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RESUMO

O cancer de ovario (CO) ¢ a quinta maior causa de mortes de mulheres, por cancer, na
América do Norte. No Brasil, segundo o INCA (Instituto Nacional do Cancer), a
estimativa ¢ de 6.150 novos casos para esse ano. Umas das dificuldades apresentadas
no tratamento ¢ a presenca de ascite, normalmente associada a metastases ¢ a doenga
refrataria, o que € um sinal de mal progndstico. O objetivo deste estudo foi padronizar
métodos para isolar, cultivar e caracterizar subpopulagdes celulares presentes em
amostras do liquido ascitico de pacientes com cancer de epitelial de ovario, atendidas
no Servico de Ginecologia e Obstetricia do Hospital das Clinicas/UFMG (HC-
UFMG), como modelo para estudar mecanismos relacionados a quimioresisténcia e
proliferacdo tumoral. Trés pacientes foram incluidas no estudo e a analise
microscopica mostrou grande quantidade e variabilidade celular. O cultivo primario
das amostras foi estabelecido, com crescimento confluente das células no 5° dia.
Diferentes ensaios foram realizados na tentativa de caracterizar essas células. O ensaio
de imunofluorescéncia avaliou a presenca das moléculas E/P caderina nestas células,
que mostrou um resultado negativo, o que ¢ indicativo da passagem das cé€lulas para
um fendtipo metastatico ou indicativo da predominancia de fibroblastos na placa. O
citoesqueleto e nticleo celular também foram marcados para verificar preservagao da
morfologia dessas estruturas, que revelou nucleos e citoesqueletos irregulares e
presenca de células binucleadas. A avaliagdo da expressao de imunomarcadores
relacionados as vias de transi¢do epitélio mesenquimal e pluripoténcia, nas amostras
de liquido ascitico das pacientes com CEQO, por citometria de fluxo, ndo foi concluida,
pois as células presentes nessas amostras nao resistiram ao pré-preparo necessario para
este ensaio e mostraram-se aglomeradas, o que impossibilitou a contagem. Estudos
estdo em andamento para otimizagdo dos ensaios necessdrios para a caracterizagdo
fenotipica e imunofenotipica desse tipo de amostra.

Palavras-chave: Liquido ascitico; cancer epitelial de ovario; cultivo primario;
imunofluorescéncia; imunofenotipagem por citometria de fluxo.
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ABSTRACT

Ovarian cancer (OC) is the fifth cause of cancer deaths in North America. In Brazil, 6,150
new cases are estimated for this year according to INCA. One of the difficulties in OC
treatment is the refractory disease, wherein the patients present disease progression and
ascites. Ascites is associate to intraperitoneal metastasis and/or distant metastasis as
results conditions patients normally have bad clinical outcome and poor prognosis. This
study aimed standardize methods for isolate, culture and characterize subpopulations
present in ascites from Epithelial Ovarian Cancer patients, as study model of tumor
proliferation and resistance mechanisms. The samples of ascitic fluid were collected from
three patients attended at the Gynecology Oncology Service of Hospital das
Clinicas/UFMG (HC-UFMG). The primary cell culture was established, with confluent
grow in fifth day. Many assays were done to attempt cell characterization. The
immunofluorescence assay evaluated the E/P cadherin presence. The results showed
negative expression of these molecules, which could mean passage of the cells through
the epithelial-mesenchymal (EMT) transition process, phenomenon that contributes to the
metastatic phenotype, or indicate fibroblast presence. In addition, the cytoskeleton and
cell nucleus were marked to verify morphology preservation of these structures, which
revealed an irregular cell nucleus and cytoskeleton and binuclear cells. The expression of
imunomarkers related to the mesenchymal epithelial transition pathways and
pluripotency in ascites samples of CEO patients by flow cytometry could not be done,
because procedures and counting necessaries to this assay were prevented by formation
of cell pellets. Studies are in progress to optimize assays for phenotype and
imunophenotype characterization of this type of sample.

Keywords:  Ascitic  fluid; ovarian  epithelial cancer; primary culture;
immunofluorescence; immunophenotyping by flow cytometry
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INTRODUCAO

O cancer de ovario (CO) ¢ a quinta maior causa de mortes por cancer, em mulheres, na
América do Norte, e no ano de 2012, foram estimados 238.700 novos casos ¢ 151.900
mortes por cancer de ovario em todo o mundo. Para 2018, estima-se que havera
aproximadamente 22.240 novos casos diagnosticados e 14.070 mortes por cancer de
ovario, nos EUA, de acordo com a Global Cancer. No Brasil, segundo o INCA (Instituto

Nacional do Cancer), a estimativa 2018/2019 ¢ de 6.150 novos casos.

A doenga ¢ silenciosa, somente apresenta sintomas em fases avangadas (estagios I1I e IV)
e com isso € pouco detectada em estagios iniciais (I e II). Além disso, a deteccdo tardia
também se da devido a inexisténcia de um marcador totalmente eficaz para deteccao
precoce da mesma, reduzindo assim, as chances de €xito no tratamento. Diante destes
fatores, a taxa de sobrevida relativa de 5 anos das pacientes ¢ de menos de 50% (REID et
al., 2017). O marcador CA-125, também conhecido como MUC 16, tem se mostrado o

mais sensivel em relagdo ao CO e tem sido o mais utilizado (VALENTE, 2011).

CO representa um grupo heterogéneo de neoplasias classificadas e sub-classificadas de
acordo com o tipo histoldgico e grau de diferenciagdo do tumor (CHO; SHIH, 2009). O
cancer epitelial de ovario (CEO) ¢ o subtipo predominante. Com base em estudos
morfologicos, moleculares e genéticos recentemente foi proposto um modelo que agrupa
o CEO em duas categorias: tipo I e tipo II (KURMAN; SHIH, 2008). Incluidos na
categoria tipo I estdo os tumores que tem seu desenvolvimento restrito aos ovarios, sao
mais indolentes e possuem diferentes graus de atipia: carcinomas serosos de baixo grau,
endometridides de baixo grau, mucinosos e de células claras. Estes se geralmente se
encontram associados as mutacdes nos genes KRAS, BRAF, PTEN, PIK3CA, CTNNBI,
ARIDIA e PPP2RIA e sdo responsaveis por 10% da taxa de mortalidade por CEO. A
categoria tipo II é composta por tumores mais agressivos, de dificil diagnostico e
consequentemente mais letais: carcinomas serosos de alto grau, endometridides de alto
grau, indiferenciados. Pode-se dizer que 80% destes estdo relacionados com mutagdes do

gene TP53, que ¢ um gene supressor tumoral (KURMAN; SHIH, 2008).

Apesar que, a maioria das pacientes apresenta remissao completa da doenga apos a
cirurgia citorredutora e quimioterapia a base de platina e taxanos, normalmente observa-

se recidiva nos primeiros dois anos ap6s o tratamento. A presenca de ascite nas pacientes
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com CEO pode estar contribuindo para a recidiva da doenga. A ascite ¢ caracterizada
como o acumulo de um liquido com alto teor de proteinas séricas e leucocitos (exsudato),
na cavidade abdominal. Esse problema atinge cerca de 10% das pacientes e a principal
causa desse acumulo seria um processo inflamatorio gerado pelo extravasamento de
liquido e células malignas do tumor para a cavidade abdominal. Dados da literatura
demonstram a importancia da relacdo entre o influxo de células inflamatérias e o
crescimento tumoral bem como a presenca de infiltrado inflamatorio (macréfagos e
polimorfonucleares) no estroma e na periferia de tecidos neoplasicos, como fator

prognostico, reforcando relagdo entre presenca de ascite e metastase intraperitoneal e/ou

metastases distancia (MEUNIER et al., 2010; SAAD-HOSSNE, 2003).

A triagem inicial de um paciente com possivel ascite deve incluir seu historico, avaliagao
fisica e paracentese abdominal, que ¢ o método utilizado para a coleta do liquido ascitico.
A paracentese abdominal, normalmente realizada no quadrante inferior esquerdo do
abdomem, permite que sejam realizadas andlises citologicas e bioquimicas do liquido
ascitico e se apresenta como a forma mais eficiente para confirmar ou diagnosticar a

presenca de ascite, sua causa e determinar uma possivel infec¢io (JUNIOR et al., 2009).

Sendo assim, o estudo desta doenca utilizando um modelo que possivelmente abrange a
pluralidade celular e correlaciona as caracteristicas clinicas, patologicas e moleculares do
CO, como o liquido ascitico, podera esclarecer mecanismos relacionados a fendmenos de
transigdo epitélio-mesenquimal (EMT), pluripoténcia, resisténcia aos farmacos utilizados

no tratamento e capacidade de regeneracdo do tumor apds a terapia (KAR et al., 2017).

O objetivo deste estudo foi padronizar técnicas para a caracterizacdo das populagdes
celulares presentes em amostras do liquido ascitico de pacientes com CEO atendidas no

Servigo de Ginecologia Oncolédgica do Hospital das Clinicas/UFMG (HC-UFMGQG).

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Servigo de Biologia Celular da Fundagao Ezequiel Dias,
sob responsabilidade da Dra. Luciana Maria Silva, nos meses de abril a outubro de 2018.
As amostras bioldgicas utilizadas, foram coletadas de trés pacientes atendidas, entre os

anos de 2008 e 2011, no Servico de Ginecologia Oncologica do HC-UFMG, sob a
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responsabilidade dos Professores Dr. Agnaldo Lopes da Silva Filho e Eduardo Batista
Candido.

Este protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo
seres humanos da UFMG (COEP-UFMG) Parecer n° 0326/2008. As trés pacientes
incluidas no estudo, tinham idade acima de 18 anos, apresentavam diagndstico de CEO
metastatico com proposta de tratamento cirurgico ou quimioterapico, ndo apresentavam
evidéncia de algum processo infeccioso agudo peritoneal, histéria de uso de
imunossupressores, corticosteroides e/ou anti-inflamatorios nao esteroides héa pelo menos
trés meses e concordaram através do termo de consentimento livre e esclarecido em

participar do estudo.

A participagdo na pesquisa ndo implicou modificagdes no tratamento proposto as
pacientes, uma vez que apenas foram coletadas amostras de liquido ascitico. Os riscos do
estudo proposto sdo aqueles inerentes ao procedimento cirurgico primario, sem riscos
adicionais as pacientes. O seu maior beneficio seria a possibilidade de expandir os
conhecimentos sobre a populacao celular presente na ascite neoplasica, relacionando-a

com os dados clinicos das pacientes acometidas pelo CEO.

Processamento das amostras

As amostras foram processadas de acordo com procedimento operacional padrdo do
laboratorio. Foi realizado um célculo para que a concentracao final do DMSO no tubo
com a amostra para congelagdo fosse de 6% do volume total. Considerando que, a adi¢ao
do DMSO a suspensao, gera calor, foi necessario adicionar o DMSO em meio de cultura
sem suplementacgdo antes de adiciona-lo ao liquido ascitico. Apos serem processadas, as
amostras foram submetidas a um congelamento rapido utilizando nitrogénio liquido e

armazenadas a -80°C.
Citologia oncotica

As laminas foram realizadas de acordo com Caputo (2010). O liquido ascitico foi
descongelado em banho-maria a 37°C e em seguida centrifugado a 1.500 rpm por 5
minutos. Apds a centrifugacdo o sobrenadante foi parcialmente descartado e com o

auxilio de uma pipeta, o sedimento foi depositado na parte central superior de uma lamina
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limpa e desengordurada e prosseguiu-se com o arraste do liquido até a outra extremidade
utilizando uma esfregadeira (esfregaco). A lamina foi deixada em repouso na posi¢ao
horizontal para secar naturalmente e em seguida foi realizada a fixagdo com metanol. A

lamina foi corada com Giemsa e posteriormente analisada.
Cultivo das células presentes no liquido ascitico

O cultivo das células presentes no liquido ascitico foi realizado de acordo com Kar e
colaboradores (2017), modificado. O liquido ascitico foi centrifugado a 1500 rpm,
durante 5 min e o sobrenadante foi descartado. O sedimento foi resuspendido em 10 ml
de meio DMEM alta glicose, suplementado 10% de soro bovino fetal e 1% de antibidtico
(estreptomicina e anfotericina B) e adicionado com o auxilio de uma pipeta a frascos de
cultura T75. O ntmero de frascos colocados em cultura aumentada, dependia da
quantidade de liquido ascitico recebido. Os frascos de cultura foram mantidos com
“tampa meia rosca’” em uma camara humidificada com atmosfera de 5% de CO; a 37° até
obter adesdo e crescimento celular confluente. Para a troca de meio, o meio ja contido
dentro do frasco de cultura foi removido com o auxilio de uma pipeta e foram adicionados

10 mL de meio novo.

Ensaio de imunofluorescéncia

O perfil dos marcadores E-caderina e P-caderina foi avaliado nas células do liquido
ascitico que estavam em cultura, utilizando os anticorpos primarios: anti E-Caderina
cat.610182 (BD Biosciences), anti P-caderina cat.610228 (BD Biosciences). As células
foram semeadas em microplaca de 8 pogos. Apds 24 horas, com visualizagao das células
aderidas a placa, o meio de cultura foi sutilmente aspirado em cada po¢o, as células foram
lavadas com PBS 1X e fixadas com formaldeido 4% a temperatura ambiente. Apds a
fixagdo, as células foram permeabilizadas com Triton X-100 0,1% em PBS, por 10
minutos. Em seguida, todos os pogos foram lavados novamente com PBS 1x por 3 vezes
e incubados com tampao de bloqueio (10% de SFB, 1% BSA em PBS) por 60 minutos.
Apos esse periodo, as células de dois dos pogos foram incubadas com o anticorpo
primario E/P caderina diluido em tampao de bloqueio na concentracdo final de 5 pg, por
45 minutos. Células de um terceiro poco foram incubadas com a faloidina ALEXA
FLUOR 488 cat. # A12379 (Molecular Probes) para marcagao do citoesqueleto. Os pogos

foram lavados com PBS 1x por 3 vezes. Em seguida, aplicou-se o anticorpo secundario
Revista NBC - Belo Horizonte —vol. 9, n® 17, julho de 2019
6



Pavsadua Corviio in Hacion B Bwudrcan
Coedn v e Wbl e b by wabl)

. HENDRIX
A IS5M: 2238-1943
anti-IgG mouse conjugado com FITC cat. F5262 (SIGMA®) nos pogos incubados com os
anticorpos primdrios para E/P caderina. Ap6s 1 hora de incubagdo, os pogos foram
lavados 3 vezes com PBS 1X e os nucleos das células marcados com DAPI (4°, 6 —
Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride) por 5 minutos. Novamente, os pogcos foram
lavados com PBS 1X por 3 vezes. As marcagdes foram analisadas no microscopio de
fluorescéncia da Carl Zeiss (Axiovert 200M), utilizando o programa Carl Zeiss

AxioVision Rel. 4.8.2.

Pré-preparo da amostra para o ensaio de imunofenotipagem

Para o ensaio de imunofenotipagem, por citometria de fluxo, os anticorpos CD34, CD45,
CD14, CD90, CD19, CD117, e CD14 foram selecionados, pois estes sdo marcadores que
melhor poderiam auxiliar na caracterizagao das células para os mecanismos tumorais de
interesse como: transicdo epitélio-mesenquimal (EMT), pluripoténcia, resisténcia aos
farmacos utilizados no tratamento e capacidade de regeneracdo do tumor em pacientes

com CEO e presenca de ascite.

Para realizagdo deste ensaio, as amostras foram descongeladas em banho-maria a 37°C e
centrifugada & 1500 rpm durante 5 minutos. Em seguida, apds a centrifugacio, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 5 mL de PBS 1X juntamente
com ImL de tampdo de lise de hemdcias. As células foram contadas em camera de
Neubauer, utilizando a solucdo de azul de tripan na propor¢do de 150 pL:50 uL de

amostra.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Analise das laminas de citologia oncotica

A citologia oncoética caracteriza-se pela analise microscopica de células independente da
sua origem. As amostras liquidas, sdo as que possuem maior diversidade de
procedimentos. O citodiagnostico da énfase na aparéncia geral das células e seus ntcleos.
Em relagdo ao citoplasma, as caracteristicas gerais mais importantes incluem tamanho,
forma e aparéncia e em relacdo ao nucleo incluem o seu tamanho em relagdo ao
citoplasma, sua forma, posicdo do mesmo dentro da célula, quantidade, padrao da

cromatina, aparéncia do nucléolo e presenca de figuras de mitose (COMAR, 2010).
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Durante a escrutinacdo da lamina foi possivel observar anisocitose e alta
que um seria reflexo da incapacidade dessas células em produzirem matriz extracelular e
se diferenciarem. As células em sua maioria, se apresentaram bi e multinucleadas, com
dois ou mais nucléolos, bordas apagadas, citoplasma irregular, reduzido e hipocromatico.
Os nucleos se apresentaram irregulares, aumentados e sem hipercromatismo. Em diversos
estudos, essas caracteristicas celulares atipicas foram descritas, como sendo
caracteristicas de células neoplésicas e da resposta de tecidos a lesdes recessivas e
inflamacao. Esses resultados corroboram com resultados de MEUNIER e colaboradores
(2010) ¢ SAAD-HOSSNE (2003), que concluiram que a ascite ¢ um processo
inflamatorio gerado pelo extravasamento de liquido e células malignas do tumor para a

cavidade abdominal.

Figura 1: Apectos morfologicos das células do liquido ascitico coradas com Giemsa. Aumento 5X.

Analise do cultivo primario das células do liquido ascitico

O liquido ascitico fornece uma boa fonte de células tumorais que sao eliminados a partir
do tumor primario (ALVES et al., 2010). O cultivo primario estabelecido a partir do
crescimento de células provindas de um tecido ou liquido pode ser obtido de forma
mecanica ou enzimatica e as células que conseguem aderir ao frasco de cultura formam a
primeira monocamada de células daquele tecido (KAR et al, 2017). Essas células
possuem as caracteristicas do local de origem e podem crescer em cultura por um
determinado periodo de tempo, sendo denominadas células primérias. Assim, o estudo
das populagdes celulares obtidas do liquido ascitico, podera permitir a identificagdo de
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biomarcadores adequados para o manejo clinico das pacientes, o que podera contribuir

para um tratamento preciso, melhorando a expectativa de vida das mulheres afetadas.

Apesar que, essas células em cultivo normalmente possuem um tempo de vida curto, esta
¢ a forma mais utilizada para estudar o comportamento de determinadas células devido a
capacidade de conservagdo de muitas caracteristicas genotipicas e fenotipicas da amostra
de origem. A medida que a cultura é repicada, as células com uma maior capacidade de
proliferacdo predominam na garrafa de cultivo em detrimento das células que ndo se
adaptaram bem ou que, devido a traumas do processo de desagregagdo, ndo mantiveram

uma taxa normal de proliferacdo (ALVES et al., 2010).

No presente estudo foi possivel, através do cultivo, visualizar crescimento confluente com
forma¢do de monocamada, em frasco T75, no 5° dia de cultivo (Figura 2A). Contudo,
pdde-se observar que as células ndo resistiam a expansao para outros frascos de cultura,
o que inviabilizou que fossem realizados todos os ensaios propostos para o andamento do
trabalho. Observou-se ainda o aumento progressivo da presenca de fibroblastos e reducao

da confluéncia na monocamada apds o 7° dia de cultivo (Figuras 2B e C).

FIGURA 2: Aspecto morfolégico das células do liquido ascitico no estabelecimento da cultura
primaria. (A) Monocamada confluente apds 5 dias de armazenamento a 37°C/ 5% de CO»; (B) Células
senescentes; (C) Perda da confluéncia e predominancia de fibroblastos. Aumento 10X.

Analise do ensaio de imunofluorescéncia

As condi¢des adequadas de cultivo das células do liquido ascitico devem possibilitar a
producao de células vidveis e com morfologia caracteristica, principalmente de estruturas,
como o nucleo e citoesqueleto, que sdo essenciais a sua sobrevivéncia. Neste estudo, foi
realizada a andlise por imunofluorescéncia dos marcadores E/P caderina. As células

também foram marcadas com faloidina e DAPI.
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As moléculas de E-caderina, localizadas nas superficies das células de tecido epitelial, e
suas interagdes dependentes de cdlcio, sdo cruciais para a formagdo e manutengdo de
juncdes aderentes em areas de contato célula-célula. As moléculas P-caderina, também
encontram-se localizadas nas jungdes intercelulares, do tipo aderente, mas apresentam
diferentes caracteristicas das E-caderinas, como: distinto peso molecular, distinta
especificidade de ligacdo e distinta distribui¢do tecidual. Estas sdo expressas por uma
grande variedade de tecidos durante a embriogénese. (PAREDES et al., 2002). As
moléculas E-caderina e P-caderina, consideradas caderinas cléssicas, € seus papéis na
determinagdo do fendtipo epitelial, na migracdo e diferenciagdo celular, ¢ na

disseminag¢do tumoral, tem estimulado um enorme interesse nesta familia de moléculas

de adesao (PECINA-SLAUS, 2003; PAREDES et al., 2002).

A faloidina é um peptideo biciclico toxico, de acdo rapida, extraido do cogumelo Amanita
phalloides, que possui alta afinidade com filamentos de actina, possibilitando sua
utilizagcdo na marcacdo de citoesqueleto (LENGSFELD et al., 1974), enquanto que os
nucleos foram marcados com DAPI, um composto fluorescente que se integra no material
genético celular, preferencialmente, entre os pares de bases GC ou sequéncias com GC e

AT intercalados (TANIOUS, 1992).

No presente estudo, as células se apresentaram negativas para E/P caderina (Figura 4). A
perda da adesdo mediada por essas caderinas, normalmente, caracteriza a presenca de
células provindas de tumores primarios em transi¢do para cancer metastatico invasivo
(PECINA-SLAUS, 2003; PAREDES et al., 2002) e/ou presenca de fibroblastos, que por
serem sao mesenquimais ndo expressam E/P caderina. Esses resultados corroboram com
estudos que apontam a ascite como a disseminadora de células tumorais pelo peritonio
causando metastases a longa distancia e corroboram com o fato de que as células

primarias apresentam senescéncia precoce, seguida da predominancia de fibroblastos.
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FIGURA 4: Visualiza¢do microscépica das células marcadas para E/P caderina. (A) (B) Células
negativas para a marcacao com E-caderina. (C) (D) Células negativas para a marca¢do com P-caderina.
Aumento 20X.

A marcagdo com faloidina, por sua vez, revelou nucleos e citoesqueletos irregulares e
presenca de células binucleadas. Foi possivel visualizar células com marcagdo acentuada
do filopddio e morfologias distintas indicando possivel variabilidade da populagao celular

presente na amostra (Figura 5).

FIGURA 5: Visualizacdo microscopica das células marcadas. Células marcadas com DAPI (ntcleo) e
Faloidina (citoesqueleto). Aumento 20X.
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Analise do pré-preparo das amostras para o ensaio de imunofenotipagem

A imunofenotipagem por citometria de fluxo ¢ uma técnica que permite analise rapida,
objetiva e quantitativa de células em suspensdao (FALDYNA et al., 2001). Essa técnica
foi introduzida em meados do século XX e era utilizada em centros tecnoldgicos apenas
para a obtencao de parametros simples como forma e tamanho, porém com os avangos da
tecnologia e a producao dos anticorpos monoclonais, hoje a citometria de fluxo pode ser

utilizada de forma ampla (MARTINS; GAGLIANI, 2008).

Para serem introduzidas no citdbmetro, as amostras celulares sdo marcadas com
anticorpos, ligados a fluorocromos, anti os receptores selecionados para avaliar o perfil
de expressao destes marcadores nas populagdes presentes na amostra. Assim que as
células atravessam a camara sao envolvidas por uma solucao tampao, e passam em fila
simples pela luz emitida pelo laser por meio de um sensor eletronico. O fluxo utiliza
iluminagao por laser de argénio (azul), que tem uma energia de luz incidente de 488nm.
O fluorocromo acoplado ao anticorpo absorve a energia do laser e emite essa energia em
forma de luz, em comprimentos de ondas especificos para o fluorocromo empregado. A
luz emitida ¢ captada por um sistema optico que € sensivel a diferentes comprimentos de
onda, permitindo que um ou mais marcadores sejam lidos a0 mesmo tempo. Essas
informagoes sdo transferidas para um computador acoplado a um sistema. Um programa
especializado representa graficamente, em formatos uni, bi ou tridimensional, as
populagdes celulares marcadas. (FANG & RAMASAMY, 2015). As células sdo
mensuradas individualmente com relagdo ao tamanho, granulosidade e intensidade de
emissdo de fluorescéncia (NAKAGE et al., 2004; FUNED 2015). Os resultados obtidos

sdo analisados em um software especifico.

Durante o pré-preparo das amostras para o ensaio de imunofenotipagem pode-se observar
que as células estavam altamente coradas pelo azul de tripan, indicando perda de
viabilidade. Foi possivel observar, também, que as c€lulas estavam agrupadas em grandes
grumos, impossibilitando a contagem. Diante disso, ndo foi possivel dar continuidade ao
protocolo para a realizacdo da imunofenotipagem, uma vez que, para este ensaio as

células devem, principalmente, estar viaveis.
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FIGURA 6: Visualizacio microscépica das células na cimara de Neubauer com azul de tripan.
Células agrupadas altamente coradas de azul, indicando perda de viabilidade. Aumento 20X.

CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Diante do exposto, foi possivel concluir, que o cultivo primdrio foi realizado de forma
satisfatoria até o quinto dia. A anélise citologica revelou que o liquido ascitico apresenta
boa pluralidade celular. Contudo, a populacao celular presente se mostrou instavel em
relacdo ao crescimento e confluéncia mesmo diante de condi¢cdes Otimas de
armazenamento e cultivo, demonstrou baixa resisténcia a procedimentos que causam
traumas mecanicos e apresentou periodo de senescéncia precoce seguida da
predominancia de fibroblastos, caracteristica de culturas primdarias. Esses fatores, em

conjunto, geraram dificuldade na realizacdo de todos os ensaios propostos.

As células, em estudo, se apresentaram negativas para os marcadores E/P caderina,
corroborando com estudos que apontam a ascite como disseminadora de células tumorais
a partir da transicdo do fendtipo epitelial para o fendtipo mesenquimal (EMT), que lhes
confere maior motilidade, permitindo metéstases a longa distancia e consequentemente
resisténcia quimioterapica. A marcagdo acentuada dos filopddios pela faloidina, em

algumas células, confirmou a presenca de fibroblastos na placa.

Em relagdo a preparacdo da amostra para a citometria de fluxo, pdde-se concluir que ¢
necessario o desenvolvimento de estratégias para manter as células viaveis apos a
preparagdo e para desfazer os agrupamentos celulares que impossibilitam a contagem das

células e consequentemente comprometem o desenvolvimento e a realizagdao do ensaio.
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Finalmente, ressalta-se que estudos de padronizacdo de ensaios envolvendo amostras
clinicas sdo extremamente relevantes e necessarios. A padronizacio garante a reducdo de
publicacao de resultados nao confiaveis, facilita a reprodutibilidade dos resultados
obtidos, melhora a comparabilidade entre estudos, oferecendo condigdes para tradugao

dos resultados da bancada para a pratica clinica.
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