Certificacao de Linhagens Celulares por Analise Molecular
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Os artigos cientificos fundamentam-se na autenticidade e ineditismo de dados, isto é, sem fraude e/ou plagio, pautados, assim, na ética em
publicacdo cientifica. Dessa forma, os periddicos cientificos, para o aceite da publicacdo desses artigos, requisitam dos pesquisadores/autores
algumas declarac¢des e/ou informag¢des que embasem esses dados. Para pesquisas que utilizam animais de experimentacdo, por exemplo, sempre
é necesséria uma declaracdo e respectivo nimero do processo e da aprovacido desse trabalho/projeto pelo Comité de Etica da respectiva
instituicdo. Alguns peri6dicos exigem a marca e origem dos reagentes quimicos utilizados nos trabalhos para indicar a pureza desses reagentes e,
consequentemente, corroborar os resultados oriundos do seu uso. Entretanto, quase nenhum periédico solicita desses mesmos
pesquisadores/autores, quando do uso de linhagens celulares (de origem animal e/ou humana) em seus experimentos, uma autenticacdo dessas
linhagens (certificacdo de origem de espécie), que indicaria um mesmo controle de qualidade acima citado.

O que significaria essa autenticidade especificamente? Seria a garantia da origem de espécie da linhagem celular citada no trabalho e que
embasaria os dados gerados a partir de sua utilizacdo. Assim, a autenticacdo ou certificacdo das linhagens celulares evitaria a gera¢éo e publicacdo
de dados cientificos erréneos, que infelizmente vém crescendo ultimamente, e que indiretamente podem invalidar ou comprometer os resultados
de pesquisa. Esses erros ocorrem, muitas vezes, porque os laboratérios que utilizam rotineiramente diversas linhagens celulares estdo sujeitos a
riscos de identificagdo errbnea ou contaminacdo cruzada das mesmas, devido a descuidos e manuseio inapropriado durante o cultivo; mas
também se deve pelo aumento no desenvolvimento de linhagens celulares e distribuicdo para a comunidade cientifica. Essa contaminacdo das
linhagens celulares identificada desde a década de 50, com a linhagem Hela, s6 comecou a ser considerada como um grave problema de
contaminagdo a partir da década de 70. Atualmente, a literatura cientifica esta repleta de artigos e revisdes documentando contaminagdes
cruzadas inter e intraespécies, mas ainda assim nao se tem dado o devido valor a esse problema.

Para evitar ou solucionar esse problema, os laboratérios utilitarios dessas linhagens celulares devem obter as mesmas de fontes autenticadas e/ou
adotarem procedimentos rigorosos de controle de qualidade. Dentro desse ultimo tépico, devem se utilizar de técnicas de detec¢do dessa
contaminacdo de culturas celulares para autenticacao/certificacdo, de uma forma rotineira e permanente, seja em seus proprios laboratérios ou
utilizar-se dos servicos de Banco de células ou de laboratérios capacitados para tal procedimento. Um monitoramento continuo no controle de
qualidade das linhagens celulares feito regularmente por esses laboratérios de pesquisa ou de producdo garantirdo a geracdo de dados confidveis.

O Laboratoério de Biologia Celular do Instituto Biolégico, vinculado a Secretaria da Agricultura, trabalha com linhagens celulares de longa data e
também com a respectiva certificagdo de linhagens celulares, por meio da identificacdo de espécies pela andlise eletroforética de isoenzimas
celulares e estd implantando técnicas moleculares para a averiguacdo da identidade de espécie das linhagens, com apoio de projeto de auxilio a
pesquisa (FAPESP-N. 2012/04164-5).

Varios métodos sao utilizados para verificacdo da espécie das linhagens celulares, como cariotipagem e analises imunolégica, isoenzimatica ou
molecular. A andlise eletroforética das isoenzimas é o método padrdo utilizado pelos principais centros certificadores internacionais, mas a
identificacdo molecular ou genética para a determinacdo da espécie de origem, que é mais conhecida e utilizada em uso forense, vem sendo
aplicada também para a identificacdo de espécie das linhagens celulares.

Dentre as diversas técnicas moleculares, tém-se aquelas direcionadas para o DNA mitocondrial (mtDNA). A razdo da escolha do mtDNA como alvo
é porque ele esta presente em grande quantidade em todas as células, e sua identificacdo pode ser feita a partir de uma pequena quantidade de
material e com menor risco de degradacdo em relacdo ao DNA nuclear. Os dois genes mitocondriais internacionalmente recomendados para
identificacdo de espécie na area forense, quando ndo ha material genético gendmico adequado ou apresenta alto grau de degradagdo, sdo o gene
do citocromo b (cyt b) e o gene mitocondrial da subunidade | do citocromo c oxidase (cox 1). Os estudos referentes a identificacdo de espécie das
linhagens celulares também podem se basear nesses mesmos genes, ¢yt b e cox I.

A metodologia inicialmente implantada pelo laboratério de Biologia Celular foi a extragdo do DNA mitocondrial das linhagens celulares utilizadas
no laboratério, por meio de kits comerciais e a amplificacdo foi feita com o foco nos genes cox I.

A Figura 1 apresenta os produtos de PCR dessas linhagens celulares. Cada linhagem teve um fragmento de tamanho diferenciado e compativel
com a literatura, que identificou e caracterizou cada uma como sendo de sua espécie de origem. Assim, foi feita a autentica¢cdo dessas linhagens
por meio de uma metodologia facilmente disponivel e reproduzivel, além de mais sensivel, rapida e conveniente.

Esse monitoramento das linhagens celulares, feito pelo Laboratério de Biologia Celular, para garantir um controle de qualidade dessas linhagens
celulares (origem de espécie e isen¢do de contaminagdo inter- espécie), favorecera o Instituto como futuro prestador de servigos e certificagdo das
linhagens celulares para diversos centros mantenedores de linhagens celulares de todo o pais, seja em setores cientifico-tecnolégicos
farmacéuticos, de producédo de vacinas ou insumos biolégicos. Também, contribuird para a conscientizacdo da comunidade cientifica, que se utiliza
das culturas celulares como ferramenta de trabalho, da importancia do uso de linhagens celulares seguras e confiaveis, isto é, que elas sejam
autenticadas, além de isentas de quaisquer contaminagdes.
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Figura 1: Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR das linhagens celulares de rim felino-CRFK (linha 1 e 2); linhagem de rim canino, MDCK (linha
3); de rim de macaco verde, Vero (linha 4).
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