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PREFACIO

A Citometria de Fluxo é uma tecnologia que tem sido aplicada principalmente
nas areas da Imunologia, Hematologia, Imunogenética, Microbiologia, Biologia Marinha,
sendo utilizada em diversas instituicbes de pesquisas e em laboratdrios de medicina
diagnéstica. A evolugcdo e modernizacao da Citometria de Fluxo vém acompanhando o
progresso do desenvolvimento techoldgico e da ciéncia mundial. No Brasil, esta ciéncia
teve inicio em 1989, com a aquisicdo do primeiro citbmetro de fluxo pelo Instituto
Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, sendo aplicada em diversos projetos de pesquisa cientificos,
dissertacGes de mestrado e/ou teses de doutorado. Enquanto os cursos de graduacdo
abordam, de maneira resumida, 0s aspectos basicos da citometria de fluxo envolvidos
no estudo de algumas doencas, o Curso de Férias do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ,
tem como objetivo apresentar, de uma maneira mais abrangente e detalhada,
fundamentos da Imunologia e da Citometria de Fluxo. Serdo abordados os principios
tedrico-praticos e algumas aplicagbes da Citometria de Fluxo, com énfase na
identificacdo de diversas populagbes celulares e seus perfis funcionais associados a
ativacao, proliferacéo e papel destas células na resposta imune de algumas doencas
infecto-parasitarios. Este material deve ser utilizado ndo somente durante o Curso, mas
também para despertar, no aluno de graduacdo, interesse e novas ideias em estudos

futuros que envolvam a Citometria de Fluxo.

Alvaro Luiz Bertho
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CAPITULO 1. BREVE HISTORICO DA CITOMETRIA DE FLUXO

Alvaro Luiz Bertho

A histéria da Citometria de Fluxo pode ser contada a partir da invencdo do
microscopio 6tico; seguido dos corantes, que permitiram a visualizacdo de constituintes
celulares; e das substancias fluorescentes acompanhadas do surgimento do
microscopio de fluorescéncia. Porém, a partir da construcao do primeiro Citbmetro 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 Kéhler e Milstein (1975), é que a Citometria
de Fluxo tomou um impulso expressivo dentro de diversas areas de conhecimento,
principalmente na bacteriologia, na imunologia e na hematologia entre outras. Ainda, a
associacao de anticorpos monoclonais as substancias fluorescentes possibilitou uma
maior especificidade na identificacdo dos componentes celulares, com consequente
classificacdo mais detalhada das células. Posteriormente, o surgimento de varios tipos
de LASERs, o desenvolvimento eletronico e da ciéncia computacional foram
fundamentais para a evolucado dos citbmetros de fluxo e suas aplicacoes.

Devido ao constante aprimoramento destes equipamentos, atualmente podemos
encontrar no mercado citbmetros de fluxo equipados com até sete LASERS; com cada
vez mais fotossensores, capazes de detectar até 32 parametros em uma Unica célula;
e Citbmetros de Fluxo Cell Sorters (purificadores de células), capazes de separar até 6
populacdes celulares homogéneas diferentes a partir de uma populacdo heterogénea,
permitindo uma maior investigacdo das caracteristicas funcionais e genéticas das
populacdes purificadas. Ao longo dos anos, pdde-se perceber a evolugdo dos
eguipamentos no que tange as caracteristicas e particularidades dos LASERs, nimero
e sensibilidade dos fotossensores, softwares especificos de andlise, a eficiéncia e
pureza nos procedimentos de cell sorting. Tal evolug&o possui um carater comercial cuja
disputa no mercado se deve principalmente a duas grandes empresas: a Beckman
Coulter (antiga Coulter Electronics, 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,
guando o primeiro citbmetro de fluxo a ser importado para o pais — o EPICS 751 da
Coulter Electronics, Inc. (Figura 1.1), foi instalado no entdo Departamento de

Protozoologia, do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro.
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Figura 1.1 - EPICS 751 Cell Sorter da entdo Coultér Electronics, Inc. Primeiro citdmetro de fluxo
instalado no Brasil, em 1988 — 2 LASERS, 4 cores, sorting em duas vias. Dept. de Protozoologia,
IOC, FIOCRUZ, de 1989 a 1999. Foto-cortesia: Alvaro Luiz Bertho.

Desde entdo a citometria de fluxo, devido a suas diversas aplicagbes nas
ciéncias bioldgicas, vem apresentando um exponencial crescimento na demanda de
utilizacao por varios laboratorios clinicos e de pesquisa em todo o pais, e por isso houve
um aumento consideravel na aquisicdo destes equipamentos no Brasil.

Na medicina diagnoéstica, a utilizacdo destes equipamentos aumentou
significantemente a partir de 1992, a partir da implementacdo de citbmetros de fluxo
analiticos registrados para uso em diagnosticos. Como exemplo temos a determinacao
do Ministério da Saude do Brasil, estabelecendo que todo laboratério de medicina
diagnostica, que prestasse servico para a rede CD4/CD8 AIDS, deveria possuir um
citbmetro de fluxo para avaliar a propor¢ao de linfécitos T CD4* e T CD8" em pacientes
HIV positivos, no monitoramento da terapia antirretroviral altamente ativa (HAART).
Além disso, os laboratérios que se propSem a investigar algumas desordens
hematopoiéticas, como leucemias e linfomas, passaram a utilizar estes equipamentos
como ferramenta na confirmacgéo diagndstica destas enfermidades.

Na pesquisa cientifica, o carater multi-aplicativo da Citometria de Fluxo tornou-a
a ciéncia de escolha nas avaliacGes fenotipicas e funcionais em contextos
imunoparasitoldgicos e de biologia celular. Devido ao alto valor de investimento nesses
equipamentos, surgiu a necessidade da criacdo de Plataformas Multiusuarios de

Citometria de Fluxo, nas quais se concentram alguns equipamentos de modo a oferecer
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essa tecnologia para atender a comunidade cientifica intra e interinstitucional. Pensando
desta maneira, a FIOCRUZ investiu ao longo destes 35 anos no aprimoramento do
parque tecnolégico em citometria de fluxo, com aquisicdo de varios citdbmetros de fluxo
espalhados pelas Unidades Federativas da Instituic&o.

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

de Fluxo:

- Plataforma de Citometria de Fluxo Analitica do Instituto Oswaldo Cruz, com dois
citdmetros de fluxo — FACS Calibur (BD) e CytoFlex S (Beckman Coulter).

- Plataforma de Citometria de Fluxo de Purificagcdo Celular (Cell Sorting) do
Instituto Oswaldo Cruz, com um citdmetro de fluxo cell sorter: MoFlo ASTRIOS
EQ Cell Sorter (Beckman Coulter).

- Rede de Plataformas Tecnoldgicas da FIOCRUZ — com um citdmetro 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,
FACSCanto, FACSCelesta, FACSMelody, FACSSymphony (todos BD Bioscience);
CytoFlex (Beckman Coulter) instalados em laboratérios do Instituto Oswaldo Cruz (I0C);
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 comercializagdo de citbmetros cada vez mais avangados, como a Sony
Biotechnology (SH800Z Cell Sorter), a ThermoFisher Scientific (Attune) e a Cytek
BioSciences (Aurora). Além disso, novas tecnologias, € uma nova abordagem da
citometria de fluxo vém sendo explorada: a citometria de fluxo com imagem (Image Flow
Cytometry), a Citometria de Fluxo Espectral (Spectral Flow Cytometry e a Citometria de
fluxo Nanométrica (Nano Flow Cytometry). Estas abordagens agregam recursos de
andlises de Ultima geracdo visando uma versatilidade na obtencéo de resultados e na
andlise de particulas de dimensdes nanométricas como vesiculas extracelulares, virus

e bactérias.
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CAPITULO 2. NOCOES BASICAS DE IMUNOLOGIA

Alvaro Luiz Bertho

2.1. 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
infec¢cBes, uma vez que sem tal resposta, mesmo apas certas intervencgdes terapéuticas
contra agentes infecciosos (virus, bactérias, fungos e protozodrios), pode ocorrer falha
do beneficio esperado para estabelecer o controle da infeccdo. Em geral, a eficiéncia
da resposta imunologica para promover o controle e a protecdo contra microrganismos
€ dependente da sinergia entre células das linhagens mieloides e linfoides, as quais

integram a resposta imune inata e a resposta imune adaptativa.

2.2. Imunidade Inata

A resposta imune inata ou imunidade inata atua como uma primeira linha de
defesa contra 0os microrganismos invasores. A resposta imune inata ndo é antigeno-
especifica, porém possui potencial para reconhecer grandes classes de moléculas
antigénicas nao-proprias. Em alguns casos, a imunidade inata pode eliminar certos
agentes infecciosos através de uma resposta inflamatéria, além de subsidiar a
imunidade adaptativa, através da apresentagdo de antigenos para linfécitos e liberacéo
de quimiocinas e interleucinas. As classes de moléculas antigénicas nao-préprias,
reconhecidas pelos receptores de células da imunidade inata, sdo estruturas que
incluem acidos nucléicos que sao Unicos de microrganismos; RNA de dupla hélice
encontrado nos virus em replicacao ou sequéncias CpG de DNA de bactérias; proteinas
tipicas de bactérias, como as iniciadas por N-formilmetionina; lipopolissacarideos
sintetizados por bactérias gram-negativas e acidos teicdicos sintetizados por bactérias
gram-positivas; bem como oligossacarideos ricos em manose, encontrados em

glicoproteinas microbianas, mas ndo em mamiferos (Tabela 2.1).
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Tabela 2.1 - Especificidade da Imunidade Inata.
| Imunidade inata [

Especificidade| Para estruturas compartilhadas por classes de
microrganismos (“padrées moleculares”)

Microrganismos

diferentes o
Receptores L &
de manose 1
idénticos

Codificados na linhagem germinativa;
Diversidade limitada

&7

DelPS 0 de N-formil-  de manose scavenger
metionil

Distribuicao dos receptores Nao-clonal: receptores idénticos em todas as células de
uma mesma linhagem

Distribuicao entre “préprio”

e a0 € Sim: células do hospedeiro nao sao reconhecidas ou
e “nao-proprio”

Podem expressar moléculas que evitam as reacées de
Imunidade inata

Adaptado de Abbas & Lichtman (2005).

O sistema imune inato é composto por barreiras naturais do organismo, tais
como, as superficies epiteliais que produzem peptideos com funcdo de antibittico
natural; células fagocitarias (neutréfilos e macréfagos) capazes de identificar, ingerir e
destruir microrganismos; células natural killer (NK) com atividade citotoxica, além de
proteinas do sangue, incluindo o sistema complemento e citocinas que regulam varias
atividades das células do sistema imune inato (Tabela 2.2).
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Tabela 2.2 - Componentes da Imunidade Inata, adaptado Abbas & Lichtman (2005).

Componentes

Funcdes principais

Barreiras

Camadas epiteliais

Impedem a entrada de microrganismos

Defensinas

Morte microbiana

Linfécitos intra-epiteliais

Morte microbiana

Células efetoras circulantes

Neutrofilos Fagocitose inicial e morte de microrganismos

Macréfago F.ago_citose eficie.nte e morte de micIorganismos, secrecao de
citocinas que estimulam a inflamacao

Células NK Lise de células infectadas, ativacdo de macréfagos

Proteinas efetoras circulantes

Complemento

Morte do microrganismo, opsonizacao de microrganismo,
ativacao de leucocitos

Lectina ligada a manose
(colectina)

Opsonizacdo de microrganismos, ativacdo de complemento (via
da lectina)

Proteina C reativa
(pentraxina)

Opsonizacdo do microrganismo, ativacdo do complemento

Fatores da coagulacdo

“Bloqueio” dos tecidos infectados

Citocinas

TNF, IL-1, quimiocinas

Inflamagéo

IFN-a, B Resisténcia a infecg¢éo viral
IFN-y Ativacdo de macréfago
IL-12 Producéo de IFN-y pelas células NK e pelas células T
IL-15 Proliferacdo de células NK
IL-10, TGF-8 Controle da inflamag&o

Adaptado de Abbas & Lichtman (2005).

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 0
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 invasdo microbiana.

Os fagécitos, incluindo os neutréfilos e os macréfagos, sdo 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 diferenciacéo terminal é estimulada pelo fator estimulante de colénias de
granulécitos, na medula 6ssea. Os neutrofilos séo 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 formacdo de armadilhas extracelulares (NETS), que consistem num
mecanismo post-mortem, onde os neutréfilos projetam uma rede constituida por
material nuclear e granulos intracitoplasmaticos, que possuem alto potencial
inflamatério capazes de capturar os microrganismos. Por outro lado, caso nao seja
recrutado para um local de inflamacéo, os neutréfilos circulam no sangue por apenas
seis horas, ap0s este periodo morrem por apoptose e sdo fagocitados por macréfagos
residentes no figado ou no baco. Os macréfagos séo células residentes nos tecidos,
geradas a partir da diferenciacdo de mondcitos sanguineos, que se transformam em
macroéfagos ao entrar no tecido. Os macréfagos sao células apresentadoras de antigeno
profissionais efetoras dominantes nos estagios tardios da imunidade inata, e ao
contrario dos neutréfilos, os macrofagos séo residentes em tecidos, podem proliferar
num sitio inflamatério e possuem vida longa. Inclusive, os macrofagos podem ser
encontrados em processos inflamatérios crénicos, granulomas, formando células
gigantes multinucleadas ao redor de antigenos grandes, que nao podem ser
fagocitados. Os macréfagos séo residentes em locais estratégicos, como no tecido
conjuntivo subepitelial, intersticio dos 6rgaos parenquimatosos, revestimento dos
sinusoides vasculares do figado e do baco, e nos seios linfaticos dos linfonodos. Nestes
locais desempenham fungdes efetoras que atuam no recrutamento ativo de células para
o local de infec¢do apds o reconhecimento dos PAMPs, fagocitose e destruicdo dos
microrganismos ingeridos, bem como, produzem citocinas que atuam na resposta imune

inata e adaptativa (Figura 2.1).
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Figura 2.1 - Fungdes efetoras dos macréfagos, adaptado de Abbas & Lichtman
(2005).

As células Natural Killer constituem uma subpopulacéo linfocitaria que néo
expressa receptores TCR, nem necessita de ativagdo adicional para destruir células-
alvo, como ocorre nas outras subpopulacdes linfocitarias. A ativacéo de células NK é
gerada a partir de receptores de ativacao presentes na superficie celular e que possuem
moléculas de sinalizacdo com motivos de ativagdo baseados em tirosina (ITAMs). Os
receptores de inibicao de células NK se ligam a moléculas de MHC de classe | proprias,
as gquais sao expressas em células normais. O conceito de balanco entre sinais
inibitérios e de ativacdo para a regulacao das respostas das células NK é extremamente
simplificado, uma vez que o0s sinais negativos de receptores de inibicdo tendem a ser
dominantes e o desfecho funcional do engajamento de receptores de ativacdo e de
inibicdo esta inclinado a favor da inibigdo. A expansao, producgéo 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
destruicdo de células-alvo envolve, principalmente, a abertura de poros através da acéo
da perforina e da acdo da granzima, induzindo 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
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tipicamente a fosfolipidios bacterianos, como a fosforilcolina e atua como opsonina; 0s
fatores de coagulacéo, que evitam a hemorragia através da formacéo de trombos que
podem delimitar infeccBes e evitar a difusdo de microrganismos; e as citocinas, que
recrutam e ativam leucdcitos, além de produzirem altera¢des sistémicas, incluindo o
aumento na sintese de células efetoras e proteinas que potencializam as respostas

antimicrobianas.

2.3. Imunidade Adaptativa

Aimunidade 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 s@o capazes de reconhecer apenas antigenos
num contexto de apresentacao antigénica, associados a moléculas de MHC, enquanto
os linfocitos B sd@o capazes de reconhecer especificamente antigenos na superficie
celular e secretar anticorpos capazes de reconhecer antigenos solaveis.

Os anticorpos séo glicoproteinas globulares com fungdo imunitaria e pertencem
a superfamilia das imunoglobulinas que sdo produzidos por linfécitos B ativados
(plasmacitos). A acdo dos anticorpos desencadeia varios mecanismos na fase efetora
da resposta imune que, frequentemente, resultam em anular a acdo dos
microrganismos, por meio da ativagdo do sistema complemento, opsonizacdo 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 2.2).
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Figura 2.2 - Mecanismos da Resposta Adaptativa Humoral. Adaptado de Abbas & Lichtman
(2005).

Os anticorpos séo estruturalmente divididos em regibes que desempenham
funcBes distintas. A regido de ligacdo ao antigeno varia amplamente, sendo conhecida
como regido variavel ou regiao Fab. A regido molecular que participa da funcéo efetora
€ conhecida como regido constante ou regiao 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 esta ligada a uma cadeia pesada por pontes dissulfidicas. O nimero 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 regiéo
constante (CL) e uma variavel (VL). O mesmo na cadeia pesada, uma regido constante
(CH) e uma variavel (VH) (Figura 2.3). Além disso, conforme a disposi¢cdo de suas
estruturas, as imunoglobulinas (anticorpos) sdo classificadas em 5 classes ou isotipos
(Figura 2.4)
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Figura 2.4 - Estrutura das classes de Imunoglobulina.

No soro humano cerca de 10% das Imunoglobulinas totais sédo da classe IgM
(que ndo atravessam o endotélio e a placenta; estdo em locais inflamados), 70 a 75%
sdo da classe IgG (atravessam a placenta) e 15 a 20% da classe IgAl. Nas secrecdes
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 sdo produzidos antes
gue a célula B tenha sofrido ativagdo por células T para disparar a hipermutagcdo
somatica e troca de isotipo. Essas moléculas formam pentameros cujos 10 sitios de
ligagdo 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, ndo se conhece
muito bem a sua fung&o, mas parece exercer um papel na diferenciacéo dos linfocitos
B induzida pelo antigeno.

O principal isotipo de imunoglobulina no sangue e nos fluidos extracelulares € a
IgG, considerando todas as subclasses (IgG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4). A IgG tem
propriedades diversas, dentre as quais, confere protecéo ao feto, pois € a Unica classe

de imunoglobulina humana que pode ser transportada através da placenta diretamente
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para a corrente sanguinea do feto. A IgG também atua na neutralizacdo de toxinas,
imobilizacdo de bactérias, sensibilizacdo para células NK, ativacdo do complemento e
da opsonizacao.

A lgA é a principal imunoglobulina presente em secre¢fes 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 protecédo contra
patdgenos no intestino. A IgA se divide em duas subclasses, IgAl e IgA2. A IgA presente
no plasma € encontrada na forma monomérica e em pequenas concentracdes, enquanto
a forma dimérica é encontrada em grandes concentracfes nas regidées mucosas do
organismo. Estas previnem a invasdo de bactérias ou a penetracdo de toxinas nas
células epiteliais.

A IgE esta difundida de maneira moderada nos espacos extravasculares e tem
como principal propriedade a sensibilizacdo de mastdcitos e basdfilos, promovendo
reacdo inflamatoria, através da liberacdo de mediadores quimicos como a histamina,
gue, por sua vez, promove vasodilatacdo, permitindo a passagem de anticorpos do vaso
para a area lesada, e fatores quimioatraentes que recrutam fagécitos para o local de
infeccdo. Além disso, podem estar envolvidas em processos alérgicos e na ajuda para
eliminacdo de helmintos, quando sensibilizam eosinofilos.

A ativacao das células T naive (virgens) e a diferenciagdo em células efetoras
capazes de eliminar os antigenos e adquirir meméria imunoldgica é dependente do
processo de reconhecimento antigénico e de sinais coestimulatérios capazes de induzir
a expansao clonal. A diferenciagdo das células T naive em células efetoras ou de
memdaria é caracterizada pelo aumento e ou perda da expressao de moléculas-chave
para as fungbes que serdo desempenhadas dentro dos compartimentos linfoides

secundarios ou no sitio de inflamacao (Tabela 2.3).
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Tabela 2.3 - Caracteristicas dos linfocitos inativo, efetores e de memoria.

Linfécitos Linfocitos ativados Linfécitos de
inativos ou memoria
efetores
Linfécitos T
Principalmente . Principalmente para
Migracéo para linfonodos Prlnc!palm_ente para tecidos inflamados,
I os tecidos inflamados
periféricos mucosas
Frequéncia das células
que respon_dem aum Muito baixa Alta Baixa
determinado
antigeno
Secrecdo de
Funcdes efetoras Nenhuma citocinas de Nenhuma
atividade citotdxica
Ciclo celular N&o Sim +/-
Expresséo da proteina de Baixa Alto Baixa
superficie
Receptor IL-2 de alta
afinidade
Receptor de homing do Alto Baixo Baixa ou variavel
Linfonodo periférico
(L-selectina, CD62L)
Moléculas de adeséo: .
integrinas, CD44 Baixa Alto Alta
Receptor cé:ec%ymlocmas. Alto Baixo Variavel
Isoforma do CD45
(somente nos seres CD45RA CD45R0O CD45R0; variavel
humanos)
Pequeno, .
Morfologia citoplasma Gé?t\gglea’srrnnaz;ls Pequeno
escasso
Linfocitos B
Isotipo da imunoglobulina 1M e 1aD Frequentemente IgG, Frequentemente
(lg) da membrana 9 9 IgA e IgE IgG, IgA e IgE
Afinidade da Ig produzida Relaﬂvamente Aumenta du_rante as Relativamente alta
aixa respostas imunes
Funcdo efetora Nenhuma Secr_egao de Nenhuma
anticorpos
M . Pequeno, Grande: mais
orfologia . . .
citoplasma citoplasmas; Pequeno
escasso plasmdcito
Receptor cézcggmmcmas. Alto Baixo "

Adaptado de Abbas & Lichtman (2005).

Dentre as subpopulacdes de linfocitos T, as que possuem melhor caracterizagéo
sdo 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 ativacdo, este inclui principalmente a secrecdo de citocinas que estimulam a
proliferacéo e a diferenciacéo de células T, células B, macrofagos e outros leucdécitos,
sua funcéo principal é amplificar a reacdo 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 apo6s o processo de fagocitose e
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degradacao no fagolisossomo, enquanto os CTLs reconhecem antigenos que possuem
ciclo biolégico intracelular e que em geral sédo apresentados via MHC de classe |.

N&o obstante, € comum definir a resposta efetora de linfocitos T CD4*" em
células Tul (T helper 1) ou Tu2 (T helper 2), tais populac¢des séo assim definidas com
base nas citocinas que produzem, apesar da expressao de citocinas ser mista em certos
casos e passivel de variacGes de acordo com estado de ativacao celular, o padréo de
citocinas Tyl ou Tu2 predomina em reacdes imunes crénicas e a subpopulacdo que
sera induzida possui caracteristicas funcionais e consequéncias patoldgicas especificas
gue podem determinar uma resposta inflamatéria eficaz ou a evasao do microrganismo.
O padrédo de citocinas produzido por essas subpopulacdes de linfécitos T também
participa do desenvolvimento e expansao de tais subpopulacdes, por exemplo, o IFN-y
secretado por células Tul promove a expansdo de células Tul e inibe células Tw2,
contrariamente, a citocina IL-4 e IL-10 secretada por células T2 promove a expansao
de células Tu2 e inibe Tyl, assim, essa dinamica de regulacao cruzada faz com que a
resposta iniciada seja polarizada e amplificada numa determinada direg&o.

A via de diferenciacdo Tyl € estimulada pela resposta a microrganismos que
infectam e ativam macrofagos 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 diferenciacdo das
células T em Tyl, a via de diferenciacdo Tnl que envolve IFN- y ocorre pela ativagdo do
fator de transcricdo chamado T-bet. A via de diferenciacdo Tw2 € a resposta deflagrada
contra helmintos e alérgenos, os quais causam a estimulacdo 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 polarizagcdo de ambas as respostas, Tvl e Tu2, ativam a transcricdo
génica de citocinas que atuam de forma autécrina e paracrina nas subpopulagées 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 macréfagos. O mecanismo efetor desempenhado
pelas células T CD4 helper da linhagem Tw2 ocorre através da secrecao de IL-4 e IL-13
que estimulam a producado de anticorpos IgE helminto-especificos, que opsonizam os
helmintos e através da secrecédo 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 2.5). Os mastdocitos expressam receptores Fc-£ e reagem aos

14



Capitulo 2. Nogdes Basicas de Imunologia

antigenos associados a IgE mediante degranulagéo, liberando aminas vasoativas e

citocinas que induzem a inflamacao local.
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Figura 2.5 - Funcdes efetoras das células Tu2. Adaptado de Abbas & Lichtman (2005).

As CTLs se diferenciam de células T CD8 naive ap6s o reconhecimento
antigénico, sinais coestimulatérios e mediadores produzidos por células T CD4" helper.
A resposta funcional de CTLs envolve mecanismos de eliminacdo da infeccdo através
da destrui¢éo da célula alvo via apoptose e inducéo da atividade microbicida em células
apresentadoras de antigeno (APCs) através da estimulacdo com IFN-y. A perforina é
uma proteina de reacéo 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
aguoso, por este entram enzimas do granulo, as granzimas, que séo serina proteases
gue ativam caspases (Figura 2.6A) que clivam varios substratos e induzem apoptose da
célula alvo. Uma outra via de morte por apoptose promovida por CTLs ocorre através
da interacédo 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 2.6B).
Em geral a atividade das caspases e relacionada a morte da célula alvo pelo fato de sua

acdo nao ser dirigida, pois seu mecanismo de acdo envolve a clivagem de muitos
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substratos, incluindo nucleoproteinas, e ativam enzimas que degradam DNA sem

distincdo entre proteinas do hospedeiro e proteinas microbianas (célula-alvo).

®
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Figura 2.6 - Mecanismos da destruicdo 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 macrofagos e nestes
induzem mecanismos microbicidas tais como o aumento de enzimas lisossomais, a
liberacdo de intermediarios reativos de oxigénio e oxido nitrico, além de estimular a
secrec¢do de citocinas, quimiocinas, expressao de MHC e moléculas coestimuladoras

pelos macréfagos ativados.

2.4. Producao de Anticorpos Monoclonais (Hibridomas)

Os anticorpos, de maneira geral, sdo produzidos no organismo de forma
especifica contra um determinado antigeno. Os plasmdcitos 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
0s anticorpos que séo produzidos a partir de um mesmo clone de plasmacitos e se ligam
somente a um determinante antigénico especifico, possuindo desta forma a mesma
especificidade entre si, sdo chamados de anticorpos monoclonais.

A utilizac&o 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 produgdo dos anticorpos monoclonais através da fusdo de
células de carcinoma e linfécitos B. Esta descoberta lhes concedeu o prémio Nobel,
juntamente com Niels K. Jerne, em 1984, pelas teorias sobre a especificidade no

desenvolvimento e controle do sistema imunoldgico, e a descoberta do principio para a
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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 sdo produzidos e secretados por um Unico
clone de linfocito 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 préprio anticorpo. Em func¢do desta problematica, técnicas
modernas de engenharia genética foram desenvolvidas, as quais permitem a
humanizacao destes anticorpos, isto é, 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
humanizacao ndo deve alterar a afinidade do anticorpo com o respectivo antigeno, mas
sim sua porc¢ao isotipica, possibilitando o seu emprego continuado em procedimentos
terapéuticos.

Nos ensaios para a producdo destes anticorpos monoclonais, 0s 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. Este meio blogueia as vias normais de biossintese de
nucleotideos e, desta forma, as células normais utilizam a via alternativa e, as células
tumorais que nao 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 imunodeteccédo de anticorpos. As células que reagem ao
antigeno X utilizado sdo clonadas, e estes clones séo expandidos em escala industrial

para producdo de anticorpos monoclonais especificos (Figura 2.7).
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Figura 2.7 - Produgéo de anticorpos monoclonais, a patrtir de culturas de hibridomas,
constituidas por linfécitos B antigeno-especificas e células tumorais.

Estes anticorpos sdo 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 aplicacfes sdo em
diagnosticos de doencgas infecciosas e degenerativas através da circulacdo de
anticorpos especificos e diagndstico de tumores, onde anticorpos monoclonais
especificos para cada tumor séo utilizados para sua detecgéo.

Desta forma, a utilizag&o 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 associagdo com a citometria de fluxo é que
permite a visualizagdo do resultado multiparamétrico e possibilita a caracterizagdo da
complexidade molecular de uma célula que passou

pelo processo de

imunofenotipagem.
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CAPITULO 3. PRINCIPIOS DA CITOMETRIA DE FLUXO

Katherine Kelda Castro, Vanessa Costa, Alvaro Luiz Bertho
3.1. A Citometria de Fluxo

A Citometria de Fluxo € uma metodologia utilizada para o estudo quantitativo,
morfolégico, fenotipico e funcional de células individuais a partir de uma suspenséo
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 analises multiparamétricas de células, principalmente na imunologia,
imunogenética, biologia celular, microbiologia, biologia marinha, fenotipagem celular,
estudos de avaliagdo funcional e diferenciacdo de populacdes celulares, contetado de
DNA e RNA, atividades enzimaticas, apoptose, producdo de ions, citotoxicidade,
expressao e modulagéo de receptores, distribuicdo populacional, producéo de citocinas,
entre outros.

Em virtude da sua capacidade de analise multiparamétrica, a citometria pode ser
classificada como:

- Citometria de fluxo analitica tradicional, utilizada para a definicdo de
caracteristicas fisico-quimicas das células;

- Citometria de fluxo espectral, utilizada para obtengéo de informagfes mais
detalhadas das particulas, devido a associa¢cdo com a espectroscopia;;

- Citometria de imagem capaz de fornecer, além das caracteristicas celulares,
imagens em alta resolucdo das particulas;

- Citometria de fluxo de purificacdo celular (cell sorting), utilizada para
purificar (separar/sortear) uma ou mais populagdes celulares homogéneas a partir de
uma suspensao heterogénea de células.

Para isso, varios tipos de citbmetros de fluxo sdo produzidos comercialmente
como os citbmetros de fluxo analisadores (Bench-top Analyzers) (Figura 3.1), os
citbmetros de luxo separadores/purificadores de células (Cell Sorters), entre outros
(Figura 3.2).
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Figura 3.2 — Exemplos de citdmetros de fluxo cell sorting.

3.2. Fluor6foros e LASERs

A base para os protocolos citofluorimétricos é a identificacdo de moléculas de
superficie celular ou intracitoplasmaticas, através da utilizacdo de anticorpos
monoclonais (AcMo) conjugados a fluoréforos, que séo capazes de emitir cor quando
excitados por um LASER (do inglés- light amplification by stimulated emission of
radiation). Os fluor6foros sdo moléculas fluorescentes, inicialmente em repouso, que
emitem luz de um determinado comprimento de onda e cor caracteristica quando

excitados especificamente por um LASER (Figura 3.3).
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Fluoréforo em estado de repouso .

Emissao
Laser Excitagdo do Fluordforo da Fluorescéncia

488nm  ——————— ()

Figura 3.3 - Fluoréforo em estado de repouso e emitindo
fluorescéncia apos ser excitado pela luz do LASER.

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

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

podem ser configurados e adquiridos com um ou mais de um LASERs (Tabela 3.1).

Tabela 3.1 - LASERSs 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
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Os fluoroforos geralmente sdo acoplados a AcMo que interagem de forma
especifica com moléculas-alvo presentes na superficie celular ou intracitoplasmaticas.
Assim, funcionam como biomarcadores e possibilitam definir o perfil fenotipico, funcional
além de eventos bioquimicos. Dessa maneira, em conjunto, esses marcadores
permitem a definicao do tipo e intensidade da resposta imunoldgica. Essas moléculas-
alvo sdo definidas como grupamento de diferenciacéo ou cluster de diferenciacéo (do
inglés, cluster of differentiation, geralmente abreviado como CD), sendo esta
nomenclatura mundialmente utilizada.

Nos leucécitos, por exemplo, a caracterizacao dos CDs possibilita estabelecer o
fenotipo da célula determinando a populagdo ou subpopulacdo em questdo, bem como
permite definir seu perfil de ativagcdo e fung@o que essa possivelmente executa. Neste
sentido, a maioria dos painéis citofluorimétricos envolve a combinagdo entre
biomarcadores que definem populagbes ou subpopulacdes celulares, bem como o
estado funcional.

A expressdo de TCR e/ou CD3, por exemplo, caracteriza a célula como um
linfécito T; a expressdo concomitante de TCR e/ou CD3 e CD4 caracteriza uma
subpopulacéo de linfécito T helper (linfécito T CD4*); a expressédo concomitante de TCR
e/ou CD3e CD8 caracteriza outra subpopulacgéo linfocitaria: os linfocitos T supressores
e os citotoxicos (linfocito T CD8*); a expressao de CD19 caracteriza os linfécitos B e 0s
CDs 20, 21, 22, 23 caracterizam qual a fase de diferenciacdo esses linfécitos B se
encontram; a expressdo de CD14 pode ser observada em mondcitos e macréfagos;
células Natural Killer expressam CD56; expressdao de CD69 indica que a célula se
encontra em estado funcional de ativag&o recente. E importante salientar que além da
citometria de fluxo estabelecer a frequéncia de conjuntos celulares, ela também
possibilita definir variacdes na expressao molecular. A expresséo de algumas moléculas
como CD27, CD62L, CD44 e as isoformas de CD45 (CD45RA e CD45R0) definem
células efetoras, naive, memoéria efetora, memoria central, células em processo de

“homing” tecidual (Tabela 3.2).

22



Capitulo 3. Principios da Citometria de Fluxo

Tabela 3.2 - Exemplos de algumas moléculas de CDs e suas respectivas
caracteristicas.

Nomes comuns/Fungdes conhecidas ou

CD Principais células que expressam
proposta
cD3 Linfécitos T, timécitos Associada ao TCR. Refquerlda. para a expressao
celular e transducéo do sinal pelo TCR
Linfocitos T restritos ao MHC da classe Correceptor para a molécula de MHC de classe |I;
CD4 11, subconjunto de timécitos, monécitos e desenvolvimento dos linfécitos; receptor primario
macréfagos para o HIV
cDs Linfocitos T restritos ao MHC da classe Correceptor para a molécula de MHC de classe |;
I, subconjunto de timdcitos desenvolvimento dos linfécitos
- LFA-1/Adeséo celular. Liga-se a ICAM-1 (CD54),
CD11 L t
a eucocros ICAM-2 (CD102) e ICAM-3 (CD50)
Granulbcitos. monécitos. macréfacos Adeséo de neutréfilos e monécitos ao endotélio
CD11b T ' 90, (ligacdo a CD54) e proteinas da matriz extracelular;
células NK . . )
fagocitose de particulas cobertas por iCb3
- . . Funcgdes similares ao CD11b; principal integrina
CD11c Mondcitos, macroéfagos, células NK CD11CD18 nos macréfagos
- ‘. ) Liga-se ao complexo de LPS e a proteina de ligagdo
Granuldcitos, mondcitos, macréfagos, ; L L.
CD14 , ao LPS (LBP); necesséria para a ativagdo de
forma solavel no soro p . .
macréfagos induzida por LPS
FcyRIIIB/Adeséo celular induzida por
CD16 Células NK, macréfagos e neutréfilos imunocomplexos; citotoxicidade celular dependente
de anticorpo
CD18 Leucécitos Associado com CD11a, b, ¢
Ativacao do linfécito B, forma um complexo com
CD19 Maioria dos linfécitos B CD21 e CD81, transmitindo sinais que sinergizam
com os sinais do complexo do BCR.
Linfécitos T e B ativados, macrofagos .
CD25 . IL-2Ra/Cadeia a do receptor de IL-2
ativados
CD27 Maioria dos linfocitos T, células NK, Ligagcdo a CD70; medeia sinais coestimulatérios no
alguns linfécitos B, timécitos medulares processo de ativacdo de linfocitos T e B
CD28 Subpopulacéo de linfécitos T Ativacdo de células T naive; liga-se a CD80 e CD86
CD34 Precursores de células hematopoiéticas, Adeséo célula-célula; ligagao ao CD62L (L-
células endoteliais em vénulas altas selectina)
CD44 Leucécitos, eritrcitos Liga-se ao aclld-o hlalur,onlco, medelq a}desao de
leucdcitos a células endoteliais
Tirosina fosfatase importante no processo de
CD45 Células hematopoiéticas sinalizacao mediada pelo receptor de antigenos de
linfocitos T e B
CD45RA | Linfécitos T nave, linfécitos B, mondcitos Isoforma de CD45.
Linfocitos T de meméria, subconjunto de
CD45R0O . ‘e J Isoforma de CD45.
linfécitos B, monécitos e macréfagos
Células hematopoiéticas e néo- DAF/Regulacao da ativagdo do complemento; liga-
CD55 .
hematopoiéticas se a C3b, C4b
élulas NK njun linfécitos T .
CD56 Celulas NK, subcoe J; to de linfcitos Adeséo homotipica
CD59 Ampla expressio Adeséo Ieucomtarla.l; coestimulagéo de linfdcitos T;
liga-se a CD2
s . L-selectina/Molécula de ades&o leucocitaria; liga
Linfécitos B e T, mondcitos, L ~ o
CD62L . . CD34; medeia interagdes com endotélio no
granulécitos, algumas células NK L
processo de rolamento de leucécitos
Linfécitos T e B ati 8lulas NK S . . .
CD69 infocitos T e . auvado;, celufas € Sinalizagéo celular em diferentes tipos de células
macrofagos ativados
CD70 Linfocitos T e B ativados, macréfagos Liga-se a CD?7; t(::‘m papellng coestimulacao para
ativacao de linfécitos T e B
CDS0 Células dentriticas, linfocitos B ativados, B7-1/Liga-se a CD28 e CD152 (CTLA-4); molécula

mondcitos e macréfagos

coestimuladora para ativacéo de linfcitos T
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CDS6 Mondcitos, células d.enflr!tlcas, linfécitos B7-2/Ver CD8O
B, alguns linfécitos B
Cb1gp | Hnfocitos Te B, células NK, macrofagos IL-2RB/Cadeia B do receptor de IL-2 e IL-15
e mondcitos
CD127 Prec.urs:ores linfdides na medu'la' 0Ss€a, IL-7Ra/ Cadeia a do receptor de IL-7
linfécitos T maduros, mondcitos
s P CXCR3/Receptor de quimiocinas, incluindo CXCL9,
CD183 Linfécitos T e células NK CXCL10 e CXCLAL
Largamente expressa em células CXCR4/Receptor de CXCL12; correceptor para a
CD184 3 o .
sanguineas e teciduais entrada do HIV-1 em células alvo
CD192 Mondcitos, Imfocnc')\l'}z ativados e células CCR2/Receptor de CCL2 (MCP-1)
cD194 Subpopulagéo de linfécitos T, linfécitos CCR4/ Receptor de CCL2, CCL4 (MIP-1 B), CCL5
B, células NK (RANTES), CCL17 e CCL22
s . CCR5/ Receptor de CCL3 (MIP-1a), CCL4, CCL5
CD195 Linfécito T e macréfagos (RANTES); correceptor para o HIV-1
CD197 Linfocitos T, células dendriticas CCR7/Receptor para CCL9 (MIP-3f)

Abaixo é demonstrado, em resumo, uma imunofenotipagem de linfécitos T
utilizando AcMo anti-CD3 conjugado ao fluoréforo isotiocianato de fluoresceina (FITC).
O AcMo se ligara, pelas cadeias Fab, aos receptores CD3 na membrana dos linfocitos
T e, ao ser interceptado pelo LASER 488 nm, o fluoréforo (FITC) emitird uma luz no
comprimento de onda de 525 nm (cor verde), que através de espelhos dicroicos e filtros

sera enviada para os sensores fotomultiplicadores especificos (Figura 3.4).

~ CD3
+ =

Figura 3.4 - Esquema representativo da marcacéo de linfécitos T com anticorpo monoclonal anti-
CD3 conjugado com o fluoréforo FITC.

AcMo anti-CD3/FITC

Varios AcMo conjugados a diversos fluoréforos estdo comercialmente
disponiveis por empresas especializadas como a Beckman Coulter, Becton & Dickinson
(BD), ThermoFisher, Biolegend etc. A combinacao AcMo-fluor6foro deve ser escolhida
de acordo com as moléculas (CDs) que se deseja investigar e, com a configuracdo do
citbmetro que sera utilizado, como LASERS, filtros e sensores. Alguns dos fluoréforos
utilizados em citometria de fluxo estdo descritos na Tabela 3.3 com seus respectivos

LASERSs de excitacdo e pico de emisséo.
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Tabela 3.3 - Alguns fluor6foros disponiveis no mercado, seus
respectivos picos de emissédo e LASER de excitagao.

. LASER . L
Fluoroforo o Pico de emisséo
(excitacao)

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

A conjugacéo dos fluoroforos a anticorpos podem ser simples ou compostas
(Tandem Dyes), sendo este Ultimo constituido por dois fluor6foros acoplados: o primeiro
fluoréforo (fluoréforo doador) que transfere energia luminosa (FRET) para o segundo
fluoréforo (fluoréforo receptor). Quando o fluor6foro doador é excitado pelo LASER, este
transfere a energia de emissdo de luz, no respectivo comprimento de onda, para o
fluoréforo receptor, que por sua vez emite luz em um comprimento de onda,

caracteristico dela propria, diferente do primeiro fluor6foro (Figura 3.5).
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Excitagdo Energia Luminosa Emissdo
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P e o

/ Ligagao
Covalente
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Doador Receptor

Figura 3.5 - Principio dos Tandem Dyes

E importante ressaltar que os Tandem Dyes sdo mais instaveis e labeis, sendo
sensiveis a fixacdo, variacdo de temperatura e exposi¢cdo excessiva a luz, sendo
recomendado que a amostra seja adquirida no citdmetros de fluxo em no maximo 24
horas apds a marcagédo, devido ao risco de degradacdo do tandem dye em questao
gerando uma marcacao falso-positiva.

Conhecendo as propriedades de excitagdo e de emissdo de cada fluoréforo, 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 citdbmetro que tenha um LASER de 488 nm e trés fotossensores com filtros
capazes de captar os comprimentos de onda de 525 nm, 578 nm e 667 nm, respectivos

a cada fluoroforo.

IMPORTANTE: No caso da marcacdo com mais de um AcMo, deve-se tomar cuidado
para ndo escolher fluor6foro cujo pico de emissédo seja detectado pelo mesmo filtro,
como FITC e Alexa Fluor® 488, jA que ambos possuem comprimentos de onda de

emissao muito semelhantes.

Além dos comprimentos de onda de excitacdo LASER e pico de emisséo, outra
caracteristica importante para escolha dos fluoréforos é a intensidade de emisséo de
luz (brilho) destes. Eles possuem diferentes intensidades de brilho e séo classificados
em uma escala de 1 - 5 (Tabela 3.4) ou como muito brilhante (very bright), brilhante
(bright), moderado (moderate) e fraco (dim). Recomenda-se escolher fluoréforos mais
brilhantes (PE, APC) para moléculas menos expressas ou raras como, por exemplo,

receptores de quimiocinas ou citocinas intracelulares, enquanto para moléculas
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constitutivas, expressas em maior quantidade, como CD4, CD8, CD45, pode-se utilizar
fluoréforos menos brilhantes (FITC, Pacific Blue).

Tabela 3.4 - Alguns fluoréforos disponiveis
comercialmente e seus respectivos indices
de brilho.

Fluoréforo 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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3.3. Sistema Otico

O sistema Optico de um citbmetro de fluxo € composto por filtros, lentes e
espelhos e, tem a funcao de direcionar a luz (fétons) emitida pelos fluor6foros para os
fotossensores. A maioria dos citbmetros de fluxo possuem fotossensores denominados
tubos fotomultiplicadores (PMTs - do inglés photomultiplier tubes). Atualmente, novas
tecnologias surgiram no intuito de aumentar a sensibilidade dos sensores, um exemplo
€ o sensor APD (Avalanche Photodiode) que equipa os citbmetros de fluxo nanométricos
(p.ex. Cytoflex da Beckman Coulter), melhorando a sensibilidade e a resolucéo desses
equipamentos para detecgdo de particulas pequenas como bactérias, nanovesiculas e
exossomas e, ainda, de populagdes celulares com baixa expressao da molécula a ser
analisada. A disposi¢cédo dos diferentes tipos de lentes, espelhos e filtros determina a

configuracéo éptica do equipamento.
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As lentes tém a funcdo de reunir o maximo de luz possivel do ponto de
interceptacdo e colimar essa luz de modo que 0s raios se propaguem paralelamente
uns aos outros e percorrem o caminho sem divergir até seus respectivos fotossensores.
Em outras palavras, a medida que o laser interage com uma particula que passa pelo
ponto de interceptacdo a sua luz é dispersada e, caso haja fluoroforo, fluorescéncias
sdo geradas. Por sua vez, as lentes sao responsaveis por coletar o maximo possivel
dessa luz dispersada e fluorescéncia(s) gerada(s) e direciona-las paralelamente, com a
maior precisdo possivel, para uma melhor detecc¢édo do sinal gerado. O sistema de lentes
geralmente consiste em multiplas lentes colocadas diretamente em frente ao ponto de
interceptagéo 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 detec¢do. Permitindo assim a
discriminacdo 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 dicroicos. Estes 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 os outros comprimentos de onda (cores).
Eles sdo colocados a 45° em relacdo a direcdo da luz, refletindo a luz para os
respectivos sensores e permitindo a passagem facilitando a reflexdo. Os espelhos

dicroicos podem ser de dois tipos.

« Espelho Dicroico Long Pass (LP): deixa passar comprimentos de onda maiores
que o valor do espelho e reflete o restante. Isto €, 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 3.6).

» Espelho Dicroico 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.
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Espelho dicroico Long pass 525

< L |

Figura 3.6 - Exemplo de Espelho Dicroico Long Pass 525

Os filtros de absorbancia tém a funcdo 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 de Absorbancia Long Pass (LP): permite a passagem de comprimentos de
onda maiores do que o valor do filtro. Isto é, um filtro 560 LP, deixa passar
(atravessar o filtro) os comprimentos de onda maiores que 560 nm e absorve
(impede) a passagem de comprimentos de onda menores ou iguais a 560 nm
(Figura 3.7A).

Filtro de Absorbancia 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 absorve
(impede) a passagem de comprimentos de onda maiores ou iguais a 560nm
(Figura 3.7B).

Filtro de Absorbéancia Band Pass (BP): permite que uma faixa de comprimento
de onda seja interceptada pelo detector e evita que comprimentos de onda
diferentes daquele que se deseja detectar interfiram. Isto é, 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 3.7C).
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(A) Filtro Long pass 560

(B) Filtro Short pass 560
< 560 D
(C) Filtro Band pass 560/60

< 530 até 590

Figura 3.7 - llustracdo de um (A) filtro Long Pass 560, (B) filtro Short Pass 560 e (C) filtro
Band Pass 560

3.4. Sistema Eletrénico

O sistema eletrénico de um citbmetro de fluxo tem a funcdo 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 medigéo de cada fotossensor € chamada de pardmetro, como o
espalhamento frontal da luz do LASER (forward scatter); o espalhamento lateral da luz

do LASER (side scatter) e as emissdes das fluorescéncias.

3.5. 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 obtencdo de células (por exemplo: gradiente de densidade — ex: Ficoll
Hypaque e/ou lise de hemécias; técnicas de digestdo ou maceracdo de tecido); e o
protocolo de marcacéo citofluorimétrica. Seja esta amostra de sangue periférico, cultivo
celular, medula éssea, tecido ou liquor, as células devem ser dissociadas de forma a
evitar a formacdo 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
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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
AcMo anti-CD14 (que se liga aos mondcitos), AcMo anti-CD3 (especifico para linfocitos
T) e AcMo anti-CD8 (que se liga as células CD8*). Cada um destes AcMo deve estar
acoplado a um fluoréforo de cor diferente, como por exemplo: FITC, PE e PE-Cy5. E
importante lembrar que para a escolha dos fluoréforos € necessério saber quais séo as
cores que podem ser detectadas “lidas” no citdbmetro de fluxo a ser utilizado, isto é, qual
0(s) LASER(s) e a configuragdo Optica do equipamento.

Apbés a preparacdo da amostra (marcacdo das células com anticorpos
monoclonais), o tubo contendo a suspenséo de células?! é inserido no citbmetro 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) fluoréforo(s) acoplado(s) aos AcMo, ligado em
cada célula. A emissado de fluorescéncias de diferentes comprimentos de onda (cores)
€ direcionada para um fotossensor de acordo com uma combinacédo e disposicéo de
filtros’. Apds a captacéo das fluorescéncias, elas séo convertidas em sinal eletrénico, e
a informacéo obtida de cada célula que € interceptada pelo LASER é representada,
atraveés de software especifico, em histogramas e/ou graficos de pontos (dot plot) (Figura
3.8).
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Analise

Figura 3.8 - Esquema representativo do funcionamento do citbmetro de fluxo. Flow
cell — cAmera de fluxo; Sheat — solugéo salina; FSC — foward scatter (dispers¢cao
frontal); SSC - side scatter (dispersdo lateral); PMT — photomiltiplier
(fotomultiplicador); dot plot — gréafico de pontos.

Cada particula/célula que o LASER intercepta é chamada de evento. Todos os
eventos que passam na frente do LASER geram uma informacao eletrdnica, que é
avaliada graficamente. Sendo assim, as informacdes a respeito das células que sdo
marcadas com os AcMo e, também daquelas que nao foram marcadas, ou seja, que
nao possuem a molécula investigada, sdo analisadas através de histogramas (graficos
monoparamétricos) (Figura 3.9A) e/ou dot plots (graficos biparamétricos), os quais

podem ser divididos em quatro quadrantes (Figura 3.9B).
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Figura 3.9 - Gréaficos de analise de resultados obtidos
por citometria de fluxo. (A) grafico monoparamétrico
(CD3) com respectivo pico das células negativas para a
marcacdo com os AcMo anti-CD3 (25%) e pico das
células positivas para esta marcacéo (75% - linfocitos T);
(B) gréfico biparamétrico (CD8 vs CD3) dividido em
quatro quadrantes (Q), nos quais se avalia o percentual
das células positivas somente para o CD3 (Q1), células
negativas para a marcacdo 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).

Além de excitar os fluoréforos, 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 direcao (dispersao 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 3.10). Simultaneamente, a luz do LASER refratada
devido a granularidade celular é captada por lentes que as direcionam lateralmente (90°)

para um sensor (Figura 3.11).
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Figura 3.10 - Avaliagdo do tamanho celular de
acordo com a luz do LASER refratada. Luz do
LASER interceptando as células que passam
através da solugéo salina formando um angulo de
refracdo que é detectado pelo fotossensor. FSC -
forward scatter.

Figura 3.11 - Avaliagdo 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 dicroico long pass 488 nm deixa passar todos o0s
comprimentos de onda acima de 488 nm (cores emitidas pelos fluoréforos excitados
pelo LASER 488) e reflete a luz do LASER azul refratada pela célula que é entdo
direcionada para um filtro de interferéncia (band pass), o qual, por sua vez, deixa passar

o comprimento de onda de 488 nm até o PMT. Chegando ao PMT, a luz detectada
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determina o que chamamos de side scatter (SSC) ou granularidade celular. Ao mesmo
tempo, as fluorescéncias que passam pelo espelho dicroico long pass 488nm sé&o
refletidas por outro(s) espelho(s) dicroico(s) long pass de determinado comprimento de
onda, e entdo chegam ao sensor apés passar por um filtro de interferéncia band pass
especifico para cada fluorescéncia (Figura 3.12). Hoje, nos citbmetros mais modernos
também € possivel avaliar a granulosidade celular (side scatter SSC) pela refragédo de
outros LASERs com o LASER violeta (405nm) e vermelho (638nm), sua detecc¢édo 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
utilizados em algumas aplicagdes mais especificas como para deteccédo de particulas
pequenas como bactérias e microvesiculas, pois esses LASERs produzem menos

interferéncia (ruidos) quando comparado ao LASER azul.
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Figura 3.12 - Esquema representativo do caminho de cada
fluorescéncia, direcionada pelos espelhos e filtros até um PMT
(fotossensor).

3.6. Programas Computacionais Especializados - Flow Cytometry Softwares

Em segundos, milhares de células passam uma a uma pelo LASER e toda a
informacgéo quanto a refragéo da luz e a intensidade de fluorescéncia dos fluoréforos é

detectada e convertida em sinal eletrénico. As informagdes morfolégicas, como tamanho
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e granularidade, e as intensidades de fluorescéncia referentes aos marcadores
fenotipicos e/ou funcionais s&o obtidas simultaneamente a aquisicdo da amostra.
Através de softwares especificos é possivel montar histogramas e demais gréficos
necessarios de acordo com a anélise que se deseja realizar. E importante destacar que
cada citdmetro de fluxo possui um software especifico para aquisicdo das amostras,
como Summit, CytExpert (ambos da Beckman Coulter) que equipam os citdmetros 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).

Antes de comecar a aquisicdo de amostras, recomenda-se montar um protocolo
contendo graficos mono (histogramas) e biparamétricos (dot plots) especificos para
analise dos parametros que se deseja avaliar, como tamanho e granularidade e
fluorescéncia(s) emitida pelos fluoréforos utilizados.

Toda andlise se baseia, primeiro, na identificagdo das populagbes quanto as
propriedades fisicas, isto €, 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 3.13) para uma melhor visualizacdo de pequenas
variagbes morfolégicas da amostra. Apenas para células muito pequenas, como

bactérias, é recomendado utilizar uma escala logaritmica.
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Figura 3.13 - 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 fluoréforos utilizados no protocolo de marcagdo da
amostra. Para esse tipo de parametro, relativo as fluorescéncias, geralmente se utiliza

uma escala logaritmica.
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A andlise de fluorescéncias pode ser realizada através de histogramas, nos quais
se avalia a intensidade de emissao de uma Unica fluorescéncia (Figura 3.14); e/ou dot
plots, onde se avalia a intensidade de emissédo de fluorescéncia por dois fluoréforos
simultaneamente. Figura 3.15 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 fluoréforo Y; o Q2 representa a intensidade de fluorescéncia das
células marcadas tanto com o fluor6foro Y quanto com o fluoréforo X; as células
negativas para ambos os fluor6foros sdo representadas no Q3; e finalmente, o Q4

representa a intensidade de fluorescéncia das células positivas para o fluoréforo X.

Count

0 0t 10 10¢
FITC-H

Figura 3.14 - Histograma. Grafico monoparamétrico para a
avaliag8o de uma Unica fluroescéncia vs numero de células.

Counts — numero de células; FITC - intensidade de
fluorescéncia do Fluoréforo FITC utilizado em escala
logaritimica.
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Figura 3.15 - Dot plot. Gréfico biparamétrico: fluoréforo
X vs fluoréforo Y, onde Q representa os quadrantes. Q1
— positivo apenas para o fluoréforo Y, Q2 — positivo para
o fluoréforo X e Y, Q3 — negativo para ambos os
fluor6foros e Q4 — positivo apenas para o fluoréforo X

37



Capitulo 3. Principios da Citometria de Fluxo

E possivel montar um protocolo com a variedade de combinacées desejadas de
histogramas e dot plots, de forma que durante a aquisicdo da amostra, os graficos
demonstram as informag8es qualitativas e principalmente as quantitativas dos
parametros utilizados. As analises podem ser feitas através do percentual de células
e/ou da intensidade de fluorescéncia.

Ainda como ferramenta de aquisi¢do e andlise, os softwares permitem a criagédo
de regibes, denominadas gates, para delimitar as populacdes celulares que se deseja
avaliar (Figura 3.16). A partir deste gate pode-se entdo criar outros graficos, histogramas
ou dot plots, com o intuito de avaliar a intensidade da fluorescéncia emitida pelos
fluoroforos utilizados em determinada populagdo do experimento. Assim, é possivel
determinar o percentual de células em cada gate e, desta forma, determinar os dados

relevantes das analises de cada amostra.

Gate

SsC

Figura 3.16 - Gate envolvendo a popula¢éo de interesse

Uma outra ferramenta fundamental de aquisicao, € a criagdo do gréafico dot plot
de tempo (Time), que funciona como um controle interno do equipamento, a fim de
verificar possiveis entupimentos ou perturbacées no aparelho durante a aquisicdo
(Figura 3.17).
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Figura 3.17 - Dot plot. Grafico biparamétrico: FITC-H vs Time, para
verificar o andamento da aquisicdo, e detectar possiveis
entupimentos, perturbacdes ou finalizacdo das amostras.
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3.7. Titulagdo de anticorpos

7

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

Com atitulacao é possivel determinar a concentracao de saturacdo do anticorpo.
O excesso de anticorpo em relacdo a molécula alvo pode gerar um aumento de ligacdes
ndo especificas (ou de baixa afinidade), reduzindo a acurécia 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 gréafico e, gerar problemas
para a definicdo de positividade para o marcador.

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

celular positiva.

3.8. Compensacdo de cores

A excitacdo de um fluoréforo gera uma faixa de emissdo que corresponde a
diferentes valores de comprimento de onda. Por vezes esse espectro apresenta
sobreposi¢do com o espectro de outro fluoréforo (Figura 3.18A), como artificio a maior
parte dos detectores de fluorescéncia sdo customizados para trabalhar com o pico de
emissdo de cada fluor6foro (filtros bandpass). Esse artificio possibilita que a
sobreposicdo natural entre diferentes fluoréforos seja subtraida eletronicamente, assim
a fracdo 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 compensacdo de cores. As Figuras 3.18B e 3.18C ilustram o espectro de emissdo

de cada fluoréforo antes e depois da compensacao de cores, respectivamente.
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Figura 3.18 - Compensacao de cores. (A) Espectro de emisséo dos fluoréforos FITC,
PE, ECD e PC5 e sobreposi¢do do sinal de fluorescéncia entre os fluoréforos; (B)
Sobreposicao do sinal de fluorescéncia do FITC e do PE e (C) sinais compensados.

Para realizar uma compensacédo de cores eficiente é crucial a utilizacdo de
amostras de células marcadas individualmente com cada fluor6foro que sera utilizado
no painel citofluorimétrico (Figura 3.19). Estas amostras devem ser adquiridas antes da
amostra experimental marcada com multiplos fluoréforos. Através das marcacdes
simples é possivel ajustar o percentual de marcacdo 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 dot plot de
compensacgdo. ApoOs a compensacao de cada fluorescéncia, a amostra pode entéo ser

analisada (Figura 3.19C).
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Figura 3.19 - Marcacao simples para compensacao de cores. (A) Aquisicao 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)

z

Em seguida a amostra marcada com os dois fluoroforos é adquirida conforme
compensagao previamente realizada.

3.9. Controles

Uma das melhores maneiras de melhorar a qualidade e confiabilidade do
resultado, através do posicionamento adequado de gates € a utilizacéo de controles de
internos da citometria, além dos controles experimentais. Para isso, além do controle de
compensacao que utiliza marcacfes simples para cada fluoréforo, 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 € comumente
utilizado para a avaliacdo da autofluorescéncia das células, para definir a populacdo
negativa e consequentemente o inicio da populagéo positiva. Entretanto, muitas vezes
0 controle sem marcagédo néo € o ideal para este fim, principalmente quando se utiliza

muitos fluor6foros com espectros de emissdo proximos, por isso é 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 liga¢des 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 por¢do Fab do anticorpo se liga
com baixa afinidade, de forma inespecifica 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 fluoréforo conjugado a tal anticorpo.

J4 o controle FMO ¢é usado para identificar o ponto de corte entre as
fluorescéncias negativas, possiveis interferéncias de fluorescéncias entre detectores e
a marcacgédo positiva em painéis multicolor. Em algumas situacdes a falta de distingéo
entre populagbes positivas e negativas € causada pelo espectro de emissao de
fluoréforos que geram interferéncia em filtros além do que deveria mesmo apds a
compensacao de cores. Isto é, quando a populacdo negativa se desloca e/ou a
populagdo positiva e negativa ndo apresenta uma separacao clara, o uso dos controles
isotipicos ou sem marcacao ndo sao a melhor estratégia para determinar o ponto de
corte entre as populacdes positiva e negativas, nesse caso, o controle FMO é o mais
indicado. Esse controle consiste em tubos de células marcadas com todos os fluor6foros
usados no experimento, exceto um deles, sucessivamente combinados. O ideal é que
0 experimento que se utiliza multiplos fluoréforos, possua um controle FMO para cada
fluoroforo.

A Figura 3.20 exemplifica o uso dos controles sem marcagédo 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 linfécitos com anti-
CD3-FITC, anti-CD4 PE, anti-CD8 PE-Cy5 e anti-CD45R0O PE-Cy7, aonde os seguintes
controles FMO séo recomendados:

e FITC FMO: células marcadas com anticorpos conjugados com PE, Pe/Cy5 e

Pe/Cy7 (sem FITC)
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e PE FMO: células marcadas com anticorpos conjugados com FITC, Pe/Cy5 e
Pe/Cy7 (sem PE) (representado na Figura 3.20)

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
e marcacgao REEMO experimental
FITC = CD3 CD3
PE - - CD4
CySPE = CcD8 CcDs8
Cy7PE = CD45RO CD45R0O

PE FMO gate

Controle sem
marcacéo gate

FITC

Figura 3.20 - O FMO foi utilizado para otimizar a identificacdo de células T CD4* e CD4"9 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. Gréaficos mostrados
apos a compensacao de cores. Observa-se que o controle FMO (linha FMO PE) é mais indicado
para definir a posicao do gate do que de controle sem marcacéo (linha Controle sem marcacéo).
Adaptado de Perfetto SP, Chattopadhyay PK e Roederer M, 2004

3.10. Exclusao de doublets

Devido a caracteristica da amostra ou do processo de marcacao ao qual ela foi
submetida pode haver a formagédo 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 interceptagédo, o
instrumento € incapaz de distingui-las como eventos individuais, separados, podendo
alterar o resultado da andlise aumentando e/ou diminuindo os percentuais relativos a
intensidade de fluorescéncia de um determinado marcador (Figura 3.21). Por exemplo,
se o doublet consistir em uma célula CD4* e uma célula CD4, vocé incluird eventos
negativos na sua analise acarretando alteracdes na percentagem final (Figura 3.21C).

Enquanto se o doublet for de duas células CD4* ou um singlet de CD4* o evento
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continuard sendo classificado como positivo (Figuras 3.21D, 3.21A, respectivamente) e
se 0 evento consistir num doublet de CD4"™9, o evento que sera classificado como

negativo (Figura 3.21B).

(A) A (B) (©) A (D) A A

> > ~

N° de eventos

Fluorescéncia Fluorescéncia Fluorescéncia Fluorescéncia

Figura 3.21 - Esquema de formacéo de doublets, o qual nas duas primeiras ilustracdes (A e B)
apenas uma célula passou pelo ponto de interceptagdo (singlets) enquanto nas duas Ultimas
ilustracdes (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 radiacdo é espalhada, juntamente com a fluorescéncia
emitida pelo fluoréforo para os detectores, gerando um pulso eletrdnico. Esse pulso é
monitorado e processado pela parte eletrbnica do citdmetro, gerando os parametros de
Area (A do inglés Area), Altura (H do inglés Height) e largura (W do inglés Width) H é a
altura é 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 3.22).

Largura (W)
| — | _

Area Altura (H)

(A)

Figura 3.22 - Pulso gerado pela passagem de um
evento ao passar pelo LASER no ponto de
intercepcéo.
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Quando duas células passam juntas na frente do LASER o pulso gerado por
esse evento é alterado (Figura 3.23). 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 Unica célula, mas as alturas (H) dos dois pulsos sao

muito proximas, se ndo idénticas.

Singlets Doublets

® @)

Area Altura (H) Area (A) Altura (H)
(A)
—_— et
Largura (W) Largura (W)

Figura 3.23- 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
gréaficos (do plots) de dispersao frontal (FSC - forward scatter) combinado distintamente

com os trés parametros de medida do pulso (H, W e A) (Figura 3.24).
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Figura 3.24 - Graficos para excluséo 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 populacéo de singlets aparece colorida (gate color).
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CAPITULO 4. APLICACOES GERAIS DA CITOMETRIA DE FLUXO

Katherine Kelda, Vanessa Costa, Alvaro Luiz Bertho

A capacidade de mensurar simultaneamente multiplos parametros em uma Unica
célula é, provavelmente, o aspecto mais poderoso da citometria de fluxo. A identificacao
de moléculas na superficie e interior das células torna a citometria de fluxo uma
importante ferramenta com aplicagdes 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 6ssea, fluidos das cavidades serosas, liquido cefalorraquidiano, urina e tecidos
sélidos. Sendo utilizada para a definicao de populagdes celulares e suas caracteristicas,
como tamanho, complexidade citoplasmatica, conteddo de DNA e RNA; e na
investigacdo 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 identificacdo de parasitas e outros
microrganismos como bactérias e virus. Neste capitulo, trataremos de forma breve, as

aplicacdes mais frequentes da citometria de fluxo.

4.1. Distingcdo de populagdes celulares

Para identificar e distinguir os diferentes tipos celulares, utiliza-se parametros
morfol6gicos e/ou fenotipicos. Os parametros morfoldgicos, tamanho e granulosidade
celular, sao avaliados pela citometria de fluxo através dos parametros de dispersao
frontal do LASER (FSC) e lateral (SSC), descritos anteriormente. O fendtipo 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 distingdo de populagbes por imunofenotipagem sera retratada em uma segéo
a parte, devido a sua maior complexidade (secéo 4.2), nesse momento abordaremos as
diferencas morfoldgicas entre as células.

Somente utilizando os parametros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), é
possivel diferenciar algumas populacdes celulares. Como por exemplo, linfocitos,
mondacitos e granuldcitos em sangue periférico humano, demonstrado na figura 4.1. Esta
diferenciacdo, exclusivamente morfoldgica, pode ser considerada vantajosa, por ndo
utilizar reagentes, como o0s anticorpos monoclonais. Entretanto, utilizando somente
esses parametros talvez ndo seja possivel distinguir as subpopulagcdes com

caracteristicas semelhantes, como por exemplo os linfécitos B, linfécitos T CD4* e T
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CD8", devido a este fato a identificagdo morfolégica pode ser realizada juntamente com

a imunofenotipagem.
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Figura 4.1 - Forward scatter (FSC) - tamanho e Side scatter (SSC) -
granulosidade de sangue periférico humano apo6s 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.

4.2. 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 subpopulacdes 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 funcionais in vitro, transferéncia celular autéloga ou adotiva para
animais isogénicos ou imunodeficientes e andlises de expressdo génica, proteica e
metabdlica de uma subpopulacdo celular especifica. Vale ressaltar que a grande
expansado das metodologias em citometria de fluxo pode estar relacionada diretamente
a introducao da técnica de producao de anticorpos monoclonais a partir de hibridomas

(Figura 4.2). Com a conjugacéao de fluoréforos a anticorpos monoclonais teve inicio a
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imunofenotipagem, principal aplicacdo da citometria de fluxo até os dias atuais. Desde
entdo, a citometria vem crescendo no cenario mundial, e uma variedade de aplicacdes
vem sendo introduzida, tanto no &mbito da pesquisa quanto da medicina diagnéstica
(Figura 4.3).
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Figura 4.2 - Grafico mostrando o nimero de artigos publicados utilizando a citometria de fluxo
por ano, desde 1976 até 2016. Fonte: http://www.gopubmed.com

Figura 4.3 - Distribuicdo mundial (dados de 2017) da utilizac&o da citometria de fluxo.
Fonte: http://www.gopubmed.com

Na medicina diagnostica sao utilizados painéis de anticorpos monoclonais para
identificar diversas subpopulacdes celulares que sao sugestivas ou diagnosticam varias
enfermidades. Diversas formas de leucemias e linfomas podem ser identificadas e
classificadas de acordo com a modulacdo positiva ou negativa de determinadas
moléculas (CDs) na superficie de células no sangue periférico ou em material de bidpsia.
Nas ultimas décadas a citometria de fluxo foi também reconhecida como uma técnica

guantitativa, ja que a intensidade do sinal fluorescente € proporcional a quantidade de
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anticorpo ligado por célula, o que pode estar relacionado ao namero de receptores
expressos na superficie celular.

Nas leucemias e linfomas ocorre uma desregulacdo no desenvolvimento celular,
0 que pode permitir a migracdo de células imaturas em grande niumero para a periferia;
ou resultam em uma rapida expansao de clones normais de células maduras, que
passam, entdo, a ser o tipo celular predominante na circula¢do; 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 diagndstico e prognéstico destas
doencas, apesar de as andlises serem bastante complexas, devido ao grande numero
de parametros avaliados simultaneamente. Doengas mieloproliferativas crénicas, como
a trombocitemia essencial, policitemia vera e mielofibrose primaria também séao
diagnosticadas e classificadas através da citometria de fluxo. Nestas doencas, a
citometria € indispensavel na definicdo da linhagem e estagio de maturagéo dos blastos.

O monitoramento imunoldgico 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 quantificagéo da carga viral como um teste complementar no monitoramento da
AIDS e esta é inversamente proporcional a taxa de linfécitos T CD4".

Células tronco hematopoiéticas podem ser detectadas por citometria de fluxo
devido a sua expressao 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, apos altas doses de quimioterapia.

Nos casos de transplante de 6rgéos, a citometria de fluxo tem sido muito utilizada
para monitoramento pdés-operatério e crossmatch. Os pacientes receptores de
transplante podem possuir anticorpos reativos as células transplantadas. Estes
anticorpos citotoxicos ja existem no momento do transplante e sdo responsaveis por
uma crise imediata e aguda de rejeicao, destruindo o 6rgéo enxertado e colocando em

risco a vida do receptor. Por este motivo, antes do transplante, o soro do receptor
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potencial € submetido, juntamente com os linfocitos 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 rejeicédo
mais lenta podem resultar em niveis de anticorpos pré-formados tao baixos que néo 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
distincdo entre subtipos e subclasses de imunoglobulinas e entre os subtipos de
linfocitos reativos. ApoOs o transplante de 6rgdos, a analise dos linfocitos no sangue
periférico pode auxiliar a detectar uma rejeicdo precoce durante a terapia com
imunossupressores e ajudar na diferenciacdo de infecgbes e rejeicdo. Uma variedade
de marcadores de superficie celular e antigenos de ativacdo podem ser utilizados,
dependendo da condicgéo clinica e do 6rgéo transplantado.

A citometria de fluxo é utilizada como teste complementar para o diagnéstico das
diversas imunodeficiéncias. Estes disturbios, que envolvem uma desregulagdo do
sistema imune e suas respostas, resultam em infec¢des recorrentes e graves, doencas
autoimunes ou malignidades. O diagnostico 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 utilizacdo de beads para tal avaliacéo.

Os eritrocitos também sao tipos celulares passiveis de analise por citometria de
fluxo. Nos casos de eritroblastose fetal, por exemplo, pode-se detectar, avaliar e
guantificar os eritrécitos fetais presentes no sangue materno. Para tal, sao utilizados
anticorpos anti-Rh (antigeno D) e anti-hemoglobina F. Com a permeabilizacdo dos
eritrocitos, os anticorpos se ligam a cadeia y da hemoglobina humana, o que permite a
distincdo entre as células maternas com hemoglobina F e as células fetais. Ainda, como
um numero muito pequeno de células fetais Rh* (cerca de 0,1%) € suficiente para
sensibilizar a mée, se faz necesséria a aquisicao 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 investigac@o 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
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complemento na superficie de eritrocitos e de outras células sanguineas (como
mondacitos, neutrdéfilos, linfécitos e plaquetas). Esta deficiéncia resulta em uma
susceptibilidade dos eritrocitos a lise mediada pelo complemento, gerando uma
hemdlise intravascular crénica, 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 fendtipo dos eritrocitos) em
pacientes multiplamente transfundidos e para avaliar a contaminacdo leucocitéria dos
produtos filtrados nestes bancos.

O estudo das plaquetas por citometria de fluxo tem se tornado cada vez mais
frequente nos laboratérios clinicos. Ensaios de imunoglobulinas associadas a plaguetas
séo aplicados em vérias doengas, como na purpura trombocitopénica autoimune, por
exemplo, na qual a maioria dos anticorpos secretados se encontram ligados a plaquetas.
Muitos marcadores de ativagdo plaquetaria também tém sido avaliados e sdo de
importancia clinica, como nos casos de infarto de miocéardio, eventos trombéticos e na
avaliagdo dos componentes do sangue durante procedimentos de circulacdo
extracorporea e dialise renal.

Estudos baseados em marcadores de superficie ndo tém sido Gtil apenas para
caracterizar fenétipos celulares sugestivos de doencas, 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 subpopulacbes celulares para
estudos funcionais. Recentemente, estudos de grande impacto cientifico na area de
reprogramacao celular tém utilizado a imunofenotipagem por citometria de fluxo como
uma metodologia essencial para a obtencdo de subpopulagbes especificas e
caracterizacao de células reprogramadas. Grande parte dos estudos na area de

reprogramacao celular utilizam fibroblastos humanos de pele, por exemplo. Tais
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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 s&o
imunomarcados fatores de transcricdo deterministicos de pluripoténcia e nao
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 fisiol6gico dessas células apés ensaios
de transferéncia celular adotiva para camundongos humanizados (camundongos
imunodeficientes que possuem menor rejeigdo ao transplante), por exemplo. Entretanto,
nessa etapa estas células geradas a partir de células pluripotentes induzidas séo
marcadas com anticorpos direcionados a antigenos celulares humanos para a
caracterizacdo fenotipica de biomarcadores importantes para a manutencdo das
atividades biol6gicas e fisiol6gicas da célula. Nesta etapa essas células também podem
ser isoladas através de separacdo por citometria de fluxo e analisadas quanto a
expressao 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 conteido de DNA ocupam a grande
maioria das aplicagOes da citometria de fluxo (Tabela 4.1). Entretanto, a cada dia outras
aplicagbes vém sendo desenvolvidas em diversas areas de estudo. A seguir, seréo

abordadas algumas destas outras aplicacdes.
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Tabela 4.1 - Exemplos de aplicag8es clinicas frequentes da citometria de fluxo.

PRINCIPAIS APLICACOES CLINICAS DA CITOMETRIA DE FLUXO

AREA

IMUNOLOGIA

ONCOLOGIA

HEMATOLOGIA

BANCO DE SANGUE

DESORDENS GENETICA

APLICAGOES CLINICAS
Histocompatibilidades por crossmatch
Rejeicdo de transplantes
Monitoramento de pacientes HIV+
Estudos de Imunodeficiéncias
ConteGdo de DNA
Analise de marcadores de proliferacdo
Fendtipos de leucemias e linfomas
Contagem de células hematopoiéticas progenitoras
Contagem de reticulécitos
Enfermidades autoimune e aloimunes
Eritroblastose
Imunohematologia
Contaminacao leucocitaria

PNH

MOLECULAS COMUMENTE AVALIADAS
lgG, IgM
CD3, OKT3 circulante
CD45, CD4, CD3, CD8
CD4, CD8
DNA
PCNA, Ki-67
Antigenos leucocitarios do sangue
CD34
RNA
IgG, IgM, Proteina do Complemento
Hemoglobina F, antigeno D
Antigenos eritrocitos de superficie
Antigenos leucocitarios de superficie

CD55, CD59

Deficiéncia de adesdo leucocitaria CD11, Complexo CD18

4.3. Avaliacdo 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
possivel o progresso de tal técnica. A primeira grande aplicagéo foi a anélise 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 avaliacdo do contetdo de DNA celular é uma das principais aplicagbes da
citometria de fluxo ainda nos dias atuais. Esta avaliagdo permite determinar a
distribuicdo das populacdes celulares presentes na amostra ao longo das diferentes
fases do ciclo celular e, individualmente, a ploidia de cada célula, o que é de particular
relevancia nos estudos oncoldgicos. Ainda é possivel observar o DNA degradado,
fornecendo a informacé&o 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 avaliacdo quantitativa, ou seja, a quantidade de corante é

diretamente proporcional a quantidade de DNA no interior da célula. Os principais
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corantes utilizados para marcar DNA na citometria de fluxo encontram-se listados na
Tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Corantes fluorescentes mais utilizados na marcacao de DNA.

. % EXCITACAO %
FLUOROFORO ABREVIACAO (LASER) EMISSAO
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 Pl 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
viabilidade celular e apoptose, quanto para determinacdo de conteiudo de DNA,
dependendo do protocolo de marcagéo utilizado. Por ser impermeavel & membrana
plasmética integra, o Pl é utilizado em protocolos citofluorimétricos como corante vital,
de forma que as células negativas para a marcagdo com Pl estéo viaveis e as células
mortas, que perderam a integridade da membrana plasmética, sdo positivas para tal

marcagéao (Figura 4.4).
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Figura 4.4 - Histograma citofluorimétrico de niimero de células
vs. intensidade de fluorescéncia do Pl em diferentes protocolos:
para viabilidade celular.
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Os protocolos utilizados para identificar as células em diferentes fases do ciclo
celular necessitam de uma etapa de permeabilizacdo da membrana, através da
utilizacdo de detergentes (p.ex. Triton-X100, saponina, NP40) ou alcodis (metanol e
etanol), com o intuito de permitir a entrada do Pl na célula. Como o PI também se
intercala as bases nucleotidicas do RNA, a utilizacdo de Ribonuclease A é fundamental
para especificar a marcacdo ao DNA nestes protocolos. A analise € baseada na
guantificacdo da incorporacdo do Pl no DNA celular. Assim, apés a analise destas
células no citdmetro de fluxo, pode-se definir as células na fase GO/G1, S e G2/M de
acordo com a intensidade de fluorescéncia, relativa ao aumento do contelldo de DNA
intracelular. Ainda, as células com uma menor intensidade de fluorescéncia sao as
células que apresentam uma fragmentacdo do DNA, caracteristica do fendbmeno de
morte celular (apoptose) (Figura 4.4). E importante salientar que as escalas utilizadas
nos histogramas para analise nos protocolos descritos acima devem ser logaritmicas e

lineares, respectivamente (Figura 4.4 e 4.5).
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Figura 4.5 - Histograma citofluorimétrico de namero de
células vs intensidade de fluorescéncia para avaliagdo do
ciclo celular. Fonte: Chometon & Bertho, 2017

O DAPI possui afinidade pela ligagdo 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 emisséo 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
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DAPI devido a sua propriedade lipofilica (ndo necessitando de permeabilizacdo da
membrana) e apresenta 6tima aplicabilidade em estudos sobre replicagdo e divisdo
celular, assim como apoptose. A grande vantagem dos corantes excitados pelo LASER
UV é gue seus picos de emissao nao sobrepdem os picos de emissdo dos fluoréforos
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 analogo 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 fluor6foro 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 4.6).
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Figura 4.6 - Avaliacéo das fases G1, S, G2/M do ciclo
celular através de dot plot da fluorescéncia de FITC
(conjugado a BrdU) vs fluorescéncia do PlI.

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
ligacéo; isto é, quando se liga ao DNA emite uma fluorescéncia verde (525nm) e quando
intercalado ao RNA emite uma fluorescéncia vermelha (650nm). Esta diferenca ocorre

porque a ligacdo ao DNA é por intercalacdo, enquanto ao RNA a ligacdo ocorre por
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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 aplicagéo € o estudo dos cromossomos atravées 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
interagdo Adenina-Timina, permitindo assim a andlise do cariétipo, j& que, mesmo
cromossomos que possuem conteddo similar de DNA, diferem na distribui¢céo dos pares

de bases (Figura 4.7).
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Figura 4.7 - Avaliagdo de cariétipo normal humano
através de dot plot da marcacdo de Hoechst 33258
vS. cromomicina A3.

4.4, Morte Celular — Apoptose

Necrose e apoptose sdo as duas formas de morte celular e podem ser
diferenciadas com base nas caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e moleculares de
cada processo. Enquanto a necrose € um processo desordenado, que ocorre em
condicbes patolégicas e se caracteriza pela perda de integridade da membrana
plasmatica, a apoptose € um evento programado, com a funcdo 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 os eventos apoptoticos, 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 4.8),
sem a necessidade de submeter a amostra a um protocolo de marcagéo, embora o uso

de marcadores para determinar tal processo seja muito mais especifico.
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Figura 4.8 - 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 & diminuicdo de tamanho, como resultado do
encolhimento celular, e aumento de granularidade, como
resultado da condensac¢éo da cromatina.

Como j& mencionado, através da avaliacdo da degradacdo 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 fluoréforo. No processo inicial
de apoptose, a fosfatidilserina é translocada para a superficie externa da membrana
celular, permitindo, entdo, a ligagdo da Anexina-V.

Diversas proteinas relacionadas com o processo de apoptose podem servir
como marcador atraves da utilizagéo de anticorpos monoclonais especificos, como anti-
Fas, 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 comparacao 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
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célula, permitindo assim a diferenciacdo de apoptose e necrose, pela diferenca de
intensidade de fluorescéncia (Figura 4.9A). O uso combinado de Hoechst 33342 com PI
permite também a distincdo entre os dois processos de morte, pois ambos os corantes
marcam as células em necrose, e a intensidade de fluorescéncia de Hoechst 33342 é
maior nas células apoptéticas (devido a cromatina compactada) em comparacao as
células viaveis. Outra combinacao muito utilizada é de Anexina-V e PI, onde as células
necréticas sdo positivas somente para a marcacdo com PI, as células em apoptose
inicial (ainda com a membrana integra) sdo positivas somente para Anexina-V e as
células em apoptose tardia e ou necrose sdo positivas para as duas marcacdes
(Figura 4.9B).
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Figura 4.9 - (A) Dot plot de tamanho (FSC) vs a fluorescéncia de 7-
AAD, permitindo a visualizagcao 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).

4.5.  Proliferacéo celular

Existem duas abordagens bésicas para se estudar a proliferagédo celular: uma
através da avaliacdo do ciclo celular (j& exposto), e a outra através da avaliacdo do
namero de divisBes celulares ao longo de um periodo. Nesta Ultima, um namero maior
de divis@es celulares pode ser observado, mas ndo ha informacdes sobre o ciclo celular.
As substancias mais utilizadas para esta finalidade sdo o CFSE, que se liga a proteinas
citosdlicas e de membrana, e o PHK26, que € 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 é que elas se
ligam a estruturas nas células e, de acordo com a divisdo destas, o corante também vai

se dividindo entre as células-filhas (Figura 4.10).
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Figura 4.10 - Histograma da intensidade de fluorescéncia do Violet Cell Proliferation. Os picos
representam sucessivamente, da maior para a menor intensidade, as divises das células em
andlise. Adaptado de http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/C34557

4.6. Ensaios funcionais

A citometria de fluxo é atualmente aplicada em diversos ensaios funcionais, e 0s
mais frequentes sao relacionados ao estudo da resposta imune, como ensaios de
citotoxicidade e de producédo de citocinas, calcio e espécies oxidativas. Os dados
funcionais, juntamente com a imunofenotipagem, fornecem informagdes 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 aplicacdo séo utilizados anticorpos monoclonais especificos para cada citocina
a ser avaliada. Recentemente, ainda se tornou possivel a avaliagdo das citocinas
solUveis por citometria de fluxo, através do principio de Cytometric Beads Array (CBA),
melhor detalhado no subtopico a seguir. Estes ensaios multifuncionais permitem um
aprofundamento no conhecimento da resposta imune e sdo 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 ativacao de
enzimas responsaveis por mudangas no metabolismo e no desenvolvimento dessas
células. Muitos corantes fluorescentes sao utilizados para avaliar a concentracdo
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
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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 distincdo 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 experimentais para avaliacdo da producédo de espécies oxidativas sdo
empregados principalmente na avaliagcdo de burst oxidativo de neutrofilos, de alteragfes
na concentracdo de produtos oxidativos durante a apoptose e da produgéo intracelular
de espécies oxidativas sob diferentes estimulos. Os compostos mais utilizados
(dihidrorodamina — DHR; dihidroetidio — DHE; e dihidroclorofluoresceina — DCFH) ndo

séo fluorescentes na sua forma reduzida, mas passam a fluorescer sob oxidacgéo.

4.7. Bead-based immunoassay

O objetivo desta técnica de citometria de fluxo é detectar e quantificar moléculas
em fluidos, como citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e proteinas
sinalizadoras. Por tratarem de kits mais especificos, hoje sédo disponibilizados por duas
empresas BD Bioscience e Biolegend chamados respectivamente de Cytometric Beads
Array (CBA) e LEGENDplex.

O principio de tal metodologia é a utilizagdo de microesferas com fluoréforos
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 é incubada com essas microesferas, cada analito se ligara
ao seu anticorpo especifico, ligado a respectiva microesfera. Apés a incubacgéo, sao
entdo adicionados anticorpos secundarios (anticorpos de deteccdo), marcados com
fluorescéncia diferente da usada nas microesferas, que se ligardo aos analitos (Figura
4.11). Assim, quanto maior a concentracdo do analito, maior a marcacao do anticorpo
secundario e, consequentemente, o deslocamento do grupo de esferas no histograma
(Figura 4.12). Apés a aquisicdo dos eventos pelo citdbmetro de fluxo, a quantificacao de
cada analito é feita com base nos valores de intensidade de fluorescéncia da curva

padréo.
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Figura 4.11 - 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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4.8. Andlises de Vesiculas Extracelulares

As Vesiculas Extracelulares (VES) sdo estruturas liberadas pela membrana de
diferentes tipos celulares sob diferentes aspectos fisiopatolégicos. Atualmente, séo
classificadas de acordo com seu tamanho e processo de formacao, variando entre 50
nm e 1000 nm (Van Niel, D’angelo & Raposo, 2018). Tais particulas estdo 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 sdo fundamentais para a identificacdo
dessas vesiculas por diferentes técnicas, como a citometria de fluxo. Todas as células
sanguineas produzem VES, sendo que as plaquetas liberam a maior quantidade delas,
correspondendo a 70%-90% do total de VE no plasma de individuos saudaveis.

Muitos estudos tém sugerido uma associag¢ao entre microparticulas e diferentes
condic¢des patologicas, como cancer, doengas cardioldgicas e renais. Entretanto por se
algo ainda pouco descrito, os estudos ja existentes ainda sdo controversos
principalmente com relagéo aos niveis de microparticulas que possam ser considerados
patolégicos e a necessidade da padronizacdo dos diferentes protocolos utilizados, para
gue assim seja possivel a utilizacdo de microparticulas como biomarcadores uteis na
pratica clinica.

Até a década de 1990, nenhuma importancia bioldgica foi dada as VE, e elas
eram consideradas como particulas resultantes de destruicdo 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 informacgéo biolégica, por meio de identificacdo, caracterizacdo e
guantificacdo das VEs em vérias situacbes, como obesidade, diabetes, infarto,
depressdao, cancer, HIV e insuficiéncia renal.

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

Com relagéo ao isolamento de VEs para a posterior identificacédo por citometria
de fluxo, ndo ha 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 laboratorio. Apesar dos diferentes protocolos utilizados, a

metodologia mais utilizada para o isolamento das VEs € a centrifugacao diferencial a
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gual emprega um numero de diferentes passos de centrifugacao caracterizados por
diferentes forgas centrifugas e tempos de centrifugacéo.

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

Por tratarem de moléculas muito pequenas é necessaria muita cautela para
caracteriza-las por citometria de fluxo. Geralmente beads de tamanhos ja conhecidos
sdo utilizados para auxiliar na identificacdo de diferentes de diferentes tamanhos (Figura

4.13).
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Figura 4.13 - Histogramas representando beads de
diferentes didmetros observadas por citometria de fluxo.
Fonte: Costa & Chometon & Bertho, 2019
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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 que 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 n&o 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 sdo consideradas como os eventos duplo-
positivos para anexina V e Calceina AM (Figura 4.14). Ap6s a definicdo das VESs, essas
vesiculas podem ser analisadas e classificadas quanto a sua origem, utilizando

diferentes marcadores (Tabela 4.3), como por exemplo, CD41 que analisa VEs
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originadas pelas plaquetas, e CD235a que analisa as VEs originadas pelas hemacias
(Figura 4.14).
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Figura 4.14 - Para definicdo de VEs ap6s selecdo da populacdo pela morfologia (VioletSSC x
SSC), todos os eventos positivos para a anexina-V e a calceina AM sado definidos como eventos
MP "verdadeiros". ApOs a definicdo de VEs, analisamos suas possiveis origens, como por
exemplo, VEs derivadas de plaquetas (CD41) ou heméacias (CD235a). Fonte: Costa & Chometon
& Bertho, 2019.

Tabela 4.3 - Principais marcadores
utilizados para identificagdo da
origem das VEs.

ORIGEM DA VE MARCADOR
Linfécito T CD4+ CDIeCD4
Linfécito T CDB+ CD3 e CD3
Mondcito CD14
Linfdcito B CD20 ou CD19
Plagueta CD61 ou CD41
Células endoteliais CD62 e/ou CD144
Granulocitos CDe6b
Eritracitos CD235a
Neutréfilos CD15

4.9. Nanoparticulas

Nas Ultimas décadas, estudos em nanotecnologia vem crescendo tanto em
investimento em pesquisas basicas, quanto no desenvolvimento tecnoldgicos,
diagnésticos e em tratamentos, sendo utilizados na formacgéo de farmacos. A base da
nanomedicina é o 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 € um corpo
contendo uma dimenséo da ordem igual ou menor de 100nm”. As nanoparticulas podem

ser feitas de “Bullk” (conjunto de particulas sélidas), ouro, prata, carbono e magnéticas.
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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 inflamacédo a infeccao ou
até mesmo a exposic¢ao de particulas. Quando ativados, fagocitam e liberam reativos de
oxigénio para a destruicdo dos patdégenos, além disso, liberam citocinas e quimiocinas
que sao primordiais para a resposta imune adaptativa. Os neutréfilos foram
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 subpopula¢cdes por marcadores de superficies
especificos.

Para entender o mecanismo das fun¢des das subpopulac¢des de neutrofilos, 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 neutrdéfilos por coloracdo de Anexina-V e Pl (Figura 4.15), nos
guais, mostraram o aumento de neutréfilos em apoptose tardia, quando foram expostos
ao AgNP.
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Figura 4.15 - Graficos de dot plots que representam os neutrofilos marcados
com Anexina V-FITC e lodeto de Propidio-PI em cultura por 4 horas e 20 horas.
Observa-se que neutrofilos em cultura por 20 horas, estimulam mais a
apoptose inicial do que a apoptose tardia, enquanto a cultura de 4 horas, ndo
foi possivel observar esse fendmeno. Fonte: Fraser et al., 2018.

As subpopulacdes de neutréfilos foram analisadas por citometria de fluxo,
identificando a  diversidade dos fenétipos em: neutréfilos  maduros
(CD16bright/CD62Lbright),  imaturos  (CD16dim/CD62Lbright) e  apoptéticos
(CD16dim/CD62Ldim) (Figura 4.16). Quanto a exposi¢cao por AgNP, foi demonstrado
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gue essa nanoparticula pode estar associada ao estimulo da ativacdo e maturagéo dos
neutrofilos. Por outro lado, o mesmo estudo relata que o AgNP realiza a ativacao de
neutrofilos sem a liberacédo de citocinas pré-inflamatorias e necrose (Figura 4.17). Este
estudo ainda sugere que, as particulas podem ser eliminadas sem causar inflamacéao
prejudicial, ja que nanoparticulas de prata podem conferir toxicidade aos neutrofilos e

assim desencadear reagfes inflamatérias.

Ativados Maduros
CD16 bright/ CD16 bright/

CD62L dim CD62L bright

CD16-PeCy7

Apoptéticos  (pealfiTc | Imaturos
CD16dim/ CD16dim/
CD62L dim CD62L bright

Figura 4.16 - Representacdo das subpopula¢Bes de neutrofilos
marcados com anticorpos CD16-PeCy7 e CDG62L-FITC em
graficos dot plots. As marcagfes identificadas como: CD16
bright/CD62L dim, sao neutréfilos ativados; CD16 bright/CD62L
bright, sdo neutréfilos maturos; CD16 dim/CD62L bright, séo
neutrofilos imaturos; CD16 dim/CD62L dim, s&o neutréfilos
apoptéticos. Fonte: Fraser et al., 2018.
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Figura 4.17 - Graficos de dot plots que representam neutrofilos expostos a
nanoparticulas de prata - AQNP em diferentes concentra¢des 5ug AgNP/105
células e 20ug AgNP/105 células, nos quais observam-se as diferentes
subpopulagdes de neutréfilos. Fonte: Fraser et al., 2018.
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4.10. Analise de microrganismos

Protozoarios, fungos, bactérias e até virus podem ser detectados e avaliados
através da citometria de fluxo. O avanc¢o na descoberta de biomarcadores para os mais
variados microrganismos torna a citometria de fluxo cada vez mais a técnica de escolha
para esta analise, visto que € 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 microrganismo, a proliferacéo, a viabilidade,
seu metabolismo e sua interagdo com varios agentes quimicos e fisicos para diversos
tipos de estudo, analises possiveis através da citometria. A citometria de fluxo tem sido
utilizada nos estudos microbiol6gicos em diversas areas, como na monitorizagdo do
processo de fermentacdo por bactérias, na microbiologia industrial, em diagndsticos
clinicos e na toxicologia ambiental.

4.11. Interacdo parasito-célula hospedeira

Atraveés da citometria de fluxo é possivel avaliar a interagdo de parasitos com
suas ceélulas hospedeiras, seja através de marcagfes fenotipicas especificas, da
utilizacdo de parasitas geneticamente modificados autofluorescentes, da realizagéo de
ensaios funcionais ou simplesmente através da observacdo da diferenca de
granularidade (Figura 4.18).
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Figura 4.18 - Dot plots de numero de células vs. granularidade (SSC) de uma cultura
de macréfagos com Leishmania em diferentes momentos (A - tempo zero de
cultura). E possivel observar o aumento da granularidade ao longo do tempo de
cultura, o que representa a invasao das Leishmanias nos macrofagos. Fonte: Bertho
etal, 1992.
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4.12. Microbiologia marinha

Bactérias, cianobactérias, fitoplanctons e zooplanctons estdo presentes em altas
concentracdes nos ambientes marinhos e o estudo de suas fun¢des e comportamento
sdo fundamentais para a compreensao destes ecossistemas. A citometria de fluxo tem
sido aplicada no estudo destes microrganismos principalmente através da avaliacao de
tamanho e granularidade, autofluorescéncia e andlise de DNA e RNA (Figura 4.19), e
vem se tornando a técnica padrdo para o monitoramento de populagbes de fito e
zooplanctons. A partir destes estudos, novos citdmetros séao fabricados especialmente
para tal aplicacdo, j& que a caracterizacdo e quantificacdo dos microrganismos
presentes nos mananciais aquaticos, como oceanos, lagoas e rios, fornecem um

monitoramento acurado da qualidade da 4gua destes ambientes.
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Figura 4.19 - 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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4.13. Vacinas

A citometria de fluxo multiparamétrica € uma grande ferramenta laboratorial
especializada e muito aplicada na clinica médica para o diagndstico de cancer,
imunodeficiéncias primarias e secundarias e prognéstico de pacientes com HIV e
leucemias. Além disso, consiste em avaliar funcdes celulares, analisar as respostas
imunes proporcionando o monitoramento de inimeros marcadores de superficie celular
e intracelular e identificacdo dos fendétipos, melhorando assim, a caracterizacdo das
respostas imunes.

Estudos sobre vacinas propde-se cada vez mais a entender os mecanismos
protetores cruciais em vacinas licenciadas e candidatas. Quase todas as vacinas
licenciadas, consistiram em pesquisas baseadas em imunidade humoral, deteccédo de
anticorpos, como fator de protecao. No entanto, a imunidade celular que também possui
um papel protetor, sdo alvos de ensaios vacinais para Maléaria, 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 vacina ou até mesmo alguma
proteina e ou peptideos, envolve a quantificagdo das frequéncias e avaliacdo das
fungBes dos linfocitos T e B especificos ao antigeno em questdo. Apesar de outras
técnicas fornecerem essas informagfes, como a linfoproliferagdo por timidina e
deteccgdo 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 caracterizagao fenotipica da resposta imune frente a vacinas, devem produzir
respostas de células T e B de memodria, sendo aptos para responder ao antigeno, e
assim, conferir resposta protetora humoral e celular de longa duragéo.

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 estimulacdo da imunizacdo, apresentou aspectos
funcionais e fenotipicos de células T CD8 especifico presentes 14 ou 98 dias apos a
Ultima dose de imunizacdo. Apés estimulacao 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, por um aumento de CD107a simples positivo apds 98

dias da ultima dose de imunizacéo (Figura 4.20 A e B). Além disso, este estudo relata
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que as células T CD8 de memoria efetora esté correlacionado com a protecao durante

os dias de infec¢éo pelo parasito.
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Figura 4.20 - 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 expressdao CD107a e citocinas intracelulares por T CD8* especifico que foram
induzidas por DNA plasmidial recombinante, iniciando o esquema de vacinacdo 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¢ao
de Leishmania major, demonstraram a avaliacdo 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 (Figura 4.21). Além disso,
a resposta das citocinas das células T CD4*, pode ser fundamental para estudos sobre
vacinas em relagdo ao carater de protecdo, e pode ser utilizado como um indicativo
prospectivo de vacinas baseadas em células Tul (do inglés T helper 1).

As células multifuncionais sdo consideradas células com uma o6tima fungéo
efetora, pois produzem IFN-y* e TNF-a*, que atuam em sinergismo na ativacdo 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.

72



Capitulo 4. Aplicagdes Gerais da Citometria de Fluxo

Antes da infec¢cao Apés a infecgao
Controle MML Controle MML
10° 4 3 W3
4 ] 3 2+
i 103‘ [ : Wi
— 10 ]"‘A‘"“- 3 ?
107 S - 3 i
04 E E
10° ;
10% 4 skl 3 E T
o ] \ = g 4 & . )%
= 10% o RS 1@ 1 @ 0 E
102 J . ol 1 B 10
T - e 5 3 3 -
010%210% 10*10° 010%10%10%10° 010%10%*10*10°  010%10%10*10°

IFN-y -

Figura 4.21 - Graficos 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 ap0s a infeccao. Fonte: Darrah et al., 2007.

4.14. Citometria de Fluxo Espectral

A citometria de fluxo convencional é uma metodologia, eficaz e bastante
utilizada, que permite a andlise multiparamétrica de moléculas em suspensao. Apesar
do vasto numero de fluoroforos disponiveis no mercado, possibilitando a construgéo de
painéis multicoloridos, a sobreposicdo de seus comprimentos de onda se torna um
desafio ao montar painéis. Ao longo dos anos, houve muitos esforgos para desenvolver
citbmetros capazes de captar um espectro 6ptico continuo, dando origem a Citometria
de Fluxo Espectral.

A citometria de fluxo espectral combina a citometria de fluxo convencional e
espectroscopia de fluorescéncia para obter informacdes mais detalhadas sobre as
particulas. Ao contrario da citometria de fluxo convencional, a citometria de fluxo
espectral utiliza o espectrdbmetro, que é capaz de coletar todo o0 espectro de
fluorescéncia emitido pelas amostras e separa os sinais de fluorescéncia sobrepostos,

permitindo a analise simultdnea de um grande nimero de fluor6foros (Figura 4.22).
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Figura 4.22 - Esquema comparativo mostrando a detecc¢éo da citometria de fluxo convencional
e a citometria de fluxo espectral. Fonte: Nolan, 2013.

Uma das principais diferencas entre um citbmetro de fluxo convencional e um
citbmetro de fluxo espectral é a dispersdo. A O6ptica de um citbmetro de fluxo
convencional pode bloquear, refletir ou transmitir um féton com base em seu
comprimento de onda, enquanto os citdmetros de fluxo espectral dispersam os fétons
de acordo com o comprimento de onda.

Ao contrario da citometria de fluxo convencional, que utiliza filtros Opticos,
prismas ou conjuntos de filtros para coletar apenas emissdes de fluorescéncia em
comprimentos de onda especificos, a citometria de fluxo espectral utiliza grades de
difracdo para registrar o espectro de fluorescéncia completo das amostras. O sistema
Optico é capaz de direcionar o feixe de laser para a amostra e coletar a luz dispersa e
fluorescente gerada pelas particulas. Essa luz fluorescente é direcionada para as grades
de difracéo, separando a luz em seus diferentes comprimentos de onda. Em seguida, a
luz dispersa e fluorescente é direcionada para detectores de estado soélido, que captam
a intensidade de cada comprimento de onda em uma resolugéo especifica (Figura 4.22).

Outra grande diferenca entre a citometria de fluxo convencional e a citometria de
fluxo espectral é o detector. Ambos podem utilizar fotomultiplicadores (PMT) ou
fotodiodos de avalanche (APD), sendo que os APDs possuem uma maior sensibilidade
e eficiéncia quantica, melhorando o seu desempenho em comprimentos de onda
superiores a 650 nm.

Atraves da utilizagdo de varios detectores para medir a emissao de espectro total

de cada fluoréforo, usando diferentes LASERS no sistema, uma assinatura para cada
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fluoroforo é criado, 0 que chamamos de assinatura espectral. O espectro detectado por
cada grupo ou arranjo forma uma assinatura espectral (Figura 4.23). Enquanto a
citometria de fluxo convencional usa compensacdo para corrigir a sobreposicao de
fluorescéncia entre os fluoroforos, a citometria de fluxo espectral usa a “desmistura
espectral’, onde através de uma equacdo matemdtica, € possivel diferenciar as

assinaturas espectrais.
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Figura 4.23 - Assinatura Espectral do corante BUV 737 no citbmetro espectral Cytek Aurora
(ThermokFisher).

A primeira demonstracgao de citometria de fluxo espectral foi demonstrada pelo
Dr. Paul Robinson na Universidade de Purdue em 2004, e o primeiro citbmetro de fluxo
espectral foi criado em 2012 pela Sony Biotechnology, o qual utilizava PMTs como
fotodetectores e prismas. Atualmente, um dos citbmetros de fluxo espectral mais
populares € o Cytek Aurora, da Cytek Biosciences, com configuracdo de 3 a 5 LASERs

e visualizacdo de mais de 40 cores (Figura 4.24).

Figura 4.24 - Citbmetro de Fluxo Espectral Cytek Aurora (Cytek Biosciences).

4.15. Citometria de Fluxo de Imagem

A citometria de fluxo de imagem é um ramo da citometria convencional capaz de
associar os principios basicos da citometria com obtencdo de imagens da microscopia,

permitindo a captura de imagens de células Unicas em alta resolucgéo.
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A configuragdo geral de um citdbmetro de imagem é bem similar ao citbmetro
convencional, a principal diferenca consiste na utilizagdo de um microscopio acoplado
ao citbmetro, o qual vai ser responsavel pela obtencao das imagens. Esse microscopio
pode ser confocal, de fluorescéncia invertida ou epifluorescéncia. Para a obtencao das
imagens, as células sdo capturadas em uma lamina revestida com uma matriz de pogos,

onde cada poco contém uma Unica célula, que € posteriormente visualizada

individualmente pelo sistema de imagem microscopica acoplado ao citbmetro de fluxo
(Figura 4.25).

Figura 4.25 - Estratégia de gate e Imagem em alta resolugéo utilizando o software scanR, através
da citometria de imagem. Fonte: Avi Smith, 2023.

Entre as diversas aplicacfes disponiveis, temos a avaliagdo da progresséo do
ciclo celular, medicao da morte de células, ligacdo e comunicacao entre células, e ainda
aplicagBes na microbiologia marinha. Com auxilio dessa técnica, é possivel monitorar a
alteracdo em diferentes algas e microrganismos.

Atualmente, temos alguns equipamentos de imagem bastante utilizados na area
da bioldgica e médica, entre eles: FlowSight (A), Image Stream X Mark Il (B), Celligo
(C), Cellometer (D) e Cellaca (E) (Figura 4.26), podendo variar sua configuragdo com 2
a5 LASERs.
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Figura 4.26 - Citometros de Imagem FlowSight (A), Image Stream X Mark Il (B), Celligo (C),
Cellometer (D) e Cellaca (E).
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CAPITULO 5. CITOMETRIA DE FLUXO APLICADA AO ESTUDO DAS
DOENCAS INFECTO-PARASITARIAS

Andressa Cazote, Katherine Kelda Castro, Melissa Ponte, Vanessa Costa

A possibilidade de se integrar em uma técnica, analises multiparamétricas trouxe
grande enriguecimento de informa¢bes no campo da imunologia, sendo a CMF
atualmente, uma das principais técnicas aplicadas para estudo do sistema imunoldgico,
principalmente da imunidade celular, mas também o ramo humoral da resposta, ja que
a imunofenotipagem permite a identificacdo de linfocitos T e B, assim como outras
células que também participam da resposta imune do hospedeiro. Visto isso, muitos
estudos tém utlizado a citometria de fluxo para a melhor compreensdo da
imunopatogénese de varias infecgdes, ja que além da determinagéo do fendtipo 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 infeccéo ou ainda compreender vias que 0
patégeno utilize para subjugar o sistema imune. Nesse quesito, varias doencas sao
capazes de modular a resposta imune do hospedeiro de maneiras distintas de acordo

com o agente etioldgico, via de transmissao, ciclo biol6gico, patogenicidade etc.

5.1. AIDS e Infecgéo pelo HIV

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é o retrovirus causador da Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (aids). A maioria das infec¢des pelo HIV-1 ocorre pelo
contato sexual, através da exposicao do trato genital ou da mucosa retal. Embora os
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 é
o transporte de macromoléculas de um lado para o outro da célula por meio de
vesiculas, também ser uma via proposta. Além disso, ja 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 transmissao 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 séo alvos
para infeccéo 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 sdo
denominados X4 tropicos, outros sdo capazes de se ligar a ambos os 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 5.1). 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 linfocitos T CD4", atingindo valores inferiores a 200 células/uL e pelo
aparecimento de sintomas clinicos e infec¢bes oportunistas, assinalando a fase
sintomatica, ou aids propriamente dita. Este perfil de evolugdo da doenca é observado
para a grande maioria dos individuos, embora cerca de 10-15% das pessoas vivendo
com HIV (PVHIV) entrem na fase de aids apos 2 a 3 anos de infec¢do, 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 infeccéo.
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Figura 5.1 - Curso natural da infec¢éo pelo HIV.

No curso da infec¢éo pelo HIV e dependendo do numero 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/uL, o individuo esta suscetivel a infeccbes oportunistas e
neoplasias, pela debilidade da resposta imune (German Advisory Committee Blood,
Subgroup ‘Assessment of Pathogens Transmissible by Blood’, 2016).

Patégenos frequentemente oportunistas em infec¢des 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 nao-Hodgkin, linfoma de
célula B associado com virus Epstein-Barr (EBV), e carcinomas de pénis, anus 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 (patdégeno 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 macrofagos infectados por MTB. Os maiores

niveis de inflamacgéo e ativacdo da resposta imune, como o0s encontrados na infec¢ao
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por tuberculose, podem proporcionar as condi¢des ideais de citocinas para a replicacdo
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 os 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
secrecdo 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 (Figura 5.2).
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Figura 5.2 - Estratégia de gate para a avaliagdo 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-infecgéo, apos estimulo com pool de peptideos de Gag (proteina
do HIV). Eles observaram maior populacdo 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 5.2). E a co-
infeccdo de HIV e MTB foi associada com o decréscimo de secre¢éo das citocinas IFN-
Y, TNF-a e IL-2 (Figura 5.3).
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Figura 5.3 - Investigacdo da secrecao de citocinas apés 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 relagcdo as citocinas secretadas nos individuos HIV-TB (TB ativa)
guando comparados com os HIV-LTBI (TB latente). E na avaliagédo da resposta néo-
especifica, com estimulo de enterotoxina B de Staphylococcus (SEB), ndo houve
diferenca significativa entre os grupos, mas parece que as células T CD4* HIV+/TB
produzem menos citocinas.

Os autores concluiram que a infec¢do 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-infecgcdo 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-infecgéo, 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 investigacdo 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¢ao
natural e vacinacéo heteréloga de prime/boost. Os autores utilizaram um marcador de
viabilidade chamado ViViD (violet viability dye), e o anti-CD14 (fluor6foro néo citado) e
CD19-Pacific Blue para identificar células B e mondcitos, e exclui-los da andlise. Para a
maturacdo de células T, foram utilizados os marcadores CD45RO QD705, CD57
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
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células T funcionais foram identificadas através da sua marcacao 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 marcacbes 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*; memoria transicional
CD45RO*CCR7CD28*; memoria efetora CD45RO*CCR7CD28 e efetora terminal
CD45ROCCR7-CD28..

Os resultados da imunofenotipagem foram relacionados com o ensaio de
inibicdo viral por células T CD8" (VIA assay). Os individuos vacinados e que possuiam
atividade antiviral apresentaram um ndmero maior de células em estagios iniciais de
diferenciacdo, e individuos HIV* apresentaram maior nimero de células em estagios
finais de diferenciacdo. Entretanto, ndo houve associagao significativa entre fenétipo de
diferenciacéo e atividade antiviral antigeno-especifica de células T CD8*. Esses dados
sugerem que células T CD8* em diferentes estagios de diferenciacédo, foram capazes de
mediar a supressao viral, contanto que expressassem MIP-1 ou CD107a (Figura 5.4).
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Figura 5.4 - Estado de diferenciagcdo 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 diferenciagdo CD45R0O, CCR7 e CD28. CM — memoria central, TM — memoria
transacional, EM — memodria inicial (naive-like), TE — efetora terminal.

Na avaliacdo da funcdo multipla 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 5.5). As respostas de CD107a,
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MIP-18 e IFN-y se correlacionaram com a atividade antiviral. Nao foi encontrada
diferenca significativa na porcentagem de células expressando IL-2 ou TNF-a nos
individuos vacinados com atividade inibitéria em relagdo aos vacinados sem atividade
inibitéria. Entretanto, a atividade antiviral foi fortemente associada com o maior nimero
de células T CD8" expressando CD107a ou MIP-1B, depois do estimulo com Gag ou

Env.
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Figura 5.5 - 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 funcao € demonstrada apds o estimulo
com peptideos de Env (A) e Gag (B). Os asteriscos mostram as fun¢des que apresentaram
diferencas significativas entre vacinados com atividade antiviral e sem atividade antiviral.

Os autores concluiram que a expressao de MIP-13 e CD107a pelas células T
CD8" HIV-especificas, na vacinacao ou na infec¢ao natural, esta relacionada a atividade
antiviral. Em contraste, o fenétipo dessas células parece ser menos importante para
essa atividade. Eles também observaram que, em relacdo a inibigcao viral, os vacinados
podem estimular populacdes de células T CD8* semelhantes em funcdo a aquelas

encontradas em individuos controladores de virus.

5.2. Covid-19

A Covid-19 é uma infeccdo respiratéria aguda e tem como agente etiolégico o
SARS-CoV-2 (Coronavirus-2 da Sindrome Respiratéria Aguda Grave), um virus RNA
fita simples da familia dos coronavirus. Em dezembro de 2019, os primeiros casos da
doenga foram registrados em Wuhan, na provincia de Hubei, China, caracterizados
como um surto de pneumonia com etiologia, até entdo, desconhecida. Rapidamente, o
surto tomou proporgdes epidémicas e, em margco de 2020, foi declarado o status de
pandemia pela OMS. O SARS-CoV-2 foi isolado em janeiro de 2020 e caracterizado

como um novo tipo de coronavirus, e nomeado posteriormente pelo ICTV, em funcéo
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da sua semelhancga genética entre ao coronavirus responsavel pelo surto da Sindrome
Respiratdria Aguda Grave (SARS) em 2003.

A transmissdo do SARS-CoV-2 ocorre por via horizontal, principalmente pelo
contato pessoa-a-pessoa, a partir da inalacdo goticulas respiratérias expelidas por
individuos infectados, estejam esses sintomaticos ou nao, ou, ainda, pelo contato com
superficies contaminadas. Intervencdes preventivas como o distanciamento social, uso
de mascaras e higienizacdo correta das maos foram empregadas a fim de evitar a
disseminacédo do virus. No entanto, o desenvolvimento de vacinas e a vacinacao em
massa foi o mecanismo mais efetivo na prevencao a infeccao.

As manifestagdes clinicas da Covid-19 se assemelham as observadas em outras
infeccbes respiratdrias, especialmente aquelas causadas por influenza, e incluem febre,
tosse e dispneia. Sintomas gastrointestinais, como diarreia, também podem ser
observados, embora em menor frequéncia. Seu espectro clinico € extremamente
variavel, com auséncia de sintomas em até 80% dos casos. As formas graves da doenca
correspondem a 5% do total de casos, nos quais sdo observados quadros de
insuficiéncia respiratoria, como parte da Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo
(SDRA), resultando na necessidade de suporte ventilatério. Nesses casos, o individuo
apresenta inflamacdo pulmonar intensa, sepse e choque séptico, bem como outras
complicacdes, que juntas podem levar o individuo a 6bito.

No geral, o periodo de incubacdo da Covid-19 compreende 3 a 7 dias, a
depender do estado imune do individuo infectado. Ao alcangar os pulmdes, o SARS-
CoV-2 invade, principalmente, as células do epitélio pulmonar e da inicio a sua
replicacdo, gerando sintomas respiratorios como consequéncia. A replicacdo viral
medeia danos e induz uma resposta tecidual local, com recrutamento de células T helper
e produgdo de citocinas como interferon(IFN)-y, interleucina(lL)-2, IL-12. O
recrutamento subsequente de células inflamatérias leva ao desenvolvimento da
tempestade de citocinas, que pode acarretar em danos e faléncia de mdaltiplos 6rgaos,
observado nas formas graves da doenca. O processo inflamatério instaurado no
parénquima pulmonar estimula as terminacfes nervosas responsaveis por iniciar o
reflexo de tosse. Citocinas como Fator de Necrose Tumoral (TNF) a e IL-13 aumentam
a permeabilidade vascular e a expressao de moléculas de adeséo, recrutando ainda
mais células do sistema imune. No entanto, esse aumento da permeabilidade vascular
ocasiona 0 vazamento de liquido para o espaco intersticial e alvéolos, resultando em
edema. Ainda, os alvéolos podem colapsar, em funcao da acao dos neutréfilos, que ao

fagocitarem particulas virais e outros debris, produzem quimicos que resultam no dano
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tecidual dos arredores. Tanto o edema, quanto o dano tecidual, podem levar a dispneia,
oxigenacdo prejudicada ou hipoxemia. Pacientes com hipoxemia geralmente
apresentam aumento da frequéncia cardiaca como resposta aos niveis reduzidos de
oxigénio no organismo. Os leucdcitos e as células epiteliais danificadas liberam
mediadores inflamatérios que resultam em broncoconstricdo e febre. A leucopenia e o
aumento da proteina C reativa sdo achados comuns na Covid-19, sendo o ultimo
considerado um bom biomarcador para inflamag¢do. Em suma, o dano no tecido
pulmonar, o acumulo de fluidos, a incompatibilidade entre a ventilacao e a perfusdo e a
hipoxemia levam & SRDA, sendo esta considerada a principal causa de 6bito na Covid-
19.

S&o diversos os fatores de risco para o desenvolvimento das formas mais graves
da Covid-19, sendo descritos como principais: a idade; histérico de doencgas crénicas,
especialmente as de carater inflamatoério, como diabetes mellitus, doencas cardiacas e
hipertenséo, e obesidade; e, por fim, casos de imunossupressao.

A citometria de fluxo atua como uma ferramenta de extrema importancia na
identificac@o de perfis de resposta imune associados aos diferentes desfechos clinicos
observados na Covid-19. Um estudo realizado por Kumari e cols (2023) avaliou o perfil
da resposta imune celular de individuos infectados, recuperados e vacinados, frente a
Covid-19. Foram incluidos 136 participantes, divididos entre os seguintes grupos:
individuos sadios néo expostos a Covid-19 e nao vacinados (HC) (N=11); individuos que
se recuperaram da Covid-19 em isolamento domiciliar (HIR) (N=35); individuos
hospitalizados que tiveram o ébito como desfecho clinico (D) (N=16); individuos nao-
vacinados e hospitalizados com infeccdo moderada, que tiveram recuperacdo como
desfecho clinico (HP) (N=12); individuos vacinados (V) (N=46), com amostras coletadas
em dois momentos (V1 e V2); individuos infectados e vacinados (inf + vac) (N=16).
Todos os participantes tiveram amostras de sangue coletadas em momentos aleatdrios,
e aqueles hospitalizados tiveram sua coleta realizada no momento da internagéo (DO) e
em mais dois momentos até a alta ou 6bito (D7 e D14). As CMSP foram obtidas por
centrifugacéo por gradiente de densidade, e incubadas com anticorpos especificos para
as moléculas de interesse imediatamente.

As células imunes obtidas foram caracterizadas e suas subpopulacdes foram
identificadas por citometria de fluxo. Ao avaliarem a frequéncia de linfécitos T e B
circulantes (figura 5.6), os autores observaram reducdo (20 e 50%, respectivamente)
durante os estagios iniciais da infeccdo em individuos hospitalizados com sintomas

moderados de Covid-19. Ainda, ao avaliarem as amostras coletadas ao longo do curso
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da infeccdo, observaram reducéo na frequéncia de linfécitos T e B em individuos que
foram a 6bito, frente aqueles hospitalizados por doen¢ca moderada. Adicionalmente, a
expressao desses tipos celulares foi menor em ambos 0s grupos, individuos que foram
a Obito e hospitalizados com covid-19 moderada, frente aos individuos recuperados em
isolamento domiciliar. Em ambos o0s grupos hospitalizados foi descrita alguma
comorbidade, 75% nos individuos que foram a ébito e 83% naqueles com doenca
moderada, incluindo diabetes mellitus tipo Il, hipertensdo, asma bronquica, doenca
arterial coronariana e hipotireoidismo; em consonancia aos resultados observados para
as células T e B, os autores sugerem que as comorbidades impactem no envolvimento

da resposta imune celular nagueles individuos com manifestagbes mais graves da

doenca.
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Figura 5.6 — Resposta de células T (graficos superiores) e B (gréaficos inferiores) nas coortes
incluidas no estudo. Os graficos da esquerda representam a comparagdo da expressao de
células imunes entre os grupos D e HP frente HC e HIR; os gréaficos da direita representam a
comparacao entre os grupos HIR, V e Inf+Vac. O valor de p representado no gréafico foi
calculado em relagédo ao grupo HC; *p < 0,05; **p < 0,01**; e ***p < 0,001, ****p < 0,0001.
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Duas das principais subpopulacdes de linfécitos T, as células T CD4* e T CD8",
foram consideradas pelos autores nas analises do estudo, uma vez que sé&o
componentes importantes no estabelecimento de resposta imune adequada frente
infeccdes virais. As células T CD4" auxiliares (helper) atuam na interacdo com células
B, auxiliam células T CD8", recrutam células imunes inatas e promovem reparo tecidual.
As células T CD8* (citotoxicas), por sua vez, sdo capazes de destruir células infectadas
por virus através da acdo de perforinas e granzimas, que levam a apoptose da célula-
alvo. Durante a covid-19, Kumari e cols. (2023) observaram alteracdes em ambas as
subpopulac@es entre os individuos que foram a ébito frente aqueles hospitalizados por

Covid-19 grave (figura 5.7).
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Figura 5.7 — Resposta de células T citotoxicas (graficos superiores) e helper (graficos inferiores)
nas coortes incluidas no estudo. Os gréficos da esquerda representam a comparacdo da
expressdo de células imunes entre os grupos D e HP frente HC e HIR; os graficos da direita
representam a comparacgdo entre os grupos HIR, V e Inf+Vac. O valor de p representado no
grafico foi calculado em relagao ao grupo HC; *p < 0,05; **p < 0,01**; e ***p < 0,001, ****p <
0,0001.

As células T17 possuem papel importante na inflamacao e na resposta antiviral,
como a observada na covid-19, portanto, os autores também consideraram sua
avaliacdo. Como resultado, elevada expressdo de células Tnl7 circulantes foi

observada em individuos que foram a obito e naqueles hospitalizados por sintomas
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moderados de Covid-19, corroborando com a inflamagédo exacerbada e patogénese
observada nos casos mais graves da doenga.

Por fim, os autores concluiram que individuos com histérico de comorbidade
estdo mais suscetiveis as formas moderadas e graves de Covid-19. Adicionalmente,
individuos que apresentam quadros mais graves, que resultam em o6bito, apresentam
resposta imune celular comprometida, que ndo se recupera ao longo do curso da
infeccao, diferente dos individuos com quadros moderados.

Estudos que caracterizam o perfil celular ao longo do curso de infec¢des sao
fundamentais na compreensao de sua patogénese, além de atuarem como preditores
para escolha de terapia adequada, reduzindo a mortalidade e melhorando o prognéstico

da doenga.

5.3. Hanseniase

A hanseniase é uma doenca infecciosa cronica que afetou 140.594 pessoas ao
redor do mundo em 2022. O agente infeccioso, o Mycobacterium leprae (M. leprae), é
capaz de infectar células de Schwann, macrofagos, células do endotélio vascular e
epiteliais. Além disso, esse patdgeno é extremamente dificil de ser estudado, de forma
isolada, pois fatores como o seu longo periodo de incubagdo/crescimento, associado a
nao divisdo em meio de cultura, torna um grande desafio a compreensdo de sua
fisiologia e dos mecanismos envolvidos na infec¢do e no curso da doenca. Mesmo
assim, sabemos que o M. leprae é capaz de provocar danos nos nervos periféricos,
promovendo o aparecimento de lesdes de pele com diminuicdo de sensibilidade, além
de desencadearem alteracdes fisicas incapacitantes, irreversiveis e muitas vezes
sistémicas.

De modo geral, a infec¢éo € iniciada ap0s a aderéncia do M. leprae em células
da mucosa, das vias aéreas superiores, em individuos geneticamente susceptiveis.
Ap6s o desenvolvimento da doenca, os pacientes podem apresentar diferentes formas
clinicas, de acordo com o numero de lesdes. Assim, pacientes paucibacilares (PB) sao
aqueles com até cinco lesdes espalhadas pelo corpo e os multibacilares (MB) possuem
mais de cinco lesdes. Esses critérios foram estabelecidos pela Organizagao Mundial da
Saude (OMS) e seguidos pelo Ministério da Saude (MS) para auxiliar na deteccéo dos
casos e no manejo terapéutico. Desse modo, os individuos PB sao tratados por seis
meses e 0s MB por doze meses, seguindo os medicamentos indicados pela
poliquimioterapia, ou seja, a rifampicina, clofazimina e dapsona, com doses diferentes

de acordo com as caracteristicas do paciente.
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Para fins de pesquisa cientifica, Ridley & Jopling desenvolveram uma
classificacdo baseada nas caracteristicas histopatolégicas e imunol6gicas observadas
entre os pacientes. Dessa maneira, os individuos PB foram divididos na forma
tuberculdide (TT) e borderline tuberculéide (BT) essas formas clinicas apresentam
resposta imune celular, com a presenca de células T helper 1 (Tul), Thl7, macréfagos
com o perfil M1 que fomentam o baixo nimero de bacilos nas lesbes de pele. Em
contrapartida, os pacientes MB séo divididos em borderline borderline (BB), borderline
lepromatoso (BL) e lepromatoso (LL), esses apresentam resposta imune humoral, com
producao de anticorpos, células Tu2, T reguladoras (Trg), macréfagos M2, gerando um
perfil imunologico suprimido, provocando aumento da multiplicacdo bacilar e
consequentemente no numero de lesdes.

Além disso, cerca de 50% dos pacientes com hanseniase podem desenvolver
0s episodios reacionais, que sdo originados a partir da agudizacao da resposta
inflamatdria no curso da infeccao crbnica. Essas reagc6es podem ocorrer em qualquer
momento da infeccdo, inclusive apés o tratamento, e infelizmente provocam
incapacidades fisicas, surgimento de novas lesdes ou ativacdo das preexistentes. Esse
quadro clinico é dividido em dois tipos, a reacao tipo 1 (T1R) ou reacéo reversa (RR) e
tipo 2 (T2R) ou eritema nodoso leproso (ENL). A T1R pode acometer o paciente de
gualguer forma clinica e provoca dano neural severo. JA a T2R, acomete
exclusivamente os pacientes dentro do espectro multibacilar e desencadeia alteracdes
sistémicas como febre, lesbes oculares e de pele, levando o paciente muitas vezes a
internacgéo e ao 6bito.

Diversos grupos de pesquisa buscam entender os mecanismos envolvidos na
génese/manutencédo dos episodios reacionais, além dos fatores que diferenciam os dois
quadros clinicos. O maior entendimento do perfil celular envolvido nos processos
reacionais é crucial, visto que até o momento, ndo ha um biomarcador preditivo para ser
correlacionado com a abertura dos episédios. Desta forma, diversos trabalhos
caracterizam fenotipica e funcionalmente as células imunolégicas e as suas
subpopulacées, provenientes do sangue periférico, visando encontrar um marcador
preditivo, reduzindo o sofrimento do paciente.

Os linfocitos T reguladores sao um grupo de células associadas a supressao de
respostas exacerbadas no contexto de diversas doencas autoimunes e infecciosas.
Para elucidar a participacao destas células na génese dos episédios reacionais, foram
avaliados 0s linfécitos CD3*CD4*CD25"FOXP3* (Treg CD4%) e
CD3*CD8'CD25'FOXP3* (Treg CD8") (Figura 5.8) do sangue periférico de pacientes
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BL e LL recém diagnosticados e ainda ndo tratados, e pacientes BL na RT1 e LL na
RT2, antes do inicio do tratamento especifico. A metodologia experimental foi executada
a partir da separacao das células mononucleares de sangue periférico, por meio do
gradiente de Ficoll-hypaque, seguida da incubacdo com anticorpos monoclonais,
conjugados a fluoroforos especificos (com especificidade para as moléculas citadas

anteriormente) e posteriormente os eventos foram adquiridos em citbmetro de fluxo.
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Figura 5.8. Estratégia de analise. Para a exclusdo de doublets foi realizado um dot plot FSC-A
vs FSC-H (A) e em seguida as células viaveis foram determinadas por meio da analise de um
pardmetro Unico (histograma) (B). Posteriormente, a regido de linfocitos foi determinada no dot
plot SSC-A vs FSC-A (C). e dentro dessa populacdo foram definidas as subpopula¢des CD4* (D)
e CD8* (E), para posterior selecdo de das células CD25*FOXP3* (F). Castro KKG et al., 2022.
As analises dos resultados revelaram que as Treg CD4* (Figura 5.9A) sofreram
diminuicdo significativa durante os dois episodios reacionais, em comparagdo com as
formas néo reacionais. Ja a populagdo Treg CD8" apenas é suprimida durante a T1R

nos pacientes BL (Figura 5.9B).
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Figura 5.9 - Frequéncia dos linfocitos T reguladores. Representacdo grafica das células
CD4*CD25*Foxp3* (A) e CD8*CD25*Foxp3* (B) em diferentes formas clinicas da hanseniase. *p
<0,05, **p < 0,01, **p < 0,001 e ****p < 0,0001. HV, voluntarios sadios.Castro KKG et al., 2022.

Durante esse estudo também foi avaliada a capacidade funcional desses
linfécitos para a sintese de IL-10 e TGF-B. Para isso, durante o preparo das amostras,
foi realizada a incubacéo das células com um inibidor de transporte de proteinas,
responsavel por paralisar a acdo do complexo de golgi. Esse processo permite o
acumulo das proteinas a serem mensuradas por citometria de fluxo. Além disso, é
fundamental tornar a membrana da célula permeével aos anticorpos que irdo acessar o
nucleo e o citoplasma da célula.

Os resultados revelaram que nao foi observada diferenca significativa entre as
Treg CD4* e CD8" produtoras de IL-10 no sangue periférico durante a génese dos
episodios reacionais. Entretanto, foi identificado que a T2R apresenta um baixo nimero
de células produtoras de IL-10 em relagcdo a T1R, demonstrando que o gatilho que afeta
esses pacientes € diferente (Figura 5.10B e C). Ja a avaliacao das Treg produtoras de
TGF-B revelou que a queda dessa populagéo celular esta relacionada a génese de
ambos 0s processos reacionais. Ainda foi possivel identificar que na T1R a queda de
Treg CD8*TGF-B* foi (Figura 5.10E) mais acentuada que na T2R e o contrario foi
observado nas Treg CD4*TGF-B* (Figura 5.10F). Esses dados sugerem que a
diminuicdo das células Treg esta relacionada com a abertura de ambos os episodios

reacionais.
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Figura 5.10: Linfécitos T reguladores produtores de citocinas. Histograma de uma analise
representando a estratégia, utilizada para células produtoras e IL-10 (A) e TGF-B (D); Treg CD4"*
produtora de IL-10 (B) e TGF-B (E); Treg CD8* produtora de IL-10 (C) e TGF-B (F).*p < 0,05, **p
<0,01, **p 0,001 e ****p < 0,0001. T1R, Reagéo Tipo 1; BL, paciente com a forma borderline
lepromatosa; T2R, Reacgdo Tipo 2; LL, paciente com a forma lepromatosa; HV, voluntarios
sadios. Castro KKG et al., 2022.

Outros trabalhos buscaram entender o balango dos linfécitos de memaria CD4*
e CD8" produtores de citocinas durante a abertura dos episodios reacionais. Para isso,
foram selecionados individuos logo apos o diagnéstico das formas clinicas BL e LL,
além de pacientes LL na génese de RT1 e LL durante a T2R. Desse modo, amostras de
sangue periférico também foram processadas incubadas com os respectivos anticorpos
para a identificagdo do perfil de memoria e da produgdo de citocinas. Existem varias
formas de definir as subpopulacdes de memdria ou o perfil de ativagéo celular. Neste
estudo, utilizaram a expressdo de CCR7 e CD45RA como base. Assim, células
CCR7*CD45RA™9 sdo as de memoria central (Tcm), CCR7"8CD45RA" célula efetora
(Tef), CCR7*CD45RA* células naive e CCR7"8CD45"¢ células de memoria efetora
(Tem) (Figura 5.11). As Tcm possuem alta afinidade com os tecidos linfoides e
rapidamente sdo capazes de ativagcdo, as Tem permanecem em tecidos néo linfoides e

apresentam elevada acgéao citotoxica. As células efetoras estao presentes na fase aguda
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da estimulagdo antigénica e as naive ainda nao foram ativadas.
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Figura 5.11. Estratégia de andlise para a definicdo das subpopulacdes de meméria CD4* e
CD8". Inicialmente foi definida a regiéo de linfécitos a partir do dot plot SSC-A vs FSC-A em
cout(A) seguidamente pela exclusdo de doublets FSC-H vs FSC-A (B). Posteriormente foi
selecionada a regido CD4* ou CD8* (FSC-A vs APC) e por fim, utilizando o dot plot para CCR7
e CD45RA foram estabelecidas as diferentes populacdes de memdria. Dos Santos LN, et al.,
2016.

Inicialmente, avaliaram o perfil dessas células no chamado tempo zero (TO), ou
seja, sem a utilizacdo de qualquer estimulo externo. De acordo com resultados, 0s
linfécitos T CD4* Tem e Tef estavam significativamente mais frequentes nos pacientes
em T1R em relac@o aos BL (Figura 5.12A), esse perfil também foi observado entre os
mesmos pacientes em relacdo as células CD8* Tef (Figura 5.12B). Também foi
identificado que os linfécitos T CD4* e CD8*, dos pacientes T1R, apresentaram maior
capacidade migratéria que os BL e os individuos sadios. Essa concluséao foi obtida apés
a andlise de CLA (Cutaneous Lymphocyte-associated Antigen), realizada por citometria

de fluxo (Figura 5.12C).
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Figura 5.12 - Populacdo de meméria e migracdo celular. Avaliacdo das células CD4* (A) e
CD8* com o perfil de meméria e o tipo atividade celular, bem como a identificacdo da
capacidade migratéria das populag8es (C). Os niveis de significancia séo apresentados pelos
graficos, sendo **p<0,01 e ***p<0,001. Dos Santos LN, et al., 2016.
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Continuando os experimentos 0s pesquisadores, estimularam as células durante
6h com Mycobacterium leprae irradiado e sonicado para identificar a resposta especifica
ao antigeno em compara¢do com a enteroxina B de Staphylococcus aureus (SEB) que
atua como controle positivo. E observaram que o estimulo especifico provocou aumento
na frequéncia de células CD4+e CD8* TEF produtoras de IFN-y*nos T1R (Figura 5.13A
e B), ja nos BL ocorreu 0 aumento células CD4+ TEF IL-10* (Figura 5.13C).
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Figura 5.13 - Células produtoras de citocinas. Subpopulagfes de linfécitos CD4* (A) e CD8*
produtores de IFN e IL-10 (C e D), respectivamente. Dos Santos LN, et al., 2016.

Para a avaliacdo dos pacientes na T2R foi utilizado o mesmo protocolo de
obtencéo das células mononucleares, estimulos e estratégia de analise (Figura 5.11). A
andlise dos resultados revelou que apés estimulo especifico com o M. leprae os
pacientes reacionais apresentavam maior frequéncia de linfocitos CD8* Tem e Tef
produtores de TNF em comparacédo aos LL. E curiosamente, esses mesmos pacientes
apresentaram modulacédo positiva em relagdo ao numero de linfocitos CD4+ e CD8*
naive e Tcm IL-10* (Figura 5.14). Demonstrando que a dindmica observada na abertura

varia de acordo com o tipo de reacgéo.
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Figura 5.14 - Células produtoras de citocinas. Linfécitos T CD4* (A, C) e CD8* (B,
D) produtores de TNF e IL-10, respectivamente. *P < 0,05, **P < 0,01 e ***P <
0,001. UNS, ndo estimulado; ML, Mycobacterium leprae irradiado e sonicado; LL
Da Silva PHL et al., 2019.

5.4. Leishmaniose Tegumentar Americana

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € considerada uma doencga
infecto-parasitaria, de carater zoondético, sendo causada pelo protozoario do género
Leishmania spp, e transmitida pelo inseto vetor, o flebotomineo. O protozoario
Leishmania spp. apresenta o ciclo heteroxeno, com a presen¢a de um hospedeiro
invertebrado e outro vertebrado. A transmissao para o homem envolve complexos ciclos
silvestres, secundarios ou peridomésticos, ja 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 reservatoérios da doenca.

Sabe-se que a Leishmania spp., assim como outros patégenos intracelulares,
ativa o direcionamento da resposta imune do hospedeiro a uma polaridade do tipo Tul,
com ativacao das células efetoras, como macrofagos, que sédo ativados por citocinas
pro-inflamatérias (IFN-y e TNF-a), levando a produgéo 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
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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 imunoloégicos do hospedeiro, evidenciando
diferencas principalmente no perfil de citocinas liberadas pelas células infectadas.

Pacientes com leishmaniose cuténea 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 evolucéo 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 nao é tdo bem definida assim, sendo observada em pacientes
de leishmaniose mucosa (LM) uma intensa resposta tipo 1 que causa destruicdo tecidual
e lesbes mais agressivas. Esta dindmica pode explicar o porqué que o isolamento de
parasitos é mais dificil em lesfes antigas, ja com substituicédo de tecido por fibrose e em
les6es com alto grau de destruicdo, como nas formas mucosas.

As células T CD4" sao cruciais para o controle da carga parasitaria, no entanto,
apos a infeccdo, essas células migram para os sitios de lesdes cuténeas, nos quais
ativam os macréfagos através da produgdo de IFN-y. Em contrapartida, estudos
relacionados a microscopia de imagem intravital, demonstraram que as células T CD4",
nao estdo difundidas uniformemente nas lesGes cuténeas, 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 diferenciacao heterogénea das
células T CD4*Tw1, que dependendo do tipo e da intensidade do estimulo, podem gerar
fendtipos 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 (Figura 5.15).
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Figura5. 15 - Protocolo de estratégia de gates de populagéo de linfécitos
T CDA4* 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 cutanea, que foram estimuladas com
antigenos de L. braziliensis e L. amazonensis, foi encontrado diferencgas significativas
do perfil de linfécitos T CD4* e sua producao de citocinas (Figura 5.16). Com relagéo a
qualidade da resposta de Tul, 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 cutdnea 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 5.17). Isso indica
gue esse tipo celular pode estar relacionado com formas de manifestacdes clinicas de

pacientes com Leishmanioses.
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Figura 5.16 - Frequéncia de producéo de citocinas (IFN-y, TNF-a e IL-2) por células T CD4* apés
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 5.17 - Diferenca na qualidade da resposta de células T CD4* do tipo 1 (Tul) apés 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 combinagdes de IFN-y, TNF-a e IL-2.
Fonte: Macedo et al., 2012.
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Os linfécitos T CD8* participam ativamente na resposta imune na leishmaniose,
com fun¢éo de citotoxicidade e producéo de citocinas, principalmente pré-inflamatérias,
sendo associados a cura da doenca, principalmente em estudos de infec¢éo por L.
braziliensis. Neste contexto, tem sido demonstrado um menor percentual de linfocitos 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*
apoptoticos em lesdes de pacientes na fase ativa da doenca quando comparados a
pacientes que curaram espontaneamente. Ferraz e cols. (2015) demonstraram, através
da citometria de fluxo (Figura 5.18), que pacientes sob a terapia apresentam maiores
percentuais de apoptose dos linfécitos T CD8* totais e efetores, o que foi também
observado apos cultura de estimulagdo com antigeno de L. braziliensis. Também
mostraram que quanto maior o tamanho da lesédo, 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 linfocitos T CD8* efetoras em apoptose e o
tamanho da lesé&o nos pacientes durante o tratamento (Figura 5.19). Deste modo, as
alteracdes nas frequéncias dos linfocitos T CD8* efetoras, durante e apds o tratamento,
representam um estagio critico na geracao de uma resposta imune eficiente e estédo

envolvidas no desencadeamento ou na resolugéo da leséo sob a influéncia da terapia.
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Figura 5.18 - Protocolo de citometria de fluxo para determinar as frequéncias de subpopula¢cdes
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'oW)
nos linfécitos T CD8* totais e nos linfocitos 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 5.19 - Correlagédo entre o percentual de linfocitos T CD8* totais (A, B, C) e linfécitos 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. Analises estatisticas foram realizadas usando o teste de correlacdo de Spearman.
Resultados foram considerados significantes com P < 0.05. Fonte: Ferraz et al., 2015.

A funcéo citotéxica dos linfécitos T CD8* vem sendo bastante discutida, com
alguns autores relacionando-a com a progressao da doenca, enquanto outros n&o
observaram tal associacdo. Cunha e cols. (2016) mostraram recentemente o
envolvimento de outras populagdes celulares, além dos linfocitos T CD8*, com atividade
citotdxica na evolucdo da LCL, como os linfocitos T CD4* citotdxicos, células NK e
células NKT (Figura 5.20).

O papel protetor dos linfocitos T CD8* foi também demonstrado em relacdo a
sua atividade citotoxica em infec¢des por L. amazonensis e L. major, em que estes
linfécitos possuem a capacidade de lisar macréfagos autdlogos infectados. Ainda, foi
evidenciado que linfocitos T CD8* de pacientes com leishmaniose cuténea difusa (LCD)
apresentam uma significante reducdo da capacidade citotéxica e da producdo de

citocinas frente macréfagos autélogos 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 populagfes de linfocitos T CD8* e T CD4" de lesBes de pacientes com
leishmaniose cutanea: linfécitos T duplos negativos (CD4"CD8"9), linfécitos T duplos
positivos (CD4*CD8"), células NK e células NKT expressando o marcador CD107a, que
estd associado com a citotoxicidade celular. Foi observado que a populacéo de células
NKT foi a segunda populacdo de células que estdo vinculadas na citotoxicidade nos
macerados de lesbes dos pacientes, enquanto, os linfécitos T duplos negativos (CD4
CD8) citotoxicos, representam mais de 40% do total da subpopulacao citotdxica, 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 resposta a citotoxicidade nas
lesbes, 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 5.20 - Protocolo de citometria de fluxo para determinar as frequéncias de subpopulacfes
de linfécitos T CD3*, células NK e NKT citotdxicas. 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
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definidos usando CD8 vs CD3 (E) e 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). Subpopulagtes de células NKT CD8* e CD4* foram definidas no dot plot
CD8 vs CD4 (H), baseado no gate NKT (G). A expressao de CD107a foi determinada no dot plot
FSC vs CD107a, baseada em cada populacao celular definida — representada aqui pelas células
NK (I). Fonte: Cunha et al., 2016.

Da-Cruz e cols. (2010) demonstrou que as Tregs migram para o sitio de leséo e
la tem capacidade supressora da resposta imune, mostrado pela técnica de supressao
celular e confirmado pela inibicdo na producdo de citocinas do perfil Tu1l, esse estudo
também foi pioneiro ao mostrar que a quantidade de Tregs na lesdo diminuia
progressivamente no decorrer do tempo de evolucdo da mesma, o que poderia explicar
uma forte regulacéo negativa que as Tregs exercem sob as células do sistema imune
nas fases iniciais da infeccdo, o que acabaria por acarretar uma irresponsividade do
sistema imune o que poderia explicar alguns eventos de falha terapéutica na LTA.

Para que essa resposta imune seja eficaz e bem-sucedida, € necessario que as
células consigam se comunicar de forma eficiente, e tal comunicagéo ocorre atravées de
mecanismos como liberacdo citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e de
vesiculas extracelulares. Desse modo, Costa et al. (a publicar) investigou através da
citometria de fluxo, o papel e a contribuigcdo dessas vesiculas extracelulares no plasma
e sobrenadante de cultura celular, em pacientes com LTA em diferentes fases do
tratamento.

O processo para analise de nanoparticulas por citometria de fluxo é desafiador
e requer cuidados desde a obtencdo das amostras. Para isso, tubos de coleta com
diferentes anticoagulantes foram testados a fim de descobrir a melhor opgéo para a
caracterizacdo dessas particulas no plasma. O tubo contendo citrato de soédio
apresentou uma maior concentragdo de VEs e menor quantidade de debris, se tornando

mais apropriado para a visualizacdo das particulas (Figura 5.21).
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Figura 5.21 — Protocolo citofluorimétrico representativo para demonstrar as VES na aquisi¢do de
plasmas coletados em tubo contendo heparina e citrato de sédio, marcados com Anexina V e
Calceina no software CytExpert. Dot plots Anexina FITC (Anexina FITC-H) vs. Calceina PB450
(Calcein PB450-H) mostrando as VEs durante a aquisi¢cdo do plasma coletado no tubo contendo
heparina (A) e no tubo contendo citrato de sédio (B).

A fim de detectar as VEs no plasma de individuos sadios e pacientes com LTA,
essas particulas foram marcadas com Anexina V e Calceina, sendo consideradas VEs
as particulas que apresentaram marcacdo dupla-positiva. A Anexina é atraida pela
fosfatidilserina, que esta translocada na membrana externa durante o processo de
formacéo de microvesiculas, sendo considerada bom biomarcador. Ainda, a Calceina
é responsavel por mostrar a integridade da membrana da particula, permitindo a
visualizagdo de VEs com a membrana integra. Com isso, foi feito um gate no quadrante
duplo positivo para ambos os biomarcadores. Além disso, foi avaliado a origem dessas

VEs, podendo ser de origem plaquetaria (CD41*) ou eritrocitaria (CD235a*) (Figura
5.22).
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Figura 5.22 — Protocolo citofluorimétrico representativo para determinar a estratégia de gate
utilizadas na detecgédo de vesiculas extracelulares no plasma, no software CytExpert. (A) Dot plot
Violet SSC-H vs. SSC Blue para visualizar todas as particulas. (B) Dot plot Anexin FITC-H
vs.Calcein PB450-H para estabelecer as VEs. (C) Dot plot CD41 PE (CD41 PE-H) vs. CD235a
AF750 (CD235 APC-A750-H) para verificar a origem plaquetéria e eritrocitaria das VEs,
respectivamente.

Ao avaliar o plasma de pacientes com LTA e comparar com individuos sadios,
Costa et al. (a publicar), observou que ndo houve alteracéo na frequéncia de VEs em
pacientes em diferentes fases do tratamento. Entretanto, houve uma predominancia de
VEs derivada de plaquetas, cerca de 90%, em todos os grupos estudados (Figura 5.23).
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Figura 5.23 — Origem das VEs no plasma de individuos sadios e pacientes em

diferentes fases do tratamento. Gréficos de barras mostrando a mediana do

percentual de VEs derivadas de plaquetas (VEs CD41*) e derivadas de eritrécitos

(VEs CD235a*) foi calculada em individuos sadios e pacientes em diferentes fases

do tratamento (antes, durante e pds-tratamento, respectivamente).

As VEs de origem plaquetaria participam da resposta imune em infec¢des
promovendo recrutamento leucocitéario ao local da infecgéo, e induzem a resposta de
células B e a producgéo de 1gG. O que corrobora com a imunopatogenia da leishmaniose
cutanea humana, onde observamos uma resposta imune de linfécitos T CD4-,
polarizada em Thl e Tu2, e T CD8*, podendo levar & cura ou a progressédo da doenca
como mostram estudos de Bertho et al., 2000; Ferraz et al., 2015; 2017; e Cunha et al.,
2016; 2020.

A contribuicdo dessas VEs no sobrenadante de cultura celular de pacientes
também foi investigada. Para isso, as células foram colocadas em cultura na auséncia
e presenca de estimulo especifico de L. braziliensis e posteriormente, para detectar e
avaliar a origem dessas particulas, foram utilizadas marcacdes com Anexina V e

Calceina, e para caracteriza-las, marcac6es com anti-CD4, anti-CD8 e anti-CD14 para
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analisar VEs derivadas de linfécitos T CD4, T CD8 ou mondcitos, respectivamente
(Figura 5.24).
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Figura 5.24 — Protocolo citofluorimétrico representativo para determinar a estratégia de gate
utilizadas para detectar a origem de vesiculas extracelulares no sobrenadante, no software
CytExpert. Um Dot plot Violet SSC-H vs. CD4 APC-H foi criado para visualizar as VEs derivadas
de linfécitos T CD4* (A), um Dot plot Violet SSC-H vs. CD8 APC-A700-H foi criado para as VEs
derivadas de linfécitos T CD8* (B) e um Dot plot Violet SSC-H vs. CD14 PE-H foi criada para as
VEs derivadas de mondcitos.

A taxa de estimulacdo especifica foi observada, e para isso o index de
estimulacao (subtracdo entre os indices obtidos no background e com estimulo de L.
braziliensis) foi calculado. Deste modo, um aumento estatisticamente significativo na
frequéncia de VEs, em pacientes durante o tratamento quando comparados aos
pacientes com a doenca ativa foi constatado. Assim como, uma tendéncia ao aumento
na frequéncia de VEs em pacientes apds o tratamento quando comparado aos pacientes
antes do tratamento (Figura 5.25). Durante a infec¢éo por Leishmania, o tipo de resposta
imune desencadeada dita a cura ou avan¢o da doencga, sendo o perfil de resposta Tnl
ou Tu2, como mostra Da-Cruz et al. (2005). Visto isso, o aumento dessas VEs em

pacientes durante o tratamento pode sugerir uma associagéo a potencializacdo de uma
resposta imune especifica pela terapia utilizada.
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Figura 5.25 — Grafico de dispersdo com index de estimula¢do do percentual de VEs em cultura
celular. As CMSP de individuos sadios e pacientes antes do tratamento, durante o tratamento e
pés-tratamento foram submetidos a cultura celular sem estimulo (Bg) e estimuladas com
antigeno de Leishmania braziliensis (Ag). Os dados sé&o representados pela média e erro padréo.
Cada ponto representa um individuo. As comparacgdes estatisticas foram realizadas com o teste
ndo-paramétrico Mann-Whitney. * P<0,05; ** P<0,01.

5.5. Malaria

A maléaria é causada por parasitos do género Plasmodium e transmitida ao
homem (na maioria das vezes) pela picada de mosquitos do género Anopheles
infectados. As principais espécies associadas a malaria humana séo P. falciparum, P.
vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi. De acordo com o ultimo relatério mundial da
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) cerca de 247 milhdes de casos de malaria e 619
mil mortes por malaria foram registrados em todo o ano de 2021. No Brasil em 2021,
cerca de 99% da transmisséo da malaria se concentrou na regido da Amazonia, sendo
33 municipios concentrando 80,0% dos casos. Do total de casos notificados no pais
17,0% (23.408) sao pelo P. falciparum e malaria mista e 83,0% (114.449) foram de
malaria por P. vivax e outras espécies parasitarias.

Apods a picada do mosquito (Figura 5.26), os esporozoitos sao inoculados na pele
do hospedeiro e entram na corrente sanguinea. Nos sinusoéides hepaticos, eles
penetram através das células de Kupffer no espaco perisinusoidal e vao invadir os
hepatdcitos para iniciar o ciclo hepético ou exo-eritrocitico. O esporozoito se diferenciam
em esquizontes maduros em estagio hepéatico com diversos merozoitos uninucleados
circundados por uma membrana parasitéfora. O hepatdcito contendo esquizontes
hepaticos maduros se rompe liberando merossomos, que seréo transportados para a
circulacdo sanguinea geral e clivam, liberando os merozoitos que irdo invadir os

reticulocitos (glébulos vermelhos jovens), iniciando o ciclo eritrocitico ou de estagio
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sanguineo, dando inicio aos primeiros sintomas da malaria. No P. vivax, ha estagios
de hipnozoito hepatico adormecidos, ou seja, ficam em estado de laténcia que podem
reativar e levar a recaidas no estagio sanguineo. Dentro do eritrocito, 0 merozoito se
diferencia no trofozoito eritrocitico. Quando estiver totalmente maduro, o eritrcito
infectado se rompe liberando os merozoitos, que entdo invadem novos eritrgcitos,
iniciando todo o ciclo de estégio eritrocitico, ruptura e reinvasao. Os ciclos eritrocitarios
repetem-se a cada 48 horas nas infeccbes por P. vivax e P. falciparum. Alguns

merozoitos podem desenvolver gametacitos.
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Figura 5. 26 — Ciclo de vida do parasita da malaria. Fonte: llustracéo via Visual Hunt.

Por meio do repasto sanguineo, num individuo infectado, 0 mosquito fémea da
espécie de Anopheles ingere os gametocitos e inicia a fase sexual do ciclo de vida. No
intestino médio do mosquito, 0s gametdcitos escapam dos eritrécitos e se tornam
sexualmente estimulados, o gameta macho se funde com a fémea e formam um zigoto
diploide. O zigoto é transformado em um oocineto de estagio de parasita invasivo,
atravessando a parede do intestino médio passando pelas células epiteliais e repousam
adjacente a lamina basal, onde se transformam em um oocisto que ira sofrer multiplas
divisdes nucleares produzindo milhares de esporozoitos. Na maturidade o oocisto se
abre e os esporozoitos séo liberados na hemocele do mosquito, migrando e penetrando
nas glandulas salivares. Nas glandulas salivares os esporozoitos tornam-se infecciosos

para os seres humanos, completando o ciclo de vida
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Os sintomas clinicos das infeccbes por malaria séo iniciados logo apds a
infeccédo inicial do estagio hepatico transferida para a infec¢do sanguinea, na qual as
formas de merozoito de parasitas invadem as hemacias. Na infeccdo por P. falciparum,
0s eritrcitos sao invadidos e a parasitemia pode exceder 20-30% e no P. vivax que
possui a especificidade exclusiva de invadir reticulocitos, a biomassa parasitaria é
menor, raramente excedendo 2-3% de parasitemia. Acredita-se que a capacidade de P.
vivax permanecer em circulacdo seja devido ao aumento da plasticidade dos
reticulécitos infectados, observada a medida que os parasitas se desenvolvem,
contrastando com o0 aumento da rigidez que ocorre para os eritrécitos infectados por P.
falciparum.

Os anticorpos especificos da malaria, produzidos pelas células B secretoras de
anticorpos, desempenham um papel essencial na limitagdo da multiplicacdo do parasita
durante o estagio sanguineo e na reducdo da propor¢édo de infecgbes que progridem
para a doenca completamente desenvolvida. Em areas onde o Plasmodium vivax é
endémico, a imunidade clinica se desenvolve gradualmente apds exposic¢ao repetida ao
parasita. Tanto criancas quanto adultas em comunidades na regido amazodnica
experimentam ataques de malaria, porém uma propor¢do maior de infeccdes
permanece assintomatica em individuos com mais de 5 a 8 anos de exposi¢éo continua
a infecgdo por P. vivax. E interessante notar que a imunidade clinica contra o P. vivax
parece se desenvolver mais rapidamente do que contra o P. falciparum em areas onde
ambos os parasitas da malaria coexistem. Além disso, foi observado que uma alta
expressao de anticorpos adquiridos naturalmente contra antigenos de estagios
sanguineos assexuados selecionados do P. vivax esta associada a um risco
prospectivamente reduzido de atagues de maléria vivax em popula¢gées da Amazonia.

Uma vez adquirida, a imunidade clinica contra a malaria requer reforgo
persistente ou frequente, e pode diminuir quando os individuos se mudam de
comunidades com alta incidéncia de malaria e permanecem nao expostos por longos
periodos. Foi observado que os niveis de anticorpos especificos contra o Plasmodium
falciparum diminuem rapidamente em individuos ndo expostos, o que esta de acordo
com relatos anteriores sobre a memoria defeituosa das células B na malaria. No entanto,
€ interessante notar que, embora os anticorpos especificos contra o P. falciparum
tendam a ter uma duragdo curta, suas células B de memdria (MBCs) podem ser
detectadas no sangue periférico de individuos expostos a transmissdao em declinio,

assim como em visitantes de curto prazo, varios meses ou anos apds a ultima infeccao

112



Capitulo 5. Citometria de fluxo aplicada ao estudo das doengas infecto-parasitarias

documentada. Isso sugere que as MBCs antigeno-especificas sdo mantidas
independentemente das células plasmaticas de vida longa.

Em populacbes expostas ao Plasmodium falciparum em ambientes endémicos
na Africa e na Amazbnia, foram observadas andlises fenotipicas das células B
circulantes, revelando uma expansdo de MBCs "atipicas", cuja quantidade esta
diretamente relacionada a exposicéo vitalicia a malaria. A funcionalidade dessas MBCs
atipicas, que sao caracterizadas como CD19+CD10"¢CD21"¢CD27"9, ainda é motivo
de debate. No entanto, andlises recentes indicaram que as MBCs associadas a malaria
apresentam reducdo na funcao de sinalizacdo e sdo incapazes de secretar anticorpos
ou diferenciar-se em células B secretoras de anticorpos quando estimuladas por
antigenos.

No estudo Soares e cols (2019) examinaram as alteracdes nos subconjuntos de
células B e na resposta de anticorpos IgG a um importante antigeno de superficie do
estagio sanguineo, a proteina de membrana apical 1 de P vivax (PvAMA-1), apés uma
infeccdo aguda por maléria vivax e durante um periodo de acompanhamento prolongado
de seis meses apods a eliminacdo do parasita. Assim, as células foram submetidas ao
protocolo de coloracao, utilizando os seguintes anticorpos monoclonais: anti-CD3 (clone
Leu4) (BD Biosciences), anti-CD10 (clone ALB1) (Beckman Coulter), anti-CD19 (clone
HIB19), anti-CD20 (clone 2H7), anti-CD21 (clone Bu32) e anti-CD27 (clone M-T271)
(BioLegend). A 7-aminoactinomicina (7AAD) (Sigma-Aldrich) foi incluida no painel para
exclusao de células mortas. As amostras foram adquiridas usando o citbmetro de fluxo
MoFlo Astrios (Beckman Coulter). Apos a aquisicdo, determinamos as frequéncias de
CD19* Subpopulagdes de linfécitos B através de um protocolo de citometria de fluxo de
7 parametros criado usando Software Summit v.6.3.2 (Beckman Coulter). Usaram
controles corados Unicos para definir a compensacgéo de cor e fluorescéncia menos um
(FMO) e controles Ab com correspondéncia de isotipo para definir os gates para analise.
Uma estratégia de gate foi definida da seguinte forma (Figura 5.27): de uma regido
baseada em perfis de dispersado frontal (FSC) e lateral (SSC) (Figura 5.27A), dois dot
plot (FSC-H vs FSC-A e FSC-A vs FSC-W) foram criados para excluir agregados
celulares das analises (Figura 5.27B e C). As células viaveis foram definidas por um dot
plot (7TAAd™?%) em FSC-A vs 7AAD dot plot (Figura 5.27D). Entdo, com base no gate
7AAD"™Y, as populagbes de células de interesse foram definidas da seguinte forma:
células B totais (Figura 5.27E); células B imaturas: CD19*CD10* e células B maduras:
CD19*CD10" (Figura 5.27F); células naive: CD19*CD10"¢CD21*CD27"9 , células B
de memoria classica (MBC): CD19*CD10"¢CD21*CD27*, células B de memdria atipica:
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CD19*CD10"9CD21"9CD27"9 (Figura 5.27G); plasmocitos:
CD19*CD10"9CD21"9CD27*CD20"¢; e MBCs ativados: CD19*
CD10™9¢CD21™9CD27*CD20*(Figura 5.27H).
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Figura 5.27: Estratégia de gate.
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Grupos de estudo

AC — Malaria aguda por P Vivax
CV — Controle em pericdo de
covalescéncia

Painel de anticorpos monoclonais

anti-CD3
anti-CD10
anti-CD19
Anti-CD20
Anti-CD21
Anti-CD27
TAAD

Fopulacdes de interesse:

(F) Immature B cells: CD19+CD10+;
IMature B cells: CD19+CD10neg;

(G) Maive cells: CD19+CD10-CD21+CD27-;
Classical MBC: CD18+CD10-CD21+CD27+;
Atypical MBC: CD19+CD10-CD21-CD27-;

(H) plasma: CD19+CD10-CD21-CD27+CD20-;
activated MBC: CD19+CD10-CD21-CD27+CD20+

MBC = Memory B Cell

Dada a complexidade do parasito e seu ciclo biolégico, a resposta imune do
hospedeiro a malaria é complexa e multifatorial, sendo os linfécitos e seus produtos
essenciais na regulacdo da doenca em ambas as etapas, a pré-eritrocitica (com a
predominancia de células T-CD8, NK e T-gamma delta) e a eritrocitica (T-CD4 e células
B). Nesse contexto, a comunicacdo entre as células torna-se um mecanismo chave
durante a evolucdo do ciclo biolégico na maléria, seja para o direcionamento de uma
resposta eficaz no controle da infeccdo e manutencdo da homeostase, ou na aquisigdo
de memodria para infecgBes subsequentes. Nos Ultimos anos tem sido evidenciado que
comunicagdo pode ser realizada através de diferentes mecanismos, entre eles a
formacdo e liberagéo de vesiculas extracelulares (VEs). As VEs séo definidas de acordo
com seu tamanho e biogénese, sendo formadas e liberadas pela maioria das células

nucleadas sob diferentes condicfes patologicas e fisioldgicas, por isso tém sido
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reconhecidas como importantes reguladores das funcdes celulares, mecanismos de
patogenia e da resposta imune contra patdgenos, tornando-as importantes
biomarcadores das etapas clinicas de diversas doencas.

Vérios estudos em humanos demonstraram que os VEs circulantes de varias
fontes celulares séo elevados durante a infeccdo por espécies de Plasmodium e que
seus niveis plasmaticos estdo associados a gravidade da doenca. Acredita-se que as
VEs liberados pelos globulos vermelhos infectados pelo Plasmodium e outras células
hospedeiras durante a infeccdo pela malaria desempenhem papéis-chave na
patogénese da doenca e sejam componentes vitais da biologia do Plasmodium spp. As
investigacbes de VEs em parasitas patogénicos ganhou grande notoriedade, por
desempenharem papéis importantes na imunomodulacéo e sobrevivéncia de parasitas,
assim como serem alvos de aplicag6es promissoras no diagnéstico e tratamento de
doencas parasitarias. Embora na malaria por P. falciparum existam alguns estudos
identificando a origem e o papel das VEs na maléria grave em individuos residentes no
continente africano, o conhecimento sobre a presenca, origem e frequéncia destas VEs
em individuos infectados por P. vivax e, ainda, residentes em &reas endémicas

brasileiras é praticamente inexistente.
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CAPITULO 6. CELL SORTING POR CITOMETRIA DE FLUXO - PRINCIPIOS
E APLICACOES

Katherine Kelda Castro, Alvaro Luiz Bertho

Ao longo dos anos, as tecnologias envolvidas no campo das ciéncias biolégicas
e médicas evoluiram de forma intensa. Principalmente a partir do advento das técnicas
e de suas ramificac6es. Hoje em dia € possivel visualizar grande parte da arquitetura de
um tecido, evidenciando células, moléculas constituintes e elementos alterados,
relacionados a alguma patologia ou ndo. Além disso, a descoberta da impedancia
celular, dos anticorpos monoclonais e a melhoria dos fluoréforos contribuiram para o
avango da citometria de fluxo, permitindo a andlise fenotipica e funcional de diversas
células.

Mesmo assim, por muito tempo, foi dificil compreender o papel das populagbes
celulares frente a microrganismos, tumores e corpos estranhos de modo geral. Assim,
para melhorar os estudos, cientistas desenvolveram metodologias de isolamento
celulares. Essas técnicas sao responsaveis pela separacao de populagfes especificas,
oriundas de uma inicialmente heterogénea e n&o uniforme (Figura 6.1), para a

realizacdo de diversas metodologias posteriores.

Populagéo celular Populagao celular
heterogénea homogénea

Figura 6.1 - Separacao das células oriundas de uma populagao heterogénea.

Dentro desse escopo existem diferentes técnicas como o cell sorting por beads
magnéticas (Magnetic Activated Cell Sorting - MACS), cell sorting por flutuacao
(Buoyancy Activated Cell Sorting — BACS) e cell sorting por fluorescéncia (Fluorescence
Activated Cell Sorting — FACS). E independentemente da técnica € importante conhecer
a eficiéncia, pureza e a taxa de recuperacédo fornecida pela metodologia em questao.

Esses termos irdo designar, respectivamente, o tempo necessario para ocorrer o
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isolamento, a frequéncia de células obtidas e a relagdo entre a populagéo inicial

heterogénea e a final homogénea.
6.1. Exemplos de cell sorting

No isolamento por meio do magnetismo os anticorpos (lectinas ou enzimas), que
caracterizam a populacéo celular alvo, estdo acoplados a microbeads de ferro (Figura
6.2). Assim, apl6s o0 acionamento de um campo magnético é realizada a selecdo e
separacao das células desejaveis. A taxa de isolamento costuma ser alta, entretanto, o
uso do campo magnético pode afetar a integridade de algumas células mais delicadas.
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Figura 6.2 - Esquema representativo de separagdo de células por beads magnéticas

Na separacao celular por meio da flutuacdo os anticorpos estdo conjugados a
microbolhas compostas por um centro gasoso revestido por albumina biotinilada (Figura
6.3A). Assim, ao encontrar a molécula alvo o complexo antigeno-anticorpo flutua para a
superficie, enquanto o restante da populacao celular permanece no pellet (Figura 6.3B).
Por separar com delicadeza, o método diminui os danos celular, entretanto, existe um

limite de parametros que podem ser utilizados para selecionar a populacdo de interesse.
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Figura 6.3 - Separacéo celular por meio da flutuagéo celular. A. Anticorpo acoplado a um
revestimento composto por albumina, revestindo um nuicleo gasoso. B. Os circulos coloridos
representam células com caracteristicas fenotipicas diferentes. Assim, de acordo com a
afinidade do anticorpo com a respectiva molécula de superficie alvo, ocorre a ligacdo e
consequentemente a flutuacéo celular, separando, dessa maneira, a célula de interesse.

E esse Ja o isolamento por fluorescéncia, permite a identificacdo de perfis
celulares complexos a partir da identificacdo e selecao de moléculas superficiais ou
intracelulares que caracterizam o tipo celular. Garantido assim, maior entendimento
daquela populagédo no contexto do estudo. E para que essa técnica seja executada &
necessario um citbmetro de fluxo especializado nessa funcionalidade. E atualmente,
existem diversas empresas que fabricam esses equipamentos como a Beckman
Coulter, a Cytek, Bio-Rad e BD. Assim, cada modelo fornece um grau de biosseguranca

para manusear diferentes patégenos, bem como LASERs e filtros.

6.2.  Principios do cell sorting por citometria de fluxo

De forma resumida, o sorting ocorre quando o fluxo laminar (das células e
solucdo salina) é transformado em gotas, individualizadas, que carregam a célula de
interesse, que foi previamente identificada a partir do padrdo de fluorescéncia. Em
seguida, essas gotas sdo cobertas por uma carga de elétrons e entdo defletidas por
meio de placas eletricamente carregadas para suportes contendo o meio de cultivo
escolhido.

Agora, veremos em mais detalhes como esse processo ocorre. Primeiramente,
antes de iniciar o processo de cell sorting, € necessario a aquisicdo e analise da
amostra. Assim, ap6s a escolha da populacao, a ser purificada, a amostra heterogénea
(pré-sorting) € inserida no equipamento, seguindo todas as regras de biosseguranca.

Em seguida, as células sdo encaminhadas para a camara de fluxo (flow cell) do
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citbmetro e direcionadas para a criagdo de um fluxo laminar envolvido por solucdo
salina. Posteriormente, apos deixar a cdmara, as células sdo atingidas pelo laser, que
excita os fluoréforos permitindo a identificacdo da populagéo alvo. Esse sinal emitido
pela molécula fluorescente é enviado aos respectivos detectores, a partir da passagem
entre os espelhos e filtros. A seguir, o software instalado no computador permite a
identificacdo inicial da amostra por meio da definicdo dos dot plots e/ou histogramas.
Dessa maneira, as regides de interesse (gates) sdo selecionadas, como visto no
capitulo 3, e a purificacdo pode ser iniciada.

Durante o sorting, o fluxo laminar continuo € interrompido por meio da vibracdo
da flow cell, a partir da pizoeletricidade. Assim, a energia para esse movimento € oriunda
da compressao do cristal pizoelétrico, localizado no topo da flowcell. Esse processo
permite que o fluxo seja quebrado de maneira preditiva e padronizada, gerando diversas
gotas (droplets), na regido chamada de break off point. Nesse mesmo local, por
carreamento de elétrons, cada gota selecionada recebe uma carga positiva ou negativa
de acordo com o que foi programado no software.

Ademais, 0 tempo necessario entre a interceptagdo da célula pelo laser, a ida
destas informacdes ao computador e a volta para o correto carreamento elétrico de cada
gota, é fundamental para a calibracéo do citdmetro de fluxo, essa € a definicdo do drop
delay. Para isso, deve-se ajustar o 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 deflex&o, visando sempre atingir
100% de pureza de eficiéncia na separacdo homogénea das populacdes celulares.

Posteriormente, as gotas passam entre duas placas defletoras energizadas a
4000 volts e entdo sao atraidas pela placa que possui carga elétrica oposta. Ou seja, de
forma que as droplets 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 6.4).
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Figura 6.4 - Esquema representativo de um cell
sorting. Imagem cedida por Chometon, 2018.

O cell sorting, por fluorescéncia, promove elevada taxa de pureza e a eficacia
desse processo pode ser conferida pela propria citometria de fluxo, através de nova
aquisicao das células isoladas, as quais devem ser positivas somente para o parametro

que foi selecionado.

6.3. Aplicagdes do cell sorting por citometria de fluxo

Existem diversas aplicacbes para o cell sorting, tanto na pesquisa basica quanto
na clinica. Apos a obtengdo 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.

6.3.1. Crossmatch

Na clinica, hoje o sorting é utilizado no teste pré-transplante renal, conhecido
como crossmatch, teste de reatividade cruzada ou compatibilidade cruzada, muito
realizado 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
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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 linfécitos T e/ou B do doador, separados previamente por citometria de fluxo. Apos
incubacao, durante a qual deve ocorrer a formagdo 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 6bito.

6.3.2. Pesquisa cientifica

Na pesquisa cientifica o sorting pode ser utilizado em diversos contextos, como
nos exemplos a seguir. Recentemente, isolaram bactérias pertencentes a microbiota
humana, oriunda das fezes de individuos sadios. Para tal, antecedendo o isolamento,
essas células foram expostas a oligossacarideos conjugados a fluoréforos e o sorting
foi estruturado com base nas células que conseguiram absorver esses metabdlitos. Em
seguida, o material genémico das células sorteadas foi investigado. Esse trabalho é um
exemplo de sorting realizado a partir de um parametro Gnico, entretanto, existem
equipamentos que podem fazer a selecéo de até seis populagfes celulares diferentes.
Essa metodologia é executada partir do fornecimento de cargas elétricas mais ou menos
positivas (ou negativas), e que fornecem diferentes graus de afinidade das gotas com

as placas de deflexdo como mostra a figura 6.5.
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Figura 6.5. Exemplo de sorting realizado em seis vias

A utilizacdo de anticorpos acoplados a fluoréforos é a forma classica e mais
utilizada para sortear células. Porém, a autofluorescéncia observada em algumas
populacdes celulares também pode fornecer uma boa ferramenta para executar a
técnica. Essa maneira de isolamento das células foi realizada para obtencdo de
protoplastos presentes nas folhas do vegetal Catharanthus roseus para a posterior
andlises de proteinas, metabdlitos etc.

6.3.3. Sexagem de sémen

A sexagem de sémen por citometria de fluxo é feita pela separacdo de
espermatozoides portadores do cromossomo X e Y em duas subpopulagdes purificadas,
baseado no contetdo 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 6.6). Para aferir a viabilidade dos
espermatozoides € utilizado o FD&C Red N° 40 que funciona com um quencher da
marcacao do Hoechst 33342, o qual as células néo viaveis, aparecem como negativas
para a marcacdo com Hoechst 33342.

N

Count

Hoechst 33342

Figura 6.6 - llustracéo de um histograma tipico de citometria de fluxo de esperma.

O sémen sexado se tornou comercialmente disponivel em 2006, utilizando-se o
método de citometria de fluxo para a separacéo de células. Até os dias de hoje, nenhum
outro método provou ser eficaz para este fim. A separacéo dos espermatozoéides para a
producdo de machos (cromossomo Y) ou fémeas (cromossomo X) é possivel devido a
diferenca no conteddo de DNA dessas células (o espermatozéide que gera fémea

possui 4% mais material genético que o espermatozoéide que gera macho).
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Com o uso da citometria de fluxo para separacéo de células é possivel separar
os dois tipos de espermatozoides com alta confiabilidade. Mamiferos produzem sémen
de forma que 50% dos espermatozoides carregam o cromossomo X e 50% carregam o
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 séo tdo pequenas que atualmente € impossivel medir a
maioria deles de forma precisa. Assim sendo, 0s espermatozoides s&o, na pratica,
idénticos quanto ao tamanho, peso, velocidade etc. Essa técnica tem sem mostrado
eficaz para a sexagem de sémen bovino, com pureza acima de 90% para 0 Sexo
desejado. Entretanto, a sexagem de sémen por citometria de fluxo ainda é um desafio
para outras espeécies devido a menor diferenca entre a quantidade de DNA presente nos

cromossomos X e Y em cada uma dessas espécies (Figura 6.7).

Humano Bovinos Chinchila
Y X Y l X Y X
A
Hoechst 33342 Hoechst 33342 Hoechst 33342

Figura 6.7 - Histogramas tipicos de sexagem de sémen por citometria de fluxo em diferentes
espécies.

Para uma melhor eficiéncia na sexagem de sémen, 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 avaliacao do DNA
dos espermatozoides, devido ao fato desta tip forcar os espermatozoides a passarem
somente na orientacdo vertical quando interceptados pelo LASER. Além disso, para
otimizar a captura da fluorescéncia os fotodetectores (PMTs) séo 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 6.8)
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Figura 6.8 - Esquema de um citometro-cell sorter modificado para sexagem de sémem,
mostrando que com a modificagdo da ponteira 0s espermatozoides passam sempre na
orientacao vertical. Imagem cedida por Chometon, 2018.

6.3.4. Single Cell Sorting — Clonagem

Em alguns citbmetros 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 populacfes celulares oriundas de um clone celular.
Geralmente neste processo, cada célula é direcionada para um poc¢o de uma placa de
cultivo (96 pocos) e para isso o citbmetro de fluxo deve ter além do suporte especifico
para a placa, permitindo a sua movimentacao para que cada poco receba a Unica célula
(Figura 6.9), um software especifico para calcular o direcionamento da mesma. A partir
da unica célula depositada no poco (single cell sorting), clones serdo expandidos e

podem ser submetidos a ensaios funcionais e de biologia molecular.
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Figura 6.9 - Esquema de clonagem por citometria de fluxo. Placa de cultivo em movimento para
que cada poco receba uma Unica célula. Imagem cedida por Chometon, 2018.
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