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Introducao

Os avangos nas pesquisas realizadas a partir de anélises de células individuais, micror-
ganismos pluricelulares e outras particulas bioldgicas sofreram uma franca evolucdo. Esse
aumento se deve a um importante fator, a popularizagdo de uma consistente técnica, a citome-
tria de fluxo. O citometro de fluxo (ambos, tanto o termo anterior como o termo citometria de
fluxo serdo tratados no presente trabalho como CMF), aparelho que permite esse tipo de ana-
lise, possui ndo somente as aplicagdes ja citadas, devem-se incluir no rol de possibilidades
qualquer tipo de caracterizag@o que possa ser feita a uma molécula, desde que a mesma possa
ser marcada com algum tipo de corante fluorescente, associadas a anticorpos conjugados a
fluorocromos ou ainda que contenham genes repodrteres fluorescentes como, por exemplo, as
green flourescent protein (GFPs) (Arun et al., 2005).

Além da elevada precisdo e do seu poder analitico, hd uma grande vantagem na sua
utilizacdo da ferramenta. O seu processo ndo € destrutivo as células analisadas, exibindo pou-
co ou nenhum efeito na sua viabilidade ou fun¢do (Ibrahim & van der Engh, 2007), uma das
suas desvantagens residem no fato de que ha perda da informagéo histoloégica quando células
esfoliadas sdao analisadas. Mesmo assim as vantagens ainda sd@o muitas, além disso, existe a
praticidade de em alguns casos ndo haver necessidade de um tratamento anterior, como por
exemplo, a CMF de linfécitos em misturas complexas, como nas células do lavado broncoal-
veolar, sdo possiveis sem uma prévia separacio ou culturas in vitro (Pala et al., 2000).

Por razdo da sua alta aplicabilidade e exceléncia nos dados obtidos, houve a populari-
zacgdo desta ferramenta. Isso acabou por influenciar as companhias que o produzem a buscar
por aparelhos mais rapidos e que possibilitassem a construcdo de analises mais ricas, com
adicdo de diversas medidas de parametros paralelamente, devido a inclusdo de multiplos la-
sers com alta sensibilidade e precisdo, além de criar sistemas que pudessem facilitar a opera-
¢do por parte do técnico. A alta demanda pela maquina foi naturalmente acompanhada pela
redugdo do seu precgo, talvez devido ao desenvolvimento de novas aplicagdes dos diodos e-
missores de luz (LED — light-emitting diodes). Com lasers mais econdmicos, outros compo-
nentes do equipamento podem acompanhar essa tendéncia. A redug¢do do preco da maquina

também pode estar inerentemente associada ao aumento da sua procura por parte de diversas



10

institui¢des de pesquisa e laboratdrios de diagndsticos. Esses fatos permitiram que a metodo-
logia pudesse ser amplamente divulgada na comunidade cientifica e sua utilizagio foi sendo
refinada e diversificada, seja pela incorporagcdo de novos e mais eficientes marcadores fluo-
rescentes, ou pela utilizagdo em outras dreas que nio as abrangidas até entdo (Ibrahim & van
der Engh, 2007).

Um dos maiores beneficios que a popularizagdo do equipamento em laboratorios de
diagndsticos trouxe para a medicina foi a detec¢do e monitoramento da infec¢do por parte do
virus da imunodeficiéncia humana (HIV — human immunodeficiency virus) e sua possivel
evolucdo para quadros de sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS — acquired immu-
nodeficiency sindrome). A doeng¢a ¢ monitorada pela contagem de células T-helper CD4
(Ibrahim & van der Engh, 2007). Um relatorio de 2004 com relagdo ao diagnéstico do HIV
mostra que somente no Brasil existem 85 CMFs e que o prego estimado para a contagem de
CD4 por amostra era menor que 5 ddlares (Mandy, 2004).

Desde sua criacdo até os dias atuais houve uma sensivel evolugdo no equipamento,
abrindo possibilidades para que as suas aplicacdes alcancem novas dreas. Em vista disso, o
presente trabalho pretende realizar um apanhado e mostrar as possibilidades que a técnica
pode oferecer, tanto na area médica quanto em outras pesquisas, como as aplicagcdes em areas
como microbiologia e microbiologia industrial.

Como ja dito, essa tecnologia esta em constante transformagio e, portanto, dificilmen-
te poderemos listar todos os campos os quais a técnica tem permeado. Porém, baseando-se
nos trabalhos aqui pesquisados, poderemos ter uma breve idéia das possiveis adaptacdes que a

técnica permite.

Historico

Em 1947 Gucker e seus colegas desenvolveram um instrumento para andlise de parti-
culas coloidais (Gucker, et al. 1947, apud Winson & Davey, 2000; Shapiro, 2000). Esse ins-
trumento ¢ frequentemente considerado o primeiro citdmetro de fluxo. Um dos primeiros apa-
relhos que receberam essa alcunha de fato foi desenvolvido no final da década de 60 por Bon-
ner, Sweet, Hulett, Herzenberg e j& no inicio dos anos 70 a Sistema de Imunocitometros Bec-
ton Dickinson introduziu comercialmente essas maquinas no mercado. A época de sua cria-

¢do, os cientistas preferiam métodos de absorcdo em detrimento aos métodos fluorescentes,
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caracteristica na qual a técnica se baseia. O nome original da tecnologia era pulso citofotomé-
trico e somente em 1978, em uma conferéncia para engenheiros, veio a receber seu nome atu-

al. Nome esse que foi rapidamente popularizado (Herzenberg et al., 2002).

Existem inumeros livros que abordam o tema de CMF, dentre eles destaca-se o de

Howard Shapiro que trata de maneira clara e informativa o assunto (Shapiro,1995).

Funcionamento Basico de um CMF

O sistema BD FACSCalibur™ da empresa Becton Dickinson foi escolhido como mo-
delo para explicar o funcionamento do equipamento, entretanto os demais aparelhos equiva-
lentes disponiveis ndo diferem de maneira muito significativa.

O aparelho exige, para seu funcionamento adequado, que as particulas estejam em
suspensdo liquida e possuam um tamanho entre 0,2 ¢ 50pm. O liquido promove o fluxo das
particulas através de um capilar, evitando uma possivel sobreposicdo dos objetos de estudo,
dispondo-os de modo que um conjunto dptico possa realizar, juntamente com um conjunto
eletronico, a leitura de cada particula de maneira isolada. Uma vez que essa leitura tenha sido
realizada, o liquido ¢ encaminhado para um recipiente de coleta de residuos e, posteriormente,
descartado em local proprio para o seu tratamento se necessario. O sangue fornece um exem-
plo de amostra ideal a ser analisada devido as suas caracteristicas, pois encontra-se natural-
mente como o sistema trabalha, sem citar as inimeras possibilidades de analise que o proprio
permite.

O conjunto 6ptico do aparelho consiste de lasers (laser de argonio a 488nm e laser di-
odo a 635nm) para incidéncia de luz, de uma colecdo de lentes que captam a dispersdo e as
luzes emitidas pela interacdo do laser com as particulas, as moldam e as alinham e de um sis-
tema de espelhos e filtros, que direcionam os comprimentos de onda da luz para os fotodetec-
tores eletronicos especificos.

O FSC (do inglés, forward scatter) e o SSC (idem, side scatter) sdo os fotodetectores
que realizam as leituras do tamanho e da complexidade celular, respectivamente. Eles funcio-
nam como um anteparo para o laser. Uma vez que a célula ¢ incidida por ele, a sombra criada
por ela ¢ a base de leitura para FSC estimar o seu tamanho, enquanto que o SSC mede o quan-

to a célula absorveu/refletiu a luz, estimando assim a granulosidade da particula. Existem ain-
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da outros fotodetectores que captam a luz fluorescente que a particula emite, no caso da utili-
zagdo de fluorocromos, que serd explicada ha seu tempo.

Os fotodetectores fazem parte do sistema eletronico, eles convertem os sinais opticos
em sinais eletronicos, que sdo amplificados, lidos na forma de pulso de voltagem e um pro-
grama analisa cada um desses pulsos e fornece um valor, que por sua vez ¢ plotado em um
grafico de dispersdo. Para aumentar os pardmetros das andlises pode ainda haver o emprego
da imunofenotipagem.

Essa técnica consiste na utilizagdo de anticorpos para identificar populag¢des celulares
por seus marcadores de superficie. Para tal, esses anticorpos sdo associados a fluorocromos,
que uma vez incididos pelos lasers do aparelho sio excitados e produzem uma fluorescéncia
que ¢ detectada pelos fotodetectores especificos do aparelho. Existem muitos tipos de fluoro-
cromos e sua quantidade aumenta constantemente devido aos numerosos trabalhos que utili-
zam essa técnica. Como exemplos dessas moléculas existem a ficoeritrina (PE), a fioeritrina-
Cy5 (Cy5PE) a fluorceina, o isocianato de fluorceina (FITC), a aloficocianina (APC), entre
inumeras outras. Cada qual gerando um tipo de fluorescéncia com coloragdo diferente. A-
companhada dessa técnica estd a aplicagdo de corantes a antigenos internos, que permite uma
observagdo detalhada do funcionamento e dindmica de algumas moléculas dentro das células.

Existem dois tipos basicos de CMFs: os que meramente realizam as analises das parti-
culas e os que, além disso, conseguem separa-las de acordo com algumas propriedades parti-
culares, usualmente definidas pelo operador. Dentre os que realizam a separagdo das particu-
las existem os que formam goticulas € os que as mantém na forma fluida. Os que formam
goticulas operam oscilando em uma determinada frequéncia, isso faz com que o liquido se
desfaca em uma série de goticulas regulares. Quando o aparelho detecta uma particula qual-
quer em suspensdo ela ¢ comparada com as demais de acordo com um critério pré-
determinado pelo operador. Caso as caracteristicas assemelhem-se as procuradas pelo pesqui-
sador, o sistema aplica uma carga elétrica a gota, que por sua vez passa por entre um sistema
de placas de alta voltagem que realizam a separag@o. Essas gotas uma vez separadas sdo cap-
tadas por um recipiente. O grau de pureza dessa separagdo ¢ bastante elevado (Chapman,
2000).

Os CMF separadores de sistemas fluidicos utilizam-se de um mecanismo que desvia a
dire¢do do escoamento da mistura, uma vez detectada a particula que compreende os critérios
propostos pelo operador, para entdo serem captados por recipientes especificos. A qualidade
da separacdo dos objetos de estudo ndo ¢ tdo alta quanto dos CMF que utilizam a separagdo

por goticulas, além disso, separador fluidico somente consegue separar populagdes simples
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dentro das amostras, diferentemente do outro separador, que pode aplicar a goticula uma car-
ga positiva ou negativa e separar ao mesmo tempo duas populagdes de particulas (Chapman,
2000; Ibrahim & van der Engh, 2007).

Entretanto h4 um determinado tipo de amostra que somente pode ser utilizada nesse
tipo de CMF separador. As amostras contendo materiais com potencial patogénico ndo podem
ser separadas na forma de goticulas, uma vez que a utilizagdo dessa ferramenta leva a produ-

¢do de aerossois que podem contaminar o pesquisador (Chapman, 2000).

Problemas com as Aplicacdes

O tamanho reduzido das células microbianas ¢ a baixa concentragdo dos seus constitu-
intes internos tem historicamente complicado as aplicagdes da CMF nesse campo. O DNA
contido em Saccharomyces cerevisae e Escherichia coli é por volta de 200 a 1000 vezes me-
nor do que o contido em uma célula dipléide humana. Somado a isso, existe também uma
maior quantidade de RNA, em relacdo a quantidade de DNA, nessas células. Assim, um co-
rante de acidos nucléicos ndo podera ser utilizado para um ensaio com essas particulas, uma
vez que ele atuara ligando-se tanto ao DNA quanto ao RNA, a ndo ser que outros reagentes,
como RNAses, sejam incluidos (Winson & Davey, 2000).

Quando o ensaio a ser estudado ¢ uma amostra proveniente do ambiente é necessario
que haja um cuidado especial com possiveis particulas de tamanho elevado que possam causar
o bloqueio do fluxo, causando um problema para a analise. Essa limitagdo também impede
que fungos e bactérias filamentosas sejam analisados em se estado natural. Além disso, outros
microrganismos que crescem como biofilmes devem primeiramente ser desagregados para
que a técnica seja aplicada (Winson & Davey, 2000).

Outro problema que afeta essas particulas € a autoflorescéncia que alguns microrga-
nismos apresentam quando excitados com a iluminagcdo do aparelho (Winson & Davey,
2000). Isso pode alterar os resultados esperados para um determinado ensaio. Entretanto, uma
vez conhecido as caracteristicas da autofluorescéncia em questdo, ela pode se tornar uma Oti-
ma ferramenta para obtencao dos resultados.

Além disso, a utilizacdo de marcadores fluorescentes em células de mamiferos &, rela-
tivamente, bem conhecida, mas sua interagdo com bactérias, virus ou algas ¢ muito pouco

conhecida (Vives-Rego et al., 2000).
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Bactérias sdo, normalmente, menos permeaveis a fluorocromos, quando comparadas a
células de mamiferos, e o fato de algumas delas possuirem um sistema muito eficiente de
bombas que eliminam substancias que ndo participam do seu metabolismo normal contribui
para isso (Jearnes & Steen, 1994).

Quando a analise ¢ realizada em células de mamiferos, existe ainda uma enorme com-
plica¢do. Quando a amostra a ser analisada € um grupo de células que nio estdo naturalmente
em suspensdo, como as células sanguineas, por exemplo, ndo existe qualquer garantia de que
apos a dissociacdo da estrutura tecidual as mesmas manterdo o mesmo padrdo de producdo de
substancias, a mesma interagao entre células ou seu funcionamento natural como se ainda
estivessem no organismo. Mesmo células cultivadas in vitro, quando analisadas por CMF,
podem apresentar algumas caracteristicas que ndo foram descritas ou que ndo sdo esperadas.
A Tabela 1 lista alguns ensaios que devem ser escolhidas, para utiliza¢do da técnica de CMF,

sob varias condig¢des experimentais.

Table 1
FCM zpoptosis assays, which arc approprate for use in vanous experimental settings

Liquid cell culture Adherent Tissue cells solid
hemopoietic cells cells tmor cells

Cell scatter + - =
Dye uptake + = -
PS-exposure t f

Caspase activily * + +
THP f x =
ACa™ fpH
Lysos. H" pump
TUNEL

DNA content
ProL/RNA
Apoplotic bodies

f

+ 4+ + + + +
i
1

Tabela 1. Lista de ensaios de CMF que devem ser escolhidos sob varias condi¢des experimen-
tais (Vermes, et al., 2000)
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Exemplos de Aplicacoes

Proteinas

A identificacio de subgrupos de linfocitos T CD4" com produgdo de citocina polariza-
da foi originalmente baseada na caracterizag@o de clones de células usando ELISA para cito-
cinas de culturas sobrenadantes (Mosmann et al., 1986). Entretanto, diante do numero elevado
de células heterogéneas obtidas ex vivo, este método torna-se impraticavel, visto que somente
uma minoria dos efetores possui potencial de clonagem e haveria entdo a necessidade de fazer
um numero suficiente de clones para compensar essa deficiéncia (Lavani et al., 1997). Exis-

tem outros métodos que podem ser utilizados na quantificagdo da expressdo dessa proteina.

Dentre eles podemos citar as técnicas de ELISPOT, RT-PCR, LDA, ISH, imunohisto-
quimica e a de coloracdo de citocina intracelular (ICCS — intracellular cytokine staining), a-
1ém da ja mencionada técnica de ELISA, cada qual com suas vantagens e obstaculos (Pala, et
al., 2000). A Tabela 2 traz uma lista de algumas caracteristicas das tecnologias citadas quando

empregadas para a detecgdo de citocinas.

Intracellufar  ELISPOT ELISA RT-FCR Limiting In st Immino- Imanino- RNA prtection assay
cywkine sain diliticn bybridisstion  hisochemisiry  cyiochemistry

Analyte Protein Progein Protein mRNA Progein mRNA Progesn Progein mRNA

Readout Frequency  Froguency Integrated amommd  Inbegrated smounl  Frequency loclistion  Locslisation  Localiestion  [ntepraied amomi

Equipment  Flow Micmscope or - Spectropbotometer  Thermal Spectrophotometer  Light/electmn  Light/electron - Confocal Cied sez-up,
oytomeier plate: reader cycler MIPOSCOPY  MICMScopY | micrmstope phosphorimager

or EM

Cytokine Yes Yes (difficult) Mo Mo Yes Yes Y Yes No

eo-Epression

Cell surface  Possible Preselction  Pre-selection Pre-selection Podsibhe Possihle Possihie Possihle Pre-selection

pheaitype

Tabela 2. Relacdo entre as tecnologias de detecg@o de citocina e uma série de caracteristicas
inerentes a elas (extraido de Pala et al., 2000).
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A CMF de células coradas com ICCS permite a caracterizag¢do individual de um gran-
de nimero de células e pode fornecer uma estimativa da heterogeneidade das populagdes ce-
lulares. Para que o corante utilizado na técnica adentre as células sob estudo, € necessario um
tratamento inicial, onde elas entram em contato com um fixador, que pode ser formaldeido
devido a melhor preservacdo da antigenicidade da citocina e de suas caracteristicas dispersi-
vas, além de ndo causar aumento na autofluorescéncia, € com um agente que as tornam per-
meaveis. Para que a andlise seja realizada sem que davidas sejam colecionadas ¢ de extrema
importancia fazer um acompanhamento com controles tanto positivos quanto negativos. Isso
se deve pelo aumento da disponibilidade das proteinas presentes no interior das células, devi-
do a elevagdo da sua permeabilidade, que podem causar interacdes ndo esperadas. Além da
possivel ligacdo ndo especifica dos anticorpos e da ja citada elevagdo da autofluorescéncia,
dois casos causados pela fixa¢do. Todas essas mudangas podem atrapalhar a leitura do CMF
(Pala, et al., 2000). Outro importante fator que pode aumentar a precisdo da analise ¢ eliminar
da contagem as c€lulas que morreram antes do inicio das etapas de coloracido (Herzenberg, et
al., 2002). Para tal, o protocolo utilizado por Hussel et al, para o estudo da indug¢éo de citoci-
nas em células T pulmonares, pode ser uma das possibilidades de controle desse problema
(Hussel, et al., 1996). O protocolo utiliza EMA (do inglés ethidium monoazide) incubado com
as células. Esse corante entra nas células mortas, as quais ndo estdo com a membrana intacta,
e intercala com o DNA. O conjunto, ao ser exposto a uma lampada fluorescente, se une cova-
lentemente e essa associagdo permanece nas células mortas mesmo apds lavagem ou permea-
bilizagdo. Apos a analise os dados obtidos pelo CMF que remetem a essas células sdo entdo
eliminados.

A importancia da técnica de colora¢do de citocinas intracelulares ¢ notadamente ele-
vada e tem sido utilizada para caracterizar as repostas imunes tanto do organismo sd3o como
do doente. A maior parte dos estudos em humanos estd pautado na anélise das células mono-
nucleares sanguineas periféricas (em inglés peripheral blood mononuclear cells — PMBC),
porém, apesar de serem facil obten¢do, deve-se considerar que ha uma possivel acumulagdo
das células relevantes para o estudo em tecidos inflamados e que na circulagdo podem se a-
presentar na sua forma mais empobrecida (Pala, et al., 2000). A Tabela 3 mostra uma sequén-
cia de doengas humanas e as células que sdo usadas para seu estudo, bem como as suas refe-

réncias.
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Fagocitose

O CMF tem sido usado por mais de trés décadas na avalia¢do dos defeitos da fagocito-
se celular (Bassoe & Bjerknes, 1984, apud Lehmann, et al., 2000). Isso pode demonstrar o

reflexo da necessidade do estudo e a dificuldade que ele representa.

As anormalidades intracelulares especificas associadas com infec¢des recorrentes e
cronicas de bactérias e fungos t€ém demonstrado a importancia do funcionamento adequado
das células fagocitarias (Densen, et al. 1995, apud Lehmann, et al., 2000). Porém, a deposi¢ao
de opsoninas na superficie do microrganismo para o funcionamento 6timo dessas células ¢
parte importante do processo. Isso ¢ mais um fator que estd associado ao desenvolvimento de
doengas infecciosas graves (Halstensen, et al., 1989). A desordem na defesa fagocitaria pode
ser devida a interacdes entre os trés fatores: células fagocitarias, opsoninas € 0os microrganis-

mos.

A introducdo da CMF permitiu a medida simultanea da estrutura, bioquimica e propri-
edades funcionais de uma célula individualmente (Sarsellla, et al., 1997). Através da técnica
houve a possibilidade da analise antigeno-especifica da resposta opsonofagocitica durante a
doenca diagnosticada, que pode ser de importancia para a sele¢do de constituintes para vaci-

nas bacterianas (Lehmann, et al., 1999).

Apoptose Celular

Apesar da proximidade, hé entre a necrose e a apoptose diferengas moleculares, mor-
fologicas e bioquimicas. Além disso, hd todo um processo fisioldgico por trds da morte celu-
lar programada e ela € regida por sinais enviados pelo organismo. Entretanto alguns proble-

mas no envio ou recebimento desses sinais podem desencadear algumas doencas.

Quando ha uma disfun¢do que minimiza o numero de apoptose pode resultar em neo-
plasias (Tomlinson & Bodmer, 1995), leucemia (Sachs, 1996; Estrov & Talpaz, 1996), persis-
téncia de infecg¢des virais (Chiou, et al., 1994), ocorréncia de doengas auto-imunes (Nagata &
Suda, 1995) entre outras complicagdes. Quando o numero de apoptose € elevado o organismo

pode sofrer deficiéncia imune (Groux, et al., 1991, apud Vermes, et al., 2000), além de outras
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doencas. Entdo, o melhor conhecimento do processo pode nos levar a possiveis aplicagdes

terapéuticas.

Como a ferramenta de CMF pode medir as mudangas que a célula sofre durante o pro-
cesso, ela torna-se uma grande aliada para o entendimento dessa caracteristica fisioldgica. O
ponto de partida para pode ser a diferenciagdo de células em necrose e células em processo de

apoptose.

A simples medi¢do dos pardmetros do tamanho e complexidade da célula ja pode dis-
tinguir um caso do outro (Ormerod, et al., 1995). Em algumas células, nos estagios iniciais da
apoptose a célula encolhe, porém mantém a membrana plasmatica intacta, diferente do que
ocorre na necrose, onde a falha na integridade da membrana ocasiona um inchago. A leitura
do CMF para as células apoptdticas comparadas com as células sadias sera um decréscimo no
valor de FSC e uma manuteng¢ao no valor de SSC (Vermes, et al., 2000). Durante a necrose, o
valor de FSC aumenta imediatamente, enquanto o valor de SSC diminui ambos devido ao

inchaco (Dive, et al., 1992, apud Vermes, et al., 2000).

O CMF ainda pode ser utilizado a partir da analise quantitativa da reten¢ao de alguns
corantes. Como as células em apoptose mantém a membrana intacta durante grande parte do
processo, pode-se esperar que haja uma diferenca na ligacdo de corantes para acidos nucléi-
cos, como iodeto de propidio (PI) ou o brometo de etidio (EthBr), em células vivas, mortas ou
em apoptose (Vermes, et al., 2000). A morte celular também pode ser detectada pela perda da
habilidade de excluir esses corantes. Para a analise de seu trabalho, King (2000) assume que
células que perderam tal habilidade, devido a uma grande perturbagdo na estrutura da sua
membrana plasmatica, sdo consideradas mortas. Porém o mesmo faz a ressalva de que exis-
tem casos em que essa afirma¢do ndo pode ser considerada (Jones, et al. 1990, apud King,

2000).

Proteases da familia das cisteinas possuem um papel importante no processo morfolo-
gico da apoptose (Green, 1998). Denominadas CASPASEs (do inglés cysteine dependent
apsparate cleaving protease) (Thornberry & Lazbnik, 1998), essas enzimas realizam a cliva-
gem controlada de macromoléculas vitais a célula, dando inicio a apoptose (Green, 1998).
Elas existem normalmente como pré-enzimas e sdo convertidas pela protedlise causada pela
propria caspase (Kumar & Lavin, 1996). Foram identificadas 15 tipos dessa enzima (Thorn-
berry & Lazbnik, 1998), sendo que uma parte ¢ ativada em resposta aos sinais pré-apoptéticos

e as outras por essas ja ativadas. E promovida entdo uma reagdo em cascata (Green, 1998). O
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mapeamento através de anticorpos dessas caspases ja ativadas pode oferecer uma importante

ferramenta para acompanhar o processo de apoptose.

Outro evento caracteristico da apoptose é a formagao de poros permedveis no folheto
externo da membrana mitocondrial, que permite o fluxo de proteinas celulares para o cito-
plasma da mesma (Susin, et al., 1998). Isso resulta na mudan¢a do potencial transmembrana
mitocondrial (Martinou,1999) e ¢ nessa membrana que os marcadores serdo utilizados. Em
células viaveis, hd o acumulo de fluorocromos especificos na membrana, uma vez que o po-
tencial transmembrana € afetado, esses marcadores vdo se desprendendo (Castedo, et al.

1996).

Existem varios outros ensaios que podem mostrar, através da tecnologia de CMF, uma
célula que estd em apoptose ou ndo, como a analise do fluxo de calcio e pH, da bomba de pro-
tons do lisossomo, dos 4cidos nucléicos, dos corpos apoptdticos (ultimo estagio que a célula

apresenta antes de ser fagocitada), entre outros (Vermes, et al., 2000).

Microbiologia

Gucker (1947), no inicio do seu artigo afirmou que o principio do aparelho por ele
criado deve realizar “uma ampla aplicacdo em (...) bacteriologia” (adaptado do inglés Gucker,
1947, apud Winson & Davey, 2000), isso pode ser um indicio de que a analise microbioldgica

foi desde o comego um dos focos da CMF, junto com a analise de células de mamiferos.

Apesar da predisposi¢do da técnica na andlise de microrganismos, varios obstaculos
tiveram que ser transpostos. Steen e Lindmo, em 1979 desenvolveram um emissor de luz sen-
sivel que era capaz de realizar a leitura de alguns dos parametros do CMF da época em mi-
crorganismos (Steen & Lindmo, 1979). Esse fato permitiu uma nova abordagem a essas parti-
culas. Entretanto adaptagdes sdo necessarias, uma vez que as populagdes de microrganismos
possuem caracteristicas bem distintas das células humanas. A resposta de algumas bactérias a
corantes, drogas e outros reagentes, por exemplo, sdo afetadas pela estrutura de sua parede

celular, presenga ou ndo de poros ou bombas de fluxo (Shapiro, 2000).

As populacdes microbianas ainda apresentam heterogeneidade e elas sdo resultado de

varias fontes. A genética desses seres apresenta distingdes mesmo dentro de uma mesma es-
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pécie e elas podem ser causadas por mutagdes ou perda de plasmideo (Shapiro, 2000). O ciclo
celular no qual a mesma se encontra também € uma fonte de distin¢do entre os individuos. O
tamanho da célula é outra caracteristica que pode variar dentro da mesma espécie. Isso pode
ser amenizado com a utilizacdo de artificios matematicos como calculo de log dos valores
obtidos. Outra possibilidade de diferenga é com relagdo a sua fisiologia. Uma célula que se
encontra crescendo no centro de uma coldnia, em uma placa de petri, recebe diferentes esti-
mulos do meio no qual ela estd inserida do que uma célula que se encontra em um dos extre-
mos da coldnia, na periferia da mesma. Isso pode refletir em diferengas no conteudo de prote-

inas, por exemplo, no interior das células (Shapiro, 2000; Winson & Davey, 2000).

Para definir as subpopulacdes dentro da popula¢do de microrganismos um caminho
pode ser a utilizagdo de um coquetel de marcadores fluorescentes, que podem ser escolhidos

para guiar as andlises em dire¢do ao subgrupo de interesse.

A barreira que algumas bactérias promovem para a entrada de fluorocromos pode difi-
cultar em muito a coloragdo das mesmas para ensaios mais elaborados. O uso de fluorescéncia
gerada por reacdo enzimatica dentro da célula é uma possivel saida para contornar esse pro-
blema. A técnica se apdia na entrada de um precursor fluorogénico que sofre imediata ativa-
¢do através de enzimas da propria célula. E interessante que essa substancia, apds a ativagdo,
se torne insoluvel ou forme um complexo com algum componente celular que a torne efeti-
vamente insoluvel. Deve ainda, de preferéncia, ser ndo tdxico, estavel e persista no interior da

célula tempo suficiente para permitir o monitoramento (Winson & Davey, 2000).

Essa técnica pode ser utilizada para o monitoramento da viabilidade celular (Winson
& Davey, 2000), para a discriminacdo entre bactérias e leveduras (Nir, et al., 1990), entre ou-
tros exemplos. Em células de mamiferos, essa técnica possui uma aplicagdo mais ampla, en-

quanto em microrganismos ela fica relativamente restrita.

H4 ainda a possibilidade de aproveitar as caracteristicas autofluorescentes de algumas
espécies em beneficio da técnica. Por exemplo, em estudos de fitoplancton ou bactérias fotos-
sintetizantes, o perfil autofluorescente pode ser utilizado para diferenciar as espécies (Winson

& Davey, 2000).

O GFP também pode ser uma dtima ferramenta para conhecer a dindmica da expressao

dos genes e localizar proteinas nas células analisadas. Talvez, um dos principais pontos posi-
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tivos da técnica deva-se ao fato de que para que seu funcionamento ocorra somente ¢ exigido

a presenga de oxigénio (Winson & Davey, 2000).

Outra técnica que pode ser aplicada ¢ o método de sanduiche, que consiste na utiliza-
¢do de anticorpos marcados com fluorescéncia. Um anticorpo contra a amostra a ser analisada
¢ ligado a ela. Em seguida, um novo anticorpo, conjugados a um fluorocromo, ¢ adicionado.
Este ultimo se ligard ao primeiro anticorpo, formando um complexo de dois anticorpos € a
amostra. Este complexo ¢ entdo analisado pelo CMF e pode fornecer resultados de alta sensi-

bilidade (Shapiro, 2000).

Também existem kits fabricados por empresas que podem ser utilizados para obter resultados

mais facilmente.

Microbiologia Aplicada a Industria

Producio Alcoodlica

O CMF ¢ amplamente utilizado na area de biotecnologia para monitoramento de mi-
crorganismos para hiperproducgdo industrial, por exemplo, uma vez que a ferramenta permite
uma rapida andlise de um grande nimero de células, além do possivel isolamento daquelas
que possuem as caracteristicas procuradas. Entretanto em alguns casos, analises mais especi-
ficas que utilizam marcadores fluorescentes podem ocasionar a morte das células, como ¢ o
caso da levedura Saccharomyces cerevisiae, importante para a industria de bebidas alcodlicas

(Katsuragi, et al. 2000).

A levedura produz uma grande quantidade de uma substancia chamada tiamina, que
ndo ¢ fluorescente, mas uma vez oxidada com ferricianido de potassio ou brometo de ciano-
génio ela torna-se tiocromo, composto que apresenta forte fluorescéncia (Kimura, et al., 1980;
Wyatt & Hillman, 1997). Com essa flourescéncia é possivel realizar a analise utilizando o
CMF, entretanto o processo para de conversdo de tiamina em tiocromo ocasiona na morte das

células (Katsuragi, et al. 2000).

Para que seja possivel recuperar as células, ou ao menos algumas delas, uma vez que

uma unica célula ¢ suficiente para retomar o crescimento, Katsuragi, et al. (2000) propds a
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utilizagdo de GMDs (do inglés gel microdroplets) que possibilitaria o crescimento de micro-
colonias de células. As células crescidas em GMDs, que forneceriam fontes de tiamina para
coloragdo, seriam em grande parte mortas pelo processo utilizado no CMF, entretanto algu-
mas células poderiam sobreviver, permitindo assim que analise, classificagdo e isolamento

fossem possiveis em um nico processo.

Industria de Alimentos

Anadlises microbianas em alimentos s3o normalmente realizadas através de contagens
de coldnias cultivadas em meios e condigdes de crescimento adequadas. Porém, esse tipo de
analise consome um grande tempo além de criar dificuldades para o estudo de grande parte

das espécies que afetam essas empresas (Comas-Riu & Rius, 2009)

Isso pode ser explicado por dois fatores: a impossibilidade de cultivar novos micror-
ganismos que podem ndo apresentar crescimento nos meios de cultura conhecidos € a impos-
sibilidade de recuperar conhecidos microrganismos que entraram em estado ndo-cultivavel

devido ao tanto stress continuo como ao continuo crescimento (Giraffa, 2004).

A necessidade da analise desses microrganismos deve-se ao fato de que bactérias, le-
veduras, fungos ou outros seres que podem ser patogenos podem causar, além da perda de
qualidade dos produtos, doencas a seus consumidores. Devido a essa importancia, uma técni-
ca que alie baixo custo de anélise e alta qualidade de dados é de imensa valia para essas em-

presas.

O CMF ¢ o instrumento que alguns laboratdrios que prestam servigos a essas empresas
podem escolher. A utilizagdo da simples analise com o FSC e o SSC pode apresentar resulta-
dos satisfatorios, mas a adicdo de fluorocromos e anticorpos para imunofenotipagem dao um

grande poder a andlise (Comas-Riu & Rius, 2009).

No caso de probidticos, alimentos que possuem em sua composi¢do microrganismos
benéficos ao organismo, ha a necessidade de avaliar a quantificagdo dos seres que o compde,
além da viabilidade deles. Existem aqueles probidticos que possuem microrganismos viaveis,
porém ndo serdo cultivados no organismo, existem também aqueles que possuem células nao
vidveis, que servirdo como estimuladores do sistema imune (Ouwehand, et al. 2002, apud

Comas-Riu & Rius, 2009). A avaliagdo da qualidade que um probiotico possui em decorrén-
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cia a sua armazenagem também ¢ de suma importancia e pode ser analisada através da CMF

(Comas-Riu & Rius, 2009).

Outra importante area de preocupacdo da industria alimenticia que pode fazer uso da
tecnologia € a de preservacdo dos alimentos. O CMF pode fornecer dados de viabilidade de
microrganismos patogénicos, saprofagos ou fitopatogénicos, permitindo uma analise detalha-

da da qualidade do alimento em fun¢do do tempo.
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Perspectivas das Futuras Aplicacdes

Os futuros avangos que a tecnologia pode alcangar provavelmente residem no aumento
na capacidade de deteccdo, no desenvolvimento de equipamentos cada vez mais rapidos, com
varios pardmetros sendo analisados simultaneamente, com maior poder de gerenciamento e
mais faceis de operar, com softwares mais robustos e funcionais e automatizacdo dos apare-
lhos (Herzenberg, et al., 2002; Ibrahim & van der Engh, 2007). Além disso, novos fluorocro-
mos para detec¢do podem ser desenvolvidos além do possivel aumento da gama de ensaios
que o equipamento pode realizar. Num futuro préximo a evolugdo da ferramenta ainda pode
levar ao desenvolvimento de citometros portateis, que podem ser empregados, uma vez con-
cebidos como aparelhos de méao, em locais de conflito bélico, e em campo, para monitoramen-
to da qualidade de 4gua e em diagnosticos em outras areas como agricultura e veterinaria

(Ibrahim & van der Engh, 2007).
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Conclusao

A grande maioria dos trabalhos enfatiza o poder que a técnica de CMF possui, mos-
trando que ela é uma ferramenta que gera uma base solida de dados, além disso, neste traba-
lho procurou-se salientar as suas variadas aplicagdes. Uma prova da capacidade do aparelho ¢
a heterogeneidade de estudos que ele permite. Entretanto, ¢ leviano assumir que as aplicagdes
da técnica se esgotaram ou que os caminhos para novas utilizagdes se restringiram. Novas
areas podem aplicar a tecnologia, tudo dependerd da inquietude dos pesquisadores e dos no-

vos rumos que os mesmo dardo para esta técnica e maquinario de largo potencial de aplicabi-

lidade.
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