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Resumo

Introducao: Em ambiente hospitalar, a constante monitorizacdo do processo inflamatério é fundamental no processo
de avaliacdo do doente. O desenvolvimento de inflamacao aguda e crénica depende essencialmente da transmigracéo
e infiltracdo dos tecidos por células do sistema imunitario (Zindel and Kubes 2020). Sao as proteinas de adesdo como
CD11b nos neutréfilos e mondcitos e de CD62E no tecido endotelial que orquestram esta resposta imune (Granja et
al. 2015). Atualmente, esta funcao imunoldgica é feita em diferido por citometria de fluxo ou imunofluorescéncia, mas
a utilizacao de camaras de fluxo capilar disseminada pelo Dr. Klaus Ley (Marki et al. 2016) permitem a observacao da
migracao e adesao celular ex-vivo em tempo real. Atualmente, estas metodologias sdo altamente dispendiosas devido a
tecnologia necessaria e respetivo software inerente & sua observacao e andlise. Neste estudo piloto concentramos-mos
na disponibilizacdo massiva de tecnologia video (e.g. acessivel em cada telefone mével) para encontrar solucdes de
recolha de dados de camaras de fluxo capilar em tempo real. A nossa abordagem apresenta resultados concordantes
com a literatura através de uma abordagem inovadora, que no presente formato pode integrar uma unidade de
cuidados intensivos ou a sala de aula com alunos em formacao pré-graduada. Objetivos: i) Possibilitar a visualizacao,
quantificacdo de adesdo, e determinacdo da velocidade de migracao de células imunes (e.g. neutréfilos) de sangue total
com tecnologia atual e acessivel. ii) Abrir & comunidade médica e cientifica uma metodologia essencial & observacéo
da resposta imune em processos inflamatorios. iii) Possibilitar a integracdo de técnicas avangadas de analise de imagem
em formacdo pré-graduada nos cursos de medicina, ciéncias biomédicas e biologia. Material e Métodos: Neste estudo
piloto concentrado no comportamento microfluidico ex vivo dos neutréfilos presentes em sangue, recorremos a um
microscopio 6tico comercial ao qual adaptamos um suporte de telefone mével a uma das oculares. Montados os
capilares de fluxo de seccao quadrangular de 0.02mm entre lamina e lamelas, procedeu-se & cobertura das camaras
com selectina endotelial (CD62E - molécula de adesao de neutréfilos) e adaptou-se uma coluna gravitacional a uma das
extremidades do capilar. Recolhidas as amostras de sangue total, expds-se o sangue total aos capilares com CD62E ou
solucédo de bloqueio (Caseina 0,02%) e registou-se em video (em software gratuito) as células em adeséo e a velocidade
de migracdo celular capilar. Triplicados de amostragem foram recolhidos, analisados e processados estatisticamente
recorrendo unicamente a software gratuito e pela seguinte sequéncia: Openshot; VLC; Image J; GoogleDocs Excel;
Jamovi. Resultados: Com esta abordagem conseguimos captar, quantificar a adesao, e determinar a velocidade de
migracao de células imunes (e.g. neutréfilos) de sangue total, com tecnologia atual e acessivel ndo especializada
(cdmaras com 7MP - megapixel- e com uma captacao de 30fps). Os videos captados, uma vez editados (via Openshot)
conseguem ser transformados em sequéncias de imagens Unicas (via VLC) com suficiente velocidade de captacao para
formacao de Stacks de imagens (via Image J). Nestas reconstrucoes de 8bit é possivel contar o nimero de neutréfilos em
adesao na presenca de CD62E e quantificar a velocidade de migracdo um/seg.. Seguindo o trajeto de dezenas de células
por video, em cada condicao experimental, foi possivel obter resultados com semelhante significancia estatistica com a
literatura existente. A integracao de equipamentos acessiveis a todos em processos experimentais em ciéncias da vida
é fundamental para o desenvolvimento de novas técnicas de diagndstico e para os alunos envolvidos na elaboragao
de projetos médico-cientifico. Neste trabalho permitimos que uma técnica de avaliacdo imunolégica com impacto
transversal em ciéncias biomédicas, se torne inclusiva e aplicavel na formacdo pré-graduada dos respetivos curricula
interessados na avaliacdo da resposta imune e no controlo da inflamagao em tempo real.
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