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Apresentacdo

A citometria de fluxo € uma tecnologia que cada vez mais tem
se destacado no laboratério clinico e de pesquisa sendo
responsdvel por diversos avancos na ciéncia. Sua aplicacdo
ndo se limita a uma Unica drea do conhecimento, podendo
ser empregada nas dreas de imunologia, hematologiq,
genética, biologia celular, microbiologia, parasitologia,
oceanografia, em estudos de novos medicamentos e de
terapias com células tfronco, entre muitos outros. Baseia-se na
mensuracdo dos pardmetros morfoldgicos e funcionais de
células, por meio da deteccdo da dispersdo da luz e da
emissdo da fluorescéncia de corantes ligados a superficie ou
ao interior dessas células, quando sdo interceptadas por uma
fonte luminosa, como um laser. Sua capacidade para analisar
diversos pardmetros simultaneamente em uma Unica célula,
torna a citometria de fluxo no método de escolha para
andlises multiparamétricas de populacoes celulares. Além de
ser uma ftécnica também aplicada na separacdo ou
purificacdo de uma determinada populacdo celular a partir
de uma suspencdo heterogéneaq, processo denominado de
sorting. Por ser uma metodologia com todas estas importantes
caracteristicas e abrangéncia de aplicacdes €, ao mesmo
tempo, carecer de manuais mais bdsicos e introdutodrios
escritos em lingua portuguesa; este pequeno livro veio para
suprir esta lacuna e tentar ajudar estudantes de graduacdo e
pos-graduacdo, bem como cientistas que ndo terdo que
operar diretamente um citdmetro de fluxo, mas precisardo de
um conhecimento bdsico na leitura de artigos que apresentem
resultados desta técnica, além de uma orientacdo inicial para
identificarem se precisardo utilizd-la ou ndo no andamento de
sSUQs pPesquisas.
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Capitulo 1



Infroducao

O que significa citometria de fluxo? Se dividirmos o termo
em frés partes, veremos que “cito” significa célula, “metria”
significa medida e “fluxo” dd ideia de movimento contfinuo de
algo que segue um determinado curso. Desde modo, a
citometria de fluxo (CF) € uma tecnologia que mede e analisa
simultfaneamente vdrias caracteristicas de células ou particulas
em uma suspencado liquida, enquanto passam individualmente

em um fluxo continuo através de um feixe de luz.

A maioria dos citdmetros de fluxo sdo capazes de analisar
particulas ou células que podem variar entre 0,2 e 50
micrémetros de didmetro. E além do tamanho, caracteristicas
como complexidade interna e intensidade de fluorescéncia
também podem ser medidas por CF. Com isso, uma infinidade
de ftipos celulares, incluindo células de mamiferos, de plantas,
algas, protozodrios, bactérias, fungos, nucleos e até mesmo
microvesiculas celulares estdo entre os muitos exemplos do

que se pode analisar por esta metodologia.



A CF é amplamente utilizada em pesquisas bioldgicas e
também no laboratdrio clinico de rotina. Com um nUmero
crescente de corantes fluorescentes disponiveis e uma gama
crescente de anticorpos monoclonais, as aplicacdes tem
crescido em ritmo acelerado. Os corantes fluorescentes
podem ser usados para marcar diretamente os componentes
celulares, como o DNA, e outros podem ser ligados a
antficorpos contra uma grande variedade de proteinas

celulares.

A principal vantagem desta metodologia reside na
capacidade de fazer medicdes em um grande numero de
células Unicas denfro de um curto periodo de tempo,
podendo-se revelar a heterogeneidade de populacoes
celulares em uma Unica amostra, identificando e
quantificando diferentes subconjuntos de células. E, além
disso, possui a capacidade de analisar varios pardmetros
simultfaneamente numa Unica célula, sendo por isso uma das
principais técnicas de escolha para andlises multiparamétricas
nas dreas de imunologia, biologia celular e molecular,
microbiologia, parasitologia, em estudos de avaliacdo
funcional e diferenciacdo de populacdes celulares,

imunofenotipagem, conteudo de dcidos nucleicos, atividades



enzimdticas, avaliacdo da proliferacdo, ciclo celular e morte
celular (por necrose ou apoptose), expressdo e modulacdo de

receptores, producdo de citocinas, entre outros.

Uma aplicacdo de grande destague na CF é a
separacdo de uma determinada populacdo celular a partir de
uma suspensdo  heterogénea de células, processo
denominado sorting. Assim, hd dois tipos de citdmetros de fluxo
produzidos comercialmente, os citbmetros analisadores € 0s
citbmetros separadores de células, denominados de Cell

Sorters.

Em geral, os citdbmetros de fluxo sdo compostos por trés
principais subsistemas: fluidico, optico e eletrbnico. Os trés
subsistemas  trabalham em  conjunto para  medir
simultaneamente vdrias caracteristicas fisicas de particulas &
medida que se movem em um fluxo continuo e passam através

de um ou mais feixes de luz que geralmente sdo lasers.

Os lasers sdo escolhidos porque produzem um feixe de
alta intensidade de luz monocromdtica. Eles também tém um

di@metro pequeno, o que € importante, pois a luz precisa ser



focada em um pequeno volume para obter a excitacdo
mdaxima de uma Unica célula e minimizar a probabilidade de
haver mais de uma célula no feixe. O laser primdrio mais
comum € um laser de ions de argdnio resfriado a ar,
produzindo luz azul a 488 nm. Contudo hd varios outros tipos de
lasers, tanto resfriados a ar como de estado solido que
produzem luz nos comprimentos de onda entre 325 nm e 780

nm.

O subsistema fluidico transporta particulas desde sua
aquisicdo oriunda do tubo de amostra, através de um fluxo
continuo até chegarem no feixe de laser onde sdo
interceptadas. A porcdo da corrente do fluido onde as
parficulas estdo localizadas € chamada de nuicleo de
amostra. O ponto em que as particulas encontram o feixe de
laser € o ponto de interrogacdo. A luz incidente do laser &
dispersa e a fluorescéncia é emitida quando as particulas

passam pelo chamado ponto de interrogacdo.

O subsistema Optico consiste em componentes de
excitacdo e coleta. Os componentes de excitacdo incluem as

fontes de lasers, prismas e lentes de modelagem de feixe de



laser para direciond-los para o nucleo da amostra. Quando as
particulas passam pelo ponto de interrogacdo do laser, elas
dispersam a luz, e qualguer molécula fluorescente presente na
partficula  emite  fluorescéncia. Lentes  posicionadas
adequadamente coletam a luz dispersada e a fluorescéncia
emitida, enquanto outros componentes do subsistema dptico

as direcionam para os detectores apropriados.

Os detectores no subsistema eletronico convertem a luz
detectada em sinais eletrdnicos proporcionais. Os sinais
eletronicos sdo entdo digitalizados, processados e enviados Ao
computador como dados numéricos e, com isso, as
informacdes de cada célula ou particula sGdo armazenadas no
computador e plotadas em grdficos para serem analisadas

posteriormente.
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Capitulo 2



Fluidica

As principais funcdes do sistema fluidico sdo transportar
particulas em um fluxo contfinuo em direcdo ao feixe de luz
para inferrogacdo e posicionar o nucleo do fluxo, onde
encontra-se a amostra, no centro do fluxo. Afravés do foco
hidrodin@mico, o ndcleo da amostra pode ser mantido dentro
do centro do fluido numa cdmara chamada de célula de
fluxo, onde serd o ponto de interceptacdo ou interrogacdo da
amostra pelo raio laser. H& um outro fluido, que é geralmente
uma solucdo tampdo (sheath fluid), que envolve o nucleo
onde passa a amostra e, se ndo houver nenhuma perturbacdo
neste fluxo, ambos os fluidos ndo se misturam d medida que

passam pela célula de fluxo (Figura 1).

Figura 1. Esquema de uma célula de fluxo em corte transversal.

Solucdo tampado

Célula de fluxo

Nuacleo da amostra




Tipicamente, o sheath fluid é direcionado através da
cmara de fluxo pela pressdo do ar fornecida por um
compressor. A mesma pressdo € usada para forcar a amostra
para dentro do fluxo. A taxa do fluxo da amostra € controlada
por um regulador de pressdo que pode variar conforme a
configuracdo estabelecida pelo operador do equipamento
no momento da aquisicdo da amostra que, geralmente, pode
ser de baixa, média ou alta intensidade. Uma vdlvula controla
se a amostra estd sendo infroduzida ou ndo no sistema, sendo
que em alguns citdbmetros, a amostra € introduzida por meio

de uma bomba de seringa.

A diferenca de pressdo do fluxo da amostra influencia
diretamente na taxa dos eventos interceptados pelo raio laser
no ponto de inferrogacdo. Uma maior pressdo gera um nucleo
de amostra mais amplo, o que pode aumentar a taxa de
eventos, pois permite que mais células entrem no fluxo dentro
de um determinado momento. E neste caso, algumas células
podem passar pelo raio laser fora do centro e interceptd-lo em
uma intensidade de excitacdo menor que a ideal, podendo
com isso diminuir a resolucdo dos dados. As configuracdes de
pressdo da amostra sdo ajustaveis e conforme se alterna entre

baixa, média e alta pressdo, a largura do nucleo da amostra



aumenta ou diminui e a taxa de eventos que passam pelo
ponto de interrogacdo por segundo fambém sofre tal
alteracdo. Quando a pressdo da amostra € baixa, o fluxo da
amostra € estreito e a taxa de eventos € baixa. Quando a
pressdo da amostra € aumentada, o fluxo da amostra
aumenta e a taxa de eventos também (Figura 2). Isso ird
influenciar em um aumento ou diminuicdo de variacdo nos

dados que serdo exibidos nos grdficos de citometria.

Figura 2. Esquema diddatico de uma célula de fluxo e de como a
diferenca de pressdo imposta ao fluxo da amostra influencia no diGmetro

do nuUcleo da amostra e em sua taxa de eventos.
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Optica

Antes que o sistema Optico de um citdmetro de fluxo seja
apresentado, hd a necessidade de se entender, pelo menos,
de forma bdsica algumas propriedades da luz e dos corantes
fluorescentes. A luz € uma forma de energia eletromagnética
que vigja em ondas e que possui uma frequéncia e um
determinado comprimento que ird determinar sua cor. A luz
que pode ser visudlizada pelo olho humano representa uma
faixa estreita de comprimento de onda (380-700 nm) entre
radiacdo ultravioleta (UV) e infravermelha (IR) (Figura 3). O
espectro visivel pode ser subdividido em cores como o violetq,
azul, verde, amarelo, laranja e vermelho. A luz violeta possui
um comprimento de onda mais curto e com maior energia,
enquanto a luz vermelha possui um comprimento de onda
mais longo e com menor energia. Estas caracteristicas
inerentes ao espectro eletfromagnético da luz sdo o ponto
central da tecnologia utilizada no sistema optico de um

citometro de fluxo.
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Figura 3. Espectro elefromagnético.
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As principais propriedades de um corante fluorescente,
também chamado de fluordforo ou fluorocromo, aplicadas G
CF, sdo seu espectro de excitacdo e seu espectro de emissdo.
Os fluordforos fazem parte de um grupo de moléculas que ao
entrarem em contato com a luz de um determinado
comprimento de onda especifico, absorvem energia e emitem
a luz em outro determinado comprimento de onda maior (com
menor energia). Esses dois processos sdo chamados de
excitacdo e emissdo, respectivamente. Os corantes
fluorescentes sdo usados para detectar a expressdo de
moléculas celulares, como proteinas ou dacidos nucléicos. A
emissdo segue a excitacdo de forma extremamente rapida,
geralmente em nanossegundos e €& conhecida como

fluorescéncia.

18



O objetivo de um marcador fluorescente, como um
antficorpo conjugado a um fluordforo, € de se ligar diretfamente
a uma regido especifica (epitopo) de uma molécula presente
em uma determinada populacdo celular e permitir que suas
propriedades bioldgicas e bioquimicas sejam medidas. Os
fluoréforos conjugados a anficorpos podem ser simples ou
compostos (Tandem Dyes), sendo este Ultimo constituido por
dois fluordforos acoplados. Quando o primeiro fluordforo é
excitado, sua energia € transferida para o segundo fluordforo,
ativando-o e produzindo a emissdo de fluorescéncia numa
escala de comprimento de onda ainda maior do que a
emitida somente pelo primeiro. Esses fluoréforos Tandem foram
desenvolvidos no infuito de aumentar as opcdes disponiveis
para analisar mais moléculas simulfaneamente. Na tabela
abaixo, seguem alguns dos principais fluoréforos utilizados em
CF.

19



Alguns dos fluoroforos mais usados em citometria de fluxo.

Fluoroforo Lﬁ_lSEfi Pico de emissao
(excitagao)

Pacific Blue 405 455
Brillant Violet 510 405 510
krome Orange 405 528
Alexa Fluor 488 488 519
FITC 488 519
PE 488/532/561 578
ECD 488/532/561 613
PE-TexasRed 488/532/561 615
PerCP 488 678
PerCP/Cy5.5 488 695
PE/Cy7 488/532/561 785
APC 633/638 661
Alexa Fluor 647 633/638 668
Alexa Fluor 700 633/638 719
APC/Cy7 633/638 785

20



Uma consideracdo ao se realizar ensaios de fluorescéncia
multicolorida é a possibilidade de sobreposicdo espectral
(overlap) entre fluoréforos. Como os fluordforos usados na CF
emitem fotons de mdltiplas energias e comprimentos de onda,
um método matemdtico chamado de compensacdo foi
desenvolvido para que se possa identificar a medicdo dos
fotons de um fluoroforo nos varios detectores, separando cada
faixa de fluorescéncia especifica detectada de cada
fluoréforo nos diferentes detectores. Devido & natureza das
medicdes de CF, a emissdo de uma particula € medida ndo
em um Unico detector, mas em todos os detectores usados no
experimento. Por exemplo, o FITC emite fotons verdes,
amarelos e laranja, todos os quais podem ser detectados num
equipamento com multiplos detectores. Em  alguns
experimentos, o FITC (isofiocianato de fluoresceina) pode ser
combinado com outros fluoréforos, como por exemplo PE
(ficoeritrina), que emite fétons amarelos e laranja. Nesses
casos, a contribuicdo relativa de cada fluoréforo para o sinal
em um determinado detector deve ser especificamente

determinada e descontados os sinais sobrepostos.

Para que a compensacdo seja readlizada com éxito,

recomenda-se a utilizacdo de amostras de células marcadas



individualmente com cada fluoréforo que serd utilizado na
andlise. Estas amostras, denominadas de controles de
compensacdo, devem ser adquiridas antes das amostras
experimentais marcadas com multiplos fluordforos. Atraveés
destas marcacodes simples, € possivel ajustar o percentual de
marcacdo somente para uma determinada fluorescénciaq,
tracando uma linha imagindria na mediana dos eventos
negativos e positivos, de forma que os mesmos devam estar
alinhados. Este processo pode serrealizado manualmente pelo
operador ou de forma automdtica pelos softwares
enconfrados nos citbmetros mais modernos. Apds a
compensacdo de cada fluoréforo, as amostras podem ser
entdo adquiridas e analisadas sem que haja sobreposicoes de

sinais de fluorescéncia.

Quanto ao sistema Optico propriomente dito de um
citbmetro de fluxo, o mesmo executa duas funcodes: @
excitacdo e a coleta da luz emitida apds a excitacdo da
amostra. Feixes de laser sdo direcionados através de prismas e
lentes para excitacdo dos componentes que passam pelo
nUcleo da amostra na célula de fluxo. A luz frontal dispersada
(doinglés, forward scafter ou FSC, que remete ao tamanho da

célula) é coletada por um detector de estado sélido e a luz



dispersada lateralmente (do inglés, side scatfter ou SSC, que
remete a granulosidade ou complexidade intferna da célula)
(Figura 4) e os demais comprimentos de onda da fluorescéncia
emitida pela excitacdo da amostra sdo encaminhados
através de cabos de fibra éptica e passam por filtros e espelhos
que permitem a transmissdo especifica de determinadas faixas
de comprimentos de onda a serem coletados por uma série
de detectores apropriados, geralmente do tipo PMT

(fotomultiplicador).

Com isso, podemos separar os componentes de
excitacdo que tfrabalham para guiar os feixes de laser para o
fluxo de amostra e os componentes de coleta que
encaminham, filiram e coletam a luz dispersada e cada faixa
de comprimento de onda especifica emitida pela amostra

inferrogada na célula de fluxo (Figuras 5 e 6).
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Figura 4. Esquema diddatico de como a luz € dispersada remetendo as
informacdes morfoldégicas de uma célula através de suas caracteristicas

de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC).
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Figura 5. Imagem real do interior de um citémetro de fluxo onde s&o
apresentados os componentes de excitacdo, a célula de fluxo e o

detector de FSC.

e /v,;j:
o . 03
ol O AL T

Feixes

de laser mp Célula de fluxo
4 i ¥

Prismas i

.4 ( . y "* .s M“-
1 : L De'té'c':tor . \

Lentes : de FSC

25



Figura 6. Imagem real da parte interna de um citémetro de fluxo onde se
encontram os componentes de coleta da luz dispersada lateralmente

(SSC) e dos demais comprimentos de onda da fluorescéncia emitida pela

excitacdo da amostra.
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Desta forma, a luz fluorescente emitida é coletada por
lentes em posicdes apropriadas e, em seguida, direcionada
através de cabos de fibra optica para um conjunto de filtros e
detectores dpticos especificos. No exemplo dos componentes
de coleta do citbmetro da Figura 6, os sinais resultantes do
inferrogatdrio do laser azul sdo transmitidos para detectores
em uma matriz em formato octogonal de maneira que na
frente de cada detector existam filtros posicionados que
refletem e fransmitem comprimentos de onda especificos,
garantindo que os comprimentos de onda mais altos e com
menor energia sejam transmitidos para o primeiro tubo PMT,
enquanto comprimentos de onda inferiores e com maior
energia sejam refletidos e enviados para o detector
subsequente e assim por diante. No mesmo exemplo da Figura
6, além dos detectores do laser azul, hd outfras duas matrizes
de deteccdo em forma triangular que funcionam da mesma
maneira que a matriz octogonal e que coletam a luz oriunda
da excitacdo dos lasers vermelho e violeta. Contudo, hd no
mercado diversas marcas de citdbmetros de fluxo com outras
configuracdes de lasers e filtros, bem como outros tipos e

tecnologias de deteccdo.
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Com relacdo aos tipos de filtros posicionados antes dos
detectores PMT, os mesmos podem ser classificados de trés
formas. Podem ser do tipo longpass (LP), bandpass e shorfpass
(SP). Os filtros longpass permitem a passagem da luz de
comprimento de onda igual ou superior ao valor especificado.
Os filtros bandpass transmitem luz ao redor do primeiro valor e
dentro da faixa especificada pelo segundo valor (por
exemplo, o filtro bandpass 50050 permite a passagem da luz
de comprimento de onda entfre 475 e 525 nm). J& os filtros
shorfpass tfransmitem a luz igual ou menor que o comprimento

de onda especificado (Figura 7).

Figura 7. Esquema diddtico dos filtros longpass (LP), bandpass e shortpass
(SP), em ordem da esquerda para direita, e de como exercem a filtracdo

do espectro de luz em um citdmetro de fluxo.
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Eletronica

As principais funcoes do sistema eletrénico sdo converter
sinais de luz em dados numeéricos e eliminar pequenos eventos
de sinal como ruidos eletrénicos e debris através do uso de um
threshold, que € uma espécie de limiar ou regido de corte de
dados ndo relevantes para aumentar a expressdo e a chance
de encontrar as células ou particulas que realmente interessam
para a andlise. Umn threshold €& definido em um, ou
possivelmente em dois parémetros, de modo que uma célula
seja detectada apenas quando o sinal subir acima desse nivel

especificado (Figura 8).

Figura 8. Grdfico representativo de como funciona um threshold.
Somente os valores acima da linha fracejada sdo gravados pelo

computador e considerados para a andlise.
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Para que a luz detectada seja convertida em dados, sGo
necessarios trés componentes: fotodetectores (PMTs),
amplificadores e processadores de sinais. Os componentes
eletrdbnicos trabalham em sequéncia para converter luz em
corrente, corrente em voltagem e voltagem em dados que

possam ser analisados posteriormente.

Fotodetectores sdo sensores de luz que podem detectar
fotons de luz. Os fotons recebidos fazem com que o0s
fotodetectores produzam corrente elétrica. Os amplificadores
convertem a corrente eléfrica dos fotodetectores em
voltagens maiores em magnitude do que a corrente elétrica
de enfrada. Ja os processadores de sinais quantificam os
pulsos de tens@o, fornecendo valores numéricos para o sinal. A
medida que a célula ou particula passa pelo feixe de laser, ela
gera um pulso de sinal, que possui altura (pico), largura e uma
drea integral que € proporcional a fluorescéncia total da
célula ou particula (Figura 9). A largura € proporcional ao
tempo que as células gastam no laser e pode ser usada para
distinguir entre particulas Unicas ou particulas em duplas

(doublets) ou mesmo pequenos grumos celulares.
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Figura 9. Esquema didatico representativo de um pulso de sinal de um

Unico evento.
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A magnitude da corrente gerada € proporcional ao
numero de fotons que atingem o fotodetector e, portanto,
também € proporcional a intensidade do sinal de dispersdo ou
fluorescéncia gerado pela particula. A medida que a particula
entra no ponto do feixe de laser, o sinal gerado no PMT
comecard a subir, afingindo o pico de saida quando a
partficula estd localizada no cenfro do feixe de laser. Nesse
ponto, a particula estd totalmente iluminada (os fétons estdo
na densidade mais alta no centro do foco do raio laser) e

produzird uma quantidade mdxima de sinal éptico. A medida



que a particula flui para fora do raio laser, o sinal retornard &
linha de base. Esta geracdo de pulso € denominada de
"evento" (Figura 9). O somatdrio de todos os eventos adquiridos

de uma amostra ird compor os graficos de citometria.

Uma vez finalizada a aquisicdo das amostras de um
determinado  experimento, os dados recebidos e
armazenados pelo computador permitirdo a andlise estatistica
e a exibicdo grafica dos resultados. Todos os dados
armazenados de diversos experimentos subsequentes podem
ser convertidos em arquivos especificos (como arquivos FCS,
por exemplo) para que seja realizada uma andlise posterior

mais completa em softwares especificos de andlise de dados.
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Analise dos Dados

Antes de discorrermos de forma bdsica sobre como séo
analisados os dados gerados por um citdmetro de fluxo,
apresentaremos os principais controles internos que devem ser
utilizados em uma andlise por CF. Pois, além dos controles
experimentais especificos para cada tipo de pergunta
cientifica, os chamados controles intfernos de citometria s¢o de
vital importdncia para que haja uma confiabilidade nos
resultados obtidos, j&@ que em CF trabalhamos sempre com

comparacoes.

E & exatamente por isso que precisamos de um controle
ndo marcado (unstaining control) feito com células ndo
marcadas com corantes fluorescentes para se avaliar a
autofluorescéncia das células e para definir exatamente onde
termina a populacdo negativa e onde comeca a populacdo
positiva num grdfico de citometria. Também sdo necessdarios os
controles de compensacdo, como jG mencionado
anteriormente; e nas andlises de imunofenotipagem, além dos
demais controles, os controles isotipicos (isotype controls)

também devem ser utilizados para que se possa observar



possiveis deslocamentos do espectro negativo quando sdo

adquiridas amostras com marcacoes positivas.

Sendo assim, o controle isotipico €& essencial para
verificar possiveis ligacdes inespecificas. Pois, os anticorpos
utilizados para a imunofenotipagem, além de se ligarem com
alta afinidade ao seu alvo especifico, fambém podem se ligar
de maneira inespecifica a outros tipos de receptores presentes
na superficie de determinadas populacdes celulares e
também a componentes infracelulares ou restos celulares
comuns em processo de morte celular. Desta forma, o controle
isotipico consiste em um anticorpo ndo relacionado (anti —
“qualquer outra coisa”), porém do mesmo isotipo do anticorpo
de referéncia (IgG1a ou IgG2b, por exemplo) e conjugado ao

mesmo fluordforo que tal anticorpo.

Dito isso, fotons sdo gerados quando células ou particulas
passam pelo ponto de interrogacdo na célula de fluxo e sdo
interceptadas pelo laser. Os sinais de luz sGo convertidos em
sinais eletrbnicos equivalentes e depois processados e
convertidos em valores numéricos. Quanto maior o sinal, maior
O numero dos dados armazenados pelo sistema

computadorizado do citdmetro de fluxo.



Quando o computador salva os dados, eles sdo salvos
como uma lista. Os valores numéricos para cada célula sdo
medidos e os dados salvos podem ser exibidos em diferentes
tipos de grdficos. Por exemplo, dois parémetros de intensidade
de fluorescéncia sdo plotados um contra o outro num grdfico
de dispersdo (dot plot), sendo o valor para o fluoréforo PE no
evento 1 de 300 e o valor para o fluordforo FITC de 550. Isso
representa que serd mapeado no grdfico nas coordenadas
300 do eixo y e 550 no eixo x. Para o evento 2, o valor para PE
é de 9500 e para FITC de 12500. A Figura 10 demostra como
estes dois eventos ficariam representados no grdfico. Apods,
muitos eventos serem processados, todos sdo representados
juntos e cada populacdo comeca a surgir no grdfico (Figura
11).
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Figura 10. Grdfico demostrativo de apenas dois pontos numéricos

convertidos pelo sistema eletrdnico que representam dois pulsos Unicos

de sinal, ou seja, dois Unicos eventos (duas células que passaram pelo

ponto de inferrogacdo no feixe do laser).
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Figura 11. Exemplo de um grdfico de citometria (dot plot) onde cada
ponto no grdfico representa o valor numérico da intensidade de
fluorescéncia de dois par@metros ao mesmo tempo (de PE e de FITC). O
grdfico foi dividido em quatro quadrantes que representam a
positividade ou ndo de ambos os fluoréforos. Onde Q1 = PEHFITC-; Q2 =
PE+FITC+; Q3 = PEFITC- e Q4 = PEAITC+. Lembrando que em citometria
de fluxo, todos os resultados sGo comparativos e dependentes do
aumento ou diminuicdo da voltagem eou ganho do sinal eletrdnico
através de comandos dados ao computador pelo operador no
momento da andlise, o que influenciard diretamente na visualizacdo dos
resultfados nos graficos. Portanto € imprescindivel que se use controles
internos de citometria para se estabelecer onde o sinal realmente é
negativo e positivo e tfambém se possa compensar os dados antes da

aquisicdo das amostras.

)
H

- *) N
.'.o..t\
,,,,, G 2%,
z :
Q1 Q2
w « Q3 Q4 o
B : ¥ B

% °

FITC



Os dados podem ser exibidos com diferentes opcdes de
escala. Tradicionalmente, os dados da citometria de fluxo sdo
exibidos em escala logaritmica (log) ou em escala linear,
dependendo do tipo de amostra que se ird analisar. Por
exemplo, se numa amostra heterogénea hd tipos celulares
com morfologias muito distintas entre si, provavelmente a
escala log se enquadraria melhor para visualizacdo de todas
as populacdes no grdfico. No entanto, mesmo assim os dados
gerados em um instrumento digital e exibidos em escala log
podem ndo ser capazes de mostrar todos os dados de maneira
ideal, porque alguns deles podem cair exatamente sobre o
eixo ou abaixo do mesmo. Neste caso, pode-se mudar a
escala de log para biexponencial, fazendo com que eventos
que estavam “escondidos” aparecam no grdfico e possam ser
analisados sem que haja alguma perda de informacoes

(Figura 12).
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Figura 12. Demonstracdo dos mesmos dados em um grdafico na escala

log e em um grdfico na escala biexponencial.

Escala log Escala biexponencial

PE

] FITC FITC

H& quatro principais tipos de grdficos que representam
dados de citometria, sdo eles: histograma, dot plot, density plot
e contour plot (Figura 13). O histograma representa um Unico
parGmetfro comparado ao numero de seus eventos
(quantidade). Os eventos com maior intensidade de sinal ou
fluorescéncia aparecem mais a direita do eixo x. O dot plot
representa dois pardmetros simultaneamente e cada ponto
que aparece no grdfico indica um Unico evento (célula ou
particula). Quanto mais acima no eixo y e mais a direita no eixo
X, indica uma maior intensidade de sinal ou fluorescéncia dos
par@metros representados em cada eixo. O density plot, além
de apresentar as mesmas caracteristicas do dot plot, dd uma

idéia de 3°dimensdo usando diferentes intensidades de cores.



Os eventos que se repetem ou estdo muito proximos no grafico
apresentam a mesma cor demostrando uma  maior
concenfracdo de eventos que qpresentam as mesmas
caracteristicas, ou seja, que fazem parte de uma mesma
populacdo. Por fim, o contour plot, da mesma forma que o
density plot, dd idéia de 3°dimensdo, sO que desta vez, ao
contar os eventos, uliliza um formato similar aos mapas

topogrdaficos.

Figura 13. Os quatro principais tipos de graficos que representam dados

de citometria (histograma, dot plot, density plot e contour plot).
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Uma gate € um limite numérico ou um conjunto fechado
de eventos num grafico que pode ser usado para definir
caracteristicas a serem incluidas em andlises adicionais. As
gates sdo usadas para identificar subconjuntos de dados, ou
seja, ao adicionarmos uma gate em uma determinada
populacdo, podemos exibi-la em um outro grafico com outros
parGmetros e realizar outra gate dentro da mesma para
separar uma outra subpopulacdo e assim sucessivamente.
Podemos ainda gerar estatisticas ou mesmo limitar o niUmero
de eventos coletados ou salvos também por meio de gates. O
exemplo da Figura 14 ilustra uma amostra contendo uma
populacdo mista de células sanguineas, e para restringir a
andlise apenas aos linfécitos, foi feita uma gate na populacdo
referente aos linfocitos no grafico contendo os pardmetros de
tamanho versus granulosidade (FSC vs. SSC). EntGo, num
segundo grdfico onde se comparou a fluorescéncia de dois
diferentes fluoréforos ligados a anticorpos contra moléculas de
superficie de duas subpopulacdoes linfocitdarias, podde-se
separd-las  através das diferentes caracteristicas de

intensidade de fluorescéncia.

Este foi apenas um exemplo dentro de um universo amplo

de aplicacoes. Ha inUmeros tipos de andlises e também muitos



outros tipos de desfechos a serem analisados dependendo dos
objetivos de cada pesquisa. E uma vez readlizados todos os
ensaios e obtidos os resultados, procede-se a elaboracdo de
graficos comparativos, tabelas e andlises estatisticas mais
elaboradas em softwares proprios de andlise. Contudo, ndo
iremos enfrar em mais detalhes por este ndo ser o objetivo

especifico deste livro.

Figura 14. Exemplo de um grafico de CF de uma amostra mista de células
onde se quis restringir a andlise somente aos linfécitos ao fazer uma gate
nesta populacdo. No segundo grafico optou-se por demonstrar somente
a gate escolhida e anadlisd-la através de dois par@metros de
fluorescéncia distintos referentes a marcadores de superficie especificos

para poder separar subpopulacdes linfocitdrias.
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Capitulo 6



Sorting

Sorting € uma tecnologia poderosa que separa e distribui
populacdes especificas identificadas por citometria de fluxo
em recipientes de coleta designados como tubos, microplacas
e l&minas. Células podem ser separadas por sorting para
enriguecimento de uma determinada populacdo de interesse
ou para clonagem celular por meio da separacdo de uma
Unica célula por cavidade de uma microplaca. As células
separadas por este processo também podem ser analisadas
por microscopida, podem ser utilizadas para extracdo de DNA
e analisadas por biologia molecular, podem também ser
cultivadas e posteriormente analisadas em testes in vitro para
diversos tipos de pesquisas como em estudos de novas drogas

e estudos com células tfronco, entre muitas outras aplicacoes.

As populacoes de Interesse a serem separadas por sorting
devem ser identificadas usando andlises citométricas
tradicionais de forma idéntica d realizada em citbmetros
analiticos. Portanto, deve-se adquirir a amostra, elaborar os
graficos, realizar compensacdo (caso necessdria) e proceder
d elaboracdo das devidas gates para identificacdo das

populacodes de interesse. Desta forma, as células ou particulas



passam uma por uma pelo feixe de laser para interrogacado.
Entdo, através de procedimentos prévios especificos de
configuracdo do citbmetro para estabilizacdo da pressdo
indicada para a faixa de tamanho das células, geracdo de
carga elétrica aplicada ao fluxo e formacdo e estabilizacdo
de gotas apds a passagem pela célula de fluxo; o
equipamento ird proceder de tal maneira que apenas a gota
que contém a particula de interesse ird reter a carga recebida
e a medida que as gofticulas passam entre duas placas de
deflexdo, apenas as goticulas carregadas sdo desviadas e
separadas em recipientes de coleta. J& as goticulas ndo
carregadas passam para o aspirador de residuos e sdo

descartadas (Figura 15).

A decisdo sobre se uma célula deve ou ndo ser separada
por sorting € tomada quando passa pelo feixe de laser. E para
garantir gue a célula de fluxo seja carregada no momento
correto, o atraso de tempo entre uma particula que passa no
feixe de laser e o ponto de interrupcdo da gota deve ser
determinado e alimentado no computador que, entdo, ird
tomar a decisdo do que serd separado ou ndo de forma
automdtica. Ocasionalmente, haverd mais de uma célula nas

goticulas desviadas. O circuito eletrénico pode detectar essas



coincidéncias e, dependendo da escolha de qual tipo de
sorting se deseja realizar através de comandos previamente
executados no computador, seja para uma alta pureza ou um
alto rendimento, a decisdo de exclusdo ou separacdo das
gotas serd diferente e aplicada pelo software para cada
realidade. Se a intencdo for um maior rendimento, todas as
gotas contendo as células de interesse serdo separadas,
mesmo que eventualmente haja uma certa “contaminacdo”
com outros tipos celulares. Caso a infencdo seja uma maior
pureza, serdo separadas unicamente as gotas que tenham
células da populacdo de interesse, e caso na mesma gota ou
em gotas muito préoximas haja outros tipos celulares, ambas as
gotas serdo excluidas. Portanto, deve-se definir previamente o
objetivo do sorting, pois disso dependerd o sucesso de seus

resultados.
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Figura 15. Imagem real da célula de fluxo e dos componentes de

separacdo celular de um citémetro Cell Sorter.
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A citometria de fluxo € uma tecnologia que cada vez
mais tem se destacado no laboratdério clinico e de
pesquisa sendo responsavel por diversos avangos na
ciéncia. Sua aplicacao nao se limita a uma UGnica area
do conhecimento, podendo ser empregada nas areas de
imunologia, hematologia, genética, biologia celular,
microbiologia, parasitologia, oceanografia, em estudos
de novos medicamentos e de terapias com células tronco,
entre muitos outros. Baseia—se na mensuracdao dos
parametros morfoldégicos e funcionais de células, por
meio da detecgdo da dispersao da luz e da emissdo da
fluorescéncia de corantes ligados a superficie ou ao
interior dessas células, quando sdo interceptadas por
uma fonte luminosa, como um laser. Sua capacidade para
analisar diversos parametros simultaneamente em uma
unica célula, torna a citometria de fluxo no método de
escolha para analises multiparamétricas de populacdes
celulares. Além de ser uma técnica também aplicada na
separacao ou purificagcdao de uma determinada populacao
celular a partir de uma suspencaoc heterogénea, processo
denominado de sorting. Por ser uma metodologia com
todas estas importantes caracteristicas e abrangéncia
de aplicacgdes e, ao mesmo tempo, carecer de manuais
mais basicos e introdutérios escritos em lingua
portuguesa; este pequeno livro veio para suprir esta
lacuna e tentar ajudar estudantes de graduagdo e
pés—graduacao, bem como cientistas que ndao terao que
operar diretamente um citdmetro de fluxo, mas
precisarao de um conhecimento basico na leitura de
artigos que apresentem resultados desta técnica, além
de uma orientacdo inicial se precisarao utiliza-la ou
ndo no andamento de suas pesquisas.
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