadas utilizando tetra@meros de classe |.

Tetrameros s&o quatro moléculas de MHC (camundongos) ou HLA (humanos)
biotiniladas ligadas a estreptavidina tetravalente. A tetramerizacdo aumenta a avidez de
ligacdo do complexo HLA/peptideo ao receptor de células T (TCR), permitindo a
deteccdo antigeno-especifica. Foram construidos para esse estudo; tetrameros de
moléculas HLA-B35 apresentando epitopos da proteina de febre amarela NS2b, HLA-
B27 com NS3, HLA-A02 com NS4a e NS4b, e HLA-BO7 com NS5.

Para a determinacao do fenétipo e frequéncia das células T CD8* febre amarela-

especificas, dos 6 individuos dose Unica por citometria de fluxo, foram utilizados os
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marcadores de superficie anti-CD3, CD8, CD45RA, CD127, e os marcadores de
moléculas intracelulares anti-granzima B, anti-granzima K, anti-Ki67 (marcador de
proliferacdo), anti-T-bet e anti-Eomes. A granzima K é expressa por células em estagio
precoce de diferenciacdo, enquanto que a granzima B; por células efetoras e de
memoaria. O perfil funcional das células T CD8* antigeno-especificas pode ser predito
combinando o fendtipo e a expresséao de T-bet e Eomes.

Células T CD3*CD8*tetramero* foram detectadas pela 12 vez nos 6 individuos do
estudo prospectivo, no dia 12 pés-vacinacao (Figura 4.16A). Em acordo com estudos
anteriores que demonstraram que NS4b é um epitopo imuno-dominante, no dia 28 po6s-
vacinagao, células T CD8" contra NS4b 214-222 estavam presentes em frequéncia mais

alta que contra outros epitopos (Figura 4.16B).
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Figura 4.16 - Frequéncia de células T CD8* febre amarela tetramero+ em 6 individuos vacinados
com dose Unica (prime). O individuo #10 possuia 2 tetrdmeros compativeis com os tipos de HLA,
e por isso sdo mostradas 7 linhas no grafico. (A) Dot plots representativos de doador. (B)
Frequéncia de células T CD8+ febre amarela tetrAmero+ expressadas em porcentagem de
células T CD8+ febre amarela tetramero+ contra epitopos de NS2b, NS4b e NS5 em individuos
HLA-B35, HLA-A02 e HLA-BO7 nos dias 0, 3, 12, 28 e 180 dias pés-vacinacéo.

O feno6tipo predominante observado no dia 12 pés-vacinacédo foi de CD45RA

CD27*, células T CD8" efetoras, enquanto que no dia 28 foi o fenétipo de memoria
efetora CD45RA*CD27, e no dia 180 o de memoria efetora CD45RA*CD27 e
CD45RA*CD27* naive-like (Figura 4.17A). Essa populacdo naive-like foi avaliada
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através da andlise do perfil transcricional e expressdo de moléculas citotdxicas;
granzima K e B. O perfil do mRNA de células naive-like T CD8" FA-especificas mostrou
que essa populacdo era diferente da naive genuina e que era semelhante a células
tronco. De fato, células T CD8" FA tetrdmero-especificas CD27*CD45RA* mostraram
baixa expressdo de granzimas B e K, semelhantes a células naive, mas eram CD28""
e somente 50% expressavam CCR7, confirmando que essa populacgao ja havia entrado
em contato com antigenos, e pode ter re-expressado CD45RA.

Algum tempo pés-vacinacgao, as células T CD8* febre amarela tetrAmero* sao virus-
especificas potencialmente citotoxicas em estagios diferentes de diferenciac¢éo, variando
a expressao de granzima B e K. Células T CD8* duplo-positivas para essas granzimas
representam formas transicionais de GrB-/GrK+ para GrB+/GrK- (diferenciagéo inicial
para a tardia). Para avaliar se as células T CD8" febre amarela tetramero+ no dia 180
pés-vacinacdo sao potencialmente citotoxicas, as expressoes de granzima B e K foram
determinadas. A expressao dessas caiu com o tempo ap0Os dose Unica da vacina. Apés
um declinio inicial em porcentagem das células que expressam granzima K do dia 12 ao
28, a porcentagem das células expressando granzima K aumentou no dia 180. Em
contraste, a expressdo de granzima B por essas células, permaneceu estavel com o
tempo. E células duplo positivas para essas granzimas tenderam a ser maior em
porcentagem no dia 12 e diminuiram no dia 180 (Figura 4.17B).

Para avaliar a persisténcia das células T CD8* FA tetramero-especificas, pela
capacidade de se auto-renovar (proliferagdo), foi utilizado o marcador Ki67 (Figura
4.17C). No dia 12 pos-vacinagéo foi observada alta proliferacéo celular (96%); no dia 28
houve declinio em 3 doadores e no dia 180 houve aumento na frequéncia em 3 doadores
e 3 permaneceram constantes. Concluiu-se, portanto, que as células T CD8" FA-
tetrdmero* mantém o potencial citotoxico, sdo polifuncionais e passam por proliferacao

homeostética até pelo menos 180 dias pos-vacinacgéo (Figura 4.17C).
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Figura 4.17 - Andlise longitudinal do fendétipo das células T CD8* febre amarela tetrdmero* nos
dias 12, 28 e 180 em individuos vacinados com dose Unica. (A) Dot plot representativo de doador.
Em cinza, células T CD8* total e em preto, células febre amarela-tetramero*. (B) e (C)
Porcentagens de células tetramero+ expressando CD45RA, CD27, granzima K, granzima B e
Ki67 (um doador possuia 2 tipos de HLA compativeis). Comparacdes foram realizadas com o
teste pareado de Wilcoxon Rank. Ns = ndo-significativo.

Células virus-especificas que possuem o mesmo fendtipo, podem apresentar
expressoOes diferentes de fatores de transcricdo. T-bet e Eomes, (fatores de transcricdo
T-box) controlam a expressao de proteinas envolvidas na funcéo efetora e homeostase.
Nesse contexto, células com alta expressdo de T-bet sdo terminais em relagdo a
diferenciacdo e Eomes esta relacionado a longevidade das células de memoria.

Com o objetivo de investigar o potencial de memaria ou efetor das células T CD8*
FA-tetrAmero* no Ultimo ponto pés-vacinacao (dia 180), a expresséo da razdo de Eomes
e T-bet foi determinada (Figura 4.18A). No dia 28 ap6s uma Unica dose, foi observada
uma tendéncia ao aumento da razdo T-bet:Eomes, comparado aos dias 12 e 180 (Figura

4.18B). Quando as células T CD8" FA tetramero* foram separadas de acordo com o

107



Capitulo 4. Citometria de fluxo aplicada ao estudo das doengas infecto-parasitarias

fendtipo, divididas pela expressdo de CD45RA e CD27, uma tendéncia semelhante na
raz&o T-bet: Eomes foi observada com o tempo (Figura 4.18C).

No dia 180, na populacdo de células total assim como em diferentes subsets, a
expressao de Eomes tendeu a prevalecer acima da de T-bet, sugerindo a capacidade
potencial para a manutencdo de longa vida das células memdéria. Finalmente foi
investigada a associacdo entre T-bet e Eomes e granzima B e K, respectivamente. A
diferenciacdo em direcdo ao fendtipo CD27 negativo € acompanhado com ganho em
toxicidade/granzima B e estégio inicial de diferenciacéo de células T é associado com a
upregulation de granzima K. A expressao de T-bet se correlaciona positivamente com a
expressdo de granzima B e a expressdo de Eomes com a expressao de granzima k
(Figura 4.18D).
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Figura 4.18 - Analise longitudinal da expresséo de T-bet e Eomes em individuos vacinados com
dose Unica. Dot plots representativos de doador. Células T CD8* total em cinza e T CD8* febre
amarela-tetramero* em preto. (B) e (C) Razéo de T-bet:Eomes nos dias 12, 28 e 180 nas células
e T CD8" tetramero®. (D) Correlacdo da expresséo de granzima K e Eomes, e da expresséo de
granzima B e T-bet nos dias 12, 28 e 180 depois da vacinacéo.
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Para avaliar se a vacinacdo booster leva ao aumento da frequéncia ou
diferenciacédo do padrdo das células T CD8" febre amarela-tetramero*, a porcentagem
dessas células em 13 individuos que receberam vacina¢do de dose Unica no passado
(tempo médio desde a vacinacdo,10 anos) foi comparada a de 7 individuos que
receberam 1 ou 2 boosters durante toda a vida (tempo médio desde o ultimo booster, 6
anos). A porcentagem das células T CD8" febre amarela-tetrdmero* no grupo que
recebeu booster foi comparavel a frequéncia dessas células nos individuos que
receberam apenas uma dose. As caracteristicas fenotipicas das células T CD8" febre
amarela-tetrdamero* (CD45RA*CD27:, CD45RACD27*, CD45RA*CD27*) nos individuos
gue receberam dose Unica e booster foram comparaveis. Por isso, a frequéncia ou o
fendtipo dessas células ndo séo influenciados por mdltiplas vacinac¢des (Figura 4.19).
Em relacdo a andlise de anticorpos neutralizantes, a concentragdo diminui com o tempo
de vacinagdo e com a idade do individuo vacinado. Entretanto, 90% dos individuos
apresentaram NAbs acima do limiar de protecdo, mesmo depois de 35 anos de
vacinacdo, e uma dose de refor¢co ndo resultou em maiores titulos de anticorpos em

relacéo a dose Unica.
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Figura 4.19 - Porcentagens das células T CD8* febre amarela-tetrdmero* ao longo do tempo em
13 individuos que receberam vacina¢do dose Unica e que 11 eram HLA-A02, 2 HLA-B27, 1 HLA-
B35 e 1 HLA-BO7 (2 doadores possuiam 2 tipos de HLA compativeis com reatividade de
tetrdmero). Sete doadores, 3 HLA-A02, 2 HLA-BO7 e 2 HLA-B35 receberam vacinacdo booster.
No eixo X, nimero de anos desde a Ultima vacinac@o até a coleta de CMSPs. No eixo Y, a
porcentagem das células T CD8* febre amarela-tetramero*. Em preto, individuos com dose Unica;
vermelho com boosters. Em 4 doadores as células T CD8* febre amarela-tetramero* s6 foram
detectadas apos expansdao in vitro por cultura durante 9 dias na presenca de IL-2 e pool de
peptideos de febre amarela. Analise de correlagdo entre T CD8* febre amarela-tetramero* de
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individuos HLA-AO2 de dose Unica e tempo desde a Ultima vacinacdo mostrou correlacéo
negativa significante (r = -0.76, p = 0.0086, Spearman’s Rank Correlation Coefficient).

4.6. Hanseniase

A hanseniase € uma doenca infecciosa com histérico milenar e de curso crénico.
O agente infeccioso, o Mycobacterium leprae (M. leprae), é capaz de infectar células de
Schawnn causando danos, muitas vezes irreversiveis, aos nervos periféricos. O bacilo
ainda é responsavel por acometer macrofagos, o endotélio vascular e células da pele
(Gallo et al., 2013). A infeccéo pelo M. leprae leva a danos neuroldgicos que resultam
em acometimento sistémico e no aparecimento de lesdes de pele com diminuicdo de
sensibilidade (Scollard et al., 2006).

De modo geral, a infecgdo € iniciada apos a aderéncia do M. leprae em células
da mucosa, das vias aéreas superiores, em individuos geneticamente susceptiveis.
Apos o desenvolvimento da doenca, os pacientes podem apresentar diferentes formas
clinicas, de acordo com a resposta imune ao patégeno, sendo agrupados em pauci-
(PB) ou multibacilares (MB), segundo a classificacdo do Ministério Saude (Gallo et al.,
2013).

O M. leprae é um patdgeno dificil de ser estudado, fatores como o seu longo
periodo de incubagéo/geragéo, associado a ndo divisdo in vitro, torna um grande desafio
a compreensao de sua fisiologia e de mecanismos envolvidos na infec¢éo e no curso
da doenca (Diorio, 2014).

Cerca de 50% dos pacientes com hanseniase desenvolvem os episédios
reacionais, que sdo originados a partir da reagudizacao da reposta inflamatéria (Nery et
al., 1998; Walker et al., 2015). Esse quadro clinico é dividido em dois espectros, que
podem acometer o paciente em qualquer momento do tratamento. A reagéo tipo 1 (RT1),
gue pode acometer o paciente de todas formas clinicas e o seu principal efeito é o dano
neural. Ja a reacao de tipo 2 (RT2), acomete os pacientes multibacilares de forma
sistémica e é a principal causa de internacdes/ morte da doenga (Nery et al., 2015).

Diversos grupos de pesquisa buscam entender os mecanismos envolvidos na
génese/manutencéo dos episédios reacionais, além dos fatores que diferenciam os dois
quadros clinicos. O maior entedimento do perfil celular envolvido nos processos
reacionais é crucial, visto que até o momento, ndo ha um biomarcador preditivo para ser
correlacionado com abertura dos episodios. Desta forma, trabalhos caracterizam

fenotipica e funcionalmente as células imunoldgicas e as suas subpopulacgdes,
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provenientes do sangue periférico, visando encontrar um marcador preditivo, reduzindo
o sofrimento do paciente.

Os linfocitos T reguladores (Treg) sdo um grupo de células associadas a
supressdo de respostas exacerbadas no contexto de diversas doencas autoimunes e
infecciosas. Para elucidar a participacdo destas células na génese dos episédios
reacionais, foram estudados 55 individuos distribuidos em pacientes lepromatosos (n=
10) e boderline lepromatosos (n= 10), recém diagnosticados e nao tratados; pacientes
com RT1 (n= 10) e RT2 (n= 10) ademais, foram estudados 15 voluntarios sadios
residentes em area endémica para a hanseniase (Castro, 2018; Santos, 2018)

A frequéncia dessas células foi avaliada de modo ex vivo e a funcionalidade in
vitro, através de células produtoras de IL-10 e TGF-B, por citometria de fluxo
multiparamétrica. Os resultados mostraram que as Treg CD4*TGF-B* e Treg CD8"TGF-
B* participam na manutencéo da supresséo dos pacientes lepromatosos e a modulagéo
negativa dessas células atua de forma crucial na reagudizacao da resposta imunolégica,
ocasionando a abertura da RT2 (Castro, 2018). J4 na RT1, esse fendbmeno ocorre em
detrimento da variagéo na frequéncia das Treg CD4*IL-10", Treg CD4*TGF-B* e Treg
CD8'TGF-B* (Santos, 2018). Comparando os dois quadros reacionais, foram
observadas diferencas na frequéncia de Treg CD4"IL-10%, Treg CD8*IL-10*,Treg CD8*IL-
10"

Outros trabalhos buscaram entender o balango dos linfécitos de memaoria CD4*
e CD8* produtores IFN-y, TNF e IL-10, durante a abertura dos episddios reacionais.
Para tal, foram selecionaodos individuos, dentro do escolpo dos trabalhos anteriormente
citados, para avaliagdo das células mononucleares de sangue periférico. Os resultados
revelaram a participacdo dos linfécitos T CD8*TNF* de memodria na abertura da RT2
(Silva, 2019). Entretanto, nos pacientes com RT1 foi observado maior frequéncia de
linféticos T efetores CD4*IFN-y*, células naive e efetoras com o perfil CD8*IFN-y* (Dos
Santos, 2016).

Desta maneira, é possivel perceber que os quadros reacionais sdo gerados por
gatilhos imunoldgicos distintos. Por isso, é imprescindivel que novos estudos

comparativos possam ser realizados para que haja a melhora na satde do paciente.
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CAPITULO 5. CELL SORTING POR CITOMETRIA DE FLUXO -
PRINCIPIOS E APLICACOES

Thaize Quiroga e Raquel Ferraz

A citometria de fluxo tem como principal aplicacdo a aquisicdo e a analise de
células, além de prover informacdes acerca das caracteristicas fisicas, quimicas e
biolégicas destas células, como ja visto nos capitulos anteriores. Os citbmetros de fluxo
que possuem esta capacidade sdo chamados de citbmetros analisadores. Além deste
recurso, alguns citbmetros possuem uma configuracdo particular e um sistema
especifico que permitem a separacdo de populagdes celulares puras e homogéneas, a
partir de uma amostra heterogénea, de acordo com critérios biolégicos predefinidos.
Estas populagfes purificadas se tornam, entdo, disponiveis para diversas aplicagbes
como avalicdes genéticas e ensaios funcionais. Sendo assim a purificagdo celular ou
cell sorting se tornou uma ferramenta poderosa para isolar de forma precisa populagdes
celulares, baseando-se na analise de suas caracteristicas biolégicas, a partir de uma
amostra heterogénea. Este processo citofluorimétrico é conhecido como Flow Sorting
ou Cell Sorting e os citbmetros de fluxo capazes de realizar este processo sdo

chamados de Cell Sorters.

5.1 Principios

Existem diversas maneiras de isolar uma determinada populacdo celular, a
metodologia pode variar de acordo com o tipo celular e frequéncia da populacdo
desejada. Atualmente, as metodologias mais eficazes e utilizadas para purificagéo de
células séo: a separacdo por citometria de fluxo (FACS - fluorescent-activated ell
sorting) e por microesferas magnéticas (MACS — magnetic activated cell sorting).

O cell sorting por microesferas magnéticas € uma metodologia simples, rapida e
bastante eficiente para separar populacdes celulares que possuem uma frequéncia mais
alta, ndo sendo tao eficiente para separar populacées mais raras. A separacao por essa
metodologia é mais apropriada quando vocé deseja isolar uma populacdo de acordo
Ccom apenas um ou poucos critérios de separacao ou caracteristicas. Devido a esse fato
muitas vezes quando a populacéo-alvo é rara (como por exemplo uma célula dendritica

plasmocitoide — pDCs - no sangue periférico) a separacao por citometria de fluxo é mais
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indicada. Muitas vezes, para auxiliar na separac¢éo destas populac¢des raras é feita uma
etapa de enriguecimento, podendo ser feita com o kit de separagdo magnética por ser
mais rapida, e posteriormente a separacdo da populagdo-alvo pode ser feita por
citometria de fluxo. No exemplo das pDCs, pode-se a partir das células mononucleares
de sangue periférico (CMSPs) purificar a populacao total de DCs por MACS (etapa de
enriguecimento) e a partir das DCs purificadas, pode-se isolar as pDCs por FCCS.

O principio da separacdo por microesferas magnéticas é bem simples, o qual as
células em suspensdo sdo colocadas em contato com anticorpos monoclonais
especificos para determinada(s) populacao(des) acoplados a microesferas de ferro.
Apbs essa etapa a suspensao de células é colocada em contato com um ima, onde as

células que se ligaram aos anticorpos séo atraidas pelo ima (Figura 5.1).

Sobrenadante_~

~

Ressuspensao

Figura 5.1 - Esquema representativo de separacdo de células por beads magnéticas

Neste capitulo, iremos focar na separacdo células por citometria de fluxo.
Primeiramente, antes de iniciar o processo de Cell Sorting, € necessario a aquisi¢éo e
analise da amostra, onde se defini, através de dot plots e/ou histogramas, as regides de
interesse (gates) para selecionar a(s) populacdo(des) celular(es) que desejamos
purificar. Por exemplo, se queremos separa as duas subpopulagdes de linfécitos T CD4*
e T CD8*, primeiramente vamos adquirir amostra marcada com anti-CD4 e anti-CD8
acoplados a fluorocromos distintos para a escolha das popula¢des de interesse (Figura
5.2).
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Figura 5.2 - Linfécitos humanos marcados com anticorpos anti-CD8-PC5 e anti-CD4-Alexa 750.
(A) Dot plot de morfologia (tamanho — FSC vs granulosidade — SSC), ao qual a populacédo de
linfécitos foi selecionada (gate A); (B) e (C) Histogramas de CD8-PC5 e CD4-Alexa 750 onde as
regides B e C representam as popula¢des positivas para CD8 e CD4, respectivamente, dentro
da populacao de linfécitos (gate A); (D) Dot plot de CD8 vs. CD4, onde o gate E representa a
populacdo CD4* e o gate F a populagdo CD8*. Os gates E e F contém as popula¢des celulares
escolhidas para a purificagéo.

Apés a escolha da populacao a ser purificada, o processo de Cell Sorting se inicia
e as células escolhidas serdo direcionadas para tubos ou placas de cultivo de varios
tipos contendo meio apropriado. Resumidamente, um dos principios iniciais para a
realizacdo do cell sorting € o emprego de uma vibragdo na camara de fluxo (Flow Cell),
levando o fluxo continuo de salina a se “quebrar” em gotas (droplets), onde cada gota
deve conter uma Unica célula. A frequéncia e a amplitude desta vibracéo séo definidas
pelo operador do equipamento, seguindo critérios de calibracdo pré-estabelecidos,
visando uma pureza absoluta apds o processo de purificacdo. Assim, a célula no interior
de cada gota é interceptada pelo LASER, suas caracteristicas morfoldgicas e as
fluorescéncias sdo emitidas para os foto-sensores, que por sua vez enviam pontos
eletrénicos para o computador. Critérios de sorting sdo definidos no software de
aquisicdo, baseado nos gates criados nos dot plots e histogramas, de modo a selecionar

a(s) populacdo(cdes) a ser(em) purificadas. Essas informacfes sédo reenviadas para a
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flow cell, aonde a mesma recebe uma carga elétrica, transferindo-a para a gota que
contem a célula que preenche o critério definido para a separacdo. E importante
salientar que, de fato, é a gota contendo a célula que é separada. Assim, por
carreamento de elétrons, a gota selecionada recebe uma carga positiva ou negativa,
dependendo do critério de selecao pré-estabelecido no software. No nosso exemplo,
aonde as duas subpopulacdes de linfocitos T CD4* e CD8* séo purificadas, cada gota
contendo uma destas células (ex. LT CD4") recebe uma carga positiva e outra gota
contendo a outra célula (ex. LT CD8") recebe uma carga negativa. Continuando, o fluxo
continuo de gotas, passa por duas placas defletoras energizadas (4000 volts) e as gotas
entdo serdo atraidas pela placa defletora com carga elétrica contraria a da gota, de
forma que as gotas carregadas, ao invés de seguir o fluxo de liquido continuo do
eguipamento, sdo defletidas, levando-as a cairem em tubos contendo meio préprio para
o recebimento destas células (Figura 5.3).

Devido ao tempo necessario entre a interceptacdo da célula pelo LASER, a ida
destas informag6es ao computador e a volta para o correto carreamento elétrico de cada
gota, tem-se como objetivo principal para a calibragéo do citdbmetro de fluxo, a definicdo
do drop delay. Para isso, deve-se ajustar o0 equipamento quanto a distancia precisa entre
a primeira gota a ser formada e a flow cell; a distancia entre as gotas de forma que cada
uma contenha uma Unica célula ao ser interceptada pelo LASER; e o tempo correto que
cada gota deve levar entre a flow cell e a placa de carreamento, visando sempre atingir
100% de pureza de eficiéncia na separacdo homogénea das populacdes celulares. A
eficacia do processo pode ser conferida pela prépria citometria de fluxo, através de nova
aquisicao das células isoladas, as quais devem ser positivas somente para o parametro
gue foi selecionado. Entdo, no nosso exemplo apés todo o processo de separacdo
teremos um tubo contendo somente células CD8" e outro contendo células CD4*
(Figura 5.4).
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Figura 5.3 - Esquema representativo de um cell sorting.
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Figura 5.4 - Células p0s sorting, onde a primeira linha representa as células CD8* e a segunda
linha representam as células CD4*. A primeira coluna mostrando Dot plot de morfologia
(Tamanho - FSC vs Granulosidade - SSC) da populacédo de linfécitos (gate A). A segunda e
terceira colunas mostrando Histogramas de CD8-PC5 e CD4-Alexa 750 onde as regides B e C
representam as populacdes CD8* e CD4*, respectivamente, dentro da populacéo de linfécitos
(gate A). A quarta coluna mostrando Dot plot de CD8 vs CD4, onde o gate E representa a
populacao purificada CD4* e o gate F a populacdo purificada CD8*.
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5.2 Aplicagdes do cell sorting por citometria de fluxo

Existem diversas aplicac6es para o cell sorting, tanto na pesquisa basica quando
na clinica. Apds a obtencdo de uma amostra homogénea, vidvel e podendo até mesmo
estar estéril essas células podem ser usadas em diversos ensaios como ensaios
funcionais; selecdo de células progenitoras (CD34*) em busca de células-tronco
pluripotentes; selecdo células transfectadas com um marcador de expressdo, como a
Green Fluorescence Protein (GFP), entre outros.

Na clinica, hoje o sorting é utilizado no teste pré-transplante renal, conhecido como
crossmatch, teste de reatividade cruzada ou compatibilidade cruzada, muito utilizado
para determinar o grau de compatibilidade entre receptor e doador em um transplante
renal. Esse teste determina se o paciente que receberd um transplante possui
anticorpos que reagem especificamente com as células do seu doador. O teste pesquisa
no plasma do receptor a presenca de reatividade apenas contra células particulares do
doador (tipicamente linfocitos B e T). Ele mescla o plasma do receptor com linfocitos T
e/ou B do doador, separados previamente por citometria de fluxo. Apds incubacao,
durante a qual deve ocorrer a formacao de complexos antigeno-anticorpo (se no soro
houver a presenca de anticorpos anti-HLA), adiciona-se ao sistema, uma fonte de
complemento, que provoca a lise de linfécitos reconhecidos pelos anticorpos, sendo
assim uma compatibilidade cruzada positiva. Tal lise indica que o doador ndo é
apropriado para aquele receptor, o que, caso a cirurgia seja realizada, pode acarretar

numa rejeicdo aguda do receptor, podendo levar o paciente ao ébito.

5.2.1 Sexagem de sémem

A sexagem de sémem por citometria de fluxo é feita pela separacdo de
espermatozoides portadores do cromossomo X e Y em duas subpopulacdes purificadas,
baseado no conteddo de DNA celular. Esse método mensura a quantidade de DNA de
cada célula espermatica pela fluorescéncia emitida pelo corante Hoechst 33342, que é
um corante que se liga ao DNA (Figura 5.5). Para aferir a viabilidade dos
espermatozoides é utilizado o FD&C Red N° 40 que funciona com um quencher da
marcacao do Hoechst 33342, o qual as células nao viaveis, aparecem como negativas

para a marcacdo com Hoechst 33342.
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Figura 5.5 - llustracdo de um histograma tipico de citometria de fluxo de esperma.

Hoechst 33342

O sémen sexado se tornou comercialmente disponivel em 2006, utilizando-se o
método de citometria de fluxo para a separacédo de células. Até os dias de hoje, nenhum
outro método provou ser eficaz para este fim. A separagéo dos espermatozoides para a
producdo de machos (cromossomo Y) ou fémeas (cromossomo X) € possivel devido a
diferenca no contetddo de DNA dessas células (o espermatozoide que gera fémea
possui 4% mais material genético que o espermatozoide que gera macho).

Com o uso da citometria de fluxo para separacdo de células € possivel separar 0s
dois tipos de espermatozoides com alta confiabilidade. Mamiferos produzem sémen de
forma que 50% dos espermatozoides carregam o cromossomo X e 50% carregam 0O
cromossomo Y. Muitas diferencas teoricas entre o espermatozoide X e Y tém sido
sugeridas (por exemplo, diferencas de tamanho, peso e densidade, dentre outras).
Entretanto, essas diferencas sdo tdo pequenas que atualmente é impossivel medir a
maioria deles de forma precisa. Assim sendo, 0s espermatozoides séo, na pratica,
idénticos quanto ao tamanho, peso, velocidade, etc. Essa técnica tem sem mostrado
eficaz para a sexagem de sémem bovino, com pureza acima de 90% para 0 Sexo
desejado. Entretanto, a sexagem de sémem por citometria de fluxo ainda é um desafio
para outras espécies devido a menor diferenca entre a quantidade de DNA presente nos

cromossomos X e Y em cada uma dessas espécies (Figura 5.6).
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Figura 5.6 - Histogramas tipicos de sexagem de sémem por citometria de fluxo em diferentes
espeécies.

Para uma melhor eficiéncia na sexagem de sémem, o citbmetro de fluxo
convencional sofreu algumas modificagdes. A principal delas ocorreu na conformacao
estrutural da flow cell tip (ponteira), permitindo uma maior acuracia na avaliacdo do DNA
dos espermatozoides, devido ao fato desta tip forgar os espermatozoides a passarem
somente na orientacdo vertical quando interceptados pelo LASER. Além disso, para
otimizar a captura da fluorescéncia os fotodetectores (PMTs) sdo situados a 0° e 90° do
LASER. Essa mudanca da posicdo dos PMTs auxilia a determinar se os

espermatozoides estéo na orientacdo correta (vertical) e uma mensuracdo mais precisa
do Hoechst 33342. (Figura 5.7)
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Figura 5.7 - Esquema de um citometro-cell sorter modificado para sexagem de sémem,
mostrando que com a modificacdo da ponteira 0os espermatozéides passam sempre na
orientacao vertical. Imagem cedida por Chometon, 2018.

5.2.2 Single Cell Sorting - Clonagem

Em alguns citémetros de fluxo cell sorters é possivel, ainda, separar apenas uma
célula, em um processo chamado de Single Cell Sorting (ou clonagem), muito utilizado
para clonar parasitos para serem cultivados para enriquecimento de acervos das
colecdes parasitarias ou serem utilizados, apés o single cell sorting, em ensaios
funcionais in vitro ou de biologia molecular. Além disso, a clonagem pode ser feita a
partir de células para, por exemplo, producdo de anticorpos monoclonais ou para
ensaios in vitro que vise estudar populagfes celulares oriundas de um clone celular.
Geralmente neste processo, cada célula é direcionada para um pogo de uma placa de
cultivo (96 pocos) e para isso o citdmetro de fluxo deve ter além do suporte especifico
para a placa, permitindo a sua movimentacao para que cada pogo receba a Unica célula
(Figura 5.8), um software especifico para calcular o direcionamento da mesma. A partir
da unica célula depositada no pogo (single cell sorting), clones serdo expandidos e

podem ser submetidos a ensaios funcionais e de biologia molecular.
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Figura 5.8 - Esquema de clonagem por citometria de fluxo. Placa de cultivo em movimento para
gue cada poco receba uma Unica célula. Imagem cedida por Chometon, 2018.
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CAPITULO 6. HISTORICO DA CITOMETRIA DE FLUXO

Alessandro Marins e Raquel Ferraz

6.1 Um breve histérico da Citometria de Fluxo

A histéria da Citometria de Fluxo pode ser contada a partir da invencdo do
microscopio 6tico; seguido dos corantes, que permitiram a visualizacéo de constituintes
celulares; e das substancias fluorescentes acompanhadas do surgimento do
microscopio de fluorescéncia. Porém, a partir da construgéo do primeiro Citdbmetro de
Fluxo Cell Sorter, por Mack Fulwyler (1965), baseado no principio dos contadores
celulares desenvolvidos por Wallace Coulter (1956) e a descoberta da técnica para
producdo de anticorpos monoclonais, por Kohler e Milstein (1975), é que a Citometria
de Fluxo tomou um impulso expressivo dentro de diversas areas de conhecimento.
Ainda, a associacdo de anticorpos monoclonais as substancias fluorescentes
possibilitou uma maior especificidade na identificagdo dos componentes celulares, com
consequente classificagdo mais detalhada das células. Posteriormente, o surgimento de
varios tipos de LASER, o desenvolvimento eletrdnico e da informatica computacional

foram fundamentais para a evolugéo dos citdmetros de fluxo.

Devido ao constante aprimoramento destes equipamentos, atualmente podemos
encontrar no mercado citbmetros de fluxo equipados com até sete LASERS; com cada
vez mais fotosensores, capazes de detectar até 25 comprimentos de onda (25 cores); e
Citdbmetros de Fluxo Cell Sorters, capazes de separar até 6 populacdes celulares
diferentes, permitindo um maior detalhamento das caracteristicas fenotipicas e

funcionas das células, assim como a purificacao das mesmas.

Ao longo dos anos poOde-se perceber a evolucdo das maquinas, cujas
caracteristicas e particularidades se resumem no nimero de LASERs, numero de
fotosensores (e de parametros analisados - cores), software de andlise e capacidade de
realizar cell sorting. Tal evolugédo possui um carater comercial cuja disputa no mercado
se deve principalmente a duas grandes empresas: a Beckman Coulter (antiga Coulter
Eletronics, Inc.) e a Becton & Dickinson (BD), associadas a dois grandes citometristas:

Wallace Coulter e Leonard Herzenberg, respectivamente.

No Brasil, a histéria da Citometria de Fluxo pode ser contada a partir de 1988,

quando o primeiro citbmetro de fluxo a ser importado para o pais — o EPICS 751 da
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Coulter Electronics, Inc. (Figura 6.1), foi instalado no entdo Departamento de
Protozoologia, do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro.

Figura 6.1 - EPICS 751 Cell Sorter da entédo Coulter Electronics, Inc. Primeiro citdmetro de fluxo
instalado no Brasil, em 1988 — 2 LASERS, 4 cores, sorting em duas vias. Dept. de Protozoologia,
I0C, FIOCRUZ, de 1989 a 1999. Foto-cortesia: Alvaro Luiz Bertho.

Desde entéo a citometria de fluxo, devido a suas diversas aplicagdes nas ciéncias
biologicas, apresenta uma crescente demanda de utilizagdo por varios laboratérios
clinicos e de pesquisa em todo o Pais, e por isso houve um aumento consideravel na

aquisicao destes equipamentos.

Na medicina diagnostica, a utilizagdo destes equipamentos aumentou
significantemente a partir de 1992, quando, por determina¢do do Ministério da Saude,
todo laboratério clinico que participasse da rede CD4/HIV deveria possuir um citbmetro
de fluxo para determinar as taxas da relacdo entre linfocitos T CD4" e T CD8" em
pacientes HIV positivos. Além disso, os laboratérios que se prestam a realizar exames
diagnosticos para desordens hematopoiéticas, como leucemias e linfomas, passaram a
utilizar estes equipamentos como ferramenta indispensavel na confirmacgdo clinica
destas enfermidades. Na pesquisa cientifica, o carater multiaplicativo da Citometria de
Fluxo tornou-a a ciéncia de escolha nas avaliacdes fenotipicas e funcionais em
contextos imunoparasitolégicos e de biologia celular. Surgiu entdo a necessidade de
ampliacdo do parque instrumental de diversas instituicoes brasileiras, criando-se, em
muitos casos, Plataformas Multiusuarios de Citometria de Fluxo, nas quais se
concentram alguns equipamentos de modo a oferecer essa tecnologia para a

comunidade cientifica intra e inter-institucional.
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Pensando desta maneira, o IOC/FIOCRUZ RJ investiu ao longo destes 30 anos
no aprimoramento tecnoldgico com aquisicdo de alguns citdmetros de fluxo, tais como:
FACSCalibur, Cyan ADP Analyzer, EPICS XL-MCL Analyzer, MoFlo ASTRIOS Cell
Sorter, Cytoflex, FACSAria Cell Sorter, Accuri C6 Analyzer, FACSCanto, Gallios,
FACSCelesta, FACSMelody e FACSVerse.

Atualmente a FIOCRUZ do Rio de Janeiro possui trés Plataformas de Citometria
de Fluxo:

Plataforma de Citometria de Fluxo do Instituto Oswaldo Cruz — subdividida em dois

Nucleos:

* Nucleo de Analise Celular: com dois citbmetros de fluxo — FACS Calibur (BD)

e Cytoflex S (Beckman Coulter).

* Ndcleo de Purificagdo Celular (Sorting): onde se encontram dois citbmetros
de fluxo: EPICS XL-MCL Analyzer (Beckman Coulter) e MoFlo ASTRIOS Cell

Sorter (Beckman Coulter).

Rede de Plataformas Tecnolégicas da FIOCRUZ — onde se encontra um citbmetro de
fluxo: FACS Aria Cell Sorter (BD).

Além dos equipamentos das plataformas, a FIOCRUZ-RJ ainda possui no seu
parque tecnolégico outros citbmetros de fluxo, como: Accuri C6 Analyzer, FACS Verse,
FACS Canto, FACS Celesta (todos BD Bioscience); CytoFlex (Beckman Coulter)
instalados em laborat6rios do Instituto Oswaldo Cruz (IOC); Gallios Analyzer (Beckman
Coulter) instalado no Instituto Nacional de Infectologia (INI), LSRFortessa (BD) instalado
em Biomanguinhos e um CytoFlow (ParTec) no Instituto Nacional de Controle de
Qualidade (INCQS).

Atualmente, outras empresas vém entrando no mercado da citometria de fluxo,
com a comercializacdo de citbmetros cada vez mais avancados, como a Sony
Biotechnology (SH800Z Cell Sorter), a ThermoFisher Scientific (Attune) e a Cytek
BioSciences (Aurora). Além disso, novas tecnologias, e uma nova abordagem da
citometria de fluxo vém sendo explorada: a citometria de fluxo com imagem (Image Flow
Cytometry) . Esta abordagem agrega recursos de andlise de imagem por microscopia
de fluorescéncia as técnicas de citometria de fluxo. A Merck-Millipore foi pioneira nesta
area e comercializa os Amnis Imaging Flow Cytometers (ImageStream®X e o
FlowSight®), que sdo os primeiros instrumentos a combinar citometria de fluxo e

microscopia, produzindo novos insights sobre a biologia celular.
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