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RESUMO

Introdugdo: Avancos na pesquisa cientifica baseiam-se nas descobertas previamente publicadas.
Entretanto, ha preocupacdo com a falta de reprodutibilidade nas pesquisas bioldgicas das areas
basica e pré-clinica, em funcao da repercusséo na satde da populacéo. Como células cultivadas
in vitro constituem a base para muitos estudos toxicologicos e terapéuticos, a preocupacao
com a qualidade destas torna-se primordial. Com relagdo aos contaminantes microbioldgicos,
embora bactérias e fungos sejam facilmente reconhecidos, virus e micoplasmas sao invisiveis
na microscopia optica. Outro problema delicado seriam os resultados gerados com células
com identidade modificada. Objetivo: Discutir as principais metodologias para a garantia
da qualidade de células utilizadas em ensaios in vitro e demonstrar como algumas colecdes
mundiais estao estruturadas para tratar esta questao. Método: Levantamento da literatura
cientifica nas bases de dados PubMed e Scielo e na pagina da web de diferentes colecdes
bioldgicas até dezembro de 2017. Resultados: Recomenda-se a aplicacdo das seguintes
técnicas para deteccao de contaminantes em cultivos celulares: 1) virus: o PCR e o isolamento
viral; 2) micoplasmas: o PCR, a bioluminescéncia e a coloracdo das células com fluoréforo
com afinidade ao DNA; 3) identidade de células humanas: o STR; 4) identidade de células nao
humanas: o Barcode. Conclusdes: Considerando todo o investimento aplicado em pesquisa
cientifica em ambito mundial, o desenvolvimento de novas metodologias alternativas ao uso
de animais e o consenso critico do conceito de qualidade, conclui-se que qualquer laboratério
deve garantir o controle de pureza e autenticidade de suas linhagens.

PALAVRAS-CHAVE: Linhagens Celulares; Pureza; Autenticidade; Reprodutibilidade

ABSTRACT

Introduction: Advances in scientific research are based on previously published findings. However,
there is concern about the lack of reproducibility in the biological researches in basic and pre-
clinical areas, due to the repercussion on the population’s health. Because in vitro cultured
cells are the basis for many toxicological and therapeutic studies, concern about their quality
becomes paramount. Regarding microbiological contaminants, although bacteria and fungi
are easily recognized, viruses and mycoplasmas are invisible under light microscopy. Another
delicate issue would be the results generated with cells with modified identity. Objective: To
discuss the main methodologies for assuring the quality of cells used in in vitro assays and to
demonstrate how some world collections are structured to address this issue. Method: The
scientific literature in the PubMed and Scielo databases and the webpage of different biological
collections until December 2017. Results: It is recommended to apply the following techniques
to detect contaminants in cell cultures: 1) virus : PCR and viral isolation; 2) mycoplasmas: PCR,
bioluminescence and staining of cells with DNA affinity fluorophore; 3) human cell identity:
the STR; 4) non-human cell identity: the Barcode. Conclusions: Considering all the investment
applied in scientific research worldwide, the development of new methodologies alternatives to
the use of animals and the critical consensus of the concept of quality, it is concluded that any
laboratory should guarantee the control of purity and authenticity of its lineages.

KEYWORDS: Cell Lines; Purity; Authenticity; Reproducibility
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INTRODUCAO

Os avancgos na pesquisa baseiam-se na reprodutibilidade de dados
e nas descobertas previamente publicadas. Por este motivo, ha
crescente preocupacao com a falta de reprodutibilidade na pes-
quisa em geral, mais especialmente na biologica basica e pré-cli-
nica, em funcao da repercussao na saude da populacao. Na area
de ciéncias da vida, temos como um dos mais importantes con-
tribuintes para a falta de reprodutibilidade o uso de linhagens
celulares isoladas de diferentes fontes humanas identificadas
incorretamente (contaminacdo cruzada intra e interespécies)
ou contaminadas por microrganismos como os micoplasmas"?. A
falta de reprodutibilidade afeta um importante ponto da expe-
rimentacado cientifica, pois, se experimentos ndao podem ser
reproduzidos, eles ndo sao Uteis de forma alguma, implicando,
no final, em desperdicio de tempo e dinheiro.

O cultivo de células vem se desenvolvendo exponencialmente
desde o século XIX a ponto de, na atualidade, células cultivadas
in vitro servirem como ferramentas terapéuticas**°, modelos
para estudo dos mais variados fendmenos e processos bioldgi-
cos®”% e estudos toxicologicos'™"1213.14 " entre outras aplica-
coes. Ainda no contexto de cultivo celular e suas aplicacdes, €
inegavel a contribuicao dos estudos in vitro na ciéncia regulato-
ria, para a avaliacao e registro de produtos. Estes estudos devem
atender elevados critérios de qualidade visando a obtencao de
resultados confiaveis e com reprodutibilidade aceitavel.

Uma pesquisa recente realizada pelo grupo Nature® revelou
atitudes contraditorias dos pesquisadores em relacao a falta de
reprodutibilidade, pois, embora mais da metade dos cientistas
concordem com este problema, apenas cerca de 30% reconhe-
cem que esta se deva a dados errados. De fato, muitos conside-
ram que os fatores mais importantes para a falta de reproduti-
bilidade sao a competicao e pressao para publicar, seguidos por
pobre analise estatistica e desenho experimental, entre outros
fatores. Apenas um terco dos respondentes informaram estraté-
gias para melhorar a reprodutibilidade (repetindo o estudo ou
solicitando a outra pessoa para fazé-lo).

Por exemplo, na area da Biologia do Céncer, a iniciativa cha-
mada Reproducibility Project: Cancer Biology (https://elifes-
ciences.org/collections/9b1e83d1/reproducibility-project-can-
cer-biology - verificado em 24/10/2017), liderada pelo Center
for Open Science (http://centerforopenscience.org/ - verificado
em 24/10/2017) e Science Exchange (https://www.scienceex-
change.com/ - verificado em 24/10/2017), visa replicar de forma
independente os resultados selecionados de uma série de artigos
de alto nivel no campo da Biologia do Cancer. Antes da coleta de
dados do estudo a ser replicado, o desenho experimental e os
protocolos sao revisados por pares e publicados; em seguida, os
resultados sao publicados como Replication Study.

A despeito desta estratégia ser interessante, pode-se bus-
car, inicialmente, a prevencao de falhas nos estudos in vitro
atentando-se para dois importantes fatores: a autenticidade
das células utilizadas no estudo e a auséncia de contamina-
¢ao microbioldgica. Em outras palavras, € preciso implementar
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rotinas para o controle de qualidade de linhagens celulares uti-
lizadas na pesquisa cientifica’. Recentemente demonstrou-se
que as fontes mais comuns de erro no laboratério que levaram
a retratacdes sdo a contaminacdo (microbioldgica e identifica-
cdo incorreta) e os erros analiticos. Assim, o objetivo desta
revisao € apresentar o estado da arte quanto ao impacto de
contaminantes microbioldgicos e da autenticidade de células
na pesquisa na area da saude.

METODO

Este estudo, elaborado como uma revisao integrativa, foi condu-
zido segundo metodologia descrita previamente'®, pelo levanta-
mento de artigos cientificos entre 03 de julho e 30 de outubro
de 2017, com o objetivo de tratar dos principais aspectos da
qualidade de células e seu impacto na reprodutibilidade da pes-
quisa cientifica. A elaboracdo deste artigo contou com as seguin-
tes etapas: 1) apresentar ao leitor os principais contaminantes
microbioldgicos em cultivos de células de mamiferos; 2) discutir
a importancia da autenticacdo da identidade das linhagens celu-
lares em ensaios laboratoriais; 3) verificar, nas paginas da web
de diferentes colecbes bioldgicas do mundo, como a informacéo
de controle de qualidade associada ao material biolégico comer-
cializado esta disponivel. O levantamento de literatura cientifica
foi realizado por consulta as bases de dados PubMed e SciELO,
empregando palavras-chave como: técnicas de cultivo celular/
métodos, controle de qualidade, reprodutibilidade dos resulta-
dos, autenticidade celular, micoplasma, contaminacao celular.
Foram incluidos artigos publicados em inglés e portugués, sem
restricao de ano de publicacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Contaminantes microbiologicos em cultivo de células de mamiferos

Os contaminantes microbioldgicos mais comumente encontrados
nas células sao micoplasmas, virus, bactérias e leveduras. Na
maioria dos casos, as contaminacgdes por bactérias e fungos sao
facilmente reconhecidas e, ndo sendo possivel o descarte des-
sas culturas, elas sdo passiveis de tratamento com antibioticos.
Entretanto, a contaminagdo com micoplasmas e virus muitas
vezes passa despercebida pois eles sdo invisiveis na observacao
direta ao microscopio 6ptico e nem sempre causam alteracoes
na morfologia das células. Mesmo assim, podem ocorrer altera-
¢oes como reducao da taxa de crescimento, alteracoes cromos-
somicas ou no metabolismo de aminoacidos e acidos nucleicos.
Por estes motivos, a contaminacao das células em cultura pode
colocar em dlvida os resultados de ensaios in vitro, provocando
atrasos, perda financeira e requerendo esforcos para sua detec-
cao e eliminacao, quando possivel™.

No caso das contaminacdes que acontecem por micoplasmas, o
tratamento das culturas celulares é possivel usando um ou mais
antibioticos associados em protocolos in house ou mesmo produ-
tos comerciais para este fim especifico. Entretanto, € possivel
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que as células selecionadas ao final do tratamento apresentem
algumas diferencas em relacdo a cultura original?. Assim, é
recomendavel que, apds submetida a este processo de descon-
taminacao, as culturas tenham seu desempenho avaliado nos
ensaios especificos em que serao utilizadas. Por este motivo,
sempre que possivel, recomenda-se dar preferéncia ao descarte
da cultura contaminada e substituicao por lote previamente
testado, livre de micoplasmas. J& em casos de contaminacdes
virais, este descarte é a Unica opcédo, pois ndo ha forma efetiva
de descontaminacao.

Além das células que deram origem as culturas (linhagens celu-
lares ou culturas primarias), outros insumos de origem animal
utilizados na manutencdo de culturas de células, tais como o
soro fetal bovino (SFB) e a tripsina, podem ser a fonte de virus
ou micoplasmas contaminantes das culturas, assim como o uso
de procedimentos inadequados de manuseio. Por suas conse-
quéncias ou pela dificuldade (ou mesmo impossibilidade) do
processo de descontaminacao, a prevencao das contaminacoes
microbiologicas € a melhor solucdo para este problema. Para
isto, o monitoramento periodico de possiveis contaminantes em
culturas celulares e seus insumos € essencial para a manutencao
da qualidade das culturas celulares e garantia de confianca nos
resultados dos ensaios in vitro.

No Brasil, Oliveira et al. trabalharam no desenvolvimento de
metodologia para a deteccao por reacao em cadeia da polimerase
(PCR) de alguns agentes adventicios como micoplasmas, circovi-
rus porcino 1 (PCV1), virus da diarreia viral bovina (BVDV)" e o
parvovirus suino (PPV)* e fizeram o levantamento destas con-
taminacées em 88 culturas celulares, 13 amostras de soro fetal
bovino e dez amostras de tripsina utilizados em oito laboratérios
veterinarios brasileiros (de rotina ou de pesquisa). Os resultados
mostraram a ocorréncia das seguintes taxas de contaminacoes
das células: 34,1% com micoplasma, 35,2% com PCV1, 23,9% com
BVDV e em mais de 50% com PPV. Genoma do BVDV foi detectado
em duas amostras de SFB e do PCV1 em uma amostra de tripsina.
Estes resultados demonstraram que a cultura celular, soro e trip-
sina utilizados por diferentes laboratérios mostram uma alta taxa
de contaminantes. Vale destacar entre os resultados que: o DNA
do micoplasma foi detectado em células de todos os laborato-
rios, o RNA do BYDV em metade deles e apenas 4,5% das culturas
celulares analisadas foram negativas para a deteccao de qualquer
um dos contaminantes pesquisados. Os resultados sao atribuidos
a pratica comum de troca de amostras de células entre laborato-
rios e ao uso de SFB ou tripsina sem avaliac&o prévia de possiveis
contaminantes. Os autores evidenciam a necessidade do controle
de contaminantes bioldgicos em laboratorios e bancos de células.

Para a deteccao de micoplasmas, o método classico € o de cultivo
em meios especificos e, mesmo no Brasil, ja era ha muito suge-
rido como rotina nos laboratérios de culturas de células?. Entre-
tanto, além de ser uma técnica demorada, por questdes técnicas
e de biosseguranca, esta atividade requer pessoal experiente e
instalacoes especiais?®. Ainda, como nem todos os micoplasmas
sao facilmente cultivaveis, alguns casos de contaminacao podem
passar desapercebidas. Ao microscopio eletronico os micoplasmas
podem ser vistos no interior das células ou mesmo na superficie
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da membrana celular, mas também requer equipamentos de alto
custo e pessoal especializado. Assim, na pratica, outros métodos
sao utilizados na rotina. A marcacdo de DNA das células fixadas
em lamina com corantes fluorescentes? é um destes métodos. Em
células sadias o corante € visto ao microscopio optico de fluores-
céncia apenas no nicleo das células, mas nas células contami-
nadas por micoplasmas, o corante pode ser visto também ponti-
lhando o citoplasma ao marcar o DNA deste parasita intracelular
(a Figura 1 mostra a deteccao de micoplasmas por DAPI). Ja os
testes enzimaticos, capazes de indicar no sobrenadante da cultura
de células a presenca de enzimas especificas dos micoplasmas,
sao bastante especificos e kits comerciais estao disponiveis para
este fim. Kazemiha et al. comparam alguns métodos de deteccéo
de micoplasma e indicaram o ensaio bioquimico como substituto
do cultivo de micoplasmas®®. Em nosso laboratorio, foi possivel
atingir no ensaio bioquimico sensibilidade equivalente a uma
PCR2. Este ensaio molecular, a PCR, atrai muita atencao porque é
rapido, robusto e altamente sensivel’, existindo comercialmente
kits de PCR e gPCR e varias metodologias publicadas. Idealmente,
o resultado de contaminacdo de uma cultura celular por mico-
plasma deve ser confirmado apenas com o resultado positivo em
duas destas técnicas.

Para a deteccdo de contaminantes virais, o método classico
procura fazer o isolamento viral colocando uma aliquota do
sobrenadante/lisado da cultura ou o insumo a ser testado sobre
uma cultura de células susceptiveis sabidamente livres de con-
taminantes. Assim, a presenca de virus pode ser detectada por
alteracoes morfoldgicas nessas células (efeito citopatico) e/ou
evidenciada com o uso de anticorpos antivirais marcados ou
outros testes sorologicos ou moleculares. Esta metodologia, que
depende da capacidade de multiplicacdo do virus contaminante
nas células susceptiveis, é a Unica cujo resultado positivo con-
firma diretamente a presenca de particulas virais viaveis e, por
este motivo, o isolamento viral € mandatorio pelo Food and Drug
Administration para a deteccao de virus em SFB (9 CFR 111.47)

Figura 1. Células em monocamada contaminadas por micoplasmas e
coradas com DAPI. Sao observados os nlcleos corados, pela marcacao
do DNA e também o DNA dos micoplasmas presentes no citoplasma ou
membrana das células, dando o tipico aspecto de “céu estrelado”. Foto
gentilmente cedida pelo Dr. Alberto Fraile-Ramos.
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como o BVDV e parvovirus, entre outros?. Além do isolamento, a
realizacdo extensiva de outros testes para agentes virais especi-
ficos é recomendada?’. Alguns destes podem detectar a presenca
de virus, ou partes deles, buscando por atividades especificas
(como hemaglutinacao) ou a reatividade com anticorpos espe-
cificos (como virus neutralizacdo e imunoensaios). Ja os testes
moleculares detectam o DNA ou RNA viral por PCR ou RT-PCR,
respectivamente. Para todos existem na literatura métodos e
também kits comerciais que avaliam a presenca de diversos virus
para este fim. A busca destes agentes adventicios pode ser traba-
lhosa, pois cada ensaio costuma detectar um tipo viral apenas.
Por este motivo, ndo sendo possivel a implantagcdo de métodos
validados no laboratdrio, recomendamos pelo menos a aquisicdo
de insumos previamente testados e pedimos especial atencao
aos detalhes dos ensaios incluindo a especificidade de cada um e
o limite de deteccao do teste. Estas informagoes nao costumam
estar facilmente disponiveis ao consumidor, mas sdo essenciais
para a avaliacdo e comparacao entre produtos®. No caso da
implantacao no laboratério dos ensaios de deteccao viral, estas
informacdes sao importantes também para a escolha do método,
além da validacao para o uso em cultura de células, pois pode
haver efeito de matriz que altere a eficiéncia de kits de uso
veterinario aplicados para esta atividade?'.

Na maioria dos métodos descritos acima ha a busca especifica
de determinado contaminante, desta forma, agentes nao pes-
quisados ou desconhecidos nao serao identificados. Para superar
este viés, alguns autores tém sugerido que a metagenémica por
sequenciamento de proxima geracdo (sequenciamento para-
lelo massivo) como metodologia imparcial para detectar virus
e outros agentes em soros e outros tecidos de animais. Usando
metodologia Illumina (Illumina, San Diego, CA, EUA), Sadegui
et al.? identificaram novos virus em SFB e avaliaram que eles
poderiam ter o potencial de contaminar culturas de células.
Toohey-Kurth et al.?” descreveram a aplicacdo de métodos meta-
gendmicos (MiSeq, Illumina, San Diego, CA, EUA) para a detec-
¢ao de virus em soros bovinos obtidos a partir de fontes comer-
ciais. Foram pesquisados 26 soros comerciais de 12 fabricantes
independentes nos EUA, Australia e Nova Zelandia, incluindo 20
SFB, e detectadas sequéncias de nove familias virais e mais qua-
tro virus desconhecidos. A técnica foi tdo sensivel quanto uma
RT-gPCR (reacao de PCR quantitativo apos transcriptase reversa),
variando o nimero de virus de 0-11 entre amostras e de 1-11
entre fornecedores, com apenas um produto de um fornecedor
sendo inteiramente “limpo”. Os autores consideram que estas
descobertas ilustram que confiar em painéis de testes especificos
para virus conhecidos (embora isso possa atender aos requisitos
regulatorios) é inadequado para abordar o alcance completo do
problema bioldgico. No futuro, espera-se que a metagenomica
possa ser uma ferramenta qualitativa e quantitativa para o con-
trole de qualidade de produtos biologicos derivados de soro, o
proprio soro e, porque nao, de culturas celulares.

Enquanto estas novas tecnologias nao estao disponiveis para
o controle de qualidade de culturas celulares e seus insumos,
vao merecer nossa maxima atencao a qualidade das células que
manipulamos no laboratério e dos produtos para cultura celular
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que a ele chegam. Além disso, acreditamos que deve haver um
maior esforco para melhorar as diretrizes e regulamentos para as
atividades que envolvem culturas celulares.

Como exemplo desta iniciativa, observamos que varios protoco-
los preconizados pela Organizacao para a Cooperacao e Desen-
volvimento Econdmico (OCDE - www.oecd.org) para métodos
alternativos ao uso de animais, que utilizam linhagens celula-
res, exigem que as mesmas sejam testadas quanto a presenca
de contaminacdo por micoplasmas: (i) Método OECD TG 129 -
Estimativa da dose inicial para teste de toxicidade aguda oral
sistémica  (http://www.oecd.org/officialdocuments/publicdis-
playdocumentpdf/?cote=env/jm/mono(2010)20&doclangua-
ge=en); (ii) Método OECD TG 432 - Teste de Fototoxicidade in
vitro 3T3 NRU (http://dx.doi.org/10.1787/9789264071162-en);
(iii) Método OECD TG 439 - Teste de Irritacdo Cutanea in vitro
(http://dx.doi.org/10.1787/9789264242845-en); (iv) Método
OECD TG 460 - Teste de Permeacéo de Fluoresceina (http://dx.
doi.org/10.1787/9789264185401-en); (v) Método OECD TG 487 -
Teste do Micronicleo em Célula de Mamifero in vitro (http://
dx.doi.org/10.1787/9789264091016-en);  (vi) Método OECD
TG 491 - Teste in vitro de curta duracao para danos oculares
(http://dx.doi.org/10.1787/9789264242432-en). Vale ressaltar
que, no Brasil, os métodos acima sao reconhecidos pelo Conse-
lho Nacional de Controle de Experimentacao Animal (Concea),
a partir das Resolucoes Normativas n° 18, de 24 de setembro de
2014 e n° 31, de 18 de agosto de 2016. Com a publicacao da RDC
n°® 35, de 07 de agosto de 2015, a Anvisa formalizou sua acei-
tacdo sobre os métodos alternativos de experimentacao animal
listados nas resolucoes supracitadas, com substituicao total do
uso de animais para os desfechos relativos a estas metodologias
a partir de 2019.

Autenticacdo de linhagens celulares humanas e ndo humanas

As linhagens celulares sao o modelo mais utilizado em pesqui-
sas biomédicas e na producao de produtos bioldgicos. A primeira
linhagem estabelecida em 1952 foi extraida de uma paciente
com cancer cervical (Henrietta Lacks) e, em homenagem a ela,
a linhagem foi nomeada como HelLa®. O modelo logo ganhou
popularidade e novas linhagens foram estabelecidas, como, por
exemplo a BT-20, a primeira linhagem proveniente de cancer de
mama¥®, e a MCF-7, também representativa de tumor mamario,
porém metastatico e isolado a partir de efusdo pleural®'.

No final dos anos 1950, surgiu o primeiro relato de identifica-
cdo erronea/contaminacao de uma linhagem celular. O caso foi
descrito por Rothfels et al.’> em 1958. Desde entao governos
e institutos de pesquisa buscam dar visibilidade e combater o
problema. Em 1962, foi criado o banco de células autenticadas
da American Type Culture Collection (ATCC) (www.atcc.org)
que testava todas as culturas celulares de origem humana e nao
humana por cariotipagem (padrao de bandas cromossémicas) ou
por eletroforese de isoenzimas (técnica que permitiu a verifica-
cao da autenticidade celular em larga escala3343536,

A cariotipagem foi a primeira técnica que permitiu a identifi-
cacao de uma linhagem celular contaminada. Trata-se de uma
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metodologia bem estabelecida e descrita em guia harmoni-
zado* como teste in vitro a ser realizado para testar quimi-
cos para analise de aberragdes cromossémicas de mamiferos.
0O método parte do principio de que cada espécie apresenta
um conjunto Unico de cromossomos e por isso tem sido utili-
zado na identificacdo de espécies de culturas primarias. Ja na
analise de linhagens celulares, a cariotipagem pode ser bas-
tante complicada, uma vez que linhagens cultivadas por lon-
gos periodos de tempo estdo sujeitas a diferentes condicoes
experimentais e podem ser geneticamente instaveis, gerando
heterogeneidade celular. De fato, a cariotipagem permite uma
visualizacao geral do genoma e que seja feita a identificacao
de espécie de origem, dentro de um enorme espectro de espé-
cies, utilizando uma mesma metodologia. No entanto, porque
a cariotipagem se baseia na contagem e na analise estrutu-
ral dos cromossomos, o método é extremamente trabalhoso e
com analise demorada, requerendo ao menos o espalhamento
de 20 metafases, mas usualmente entre 50-100, o que muitas
vezes ainda € insensivel na deteccao de células contaminantes.
Embora as analises padrao de células metafasicas podem nao
ter sensibilidade para detectar contaminacao cruzada3®, podem
determinar género, ploidia e estabilidade genética, mas de
forma nao muito precisa®. Alguns sistemas automatizados que
utilizam marcadores para cada cromossomo tornaram a técnica
menos laboriosa, no entanto, de custo mais elevado®. Assim,
com o desenvolvimento de métodos mais rapidos, precisos e
menos trabalhosos, o uso da cariotipagem para a autenticacao
de linhagens celulares, especialmente de origem humana, foi
drasticamente reduzido, embora ainda util em algumas situa-
¢coes pontuais, além de ampla utilizagdo em outras aplicagdes
como em diagnostico.

Resumidamente, a analise de isoenzimas detecta polimorfismos
de enzimas citosolicas por alteracdo em sua mobilidade eletro-
forética, que permitem discriminar linhagens celulares de dife-
rentes espécies animais*. No entanto, as limitacdes da técnica
incluem desde a correta escolha do conjunto de enzimas a serem
analisadas até a dificuldade de interpretacao dos resultados e de
se encontrar kits comerciais para este ensaio. Ainda, técnicas
baseadas em analise de DNA tendem a ser mais rapidas, mais
baratas e mais sensiveis que aquelas baseadas em proteinas, o
que fez com que a metodologia também tenha sido substituida
por novas. A Tabela 1 sumariza as principais técnicas utilizadas
em autenticidade de células humanas e nao humanas, apresen-
tando uma breve descricao dos principios de cada metodologia
bem como de suas aplicacoes.

Atualmente, a técnica recomendada para a genotipagem de
linhagens celulares humanas é o perfil de Short Tandem Repeat
(STR) (Figura 2), focado no uso de nove loci além da ameloge-
nina (identificacao sexual), com alguma variacao entre diferen-
tes bases de dados. Hoje, os marcadores escolhidos sao: D55818,
D13S317, D75820, D16S539, D21S11, VWA, THO1, Amelogenina,
TPOX, CSF1PO*,

E interessante destacar que, embora a analise de STR possa, em
teoria, ser usada para a identificacdo de todas as espécies ani-
mais, atualmente o uso desses marcadores em bancos celulares
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é especifico para humanos e poucas iniciativas tentam aplicar
essas metodologias em outras espécies®. Como consequéncia,
pouco é conhecido sobre o nivel de erro na identificacao de linha-
gens celulares animais bastante utilizadas na indUstria, incluindo
a producao de proteinas recombinantes, vacinas e outros pro-
dutos biologicos®® e de contaminacao interespécie. Embora pri-
mers para STR de camundongos estejam disponiveis, seu uso
permanece um desafio uma vez que muitas linhagens celulares
de camundongo sao derivadas de um mesmo individuo, portanto
indistinguiveis. Além disso, seria necessario desenvolver primers
para todas as espécies com uso comercial, ou seja, identificar
STR polimdrficos confidveis para discriminacdo intraespécie
incluindo a participacdo de muitos laboratorios coletando dados
de STR para a mesma linhagem celular a fim de se construir um
consenso na identificacdo. Em conclusao, os ensaios de Barcode,
cariotipagem por bandeamento G e analise de marcadores de
superficie ainda sdo os métodos de escolha para caracterizacao
de células ndo-humanas, por exemplo, conforme recentemente
divulgado em um estudo que caracterizou um erro de identifica-
cao em uma linhagem celular de rato, a RGC-5%*.

Os loci de STR sao regides do genoma com conjuntos de nucleo-
tideos repetidos sequencialmente. Os STR variam de dois a sete
nucleotideos por unidade de repeticdo e costuma-se utilizar os
loci de STR com quatro ou cinco nucleotideos por repeticao.
Quanto menor é esse nimero menor sera o fragmento total
aumentando a probabilidade de sucesso para analisar DNA degra-
dado (maioria das amostras forenses), contudo STR com dois ou
trés nucleotideos por repeticao costuma gerar mais artefatos
que sdo inerentes a técnica, por esse motivo a melhor relacao
entre o menor tamanho de fragmento com menos artefatos sao
os STR com quatro ou cinco repeticoes*-“.

0 nlmero de repeticdes é o alelo e pode ser igual ou diferente
entre os individuos de uma populagdo. Existem muitas centenas
de loci de STR para humanos distribuidos em todos os cromosso-
mos, o nimero de alelos possiveis (ou repeticdes) é finito e cada
alelo possui uma frequéncia dentro da populacdo e dos demes.
Com base nessas caracteristicas, foram selecionados 13 loci de
STR (é comum referir-se, neste caso, ao locus génico como mar-
cador genético) para serem utilizados na identificacdo humana
e investigacdo de paternidade dentro das ciéncias forenses. Por
conta disso uma grande quantidade de material empirico foi
gerada e disponibilizada por universidades, centros de pesquisa,
pericia forense e empresas particulares* 44,

Este investimento gerou um impacto positivo no desenvolvimento
de equipamentos, procedimentos, validacao e por consequéncia
um amadurecimento do conhecimento da técnica tornando-a
mais robusta, reprodutivel, passivel de automatizacdo, rela-
tivamente barata e com inUmeros kits comerciais ja validados
disponiveis. Além disso, ndo é preciso um grande conhecimento
técnico para executar o ensaio. Desta forma, foi a metodologia
escolhida pela comunidade cientifica e implementada na norma
ANSI/ATCC SDOW ASN-0002:2011333542%0 que apresenta um pro-
cesso compreensivel para a execucao do ensaio, incluindo requi-
sitos relacionados a qualidade do ensaio.

Vigil. sanit. debate 2018;6(1):96-108 | 100



Folgueras-Flatschart AV et al.

Controle de qualidade em pesquisas cientificas

- DEISII - ] i) 1]
- | N " |
Eaf]
] :w’ [DIISIIT ] DIesES = -u- ]
. , L , J
k] 5 3 Ealul
] WA ~ ] mPoX ) — ]
kel el
- (s ) L — . — 1
' = 102

Figura 2. Perfil de STR. A figura representa um eletroferograma interpretado por um software especifico. Os retangulos cinzas possuem o nome do
marcador escrito e delimitam o intervalo de alelos conhecidos. Os picos representam os alelos (nimero de repeticdes), quanto mais a direita maior o
tamanho do fragmento, consequentemente maior o nimero de repeticoes. Cada marcador (locus génico) pode ter um pico (homozigoto) ou dois picos
(heterozigoto), haja vista, que os humanos sao diploides, um pico representa o alelo presente no cromossomo que herdou do pai e o outro pico o alelo
no cromossomo que herdou da mae. Em condi¢des normais, o marcador que apresentar apenas um pico significa que ambos os cromossomos possuem o
mesmo alelo. Para os marcadores com dois picos, em alguns deles, é possivel perceber que ha uma diferenca grande de altura (desbalanco alélico), para
humanos saudaveis se aceita uma diferenca de até 30%, contudo as células imortalizadas ao longo das passagens podem apresentar essa diferenca como
resultado da degeneracao genética, além disso, a presenca de trés ou quatro picos em um ou dois marcadores nao é um evento raro.

Independente do kit utilizado o alelo sera sempre o mesmo para
um mesmo marcador em um mesmo individuo e por isso passiveis
de comparacao com os diferentes bancos de dados (Tabela 2).
Além da possibilidade de buscar um determinado perfil pelo nome
da linhagem e comparar manualmente, o websoftware CLIMA®

permite uma busca por perfil de STR utilizando os alelos. O CLIMA
(http://bioinformatics.hsanmartino.it/clima2/index_test.php) faz
uma busca dentre 5.450 perfis disponiveis em diferentes bases de
dados e retorna como resultado as linhagens com pelo menos 60% de
similaridade, organizadas com mais semelhante no topo da lista®'.

Tabela 1. Comparacdo entre as principais técnicas utilizadas em autenticidade celular.

Técnica Descricéo Aplicacéo Ref
Analise Envolve a preparacao de um espalhamento de metafase com bandas cromossomicas e coloracao para Spp; Ind (52)
cromossomica / identificar o nimero do cromossomo e marcadores.
cariotipagem
Analise de Método bioquimico de separacéo de isoenzimas por eletroforese; a mobilidade de isoenzimas pode variar Spp;Ind (53,54)
isoenzimas entre individuos ou entre espécies. Kits disponiveis incluem o sistema de eletroforese em gel Authentikit.
“fingerprint” de DNA Método molecular de deteccao de comprimento dentro de minissatélites de DNA que contém um Ind (55,56)
multilocus numero variavel de sequéncias repetidas em tandem. A analise é feita por Southern blot usando sondas
de DNA, fago de M13 ou sequéncias de oligonucleotideo.
Perfil de STR - Short Método molecular de deteccao de variacao de comprimento dentro de regides de microssatélite de DNA Ind (57,58)
Tandem Repeat contendo um numero variavel de sequéncias repetidas em tandem. A analise é por PCR/eletroforese capilar,
a interpretacao é dependente de um padrao de peso molecular e software especificos de calculos.
SNP - Single Método molecular de deteccao de mutagdes em um Unico nucleotideo. A analise é baseada na identificacao (59,60)
Nucleotide de um base dentre duas opcdes conhecidas para cada locus. Enquanto que no STR o alelo é o nimero de
Polymorphism repeticoes de um conjunto de nucleotideos, aqui o alelo é um nucleotideo (por exemplo, para a posicao
55009062 do cromossomo 7 ha um SNP cujos alelos sdo G e T, com frequéncia do T igual aproximadamente
25% como descrito em https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=712829). A grande
vantagem desse marcador bi alélico é a capacidade de se trabalhar com amostras muito degradadas, a
desvantagem € a necessidade de um nimero muito superior de loci que o STR.
DNA Barcode Envolve o sequenciamento de um fragmento da subunidade 1 do citocromo oxidase C, um gene mitocondrial, Spp (61,62)
a andlise é feita pelo alinhamento das diferentes sequéncias a mesma posicao, as diferencas sdo computadas
numa analise multivariada de agrupamento. O nimero de sequéncias em base de dados pUblicas ja alcanca
milhdes. O DNA Barcode (Codigo de barras de DNA) tem se mostrado uma técnica pratica para distinguir um
grande nimero de espécies, virtualmente qualquer espécie que possua mitocondria.
Spp=espécies; Ind=individuo ou linhagem; ref= referéncias.
STR: Short Tandem Repeat; SNP: Single Nucleotide Polymorphis; PCR: reacao em cadeia da polimerase.
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Tabela 2. Principais bancos de células com bancos de perfis genéticos.

Folgueras-Flatschart AV et al. Controle de qualidade em pesquisas cientificas

Bancos de Célula Pais URL

ATCC EUA http://www.atcc.org/

Cell Bank of Australia Australia http://www.cellbankaustralia.com/

DSMZ Alemanha http://www.dsmz.de/

ECACC Reino Unido http://www.hpacultures.org.uk/collections/ecacc.jsp
ICLC Italia http://www.iclc.it/

JCRB Japao http://cellbank.nibio.go.jp/

RIKEN Japao http://www.brc.riken.go.jp/lab/cell/english/guide.shtml

ATCC: American Type Culture Collection; DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen; ECACC: The European Collection of Cell
Cultures; ICLC: Interlab Cell Line Collection; JCRB: Japanese Collection of Research Bioresources Cell Bank; RIKEN: Designated National Research and

Development Institute.

Linhagens celulares imortalizadas podem sofrer com diferentes
alteracoes genéticas ao longo de suas passagens, com reflexo em
seu perfil de STR. O International Cell Line Authentication Com-
mittee (ICLAC - iclac.org), um comité internacional para auten-
ticidade celular, e a norma ANSI/ATCC SDOW ASN-00024 sugerem
que uma concordancia na identidade entre o perfil de referéncia
e o perfil questionado de até 80% ainda indica autenticidade, ou
seja, que as células sao provenientes de um mesmo doador. Este
é o padrao adotado mundialmente que permite uma intercom-
parabilidade de resultados. Apesar de bem estabelecida existem
poucos trabalhos de levantamento de contaminacao.

Estima-se que de 18,0% a 36,0% de todas as culturas utilizadas no
mundo possuam algum erro, seja de autenticidade, contamina-
¢ao intra ou interespecifica®®%. No Brasil os dados sugerem que
12,0% (11/91) das culturas estejam contaminadas ou mal identi-
ficadas®®, enquanto o Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen (DSMZ) reportou 17,9% (45/252)%. Ainda, o
Banco Nacional de Células do Ird encontrou erro em 18,9% das
culturas (10/53)%, o Bioresource Collection and Research Center
of China (BCRCC) em 16,3% (17/104)%’, e o China Infrastructure
of Cell Line Resource (CICR) em 20,7% (100/482)¢8.

E interessante notar que, embora haja uma iniciativa do ICLAC
em divulgar as linhagens celulares erroneamente identificadas
(incluindo 24 linhagens de células ndo humanas dentre as 488
linhagens relatadas por terem erros em sua identidade)®, o guia
de autenticacéo de células disponibilizado pelo proprio comité atu-
almente contempla apenas células de origem humana®. Portanto,
ha uma grande possibilidade de haver subnotificacdo desses dados,
considerando que embora 6rgdos regulatorios exijam também a
autenticacao de linhagens celulares ndo humanas, ndo ha consenso
no melhor método a ser utilizado para tal, o que permite que sejam
utilizados métodos bioquimicos, imunolégicos ou citogenéticos
(Tabela 1), nem sempre implementados na rotina dos laboratorios.

Nesse sentido, o uso do Barcode de DNA vem sendo preconizado
como método de escolha para determinar a espécie de uma linha-
gem celular. Trata-se da analise de um gene mitocondrial conser-
vado, com variacdo na sequéncia intraespécie, o que permite o
desenvolvimento de um ensaio de especiacao de vertebrados e
invertebrados baseado em PCR®7. A analise do citocromo C oxi-
dase | (COl), um fragmento de aproximadamente 700 pares de
base (pb), é extensivamente utilizada para identificacdo em nivel
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de espécie, permitindo identificacdo de linhagens celulares, ali-
mentos e outros produtos de origem animal, amostras forenses,
entre outros. O método surgiu através de um consorcio formado
principalmente por museus, que precisavam de um método mais
confiavel de identificacdo de espécies, além da extensiva analise
morfoldgica’. Posteriormente, houve intenso interesse de 6rgaos
regulatorios em virtude da crescente necessidade do mercado em
fiscalizar adulteracoes e fraudes especialmente em alimentos. O
Barcode de DNA é uma ferramenta riquissima com grande poten-
cial por ser relativamente simples e rapida, podendo substituir
com sucesso técnicas mais trabalhosas e menos reprodutiveis como
a tipagem bioquimica por isoenzimas ou a cariotipagem. Conside-
rando que a publicacao da norma ANSI/ATCC ASN-0002 em 2011
fez com que a analise de fragmentos para identidade de células
humanas passasse a ser realizada por repositorios de célula por
todo o mundo, é esperado que, com a publicacdo da norma ANSI/
ATCC ASN-0003 de 2015 (https://webstore.ansi.org/RecordDetail.
aspx?sku=ANSI%2fATCC+ASN-0003-2015), o método de Barcode de
DNA seja difundido e amplamente utilizado na identificacao de
linhagens celulares nao humanas, ao menos reduzindo o problema
do grande desconhecimento sobre as contaminacdes interespécies
em linhagens celulares.

0 uso de linhagens celulares contaminadas conduz a resultados,
via de regra, erroneos e nédo reprodutiveis. As publicacdes com
esses dados custam milhares de ddlares, geram uma confuséo que
pode levar anos para ser elucidada e por consequéncia um atraso
significativo no avanco da ciéncia. Por exemplo, Dirks et al.” apre-
sentaram dados apontando que a linhagem de célula endotelial
ECV-304 havia se tornado um subclone da linhagem T24, células
de carcinoma de bexiga, provavelmente por uma contaminacao
no laboratorio de origem*. Apesar disso, mais de 500 trabalhos
foram publicados apos a divulgacao do problema”, a validade dos
resultados é questionavel e certamente nao comparavel.

A questao torna-se ainda mais alarmante quando levantados os
impactos financeiros. Nos Estados Unidos®, foi estimado que sao
gastos pelo menos 28 bilhdes de dolares em pesquisas biomédi-
cas nao reprodutiveis. Linhagens celulares mal identificadas ou
contaminadas sao relacionadas como um dos fatores que contri-
buem para esse cenario. Apesar de uma analise de STR ser capaz
de identificar uma identificacdo errénea ou contaminacdo e ser
relativamente de baixo custo (aproximadamente 200 délares por
amostra) apenas um terco dos laboratdrios testam suas linhagens
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regularmente’. A Figura 3 ilustra um perfil contaminado, em com-
paracao a Figura 1 fica claro que a amostra celular continha mais
de um tipo. Freedman et al."® exemplificaram bem a questao: um
pesquisador académico financiado pelo National Institute of Health
(NIH) recebe em média USD 450.000,00. Ele gastaria apenas 0,2% de
todo recurso para validar a identidade as células compradas e seu
proprio estoque. No total o NIH investe USD 3,7 bilhdes em pesqui-
sas que utilizam linhagens ou culturas de células, um quarto desses
projetos utilizam linhagens celulares com algum tipo de problema
que representa 750 milhdes de dolares e acelerariam o progresso da
pesquisa e o desenvolvimento de novos tratamentos para doencas'®.

Nardone® e Nelsson-Rees et al.*¢ sao considerados as duas maio-
res referéncias na busca pela erradicacdo do uso de células con-
taminadas ou ndo auténticas e propuseram, dentre outras coi-
sas, que grandes periodicos cientificos e até mesmo agéncias de
fomento exigissem comprovacao da autenticidade das culturas
utilizadas nos projetos/artigos. Apesar de esta pratica nao ter
sido completamente adotada, surtiu algum impacto positivo,
sobretudo na cultura mundial de verificacao de contaminantes
em culturas. Ja Capes-Davis et al.”> optaram pela profilaxia e
pesquisaram as principais fontes de erros: inventariamento
incorreto, rotulagem, erros tipograficos, nomes semiapagados,
manipulacao simultanea de diferentes linhagens e utilizacdo da
mesma pipeta em diferentes culturas™.

Mesmo com a técnica de STR sendo rotineira em muitos labo-
ratorios de biologia molecular, celular e genética, no Brasil,
apenas o Laboratério de Bioengenharia Tecidual (Labio_ do
Inmetro) a oferece como um servico normatizado para a comu-
nidade cientifica, indUstria e centros de pesquisa e tecnologia.

Folgueras-Flatschart AV et al.
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Apesar disso, menos de 10 instituicdes ja solicitaram o servico
e destas, menos de cinco sao solicitantes frequentes. A excecao
de duas, todas as instituicoes estao no Sudeste. Na busca por
uma mudanca de cultura serdo oferecidos cursos de autentici-
dade e pureza celular para os laboratorios da Rede Nacional de
Métodos Alternativos (Renama).

Apesar dos esforcos de diferentes grupos em chamar a atencao
para a questao da autenticidade das culturas celulares, que
remontam ha mais de trés décadas, ainda hoje temos alguns
nimeros preocupantes®, principalmente vindos de paises que
demoraram mais a incutir a cultura de verificar suas linhagens. Por
outro lado, como algo positivo, temos que autenticidade e pureza
celular deixaram de ser uma preocupacao apenas do eixo Estados
Unidos-Europa-Japao para se tornar um movimento mundial de
governos, empresas e pesquisadores em prol de uma ciéncia mais
reprodutivel e de qualidade.

Panorama atual do controle de qualidade de células realizado
por colec¢ées bioldgicas

Em 2014, Geraghty et al.” sugeriram diretrizes para o uso de
linhagens celulares em pesquisa biomédica. Dentre estas dire-
trizes, a primeira delas diz que é recomendavel que as linha-
gens de um estudo sejam adquiridas de uma colecao bioldgica
reconhecida. Nesse sentido, € consenso entre as diversas cole-
¢oes internacionais a importancia dos testes de identificacdo de
perfil genético humano por STR e da avaliacao de contaminagao
por micoplasmas. Dependendo da infraestrutura disponivel ou
do investimento em outras técnicas, analises de contaminacao
viral também sdo disponibilizadas. Muitos dos bancos, além de

[DESITTS ID2ISIT ] prsew ] [CSFPS ]
=
-
-
N o | |
Ead Eoal Ealz] Ea]
1] (THio] ] DO i [DESTIT ]
.
-
" | | “ | l
A A4 T 11, Al i
Bad B B4 Bi ] Blatin) PRPEE TR Bl
] WA ] [@oX ] DS ]
o
o
- “ 1 |
. ! 3
:
Bl
DESS 1S ] ]
-
,,w
sl
Exl [ 33

Figura 3. Perfil de STR mostrando uma contaminacao. A identificacdo da mistura de DNA de dois ou mais individuos é indubitavel, como ja explanado
cada marcador deveria apresentar no maximo dois picos (humanos sao diploides), excepcionalmente aceita-se uma trissomia em um ou dois marcadores.
Na imagem praticamente todos os marcadores apresentam tri- ou tetra- somia, ou seja, trés a quatro picos indicando a contaminacao cruzada entre
dois ou mais individuos (linhagens celulares). O desbalanco alélico, ou seja, a diferenca na altura entre dois picos dentro do mesmo marcador indica que
aquele alelo esta recebendo uma contribuicdo maior que o(os) outro(s) alelo(s).
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Tabela 3. Tabela demonstrativa do controle de qualidade de linhagens distribuidas e de demais servicos oferecidos por colecdes biologicas internacionais.

g?c:ggaiga Controles de qualidade das linhagens celulares de seu acervo Servicos oferecidos
ATCC (EUA) » Perfil de STR (linhagens humanas) o Analise de perfil genético humano por STR
« Testes de esterilidade para bactérias, fungos e micoplasmas o Andlise de contaminacéo de micoplasmas por cultivo
» Testes de deteccao viral para HBV, citomegalovirus, HIV, EBV, HPV  « Analise de contaminagéo de micoplasmas por fluorescéncia
e Distribuicao de linhagens celulares
Cell Bank of 0 banco comercializa linhagens do ECACC, submetidas ao o Andlise de perfil genético humano por STR
Australia controle da origem. Porém, em linhagens exclusivas de seu « Identificacao de espécies para linhagens nao humanas por Barcode
acervo, realiza os controles de: e Andlise de contaminacao de micoplasmas por PCR
« Perfil de STR (linhagens humanas) e Andlise de~contamina(;éo de micoplasmas por Bioluminescéncia
. Barcode para identificacio da espécie « Distribuicao de linhagens celulares
» Testes de esterilidade para micoplasmas
DSMZ o Testes de esterilidade para micoplasmas « Analise de perfil genético humano por STR
(Alemanha) « Imunomarcacao de proteinas de membrana e citoesqueleto « Analise online de perfil de STR obtido pelos clientes
« DNA fingerprinting « Identificacdo de espécies para linhagens ndao-humanas por Barcode
« Barcode para identificacao da espécie o Andlise de contaminac&o de micoplasmas por PCR
o Cariotipagem o Andlise de contaminacdo de micoplasmas por cultivo
« Analise de contaminacao viral por HBV, HCV, EBV, HHV-8, « Servico de descontaminacgao de linhagens com micoplasmas
HHV-4, HIV-1, HIV-2, HTLV 1 e 2, HPV, SMRV, XMRV « Servico de deteccao viral: HBV, HCV, EBV, HHV-8, HHV-4,
HIV-1, HIV-2, HTLV 1 e 2, HPV, SMRV, XMRV
« Distribuicao de linhagens celulares
ECACC » Andlise de perfil genético humano por STR o Analise de perfil genético humano por STR

(Reino Unido)

ICLC (Italia)

RIKEN (Jap3o)

BCRJ (Brasil)

Analise online de perfil de STR obtido pelos clientes
Identificacéo de espécies para linhagens ndo humanas por Barcode
Analise de contaminacdo de micoplasmas por PCR

Analise de contaminacéo de micoplasmas por cultivo

Analise de contaminacdo de micoplasmas por cultivo

Analise de contaminagdo microbioldgica e identificacéo de
bactérias e fungos

Identificacao de espécies por isoenzimas
Identificacao de espécies por PCR utilizando
oligonucleotideos especificos

Identificacao de linhagens humanas por STR
Testes de esterilidade por micoplasmas

Andlise de perfil genético humano por STR

Identificacdo da espécie por Isoenzimas e PCR
Identificacdo da linhagem de camundongo por SSLP
Identificacdo dos contaminantes virais HBV (oriundas de
figado), HCV (figado), HIV (sangue), HTLV-1 (sangue) e

EBV (sangue e tumores)

Teste de esterilidade de micoplasmas por PCR e isoenzimas

Analise de perfil genético humano por STR

Teste de esterilidade de micoplasmas por Bioluminescéncia,
PCR e/ou fluorescéncia

Teste microbioldgico para esterilidade de bactérias e fungos

Analise online de perfil de STR obtido pelos clientes
Identificacao de espécies para linhagens ndo-humanas por Barcode
Analise de contaminacéo de micoplasmas por PCR

Analise de contaminacéo de micoplasmas por cultivo

Analise de contaminagéo de micoplasmas por fluorescéncia
Analise de contaminagéo microbioldgica e identificacéo de
bactérias e fungos

Analise de contaminacéo de micoplasmas por PCR

Anélise de contaminagao de micoplasmas por ensaios bioquimico
Analise de contaminagdo de micoplasmas por fluorescéncia
Distribuicao de linhagens celulares

Distribuicao de linhagens celulares

Testes de avaliacao de contaminacao de micoplasmas por
Bioluminescéncia ou PCR
Distribuicao de linhagens celulares

STR: Short Tandem Repeat; SNP: Single Nucleotide Polymorphis; PCR: reacdo em cadeia da polimerase; ATCC: American Type Culture Collection; DSMZ:
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen; ECACC: The European Collection of Cell Cultures; ICLC: Interlab Cell Line Collection; RIKEN:
Designated National Research and Development Institute; BCRJ: Banco de Células do Rio de Janeiro.

oferecer a distribuicdo das linhagens testadas também ofere-
cem os servicos de controle de qualidade em seus portfélios
de servico, como descrito na Tabela 3. Deste modo, é possi-
vel observar que a oferta de culturas celulares com qualidade
agregada aumentou consideravelmente e a sua aquisicao junto
a colecoes bioldgicas que as oferecem apds os devidos testes
de autenticidade e pureza mostra-se como o padrao ouro para
a implementacao de ensaios in vitro que as utilizam, com fina-
lidade de indUstria ou pesquisa.

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

CONCLUSOES

Considerando todo o investimento aplicado em pesquisa cienti-
fica em ambito mundial, o desenvolvimento de novas metodolo-
gias alternativas ao uso de animais e o consenso critico de que
o conceito de qualidade também deve ser aplicado nas ferra-
mentas que utilizam cultivos celulares em seus modelos testes,
conclui-se que qualquer laboratorio deve garantir o controle de
pureza e autenticidade de suas linhagens.
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Com a aceitacao formal da Anvisa dos protocolos reconhecidos
pelo Concea, diversos laboratérios poderdo prestar servicos na
area de analise toxicologica in vitro. Neste sentido, as Diretrizes
da OECD sao muito claras no que diz respeito ao controle de qua-
lidade das linhagens utilizadas, tais como o registro do controle
periddico de contaminacado por micoplasmas, por exemplo. Caso
a linhagem seja humana, recomenda-se a identificacao do perfil
genético por STR. Para as linhagens ndao humanas, o barcode surge
como possivel técnica de identificacdo, ao menos, da espécie da
linhagem, que podera sempre ser acompanhada pela avaliacdo
morfoldgica e dados originais da literatura sobre seu o isolamento.
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