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Resumo

A citometria de fluxo avalia as propriedades celulares, na medida em que as células se
movem em uma solucdo isoeletrolitica, através de um conjunto de canais/filtros
fotomultiplicadores (PMTs) de fluorescéncia. Devido as suas amplas aplicacdes, tanto em
laboratdrios de pesquisa quanto nos laboratorios clinicos, tornou-se importante avaliar, por
meio de andlise quantitativa, o desenvolvimento das aplicacdes e inovacdes desta técnica,
bem como avaliar sua contribuicdo nas diversas dreas da genética. Desde a década de 90
foram introduzidas metodologias que permitem avaliar a producdo cientifica em uma
determinada drea, como as anélises cienciométricas. O objetivo deste trabalho foi o de avaliar
as tendéncias e perspectivas do desenvolvimento no campo da genética com o uso da
citometria de fluxo nos anos de 1991 a 2007 por meio de andlise cienciométrica. Foi realizado
um levantamento bibliografico no sitio Thomson ISI, utilizando as palavras-chave flow*
cytometr* and genetic* or genotyp*, (0o uso do asterisco permite que a base busque tanto
palavras no singular, quanto no plural) nos anos referidos acima, por conterem o resumo dos
artigos. Foram realizadas diferentes abordagens de avaliacao sobre os artigos: tipo de pesquisa
(experimental ou revisdo), paises que publicaram sobre o tema, diversidade e fator de impacto
das revistas, numero de autores por artigos, tipos de organismos estudados e a tendéncia
temporal, material de estudo escolhido para as pesquisas por trabalhos e por organismos.
Como resultado, constatou-se um aumento no nimero de publicagdes em genética com 0 uso
da citometria de fluxo, muitos dos quais desenvolvidos nos EUA, publicados em periddicos
de circulagdo internacional e apresentando elevado indice de citacdo, diversidade de revistas e
aumento de parcerias entre autores e instituigdes de pesquisa. Observou-se relevante interesse
no estudo com humanos, seguido por aumento no nimero de trabalhos com plantas, bactérias
e virus. A maioria das pesquisas foi realizada com estudo de proteinas, seguidas por acido
desoxiribonucleico. Em humanos, a maioria dos artigos publicados foi na drea de onco-
hematologia, evidenciando o interesse de pesquisadores e instituicdes de pesquisa no
desenvolvimento de novas armas contra o cancer e outras doengas que assolam a sociedade.

Palavras-chave: Citometria de Fluxo, Cienciometria, Genética.



Abstract

Flow cytometry evaluates cell properties, in so far as cells move in an
isoelectrolitic solution, through a group of photomultiplying canals/philters (PMT’s)
of fluorescence. The applications of flow cytometry are wide, in both research
laboratories and clinical laboratories. Therefore, it is important to approach, by
means of quantitative analysis, the development of the applications and innovations
of this technique, as well as evaluating its contribution in several fields of genetics.
For this proposal, there are methodologies which permit to evaluate the scientific
production in a particular field, as scientometric analyses. The objective of this work
was to evaluate the trends and prospects of development in the field of genetics with
the use of flow cytometry from 1991 to 2007, by means of scientometric analysis.
For this proposal, a bibliographical survey was conducted in the site “Thomson ISI”,
using the key-words “flow* cytometr® and genetics* or” genotype*”, (the use of the
asterisk permits the basis to search for words in the singular as well as in the plural)
in the aforementioned years, due to the fact that they contain the summary of the
articles. Different approaches of evaluation were conducted about the articles: type
of research (experimental or review), countries which published about the issue,
diversity and impact factor of journals, number of authors per articles, types of
studied organisms and the temporal trend, study material chosen for the research
through works and through organisms. As a result, it was noticed the growth in the
number of publications in genetics with the use of flow cytometry, many of which
developed in the USA, published in periodicals of international circulation and
showing high rate of citation, diversity of journals and increase of partnerships
between authors and research institutions. It was observed prominent interest in the
study with humans, followed by rise in the number of works with plants, bacteria and
viruses. Most of the research was conducted with the study of proteins, followed by
desoxiribonucleic acid. However, in the articles published about humans, the
majority was in the oncologic field, clearly showing the interest of researchers and
research institutions in the development of new weapons against cancer and other
diseases which devastate society.

Key words: Flow Cytometry, Scientometric, Genetic
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1 Introducao

Desde seu inicio, a genética foi um campo fortemente influenciado pelo
desenvolvimento de novos métodos experimentais. Nas décadas de 50 e 60, havia
procedimentos relativamente simples, mas confidveis, para separar moléculas complexas por
diferentes formas de eletroforeses, de métodos para sintetizar DNA in vitro, seguidos pelo
desenvolvimento da cultura de células, bem sucedida em bactérias e virus, que foi também
aplicada em organismos superiores [EBERHARD, 2004]. Neste mesmo periodo, foi
descoberta a metodologia da citometria de fluxo, que, como a genética, apresentou relevantes
avangos de considerdveis aplicacdes na drea das ciéncias bioldgicas.

A citometria de fluxo (CMF) foi originalmente desenvolvida no fim dos anos 50, para
a contagem e andlise das células sanguineas. Esta metodologia apresentou um crescimento
nos tltimos anos, impulsionada pelas dreas da imunologia e da hematologia [CORTE-REAL
& AL., 2002]. Com o natural aperfeicoamento dos contadores celulares (citdmetros), com a
descoberta dos anticorpos monoclonais em 1975 [KOHLER & MILSTEIN, 1975] e de novos
fluorocromos, sua utilizacdo generalizou-se para outras dreas e em diferentes células
LOUREIRO & SANTOS, 2004].

As aplicacdes da citometria de fluxo sdo amplas, tanto em laboratérios de pesquisa
quanto nos laboratérios clinicos. A técnica oferece objetividade, sensibilidade, rapidez e
precisdao nas andlises [NOLAN & MANDY, 2006; QUIXABEIRA & SADDI, 2008]. E
utilizada na identificagdo de linhagens de células, na monitorizacdo imune e tratamento de
infeccao HIV, monitorizacdo de terapia em hematopatologia (pesquisa de doenca residual),
determinacdo do conteido de DNA celular (DNA ploidia) e atividade proliferativa (fases do
ciclo celular), na biologia molecular, deteccio de células fetais, para isolar cromossomas
humanos com objetivo de construir bibliotecas genéticas e cariotipagem cromossdmica

[SHAPIRO, 1995; DWORZAK & AL., 2008; CARTER & MEYER 1990; COSSARIZZA &
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AL., 1997; BEDNER & AL, 1999; ENGELHARDT & AL., 2002; DEAN, 2002;
GRIGORYAN & AL., 2007; JANOSSY & SHAPIRO, 2008; STEINBRICH-ZOLLER & AL,

2008].

O termo cienciometria surgido na antiga Unido Soviética, tornou-se conhecido no final
da década de 1970, com uma publicacdo na revista “Scienciometrics”, na Hungria [VANTI,
2002]. De acordo com Nonato, a cienciometria foi definida por Price em 1969 como “as
pesquisas quantitativas de todas as coisas que dizem respeito a ciéncia e, aos quais podem ser

atribuidos nimeros” [NONATO, 2003].

Com o desenvolvimento das aplicagdes e inovacgdes da citometria de fluxo, tornou-se
possivel avaliar, por meio de andlise cienciométrica, a sua contribuicdo na &4rea da genética.
Esta avaliacdo permitird verificar o crescimento e tendéncias de estudos na area da genética,
bem como indicar nimero de artigos em determinado periodo, paises, tipos periddicos,
autores e ainda inferir novos campos e organismos bioldgicos a serem explorados com o uso

da metodologia.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Realizar uma abordagem cienciométrica da técnica de citometria de fluxo no periodo
de 1991 a 2007, a fim de avaliar as tendéncias e perspectivas do desenvolvimento no campo

da genética com o uso desta instrumentagao.
2.2 Objetivos especificos

- Quantificar os trabalhos na drea da genética que utilizaram a técnica citometria de

fluxo;
- Verificar quais os principais paises que publicaram sobre o assunto;
- Analisar o fator de impacto (FI) dos periddicos;
- Calcular o indice de Shannon (H) dos periddicos;
- Verificar a contribui¢do entre autores;

- Averiguar a tendéncia temporal dos estudos genéticos correlacionados com a

citometria de fluxo e organismos biolégicos estudados;
- Avaliar qual estrutura celular foi escolhida para estudo (proteina, DNA ou RNA),
correlacionando-os com os organismos bioldgicos;

- Em humanos, avaliar as principais areas estudadas.
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3 Revisao Bibliografica

3.1 Citometria de Fluxo

As consequéncias estruturais e funcionais da atividade do material genético em todos
os niveis de organizagdo, desde a célula até o organismo, sdo estudadas com uso de vdrias
ferramentas tais como a biologia molecular, a citogenética, a citometria de fluxo dentre
outras. A citometria de fluxo é uma técnica que permite a medida de caracteristicas fisicas
e/ou quimicas de células ou particulas bioldgicas, que podem ser marcadas com fluorocromos.
E um processo no qual as medidas sio feitas em um meio liquido, onde as células fluem uma
a uma no sistema [SHAPIRO, 1995], a uma velocidade de 10° células por segundo [HARRIS

& AL., 1999].

A suspensdo liquida para andlise € introduzida no centro da camara de fluxo, que se
encontra preenchida por um fluido envolvente sheath fluid, com uma velocidade muito
superior a da suspensdo liquida a ser analisada. Por meio de um fendmeno fisico, designado
por focagem hidrodinamica, as particulas sdo forcadas a moverem em fluido laminar, uma a
uma, no centro do fluxo. A figura 1 apresenta um esquema demonstrativo do sistema de
focagem hidrodinamica [CARTER & MEYER, 1990; DEAN, 2002; LOUREIRO &

SANTOS, 2004].
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Figura 1. Sistema de focagem hidrodindmica. A amostra é envolvida por um fluido que confina as células no
centro do canal de fluxo, onde o laser incide sobre a suspensio liquida. Modificado de Dean, N.P. (2002).

Quando as células da suspensdo liquida, marcadas ou nao com fluorocromos, sio
interceptadas pelo feixe de luz constante (laser), ocorre um processo de dispersdo fotonica e
emissdao de fluorescéncia [CORTE—REAL & AL., 2002; DEAN, 2002; LOUREIRO &

SANTOS, 2004].

As lentes colocadas proximas desta zona de interceptacdo (célula-laser) coletam a luz
dispersa e enviam-na para os filtros fotomultiplicadores (PMTs), que amplificam e convertem
os sinais luminosos em pulsos elétricos, passando-os para forma digital (transformacdo
analdgico-digital) em escala linear ou logaritmica. Estes sinais sdo enviados para o
computador, que elabora os graficos (citogramas em dot plot ou histogramas), com o uso de
programas computacionais especificos [CARTER 1990; ORMEROD, 1990; ORFAO & Al.,

1995; DEAN, 2002].



16

@
1 as o
Suspensdo fFesm——a— g
celular —
o
o) [e']
== Imagens
= ~—
el |5 S
o
e Dados gravados| g4 Computador
0 &
i
8 A
o g
= Foto
B detector N 5o
A o O % o
5 W geg| |&EQ
Passagem Filtro e5 g 552
- 2 fab] N
do laser e —a ™R g
P @ L
Foward £ G o
Laser scatter g

| I(FSC)

Figura 2. Diagrama esquematico do citdmetro de fluxo. Modificado de Coon & Weinstein (1991).

Os parametros celulares avaliados pelo método podem ser divididos em dois principais
grupos: 1) intrinsecos, FSC-Forward Scatter que reflete o tamanho celular e SSC- Side Scatter
a complexidade interna e ii) extrinsecos associados a presen¢a de um ou mais fluorocromos
fixados na membrana ou dentro das células. A figura 03 exemplifica diferentes tipos de

gréaficos e aplicacdes da citometria de fluxo.
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humanos [BEE & AL., 2007].

[MARTIN & AL, 2005]. C. Populagdes de
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Os fluorocromos usados na marcagdo celular possuem, de forma distinta, um padrdo
espectral especifico de absorcao e de emissao de luz. Podem ser utilizados de duas formas: (1)
ligacdo covalente e ndo covalente do fluorocromo as moléculas que se unem especificamente
a componentes celulares, e (2) fluorocromos que variam suas caracteristicas em func¢io do
microambiente que os cerca. Os covalentes sdo usados para marcar proteinas, lipideos ou
outras moléculas bioldgicas. Sdo empregados cromoéforos como grupos fluoresceina-
isotiocianato, clorotrirzinil, ésteres de succinimida, rodamina, cianinas, ficoeritrina, etc.
Avancos recentes € o uso de sondas de DNA unidas a fluoresceina e os anticorpos anti-

bromodeoxiuridina para o estudo do ciclo celular [ BERTHO & AL, 2000].

Os fluorocromos que se ligam ndo covalentemente possuem composi¢des moleculares
especiais, unindo-se a determinados componentes celulares, tais como: 1- marcadores de
DNA e RNA, sendo o de uso mais comum o iodeto de propideo (PI), 2- marcadores do
potencial de membrana como as cianinas € a rodamina. Esses fluorocromos também marcam
mitocOndrias devido a alta diferenca de potencial entre suas membranas [BERTHO & AL,

2000].

Marcadores fluorescentes sensiveis ao microambiente sdo aqueles empregados para
estimar as propriedades do ambiente em que se encontram, posto que variam seu espectro de
excitacdo ou emissdo em func¢do das caracteristicas do microambiente que os cerca. Sdo
usados para a determinacido de diversos estados funcionais celulares: Ph, nivel de célcio,
potencial redox, atividade enzimdtica (substratos que por ac¢do da enzima variam sua
fluorescéncia ou espectro), polaridade, viscosidade/fluidez [REILLY & BARNETT, 2001]. A
disponibilidade de fluorocromos especificos e suas propriedades sdo essenciais para O
desenvolvimento das aplicagdes em citometria de fluxo [BERTHO & AL, 2000; REILLY &

BARNETT, 2001].
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A andlise dos acidos nucléicos €, depois da identificacdo de linhagens celulares, a
aplicacdo mais comum da citometria de fluxo. A andlise citométrica do conteido de DNA
estabelece condi¢des para a regulacdo da apoptose [BAUER & AL., 1993; ARDEN & AL.,
2007], medir a ploidia e atividade proliferativa em tumores, contribuindo para avaliacdes de
estadiamento, prognéstico e orientagdo terapéutica em varios tipos de cancer, como de mama,
tirdide, estomago [PRAUSOVA & AL., 2007, BANITO & AL., 2007] e neoplasias
hematologicas [DWORZAK & AL., 2008]. A citometria de fluxo também pode possibilitar
estudos da variabilidade inter e intra-espécies nos vegetais e de varios outros organismos,
onde a detec¢do dos niveis de ploidia € essencial para estudos taxondmicos e producdo de
individuos geneticamente modificados [LOUREIRO & SANTOS, 2004; HOLLMAN & AL.,
2005; TIEBRE & AL., 2007; LEWISON, 2007]. O conteido de RNA caracteriza o fen6tipo
associado com a diferenciacdo, quiescéncia e proliferacdo celular. Os dcidos nucléicos podem
ser usados em estudos de vdarias areas onde envolve as células e a biologia molecular

[DARZYNKIEWICZ & JUAN, 2002; ORFAO, 2002; DEAN, 2002].

Diante de inimeras aplicagdes da citometia de fluxo em estudos genéticos, torna-se
relevante o estudo cienciométrico do tema. Os estudos cienciométricos com esse tema
permitem compreender o estado atual do conhecimento cientifico, bem como sugerir dreas
que necessitam de maior aprofundamento. Além disso, até o presente momento, nio é
conhecido nenhum trabalho cienciométrico que tenha explorado o uso da citometria de fluxo

em estudos genéticos, reforcando assim a necessidade e importancia desse estudo.
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3.2 Cienciometria

A cienciometria tem por objeto estudar aspectos quantitativos da criacdo, difusdo e
utilizacdo da informacdo cientifica e a compreensdo dos mecanismos de pesquisa como

atividade social [NONATO, 2003]

Um dos primeiros artigos sobre cienciometria foi desenvolvido por Alfred James
Lotka (um ecologo Austriaco) em 1926. Entretanto, foi a partir de 1955 com a criagdo do
“Institute for Scientific Information” (ISI), por Eugene Garfield, que a analise cienciométrica

passou a ser tema de estudo de muitos pesquisadores [CARVALHO & Al., 2005].

A criac@o do “Science Citation Index” (SCI), em 1963, como fonte de dados usados
para andlise de citagdes e estimativa do fator de impacto de periddicos cientificos, também
impulsionou estudos cienciométricos para identificar dreas emergentes, novas metodologias

ou mesmo a estrutura de centros de pesquisa [CARVALHO & Al., 2005].

Com a criagdo na década de 1980, de um banco de dados fornecido para as
universidades pelo Institute for Scientific Information (IS1, hoje Thomsom ISI), facilitou e
promoveu o aumento pelo interesse em estudar cienciometria. Esse banco de dados dispde
informacdes sobre as publicacdes de diversos periddicos, em diferentes abordagens e dreas de

conhecimento [STREHL & SANTOS, 2002].

A cienciometria € um dispositivo de medida, baseado em técnicas estatisticas, que tem
por objetivo identificar e tratar as informagdes contidas nas publicacdes cientificas e técnicas
disponiveis nos sistemas de informacdo, essencialmente, referéncias bibliograficas de artigos,
livros, patentes. Razdo pela qual se torna importante analisar o papel destas diferentes
publicagdes; considerada por Price como a “Ciéncia da Ciéncia”, apresentando uma vasta

aplicacdo nas diferentes dreas que envolvem a producao cientifica [NONATO, 2003].



21

Considera-se que os métodos quantitativos e principalmente a andlise de dados
constituem um elemento indispensdvel para fazer avangar a nossa compreensao sobre 0s

estudos da ciéncia como um meio de produgdo e troca de conhecimentos [NONATO, 2003].

As abordagens cienciométricas, pelas quais a ciéncia pode ser retratada, através dos
resultados que alcancam , t€ém por base a no¢do de que a esséncia da pesquisa cientifica € a
producdo de conhecimento e que a literatura cientifica € um componente desse conhecimento

[ LIMA-RIBEIRO & AL., 2007].

Com cienciometria, pode-se avaliar a importancia de determinado assunto, autor e/ou
trabalho, além de evidenciar as tendéncias e contribuicdes de uma determinada disciplina,
pesquisador ou grupo de pesquisadores, institui¢do ou pais em relagdo ao avanco cientifico e
tecnologico mundial [LIMA-RIBEIRO & AL., 2007]. Estima-se que circulem pelo mundo,
cerca de um milhdo de periddicos cientificos. Encontram-se indexado no banco de dados ISI,
os periddicos que passam por rigorosa selecdo, o que qualifica essa fonte de dados como uma

das mais conceituadas do mundo [CARVALHO & AL., 2005].

A versdo on-line do Institute for Scientific Information 1SI contém mecanismos de
busca, disponibilizando integralmente os abstracts dos artigos a partir de 1991, além de varios
outros dados como: titulo, ano de publicacdo, autores, autor principal, nacionalidade do autor
principal, nome do periédico, volume, paginas. Como exemplo das disciplinas incluidas na
base, tem-se trabalhos nas dreas: da agricultura, astronomia, bioquimica, biologia,
biotecnologia, ciéncia da computacdo, fisica, genética, quimica, matemdtica e neurociéncia

[NONATO, 2003].

Vanti (2002) em termos genéricos, listou algumas possibilidades de aplica¢do das

técnicas cienciométricas:
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- identificar as tendéncias e o crescimento do conhecimento em uma area;

- identificar as revistas do nicleo de uma disciplina;

- mensurar a cobertura das revistas secundarias;

- identificar os usudrios de uma disciplina;

- prever as tendéncias de publicacao;

- estudar a dispersdo e a obsolescéncia da literatura cientifica;

- prever a produtividade de autores individuais, organizacdes e paises;

- medir o grau e padrdes de colaboragdo entre autores;

- analisar processos de citagcdo e co-citagdo;

- determinar o desempenho dos sistemas de recupera¢do da informacao;

- avaliar os aspectos estatisticos da linguagem, das palavras e das frases;

- avaliar a circulacao e uso de documentos em um centro de documentagao;

- medir o crescimento de determinadas dreas e o surgimento de novos temas.

Enfim, a andlise cienciométrica permite avaliar a produgao cientifica em uma drea da

ciéncia e extrair diversas informagdes a fim de conhecer o desenvolvimento cientifico e as

tendéncias dentro do tema pesquisado.
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4 Materiais e Métodos

Para a andlise quantitativa da importancia da CMF nos estudos genéticos, foi utilizada
a produgdo bibliografica como indicador dos resultados obtidos nos ultimos 16 anos. O
levantamento dos estudos foi realizado por meio do banco de dados publicado no sitio do
Thompson ISI (ISI Web of Knowledge, 2006) utilizando as palavras-chaves “flow* cytometr*
AND genetic* or genotyp*”, o uso do asterisco indica que qualquer terminacdo da palavra
pode ser aceita, garantindo a busca de palavras no singular e no plural; delimitando o periodo
de 1991 a 2007 por conterem o resumo dos artigos somente a partir de 1991. Foi utilizado o
Thompson ISI devido a sua abrangéncia quanto ao nimero de publicagdes e qualidade das

revistas indexadas.

Utilizou-se somente sua forma composta porque ambos os termos “flow cytometry” e
“genetic or genotyp”, quando separados, podem indicar uma variedade enorme de trabalhos
ndo relacionados aos assuntos interligados, portanto ndo se enquadrarem nos objetivos deste

estudo.

Foram selecionadas as publicacdes que apresentaram as seguintes informacoes: (i)
ano de publicacdo do artigo; (ii) periédico em que o artigo foi publicado; (iii) tipo de
documento publicado (experimental, revisdo); (iv) nacionalidade do primeiro autor; (V)
conteddo celular estudado; (vi) tipo de organismo estudado nos seguintes grupos (mamiferos,
humanos, fungos, algas, plantas, protistas, virus e bactérias, insetos, peixes, moluscos, répteis,

aves) e (vil) em cada organismo principais interesses de estudo.

Dois sdo os critérios principais para escolher as revistas que compdem o banco de
dados ISI, a periodicidade e o impacto da revista, que € medido pelo nimero de citacdes de
seus artigos em outras revistas [PINTO & ANDRADE, 1999]. Devido a estes fatores, além

dos critérios citados no pardgrafo anterior, também foram avaliados o fator de impacto (FI)
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das revistas, que tem sido utilizado para avaliar as revistas e classificar a qualidade e a
importancia dos trabalhos publicados; e o indice de diversidade das revistas, que nesse estudo
foi estimado com base no indice de diversidade de Shannon (H’) que demonstra a variedade

de revistas que publicaram sobre o tema deste trabalho.

O fator de impacto (FI) dos artigos utilizados nas andlises foi obtido a partir do
Journal Citation Reports (JCR) publicado em 2007; O FI de um periddico € definido como a
razdo entre o numero de citagdes feitas no corrente ano, a artigos publicados neste periddico
nos ultimos dois anos (Journal Citation Reports, 1998) [CARVALHO, 2005; STREHL,

2005].

Para visualizar o crescimento quantitativo dos trabalhos em genética com CMF, o
nimero de artigos publicados em cada ano foi padronizado, dividindo-se o nimero de total de
artigos obtidos em um ano pelo nimero total de artigos da base de dados do ISI e
multiplicando esse valor por 100 (para obter o valor em percentual), dessa forma, foi possivel
avaliar a tendéncia temporal removendo-se o efeito da tendéncia de aumento no nimero de

publicac¢des cientificas [PETERS, 1991].

A andlise de dados consistiu em andlise de regressao simples e correlagdes, com nivel
de significancia (p) de 0.05, além disso, interpretacdes foram feitas também por analise de
freqiiéncia simples. Por fim, as figuras foram construidas utilizando o programa Statistica

versdo 7.1 [STATSOFT, 2005].
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5 Resultados e Discussao

De acordo com o levantamento realizado, foram encontrados 2.642 trabalhos
publicados no periodo de 1991 a 2007 utilizando as palavra-chaves “flow* cytometr* AND

genetic* OR genotyp™”.

Em um total de 2.642 artigos, 139 foram tedricos e 2.488 foram experimentais,
perfazendo um total de 94,2% de trabalhos praticos, demonstrando que houve interesse
pratico em utilizar a citometria de fluxo para estudos genéticos. De fato, inumeros trabalhos
em diferentes dreas relatam que estudos tedricos t€ém menor frequéncia que estudos
experimentais ou descritivos [LIMA-RIBEIRO & AL, 2007; CARNEIRO & AL, 2008].
Além disso, nos numeros dos periddicos poucos sdo os artigos tidos como “revisao” ou
tedricos (frequentemente um ou dois). Entretanto, apesar da baixa freqiiéncia de artigos
tedricos esses sdo frequentemente os artigos com maior nimero de citacio [LEIMU &

KORICHERA, 2005].

Ano a ano, com a eliminacdo da tendéncia “natural” do nimero de publicagdes,
observou-se um aumento expressivo no nimero de trabalhos em genética com o uso da CMF.
Entretanto, houve um pequeno decréscimo no ano de 2000 para 2001, e um relevante aumento
no ano de 2001 para 2002, sendo o coeficiente de correlacdo altamente significativo (Figura
4). Esse aumento de publica¢des na drea da genética com o uso da citometria de fluxo é um
indicativo do aumento de pesquisadores interessados nesse ramo da biologia. Considerando
que o nimero de publicacdes € uma das medidas mais utilizadas para quantificar o progresso
e a evolugdo da ciéncia, esse aumento de publicacdes, se deve a natural evolugdo da técnica
com o aperfeicoamento dos citometros, descoberta de novos anticorpos monoclonais € maior

producdo de fluorocromos [BERTHO & AL, 2000].
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Figura 4. Numero de artigos publicados em porcentagem, ao longo dos 16 anos, na drea da genética, utilizando
citometria de fluxo, indexados no ISI.

Considerando o nimero total de artigos e os paises que publicaram, observou-se que
do total de 2.642 trabalhos, 878 (i.e. 33%) foram desenvolvidos por autor de origem dos
E.U.A., 205 (7,7%) Japao, 196 (7,4%) Alemanha e 157 (5,9%) Inglaterra. Nesse “rank” o
Brasil ocupou a posicdo 26°, com total de 18 trabalhos representando somente 0,68% do total
de artigos Brasil (ver Figura 5 com a colocac@o dos 26 paises que mais publicaram trabalhos

genéticos com o uso de CMF).

O grande nimero de publicacdes de autores dos E.U.A, refletem a infra-estrutura e o
investimento deste pais em pesquisa. Atualmente, a atividade cientifica é altamente
concentrada em paises industrializados [CARNEIRO & AL., 2008]. Os resultados
evidenciados na figura 4 demonstram que grande parte da producdo cientifica de estudos com

CMF esta sendo realizada por paises desenvolvidos. A situacdo financeira das institui¢oes de
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pesquisas, muito mais critica do que a americana em outras partes do mundo did uma
dimensdo da dificuldade dos paises em desenvolvimento em promover as atividades
cientificas [PINTO & ANDRADE, 1999]. Ocorre uma mobilidade e transferéncia de
cientistas, que recebem algumas vantagens em relacdo ao seu pais de origem, além da infra-

estrutura, ha melhores saldrios para os pesquisadores [CURRAS & BARREIRO, 2008].

Considerando que o investimento em ciéncia estd diretamente relacionado com a formacao e
qualificacdo de pesquisadores, mestres e doutores titulados; apesar dos E.U.A deterem grande
parte das publicacdes, o Japdo é o pais com maior nimero de publicacdes cientifica em
relacdo ao nimero de doutores [KING, 2004]. Contudo a produgdo cientifica dos paises
latinos americanos tem crescido nos ultimos vinte anos, principalmente no Brasil, México,
Canada [HILL, 2004]. Entretanto, paises em desenvolvimento encontram dificuldades em
desenvolver trabalhos em dreas que necessitam de instrumentos com alta tecnologia, como as

encontradas em dreas de genética.
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Figura 5. Numero de artigos publicados em genética com o uso da CMF por paises.

Na avaliacdo do ndmero de revistas e o total de artigos, observou-se que 875
diferentes revistas publicaram sobre o assunto estudado. Porém, somente 15 revistas
obtiveram um nimero de publicacdes igual ou superior a 20 trabalhos, perfazendo um total de
476 artigos, que corresponde a 18% das publicagdes. Por numero total de artigos tem-se:
Blood (59 artigos), Cytometry (56 artigos), Cancer Res (38 artigos), Appl. Environ. Microbiol
(36 artigos), J. Immunol.(33 artigos), Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. (32 artigos), Cancer (32
artigos), Theor. Appl. Genet.(31 artigos), Clin. Cancer Res.(28 artigos), Am. J. Clin.
Pathol.(23 artigos), Br. J. Haematol.(23 artigos), Cancer Genet. Cytogenet.(23 artigos), J.

Immunol. Methods(21 artigos), Plant Sci.(21 artigos), Infect. Immun.(20 artigos) (Figura 6).
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Segundo Macias-Chapula (1998) e Vanti (2002), a revista na qual o trabalho foi
publicado é um dos critérios, dentre outros, para a avaliacdo do contexto em que se insere o
campo do conhecimento em avaliacdo. Em estudos genéticos correlacionados com a
citometria de fluxo, as revistas com alta taxa de publica¢do, como observado na figura 8,
editam apenas trabalhos especificos da drea relacionada a genética e sdo todas de circulagio
internacional. A maior parte das 15 revistas, 11 delas publicam temas relacionados
principalmente a genética humana, em particular no estudo do cincer [CURRAS &

BARREIRO, 2008].
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Figura 6. Revistas com frequéncia de publicagdo maior ou igual a vinte artigos.



30

Em relacdo aos métodos cienciométricos, hd uma grande variedade de aplicacdes, tais
como o uso do nimero de publicagdes e citacdes para auxiliar na avaliacdo do desempenho
cientifico de pesquisadores, grupos e centros de pesquisa; na tomada de decisdes quanto a
distribuicdo de recursos financeiros por parte de organizagdes governamentais e
internacionais, fundagdes e instituicdes de fomento e também no estudo de desempenho

comparativo entre as nagdes [VANTI, 2002].

Dois sdo os critérios principais para escolher as revistas que compdem o banco de
dados do ISI, a periodicidade e o fator de impacto das revistas, que corresponde a qualidade
da revista. Diante disso, hd um grupo de pesquisadores que os colocam como os Unicos
critérios de avaliacdo de um projeto cientifico e estabelecem que um artigo cientifico s6 tenha
valor se for publicado em uma revista com alto fator de impacto. Por outro lado, ha aqueles
que acham que a adocdo da hierarquizacdo de revistas cientificas e do nimero de citagdes de
publicacdes cientificas no julgamento de projetos, bolsas de produtividade de pesquisa e
avaliacdo de cursos de pds-graduacdo € mais uma das muitas formas de colonialismo cultural

[PINTO & ANDRADE, 1999].

Além dos resultados do nimero de citagdes de artigos serem usados como indicadores
do fator de impacto, sdo também usados para aplicar e descrever associacoes técnicas entre a

pesquisa cientifica e o desenvolvimento da tecnologia [CHIA LO, 2008].

Todavia, essa propor¢ao de citacdes a referéncias recentes depende da drea em que os
trabalhos sdo publicados. Em outras palavras pode-se dizer que o tempo de pertinéncia dos
conhecimentos produzidos, varia de acordo com o ritmo de atualizacdo de cada édrea da
ciéncia. Por exemplo, trabalhos em ciéncias sociais e ciéncias aplicadas, como as engenharias
e a computacdo, apresentam altissimas propor¢des de trabalhos que ndo sdo citados nos
primeiros cinco anos apds sua publicacdo; enquanto os trabalhos em ciéncias bioldgicas, a

qual se insere a genética sdo citados assim que publicados [STREHL, 2005].
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Neste trabalho, foi avaliado o fator de impacto das revistas com base no ano de 2007,
sendo encontrado artigos publicados em revista com elevadissimo fator de impacto (FI igual a
52,589). Entretanto, ano a ano a maioria das revistas apresentou um fator de impacto (FI)
médio em torno de quatro, nao demonstrando grande variacdo ao longo do tempo, o que é
interessante, pois com o tempo a tendéncia € que novas revistas comecem a se interessar sobre
0 assunto em questdo, ocasionando uma reducdo média do fator de impacto (simplesmente
devido ao aumento do nimero de revistas de menor prestigio). No entanto, nota se que parece
0 seguinte: por mais que existem novas revistas que se interessam sobre esse assunto, essas
tendem a ter um elevado FI, ou seja, sao revistas de elevado prestigio (Figura 7) [PINTO &

ANDRADE, 1999].
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Figura 7. Fator de impacto (FI) das revistas analisadas.
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O aumento do numero de revistas ao longo do tempo que publicam sobre determinado
assunto pode ser mensurado pelo indice de diversidade de Shannon. O Indice de Shannon é
muito utilizado em ecologia e define que a diversidade de espécies estd associada a uma
relacdo entre o nimero de espécies (riqueza de espécies) e a distribuicdo do nimero de
individuos entre as espécies (equitabilidade) [MOCO & AL., 2005]. O indice de Shannon
demonstrou que a diversidade de revistas aumentou ao longo dos anos, indicando que o tema
passou a despertar interesse em diversas dreas da ciéncia (figura 8). Foram 875 revistas
diferentes que publicaram sobre o assunto, sdo periddicos que publicam sobre genética

humana, animal, vegetal e outros organismos.
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Figura 8. Shannon H'- indice de diversidade das revistas.
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A figura 9 evidencia a colocagdo dos 30 autores que mais publicaram sobre estudos de
genética com o uso de CMF, sendo que os Cornellisse C.J. e Reid B.J. foram os autores que
mais publicaram, com respectivamente 16 e 14 artigos. Além disso, o nimero de autores por
artigo tem aumentado ao longo do tempo (figura 10), sendo que no inicio da década de 90, em
média os artigos tinham quatro autores, e atualmente apresentam em média mais de seis
autores. Quando interpretada a relacdo positiva entre o niimero de autores e também citagcdes
por artigo, concluiu-se que o beneficio de colaboragdo entre os autores ocorre por simples
troca e complementagdo de experi€ncias cientificas ou por terem contatos pessoais com algum
pesquisador envolvido no trabalho que sera publicado, recebendo assim convite para

participar do mesmo [LEIMU & KORICHEVA, 2005].

O potencial beneficio da colaboracdo cientifica das instituicdes depende do tipo de
colaboracdo, da disciplina, do pais ou paises envolvidos. Por exemplo, a colaboracdo
internacional além de aumentar o nimero de citagdes também € benéfica para as pequenas
universidades e paises em desenvolvimento. Colaboracdes multi- institucionais tém sido
comum no meio cientifico, pois além de promoverem interdisciplinaridade também aumentam

o crescimento cientifico [GOLDFINCH & AL, 2003].
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Figura 10. Numero de autores por artigos nos anos pesquisados.

A citometria de fluxo € apropriada para o estudo de células de vérios organismos,
sendo fundamental que vdrios citdmetros de fluxo estejam presentes nas universidades,
industrias e laboratdrios particulares. A citometria de fluxo com suas varias metodologias tém
facilitado e impactado principalmente o campo de pesquisa das ci€ncias biomédicas. Nas
aplicagdes da CMF de modo geral o foco de andlise sdo as células que tem sido marcadas e

quantificadas com alta resolu¢c@o em varios sistemas bioldgicos [ NOLAN & MANDY, 2006].

A andlise dos tipos de organismos estudados geneticamente com o uso da citometria
de fluxo revelou que a maior parte dos estudos foram desenvolvidos com humanos
representando 1.446 artigos (54,7%), seguido de outros mamiferos 368 artigos (13,9%),
plantas 319 artigos (12,1%), virus e bactérias com 223 artigos (8,4%), fungos com 61 artigos
(2,3%), algas com 42 artigos (1,6%), peixes com 40 artigos (1,5%), aves com 22 artigos
(0,8%), protistas com 21 artigos (0,8%), insetos com 14 artigos (0,5%), moluscos com 9

artigos (0,3%), répteis com 6 artigos (0,2%).
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Apesar de existirem diferentes organismos sendo investigados com o uso de citometria
de fluxo, € claramente evidente que a maior parte dos artigos foi desenvolvida em trabalhos
com a espécie humana, usando a técnica principalmente para deteccao de patologias. (Figura
11a). Além disso, considerando a tendéncia temporal (removendo também o efeito do
aumento de artigos) observou-se que a partir de 1999 o nimero de artigos com a espécie
humana comecou a declinar, entretanto, mesmo assim sempre apresentando o maior nimero
de artigos (figura 11b). Tradicionalmente os estudos de citometria de fluxo tem se interessado
na espécie humana, porque a técnica foi originalmente desenvolvida para contagem e andlise
de células sanguineas na década de 1950, seguida pelo estudo dos linfécitos na monitorizacao
imune na década de 1980, a partir desta época a CMF generalizou se a outras dreas e outros
organismos. Apesar da superioridade de estudos com humanos, a tendéncia temporal dos
organismos estudados (figura 11b) revelou que estudos com plantas, virus e bactérias t€m
aumentado nos anos recentes, demonstrando o interesse da comunidade cientifica em usar
essa técnica para esses organismos também. No estudo com plantas, nota se que a maioria dos
trabalhos envolvem estudos de variabilidade e comparagdo de espécies, nos virus e bactérias a
CMF ¢ utilizada em estudos de patogenicidade, metabolismo e outros [CHINNADURALI,
1998; CORTE-REAL, 2002; LOUREIRO & SANTOS, 2004; SIMONOVIK & AL, 2007; GE

& AL, 2007].
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Figura 11a. Tipos de organismos estudados por artigos publicados.
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A genética humana tem sido importante para a avaliacdo da espécie humana porque
tem suas bases de estudo nos &acidos nucléicos e nas proteinas [CURRAS & BARRERO,
2008]. A maioria das publicacdes de estudos genéticos em citometria de fluxo é com
proteinas, porque € a chave para compreender a fungdo celular. Em segundo lugar estdo
trabalhos que envolvem as andlises do conteido genético sob vérios enfoques como ilustrado

na figura 12 [NOLAN & MANDY, 2006].

Com relacdo ao tipo de material genético estudado, tem-se que 1.656 artigos (62,7%)
foram realizados com proteinas, 481 (18,2%) com DNA ploidia, 470 (17,8%) artigos com
DNA conteddo incluindo gene, sem preocupac¢do com o nimero cromossomico (ploidia), 13

(0,5%) artigos com RNA contetdo e 3 (0,1%) artigos com RNA de fita dupla (RNAsi).
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Figura 12. Tipo de estudo por artigos, quanto a andlise do contetido celular.

De acordo com o organismo estudado, observa-se uma tendéncia na escolha do
material para estudo; por exemplo, em humanos predomina a escolha pela pesquisa do

fendtipo (proteina), enquanto que nas plantas ha predominio de pesquisa com material
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genético; 1sso ocorre porque dentro de cada organismo t€m-se interesses de pesquisa distintos.
Nos humanos sdo abordados vdrios temas para pesquisa: atividade celular e metabdlica,
monitorizacdo imune e terapéutica, diagndstico e progndstico de doengas através da marcagao

das proteinas evidenciando o fenétipo celular [ROSAS-TARACO & AL, 2007].

Em plantas os temas de maior interesse se relacionam ao estudo de variabilidade
genética, que tem importancia tanto para preservacdo quanto para modificacdo das espécies
desse grupo [LEWISON, 2007]. Contudo em qualquer grupo de organismo pode se estudar
qualquer tipo de material (DNA, RNA e proteina) como evidenciado na figura 13 [NOLAN &

MANDY, 2006].
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Figura 13. Tipos de estudo por organismos x nimero de artigos.

Considerando estudos com humanos, observa-se uma grande variedade de assuntos
abordados; dos 1.446 artigos 795 (55%), estao relacionados a doencas como mostra a figura

16. Entretanto o maior enfoque esta na drea oncoldgica com 642 publicacdes (44,4%). Isso se
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explica porque a citometria de fluxo foi criada inicialmente para drea hematolégica, sendo
posteriormente despertado o interesse de pesquisadores nas dreas biomédicas, sobretudo no
estudo oncolédgico devido sua praticidade e desenvolvimento de novas metodologias em curto

espaco de tempo [ORFAO & AL, 1995].

Numerosas alteragdes na sequéncia do DNA provocam o cancer, existindo em torno
de 291 genes que sdo considerados oncogenes. Essas alteracdes na sequéncia do DNA podem
ser transmitidas quando ocorrem em células germinativas ou ndo transmitidas quando
ocorrem em células somaticas. Sabe-se que 90% dos casos de cancer sio em células
somaticas, 20% em células germinativas e 10% em ambos [FRUTEAL & AL, 2004]. A
alteracdo genética mais comum no cancer sao as translocacdes cromossdmicas, que formam
genes quiméricos e estdo presentes principalmente em leucemias, linfomas e sarcomas,
entretanto esses tipos representam somente 10% de todos os tipos de cancer [FUTREAL &
AL, 2004]. O desenvolvimento cientifico no estudo da genética humana relacionada a
oncologia, requer que as pesquisas cientificas sejam dinadmicas, informativas e tenham funcao
na sociedade de promover a melhoria do diagndstico e tratamento dessas doencas, sem,
contudo esquecer das demais patologias que acometem os humanos como as doengas auto-

imunes, a AIDS, hepatite C dentre tantas outras [CURRAS & BARREIRO, 2008].
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Figura 14. Tipos de doencas estudadas em humanos por artigos.

A integracdo de eventos moleculares na transformacdo da célula para desenvolver o
cancer, ou seja, sua malignizacdo tornou-se objetivo de estudos de muitos pesquisadores e
instituicdes [CURRAS& BARREIRO, 2008; FUTREAL & AL, 2004]. Para exemplificar esta
afirmacdo tem-se a figura 15, onde mostra que no total das publica¢des 107 (17%) foram em
leucemias e linfomas, 81 (13%) foram definidos como ndo-especificados (N.E.) representam
artigos que estudaram os processos celulares envolvidos com neoplasias, 77 (12%) foram em

cancer de mama, 74 (11%) em cancer no reto seguido por outros menos estudados.

Nos estudos realizados na drea oncoldgica, observa-se um numero elevado de

pesquisas em leucemias e linfomas, cancer de mama, de reto, ttero dentre outros; seguidos
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por estudos ndo especificados quanto ao tipo de cancer, entretanto, igualmente relevantes
porque avaliaram atividades celulares diversas destas entidades [CURRAS & BARREIRO,

2008; ORFAO, 1995].
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6 Conclusoes

Foi realizado um extenso levantamento cienciométrico de publicacdes na darea da
genética com o uso da citometria de fluxo, onde foram avaliados vdrios critérios em cada
trabalho. Dessa forma, para o presente trabalho as técnicas cienciométricas foram satisfatérias
para demonstrar o “estado atual da arte” de estudos genéticos com o uso de citometria de

fluxo.

Observou-se que houve a tendéncia de aumento no numero de publicagdes ao longo

dos anos e que a maioria foram trabalhos praticos (experimentais ou descritivos).

Verificou-se que os paises desenvolvidos apresentaram maior nimero de trabalhos
publicados, provavelmente pelo investimento em insumos e equipamentos. Os paises em
desenvolvimento, entre eles o Brasil apresentaram pouca contribui¢cao em estudos de genética
usando citometria de fluxo, assim, considerando que ha um crescente aumento no nimero de
trabalhos de citometria de fluxo e que indmeras revistas t€ém se interessado por esse tema é
recomendavel investimentos financeiros e formacdo de pessoas qualificadas por parte das
agéncias governamentais para a expansdao e consolidacdo dessa técnica em paises em

desenvolvimento.

Além do incremento do nimero de artigos por ano, observou-se também um aumento
do nimero de autores por artigo ao longo do tempo, evidenciando o interesse na colaboracao
para o desenvolvimento de trabalhos cientificos com esse tema. Além disso, o fator de
impacto médio das revistas manteve-se constante ao longo do tempo (em torno de quatro), e a
diversidade revistas (baseado no indice de Shannon) apresentou um incremento significativo
ao longo do tempo, demonstrando que vdrias dreas da ciéncia t€m interesse em estudos

genéticos com a citometria de fluxo.
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Observou-se ainda que varios organismos foram estudados geneticamente com a
citometria de fluxo, entretanto notou-se sempre um maior nimero de trabalhos publicados
com humanos. Seguido da importancia dos estudos com humanos, observou-se também
importante aumento no nimero de trabalhos com outras espécies (principalmente plantas e
virus/bactérias). Dessa forma, este estudo reforca e incentiva a importancia do uso da
citometria de fluxo com outros organismos (como répteis, aves, algas e etc), pois é uma
técnica bem consolidada e podera auxiliar nas respostas as questdes genéticas, ecoldgicas e

evolutivas de diversas espécies.

Virios tipos de estudo foram realizados, utilizaram-se proteinas, DNA e RNA. Foram
observados que o tipo de estudo se relaciona com o organismo; por exemplo, em humanos
utilizou-se mais proteina, em plantas DNA, contudo qualquer material pode ser estudado nos

diferentes organismos.

Como caracterizagdo geral dos estudos de citometria de fluxo com a espécie humana,
notou-se que a maior parte dos estudos envolve patologias, sendo que das doencas
investigadas, o cancer obteve maior nimero de trabalhos, sendo as leucemias/linfomas o tipo

de cancer com maior nimero de estudos.

Por fim, conclui-se que ha inimeras possibilidades de aplicagdes da citometria em
diferentes dreas da biologia, que associadas a cienciometria, demonstram um potencial para

maior exploracdo da técnica na drea da genética e da biologia molecular.
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