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Sumario:

Este relatério tem por objectivos expor em 0s principios gerais de cultura de células e da
citometria de fluxo para anélise dos efeitos da radiacdo ionizante em culturas de células. Assim,
conceitos relacionados com culturas de células, incluindo tipos de culturas e vantagens e
desvantagens, sdo expostos no presente relatorio. Adicionalmente, o principio da técnica de
citometria de fluxo, bem como, 0 seu uso em estudos dos efeitos da radiagdo ionizante em

culturas de células, s&o igualmente apresentados.

Summary:

This report aims to explain in the basic principles of cells culture and flow citometry for the study
of ionizing radiation effects on cells culture. Thus, subjects such as cells culture type and
advantages/disadvantages of cells culture are explained. Additionally, basic principles of flow
citometry, as well as, its applicability for the study of ionizing radiation effects on cell culture are

also presented.
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Capitulo I. Principios Gerais de Culturas de Células




Principios Gerais de Culturas de Células e Citometria de Fluxo para Avaliacao dos Efeitos da Radiacéo lonizante

1.1 Introducéo

A cultura de células tem vindo a afirmar-se como uma ferramenta muito Gtil em maltiplas
areas de investigacao das ciéncias da salde.

O termo cultura tecidular refere-se ao processo de extraccdo de tecidos ou 6rgaos de um
animal ou planta, com consequente colocacdo num ambiente artificial capaz de sustentar e
proporcionar 0 crescimento destes. Este ambiente €, geralmente, criado num receptaculo de
plastico ou vidro com um meio de cultura liquido ou semi-sdlido capaz de fornecer nutrientes
essenciais para a sobrevivéncia e crescimento do tecido ou 6rgdo. Quando se removem células
de fragmentos de drgdos antes ou durante a cultura, com concomitante separacao das células
vizinhas, diz-se que se esta a realizar uma cultura de células.

Apesar das culturas de células animais terem sido realizadas com sucesso por Ross
Harrison em 1907, s6 na década de 40 e 50 do século XX, e apds varios desenvolvimentos, &
que ocorrem as primeiras culturas de células amplamente disponiveis como ferramenta de
pesquisa para os cientistas, (Ryan 2008). As principias razfes para isso incluem: primeiro, 0
desenvolvimento de antibi6ticos, que facilitaram o processo de cultura celular e evitaram muitos
dos problemas inerentes a contaminacgdes da cultura celular; segundo, verificou-se a melhoria
das técnicas, nomeadamente, aquelas relacionadas com o0 uso de tripsina para remogao de
células dos vasos de cultura e fundamentais para a obtengdo de linhas celulares em crescimento
continuo (tais como, células Hela); finalmente, como terceira razdo, surgem as linhas de
culturas de células padronizadas, com meios de cultura quimicamente definidos, o que facilitou o
trabalho padronizado entre diferentes grupos de cientistas, bem como, facilitou o processo de
cultura celular, tornando-o mais &gil, (Ryan 2008).

O presente capitulo tem como principais objectivos abordar os principais conceitos de
culturas de células; nomeadamente, o conceito de linha celular, meio de cultura, avaliacdo da
cultura e morfologia celular. Para tal, estruturou-se 0 mesmo da seguinte forma: primeiro,
aborda-se os principais tipos de células; depois, algumas das caracteristicas funcionais e
morfoldgicas das culturas; de seguida, expde-se técnicas para avaliacdo da cultura; e finalmente,

apresenta-se um sumario.
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1.2 Tipos de Culturas

As culturas primarias derivam directamente de tecido animal normal excisado, o qual é
posteriormente transplantado para uma cultura ou, apos dissocia¢do por enzimas digestivas, €
colocado sob a forma de células Unicas em suspensdo. Estas culturas sdo inicialmente
heterogéneas, contudo com o passar do tempo tornam-se dominadas por fibroblastos. A
preparacdo destas culturas ditas primarias € um processo que requer trabalho minucioso e
demorado, apresentando como principal desvantagem um tempo de sobrevivéncia in vitro
limitado. Apesar desta desvantagem, durante o seu curto periodo de vida, estas células tém
como vantagem a capacidade de reter muitas das caracteristicas de diferenciacdo observaveis
em células in vivo, (SIGMA 2008). As culturas primarias obtidas pelo método de explanta¢do sdo
obtidas pela recolha cirurgica de pequenas pecas de tecido, que séo posteriormente colocadas
no vaso de cultura (de plastico ou vidro) emergido num meio de cultura. Alguns dias ap6s, as
celulas individuais séo transferidas do tecido explantado e colocadas num outro vaso de cultura
com substrato, onde se dividirdo e crescerdo. O segundo método para realizagédo de culturas de
celulas primarias, que € o mais amplamente utilizado, acelera o processo pela adicdo de
enzimas digestivas (enzimas proteoliticas), como € o caso da tripsina e da colagenase, que vao
fragmentar o tecido e clivar as ligagdes entre as células. Desta forma, cria-se uma suspenséo de
celulas Unicas que é depois colocada num vaso de cultura com meio de cultura adequado para

crescimento e divisdo celular. Este método € denominado dissociacao enzimatica, Figura 1.1.

Remover tecidos

Separar tecidos

Digestdo com
enzimas
proteoliticas

Colocar no meio cultura

Figura 1.1. Representacdo do processo de dissociacdo enzimatica em culturas priméarias de ceélulas
(adaptado de (Ryan 2008)).
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Quando as células resultantes de culturas primarias desenvolvem-se e utilizam todo o
substrato disponivel na cultura, estas devem ser subculturadas para que possam continuar a
crescer. Este processo € geralmente realizado com recurso a enzimas que gentilmente separam
as células do substrato da cultura. Estas enzimas séo similares as utilizadas durante o processo
de dissociagdo enzimatica a que as culturas primarias sédo submetidas e, uma vez, terminado o
processo, a suspensdo de células pode ser subdividida e colocada em novos vasos de cultura,
(Ryan 2008).

Dado que as culturas priméarias de células séo isoladas de seres vivos, em particular
para as ciéncias da saude, de seres humanos ou de animais, estas apresentam populacoes
heterogéneas, por exemplo, apresentam diferentes populacdes celulares e diferentes estados de
diferenciacdo celular. Cada amostra removida do dador €, por isso mesmo, Unica e impossivel
de reproduzir exactamente. O processo de diferenciagdo deste tipo de células inicia-se no
momento em que estas células sdo removidas do dador, pelo que tais culturas sdo dinamicas e
estdo em constante alteragdo. Assim, as culturas primarias de células requerem comummente
meios de cultura complexos e sdo sistemas extremamente dificeis de padronizar, (Hartung
2002).

Culturas de células continuas sdo constituidas por um unico tipo de células que se
propagam em série durante um numero limitado de divisdes celulares (geralmente cerca de
trinta) ou, em alguns casos, de forma ilimitada. O primeiro grupo (divisdes celulares limitadas)
usa, geralmente, células diploides e mantém, habitualmente, um certo grau de diferenciagéo. O
facto destas linhas celulares apresentarem senescéncia ao fim de trinta divisbes celulares
significa que préticas rigorosas de trabalho devem ser empregues para que estas consigam
sobreviver periodos de tempo consideraveis. Por outro lado, 0 grupo das células que se
propagam indefinidamente possui, frequentemente, esta capacidade devido ao facto de terem
sido transformadas em células tumorais. As linhas de células tumorais derivam, frequentemente,
de tumores reais, contudo, podem ser criadas por inducdo, utilizando oncogenes virais ou
tratamentos quimicos. Estas linhas apresentam como vantagem a disponibilidade quase
ilimitada, contudo, retém muito poucas caracteristicas das células originais in vivo, (SIGMA
2008). Para além disso, as linhas celulares continuas, por serem mais homogéneas e mais
estaveis sdo, portanto, mais reprodutiveis que as populagdes de células primarias. Estas
caracteristicas advém do facto de ocorrerem alteragdes fundamentais no fenotipo das células,
logo apos o isolamento do tecido do dador, (Hartung 2002).

Em suma, pode-se definir cultura de células como um tipo de cultura de tecidos que

envolve um conjunto de técnicas que permitem cultivar e/ou manter células isoladas fora do
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organismo de origem. Existem basicamente dois grandes grupos de culturas celulares: culturas
primarias, as quais sdo obtidas directamente de tecidos, sdo heterogéneas, mantém-se pouco
tempo em cultura e sdo mais propicias ao desenvolvimento de contaminag@es; e linhas
celulares, que s&o obtidas a partir de culturas primarias, podem ser células imortalizadas (devido
a alteracbes genéticas), apresentam crescimento rapido e continuo e proliferacéo ilimitada ou

limitada a um numero elevado de divisdes celulares, Figura 1.2, (Coimbra 2008).

C
Linfacitos humanos Células do
epitélio renal de
simios
transformadas
pelo virus Sv-40

Células ciliadas do
epitélio nasal

Células epiteliais
de carcinoma
cervical humano

Neurdnios de rato

(hipocampo) aguda T

o o m m m m

Figura 1.2. Células de culturas primérias (a esquerda) e linhas celulares (a direita) (retirado de (Coimbra
2008)).

As principais vantagens do uso de culturas de células incluem o controlo de condi¢tes
ambientais, a andlise independente de pardmetros, elevado numero de testes num reduzido
intervalo de tempo, redugdo dos ensaios com animais e técnica menos dispendiosa que a
experimentacdo animal. Por outro lado, as principais desvantagens incluem: perda de
caracteristicas fenotipicas, sistema biolégico fora do ambiente natural e auséncia de sinais
importantes, (Coimbra 2008).

O processo de criagdo de uma cultura de células in vitro envolve, de forma sucinta, o
dador, as células ou tecido, 0 meio de cultura e o substrato. Estes componentes interagem e as
propriedades do sistema na sua totalidade, bem como as suas variacdes, sdo o resultado

indubitavel de tais interaccdes, (Hartung 2002).

1.3 Morfologia e Caracteristicas Funcionais

As culturas de células podem apresentar-se em duas formas: em suspensdo e em
monocamada aderente. A forma como estas se dispdem reflecte o tecido no qual tiveram origem,

pelo que, culturas de células derivadas do sangue tendem a crescer em suspensao, enquanto

Relatério Interno FEUP,2009 5



Principios Gerais de Culturas de Células e Citometria de Fluxo para Avaliacao dos Efeitos da Radiacéo lonizante

celulas derivadas de tecidos solidos (como por exemplo: pulmdo e rim) tendem a crescer em
monocamadas aderentes, (SIGMA 2008).

As culturas celulares podem ser descritas com base na sua morfologia (forma e aspecto)
ou com bhase nas suas caracteristicas funcionais. Assim, podem ser dividias em trés grandes
grupos, (Ryan 2008):

= Epiteliais: células que aderem ao substrato e apresentam forma achatada e
poligonal;

= Linfoblasticas: células que, normalmente, ndo aderem ao substrato, permanecendo
em suspensdo com uma forma esférica;

= Fibroblasticas: células que estdo aderidas ao substrato e apresentam-se alongadas,
bipolares e frequentemente formam “remoinhos”.

O uso de técnicas de fusdo tornou possivel o desenvolvimento de células hibridas pela
juncdo de dois tipos de células diferente. Estas podem exibir caracteristicas de uma das células
mée ou das duas. Esta técnica foi utilizada em 1975 para criar células capazes de produzir
anticorpos monoclonais especificos, (Ryan 2008). As referidas células, denominadas hibridomas,
sdo formadas pelo uso de duas células diferentes, mas relacionadas entre si. A primeira € um
linfocito derivado do baco com capacidades de produzir o anticorpo desejado; enquanto, a
segunda € uma célula de melanoma com grande capacidade de proliferacdo, a qual €
programada para produzir grandes quantidades de anticorpos, mas ndo para produzir o
anticorpo.

As caracteristicas das culturas de células resultam da relacdo entre a sua origem e a
forma de adaptagdo destas as condi¢des da cultura celular. Marcadores bioquimicos podem ser
utilizados para determinar se as células continuam a desempenhar fungdes especializadas, da
mesma forma que enquanto presentes nos tecidos in vivo. Marcadores morfoldgicos e
ultraestruturais podem também ser examinados. Frequentemente, estas caracteristicas sdo
perdidas ou alteradas como resultado do processo de colocagdo no ambiente artificial da cultura
de células. Algumas linhas celulares podem, eventualmente, parar a sua divisdo celular,
demonstrando sinais de envelhecimento continuos. Estas células s&o denominadas finitas.
Outras linhas, ditas “imortais” continuam a dividir indefinidamente, sendo denominadas linhas
celulares continuas. Quando uma linha celular dita “normal” se transforma numa linha imortal,
realizando deste modo, uma alteracdo irreversivel ou transformac&o, quer intencionalmente (pela
utilizacdo de farmacos, radiacdo ou virus) quer de forma espontanea, diz-se que sdo células
transformadas. Como caracteristicas principais, estas células apresentam um crescimento,

geralmente, mais facil e rapido; contudo, apresentam, frequentemente, cromossomas anormais e
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extranumerarios. As células que apresentam numero normal de cromossomas séo denominadas
celulas diploides, enquanto aquelas que apresentam numero alterado de cromossomas Sao

denominadas aneuploides, (Ryan 2008).

1.4 Meios de Cultura

Um meio de cultura consiste numa solugdo base definida, normalmente constituida por
sais, agucares e aminodcidos, bem como, alguns suplementos misturados, dependendo do tipo
de células, (Hartung 2002).

Para muitos investigadores, um ambiente saudavel para a sobrevivéncia das células em
cultura deve ser aquele que permita, pelo menos, um aumento do numero de células devido a
divisdo celular (mitose). Adicionalmente, quando as condi¢cdes do meio de cultura sdo as ideais,
as células podem apresentar funcdes fisioldgicas e bioquimicas similares as que apresentam in
vivo, tais como, contrac¢cdo muscular ou secrecdo de enzimas ou hormonas. Para alcancar este
meio de cultura ideal € importante considerar a temperatura, o substrato para adesao da camada
de células e o meio de cultura.

A temperatura do meio €, geralmente, colocada a temperatura corporal do dador de
onde foram retiradas as células; atendendo a que, vertebrados de sangue frio apresentam
temperaturas entre 18 e 25 °C, enquanto os mamiferos exibem uma temperatura entre 36 e 37
°C. A manutencdo da temperatura na cultura de células é conseguida pelo uso de incubadoras
bem calibradas e ajustadas.

Para células que necessitam de um substrato para suporte este deve ser capaz de
fornecer capacidade de suporte, mas também crescimento. Os substratos mais comuns sdo o
vidro e alguns tipos de plastico tratados. Para além disso, devem ser adicionados factores de
adesdo, tais como, o colagénio, gelatina, fibronectina e laminina, que melhorardo o crescimento
e funcdo normal de ceélulas derivadas do cérebro, vasos sanguineos, rins, figado, pele e muitos
outros. Muitas vezes, as células que aderem podem funcionar melhor quando a superficie de
adesdo é permeavel ou porosa, pois deste modo podem polarizar de forma similar ao que
sucede no interior do corpo.

Como referido, 0 meio de cultura € um factor importante e complexo em termos de
controlo para alcangar um meio de cultura desejado pois, para além dos requisitos nutricionais, 0
meio de cultura necessita de factores de crescimento, regulacdo do pH e osmolalidade e

fornecimento de gases essenciais (como oxigenio e didxido de carbono). Os nutrientes
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fornecidos possibilitam as células a producédo de proteinas e outros componentes essenciais
para o crescimento e funcionamento, bem como, a producdo de energia necessaria para o
metabolismo. Por outro lado, os factores de crescimento e as hormonas auxiliam na regulacao e
controlo da taxa de crescimento celular e das caracteristicas funcionais. E comum, em vez de se
adicionarem estes componentes directamente ao meio de cultura, adicionar-se 5 a 20% de soro
animal ao meio. Contudo, tal procedimento acrescenta variabilidade, dado que, 0s soros sao
fornecidos por diferentes produtores e dentro do mesmo produtor por diferentes animais, pelo
que muitas vezes surgem problemas em controlar o crescimento e fung¢éo celular. Quando as
células normais funcionais estdo em crescimento, o soro € geralmente substituido por factores
de crescimento especificos.

No meio deve-se também controlar o pH, para evitar alteracbes abruptas deste.
Usualmente um buffer (solucdo tampdo) de CO.-bicarbonato ou um buffer organico s&o
utilizados para manter o pH do meio num intervalo de 7.0 a 7.4, dependendo do tipo de células.
Quando se utiliza o buffer CO2-bicarbonato é necessario controlar e regular a quantidade de CO;
dissolvida no meio. Tal procedimento é, geralmente, realizado pelo incubador com controlos de
CO: e deve fornecer uma atmosfera com cerca de 2 a 10% de CO». Por outro lado, alguns meios
com COs-bicarbonato ndo necessitam de CO> adicional; contudo, nestes casos deve-se utilizar
um vaso de cultura selado, (Ryan 2008). A maioria dos meios de cultura disponiveis
comercialmente inclui fenol vermelho como indicador de pH, cuja funcdo € monitorizar
constantemente o estado do pH em culturas celulares pela mudanca de cor. Geralmente, 0 meio
de cultura deve ser mudado quando a cor muda para amarelo (meio &cido) ou purpura (meio
alcalino), (SIGMA 2008).

Por dltimo, a osmolalidade (pressdo osmotica) do meio de cultura € importante, pois
auxilia a regular o fluxo de substancias do interior para o exterior das celulas. Assim, a
evaporacdo observada em meios de cultura em vasos abertos vai diminuir rapidamente a
osmolalidade resultando em células danificadas, mortas ou em stress. Nestes casos 0s
incubadores com altos niveis de humidade podem reduzir a evaporacdo ao estritamente
essencial, (Ryan 2008).

Os constituintes basicos de um meio de cultura incluem: sais inorganicos, carbohidratos,
aminoacidos, vitaminas, acidos gordos e lipidos, proteinas e péptidos e soro. As principias
funcdes destes constituintes sdo descritas em seguida.

Os sais inorganicos ajudam a manter o equilibrio osmético entre células e regulam o
potencial de membrana pelo fornecimento de ides célcio, sodio e potassio. Todos estes ifes sdo

igualmente requeridos pela matriz de adesé&o celular, assim como co-factores enzimaticos.
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Os carbohidratos, geralmente na forma de aclcares, sdo a maior fonte de energia das
culturas de células. Os aclcares mais utilizados em culturas celulares incluem a glucose e a
galactose, contudo alguns meios podem necessitar de maltose ou frutose. A concentragdo de
agucares no meio basal varia entre 1 e 4.5 g/L em meios mais complexos. Um meio com
elevadas concentracfes de agucares € capaz de sustentar o crescimento de um vasto espectro
de tipos de células.

O soro da cultura de células é frequentemente a fonte de vitaminas para a cultura de
células; contudo, muitos meios podem ser enriquecidos com vitaminas de forma a tornarem-se
mais capazes de suportar um vasto numero de células. As vitaminas sdo precursoras de
inimeros co-factores, sendo que varias vitaminas, particularmente as do grupo B, sdo essenciais
para o crescimento e proliferacdo celular e, nalguns tipos de células, a vitamina B12 é primordial.
Alguns meios de cultura apresentam também niveis aumentados de vitamina A e E, mas as
vitaminas mais utilizadas num meio de cultura sdo a riboflavina, tiamina e biotina.

As proteinas e os péptidos sao utilizados para repor aqueles que estavam normalmente
presentes no ambiente celular normal. As proteinas e péptidos mais comuns incluem a albumina,
a transferrina, a fibronectina e a fetuina. A semelhanca das proteinas e péptidos, os acidos
gordos e lipidos s@o importantes constituintes do soro e 0s mais comuns incluem o colesterol e
os esterdides essenciais para células especializadas.

Alguns elementos vestigiais podem ser encontrados no soro, tais como, zinco, cobre,
selénio e acido tricarboxilico, que apresentam as mais variadas funcdes. O selénio, por exemplo,
é um desintoxicante que ajuda na remocéo dos radicais livres do oxigénio.

O soro é uma mistura complexa de albumina, factores de crescimento e inibidores de
crescimento, sendo muito provavelmente um dos componentes mais importantes nos meios de
cultura celulares. O mais comummente utilizado é o soro fetal bovino. Como principais funcoes
apresenta: proteccdo mecanica, capacidade tamp&o em culturas com taxas de proliferacdo
reduzidas e ligagéo e neutralizagdo de toxinas, (SIGMA 2008).

1.5 Avaliagcao e Contaminacao da Cultura

A avaliagdo do desempenho da cultura de células é geralmente baseada em quatro
caracteristicas celulares importantes: morfologia, crescimento celular, eficacia da cultura e

expressao de funcdes especiais, (Ryan 2008).
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A morfologia ou forma da célula é o mais facil de determinar, porém é frequentemente de
pouca utilidade. Apesar de alteragdes da morfologia celular serem muitas vezes observadas em
culturas de células, é contudo dificil relacionar essas observacdes com as condicbes que as
causaram. Por outro lado €, igualmente, dificil quantificar ou medir precisamente essa alteracéo.
O primeiro sinal de que algo ndo estd bem na cultura de células ocorre, quando, ao serem
examinadas ao microscopio, as células apresentam padroes de adesdo ou crescimento pobres
ou pouco usuais. Quando existem suspeitas de problemas, pulverizar o vaso de cultura com
violeta cristal ou outro corante histoldgico demonstra qual o padrdo de crescimento e, deste
modo, indica o possivel problema.

A contagem de células ou qualquer outro método para estimar o nimero de células
permite determinar a taxa de crescimento celular. Esta determinag&o possibilita um desenho da
experiéncia mais detalhado para determinar quais as condigdes (meio de cultura, soro, substrato,
entre outras caracteristicas) sdo melhores para as células; isto é, as condi¢des que produzem
uma maior taxa de crescimento. Esta técnica de contagem de células pode também ser utilizada
para medir a sobrevida celular ou a morte celular, sendo frequentemente utilizada nos ensaios
citotoxicos in vitro, (Ryan 2008).

De forma a analisar as caracteristicas de crescimento celular de um tipo particular de
celulas, pode-se tracar uma curva de crescimento a partir da qual se pode obter o tempo de
duplicagdo da populagéo, o tempo em lag fase e a densidade de saturacdo. Esta curva de
crescimento demonstra a lag fase, que representa o tempo que a célula demora a recuperar da
subcultura, juntamente com o tempo de aderéncia e de disseminacao celular (cerca de 48 horas,
embora em 12 a 24 horas as células j& recuperaram da tripina e reconstruiram 0 seu
citoesqueleto, segregaram matriz para adesao e espalharam-se pelo substrato); a log fase € o
momento do grafico em que o numero de células comegca a aumentar exponencialmente; e
finalmente, a fase de plateau na qual a cultura se torna mais densa e diminui ou interrompe a
sua taxa de crescimento. Apesar das curvas de crescimento, Figura 1.3, apresentarem muita
informacéo, estas sdo muito morosas e trabalhosas para serem utilizadas na monitorizagéo da
cultura de células. Assim, o0 uso de um hemocitometro ou um contador de particulas electronico
fornece uma medicdo mais directa e simples do numero de células e, portanto, do crescimento
celular. As células podem ser contadas antes, durante e apds a experiéncia para, de uma forma
eficaz e precisa, quantificar e padronizar as condi¢Oes experimentais. Adicionalmente, o uso de
azul tripano quando se utiliza do hemocitdmetro, Figura 1.4, fornece ao investigador uma
avaliacdo quantitativa da viabilidade celular pelo calculo das contagens diferenciais das células

que excluem o azul tripano (células doentes ou normais) das que captam (células
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indubitavelmente mortas). Esta técnica € a menos dispendiosa, mas € trabalhosa na aplicagdo
do método completo; contudo, fornece informacéo fidvel do nimero total de células e ainda o
nuamero de células viaveis, (Mather 1998; Freshney 2006).
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106 Mudancga meio
E
N
< Subcultura
= c| ® sedimentagdo Préxima
8 1074 l Subcultura
-Lag H Log Plateau
10%4+— L . . ¥
(4] 2 4 5] 8 10
(b)
/ 1 Densidade de
104 1 Saturacdo
1108
— (@]
S @
B (=
@ QD
= 10% 13
8 Tempo 3
. N
Dunlicacio 10
Lag ==
10%4+— ; - : - .

0o 2 4 6 8 10
Dias ap6s subcultura

Figura 1.3. Curvas de crescimento celular: (a) Aumento do nimero de células numa escala logaritmica
em funcdo dos dias decorridas apdés subcultura; (b) Pardmetros cinéticos que podem ser derivados da
curva (a) (adaptado de (Freshney 2006)).
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(b)
Figura 1.4. Hemocitometro e determinacdo do numero de células ((a) adaptado de (Mather 1998;
Coimbra 2008) e (b) de (Mather 1998)).
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A eficacia da cultura € um método de teste no qual um reduzido nimero de células
(entre 20 e 200) é colocado num vaso de cultura, medindo-se o numero de colonias que se
formam. A percentagem de colonias que se formam constitui uma medida de sobrevivéncia
celular, enquanto o tamanho das colonias representa a taxa de crescimento. Este método de
teste € similar ao aplicado na analise da taxa de crescimento celular; contudo, € mais sensivel a
pequenas variacdes em condicdes de cultura celular, (Ryan 2008).

No método de determinacdo da eficacia da cultura, dado que a razdo volume do
meio/volume de células é muito elevada, existe um impacto minimo das células sobre o
ambiente; por isso, a possibilidade das células metabolizarem e converterem 0s aminoacidos em
compostos toxicos ou secretarem factores de crescimento autécrinos € muito reduzida. Assim,
este pardmetro é considerado muito util na avaliagdo dos requisitos nutricionais das células, para
comparacao dos lotes de soro e avaliagdo dos componentes toxicos a testar. Existem ainda
muitos investigadores que preferem este método ao método de determinagdo da taxa de
crescimento na avaliagdo dos efeitos dos factores de crescimento. Apesar disto, as
concentragdes Optimas de nutrientes e factores de crescimento obtidas por este teste, podem
ndo ser adequadas para suportar elevadas densidades celulares. A eficacia da cultura €
determina pelo quociente entre as colonias formadas e as colénias cultivadas, (Mather 1998).

A Ultima caracteristica a avaliar € a expressdo de funcbes especializadas. Esta é
geralmente mais dificil de medir e de observar, pelo que, testes bioquimicos e imunoldgicos
podem ser utilizados para a sua determinacdo. Apesar de algumas culturas de células poderem
crescer em condigdes suboptimas, funcdes altamente especializadas requerem, frequentemente,
condi¢Bes de cultura quase perfeitas.

A contaminagéo de culturas de células divide-se em dois grandes grupos: quimicas e
bioldgicas. Os contaminantes quimicos sdo 0s mais dificeis de detectar, dado que, sdo causados
por agentes como as toxinas, ibes metdlicos e vestigios de desinfectantes quimicos. Os
contaminantes bioldgicos na forma de bactérias ou fungos apresentam, frequentemente, efeitos
visiveis sobre a cultura de células (alteracdes de pH, por exemplo), sendo por isso mais faceis
de detectar, principalmente quando os antibiéticos sdo omitidos do meio de cultura. Contudo,
duas formas de contaminag&o bioldgica, por micoplasmas e virus, ndo sdo facilmente detectados
visualmente e requerem métodos especiais de deteccéo.

As principais regras para evitar contaminacao de cultura de células s&o: treino adequado
e técnicas assépticas por parte do investigador e equipamento esterilizado e correctamente

monitorizado, (Ryan 2008).
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As contaminacdes bioldgicas detectaveis a olho nu podem, por isso, ser controladas com
rigor através de uma observacao diéria da cultura de células ao microscdpio; contudo, no caso
de infeccdo da cultura de células por micoplasmas ou virus, as alteragbes podem passar
despercebidas, mas podem por outro lado incluir: reducdo da taxa de crescimento, alteracdes
morfoldgicas, aberracbes dos cromossomas e alteracbes do metabolismo dos aminoacidos e
acidos nucleicos, (SIGMA 2008).

A investigagdo utilizando culturas de células ou os bancos de células deve apresentar as
mesmas livres de contaminacOes e em estado saudavel. O uso continuado de antibiéticos e
agentes anti-fungicos pode, por vezes, mascarar a presenca destes organismos, conduzindo ao
desenvolvimento de estirpes mais resistentes e, portanto, mais dificeis de eliminar. Por este
motivo, € importante avaliar periodicamente a presenca de contaminacao da cultura de células.

O primeiro passo para detectar contaminacdo bacteriana ou flingica consiste na
observagdo macroscopica e microscopica. Uma vez detectada a contaminagdo, todos os
reagentes e soros utilizados na cultura de células, bem como, a prdpria cultura tém que ser
destruidos com hipoclorito de sédio e, posteriormente, descartados.

Dado que se utiliza soro e tripsina natural como suplementos aos meios de cultura, bem
como, para a realizacdo de subculturas, o risco de contaminagdo por estes agentes deve ser
sempre considerada. Para além disso, a contaminacdo por virus pode surgir de outras fontes,
tais como, o tecido ou 6rgdo do dador ou factores de crescimento contaminados por outras
culturas infectadas. A eliminacdo das contaminagOes por virus € dificil e ndo existe um teste
universal para identificacdo deste tipo de contaminantes, pelo que, os virus podem ser
identificados utilizando um vasto leque de testes moleculares e imunoldgicos. Estes testes
incluem, usualmente, os patogenes potencialmente perigosos para 0os humanos, como por
exemplo, o HIV. A monitoriza¢do de virus deve ser realizada cada 3 a 4 meses.

O micoplasma € um organismo sub-microscépico que atravessa os filtros de 0.22 um
utilizados para a filtracdo estéril dos reagentes e soros utilizados nas culturas celulares. Ao
contrario das infec¢Bes por bactérias comuns, as provocadas pelo micoplasma néo resultam em
alteragBes visiveis da cultura. Actualmente, tém surgido testes dedicados ao teste de
micoplasma em culturas de células, sendo que, estes devem ser realizados cada dois meses,
(Besta 2004).
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1.6 Sumario

Pretendeu-se como presente capitulo apresentar e descrever os conceitos fundamentais
de culturas de celulas, com particular importancia nos relacionados com diferentes tipos de
culturas de células, morfologia de diferentes células e principais processos de avaliacdo da
cultura de células.

Neste capitulo verificou-se que o uso de linhas celulares face as culturas primarias
apresenta algumas vantagens; nomeadamente, a sua maior padronizacdo e facilidade de
manipulacdo e desenvolvimento em meio laboratorial. Verificou-se ainda que existem diferentes
morfologias de células, que podem ser, geralmente, classificadas em trés grupos, que sdo:
epiteliais, linfoblasticas e fibroblasticas. Adicionalmente, observou-se que o meio de cultura é um
componente muito importante na cultura de células e que uma avaliagdo de contaminagdes, bem

como a monitorizacdo da cultura devem ser realizadas periodicamente.

Relatorio Interno FEUP,2009 14



Capitulo Il. Citometria de Fluxo e Avaliacao dos Efeitos
da Radiacdo em Culturas de Células




Principios Gerais de Culturas de Células e Citometria de Fluxo para Avaliagcdo dos Efeitos da Radiacao lonizante

2.1 Introducéo

Dois modelos distintos de morte celular, necrose e apoptose, distinguem-se com base
nas diferengas morfoldgicas, bioquimicas e alteracbes moleculares que ocorrem nas celulas
aquando do seu processo de morte, (Hanon E. 1996). A necessidade de obter informagdo dos
processos biologicos, nomeadamente processos de morte celular, tem conduzido ao
aparecimento e utilizacdo de mdltiplos equipamentos e técnicas para o efeito, (Silva 2004). Uma
das técnicas utilizadas para avaliar tais processos hiolégicos € a citometria de fluxo.

Sabe-se que, a radiacao ionizante € um agente potencialmente danificador do ADN, quer
seja por efeitos directos, quer seja por efeitos indirectos sobre as células irradiadas. A inducao
de aberragBes cromossdmicas, bem como, de altera¢des no ciclo celular, mitose aberrante ou
morte celular podem aumentar com o aumento da dose de irradiacéo, (Baatout 2004).

Frequentemente, para que se possam estudar os efeitos da radiacdo em termos de
biologia celular, particularmente, inducéo de apoptose, usa-se a citometria de fluxo. Esta é uma
ferramenta muito util e de facil utilizagdo, sendo capaz de fornecer informagdes sobre células em
fases iniciais de apoptose, celulas em fase final de apoptose, células necroticas, entre outras
informagoes.

A citometria de fluxo é uma técnica quantitativa de analise celular, tendo-se desenvolvido
0 primeiro citémetro de fluxo em 1970 e, a partir dai, este tem-se tornado um instrumento
essencial nas ciéncias bioldgicas. De entre as suas multiplas aplicacbes salientam-se aquelas
relacionadas com hematologia, enumeracg&o reticuldcita, analise da funcéo celular, cinética do
ciclo celular, genética, biologia molecular e microbiologia, (Riley 2005; Nolla 2008).

No presente capitulo pretende-se expor alguns dos conceitos chave para a
compreensdo da citometria de fluxo, designadamente, pela enumeracdo de algumas
caracteristicas do citometro de fluxo e pela comparacdo desta técnica com a microscopia
tradicional. Para além disso, pretende-se ainda expor a utilidade da citometria de fluxo na
avaliacdo dos efeitos da radiacdo em culturas de células. Assim, o capitulo foi organizado por
temas, comegando pelo citometro de fluxo, vantagens e desvantagens da citometria de fluxo e

sua utilidade na avaliacédo dos efeitos da radiacdo em células.

Relatdrio Interno FEUP, 2009 16



Principios Gerais de Culturas de Células e Citometria de Fluxo para Avaliagao dos Efeitos da Radiacédo lonizante

2.2 Citbmetro de Fluxo: Principais Caracteristicas

Um citometro de fluxo é um sistema constituido por 5 elementos: fonte de luz, (lAmpada
de mercurio ou laser), uma camara de fluxo, unidades de filtros Opticos para seleccdo de um
intervalo de comprimento de onda especifico, a partir duma gama espectral mais vasta,
fotodiodos ou fotomultiplicadores para a deteccdo sensivel e processamento dos sinais com
interesse e uma unidade que processa 0s dados recolhidos, Figura 2.1.

A suspensao celular é injectada e atravessa a camara onde se da a passagem célula a
célula através do feixe de luz, perpendicular ao fluxo. A passagem individual das células é obtida
atraves da focagem hidrodinamica do fluxo de amostra, sendo esta injectada no seio de uma
solugdo salina (sheath fluid) que também atravessa a camara, Figura 2.2. A diferenca de
velocidades entre os dois fluidos faz com que o fluxo se processe em regime laminar. A
velocidade de escoamento da solugdo de revestimento (sheath fluid) é superior & da amostra, e
ajustavel, o que permite reduzir e controlar a espessura da solugdo da amostra para que possa
passar uma célula de cada vez. Desta forma, podem detectar-se até 10000 células (eventos) por
segundo. O feixe de luz de excitagdo ao interceptar a célula na cdmara, sofre dispers@o quer na
direcgdo frontal (forward scattering - FS), quer lateral (side scattering). A luz assim dispersa €
detectada directamente por fotodiodos (dispersao frontal) ou pode ser desviada a 90° por lentes,

espelhos dicrdicos e filtros opticos e focada em fotomultiplicadores.

Filtros Dicroticos

PMT
3

P
) s

Fotomultiplicadores

@ Laser
]

Fluxo Células

Figura 2.1. Esquema da constituicdo interna de um citometro de fluxo; deve-se notar o sistema de lentes
(adaptado de (Caprioglio 2008)).
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Figura 2.2. Representacdo de uma cémara de fluxo; a passagem individual das células (eventos) €
conseguida pela focagem hidrodindmica do fluxo de amostra no seio da solugdo salina (sheat fluid)
(adaptado de (Nolla 2008)).

A combinagdo dos dois tipos de luz dispersa revela informacdes importantes,
nomeadamente, a dimenséo celular, a granularidade/complexidade e a morfologia.

Compostos intracelulares com fluorescéncia intrinseca (ex: clorofilas, ficobiliproteinas,
NAD(P)H, etc.) ou passiveis de se ligarem a corantes fluorescentes (fluorocromos), permitem a
diferenciacéo selectiva de subpopulacdes com base na combinacdo de varios fluorocromos. A
fluorescéncia destes compostos € também detectada por fotomultiplicadores, através de um
sistema de lentes, espelhos dicroticos e filtros Opticos, Figura 2.1.

Os citdmetros actuais mais sofisticados podem possuir até 16 detectores em simultaneo
(luz dispersa e fluorescente), o que permite analisar maltiplas possibilidades de caracteristicas
celulares e/ou componentes celulares de um elevado numero de células de forma individual.
Esta versatilidade designa-se por analise multiparamétrica, (Silva 2004).

Em resumo, a preparacdo de suspensdes e células € necessaria para a realizacdo da
andlise por citometria de fluxo. Varios corantes imunoflurescentes ou anticorpos séo adicionados
aos antigenes ou as proteinas de interesse. A suspensao de células é “aspirada” para um fluxo
de células, o qual se encontra envolvido numa corrente de fluido, e vai passando ao longo de um
feixe laser. A luz pode ser absorvida ou desviada assim que embate na célula, sendo que,
aquela que é absorvida, quando apresenta o comprimento de onda apropriado, é reemitida como
fluorescéncia, caso a célula apresente substancia fluorescente ou mais do que um anticorpo

marcado com fluorocromo na superficie da célula ou no seu interior. Por sua vez, a dispersao da
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luz depende da estrutura interna da célula, do seu tamanho e forma. As substancia fluorescentes
absorvem luz com um dado comprimento de onda e re-emitem diferentes comprimentos de
onda. Finalmente, a luz e/ou sinais desviados fluorescentes séo detectados por uma série de
fotodiodos, sendo posteriormente amplificados. Alguns filtros dpticos presentes sdo essenciais
para bloquear luz indesejada, permitindo que apenas a luz com o comprimento de onda

desejado atinja o fotodetector, (Riley 2005).

2.3 Vantagens e Desvantagens da Citometria de Fluxo

A informacdo que se pode retirar dos ensaios de viabilidade classicos, sobre os estados
fisioldgicos das células, € limitada a dois niveis extremos de actividade metabdlica: o saudavel,
presente em células viaveis com capacidade para se dividirem, e o0 correspondente a morte
celular. Contudo, por vezes, as células encontram-se num estado fisioldgico intermédio entre o
metabolicamente activo e a morte celular, sendo que, 0 método tradicional ndo contabiliza essas
células.

A vantagem da citometria de fluxo em analisar células individualmente consiste na
deteccdo de uma variedade de estados fisiologicos celulares intermédios que realmente existem
numa determinada populacéo, descobrindo assim uma heterogeneidade populacional. Para além
disso, os dados obtidos atraves das técnicas classicas sdo relativos a cultura como um todo, ou
seja, uma amostra representativa da cultura apresenta um dnico valor, referente a media dos
valores de um determinado parametro, de todas as células. Contudo, numa populacao celular, as
celulas ndo se encontram todas no mesmo estado metabolico e fisiologico, pelo que se torna
necessario detectar e descrever as varias subpopulagdes de forma diferenciada. Mais uma vez,
a citometria de fluxo permite a avaliacdo da heterogeneidade de culturas, a escala da célula
individual. Desta forma, dados “discretos” representando subpopulacfes diferentes podem
fornecer uma “imagem” mais detalhada e real da complexidade e heterogeneidade que ocorre
num determinado bioprocesso. Por estes motivos, a citometria de fluxo tem tido, cada vez mais,
impacto na comunidade cientifica.

A combinagdo de varios fluorocromos em citometria de fluxo permite a diferenciagdo de
diferentes subpopulaces numa determinada populac&o, correspondentes a diferentes niveis de
funcionalidade das células. Esta diferenciagdo levou & introducdo do termo “viavel, mas nédo
culturavel”, aplicado a células que ndo estando metabolicamente activas, também n&o estdo

mortas e, evidentemente, ndo sdo reveladas através dos ensaios de viabilidade celular. A
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utilizacdo de critérios do funcionamento celular tais como o potencial da membrana
citoplasmatica e a integridade da mesma, permitem caracterizar estes estados metabolicos.

De forma geral, a utilizagdo da mistura de diversos corantes permite a diferenciacdo dos
seguintes estados metabdlicos funcionais: células saudaveis (com capacidade para se
dividirem), “vitais”, intactas e permeabilizadas. Pensa-se que quando uma célula se encontra sob
stress, alguns dos sistemas de transporte activo sao afectados (células “vitais”), seguindo-se a
despolarizacdo da membrana citoplasmatica (células intactas) e, mais tarde, a sua
permeabilizacdo (células mortas). Células sem a membrana citoplasmatica intacta néo
conseguem manter ou gerar o gradiente de potencial electroquimico que origina o potencial de
membrana. Além disso, a sua estrutura interna, ndo estando protegida por uma membrana
citoplasmatica intacta, encontra-se livremente exposta ao meio ambiente, pelo que estas células
acabardo por se decompor. Todas estas etapas conduzem a morte celular.

Assim, é possivel diferenciar o estado fisiol6gico de uma célula individual, para além do
classico e estrito conceito de viabilidade, baseado no funcionamento de alguns sistemas de
transporte activo, ou na presencga ou auséncia da membrana citoplasmatica intacta e polarizada.
A citometria de fluxo surge assim como uma técnica consistente e fidvel na deteccdo das
verdadeiras percentagens de células viaveis e mortas, numa determinada populacéo de células.

Uma comparacdo entre a microscopia pelo método classico e a citometria de fluxo
permite distinguir estas duas técnicas em seis pontos fundamentais. Em primeiro lugar, na
microscopia sdo utilizadas células imobilizadas, realizando-se uma contagem manual; por outro
lado, na citometria de fluxo, as células sdo analisadas em suspensdo e vao passando em fila
Unica pela frente do laser. A deteccdo, no método classico, € visual, enquanto, na citometria de
fluxo € realizada uma deteccdo electronica. No método classico detectam-se centenas de
celulas, com uma taxa de analise de 100 células por minuto, enquanto, na citometria de fluxo se
detectam milhares a milhdes de células, com uma taxa de 2000 a 5000 células por segundo. A
sensibilidade do método classico é reduzida, detectando-se apenas expressdes proteicas
marcadas, 0 que contrasta com a sensibilidade do método por citometria de fluxo, que apresenta
elevada sensibilidade, mesmo para expressdes proteicas diminuidas. Finalmente, no método
classico a avaliagdo € quantitativa, mas descreve apenas duas possibilidades, célula viva ou
célula morta; o que apresenta desvantagens, como explicado anteriormente. A citometria de
fluxo, por sua vez, é também um método quantitativo, mas a fluorescéncia de cada célula é
classificada, (Silva 2004).
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2.4 Citometria de Fluxo para Avaliacao dos Efeitos da
Radiacdo em Culturas de Células

Para além das multiplas vantagens da citometria de fluxo previamente explicadas, esta
permite ainda, uma rapida analise do ADN, da expressdo fenotipica e da funcdo celular. A
avaliagdo quantitativa desta técnica tem sido muito utilizada na avaliagdo do transporte de
farmacos, fluxo do célcio, proliferacdo e apoptose celular. Sabendo destas potencialidades da
citometria de fluxo, e de muitas outras, alguns investigadores passaram a utilizar a citometria de
fluxo para monitorizar os efeitos da radiacéo na distribuicdo de ADN pelo ciclo celular em células
de mamiferos.

O conteudo de ADN de cada celula pode ser medido, podendo ser utilizado para estimar
a distribuicdo celular no ciclo celular. O ciclo celular divide-se em vérias fases: fase G1/Go, fase S
(sintese ADN), fase G2 e fase M (mitose). O contetdo de distribuicdo de ADN numa populacéo
celular tipica em crescimento celular caracteriza-se por dois picos em G1/Go e G2/M e um vale na
fase S. As células na fase G»/M apresentam o dobro da quantidade de ADN que a fase G1/Go,
sendo que a fase S apresenta variagdes da quantidade de ADN entre as fases G e Gy, Figura
2.3. A monitorizagdo do ciclo celular, bem como a sua regulacdo, é fundamental para

compreensao dos efeitos da radiagdo na célula.
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Figura 2.3. Representacdo do ciclo celular medido por citometria de fluxo com uso de iodeto de propidio
(adaptado de (Baatout 2004)).

Nas células eucarioticas, a radiacdo ionizante causa atrasos na divisao, nomeadamente
no periodo G, sendo este atraso proporcional ao tipo de célula, posicdo da célula no ciclo
celular e dose absorvida. Este atraso serve frequentemente para que a célula repare 0s danos
ao ADN, Figura 2.4.
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Figura 2.4. Representa¢do gréfica obtida com citometria de fluxo em células controlo e células irradiadas,
de notar o atraso na fase Go; resultados obtidos com uso de iodeto de propidio (adaptado de (Baatout
2004)).

A apoptose caracteriza-se, basicamente, por alteragdes morfologicas, que incluem
aumento da granularidade citoplasmatica, retraccdo celular, condensagdo da cromatina e
formag&o de corpos apoptoticos. Esta morte celular programada pode surgir espontaneamente
ou por agressdes de estimulos externos, nomeadamente, pela radia¢do ionizante. A citometria
de fluxo permite também detectar apoptose radioinduzida pelo uso de iodeto de propidio e
anexina V, Figuras 2.5 e 2.6, (Baatout 2004).

Células Controlo Células Irradiadas
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>
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: — o " e
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Figura 2.5. Deteccdo de apoptose em linfocitos humanos irradiados, utilizando o iodeto de propidio
(adaptado de (Baatout 2004)).
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Figura 2.6. Avaliacdo da integridade da membrana de leucdcitos com anexina V; verifica-se um aumento

do nimero de células apoptotica com o aumento da dose (adaptado de (Baatout 2004)).

A anexina V € utilizada para reconhecer fosfatidilserina translocada e, uma vez
associada ao iodeto de propidio, que funciona como corante de exclusdo de viabilidade celular,
permite detectar células apoptoticas e discriminar entre apoptose (precoce e tardia) e necrose,
(Baatout 2004). A viabilidade celular pode ser avaliada com base em altera¢des morfologicas ou
alteracfes na permeabilidade da membrana e/ou estado fisioldgico inferido a partir da exclusdo
de certos corantes ou a retencdo de outros. As células vivas apresentam membranas intactas e
podem ser avaliadas pela sua capacidade de excluir corantes que rapidamente entram para
células mortas ou danificadas. O uso de iodeto de propidio tem sido utilizado na maioria das
culturas celulares para a avaliagdo de células ndo viaveis. A sua vasta aplicacdo tem por base 0
facto do seu procedimento de realizar ser simples, pois as células danificadas coram de
vermelho vivo, sendo por isso faciimente identificadas, (Coder 1997). Em suma, o idodeto de
propidio ndo atravessa a barreira da membrana celular em situa¢des normais; contudo, quando
penetra na célula significa que a membrana esta danificada, o que implicara a presenca de uma
celula danificada ou morta.

Um dos sinais mais precoces de apoptose € a translocacédo de fosfolipidos da membrana
celular, a fosfatidilserina, da camada interna da membrana celular para a camada externa. Uma
vez exposta ao ambiente extracelular, os locais de ligacdo da fosfatidilserina translocada tornam-

se disponiveis para a anexina V, a qual apresenta dependéncia do i&o célcio (Ca?*), Figura 2.7.
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Figura 2.7. Representacdo esquematica da ligacdo da anexina V a membrana plasmética em células

apoptoticas (a direita) e a auséncia de ligagdo em células normais (a esquerda) (adaptado de (BD 2007)).

Uma vez que a translocacao da fosfatidilserina também ocorre em situacdes de necrose,
a anexina V ndo é um marcador absoluto de apoptose, pelo que, deve ser utilizada em conjunto
com corantes essenciais, nomeadamente o0 iodeto de propidio, 0s quais penetram nas células
quando a integridade membrana plasmatica esta afectada, o que ocorre apenas nos estadios
finais da apoptose ou em casos de necrose celular. Assim, celulas que sejam negativas a
anexina V e, simultaneamente, ao iodeto de propidio, sdo células sem indicios de apoptose,
verificando-se ainda que ndo correu translocacdo da fosfatidilserina e a membrana plasmatica
ainda esta intacta. Por outro lado, se as células forem positivas a anexina V, mas negativas ao
iodeto de propidio, estas encontram-se em estadios inicias de apoptose, pois ja ocorreu
translocacéo da fosfatidilserina, mas a membrana plasmatica ainda esta intacta. Finalmente, se
as células forem positivas a ambos (anexina V e iodeto de propidio), entdo assume-se que as
células estdo em estadios tardios de apoptose ou em morte celular confirmada; nestes casos,
quer a translocacdo da fosfatidilserina, quer a perda de integridade da membrana plasmética ja
ocorreram, (BD 2007).

2.5 Sumario

Do presente capitulo pode-se concluir que a citometria de fluxo € uma técnica superior a
microscopia classica, particularmente no que respeita a determinacdo de células apoptoticas,

necroticas e viaveis, pois apresenta como principais vantagens a possibilidade de analisar
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milhares a milhdes de células, com uma taxa de 2000 a 5000 células por segundo, 0 que se
traduz numa elevada sensibilidade de deteccdo e ainda a possibilidade de avaliar
individualmente cada célula. Por outro lado, verifica-se que a citometria de fluxo € uma técnica
valida para o estudo das altera¢fes celulares em culturas de celulas (por exemplo, apoptose,
necrose e viabilidade celular), nomeadamente aquelas relacionadas com os efeitos da radiacéo

ionizante.
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As linhas celulares face as culturas de células primérias apresentam algumas vantagens,
nomeadamente, maior padroniza¢éo, facilidade de manipulacdo e desenvolvimento laboratorial,
0 que pode explicar o crescente uso deste tipo de células face as culturas primarias, tipicamente
mais morosas e sensiveis. Outra concluséo possivel de retirar do Capitulo | relaciona-se com a
classificacdo das células em cultura em trés grandes grupos, conforme diferencas morfoldgicas
entre células: epiteliais, linfoblasticas e fibroblasticas. Por outro lado, conclui-se ainda que 0 meio
de cultura € um componente muito importante da cultura de células e que uma avaliacdo de
contaminagdes, bem como a monitoriza¢do da cultura devem ser realizadas periodicamente pelo
uso de testes padronizados.

A citometria de fluxo € uma técnica superior a microscopia classica, possibilitando o
estudo de células apoptdticas, necrdticas e viaveis. A sua elevada sensibilidade e rapidez de
andlise (possibilidade de analisar milhares a milhdes de células, com uma taxa de 2000 a 5000
células por segundo) sdo as suas principais vantagens face a microscopia classica. Dada a sua
sensibilidade, rapidez e, com recurso a corantes caracteristicos, especificidade, esta apresenta-
se como uma técnica vélida para o estudo das alteragdes celulares em culturas de células. Uma
dessas possibilidades é o estudo dos efeitos da radiacao ionizante em culturas de células. Pelo
uso de iodeto de propideo e anexina V, por exemplo, pode-se avaliar uma cultura de células,

classificando as células em necroticas, apoptoticas ou vidveis/saudaveis.
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