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RESUMO

O céancer é denominado como um conjunto amplo de doencas que tem caracteristicas
em comum, como a desdiferenciacao celular, a capacidade de secrecéo de fatores que
provocam angiogénese, a presenca de imortalizacao celular, e a capacidade de invaséo
e mestastase. Os canceres sdo compostos por populagdes clonais com variacdes
fenotipicas, o que fazem estas patologias serem extremamente heterogéneas. O cancer
de mama é o tipo de cancro que mais acomete mulheres ao redor mundo, e tem nimeros
de incidéncia muito expressivos no Brasil. A MDA-MB-231 e a MCF-7 sao duas linhagens
celulares de cancer mamario muito utilizadas no meio cientifico. Desta forma, estudar as
subpopulac¢des destas linhagens e os fatores ambientais usados na rotina do cultivo
celular que podem interferir na composic¢ao destas subpopulacdes € de muita relevancia
para o meio cientifico. Este estudo expds as linhagens de adenocarcinoma mamario
MDA-MB-231 e MCF-7 a técnica de selecdo clonal, com o intuito de isolar linhagens
monoclonais vindas delas e fazer comparacdes para entender qual a dindmica biolégica
destas linhagens monoclonais, além de fazer comparacdes destes clones com as
linhagens originarias, e entender como intervencgdes laboratoriais rotineiras podem mudar
a composicao fenotipica de linhagens usadas em cultivo celular. A MCF-7 nao
demonstrou resposta a técnica de selecdo clonal, entretanto, foi Gtil ao estudo, pois
juntamente com testes feitos com a MDA-MB-231 foi evidenciado que o tempo de cultivo
€ um fator de mudanca fenotipica em linhagens policlonais. Os clones vindos de MDA-
MB-231 mostraram caracteristicas particulares, além de demonstrarem que até em
linhagens monoclonais o tempo de cultivo contribui para a geracao de subpopulacdes, e
gue aresposta a quimioterapia convencional pode variar a depender da linhagem clonal,
0 que traz a tona a questdo de que as respostas aos farmacos quimioterapicos podem
variar até dentro de uma mesma linhagem celular. O fenbmeno de mudanca fenotipica €
constante em linhagens celulares quando cultivadas em laboratério, sendo este
fendmeno influenciado pelo tempo de cultivo e por outras interferéncias laboratoriais
rotineiras.

Palavras-chave: cancer de mama,; heterogeneidade tumoral; fenétipo celular.



ABSTRACT

Cancer is called a broad set of diseases that have characteristics in common, such as
cell de-differentiation, the ability to secrete factors that cause angiogenesis, the
presence of cell immortalization, and the capacity for invasion and metastasis. Cancers
are composed of clonal populations with phenotypic variations, which makes these
pathologies extremely heterogeneous. Breast cancer is the type of cancer that most
affects women around the world, and it has very significant incidence numbers in Brazil.
MDA-MB-231 and MCF-7 are two breast cancer cell lines that are widely used in the
scientific community, thus studying the subpopulations of these strains, and the
environmental factors used in the cell culture routine that can interfere in the
composition of these subpopulations is very relevant to the scientific environment. This
study exposed the MDA-MB-231 and MCF-7 strains to the clonal selection technique,
in order to isolate monoclonal strains from them and make comparisons to understand
the biological dynamics of these monoclonal strains, in addition to making comparisons
of these clones with the native strains, and understand how routine laboratory
interventions can change the phenotypic composition of strains used in cell culture. The
MCEF-7 did not demonstrate sensitivity to the clonal selection technique, however, it was
useful to the study, because together with tests done with the MDA-MB-231 it was
evidenced that the cultivation time is a factor of phenotypic change in polyclonal strains.
The clones coming from MDA-MB-231 showed particular characteristics, in addition to
demonstrating that even in monoclonal lines the cultivation time contributes to the
generation of subpopulations, and that the response to conventional chemotherapy can
vary depending on the clonal line, which brings the question that responses to
chemotherapy drugs may vary even within the same cell line. The phenotypic change
phenomenon is constant in cell lines when grown in the laboratory, and this
phenomenon is influenced by the time of cultivation and other routine laboratory

interferences.

Keywords: breast cancer; breast cancer; tumor heterogeneity; cell phenotype.
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1. Introducéo e revisado bibliografica

1.1 O cancer e a carcinogénese

As neoplasias malignas podem ser brevemente definidas como sendo um
conjunto amplo de doencas que tém em comum algumas caracteristicas provenientes
de uma variedade de mutac@es sofridas, como células que proliferam de forma rapida
e desregulada (HYNDMAN, 2016), capacidade de expressdo do fendtipo de
imortalizacdo celular, aptiddo para promover angiogénese, capacidade de
transdiferenciacédo ou indiferenciacéo celular, possibilidade de promocéo de invaséo
tecidual e metastase (FERNANDES e MELLO, 2008), entre outras.

Em adendo as caracteristicas citadas, um conjunto cada vez maior de cientistas
tem considerado algumas condi¢cdes como marcadores relevantes para a progressao
de uma parte dos canceres, e talvez até de todos, sendo tais caracteristicas: a
faculdade em reprogramar o metabolismo celular para facilitar a proliferacéo ilimitada
e desregulada, a vocacao das células cancerosas de escaparem da acao do sistema
imunologico, a instabilidade gendmica que confere as células um alto grau de
mutabilidade e a presenca de processo inflamatorio que tenha como consequéncia a
promocao tumoral (HANAHAN e WEINBERG, 2011).

As qualidades tumorais mencionadas sédo todas resultados do processo de
carcinogénese, de forma que em condicdes sadias as células presentes em um tecido
tém seus ciclos celulares controlados por diversos elementos, e as células
neoplasicas adquirem a habilidade de driblar tais elementos de controle proliferativo
(DARLING et al., 2017). Tal habilidade € adquirida através de mutacdes que atingem
genes importantes na regulacdo do ciclo celular, onde é importante mencionar as
mutacdes em genes supressores de tumor e em proto-oncogenes, podendo levar
esses ultimos ao patamar de oncogenes (LAHOUEL et al., 2020).

Um passo importante da progressao tumoral é a perda da inibigdo por contato que
em um estado fisiolégico acontece entre células saudaveis, de forma que células
sadias nao proliferam desordenadamente quando mantém contato com células

adjacentes e as células que compdem uma neoplasia, seja ela maligna ou benigna,
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perdem tal regulacdo durante o processo de mudanca de fenétipo. Ja € sabido que
durante a tumorigénese ha secrec¢éo de fatores de crescimento provindos do contato
celular (CHENG et al., 2008).

Em um estado saudavel as células tém a capacidade de disparar a cadeia
apoptotica quando ha dano ao DNA que nao pbde ser reparado, de tal forma que, na
génese cancerosa um passo importante € a quebra deste mecanismo homeostéatico,
onde componentes celulares de um cancer obtém a capacidade de inibicdo apoptotica
em situagcdes em que fisiologicamente o ideal seria iniciar o processo de morte celular
programada (ADAMS e CORY, 2007).

Durante o processo de desenvolvimento tumoral até processos como a autofagia
disparada pela acéo de genes supressores de tumor tende a falhar devido a mutacdes
sofridas pelos mesmos, e a presenca de processo inflamatéria que originariamente
seria benéfico para o tecido pode facilitar a progressao tumoral, na medida em que, a
inflamacao pode proporcionar o surgimento de novos vasos sanguineos, que podem
nutrir as células componentes da neoplasia, e a liberacdo de fatores de crescimento,

gue podem estimular o crescimento proliferativo (MORAIS, 2016).

1.2 Classificacéao

Primariamente, a terminologia utilizada para classificar a patologia em voga pode
ser dada de acordo com o 6rgao de génese da doenca ou de acordo com o tipo
tecidual onde o processo de tumorigénese teve inicio, sendo necessario mencionar
gue as alteracdes fenotipicas ocorrentes na carcinogénese seguem um fluxo geral,
onde um tecido normal perde caracteristicas de controle de ciclo celular e gera uma
hiperplasia (aumento tecidual devido a multiplicacdo das células). Apds isso, a
hiperplasia se indiferencia gerando uma displasia (neste estagio as células
componentes de um tecido se tornam morfologicamente anormais). Por fim, a
displasia pode evoluir para o cancer (neoplasia com carater invasivo). Lembrando que
€ importante salientar que nem sempre uma hiperplasia ou uma diplasia vao evoluir
para um cancer (NCI, 2020).

As categorizagbes mais empregadas para distinguir as neoplasias (massas de
tecidos anormais com crescimento deliberado e descontrolado) sdo empregadas de
acordo os tipos teciduais onde estas foram originadas,dai por exemplo vem a distingéo

entre carcinomas e sarcomas, e também de acordo com o comportamento biolégico
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das mesmas, sendo distinguidas segundo esse critério entre benignas ou malignas
(cancer). Na hipétese da ndo possibilidade de fazer tal distingdo adotam-se os termos
bordeline ou tumores limitrofes (INCA, 2008). A classificagdo segundo o
comportamento biolégico pode ser melhor observada no Quadro 1.

Critérios Neoplasias benignas Neoplasias malignas

Encapsulacdo Formagao de uma | N&o é encapsulado
pseudocapsula fibrosa

Crescimento Lento Rapido

Morfologia Se assemelha ao tecido | Bem diferente do tecido
originario originario

Mitoses Figuras de mitose raras e | Figuras de mitose mais
com aspecto tipico presentes e  aspecto

atipico

Antigenicidade Ausente a capacidade de | Ocorre, mas
produzir antigenos habitualmente é fraca

Metastases Ausentes Frequentes

Quadro 1- Distin¢des bioldgicas entre neoplasias benignas e malignas (Fonte: Adaptado de INCA
(10))

Definir o estadiamento dos canceres na pratica clinica € muito importante, neste
sentido nasceu o sistema de classificacdo TNM, sendo esse um método de
classificacao relevante para o delineamento da terapia que o paciente ira receber e
para mensuracao do progndstico. As siglas que nomeiam o sistema de classificacao
guerem dizer: T- diz respeito a extensividade do tumor primario; N- refere-se a
existéncia ou ndo de metastases em linfonodos regionais, além da extensao das
possiveis metastases, M- diz respeito ao aspecto de existirem ou hdo metastases a
distancia (INCA, 2004).

Em conjunto com as letras classificatérias do sistema TNM sao adicionados
nameros com o intuito de explicitar a auséncia ou presenca, e a extensdo dos
fendmenos, desta forma temos: TO, T1, T2, T3, T4, NO, N1, N2, N3, MO e M1 (11). Em
adendo, ao sistema numérico também podem ser usadas a letras A e B para
subclassificar os estadios dos grupos com o intuito de revelar a evolucdo da doenca

(INCA, 2020).

1.3 Cancer de mama
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As mamas sao glandulas apécrinas (MONTANARI, 2016) presentes em homens
e mulheres, no entanto, nos homens sdo mais rasticas e nas mulheres mais
desenvolvidas, sendo que o desenvolvimento e a diferenciagdo das mamas nas
mulheres se da a partir da puberdade, atingindo seu maior desenvolvimento nas fases
de gravidez e lactacdo. As glandulas mamarias sdo componentes anexos a pele com
especialidade de produzir leite, sendo que o tecido glandular é integrado por 63% de
células produtoras de leite, e este esta em sua maior parte situado a mais ou menos
3 centimetros da base do mamilo. As glandulas mamarias possuem tecido adiposo
subcuténeo localizado em seus interiores e nas partes posteriores do tecido glandular,
adiante ao musculo peitoral. As mamas estdo entre a superficie e a profundeza da
pele, e localizam-se em uma regidao que fica entre a segunda e a sexta costela do
0sso esterno a linha axilar média (ORFAO e GOUVEIA, 2009).

O cancer de mama se apresenta com aspectos morfologicos nodulares
(ALMEIDA, et al., 2015), sendo que a minoria dos casos de neoplasias mamarias
malignas sao originarias do epitélio lobular das mamas e a maioria (mais de 80% dos
casos) sao originarias do epitélio ductal (SILVA, 2014). A maioria dos canceres de
mama sao carcinomas, sendo estes heterogéneos e podendo ser divididos em varios
grupos com eminentes diferencas teciduais, além de terem respostas clinicas distintas
as variadas modalidades terapéuticas (VIEIRA, 2008).

No que se refere ao aspecto social do cancer de mama, a literatura demonstra
gue apos o recebimento de diagnostico de neoplasia maligna mamaria as
inquietacdes preponderantes entre os familiares e as pacientes sdo principalmente
relativas a sobrevivéncia das mesmas, visto que o estigma social do cancer como
doenca quase incuravel € muito grande, aos danos e eficacia do tratamento, e aos
danos estéticos provocados por uma possivel mastectomia, tendo em vista que as
mamas sdo partes importantissimas na identidade feminina (SILVA, 2008). Além
disso, 0 mundo apresenta um aumento significativo de casos registrados (FERLAY,
2010), o que faz do cancer de mama uma patologia que merece atencdo na conjuntura
social.

No Brasil estimou-se que no biénio 2018-2019 o cancro de mama seria o tipo de
cancer mais frequente na populacdo feminina brasileira, se nédo levados em
consideracao os tumores de pele ndo melanoma. O nimero de casos Novos previstos
era de 59.700 com um risco estimado de 56,33 casos para cada 100.000 mulheres

(INCA, 2020). Nao distante desta realidade, a literatura mostra que ao redor do mundo
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0 cancer de mama € muito incidente em mulheres, sendo responsavel por 27% dos
novos casos de cancer neste grupo (VICH et al., 2014).

As mulheres compdem o grupo de risco mais vulneravel emrelacéo a enfermidade
tratada neste (BATISTON et. al., 2011), e os homens constituem um grupo de risco
que € dificilmente atingido (SENGER, ADAMS e KANTHAN, 2017). Em adendo a
distincdo de grupos de risco por sexo, percebe-se que o cancer de mama afeta tanto
mulheres mais jovens, quanto mulheres de mais idade (FREEDMAN e PARTRIDGE,
2017), no entanto, a literatura demonstra que mulheres mais jovens tém um
prognostico mais ruim (VILLARREAL-GARZA et al., 2016).

No que tange ao desenvolvimento do cancer mamario, existem varios fatores de
risco a serem avaliados, e um deles, por exemplo, € a predisposicao genética ao
cancro mamario, sendo que, pacientes que tém historico familiar da referida
enfermidade tém uma chance maior de desenvolvé-la (BREWE et al., 2017). Desta
forma, as mesmas devem ter um acompanhamento preventivo iniciado em idade
menos avancada. E importante mencionar a demonstracéo dos estudos no que tange
a mutacbes disfuncionais em genes BRCA (trata-se de uma classe de genes
supressores de tumor), sendo tais mutacées muito proeminentes na influéncia do
surgimento de canceres mamarios, ou seja, mulheres que herdam ou obtém mutacgdes
disfuncionais em genes BRCA possuem maior chance de desenvolver neoplasia
mamaria maligna (HORST, et al., 2016).

A nuliparidade (condicdo da mulher que nunca pariu) e a primeira gestacao apos
os 30 anos de idade também constituem fatores de risco notaveis, sendo que a chance
de desenvolver cancer mamario de uma mulher que tem filho ap6s os 30 anos é o
dobro da chance quando feita comparacdo com uma mulher que tem filho antes dos
20 anos de idade. Somados a estes, uma hitoria menstrual longa (menarca precoce e
menopausa tardia), e a presenca de hiperplasia epitelial atipica nas mamas também
representam fatores de risco jA demonstrados em estudos, sendo que, os achados
mostram que mulheres com hiperplasia epitelial atipica severa nas glandulas
mamarias séo entre 4 e 5 vezes mais propensas a desenvolverem cancer de mama,
se comparadas a mulheres que ndo tém nenhum tipo de anomalia proliferativa
mamaria (MCPHERSON, STEEL e DIXON, 2000).

Ao contrario dos fatores de risco ja citados, a literatura mostra que ha fatores
de protecdo, ou seja, as pesquisas mostram que existem elementos que quando

praticados representam uma diminuicdo na probabilidade de desenvolvimento de
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cancer mamario, como exemplo podem ser mencionadas a prética de atividade fisica
e a lactacao (INUMARU, SILVEIRA e NAVES, 2011).

No que se refere a prevencdo, a mamografia tem sido um exame muito quisto
na comunidade de saude, sendo a mesma muito eficaz na descoberta de neoplasias
mamarias precoces, pois tal exame consegue identificar a presenca de tumores ainda
ndo palpéveis e comisso 0 mesmo € muito Util na detec¢do de canceres de mama em
estagio inicial, o que melhora o prognostico da paciente (SCLOWITZ et al., 2005 ).
Somado a mamografia, o exame clinico de mamas também faz parte do grupo de
exames preventivos e deve ser incluido no exame fisico e ginecoldgico de todas as
pacientes, independente da idade, sendo que que este serve de subsidio para a
realizagéo de exames complementares (SILVA, RIUL, 2011).

1.4 Cancerologia experimental

A oncologia, também chamada de cancerologia, € uma linha incluida dentro do
campo das ciéncias médicas que tem como objeto de estudo as neoplasias, sendo
gue o foco da cancerologia é entender como funciona a dinamica biologica das
neoplasias com o objetivo de delinear tratamentos mais efetivos para os pacientes
gue desenvolvem tais patologias (ONCOGUIA, 2020). Sdo varias as ramificacdes
dentro da cancerologia, onde destacam-se, por exemplo, a oncologia pediatrica
(PARO, PARO e FERREIRA, 2005), a cancerologia experimental (MACHADO e
MELO-JUNIOR, 2009), a oncologia ginecolégica (GORAYEB et al, 2012), a oncologia
clinica (de uma forma geral, € considerada uma grande area que engloba todas as
areas que |é dao diretamente com o paciente) (FRIGATO e HOGA, 2003), a
cancerologia cirtrgica (TIEZI, 2007), a radio oncologia (GERARD, 2006), dentre
outras ramificaces.

Como ja& mencionado, a oncologia experimental é uma ramificacdo da
cancerologia, sendo que, esta area tem foco na utilizacdo padrdes experimentais com
o0 intuito de pesquisar sobre os mecanismos de progressédo das neoplasias, além de
também usar estes modelos experimentais para tentativa de delineamentos de
tratamentos. Sendo assim, a cancerologia experimental € de suma relevancia no
tratamento do cancer, visto que, a mesma tem a prospeccdo de novos farmacos
antineoplasicos como um de seus eixos (COSTA-LOTUFO, 2010).

A quantidade de novos casos de cancer tem aumentado no mundo nos ultimos
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anos (FERLAY et al., 2015), de maneira que, a busca por novos principios ativos que
combatam tal enfermidade tem sido enorme. Muitos antineoplasicos usados hoje na
quimioterapia foram obtidos por meio da alteracdo de moléculas obtidas na natureza,
ou através da sintese de novos compostos (MA e WANG, 2009).

As pesquisas buscam antineoplasicos que sejam pouco citotoxicos para as
células saudaveis e eficazes para matar células neoplasicas, nesta perspectiva
surgiram os testes de citotoxicidade, que sdo uma vertente da oncologia experimental
de muita relevancia, sendo que estes sdo etapa necessaria na triagem de principios
ativos com carater antineoplasico (ROSAS et al., 2013).

Sao varios os principios ativos jA comercializados para a quimioterapia do
cancer, sendo que alguns exemplos sdo: docetaxel, paclitaxel, vincristina, vimblastina
(MA e WANG, 2009), metrotrexato, cisplatina, ciclofosfamida, 5-Fluorouracil
(SAWADA et al.,, 2009), clorambucila, tamoxifeno, carboplatina, oxaliplatina,
azacitidina (MARTINS e ROSA, 2004), entre outros. Tendo em vista o arsenal de
substancias demonstrado, € licito pensar que a cancerologia experimental desenvolve
grande contributo para a oncologia.

Os modelos experimentais usados para descrever fendmenos e delinear novos
principios ativos podem ser divididos em dois grupos, que sdo: modelos in vitro
(SAIDIEL, 2016) e modelos in vivo (BASTOS, 2014). Os modelos in vitro séo
performados antes dos modelos in vivo na sequéncia de testes cientificos, sendo que
0s testes in vitro constituem ensaios que imitam os microambientes dos sistemas
biologicos, mas sao realizados fora dos organismos vivos, enquanto os testes in vivo
sdo constituidos de ensaios performados em organismos Vivos.

No que se refere aos organismos utilizados no modelo in vivo, destaca-se o uso
de camundongos (CASTELLO, 2017) e ratos (LOPES, 2014; MICHAILOWSKY et al.,
2003), sendo o uso destes muito difundido no meio cientifico, e como representacéo
dos modelos utilizados in vitro, a cultura de células tem sido um método muito utilizado
(ROSAS et al., 2013).

1.5 As linhagens MDA-MB-231 e MCF7
A MDA-MB-231 e a MCF-7 sdo as duas linhagens de cancer de mama mais

utilizadas em estudos experimentais, sendo que ao fazer uma busca na plataforma do

Pubmed com o descritor “MDA-MB-231" foram encontrados 14.263 resultados , e ao
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fazer a mesma busca com o descritor “MCF-7” foram encontrados 38.281 resultados.
Um ndmero muito grande de resultados também é obtido ao se fazer o mesmo tipo de
pesquisa na plataforma Google Académico, onde a busca com o descritor “MDA-MB-
231" resultou em aproximadamente 269.000 resultados e a busca com o descritor
“‘MCF-7” resultou em 727.000 resultados .

A MDA-MB-231 é uma linhagem humana de adenocarcinoma mamario,
extraida de uma paciente caucasiana de 51 anos de idade, e que apresenta
alteracbes numéricas em seu cariotipo (ATCC, 2020). A referida linhagem foi
estabilizada em laboratério a partir de uma Unica amostra obtida em 17 de outubro de
1973, vinda de uma paciente que havia passado por uma mastectomia radical na
mama direita (CAILLEAU et al., 1974), sendo que até hoje a linhagem em voga é
utilizada no meio cientifico. Além disso, outra caracteristica importante é que a MDA-
MB-231 é tida como triplo-negativa no que tange a expressao dos receptores RE
(receptor de estrogeno, RP (receptor de progesterona), e Her-2 (PINHO, 2014), sendo
estes marcadores importantes para a clinica, pois sdo alvos terapéuticos e dizem
muito sobre a agressividade da neoplasia mamaria, onde canceres de mama triplo-
negativos sao conhecidos por serem bastante agressivos.

A MCF7 é uma linhagem celular humana de adenocarcinoma mamario, obtida
de uma mulher caucasiana de 69 anos de idade, e que assim como a MDA-MB-231,
apresenta cariotipo com alteragdes numeéricas (ATCC, 2020). A MCF7 foi derivada de
uma linhagem chamada 734B, onde a 734B foi obtida a partir de um derrame pleural
de uma paciente com cancer de mama metastatico e mantida em cultura, sendo que,
a MCF7 foi obtida e estabilizada a partir de um grupo de células flutuantes da cultura
primaria de 734B. Uma caracteristica importante da MCF7 é que a mesma apresenta
receptores de estrégeno (receptor que pode servir como alvo terapéutico na pratica
clinica), além de ser uma das linhagens celulares de cancer de mama mais usadas
atualmente (SOULE, et al., 1973).

O processo de carcinogénese envolve alteracbes de natureza gendmica,
epigendmica, transcriptbmica e protedmica, sendo que a soma destes eventos
ocorrendo em variadas células contribui para a formacdo de subpopulacdes
intratumorais, fazendo com que os canceres sejam heterogéneos e as linhagens
derivadas destes também, como é o caso da MDA-MB-231 e da MCF-7 (CAMPOY et
al., 2019).
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Desta forma, € relevante entender a composicao clonal destas linhagens e como
as diferentes intervencgdes experimentais podem interferir nesta composicéo, além de
mensurar o significado destas interferéncias e refletir no que as mesmas podem
impactar em termos da qualidade dos achados gerados em estudos que usaram a
MDA-MB-231 e a MCF7.

2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Entender o impacto da heterogeneidade tumoral de linhagens celulares

cancerosas nos trabalhos in vitro.

2.2 Objetivos especificos

a) Verificar a resposta das linhagens MDA-MB-231 e MCF7 a técnica de selecéo
clonal;

b) Verificar a heterogeneidade das linhagens MDA-MB-231 e MCF7 quando
submetidas a microscopia otica;

c) Analisar se o tempo de cultivo pode ser fator influenciador na mudanca do padréo
de crescimento e perfil cariotipico das linhagens MDA-MB-231 e MCF7;

d) Avaliar se o indice mitético e a percentagem de cariotipos em estadio de fuséo
cromossOmica sofrem mudancas a depender do tempo de cultivo das linhagens
MDA-MB-231 e MCF-7;

e) Verificar a presenca de diferencas morfolégicas entre as linhagens monoclonais
geradas, e entre as linhagens monoclonais geradas e suas linhagens policlonais,
sob a averiguacado por microscopia de contraste de fase;

f) Verificar a presenca de diferencas entre os padrdes de crescimento das linhagens
monoclonais geradas, e entre as linhagens monoclonais geradas e suas linhagens
policlonais;

g) Averiguar a existéncia de padrBes cariotipicos distintos entre as linhagens
monoclonais geradas, e entre as linhagens monoclonais geradas e suas linhagens

policlonais;
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h) Verificar se a linhagem MDA-MB-231 e as linhagens monoclonais geradas a partir
dela apresentam fendtipo triplo-negativo para expressdo dos receptores HER-2,
RE e RP;

1) Verificar a expresséo do receptor proliferativo Ki67 na linhagem MDA-MB-231 e
nas linhagens monoclonais geradas a partir desta, bem como comparar tais
expressoes;

j) Obter o tempo de duplicacdo da linhagem MDA-MB-231 e das linhagens
monoclonais obtidas através da mesma, bem como comparar tais dados obtidos;

k) Realizar analise morfolégica e de autofluorescéncia da linhagem MDA-MB-231 e
das linhagens monoclonais obtidas através da mesma, utilizando-se da técnica de
citometria de fluxo;

I) Submeter a linhagem MDA-MB-231 e as linhagens monoclonais vindas a partir
desta ao teste de resisténcia a acdo do farmaco paclitaxel, utilizando-se da
metodologia do MTT;

m) Submeter a linhagem MDA-MB-231 e as linhagens monoclonais vindas a partir

desta ao teste de resisténcia ao congelamento;

3. Metodologia

Os experimentos presentes neste trabalho foram desenvolvidos em sua maioria
nos laboratérios multidisciplinares 1A e 2A, localizados na Unidade de Ensino e
Docéncia (UED) da Universidade de Brasilia (UnB) /Faculdade de Ceilandia (FCE),
no laboratério de tecnologia de medicamentos, alimentos, e cosméticos (LTMAC),
localizado na Faculdade de Saude (FS) do Campus Darcy Ribeiro da UnB, no
laboratorio de Patologia Molecular do Cancer (Cancer Lab), localizado na Faculdade

de Saude (FS) do Campus Darcy Ribeiro da UnB, e no Laboratorio Diagnose.

3.1 Cultivo Celular

As linhagens de cancer mamario MDA-MB-231 e MCF7, usadas durante este

trabalho, foram cultivadas em placas plasticas de 3.5, 10, e 50 centimetros de
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diametro, sendo as mesmas apropriadas para o cultivo de linhagens celulares
aderentes, a uma temperatura de 37 °C, em meio de cultivo DMEM, com suplemento
de 10 % (v/v) de soro fetal bovino (SFB), estreptomicina (100 pg/mL), e penicilina (100
Ul/mL), em estufa com atmosfera Umida e com 5% de CO..

3.2Selecao Clonal

As linhagens de cancer de mama MDA-MB-231 e MCF7 foram cultivadas em
placas de 10 cm de diametro até atingirem uma confluéncia de aproximadamente
80%, de forma que ao chegarem neste estagio, 0 meio de cultivo foi retirado e as
placas lavadas com 2 mL de PBS (sigla em inglés para tamp&o fosfato-salino), apos
isso as culturas foram incubadas com 2 mL de tripsina suina 0,25% (1x) (protease
usada em cultura celular para clivar proteinas de adesao que as células usam para
aglutinarem na superficie da placa) e acondicionadas na estufa por 5 minutos, depois
ocorreu o processo de homogeneizacgao e ressuspensao em meio DMEM (4 mL foram
usados para cada placa), e em seguida as células foram transferidas para tubos
conicos tipo falcon de 15 mL e centrifugadas por 3 minutos a 1500 rpm (rotagcéo por
minuto), por fim, o sobrenadante dos tubos foi descartado e as células ressuspensas
em meio de cultivo (entre 1 e 10 mL a depender do tamanho do pellet).

Um volume de 36 pL foi retirado de cada tubo e homogeneizado com 4 L de azul
de trypan (corante com afinidade por células inviaveis), em seguida 10 pL do liquido
foi posto na camara de neubauer (acoplamento feito por baixo de uma laminula) e a
mesma levada ao microscopio para contabilizacdo do nimero de células viaveis. Feita
a contabilizacdo por quadrantes na camara de neubauer, foi tirada uma média entre
os achados e o valor foi multiplicado por 10.000, o que trouxe a nocdo da quantidade
de células presentes em 1 mL do ressuspenso, e a partir dai foi feito um calculo para
encontrar os valores de diluicdo com o intuito de alcancar uma concentracao de 10
células/mL, sendo que apos feitos os calculos e executada a dilui¢cdo, foram lancados
100 pL da diluicdo em cada poco da placa de 96 pocos.

Passadas duas horas do horario de lancamento, foi realizada uma varredura nas
placas com a intengédo de segregar oS po¢os que nesta primeira leitura tinham uma
Unica célula (pogcos com duas células muito distantes também eram separados neste

primeiro momento), sendo que os referidos pogos tiveram acompanhamento diario, e
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as linhagens monoclonais que cresceram em um tempo de aproximadamente um més

foram tripsinizadas e utilizadas para os demais testes.

3.3 Analise morfolégica por microscopia de contraste de fase

O acompanhamento da morfologia das células em cultura aconteceu com o
amparo de microscépio de contraste de fase e obtencdo de micrografias (com
aumento de 100x e 40x) com o uso de maquina fotogréafica digital acoplada ao
microscépio e interligada a um computador portador do programa de edicéo

especifico.

3.4Cariotipagem

A cariotipagem foi dividida em duas linhas experimentais, sendo que a primeira
linha tinha por objetivo fazer a comparacéo do perfil do cariétipo entre a linhagem
MDA-MB-231 e as linhagens monoclonais que foram geradas a partir da mesma, e a
segunda linha experimental tinha como objetivo comparar as linhagens MDA-MB-231
e MCF7 e verificar se o tempo de cultivo celular implica em mudanca de perfil do
cariotipo nessas linhagens.

Para avaliacdo do cari6tipo, as células eram tripsinizadas, contabilizadas utilizando
a camara de neubauer e o corante azul de trypan para separar as viaveis das inviaveis,
e lancadas em placas de 3,5 cm de diametro, sendo que para a primeira linha
experimental foram lancadas 300.000 células de todas as linhagens (MDA-MB-231 e
suas linhagens monoclonais, e MCF7) que foram incubadas na estufa de um dia para
outro, quando foram submetidas a técnica, e para a segunda linha experimental, além
das 300.000 células de MDA- MB-231 e MCF7 também foram lancadas células com
30.000 ceélulas, sendo que essas foram acompanhadas até alcancarem confluéncia
de aproximadamente 40% para realizacao da técnica.

As laminas utilizadas para a técnica tiveram tratamento especial, onde as mesmas
ficaram imersas em alcool absoluto por 30 minutos, depois foram lavadas com
detergente liquido e esfregadas com algodéao, logo apés foram mergulhadas em agua
ultrapura por 5 minutos e para finalizar secadas com papel toalha.

Para observacao do cariotipo as células foram incubadas com colchicina 0,05%

por 2 horas (70 pL a cada mL de meio de cultivo), sendo que ao findar o referido
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periodo as células foram tripsinizadas e submetidas ao processo de centrifugacao a
1500 rpm por 3 minutos. Concluida a centrifugagéo, o sobrenadante foi desprezado e
as células foram ressuspendidas em 3 mL de tampéao hipoténico de KCI (0,075 M) e
incubadas a 37° C por 40 minutos em ambiente imido com 5% de CO3, seguida de
outra fase de centrifugacao (nessa centrifugagéo o tempo usado era de 6 minutos e a
velocidade de 1.000 rpm).

Concluidas as etapas anteriores, o sobrenadante foi descartado e o pellet formado
foi ressuspendido em 500 uL de fixador (metanol/ &cido acético 3/1 v/v) e conduzido
para uma outra centrifugacao, desta vez a 4000 rpm por 6 minutos, sendo que ao final,
o fixador foi retirado e substituido por novos 500 pL de fixador (ndo houve
ressuspensdo nesta etapa) e as células submetidas a outra centrifugacdo nas
mesmas condi¢cdes da anterior. Finalizadas as centrifugacdes, as células eram
ressuspendidas em 200 pL de fixador, sendo que apos isso uma gota de cada amostra
foi pingada de cada lamina, onde no outro dia, realizou-se a coracao das laminas com
corante Giemsa 5% por aproximadamente 5 minutos.

As laminas foram analisadas com auxilio de microscopio Optico e os cariétipos

foram fotografados para posterior analise.

3.5 Imunocitoquimica

A avaliacdo de imunocitoquimica teve como intuito verificar se a MDA-MB-231 e
suas linhagens monoclonais eram triplo-negativas para a expressao dos receptores
de estrogeno (RE), receptores de progesterona (RP) e receptores HER-2, além de
verificar a quantidade da proteina de marcacéo de proliferacdo celular Ki67.

Para a avaliacdo em voga, as células foram cultivadas em placas de 10 cm de
didmetro e quando atingiram entre 90% e 100% de confluéncia foram tripsinizadas
(foram utilizadas duas placas cheias para cada amostra), ressuspensas em 50 L de
PBS, pingadas em papéis filtro, que ap0s isso foram dobrados e armazenados em
cassetes, seguido do encubamento em frascos contendo formalina tamponada.

As células seguiram armazenadas em formalina tamponada da FCE até o
laboratoério de Patologia da Clinica Diagnose, sendo que, ao chegar |4, as mesmas
foram emblocadas em parafina, os blocos cortados por micrétomo, e apés isso as

células foram coradas com hematoxilina e eosina.
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Feito os processos acima, os blocos de parafina foram arquivados, depois
desarquivados e utilizados para os testes envolvendo anticorpos, sendo que o
laboratdrio ja tinha arquivado também os blocos parafinados dos controles utilizados
na imunocitoquimica.

Seguindo a explanacao da técnica, primeiramente foram cortados em micro6tomo
os blocos parafinados das amostras (MDA-MB-231 e seus clones) e os controles (para
expressdo de HER-2 e RP foi usado um controle de carcinoma triplo-negativo, para
expressédo de ER foi usado um controle de mama normal e para expressao de Ki67
foi usado um controle do centro germinativo da amigdala).

Feitos os cortes, eles foram postos em laminas e encubados em estufa a 85 °C por
30 minutos, apoés isso, as laminas foram levadas para tanques onde havia tampé&o de
recuperacdo a 65°C, sendo que os tanques onde ficaram o tampao recuperacao
aqueceram até alcancar uma temperatura de 97 °C (temperatura de exposicao de 30
minutos) e depois a temperatura foi abaixada para 65°C novamente.

Feito o processo acima, deu-se inicio a corrida de imunocitoquimica, onde as
laminas foram expostas aos anticorpos, o reagente diaminobenzidina (DAB), polimero
cromogénico e hematoxilina, sendo que a corrida demorou cerca de 3 horas.

Apoés isto, as laminas foram lavadas com agua deionizada e desidratadas com

alcool/xilol e montadas com laminulas.

3.6 Tempo de Duplicacéo

Os achados de tempo de duplicacao (TD) foram obtidos por meio de avaliacdo da
viabilidade celular em culturas de baixa confluéncia por 12 dias. Para a referida
avaliacao, as células foram semeadas em placas de 96 pocos a uma baixa densidade
(10.000 células / mL, sendo que foram semeados 100 pL por poco), sendo que a
afericdo da viabilidade celular foi feita diariamente apds o semeio e repetida em séries
de 8 pocos diariamente através do ensaio de MTT [3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio brometo].

Para demonstracdo dos resultados foi criada curva com os achados de
absorbancia relativa, que foi usada para aferir a taxa de crescimento na fase log

(tempo de duplicacéo), com o auxilio do programa Grand Prism 5.
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3.7Citometria de Fluxo

A técnica de citometria de fluxo foi utilizada no estudo com o intuito de verificar a
complexidade, o tamanho e os perfis de autofluorescéncia das linhagens, sendo que,
para isso as células foram tripsinizadas, contadas em camara de neubauer, e coradas
com azul de trypan para separar as células viaveis das inviaveis, sendo que apés a
contabilizacdo uma quantidade de 100.000 células por linhagem (a MDA-MB-231
policlonal e seus clones) foi ressuspensa em 500 puL de PBS e submetida ao
procedimento, sendo que, os testes foram feitos em triplicata, o controle usado foi o
PBS, o equipamento utilizado foi o FACS Calibur, foram feitas aquisi¢es de 10.000
eventos, e 0 programa utilizado para analisar os dados obtidos foi o Flowing Software
2.

3.8Teste de resisténcia ao congelamento das linhagens monoclonais

Com o intuito de aferir a resisténcia das linhagens monoclonais geradas a partir da
MDA-MB-231 ao processo de congelamento em freezer -80° C, as placas foram
tripsinizadas e contabilizadas em camara de neubauer com auxilio da metodologia
de azul de trypan (para discernir as ceélulas viaveis das nao-viaveis), apos isto
3.000.000 de células de cada clone foram ressuspensas em meio de congelamento,
(composto de 90% (v/v) de SFB e 10% (v/v) de dimetilsulféxido (DMSOQO)), e
congeladas em freezer -80°C.

Passadas 925 horas do ato de congelamento, as linhagens monoclonais foram
descongeladas em placas de 10 cm de diametro e colocadas na estuda, sendo que,
apo6s 24h do horario de descongelamento, o sobrenadante das placas foi retirado, e
contabilizado em camara de neubauer, utilizando azul de trypan para separar as

células viaveis das inviaveis.

3.9Teste de resposta a agdo quimioterapica utilizando o ensaio do MTT

Para o referido teste, as células (MDA-MB-231 e suas linhagens monoclonais)

foram plagueadas em placa de 96 pocos e a viabilidade foi aferida pelo ensaio do
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MTT, sendo que para isso, ap0s 24h de semeio as células foram encubadas com
concentracfes do farmaco paclitaxel, e apos 48h do momento de inicio da exposicéo,
as células foram submetidas a acdo do MTT, de forma que passadas duas horas, o
MTT foi retirado, as células expostas a DMSO 100% (agente lisante) e depois foi a

leitura utilizando a espectrofotometria a um comprimento de onda de 450 nm.
3.10. Andlise estatistica

A escolha dos testes estatisticos se deu de acordo com a distribuicdo dos dados
obtidos, sendo que para analisar os parametros de FSC-H e SSC-H foi usado o teste
ANOVA com pos-teste de Dunnett e os valores de p usados foram de 0,05 e 0,01, e
para aferir a sensibilidade da MDA-MB-231 e seus clones a agao do paclitaxel foi

utilizado o teste Kruskall Wallys e pos-teste de Dunn.

4. Resultados e discussao

4.1Composicéao heterogénea das linhagens

As linhagens de cancer mamario MDA-MB-231 e MCF-7 apresentaram
composi¢cdo morfolégica heterogénea aparente no que tange a analise microscopica,
sendo esta verificacdo de diferencas de perfis morfologicos dentro de uma mesma
linhagem tumoral ja difundida no meio cientifico (MOREIRA et al., 2019), e um dos
pilares do estudo in vitro na cancerologia.

Conforme o dado apresentado acima, € possivel conjecturar que o fato das
linhagens celulares MDA-MB-231 e MCF-7 serem policlonais (composta de
subpopulacdes clonais diferentes) implica em formacdo de culturas com perfis
diferentes quando tais linhagens sdo submetidas a um longo periodo de cultivo em
laboratorio, sendo que a figura 1 pode exemplificar tal afirmacéo, na medida em que,
como é demonstrado nesta figura, células de MDA-MB-231 lancadas a uma alta
densidade (300.000 células) e fotomicrografadas 24 h ap6s o semeio apresentaram
padrdes de crescimento diferentes quando comparadas a células da mesma linhagem
langadas a uma baixa densidade (30.000 células) e fotomicrografadas 130 h apds o

semeio (as culturas foram fotomicrografadas quando atingiram confluéncias parecidas
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de aproximadamente 40%), de forma que, as células que ficaram por mais tempo em
cultura apresentaram um padréo de crescimento mais radial.

Complementando a ideia acima, outras alteracBes fenotipicas podem ser
observadas durante o processo de cultivo em laboratério, o que é demonstrado na
figura 2, onde as células MCF-7 e MDA-MB-231 apresentaram certa mudanc¢a no
cariétipo a depender do tempo em que foram cultivadas. A andlise em questédo
mostrou que a linhagem MDA-MB-231 apresentou, ap6s 130h de cultivo,
cromossomos com perfis distintos quando comparados aos cromossomos verificados
apos 24h de cultivo, sendo esses com perfil mais proximo de cromossomos
metafasicos, em contradicdo, a analise da linhagem MCF-7 evidenciou

comportamento contrario neste quesito, sendo que o cariétipo aferido depois de 231

h de cultivo mostrou cromossomos com aparéncia préoxima de figura metafasica ideal,

\

Figura 1 — Efeitos do tempo cultivo no padrédo de crescimento da MDA-MB-231.Fotomicrografias representando a linhagem MDA-
MB-231, sendo a primeira fotomicrografia (a esquerda) tirada 24h apés o langamento de 300.000 células e a segunda (a direita)
tirada 130 h apdés o langamento de 30.000 células. As duas fotomicrografias aparentam uma confluéncia parecida
(aproximadamente 40%) e pode ser observada uma diferenca nos perfis de crescimento, de forma que as células da esquerda
(semeadas em baixa densidade) crescem de maneira mais agrupada e radial se comparadas as da direita (semeadas em alta
densidade). Imagens feitas a partir de microscopia de contraste de fase (aumento de 40x).

e o caribtipo aferido depois de 24h de cultivo expbs cromossomos mais distantes da
figura metafasica ideal, o que deixa claro que esta mudanca de perfil cariotipico
relacionado com o tempo de cultivo varia entre as linhagens.

Adicionando elementos a ideia acima, o indice mitético e a percentagem de
cariotipos em estadio de fusdo cromossdmica foram parametros que sofreram
mudanca em relacdo ao tempo de cultivo das linhagens em questdo, sendo que, a
porcentagem de cariétipos em estadio de fusdo cromossdémica diminuiu pela metade,
se comparados os valores analisados em 24 h apds o semeio (encontrou-se 10% de
cariétipos com perfil de fusdo cromossdmica) e 130h apds o0 semeio (encontrou-se 5%
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de cariétipos com perfil de fusédo cromossdmica), j os testes de cariotipagem com a
MCF-7 nao mostraram mudanca no percentual de cariétipos com fusdes
cromossbmicas no decorrer do tempo. No que concerne ao indice mitético, os valores
diminuiram conforme o tempo de cultivo, tanto na MDA-MB-231, quanto na MCF-7,
sendo que os referidos resultados podem significar que a condi¢cao de proliferagéo
das culturas no momento em que atingiram confluéncia ideal para submissdo a
cariotipagem foram alteradas, ou seja, o fator “tempo de cultivo” parece ter diminuido
a proporcéao de células proliferantes neste momento (Figura 3).

300.000 30.000

300.000 30.000

Figura 2- Efeitos do tempo cultivo no cariétipo da MDA-MB-231 e da MCF-7. Cariotipos das
linhagens MDA-MB-231 e MCF-7 de acordo com quantidade de células lancadas (30.000 ou
300.000) e tempo de cultivo. As culturas iniciadas com 300.000 células ficaram 24h sendo cultivadas
até serem submetidas a técnica de cariotipagem e as culturas iniciadas com 30.000 células ficaram
em cultivo por 130h (MDA-MB-231) e 231h (MCF-7). Imagens observadas em microscopia 6tica com

aumento de 1000x (utilizando 6leo de imersao).

As mudancas verificadas tendem a se intensificar a medida em que as culturas
sdo cultivadas em laboratério por mais tempo, sendo que o tempo de cultivo ja pode
ser visto na literatura como um fator que influencia na descaracterizagao fenotipica de
linhagens celulares (KUNZMANN e HOLZEL, 1987; JASMUND et al., 2007; DEHNE
etal., 2010), e isto implica dizer que linhagens utilizadas por muito tempo em ambiente

laboratorial podem ndo mais representar a neoplasia originaria, o que pode desvirtuar
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Figura 3 — Quantificacdo dos dados de cariotipagem da MDA-MB-231 e da MCF-7. A: Exemplos de
cariétipo normal (acima) e cariétipo indicativo de fusdo cromossémica (abaixo). Imagens observadas
em microscopia de contraste de fase com aumento total de 1000x (utilizando 6leo de imersao). Os
dados relacionados a MDA-MB-231 foram mensurados ap6s 24h do horario de semeio (300.000
células) e 130h depois do horario de semeio (30.000 células), e os dados relacionados a MCF-7
foram mensurados ap6s 24h do horario de semeio (300.000 células) e 231 h depois do horério de
semeio (30.000 células) B: Porcentagem de cariétipos que apresentaram fusdo cromossdmica de
acordo com cada linhagem e de acordo com a quantidade de células langadas (30.000 células ou
300.000 células). Em laranja a porcentagem de cariétipos que ndo apresentaram fusdo
cromossémica. Em azul a porcentagem de cariétipos que apresentaram fusdo cromossémica. C:
indices mitoticos aferidos nas duas linhagens de mama levando em consideragdo o nimero de

células lancadas ( 30.000 células ou 300.000 células).

Na perspectiva de que as linhagens de cancer de mama MDA-MB-231 e MCF-

7 sdo heterogéneas, e portanto, policlonais, gerar linhagens monoclonais vindas

destas linhagens com subpopulacdes clonais diferentes mostrou-se uma estratégia

para avaliar o impacto da heterogeneidade de linhagens tumorais em estudos

cientificos, sendo que estratégias de isolamento de populagbes clonais vindas de

linhagens heterogéneas ja séo vistas na literatura (SILVA, 2017). A problematica desta

abordagem neste estudo, deu-se pelo fato da linhagem MCF-7 nao ter sido sensivel

a técnica de selecao clonal, e portanto, ndo foi possivel isolar linhagens monoclonais

vindas da mesma, sendo que o mesmo fenbmeno nédo ocorreu na MDA-MB-231 e foi

possivel obter 16 linhagens monoclonais para estudo. Desta forma, as Unicas
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linhagens monoclonais expostas neste estudo foram geradas a partir da MDA-MB-
231(Figura 4).

O fato da linhagem MCF-7 ndo ter sido sensivel a técnica de selegdo clonal
pode ser explicado pelas proprias teorias que explicam a heterogeneidade tumoral

45 B3 Clones isolados
33
MDA-MB-231 MCF-7

Figura 4 —Representacao da sensibilidade das linhagens de cancer mamario MDA-MB-231 e MCF-7
a técnica de selecdo clonal. Os nimeros em cima das barras representam a quantidade de poc¢os que
apresentaram uma Unica célula na primeira leitura (2h apds o lancamento) e continuaram sendo
acompanhados apés 72h do momento do lancamento, sendo que este nimero foi retirado de um
universo de 384 tentativas de isolamento de linhagens monoclonais para cada linhagem policlonal. A
coloracéo verde representa a quantidade de linhagens monoclonais geradas ao final do experimento.

(SANTOS, 2015), na medida em que o isolamento de uma Unica célula por po¢co néo
traz consigo a certeza de que 0s pocos que abarcarem uma unica célula no momento
do semeio estardo englobando células que compdem uma subpopulacéo tumoral com
alta capacidade proliferativa, e que tenham competéncia de iniciarem uma linhagem
monoclonal, onde € possivel que as células Unicas isoladas nos pocos possam
pertencer a outras subpopulacdes tumorais ja expostas na literatura, como células
especialistas em angiogénese, células com caracteristicas invasivas, ou células com
propriedades metastaticas. (FIDLER, 1999).

O fato das duas linhagens terem proporcdes de células-tronco tumorais
diferentes é um fator importante a ser mencionado no que diz respeito a MCF7 néo
ter respondido a técnica de selecao clonal e a MDA-MB-231 ter sido responsiva, sendo
gue, a literatura mostra que a MDA-MB-231 é uma linhagem gque expressa muito mais
genes relacionados ao fenoétipo de célula-tronco tumoral quando comparada a MCF7
(RALPH, 2019). As células-tronco tumorais sdo capazes de se autorenovar e gerar

subpopulac¢des tumorais diferentes, o que é posto na literatura como sendo a base de
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um modelo que explica a carcinogénese (DAWOOD, AUSTIN e CRISTOFANILLI
2014), além de ser importante no entendimento do experimento em voga, pois o fato
da MCF7 ter menor presenca do fendtipo tronco em sua composi¢ao pode sinalizar o
motivo da mesma ser menos propensa a geragao de linhagens monoclonais.

As células-tronco tumorais podem influenciar vérias caracteristicas dos
canceres, sendo que, tais células podem contribuir para a resisténcia a radioterapia
(ARNOLD, 2020), resisténcia a quimioterapia (SU et al., 2018), além de contribuirem
para a formacdo de metadstases (COBAN e SAHIN, 2018; NANDY e
LAKSHMANASWAMY, 2017), e para a reicidiva de tumores (LATHIA, LIU e MATEI,
2019). Levando em consideracdo que a efetividade da técnica de selecéo clonal esta
ligada ao percentual de células com fenotipo tipo tronco que uma linhagem tem, pode-
se conjecturar que a referida metodologia € util para estudar neoplasias agressivas.

Dentre os 16 clones isolados a partir da linhagem MDA-MB-231 apenas 4 foram
utilizados neste trabalho, sendo que o critério de escolha de tais linhagens
monoclonais se deu unicamente pela capacidade proliferativa, desta forma, os 4
clones usados estavam entre os clones isolados com maior taxa de crescimento, e
esse fator se deve ao fato da facilidade de trabalhar com células que crescem mais
rapido, pois culturas de crescimento lento em varias ocasides podem inviabilizar a
execucao de experimentos pela falta de quantitativo celular suficiente.

O fato de ndo ter usado todas as linhagens monoclonais geradas a partir da
MDA-MB-231 nao invalida o estudo, tendo em vista que, células de proliferacao lenta
podem ter fendtipos muito aberrantes também. Além disso, ter selecionado as
linhagens monoclonais com maior taxa de crescimento contribuiu para a avaliacdo do
fator tempo de cultivo “intimamente relacionado com o numero de duplicagées” como
um fator influenciador de mudanca fenotipica.

A analise visivel da morfologia por microscopia de contraste de fase revelou
dissemelhancas entre as linhagens monoclonais, e entre os clones e a MDA-MB-231
policlonal, sendo que tais dissemelhancas puderam também ser vistas com relacéo
aos padrdes de crescimento como mostra a Figura 5, onde o clone C9 apresenta
células com morfologia mais esticadas quando feita a comparacdo com o clone C5,
gue apresenta células com forma menos esticadas, de forma que, a mesma figura
também evidencia que o padrdo de crescimento do clone C5 se distingui do padréo
de crescimento encontrado em D9, onde o clone D9 cresce de forma muito mais

espacada e o clone C5 cresce de forma mais compacta.
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Figura 5 — Morfologia e padrdo de crescimento da MDA-MB-231 e seus clones. Fotomicrografias

superiores fazem alus@o ao perfil de crescimento de crescimento da linhagem MDA-MB-231 e de
suas linhagens monoclonais. Fotomicrografias inferiores fazem alusdo a morfologia da MDA e de
suas linhagens monoclonais. As imagens foram feitas com auxilio de microscopio de contraste de
fase, sendo que as imagens superiores foram registradas utilizando lentes objetivas de 4x de

aumento, e as imagens inferiores foram registradas usando objetivas de 10x de aumento.

A andlise por microscopia de contraste de fase tem suas limitacées, na medida
em que, este método sé permite observar alteracbes de morfologia e de padréo de
crescimento eminentes, sendo que alteracbes mais detalhistas precisam de ensaios
mais robustos para serem avaliados, de maneira que, como exemplo de testes
possiveis a literatura aponta, por exemplo, para aferir parametros morfolégicos o
indice de polaridade e a area estimadada de adesao (SILVA, 2017) e o teste de
migracao para avaliar padrées de crescimento (REY, 2018).

O cari6tipo € um bom parametro de caracterizacdo de linhagens celulares,
sendo esse muito utilizado nos mais diversos estudos (VCELAR et al., 2017;
DMITRENKO e STEPANENKO, 2015; CHOI et al., 2014), como resultado da
exposicdo das linhagens monoclonais a técnica percebeu-se que os perfis de cariotipo
encontrados ndo foram muito aberrantes, onde a maioria das visualiza¢des néo expos
um padrao de anomalias estruturais visiveis a microscopia, no entanto, como mostra
a figura 6 € perceptivel que entre os clones houve algumas diferencas no retrato dos
cromossomos metafasicos, o que pode ser visto, por exemplo, se compararmos a
imagem correspondente ao clone D9 (imagem que mais representa um cariotipo
tipico) com a imagem do clone B10 (representacdo com o cariotipo mais distante da

figura metafasica ideal).
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Figura 6 - Cari6tipos das linhagens monoclonais de MDA-MB-231. Clone C9 (superior a esquerda),

clone C5 (superior a direita), clone D9 (inferior a esquerda), e clone B10 (inferior a direita). Imagens
observadas em microscopia 6tica com aumento de 100x nas lentes objetivas (utilizando 6leo de
imersao)(fotos inferiores) e com aumento de 40x nas lentes objetivas (fotos superiores). O padrdo
nado-aberrante dos cariétipos (como os perfis demonstrados na figura) foi maioria nas linhagens
policlonais e monoclonais.

No geral, os cariétipos encontrados nas linhagens monoclonais ndo foram
aberrantes, no entanto, tanto na linhagem policlonal (MDA-MB-231) quanto nos clones
gerados houve presenca de fusdes cromossdémicas (com excecdo das linhagens
monoclonais D9 e C5), sendo que tais alteracdes foram quantificadas e transformadas
em percentual, o que possibilitou verificar que entre as linhagens monoclonais que
apresentam as referidas anomalias houve diferenca, pois o clone C9 (9,52 % dos
cariotipos avaliados foram tipicos de fusdo cromossémica) teve mais que o dobro de
percentagem de cariotipos com fusdo cromossdmica se comparado ao clone B10
(4,55 % dos cari6tipos avaliados foram tipicos de fusdo cromossdmica). A mesma
comparacdo pode ser feita entre os clones e a linhagem MDA-MB-231 (10% dos
caridtipos avaliados foram tipicos de fusdo cromossdmica) , onde a diferenca sé pode

ser vista em relagdo ao clone B10 (Figura 7).
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Figura 7 — Porcentagem de cari6tipos com fusdo cromossdmica. A: Porcentagem de cariotipos que
apresentaram fusdo cromossémica em cada linhagem policlonal e monoclonal. Em laranja, a
porcentagem de cariétipos tipicos das linhagens e em azul a porcentagem de cariétipos que

apresentaram fus&o cromossdmica em cada linhagem. B: indices mitéticos aferidos em cada linhagem.

Outro parametro obtido com a técnica de cariotipagem e que pode ser usado
para efeitos de caracterizacdo, € o indice mitético, sendo que os indices
demonstrados foram de: 0,038 para B10 - 0,074 para C5 - 0,128 para D9 - 0,126 para
C9 - 0,14 para MCF-7 — 0,063 para MDA-MB-231.

Observando os valores acima, e como pode ser demonstrado visualmente na
figura 7, os indice mitéticos das linhagens monoclonais foram bem diferentes, com
excecdo dos indices dos clones D9 e C9, que ficaram bastante proximos. Com relacéo
a comparacao dos valores de indices mitdticos das linhagens monoclonais com a
MDA policlonal, é perceptivel que os clones D9 e C9 foram os que mais se afastaram
do padrdo encontrado na MDA-MB-231.

O fato da MDA-MB-231 ser uma linhagem de adenocarcinoma mamario triplo-
negativa para expressao dos receptores HER-2, RE e RP (ATCC, 2020) torna a
verificagdo deste perfil importante na identificacdo das linhagens monoclonais, sendo
gue os resultados encontrados mostram que tanto a linhagem heterogénea, quanto

suas linhagens monoclonais apresentaram o fenétipo triplo-negativo (figura 8).
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Figura 8 — Resultado de imunocitoquimica da MDA-MB-231 e seus clones. Demonstracdo que a
MDA-MB-231 e suas linhagens clonais (imagem representa o ocorrido em todos os clones) sédo
triplo-negativas para a expressao dos receptores HER-2, RP (receptor de progesterona), e RE
(receptor de estrogeno), o que pode ser observado pelo fato das imagens presentes nas colunas
localizadas do lado esquerdo e no meio ndo terem a coloragédo tem tom meio amarelo ou marrom
(tom que sinaliza a presenga destes receptores), e terem apenas a coloragdo provindas da técnica
de HE (hematoxilina-eosina). Os controles positivos representam tecidos que sabidamente
expressam os respectivos receptores.

4.2Padrdo de crescimento

Como mostra a literatura, a MDA-MB-231 é uma linhagem heterogénea que abriga
subpopulacdes clonais com niveis proliferativos bem variados (SILVA, 2017), sendo
assim a comparacédo das taxas proliferativas das linhagens monoclonais produzidas

neste estudo é essencial, de maneira que é valida a comparacao entre as linhagens
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monoclonais e a comparacdo de cada linhagem monoclonal com a MDA-MB-231
heterogénea.
O perfil de expresséo do antigeno ki67 encontrado nos clones e na linhagem MDA-

MB-231 policlonal foi bem parecido (figura 9), visto que todos apresentaram alta

-

Figura 9- Resultado de imunocitoquimica (Ki67) da MDA-MB-231 e seus clones. Demonstragdo de
gue a MDA- MB-231 e suas linhagens monoclonais tém alta expressdo do antigeno Ki67. A)
Coloracdo por HE da linhagem policlonal. B) Linhagem policlonal com marcadores de ki67.

C)Coloracéo por HE de cultura monoclonal (imagem representa o ocorrido em todos os clones). D)
Linhagem monoclonal com marcadores de ki67.

95% de suas células expressando o marcador, e os clones D9 e B10 tiveram 90% de
suas células expressando o marcador, o que indica que tanto a linhagem policlonal,
guanto as linhagens monoclonais relatadas possuem alto nivel proliferativo.
No que se refere ao TD, a MDA policlonal e as suas sublinhagens se mostraram sensiveis a
técnica, na medida em que, foi possivel observar a fase de crescimento das mesmas
e calcular o TD de cada uma, sendo que a linhagem monoclonal C9 foi a que
apresentou o padréo de crescimento mais distinto, o que acabou refletindo no seu TD
(o clone em questédo teve um valor de TD mais alto que os demais, ou seja, dentro do
grupo analisado é o que cresce mais lentamente) (Figura 10). Os valores que cada
TD e a faixa de valores do intervalo de confianca podem ser vistos no Quadro 2.

Os valores parecidos de TD encontrados entre as linhagens monoclonais e a

linhagem policlonal casam com a simetria encontrada nos resultados de expressao de
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antigeno Ki67, com uma leve discrepancia para o valor de TD do clone C9 que foi
mais alto. Essa simetria de resultados torna o achado mais robusto e minimiza a ideia
de diferentes taxas proliferativas indicadas pela variedade de indices mitéticos
mostrados na figura 7, sendo que os testes de TD e de expressao de antigeno Ki67
sdo bem mais quistos para evidenciar niveis proliferativos se comparados ao simples

indicador de indice mitético resultante da cariotipagem.
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Figura 10 —Curvas de tempo de duplicacdo da MDA-MB-231 e seus clones. Figura mostra a
tendéncia de crescimento da MDA-MB-231 e suas respectivas linhagens monoclonais. C9 é a Unica

a apresentar um padrdo de inclinacdo da curva diferente o que reflete em seu tempo de duplicacéo.

Linhagem TD (h) Faixa de valores do
intervalo de confianca (h)

MDA policlonal 36,42 34,58 — 38,47

C9 46,61 43,28 — 50,50

D9 36,74 34,34 — 39,49

C5 38,33 35,70 — 41,37

B10 36,42 34,46 — 38,60

Quadro 2- Valores de TD da linhagem MDA-MB-231 e de suas linhagens monoclonais
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O presente achado de padrdo de crescimento das linhagens (policlonal e
monoclonais), pode ser contrariado por achados na literatura que utilizaram da mesma
técnica de selecdo clonal em linhagens MDA-MB-231 e encontraram clones com
diferentes taxas proliferativas (SILVA, 2017), todavia € licito conjecturar que a técnica
de selecdo clonal ndo consegue por si s6 separar todas as subpopulacdes
proliferativas presentes na linhagem, desta forma, dados divergentes podem ser
encontrados nesta perspectiva.

A mensuracdo da capacidade proliferativa em um trabalho que envolve
subpopulacdes clonais é importante, visto que ao analisar o cultivo celular sob a
perspectiva da capacidade proliferativa, é legitimo refletir que existe a possibilidade
de que populagbes com maior capacidade de replicacdo, se tornem
proporcionalmente mais presentes na culturas a medida em que estas culturas vao
sendo cultivadas por um longo tempo no laboratorio.

A analise morfologica por citometria de fluxo (analisando parametros de FSC-
H e SSC-H) mostrou que as linhagens monoclonais vindas de MDA-MB-231
apresentaram diferenca morfolégica em relacdo a MDA-MB-231 heterogénea, de
forma que, os eventos (a priori, cada evento é tido como uma célula passando em
frente ao laser do citbmetro de fluxo) demonstrados nos graficos dos clones
apresentaram um numero expressivo de perfis que ndo se encaixavam no padréo
contemplado pelos 95% de eventos da MDA-MB-231 heterogénea, sendo que isso
pode ser observado pelo aumento de pontos de tonalidade preta nos graficos dos
clones encontrados na figura 11 e melhor detalhado na figura 12.

Além da verificacdo apontada acima, outro dado importante que pode ser
verificado na figura 11, diz respeito a formacdo de subpopulaces com morfologia
distinta nas linhagens clonais, posto que a dispersdo dos eventos representados nos
graficos destas néo ficou concentrada em uma Unica area, portanto, foram notados
valores de SSC-H e FSC-H um pouco diferentes, o que representa niveis de tamanho
e complexidade que néo sao uniformes. A linhagem clonal que mais variou em termos
de diferencas nos padrdes de FSC-H e SSC-H foi a C9, onde € possivel observar uma
dispersdo maior no grafico de SSC-H versus FSC-H e verificar até uma subpopulacéo
com alto FSC-H e SSC-H (subpopulacdo chamada de R2 no gréfico 11).

A mudanca de padrées morfoldgicos ja é descrita na literatura como sendo algo

presente na carcinogénese (PINTO, 2015), de forma que este principio se repetiu até
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nas linhagens clonais, demonstrando que até as linhagens clonais tendem a continuar
0 processo de desdiferenciacao iniciado na carcinogénese.

O crescimento de subpopula¢gbes com fendtipos até nos clones sugere uma
possivel mudanca de perfil de culturas quando cultivadas por muito tempo em
laboratdrio, o que acaba diferenciando estas culturas das originarias e tem uma série
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I ] 1024
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@ Clone C5
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Clone D9 g . Clone C9 Bl 09~ R2
FSC-H/SSC-H

Figura 11 —Andlise morfolégica por citometria de fluxo da MDA-MB-231 e suas linhagens
monoclonais. R1) No grafico de MDA-MB-231 representa 95% dos eventos totais e nos graficos dos
clones representa os eventos com perfis semelhantes aos de MDA-MB-231. R2) No clone C9
representa uma subpopulacdo expressiva e diferente da populagdo encontrada em R1. Em preto,
eventos captados com baixo FSC-H e baixo SSC-H. Grafico inferior mais a direita mostra tendéncia
do comportamento de FSC-H/ SSC-H do grupo R2 é igual a tendéncia de comportamento FSC-H/
SSC-H do clone C9.

de fatores importantes, como por exemplo, culturas com caracteristicas diferentes
podem ter respostas diferentes a determinado teste de um farmaco.

A distincdo verificada sob da otica da citometria de fluxo entre as linhagens
monoclonais geradas a partir da MDA-MB-231, e a propria linhagem policlonal, ndo
se deteve apenas no ambito das diferencas morfolégicas, sendo que, pbde ser
observado que os clones tém perfis de autofluorescéncia diferentes entre si e
principalmente diferentes em relacdo a linhagem policlonal, sendo que tais diferencas

foram perceptiveis ao analisar os perfis de autofluorescéncia captados por 4 canais
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muito utilizados em citometria de fluxo, que séo FL1- H, FL2-H, FL3-H e FLH-4 (Figura
13).

Uma exemplificagdo mais proxima desta diferenca de emissdo de
autofluorescéncia entre a MDA-MB-231 e as linhagens clonais pode ser verificada na
figura 14, onde a emissdo de fluorescéncia do clone C5 é comparada com a da
linhagem policlonal através dos filtras FL1-H e FL2-H, sendo possivel verificar uma
diferenca nos perfis encontrados.

A figura 15 vai além da comparacao de autofluorescéncia entre uma linhagem
monoclonal (no caso desta figura, o clone usado foi 0 C9) e a MDA-MB-231 policlonal,

na medida em que, € mostrada também uma subpopulacao de C9 (chamada de R2).
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Figura 12 — Andlise dos parametros de FSC-H e SSC-H de forma separada na linhagem MDA-MB-
231 e seus clones. A) Demonstra o comportamento do parametro de SSC-H em cada linhagem,
sendo que percebe-se que os clones apresentam um ndmero bem maior de eventos com baixo
SSC-H quando comparados a linhagem policlonal. B) Demonstra o comportamento do parametro
de FSC-H em cada linhagem, sendo que percebe-se que 0s clones apresentam um ndmero bem
maior de eventos com baixo FSC-H quando comparados a linhagem policlonal. C) Gréfico
demonstra o percentual de eventos com baixo SSC-H nas linhagens, sendo que quando feita a
comparacdo com a linhagem policlonal, todos os clones tiveram diferenca estatisticamente
significante. D) Gréfico demonstra o percentual de eventos com baixo FSC-H nas linhagens, sendo
gue quando feita a compara¢do com a linhagem policlonal, todos os clones tiveram diferenca
estatisticamente significante. Andlise estatistica feita por ANOVA com pés-teste de Dunnett.
*p<0,05, ** p<0,01.
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Figura 13 - Andlise de autofluorescéncia da MDA -MB-231 e seus clones. Analise de
autofluorescéncia usando os filtros FL1-H (esquerda superior), FL2-H (direita superior), FL3-H
(esquerda inferior) e FL4-H (direita inferior) para a MDA-MB-231 policlonal e suas linhagens

monoclonais.
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Figura 14 — Andlise de autofluorescéncia da MDA-MB-231 e seu clone C5. Andlise de
autofluorescéncia usando os filtros FL1-H (esquerda), FL2-H (direita), com o intuito de comparar a
MDA-MB-231 e a linhagem monoclonal C5. O eixo dos gréaficos esta em escala logaritmica o que
deixa os perfis de emisséo de fluorescéncia destas linhagens bem diferentes.
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A figura em questao evidencia a diferenca que ha entre os 3 grupos mencionados
no que tange a fluorescéncia captada pelos filtros FL1-H, FL2-H, FL3-H e FL4-H,
sendo que € notorio que cada grupo tem um perfil de autofluorescéncia diferente.

O achado de diversidade no paréametro de autofluorescéncia € de suma
importancia, visto que, experimentos de citometria de fluxo que utilizam emisséao de
fluorescéncia sdo muito difundidos no meio cientifico (BERGSTEIN, WEISS, BICUDO,
2014; NAKAGE et al., 2005), um exemplo disto, sdo os experimentos que utilizam
anticorpos monoclonais fluorescentes para determinados antigenos celulares e
depois fazem a averiguacao desta marcacao por meio de citometria de fluxo (BACAL
et al., 2007). Sendo assim, € licito pensar que perfis de autofluorescéncia distintos
dentro de uma mesma linhagem pode ser um fator de interferéncia em ensaios de
citometria de fluxo que utilizam este parametro, de maneira que, o fato das linhagens
serem tado heterogéneas, nédo garante que o controle de autofluorescéncia utilizado no
inicio do experimento tenha o mesmo perfil de autofluorescéncia das células usadas

no experimento em si.

4.3Sensibilidade a farmacos

O teste de sensibilidade ao paclitaxel apontou feicdes dissemelhantes entre os
clones, sendo que, a concentracédo de 1,5 uM reduziu em mais de 50% a viabilidade
celular no clone C5, enquanto que a mesma concentracdo reduziu algo em torno de
25% no clone C9, outro exemplo pode ser dado se feita a comparacéo de sensibilidade
utilizando a concentracao de 25 uM, onde a referida concentracao reduziu a viabiliade
celular do clone B10 em pouco mais de 50%, enquanto que a mesma concentracao
reduziu a viabiliade do clone D9 em aproximadamente 75% (Figura 16).

Além das divergéncias dos padrdes de resposta ao paclitaxel entre os clones,
também foi possivel observar que a linhagem MDA-MB-231 heterogénea também
divergiu dos clones, sendo que a resposta mais préxima obtida por um clone foi a do
D9, sendo que o padréo de sensibilidade encontrado em todos os outros clones foi
diferente do padrao encontrado na MDA policlonal, de forma que, no geral, os clones
foram mais resistentes a acdo do paclitaxel (Figura 16).

Os dados de sensibilidade a acdo do paclitaxel sdo um representativo muito
importante, pois grande parte dos estudos em cancer buscam novos farmacos para

ampliacdo da farmacoterapia ja existente (CORONA, et al., 2017), e dentro desta
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busca por principios ativos, as linhagens celulares tém grande relevancia, na medida
em que, testar in vitro as possiveis substancias antineoplasicas é um passo exigido

na triagem pré-clinica.
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Figura 15 — Analise de autofluorescéncia da MDA-MB-231, seu clone C9, e subpopulagéo C9 (R2).
Analise de autofluorescéncia da MDA-MB-231, do clone C9 e da subpopulacéo R2 presente em C9
usando os filtros FL1-H (esquerda superior), FL2-H (direita superior), FL3-H (esquerda inferior) e
FL4-H (direita inferior). No eixo x dos graficos a escala € logaritmica, deixando a diferenca de

captacao de fluorescéncia mais diferente entre os grupos comparados.

Dentro da perspectiva mencionada no paragrafo anterior, e tendo em vista que
a MDA-MB-231, como demonstrou este trabalho, tem populag¢des clonais distintas, €
possivel conjecturar que os resultados de testes de principios ativos obtidos dentro da
mesma linhagem possam ser divergentes, sendo que dentro desta mesma

perspectiva, o presente trabalho demonstrou que o tempo de cultivo pode contribuir
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para mudanca fenotipica, tal mudanca pode incluir a aquisicdo de resisténcia a

principios ativos.
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Figura 16 —Sensibilidade ao paclitaxel. Figura mostra padrdes de respostas diferentes quanto a
exposicdo a concentracdes diferentes de paclitaxel (concentracdes de 1,5 e 25 uM). O padréo é
diferente entre os clones, e se comparado a linhagem policlonal, o clone que apresenta o padréo de
sensibilidade ao farmaco mais proximo dessa é o D9. As células ficaram expostas as concentracdes
por 48h. Andlise estatistica feita com Kruskall Wallys e pés teste de Dunn. *p<0,05= estatisticamente
significativo quando comparado ao grupo de concentracdo 1,5 UM da MDA. # = estatisticamente

significativo quando comparado ao grupo de concentracdo 25 uM da MDA.

A reprodutibilidade experimental € um dos pilares da ciéncia, desta forma, as
conjecturas acima trazem a tona uma problematica para a pratica laboratorial, visto
gue, o fenbmeno de mudanca fenotipica de uma linhagem dificulta a comparacao de
dados experimentais entre estudos, e também limita a reprodutibilidade dos
experimentos.

Varios sdo os fatores que podem influenciar na mudanca da feicao fenotipica,
e muitos deles sédo usados rotineiramente no cultivo celular, sendo que, tais fatores
podem agir como agentes seletivos, eliminando subpopulacdes clonais que séo
sensiveis a acdo dos mesmos e selecionando subpopulacdes clonais que séo
resistentes a acao deles. A exemplo dos agentes seletivos em questéo € possivel citar
0 proprio cultivo por longo tempo, 0 uso de antibiético no meio de cultivo e o0 processo
de tripsinizacao de culturas aderentes.

Um outro fator ambiental que pode agir selecionando linhagens clonais dentro
da cultura heterogénea € ato de congelamento das culturas em freezer de -80° C,

sendo que neste processo que visa manter as células conservadas pra um posterior
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uso, muitas células se tornam inviaveis, ou seja, dentro da cultura heterogénea
existem linhagens monoclonais que sdo mais sensiveis ao processo de congelamento
em quanto outras ndo sdo. E importante ressaltar que muitas células se tornam
inviaveis durante o método de congelamento tanto pelo processo em si, quanto pela
presenca de dimetilsulféxido (DMSQO) no meio de congelamento.

A exemplo do agente seletivo mencionado no paragrafo anterior, a figura 17
mostra bem como funciona esta dinamica de resisténcia e sensibilidade ao
congelamento, sendo que é possivel perceber uma diferenca nos padrdes
encontrados, onde os clones B10 e C5 se mostraram mais sensiveis ao
congelamento, pois a proporcdo de células que ndo aderiram na placa ap6s o
descongelamento foi maior (19,5% das células de B10 ndo aderiram e 20,2% das
células de C5 nao aderiram) quando comparada aos clones D9 e C9 (7,2% das células
de D9 nao aderiram e 9,6% das células de C9 nao aderiram), e isto soma-se ao fato
de 14% do total das células de B10 (aderentes ou nao), e 16% das células de C5
(aderentes ou nao) terem se mostrado inviaveis, enquanto 8% do total das células de
C9 (aderentes ou nédo), e 6% das células de D9 (aderentes ou ndo) se mostraram
inviaveis.
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Figura 17— Demonstragdo de resisténcia ao congelamento dos clones de MDA-MB-231. A: Andlise
de aderéncia apés congelamento/descongelamento. B: Relagéo percentual entre o nimero total de
células congeladas e o numero de células inviaveis encontradas no sobrenadante, 24 h apés o

descongelamento. Células viaveis (aderidas ou ndo) em azul e invidveis em laranja.

A figura 18 demonstra de maneira resumida as hipéteses consideradas para o
desenvolvimento do trabalho, onde uma linhagem celular pode ter trés destinos a
depender de caracteristicas genéticas e epigenéticas, sendo que todas as trés ideias
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mencionadas s&o dependentes de um longo periodo de cultivo destas células. Os
trés perfis apés um longo periodo de cultivo sdo:

1) Fenoétipo resultante composto quase que prioritariamente por células
proliferantes:neste cenario é considerado apenas o aspecto proliferativo das culturas,
sendo assim, células com caracteristicas proliferativas exacerbadas iriam pouco a
pouco aumentando proporcionalmente, o que mudaria a feicdo da linhagem,
entretanto esta hipétese é pouco provavel de acontecer, visto que temos agentes
seletivos;

2) Fendtipo resultante igual ao da linhagem originaria: neste cenario além do aspecto
proliferativo também sdo considerados outros fatores de pressao seletiva utilizados
rotineiramente no laboratdrio, como tripsinizacdo, congelamento a -80° C, e também
caracteristicas particulares de algumas subpopulacdées que podem contribuir para a
preservacao das mesmas na cultura, como o fato de ter teldbmeros mais longos. A ideia
deste modelo € que varios fatores de pressdo seletiva acabariam equilibrando o
balanco entre as diferentes subpopulacdes presentes na cultura.

3) Fendtipo com vérias subpopulacées novas com influéncia direta da instabilidade
genética presente em linhagens celulares cancerosas: neste modelo séo levados em
consideracdo os agentes de pressao seletiva verificados na pratica laboratorial, e a
instabilidade genética presente em subpopulacdes presentes na linhagem celular, de
forma que, este é um modelo que leva em consideracéo a geracéo de subpopulacdes
diferentes a partir de populacfes clonais ja existentes na cultura, o que pode ser
exemplificado, por exemplo, pelo que aconteceu com o clone C9 deste trabalho, onde
os experimentos de citometria de fluxo revelaram o surgimento de uma nova
subpopulacdo vinda da referida linhagem clonal, no que tange aos aspectos de
morfologia e autofluorescéncia.

Este trabalho vai de encontro principalmente ao modelo 3 e suas implicacdes, na
medida em que, foi apontado através deste que as linhagens MDA-MB-231 e a
linhagem MCF-7 sofrem mudancas fenotipicas através da acao do tempo. Além disso,
também foi demonstrado que a geracao de uma subpopulacéo vida de uma linhagem
monoclonal de MDA-MB-231.

A amplitude dos resultados encontrados neste trabalho vai longe, de forma que,
sua implicacdo esta enraizada no cultivo celular em si, com isso elementos como
desdiferenciacéo celular provocada pelo tempo, e geragédo de novas subpopulacdes

clonais vao ser topicos sempre mensurados na pratica laboratorial.
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A hipotese 3 da figura 18 traz uma noc¢do de que a mudanca de perfil das culturas
pode implicar no aparecimento de respostas diferentes a testes feitos em laboratério,
desta forma, ensaios como os que visam desenvolver novos farmacos antineoplasicos
podem estar sendo prejudicados por este tipo de alteracdo. Além disso, determinados
ensaios que usam fatores seletivos intensos, tal como a transfeccéo, estariam sendo
prejudicados, sendo que, quando é usado um agente seletivo muito pesado para
alcancar um efeito, acaba-se perdendo a noc¢ao de que se o grupo selecionado pode

ou ndo representar o controle.
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Figura 18- Resumo esquematico do modelo proposto. A instabilidade genética das subpopulacdes

da linhagem pode levar ao surgimento de uma cultura com fendétipo diferente se comparada com a

cultura originéria, isso ap6s um logo periodo de cultivo.
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5. Concluséo

O presente trabalha sugere que linhagens celulares cultivadas em laboratério
tendem a sofrerem influéncias do meio que podem causar alteracdes fenotipicas,
sendo que o efeito final pode ser o surgimento de uma cultura que ndo é mais
representativa da cultura originaria, ao mesmo tempo € demonstrado que mesmo em
culturas monoclonais o fendmeno de surgimento de novas subpopulagbes se faz
presente. Sendo assim, a melhor estratégia para evitar tais problemas seria tentar ndo
trabalhar com culturas muito envelhecidas, e utilizar a estratégia de congelar um
grande namero de tubos das células que vao ser usadas no estudo e ir descongelando
de pouco a pouco a medida em que os experimentos forem acontecendo, sendo que

ISSO € para evitar a longa exposicao destas células ao cultivo.
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