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RESUMO

O glioblastoma (GBM) ¢ o tipo mais agressivo e letal de cancer cerebral, conhecido por seu
rdapido crescimento e resisténcia a tratamentos convencionais como cirurgia, radioterapia e
quimioterapia. Este estudo investiga as caracteristicas das células de GBM em duas condi¢des:
culturas bidimensionais, que cobrem totalmente a superficie da garrafa em que foram
cultivadas, e tridimensionais, com neuroesferas formadas em gota suspensa, que sao usados
para estudar a autorrenovacgao e diferenciacdo celular. A pesquisa foca em identificar células-
tronco cancerigenas (CTCs), principais responsdveis pela recidiva do tumor, através de
marcadores moleculares especificos. A formagdo das neuroesferas indica que podem existir
CTCs na massa tumoral. Com isso, foi avaliada a prolifera¢do celular em neuroesferas de trés
linhagens: GBM1, linhagem primaria, A172 e U87, linhagens comerciais. As linhagens de
GBMI1 e A172 apresentaram niveis semelhantes de proliferacdo na condi¢do de neuroesfera,
enquanto U87 mostrou uma baixa proliferacao celular em relacdo as demais linhagens. Apods a
formacao das neuroesferas, o RNA mensageiro de GBM1 e U87 foram extraidos e dosados para
identificar e comparar a expressdo dos marcadores moleculares nas diferentes condi¢des de
cultivo. Foram selecionados marcadores caracteristicos de CTCs, que incluem CDH2, MDRI,
MSI2, NANOG e VIM, e sdo associados a funcdes como adesdo intercelular, resisténcia a
drogas, regulacdo da tradu¢do de RNAs mensageiros, manuteng¢do e autorrenovacgdo de CTCs e
caracteristicas invasivas de células tumorais. As células em condicdes bidimensionais
apresentaram niveis de expressdo génica menores do que as células em condicoes
tridimensionais. Entretanto, as neuroesferas apresentam apenas um resultado preliminar, uma
vez que estas ndo obtiveram uma dosagem de mRNA suficiente. O método de formacao de
neuroesferas em gotas suspensas mostrou-se relevante para compreender o comportamento
celular no tumor, assim com a influéncia das CTCs, mas ainda ha limitacdes, como a auséncia
de angiogénese. Os resultados ainda indicam a relevancia do método de formagdo de
neuroesferas, uma vez que as diferentes condic¢des fisioldgicas podem alterar o microambiente
tumoral aumentando ou diminuindo a expressdo de determinados marcadores que contribuem
com a agressividade do GBM. O método pode se tornar um complemento nos estudos de células
tumorais convencionais, indicando sua importancia para pesquisas futuras.

Palavras-chave: Células-tronco cancerigenas; Gotas; Marcadores moleculares; Neuroesferas;
Glioblastoma.



ABSTRACT

Glioblastoma (GBM) is the most aggressive and lethal type of brain cancer, known for its rapid
growth and resistance to conventional treatments such as surgery, radiotherapy, and
chemotherapy. This study investigates the characteristics of GBM cells in two conditions: two-
dimensional cells, which completely cover the surface of the bottle in which they were cultured,
and neurospheres formed in a hanging drop, which are used to study cell self-renewal and
differentiation. The research focuses on identifying cancer stem cells (CTCs), responsible for
tumor recurrence, through specific molecular markers. The formation of neurospheres indicates
that CTCs may exist in the tumor mass. With this, cell proliferation was evaluated in
neurospheres of three strains: GBM1, primary strain, A172 and U87, commercial strains. The
GBMI1 and A172 strains showed similar levels of proliferation in the neurosphere condition,
while U87 showed low cell proliferation compared to the other strains. After the formation of
neurospheres, GBM1 and U87 RNA extracted and measured to identify and compare the
expression of molecular markers in different culture conditions. Markers characteristic of CTCs
selected, which include CDH2, MDR1, MSI2, NANOG and VIM, and are associated with
functions such as intercellular adhesion, drug resistance, regulation of translation of messenger
RNAs, maintenance and self-renewal of CTCs and invasive characteristics of tumor cells. Cells
in two-dimensional conditions showed lower gene expression levels than cells in three-
dimensional conditions. However, neurospheres only presented a preliminary result since they
did not obtain a sufficient mRNA dosage. The method of neurosphere formation in hanging
drops proved to be relevant for understanding cell behavior in the tumor, as well as the influence
of CTCs, but there are still limitations, such as the absence of angiogenesis. The results also
indicate the relevance of the neurosphere formation method, since different physiological
conditions can alter the tumor microenvironment by increasing or decreasing the expression of
certain markers that contribute to GBM aggressiveness. The method can become a complement
in studies of conventional tumor cells, indicating its importance for future research.

Keywords: Cancer stem cells; Drops; Molecular markers; Neurospheres; Glioblastoma.
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1 INTRODUCAO

1.1 Gliomas

Os gliomas malignos sdo os tumores primarios mais comuns do cérebro humano adulto
e estdo entre os tumores mais dificeis de tratar, com tempos de sobrevivéncia médios inferiores
a 15 meses, a partir do momento do diagnédstico (Dietrich, Diamond e Kesari, 2010; Ignatova
et al., 2002). No sistema nervoso central (SNC), as células gliais s@0 as mais abundantes:
circundam, fornecem nutrientes e oxigénio para os neurdonios. O termo glioma descreve os
tumores neuroepiteliais que sdo originados das células gliais ou de suporte do SNC, sendo os
tumores intracranianos primdrios mais comuns (Davis, 2018; Jiang e Uhrbom, 2012).
Alteracoes relacionadas a idade da célula de origem, no microambiente cerebral, no acimulo
de mutagdes e na redugdo da vigilancia imunolégica podem ser possiveis fatores de risco para
o desenvolvimento de gliomas (Cahill e Turcan, 2018).

A heterogeneidade dos tumores gliais de alto grau e sua tendéncia a rdpida progressao
maligna estdo associadas a capacidade das células de glioma de migrarem de uma massa
tumoral para o tecido cerebral normal, onde geram multiplos novos focos e crescimento
recorrente. A classificacdo dos tumores do SNC tem sido baseada na combinacdo de
caracterfsticas histopatoldgicas e moleculares (Louis et al., 2021). A Organizagdo Mundial da
Satude (OMS) classifica os gliomas em graus, de acordo com a escala de malignidade.

Em 2021 houve a mais recente atualizacdo desta classificacdo, baseados em sua
histologia (Tabela 1). Os oligodendrogliomas sdao tumores constituidos por uma mistura de
astrocitos e oligodendrécitos em nimeros mais ou menos equilibrados, sem limites definidos.
Tém uma taxa de crescimento lenta, alto grau de diferenciacdo celular e sio propensos a
progressao maligna, sendo classificados em oligodendrogliomas (grau II) e oligodendrogliomas
anaplésicos (grau III). Os astrocitomas sdao tumores nas células gliais desenvolvidos no tecido
celular conectivo chamado astrécitos, caracterizados por maior densidade celular, ampla
existéncia de atipias e células mitdticas. Sao classificados em astrocitoma difuso (grau II),
astrocitoma anaplasico (grau III), astrocitoma IDH-mutante, e GBM IDH-wildtype e mutacdo
do promotor TERT (grau IV). Por sua vez, os glioblastomas (Tabela 1), sdo os tipos de gliomas
mais agressivos apresentam as mesmas caracteristicas de tumores de grau III, além de
proliferagdes microvasculares e necrose pseudopalicada, de grau IV (Huang, 2022; Jiang &

Uhrbom, 2012; Louis et al., 2016).
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Os tumores de grau IV recorrem em mais de 90% dos casos, tipicamente dentro de 2

cm do local original, e 10 a 20% podem desenvolver novas lesdes distantes, o que sugere uma

explicacdo para a alta taxa de recorréncia, principalmente no glioblastoma multiforme (GBM)

(Ignatova et al., 2002; Peng et al., 2019).

Tabela 1: Classificacdo dos gliomas de acordo com a OMS em 2021.

Tipos de Tumores

Oligodendroglioma

Astrocitoma difuso

Oligodendroglioma

anapldsico

Astrocitoma
anapldsico

Astrocitoma

Astrocitoma

Glioblastoma

Mutacoes Genéticas*

Oligodendroglioma,
IDH-mutante e 1p/19q-
codeletado
Astrocitoma,
mutante

IDH-

Oligodendroglioma,
IDH-mutante e 1p/19q-
codeletado

Astrocitoma, IDH-
mutante

Astrocitoma, IDH-
mutante e CDKN2A/B
delecdo homozigética
Glioblastoma, IDH-
selvagem & mutacdo do
promotor TERT,
amplificacio EGRF, ou
ganho/perda do
cromossomo 7/10
Glioblastoma, IDH-
selvagem

Histologia

Lesoes
infiltrativas,
com atipias nucleares e
baixo indice mitdtico,
sem proliferacao
endotelial ou necrose

em geral

Lesdes infiltrativas, com
atipias nucleares e alto
indice mitotico.

Lesoes infiltrativas,
atipias nucleares, alto
indice mitotico, células
gigantes

multinucleadas, necrose
e proliferacdo endotelial.

Grau e Caracteristicas

Grau 2: malignos, com
infiltragdo precoce nos tecidos
adjacentes, bem diferenciado,
crescimento  lento,  pode
progredir para astrocitoma
anapldsico, incurdvel por
cirurgia

Grau 3: altas taxas de
anaplasia e proliferacdo, com
caracteristicas histologicas
malignas e  progndsticos
desfavordveis

Grau 4: muitas caracteristicas
de malignidade, alta
ocorréncia de angiogé€nese e
necrose, altamente invasivo e
baixos progndsticos

*As alteracOes genéticas essenciais a OMS estdo destacadas em negrito. Adaptado de Huang,

2022; Louis et al., 2007.

De maneira geral, gliomas malignos sdao amplamente resistentes aos métodos

convencionais de quimioterapia e radiacdo. As células-tronco cancerigenas (CTCs) podem estar

fortemente associadas a dificuldade de eliminagcdo completa dos tumores. Estudos em

glioblastoma mostraram que estas células sdo criticamente importantes nos processos de

iniciacdo tumoral, progressdao tumoral, angiogénese e resisténcia a terapia. Identificar as vias

de sinalizac@o e mecanismos moleculares que conduzem essas células iniciadoras de tumor em
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gliomas malignos pode ser um caminho para identificar novas estratégias de tratamento

promissoras (Dietrich, Diamond e Kesari, 2010; Spiteri et al., 2019).

1.2 Glioblastoma Multiforme Humano

O GBM (glioma grau IV pela OMS) € o tumor cerebral primario mais prevalente e
letal, sendo o mais comum de todos os tumores malignos primérios do SNC, de 55 a 61,5%,
com uma taxa de sobrevida sombria em 5 anos de apenas 5% e uma sobrevida média de menos
del5 meses (Easwaran, Tsai e Baylin, 2014; Gimple et al., 2019; Lathia et al., 2015a; Louis et
al., 2021; Peiris-Pages et al., 2016; Pinto et al., 2021). Os primeiros casos de GBM foram
reconhecidos no final do século XIX, baseados em achados de autdpsias. A estrutura tecidual e
as células de origem nao eram conhecidas, entretanto, o crescimento infiltrativo sem borda clara
com o tecido cerebral sauddvel era evidente, sugerindo comportamento maligno (Stoyanov e
Dzhenkov, 2018). As apresentagdes clinicas do GBM sao relacionadas ao aspecto funcional da
area do cérebro envolvida. Em determinadas dreas causam sintomas que levam o paciente a
procurar assisténcia médica mais rapidamente, como fraqueza persistente, dorméncia, perda de
visdo ou alteracdo da linguagem. Em outras dreas do cérebro, podem resultar em sintomas mais
sutis, como disfun¢do executiva, distirbios do humor, fadiga e distirbios leves de memdria.
Estes sdo frequentemente centrados no lobo frontal, lobo temporal ou corpo caloso e, no
momento da ressec¢do cirdrgica, podem ser maiores do que quando identificados via exames
de imagem. As convulsdes ocorrem em uma minoria de pacientes recém-diagnosticados com
GBM (aproximadamente 25%) (Alexander e Cloughesy, 2017; Krishna et al., 2023).0
tratamento padrio inclui resseccdo cirirgica (com seguranca mixima do tumor), seguido de
radioterapia e quimioterapia. A taxa de sobrevida € inferior a 30% dos individuos acometidos
com GBM, uma vez que este € um tumor heterogéneo, resistente a todas as abordagens
terapéuticas, devido as multiplas muta¢des subclonais (Calinescu et al., 2021; Rodriguez et al.,
2022). Ap6s a resseccdo neurocirirgica, quase todos os tumores t€m uma taxa de reincidéncia
dentro de 2 a 3 cm da margem cirdrgica, destacando o fato de que mesmo sendo
macroscopicamente indetectdveis, as células tumorais infiltrantes permanecem e sdo capaz de
repovoar o tumor (Dundar et al., 2020). O GBM € uma doenca sem cura, pois a resisténcia ao
tratamento é em grande parte atribuida a limita¢des na administracdo e distribui¢do de agentes
terapéuticos (Calinescu et al., 2021; Hira, Aderetti e Noorden, van, 2018; Stoyanov e
Dzhenkov, 2018). Os principais contribuintes para o mau progndstico de pacientes com GBM

incluem a heterogeneidade e plasticidade celular intratumoral, a natureza infiltrativa (que ocupa
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uma grande area do cérebro) e migratdria das células, e ainda uma alta taxa de recorréncia, mas

que raramente metastatiza para outros 6rgdos (Gimple et al., 2019; Lathia et al., 2015b).

Antes da Ressecgao Depois da Ressecgdo
. .

Figura 1: Ressonancia Magnética Intracraniana (MRI) de um paciente com GBM.
Pacientes com GBM antes e apds a resseccdo cirdrgica. Paciente 1, em A e B, na regido temporal-
occipital, destacado pelo circulo amarelo em T1; paciente 2, apresenta dois focos de massa tumoral na
regido do lobo frontal, indicados pelas setas amarelas em T2 e T3, antes e apds ressec¢ao cirdrgica com

maxima remocdo do tumor (C e D) (Adaptado de Brown et al., 2016).

O GBM pode ocorrer comumente na zona subventricular (SVZ) ou em uma regiao
mais distante da SVZ (Lathia et al., 2015). A localizacao do tumor pode se correlacionar com
subtipos, resultados clinicos e padrdes de crescimento distintos, incluindo pequenas massas
tumorais em mais de uma localidade no mesmo paciente — condi¢@o rara (Cahill e Turcan, 2018;
Dundar et al., 2020; Yuan et al., 2021). Os glioblastomas apresentam uma composicao celular
bastante heterogénea, conforme indicado pelo termo “multiforme”, com algumas das células
tumorais apresentando capacidade migratdria significativa (Galli et al, 2004). Uma

caracterfistica importante sobre células semelhantes a células-tronco neurais (CTN; Neural Stem
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Cells — NSC) derivadas de tumor € o controle genético alterado, que determina o destino e a
sobrevivéncia celular, o potencial proliferativo, em comparagdo com CTNs normais (Ignatova

etal.,2002).

1.3 Células-tronco Cancerigenas

As células-tronco (CTs) podem ser definidas como células ndo especializadas ou
indiferenciadas que podem se autorrenovar e se diferenciar em células especializadas. A
autorrenovacgdo € o processo pelo qual as CTs geram células filhas indiferenciadas, sendo
importantes na renovacdo e conservagdo de diferentes tecidos do organismo (Bongso e Fong,
2009; Sobhani et al., 2017).

H4 diferentes classificagdes para as CTs: totipotentes, t€m o maior potencial de divisdo
e diferenciacdo, permite a formacdo de estruturas embriondrias — endoderme, mesoderme e
ectoderme — e estruturas extraembriondrias; pluripotentes, formam células das camadas
germinativas; multipotentes, podem se especializar em linhagens celulares especificas;
oligopotentes, podem se diferenciar em varios tipos celulares, mas sdo restritas a linhagem;
onipotentes, ttm uma diferenciacdo mais estreita e uma propriedade especial de se dividir
repetidamente e formam apenas um tipo de célula (Zakrzewski et al., 2019).

O conceito de CTCs propde que um cancer se origina de uma subpopula¢do menor de
células malignas autorrenovéveis, mas com a aquisicio de mutacdes que conferem
caracteristicas de crescimento e constante proliferacdo (Biserova et al., 2021; Bradshaw et al.,
2016). A expressdo de marcadores moleculares de CTs confirmaram hipdteses de estudos
anteriores em relacdo a presenca de CTCs em massas tumorais heterogéneas.

Na leucemia mieloide aguda, por exemplo, as células CD34+ e CD38- sido
consideradas como a populagdo de CT; da mesma forma, a expressao de CD133 estd associada
a CTCs do SNC, incluindo meduloblastoma (MB) e GBM (Paul, Dorsey e Fan, 2022a). Os
marcadores citados s@o caracteristicos de CTs, com isso, numa populacdo heterogénea, esta
expressdo indica a presenga de células-tronco, uma vez que € dificil separar cada célula dentro
do tumor. O termo “células-tronco cancerigenas” deve ser diferenciado do conceito de “célula
de origem” (Rich, 2007), pois a célula origem € aquela que inicia o tumor, mas ndo &,
necessariamente, uma CT; no caso dos GBMs, por exemplo, a célula de origem € uma célula
da glia. A caracterizag¢do do grau de malignidade do GBM fornece evidéncias convincentes de

que a resisténcia ao tratamento e o tumor a progressao €, pelo menos em parte compartilham
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caracterfsticas com as CTCs aqui citadas, e estdo presentes em gliomas de graus mais baixos
(Iacopino et al., 2014; Nikpour et al., 2013).

Embora as CTCs apresentem propriedades em comum com as CTs, elas ndo se
originam necessariamente da transformacao destas células de tecidos normais, indicando que
pode haver mutacdes em células diferenciadas e originar uma nova, iniciadora de tumor
(Visvader e Lindeman, 2012). Assim, ocorre um processo de desdiferencia¢do, o qual uma
célula retorna ao seu estado indiferenciado, conferindo as caracteristicas de CT (Wechsler-Reya

e Scott, 2001).

Invasao

Relagdo com
o nicho

Promocgdo da
Angiogénese

Figura 2: Representacio esquematica das possiveis fun¢oes de CTCs. Adaptado de Lathia
etal.,2015b.

Ainda ndo hd uma explicacdo detalhada de como esse mecanismo ocorre. A maior
parte da massa tumoral consiste em CTs nao tumorigénicas que se diferenciaram em CTCs,
levando a uma vasta heterogeneidade celular com baixa atividade mitdtica, o que protege o
tumor de tratamentos direcionados contra células em divisdo ativa (Bradshaw et al., 2016).

A presente hipétese das CTCs sugere a existéncia de uma subpopulacdo de células
tumorais que compartilham caracteristicas com as CTs saudaveis, com capacidades unicas de
autorrenovacdo, sustentando assim o crescimento do tumor, enfatizando a relevancia destas
células na manuten¢do do microambiente tumoral e na capacidade de reincidéncia (Brown et

al., 2016). Além disso, em vérios estudos foi demonstrado que as CTCs possuem potencial
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tumorigénico além de mecanismos de resisténcia aprimorados. Elas apresentam propriedades
de autorrenovacao, crescimento ilimitado, alta taxa de migracao, resisténcia a quimioterapia e
s@o capazes de reconstituir toda a populacao de células tumorais (Galli et al., 2004; Shen et al.,
2004).

Estas células fornecem um alvo para o tratamento de tumores cerebrais malignos, € a
compreensdo das vias de sinaliza¢do envolvidas na proliferacao, incluindo receptores acoplados
a proteina G (GPCRs), que estd envolvida com a transducdo de sinais celulares. Muitos proto-
oncogenes codificam proteinas envolvidas nas vias de transdug¢do de sinais, ativadas por
hormonios e fatores de crescimento que estimulam a proliferagdo celular (Flores et al., 2009;
Sulman, Aldape e Colman, 2008; Wechsler-Reya e Scott, 2001). Compreender os mecanismos
moleculares envolvidos nestas células cerebrais e na sinalizagdo celular, pode indicar um
caminho para estudar os processos envolvidos nas CTCs, e direcionar tratamentos mais
especificos para elas.

A maioria dos tumores compartilha uma variabilidade entre as células cancerigenas
dentro de uma unica les@o neoplésica, mas elas podem ser diferenciadas umas das outras por
caracteristicas como tamanho, morfologia e expressio de antigenos, renovacdo celular,
interacdo célula-célula, capacidade invasiva e metastética, e reacdo a farmacos (Michor e
Polyak, 2010). Devido a sua capacidade de iniciar novos tumores, a erradicacdo de CTCs pode
afetar a remissdo estdvel e duradoura, que poderia potencialmente combater o cancer (Ahmed

etal.,2018; Peng et al., 2019; Zakrzewski et al., 2019).

1.4 Marcadores Moleculares

O fenétipo de CTCs varia entre os tumores e os marcadores moleculares sdo expressos
de forma diferentes, baseados nas condic¢des fisioldgicas em que a massa tumoral se encontra.
A regulacdo da expressao génica pode sofrer influéncia do microambiente tumoral, assim como
a necessidade de as células ativarem vias de sobrevivéncia e mecanismos de evasdo aos
tratamentos (Paul, Dorsey e Fan, 2022b; Visvader e Lindeman, 2012). Com isso, foram
selecionados alguns marcadores que podem ser encontrados em CTCs e verificar em quais
condi¢des a expressdo, apresentaria diferencas significativas.

CDH2: Caderina-2 também conhecida como caderina neural (N-caderina), é uma
proteina transmembrana expressa em multiplos tecidos e funciona para mediar a adesdo célula-
célula (Jiang et al., 2022). H4 estudos que comprovam uma expressdo elevada de CDH2 em

gliomas, contribuindo para a condi¢do invasiva e, em GBM, para o aumento da malignidade e
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capacidade de infiltracdo tumoral (Hu et al., 2016; Li et al., 2018). a alteracdo na expressdo da
N-caderina estd frequentemente associada a transi¢do epitelial-mesenquimal (EMT), um
processo pelo qual células epiteliais perdem suas caracteristicas e adquirem propriedades
mesenquimais, aumentando a capacidade de migragdo e invasiao celular. Pode contribuir para a
invasividade e agressividade dos tumores ao promover a dissociacido das juncdes celulares e a
invasao dos tecidos circundantes (Li et al., 2018; Sochirca e José Alberto Fonseca Moutinho,
2021).

MDR1 (ABCBI1): Multidrug Resistance Protein 1, pertence a familia de
transportadores ABC (ATP-binding cassette). Foi encontrada na maioria dos tumores cerebrais,
incluindo GBM (Darmanis ef al., 2017; Schaich et al., 2009). E uma bomba de efluxo que tem
a capacidade de excluir vérias substancias, como medicamentos das células e estd envolvida
nos processos de secrecdo, permitindo a liberagdo de moléculas lipidicas, como hormonios
esteroides. (Segerman et al., 2016). Podem ser expressas em varios tecidos como intestino,
figado e barreira hematoencefélica, onde possui um papel protetor, reduzindo o acimulo de
moléculas xenobidticas em 6rgaos ou células sensiveis. Em gliomas, a expressao de MDR1 em
diferentes populacdes do sistema imune pode ser uma vantagem, pois gera resisténcia a
quimioterapia como descrito para células cancerosas, e, assim, limitar a imunossupressao
correspondente de esses compostos. Em certos tipos de células do sistema imunoldgico,
especialmente células progenitoras e de linhagem hematopoiética, o gene MDR1 pode ser
expresso. A expressdo de MDR1 permite a essas células regulagdo de substancias tdxicas,
resisténcia a drogas e manutencdo do estado quiescente das células, protegendo-as de agentes
téxicos e evitando a exaustio por proliferacdo excessiva. (Bossennec et al., 2018).

MSI2: Musashi-2 é uma proteina de ligacdo ao RNA que desempenham papéis criticos
naregulacdo de células-tronco, diferenciagdo celular e oncogénese. Estd envolvido na regulagdo
da expressdo génica no nivel pds-transcricional, influenciando o metabolismo do RNA; ¢é
conhecida por seu papel na renovagao de células-tronco e atua interagindo com as regioes 3'
nao traduzidas (UTRs) de mRNAs-alvo, controlando seu destino, o que, por sua vez, afeta o
comportamento celular (Sundar et al., 2020; Sutherland et al., 2015). MSI2 ¢ altamente
expresso em GBM e estimula a capacidade das células em proliferagdo, migracdo e invasao.
Também participa na regulacdo da resisténcia das células GBM a quimioterapia com
temozolomida (Dong et al., 2021). Modificar a expressdo de MSI2 ou bloquear sua atividade
pode ser uma estratégia promissora no tratamento do cancer.

NANOG: E um fator de transcricio de células-tronco que estd envolvido na

determinagdo do destino celular, proliferacdo e apoptose (Wang et al., 2017). A expressdo de
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NANOG € muito baixa ou € silenciada em humanos € muito baixa ou silenciada em humanos
ap6s o desenvolvimento embriondrio, mas pode ser detectada em células cancerigenas que
exibem propriedades semelhantes as das CTCs. E possivel que seja uma das fontes de
progressdo do cancer e desenvolvimento de metastases (Grubelnik et al., 2020).

VIM: A vimentina é uma proteina da familia dos filamentos intermediarios, que
compdem o citoesqueleto, juntamente com microtibulos e microfilamentos de actina (Jiang et
al., 2022). A réapida recorréncia de gliomas € correlacionada com a presenca de vimentina e
contribui com a proliferacdo e migracdo de células de GBM, contribuindo com o grau de
malignidade e a alta reincidéncia tumoral, devido a capacidade de recriar um microambiente
tumoral favordvel a uma nova proliferacio da massa heterogénea em diferentes regides
cerebrais (Liu et al., 2021).

A expressdao dos marcadores moleculares nas CTCs estd intimamente ligada as
condi¢des do microambiente tumoral e as necessidades adaptativas das células, como evasdo
de tratamentos e promocdo da sobrevivéncia. Marcadores como CDH2, MDRI1, MSI2,
NANOG e VIM desempenham papéis cruciais em processos como invasividade, resisténcia a
medicamentos e regulacdo de células-tronco, evidenciando a complexidade do comportamento
tumoral em gliomas e outros tipos de cancer. O estudo aprofundado dessas proteinas oferece
perspectivas promissoras para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas que visem

reduzir a malignidade e melhorar a resposta aos tratamentos.

1.5 Neuroesferas

As células-tronco neurais foram originalmente caracterizadas e identificadas pelo seu
crescimento como neuroesferas em meio de cultura suplementado, contendo fatores de
crescimento. Essas células tém a capacidade de se autorrenovar, produzir neuroesferas e se
diferenciar em tipos celulares presentes no tumor de origem (Dymova et al., 2022; Laks et al.,
2009). Células-tronco neurais ou precursoras oferecem capacidade de autorrenovacao,
migracdo para dreas que causam alteragdes patoldgicas no sistema nervoso e diferenciam-se na
linhagem glial e na linhagem neuronal (Pilkington, 2005).

As CTCs podem proliferar para gerar uma massa tumoral diferenciada e podem gerar
novas CTCs através da autorrenovacdo. No GBM, acredita-se que as CTCs sejam responsaveis
pelo crescimento invasivo e pela recorréncia do tumor devido a sua resisténcia aos
medicamentos quimioterdpicos. A cultura de neuroesferas minimiza a estimulagdo do

microambiente tumoral, mantendo assim os CTCs em um estado indiferenciado (Hong, Chedid
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e Kalkanis, 2012). Estudos de Lathia e colaboradores (2015) mostraram que tanto ensaios in
vitro quanto in vivo, sdo capazes de avaliar a presenca das caracteristicas das células-tronco
(autorrenovacao, proliferacdo e capacidade de reproduzir a complexidade do tumor original)
que estdo contidas nas massas heterogéneas destes tumores gliais, incluindo o GBM.

O uso do sistema de cultura de neuroesferas como modelo para tumores cerebrais tem
sido apoiado pela capacidade das células geradas pela neuroesfera de formar tumores
preservando algumas caracteristicas do tumor original (Laks et al., 2009; Wang et al., 2020).
As caracteristicas compartilhadas entre as CTCs proporcionam uma populacdo estdvel em um
tecido e, portanto, compartilham marcadores de CTs comuns. Foram descritos varios
marcadores de células iniciadoras de glioma e a abundancia de qualquer um desses difere
fortemente entre os tumores, mas as CTCs e suas progenitoras expressam uma variedade de
proteinas caracteristicas, incluindo marcadores de superficie celular e fatores de transcri¢do,
possibilitando assim sua caracterizac@o (Paul, Dorsey e Fan, 2022; Wirsching, Galanis e Weller,
2016).

Portanto, no decorrer deste trabalho, além do modelo de formagao de neuroesferas,
buscou-se também identificar a presenca de marcadores moleculares para confirmar os dados
citados acima, reafirmando a presenca das CTCs. Assim, podem ser realizadas abordagens de
tratamento com foco nas CTs, uma vez que estas sdo responsaveis pela alta taxa de reincidéncia

no GBM, e contribuir com o aumento da expectativa de vida dos pacientes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estabelecer uma metodologia para avaliar a formacdo de neuroesferas e a
expressao de marcadores de células-tronco em diferentes linhagens de glioblastoma, sendo

GBM1, A172 e U87.

2.2 Objetivos especificos

e Verificar a capacidade das células das diferentes linhagens de formar
neuroesferas em gotas suspensas (cultivo tridimensional).

e Avaliar a proliferagdo das células das neuroesferas das diferentes linhagens.

e Identificar marcadores moleculares de células-tronco, CDH2, MSI2, MDR1,

NANOG e VIM, por PCR em tempo real (RT-qPCR).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultura Celular Primdria GBM1

A amostra de GBM utilizada neste trabalho foi obtida através de ressecc¢ao cirdrgica,
extraida de um paciente do hospital Celso Ramos, localizado em Florian6polis, Santa Catarina.
O tumor foi coletado pela equipe médica responsavel foi colocada em um tubo de ensaio de 15
ml contendo Dulbecco ’sModified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM-F12) e 10%
de soro bovino fetal (SBF) e levado para a Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). O
tecido foi dissociado mecanicamente com tripsina e auxilio de uma pipeta Pasteur; o
procedimento foi realizado no fluxo laminar, no qual o fragmento de tumor foi dissecado, tendo
as meninges cerebrais e vasos sanguineos removidos.

Ap6s serem lavadas com salina tamponada por fosfato (PBS), as células foram
plaqueadas em garrafas de cultura de 25 cm?, contendo o meio DMEM-F12 acrescido de glicose
(0,6%), glutamina (2 mM), bicarbonato de sédio (0,06%) e penicilina/estreptomicina (1 U/1
ug) e suplementado com 10% SBF. Para cultivo, as células foram mantidas em estufa de
atmosfera imida contendo 5% de CO; a 37°C. Os procedimentos e formuldrios de autorizacao

para obtencdo das amostras foram aprovados pelo comité de ética de pesquisa com seres

humanos da UFSC (CEPSH — 108.286).

3.2 Manutencdo das Linhagens A172 e U87

As linhagens comerciais de gliomas, A-172 (A172) e U-87 MG — Uppsala 87
Malignant Glioma (U87), foram armazenadas em tubos criogénicos e mantidas em botijoes de
nitrogénio liquido a —196°C. Para o descongelamento, as células foram colocadas por alguns
segundos em banho-maria a 37°C para alcangcarem o estado liquido. O contetido do tubo foi
retirado, transferido para um tubo Falcon de 15 ml, com 1 ml de meio DMEM-F12 para A172,
e 1 ml de DMEM, para U87. Em seguida foram centrifugadas por 5 min em 1.500 RPM, para
A172 e em 1.300 RPM, para U87.

Ao serem retiradas da centrifuga, descartou-se o sobrenadante e foram ressuspensas
com 1 ml do meio correspondente a cada linhagem, conforme mencionado anteriormente. O
contetido homogeneizado foi transferido para uma garrafa cultura de 25 cm? com 2.400 ml de
meio, acrescido de 20% de SBF. Um dia apds o descongelamento, os meios foram descartados

e trocados, com um volume de 2.700 ml, acrescidos de 10% de SBF para A172 e 20% para
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U87. Ap6s acompanhar o crescimento, verificou-se o momento de fazer o repique e expandir a

quantid

ade das células em novas garrafas.

3.3 Formacgdo de Neuroesferas em Gota Suspensa

3.3.1

Repicagem

As células foram retiradas da estufa apds atingirem cerca de 80 a 90% de
confluéncia, passando pelo processo de repicagem. O meio de cultura em que foram
colocadas para incubar foi retirado e descartado. As células foram lavadas com 1 ml de
PBS, que foi descartado em seguida; foi acrescentado 1 ml de tripsina e a garrafa de
cultura foi levada de volta para incubadora por cerca de 3 a 4 min, para as células percam
sua adesdo com a garrafa. O tempo na estufa variou em 1 ou 2 min dependendo da
confluéncia de cada garrafa; mais cheia, maior o tempo de incubacao.

Ao serem retiradas da incubadora, foi adicionado 1 ml de DMEM-F12
suplementado com 10% de SBF para GBM1 e A172, e DMEM acrescido de 20% de
SBF para U87 e, em seguida, o conteido da garrafa foi homogeneizado com a tripsina,
transferido para um tubo Falcon de 15 ml e levado para centrifuga por 5 min a 1.500
RPM. Terminado o tempo de centrifugagdo, o sobrenadante foi descartado com cuidado
para que as células aglomeradas no fundo ndo se desprendessem. Em seguida,
adicionou-se ao Falcon 1 ml de meio suplementado com SBF, o qual foi homogeneizado

para ser transferido para uma nova garrafa.

3.3.2 Pipetagem das neuroesferas

O contetddo do tubo Falcon foi homogeneizado, dos 1000 pl foram retirados
10 pl para serem diluidos com 190 ul do meio de cultura em um Eppendorf, formando
um fator de diluicao de 200 ul (10 ul do precipitado de células para 190 pl de corante),
para as células serem contadas na cAmara de Neubauer. O corante azul de Tripano foi
escolhido para realizar a contagem das células para verificar a viabilidade celular, por
ser um cromoéforo negativamente carregado, que ndo interage com as células, a menos
que a membrana esteja danificada (Furukawa et al., 2015). Assim, as células que

excluem o corante sdo viaveis. Dos 200 ul no tubo, sdo retirados 20 ul, sendo 10 ul para
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cada lado da camara, que é levada ao microscépio invertido. No tubo Falcon, o contetido
restante de 990 ul do meio com as células € homogeneizado novamente para formacgao
das gotas. Foi utilizada uma tampa de placa de Petri de 90x15 mm, a qual foi retirada
da base, e as gotas foram adicionadas na superficie interior da tampa da placa, voltada
para cima.

Com uma ponteira de 50 pl, retirou-se 30 pl para iniciar o processo de pipetar
as gotas. Ao terminar a pipetagem das gotas, foi realizado o movimento de inversao, no
qual a tampa fica com seu interior voltado para dentro da placa (seu formato “normal’),
tampando-a. Dentro da placa, sdo adicionados 8 ml de Milli-Q e uma gaze estéril — que
impede a evaporagdo da dgua —, para formar uma camara imida e impedir que as gotas
sequem. Elas sdo distribuidas no centro da placa, num formato de matriz coluna X linha
(ex.: 2x2, 4x3, 5x4 etc.), conforme a Figura 3. A quantidade de gotas pipetadas varia de

acordo com a necessidade do experimento.
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Figura 3: Representacio esquematica da formacao de neuroesferas. A) As gotas sdo
pipetadas na tampa da placa de Petri, virada para cima, com auxilio uma ponteira de 50 pl; B) Com as
gotas prontas, a tampa € invertida, encaixada na base contendo dgua Milli-q e gaze estéril, para formar
a cAmara Umida e impedir o ressecamento das gotas; C) Representacdo das gotas vistas de cima. Elas
formam um circulo com o meio e pela acdo da gravidade, as células se aglomeram na base da gota,

formando uma neuroesfera ndo aderente. Imagens elaboradas pela autora no BioRender.

Para avaliar a proliferacdo celular nas gotas, foram pipetadas cerca de 6 gotas por
placa, com uma ponteira de 200 pl. Para que o volume coletado e a quantidade de células fossem
coerentes com as contagens, todas as gotas eram ressuspensas, cerca de 180 ul. O contetudo foi
transferido para um Eppendorf de 1,5 ml e homogeneizado; em seguida foram coletados 10 ul
e transferidos para outro tubo, com 190 ul de meio, DMEM para U87 e DMEM-F12 para
GBM1, totalizando 200 ul do volume total. Deste tubo, eram pipetados 10 ul em cada lado da
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camara de Neubauer para realizar a contagem no microscopio; ao final, realizou-se uma regra
de trés simples do volume total (180 pl), para 30 pl. Dessa forma, foi possivel avaliar a
quantidade aproximada de células em cada gota. Este processo foi necessario em todas as
contagens. As células conseguem se aderir umas as outras pela acdo da gravidade e tensdo
superficial, que impede sua adesdo na tampa da placa. A formacao de uma neuroesfera pode ser
possivel a partir da presenca das CTCs, que conseguem, por sinalizagdo, unir as células que
estdo diferenciadas e as demais indiferenciadas para criar um microambiente tumoral e iniciar

um novo processo de constru¢cdo de uma massa tumoral, como ocorre na reincidéncia do GBM.
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Figura 4: Representacio da associacio celular nas gotas. Ao serem pipetadas, o
contetido do meio com o soro estd homogeneizado, e assim, as células estdo em suspensdo. Ao realizar
o movimento de inversdo, as células aglomeram-se, por ndo terem uma superficie para se aderir e
proliferar. Essa configuracdo celular pode ser possivel pela presenca de CTCs. Adaptado de Dundar et

al., 2020.

Foi realizado um teste para observar as condi¢des das gotas na cAmara umida, até que
fossem encontradas as condi¢des favordveis para pipetar as gotas com células. Assim, as gotas
foram pipetadas na tampa da placa de Petri, que foi invertida e encaixada na placa que contém
a gaze embebida na dgua Milli-q, formando uma camara imida (Figura SA), a qual foi mantida
na incubadora a 37 °C e 5% de CO». As células nao ficam em contato com a tampa da placa
por causa do movimento de inversao (Figuras 5B e 5C). Foram realizados testes com 5 placas,
contendo apenas o meio DMEM-F12 com 10% de SBF, mantidos na incubadora por 24 h para
verificar a quantidade de 4gua Milli-q necessdria para nao ressecarem; o volume de dgua variou
entre 5 e 10 ml. O volume ideal, no qual nenhuma gota ressecou foi de 10 ml e metade de uma

gaze estéril para manter a umidade.
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Figura 5: Processo de formacao de gota suspensa. A) Fundo da placa de Petri contendo 10
ml de Agua Milli-q e metade de uma gaze estéril para formar uma cimara imida ao colocar a tampa.
Esse processo evita a contaminagao e o ressecamento das gotas; B) Gotas formadas no centro da tampa.
Nesta imagem, a tampa ja estd invertida e serd encaixada na base, com a dgua Milli-q. O processo de
inversao faz com que as células ndao possam se aderir a tampa, pela acdo da gravidade; C) Placa de Petri
montada. A tampa com as gotas estd encaixada na base que forma a cimara. A quantidade de dgua deve

ser suficiente para cobrir o fundo e ndo encostar nas gotas acima. Fonte: elaborado pela autora.

Cada placa foi pipetada com uma quantidade de gotas diferente; a primeira e segunda
com gotas distribuidas aleatoriamente, conforme a Figura 5B, alterando apenas a quantidade de
dgua Milli-q, uma com 5 ml e outra com 10 ml. Na figura 5C, as gotas foram pipetadas de forma
uniforme, formando uma matriz 8x5, com 40 gotas e 10 ml de 4gua Milli-q; na quarta, também
de maneira uniforme, em matriz 7x5, com 35 gotas, e a quinta placa foi feita numa matriz 4x5,
com 20 gotas, mais centralizadas, ambas com 10 ml de dgua Milli-q. As placas que
apresentaram as melhores condi¢des foram a quarta e quinta, com as gotas mais centralizadas,
sem apresentar ressecamento. Ao realizar os testes e verificar todas as condicdes, foram
realizados os testes com as células de GBMI para analisar as condi¢des de proliferacdo e
observar em quanto tempo as neuroesferas seriam formadas. Os detalhes da formacdo estdo

descritos nos resultados.

3.4 Desenho de primers

Os primers de GAPDH, CDH2, MDR1, MSI2 e VIM foram desenhados para reacdes
de RT-qPCR, a partir da platatforma Nucleotide Database do NCBI. O primeiro passo foi
procurar pelo simbolo-padrao dos genes de interesse (ex.. MDRI1, VIM etc.), selecionar a

espécie correspondente (Homo sapiens), o tipo de molécula (RNA mensageiro) e a base de
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dados (Refseq). Ao obter os resultados, as sequéncias e suas variantes foram transcritas no
formato FASTA em um unico documento, e depois de estarem unificadas, foram copiadas para
a base Clustal Omega para realizar o alinhamento global e verificar quais regides sao
conservadas. Os primers foram desenhados a partir de uma dessas sequéncias, ou seja, uma
regido que estivesse presente em todas as variantes daquele gene. Em seguida, foi selecionada
uma sequéncia de cada para cada gene, e copiada para o programa Primer-BLAST do NCBI.
Ap6s os primers serem gerados, foram enviados para a plataforma Oligo Analyzer do IDT,

tiveram seus parametros analisados, como deltaG (AG) e hairpin.

Tabela 2: Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados para a
detec¢do dos RNAs mensageiros por RT-qPCR.
Primers Sequéncia
GAPDH Sense: AGC CAC ATC GCT CAG ACA C
Anti-sense: GCC CAA TAC GAC CAA ATCC

CDH2 Sense: TGC TAC TTT CCTTGC TTCTGA C
Anti-sense: AAC ACT TGA GGG GCA TTG TC

MDR1 Sense: ACG TCA TCG CTG GTT TCG AT
Anti-sense: TCC TGC TGT CTG CAT TGT GA

MSI-2 Sense: GGG GACTGC CTTACACCAT
Anti-sense: TCG CCA CGA AGT TGG GAT A

NANOG Sense: AAT ACC TCA GCC TCCAGC AGA TG
Anti-sense: TGC GTC ACA CCATTG CTATTCTTC

VIM Sense: GCG AGG AGA GCA GGA TTT CT
Anti-sense: GGG TAT CAA CCA GAG GGA GTG

Fonte: elaborado pela autora.

3.5 Extracdo e Dosagem de RNA

Os RNAs foram extraidos de acordo com o protocolo do TRIzol™. Uma solugdo
monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina que facilitam o isolamento de moléculas
grandes ou pequenas, que manteve a integridade das amostras pela agcdo de RNases enquanto
rompe as células e dissolve os componentes celulares durante a homogeneizagdo (Chomcezynski
& Sacchi, 2006). Ap6s a confluéncia atingir cerca de 90%, as amostras da garrafa tiveram o
meio retirado, foram lavadas com 1 ml de PBS, que foi descartado em seguida e entdo, foi

adicionado 1ml do reagente. O TRIzol™ foi mantido numa temperatura média de cerca de 4°
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C, e foi adicionado nas amostras logo apds sua retirada da geladeira. A dissociacdo das células
foi realizada entre 3 e 5 min apds a adi¢do do reagente, com pequenos movimentos na garrafa
e observado no microscépio para verificar se estavam em suspensao.

ApOs as gotas serem pipetadas e formarem as neuroesferas — cerca de 24 h para GBM e
30 h para U87 —, elas foram ressuspensas com uma pipeta de 200 pl, transferidas para um tubo
Falcon de 15 ml e centrifugadas por 5 min a 1.500 RPM para GBM, e 1.300 RPM para U87.
Ao serem retiradas da centrifuga, o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 1 ml de
TRIzol™ para ser homogeneizado com o aglomerado de células no fundo do tubo; em seguida,
em ambas as condi¢Oes, o conteido foi homogeneizado com uma ponteira de 1000 pl,
transferido para um Eppendorf de 1,5 ml, identificados e armazenados no freezer a -18° C. Para
a extracdo e dosagem do RNA o procedimento foi feito nas mesmas condi¢Oes para as células
bidimensionais e para as neuroesferas das duas linhagens citadas acima.

O procedimento de extragcdo foi realizado em dois dias consecutivos. No primeiro, as
amostras foram retiradas do freezer e foram adicionados 200 pl/mL de cloroférmio nos
Eppendorfs com as amostras. Em seguida, foi realizada uma breve agitacio manual, os tubos
foram centrifugados por 15 min a 12.000 x g a 6° C. Ao serem retiradas da centrifuga, foi
possivel observar a solugdo trifdsica que foi formada, sendo uma de fenol-cloroférmio
vermelha, na parte inferior do tubo, uma interfase e uma fase aquosa na superior, incolor. A
fase incolor, que contém o RNA, foi transferida para um novo microtubo nuclease-free de 1,5
ml, com uma pipeta 200 pl, adicionado 500 pl/mL de isopropanol e armazenado no freezer a -
20 C por, pelo menos, 12 h.

No segundo dia, os tubos com as amostras foram centrifugados por 10 min a 12.000 x g
a 4 °C para formar um pequeno precipitado de RNA. Nio foi possivel observar o precipitado
de RNA em todas as amostras; o sobrenadante foi descartado com uma micropipeta. Em
seguida, foi adicionado 1 ml de etanol 75% em cada tubo para lavar o RNA e foi realizada uma
breve agitacdo manual; as amostras foram novamente recolocadas na centrifuga por 5 min a
7.500 x g, a4 °C. Em cada uma, o RNA foi solubilizado com uma determinada quantidade de
dgua RNase-Free; apds acrescentar a 4gua os tubos foram recolocados na centrifuga
rapidamente para que todo conteido do tubo se concentrasse no fundo. As amostras foram
incubadas no banho-maria seco a 60 °C por 10 min e, ao término deste processo, os RNAs

foram armazenados no freezer a -80 °C.
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3.6 RT-gPCR

Apo6s a extracdo e dosagem dos RNAs, foram verificadas as eficiéncias dos primers,
refere-se a capacidade de amplificar adequadamente o RNA-alvo durante a rea¢do, com o
volume final de 77 pl, contendo 57,2 pl de Maxima® SYBR Green/ROX qPCR Master Mix 2
x (Thermo Scientific®), 8,8 ul de cada primer (4,4 pl sense + 4,4 ul anti-sense), 3 pl de cada
RNA e 11 pl dgua nuclease-free. As amostras foram pipetadas em duplicatas em 5 diferentes
concentracgdes (1 ul, 0,1 pul, 0,01 ul, 0,001 ul, e 0,0001 ul), totalizando 10 pogos mais o controle
negativo, sem RNA.

A RT-gqPCR foi realizada com um volume final de 92 pl, contendo 67,6 pl de Maxima®
SYBR Green/ROX qPCR Master Mix 2 x (Thermo Scientific®), 10,4 ul de cada primer (5,2
ul sense + 5,2 anti-sense), 1 pl de cada RNA (diluido 1:10 ng/ pl) e 13 pl de agua nuclease-free
para cada marcador molecular. A quantidade descrita de material utilizado foi referente a cada
gene, portanto a quantidade total do kit, com a dgua nuclease-free e o RNA foi de 552 pl. Foram
pipetados 13 pocos para cada gene, sendo 9 para as amostras de células bidimensionais (cada
amostra foi pipetada em triplicata) e 3 para uma amostra em neuroesfera, pois as demais nao

obtiveram quantidade de RNA suficiente para que fosse feita a PCR, mais o controle negativo.

3.7 Anadlises Estatisticas

Foi realizado o teste One-way ANOVA para analisar a expressdo génica relativa dos
marcadores moleculares das células em cultivo bidimensional. Os resultados dos experimentos
descritos acima foram analisados estatisticamente pelo software GraphPad Prism 8.0.2,

admitindo-se os valores de p < 0,05 considerados significantes.
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4 RESULTADOS

4.1 Formacgdo das neuroesferas

Foram realizados testes com diferentes tamanhos de gota (Figura 6), entre 10 ul e 40
ul para que, no movimento de inversdo da tampa, a gota ndo escorresse, mas também fosse uma
quantidade suficiente para agregar as células e consolidar uma neuroesfera. A maior gota
formada € de 30 ul, a qual ndo escorre e ndo entra em contato com a dgua Milli-q no fundo da
placa, apds a inversdo. Os primeiros testes foram realizados com a linhagem de GBM1 e A172;
em todos os volumes testados — 10 ul, 20 ul, 25 pl e 30 ul — foram observadas neuroesferas no

centro das gotas.

Figura 6: Formacao de neuroesferas nas gotas. Apds a pipetagem, as gotas permanecem
com a coloracio inicial do meio (A) e, durante o consumo dos nutrientes e a aglomeracdo das células, o
meio fica mais claro, variando de um amarelado até transparente (B). Esta variacdo de coloragao ocorre

porque as células vao consumindo o meio. Fonte: elaborado pela autora.

Com 40 pl nao foi possivel formar neuroesferas pois, ao inverter a tampa da placa, o
volume era muito alto e a gota escorreu. Na Figura 7, € possivel observar a formagdo das
neuroesferas das trés linhagens em gotas de 30 pl. O processo de consolidagdo das neuroesferas
de GBM1 e A172 foi muito semelhante em todos os volumes testados. As neuroesferas de U&7,
porém, é ligeiramente diferenciada, formando-se mais rapidamente, em relacdo as demais

linhagens. A avaliagdo de proliferacdo indica as principais diferengas entre as linhagens.
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Figura 7: Neurosferas consolidadas. A) Formacao de neuroesferas de GBM apés 24 h.
Formou-se uma aglomeragdo esférica no centro da gota, de forma que, ao realizar novamente o
movimento de inversao (abrir a tampa e colocd-la de com o interior voltado para fora), as neuroesferas
se movimentam levemente, mas nao se aderem a tampa. B) Neuroesferas de A172 apds 24 h. Ambas as
linhagens apresentaram um padrio de formacdo muito semelhante. Ao observa-las no microscépio, ndo
¢é possivel distingui-las. C) Neuroesferas de U87; apds 24 h houve a formacdo de varias pequenas
neuroesferas, que ficaram muito préximas, mas ndo chegaram a consolidar-se em uma tnica como nas

demais linhagens. Fonte: elaborado pela autora.

As neuroesferas consolidam-se a medida que as células proliferam. A Figura 8 mostra
a formacdo das neuroesferas em 6, 12 e 24 h, nas linhagens de GBMI1, A172 e U87,
respectivamente. As duas primeiras linhagens tiveram um processo de evolucdo parecido, o
qual formou-se um aglomerado nas primeiras 6 h, um esferoide em 12 h e uma neuroesfera com
as bordas completamente delineadas em 24 h. A linhagem U87 ndo forma apenas uma
neuroesfera, e sua proliferacdo é mais lenta, em relacao as demais. Com 6h é possivel observar
pequenas neuroesferas bem definidas; em 12 h algumas dessas neuroesferas menores se
agrupam; com 24 h, observa-se outro agrupamento, mas ndo forma uma tinica neuroesfera como
as demais linhagens. Alguns aglomerados nao se unem e outros formam um semicirculo, como
na imagem 8 I. A principal caracteristica observada nesta linhagem € a rdpida formacgao de
pequenas neuroesferas que se agrupam, mas ndo forma uma unica neuroesfera, como as
linhagens de GBM e A172. As imagens foram observadas em microscépio invertido, com o

auxilio das objetivas de 10x, 20x e 40x.
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GBM1 - 6h GBMI — 12h GBM1 - 24h

A172 —24h

U87 —24h

Figura 8: Neuroesferas observadas ao microscépio invertido. As neuroesferas foram fotografadas
nas objetivas com aumento de 20x (E e F) e 40x (A, B, C, D, G, H e I); a tampa da placa foi aberta, com

as gotas viradas para cima e posicionadas na dire¢do da luz. Fonte: elaborado pela autora.

Em A, B e C observa-se a formag¢do da neuroesfera de GBM1, agrupada com 12 h de

formagdo e consolidada em 24 h. No centro, € possivel ver algumas células e as bordas nao
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muito delineadas, podendo indicar que o processo de associagdo das células ainda estd
acontecendo, e ha células se proliferando. Em D, E e F, observa-se a formag¢do das neuroesferas
de A172, com o processo muito semelhante a de GBM1. Com isso, as fotos E e F foram feitas
na objetiva de 20x. E possivel notar em E, as células se associando no centro da gota; em F, as
bordas da neuroesferas estdo mais escuras e com um formato mais consolidado. As neuroesferas
de U87 sdo observadas em G, H e I, na objetiva de 40x, sendo que as neuroesferas aglomeradas
em I, estdo delimitadas pelo circulo vermelho. A borda mais escura nesta foto, € a borda da gota
com o meio; as neuroesferas associadas em 6 e 12 h formaram um semicirculo.

A medida que essa neuroesfera € formada, as células continuam proliferando e vao se
agregando. Para a confirmacdo deste dado, foi realizado um ensaio de crescimento celular,
avaliadoem 2,4, 6, 8, 12 e 24 h para determinar se havia proliferacao celular durante a formacgao

da neuroesfera.

4.2 Avaliacdo de proliferacdo celular em neuroesferas

Neste experimento, foram selecionadas apenas células de GBMI1 para tentar
compreender o processo de formagdo das neuroesferas. O objetivo foi avaliar se as células iriam
proliferar a medida que se associam, ou seja, conforme o tempo passa, o numero de células
aumenta, ou se a quantidade de células aumentaria somente apds a consolidacdo da neuroesfera.
Foram selecionadas duas passagens, P25 e P35 para verificar se haveria alguma diferenga entre
a taxa de proliferacao entre as duas. Para cada passagem foram utilizadas 3 amostras para cada
passagem, divididas em dois grupos. Cada grupo continha 21 placas pipetadas: 3 amostras de
P25, com uma placa para cada intervalo de contagem, na qual foram realizadas 7 contagens.
Esta foi feita na cdmara de Neubauer, de 2 em 2 h, sendo um intervalo maior entre 12 e 24 h,
conforme mostra a Tabela 3. O grafico da Figura 9 foi realizado considerando apenas as médias

de cada grupo.
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Tabela 3: Avaliacdo da proliferacio de células em gota de GBM1

Quantidade de células/gota (30 ul)

Tempo de

proliferacio  p25 P25 P25 Média P35 P35 P35 Média
(h) Grupol Grupo2 Grupo3 P25 Grupol Grupo2 Grupo3 P35
0 34.500 34.400 34.600 34.500 34.350 45.200 34.500 38.000
2 72.200 71.800 71.750 71.920 72.500 83.500 72.200 76.000
4 155.000 180.000 168.500 167.840 175.500 195.000 179.900  183.470
6 235.000 215.000 195500 215.170 200.000  255.000 240.500  231.840
8 380.550  395.000 350.500 375.350  345.000 485.000 396.500  408.840
12 761.000  790.500  750.000  767.170  700.500  810.000  725.000  745.170
24 2.305.000 2.450.000 2.140.000 2.298.300 2.550.000 2.865.000 2.300.000 2.571.670

Fonte: elaborado pela autora.

Médias de proliferacao em P25 e P35

3x106-
-~ P25

P35
2x106-

1x106-

Numero de células

Figura 9: Proliferacio celular de GBM1 em gotas suspensas. O grifico mostra a progressao média
de cada passagem em 24 h. As gotas foram coletadas com uma pipeta, homogeneizadas num microtubo

com meio de cultura e contadas na camara de Neubauer com intervalos de 2h. Fonte: elaborado pela

autora.
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A medida em que as células proliferam, o meio torna-se mais limpido nas bordas e o
meio apresenta um aglomerado esbranquicado, indicando a juncdo das células, até a
consolidacdo da neuroesfera. Foi observado que as células se multiplicam de maneira
semelhante apesar de estarem em passagens diferentes. Este resultado indica que pode existir a
presenga de CTs na massa tumoral, o que, em um tumor, poderia contribuir para reincidéncia e
resisténcia do tumor. Estas células sdo responsdveis pela formagdo e manutencdo do
microambiente tumoral e é possivel que, sem a presenca delas, as neuroesferas ndo se
formassem.

ApOs observar o crescimento celular em passagens diferentes, outro teste foi realizado
comparando as células de GBMI1 (na passagem 28) e as linhagens A172 (passagem 25) e U87
(passagem 12). Foram utilizadas 5 amostras para cada tipo celular. Conforme o experimento
anterior, cada n foi contado num intervalo de 2 h, um intervalo de 4 h e o dltimo de 12 h; foram
pipetadas 6 placas — uma placa para cada intervalo de contagem — em cada amostra, com um
total de 30 placas para cada linhagem. A primeira contagem foi realizada antes de pipetar a
primeira placa (0 h). Os resultados indicaram que as células de GBM1 e A172 tiveram um
crescimento muito parecido, quanto a quantidade, morfologia e formagdo de neuroesferas; em
U87 o crescimento foi mais lento e foram observadas nas gotas vdrias pequenas neuroesferas,

nao apenas uma. Para a contagem, foi considerado o contetdo total de cada gota.

Tabela 4: Avaliacdo da proliferagio celular em amostras de GBM1

Tempo de Quantidade de células/gota (30 pl)

proliferacdo (h) Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5
0 35.500 34.000 34.550 32.000 36.550
2 75.000 71.500 68.000 72.000 72.500
4 150.000 145.500 138.000 148.000 149.500
6 205.000 230.000 220.500 265.000 245.000
8 320.500 345.000 298.000 330.000 365.000
12 705.000 785.000 650.500 740.500 730.000
24 2.550.000 2.360.000 2.110.000 2.450.000 2.330.000

Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 10: Comparacio entre amostras de GBM1 na proliferacio celular. Cada amostra foi
pipetada a partir de uma garrafa, pois as células podem apresentar diferencas entre a taxa de crescimento.
De cada amostra, as quais as células estavam em condi¢oes bidimensionais, foram pipetadas 6 placas,

para que se formassem as neuroesferas. Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 11: Comparacio entre médias das taxas de proliferacio celular nas células de GBM1 em
24h. Foi calculada a média das 5 amostras em 24h, para que pudesse ser avaliada a taxa de proliferacao
entre estas. A maior quantidade registrada foi no intervalo de 12 h para 24 h. Fonte: elaborado pela

autora.
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A quantidade aproximada de células na contagem final (24h) variou de acordo com
cada grupo, independentemente da quantidade inicial. A amostra 5 com mais células em Oh
quando a gota foi pipetada, nao foi o grupo com mais células no final do experimento, foi a
amostra 1. Ainda ndo estd claro quais fatores poderiam influenciar numa proliferagdo mais
intensa, uma vez que todos os grupos foram feitos considerando as mesmas condi¢des, como

quantidade de meio e SBF.

Tabela 5: Avaliacdo da proliferacao celular em grupos de A172

Tempo de Quantidade de células/gota (30 ul)

proliferacdo (h) Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5
0 33.000 30.500 35.000 34.500 31.000
2 65.000 68.500 67.000 66.500 63.000
4 98.000 99.500 110.500 105.000 99.000
6 195.500 198.000 199.000 195.000 196.500
8 285.000 270.000 310.000 295.500 276.000
12 655.000 680.000 695.500 660.000 690.500
24 1.500.000 1.650.000 1.700.000 1.550.000 1.850.000

Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 12: Comparacao entre amostras de A172 na proliferacao celular. Cada amostra foi pipetada
a partir de uma garrafa, pois as células podem apresentar diferencas entre a taxa de crescimento. De cada
amostra, as quais as células estavam em condicdes bidimensionais, foram pipetadas 6 placas, para que
se formassem as neuroesferas. A taxa de proliferagio foi semelhante a de GBM1. Fonte: elaborado pela

autora.



42

2x106+
()
= 1.5x106
‘©
o
3 1x106-
o
£
S 5x1054
Z

0 I I | | |

1 1
0 2 4 6 8 10 12
Tempo (h)

Figura 13: Comparacao entre médias das taxas de proliferacao celular nas células de A172 em
24h. Foi calculada a média das 5 amostras em 24h, para que pudesse ser avaliada a taxa de proliferacéo

entre estas. A maior quantidade registrada foi no intervalo de 12 h para 24 h. Fonte: elaborado pela

autora.

Os grupos que apresentaram a menor taxa de proliferacdo, em relagdo as outras
linhagens, foram os de U87. Tanto em condi¢des bidimensionais como em gota suspensa, o
crescimento celular foi mais lento. As neuroesferas se associaram mais rapido, em pequenas
neuroesferas e ndo apenas uma, como nas demais linhagens. Para a contagem, foi considerado
o conteddo do volume da gota, uma vez que nao seria possivel separar cada pequena esfera que

se formou.

Tabela 6: Avaliacdo da proliferacao celular em grupos de U87

Tempo de Quantidade de células/gota (30 ul)

proliferagao (h) Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5
0 22.000 25.000 25.500 23.000 24.500
2 41.500 43.000 44.000 43.000 48.500
4 85.000 89.500 91.500 83.500 92.000
6 115.000 126.500 120.000 118.000 135.500
8 256.500 235.000 210.000 228.500 235.000
12 460.000 445.000 510.000 430.000 520.500
24 950.500 980.000 1.150.000 945.000 1.005.000

Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 14: Comparacio entre amostras de U87 na proliferacio celular. Apesar de ter
apresentado a menor taxa de proliferacao em relacdo as demais linhagens, os grupos entre si apresentaram

um crescimento semelhante. Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 15: Comparacao entre médias das taxas de proliferacao celular nas células de U87 em 24h.
Foi calculada a média das 5 amostras em 24h, para que pudesse ser avaliada a taxa de proliferacdo entre

estas. A maior quantidade registrada foi no intervalo de 12 h para 24 h. Fonte: elaborado pela autora.



44

As células em pequenas neuroesferas foram homogeneizadas e contadas da mesma maneira
que as demais linhagens, contudo, o crescimento foi mais lento e, ao final de 24 h a quantidade de
células aumentou consideravelmente. Os mecanismos pelos quais a proliferacdo acentuada das
células enquanto formavam as neuroesferas ainda ndo foi totalmente compreendido. Houve
diferenca significativa entre todos os grupos, em relagdo ao total de células contadas no tempo
final, como indica a figura 16. Apesar da diferenga entre as linhagens, os grupos entre si tiveram
um comportamento de agrupamento e proliferacdo levemente semelhante, o que pode indicar uma
caracteristica da fisiologia das células de GBM, contudo sdo necessdrias maiores investigacoes
para afirmar quais sdo estas caracteristicas. Todas as linhagens apresentaram alta taxa mitdtica e,
ao final de 12 h foi possivel observar neuroesferas formadas no centro das gotas. A proliferacao
média em GBM1 e A172 foi maior, e as células apresentaram um padriao de crescimento maior,

em relacdo a linhagem U87 expressou um crescimento mais lento.
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Figura 16: Comparacao entre a proliferaciao das médias das amostras nas linhagens de GBM1,
A172 e U87 em 24 h. A média das taxas de proliferacdo entre os grupos foi calculada em relagdo as horas
as quais foram contadas. Houve um aumento expressivo na contagem final, em 24 h, como observado

acima. Fonte: elaborado pela autora
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Figura 17: Comparacio entre a proliferacio das médias das linhagens de GBM1, A172 e U87
em 24 h. Foi realizado um teste One-way ANOVA, com o valor de p < 0,05 significativo, indicado com
“*¥”_ Houve diferencas significativas entre todas as linhagens, destacando-se a taxa de proliferacdo mais

acentuada em GBM1 e a menor em U87. Fonte: elaborado pela autora.
4.3 Expressdao de Marcadores Moleculares

A RT-gPCR foi realizada nas células de GBM1 e em U87. Foram selecionadas duas
linhagens para realizar uma comparagdo entre a expressao nas células primarias de GBM1,
comparando com apenas uma linhagem comercial e, com isso, ndo foram utilizadas as células
da linhagem A172 para estes experimentos.

Ap6s a extragdo, o RNA das amostras foi dosado nas condi¢des bidimensionais € em
neuroesferas, de acordo com a Tabela 7. As células da linhagem U87 foram as tinicas que
apresentaram as condi¢des favoraveis para que fosse realizada a RT-qPCR; as células de GBM1
ndo alcangaram o resultado esperado com o gene de referéncia (GAPDH), e futuramente serdao
realizados outros testes para alcancar o resultado esperado e comparar com outras linhagens.
As neuroesferas de U87 ndo apresentaram quantidade de RNA suficiente nas trés amostras, com
isso, a PCR foi realizada na amostra que apresentou a quantidade de RNA suficiente,
apresentado um resultado preliminar sobre as condigdes fisioldgicas destas células, e a

expressao dos marcadores de CTs.
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Tabela 7: volume e concentracdo de RNA em cada amostra (ul)

Linhagem
GBM1
GBM1
GBM1
GBM1
GBM1
GBM1

U87
U87
U87
Us87
U87
U87

Condic¢ao de Cultura

Fonte: elaborado pela autora.

lativa

ao génica re

Express

Bidimensional
Bidimensional
Bidimensional
Neuroesfera
Neuroesfera
Neuroesfera
Bidimensional
Bidimensional
Bidimensional
Neuroesfera
Neuroesfera

Neuroesfera

1.5

1.0

0.5

0.0

Volume de RNA (ul)

20
20
30
20
20
20
30
20
20
20
20
20

Concentracao (ng/ul)
240,0
954,0
4140
65,0

32,8
10,6
1160,0
102,0
53.8
11,0
Muito baixo

Muito baixo

CDH2
MDRH1
MSI2
NANOG
VIM

Figura 18: Expressao de genes de CTs em células de U87 bidimensionais. O grifico apresenta a

média da expressao génica relativa das 3 amostras em cultivo bidimensional. Foi realizado um teste One-

way ANOVA, considerando o valor de p < 0,05 como néo significativo. Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 19: Expressao de genes de CTs em células de U87 tridimensionais. O gréifico apresenta a
média da expressdo génica relativa dos marcadores das amostras em neuroesferas. Resultado preliminar.

Fonte: elaborado pela autora.

As figuras 14 e 15 confirmam a expressido dos marcadores moleculares em diferentes
condi¢des de cultivo das células de U87. Os resultados da expressdo dos marcadores em
neuroesferas de U87 sdo preliminares, devido ao baixo niimero de amostras, indicando que mais
testes serdo necessarios para confirmar a presenga de CTCs nestas condicdes.

As avaliagOes de proliferacdo nas 3 linhagens apresentaram taxas de proliferacio
acentuada, sendo que a linhagem U87 foi menor em relacdo as outras duas. Na extracdo de
RNA, as células de GBM1 apresentaram uma quantidade maior em condi¢des de cultivo
bidimensionais do que em neuroesferas. Ainda ndo estd claro quais sd3o 0s mecanismos
responsaveis por esta diferenca. A linhagem U87 foi escolhida para realizar a comparacao com
GBMI1, mas das 3 amostras em neuroesferas apenas uma apresentou quantidade de RNA
suficiente para realizar a qPCR.

Apesar da baixa quantidade de amostras, os testes indicam que hia CTCs em
neuroesferas, mostrando a heterogeneidade tumoral e o método de formacdo das amostras
tridimensionais oferece a possibilidade de aprofundar a compreensdo dos mecanismos,

condicdes fisioldgicas e sinalizacdes envolvidas nas células de GBM.
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5 DISCUSSAO

A comparacao entre dois modelos de cultivo de células de GBM, sendo bidimensional
e em neuroesferas, ¢ fundamental para uma compreensdo abrangente desse tipo de tumor.
Enquanto as culturas bidimensionais sao importantes para estudos de interacdes célula-célula e
testes de drogas em um ambiente bidimensional, as neuroesferas sdo criticas para investigar as
propriedades de CTCs e a heterogeneidade celular em um contexto tridimensional.
Compreender a fisiologia em ambas as condi¢des proporciona uma visdo mais completa das
caracteristicas tumorais e das respostas terapéuticas. A integracdo dos achados de ambos os
modelos pode levar ao desenvolvimento de terapias mais precisas e eficazes, afetando tanto a
massa principal do tumor quanto as CTCs responsdveis pela recidiva e resisténcia ao
tratamento.

As linhagens celulares utilizadas neste trabalho apresentam a possibilidade de haver
CTCs nas populacdes tumorais cultivadas em diferentes condicdes. Em 2D, baseado na
literatura (Lee et al., 2018; Zottel et al., 2023), e, ao formar as primeiras gotas com as
neuroesferas, derivadas das células aderentes, foi possivel confirmar a presenca de CTCs na
massa tumoral. A condi¢do de formagdo de neuroesferas em gotas suspensas, influencia as
células a remodelarem a formacdo da matriz extracelular (Kahlert e al., 2015; Pratt, Roy e
Annabi, 2012) e do citoesqueleto (Pratt ef al., 2016), para que a capacidade de sobrevivéncia
tumoral seja possivel na auséncia de um tecido de suporte e sem a possibilidade de formacao
de vasos.

A progressao acentuada de células de GBM em condi¢des de neuroesferas pode ser
atribuida a varios fatores que mimetizam mais de perto o ambiente tumoral in vivo em
comparacdo com as condi¢cdes bidimensionais. Esses fatores incluem interagdes celulares mais
realistas, presenca de um microambiente tridimensional, gradientes de nutrientes e oxigénio, e
sinalizacdo celular. Apesar das linhagens de GBM1 e A172 apresentarem uma alta taxa de
proliferacdo, as células de GBM1 em neuroesferas que tiveram o RNA dosado, apresentaram
uma quantidade menor do que em condi¢cdes bidimensionais. Estudos preliminares em
condi¢des tridimensionais indicam que pode existir um nicho hipdxico. Esta é uma
caracteristica comum do microambiente tumoral e € replicada de forma mais fiel em culturas
3D. A hipéxia pode levar a resisténcia ao tratamento e a proliferagdo celular aumentada através
da inducao de respostas adaptativas (Dahlrot et al., 2013; Huang et al., 2020). Sdo necessarios
experimentos mais especificos para tentar compreender como funcionaria um nicho hipdxico

das neuroesferas, e quanto tempo as células permanecem vidveis dentro deste modelo.
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Outros ensaios, apontaram que a formacao de neuroesferas em outras condi¢des de
meio de cultura é uma caracteristica comum observada em gliomas (Laks et al., 2009). Como
modelo de estudo, foram relatadas modificagdes na expressao de RNAs mensageiros (Dymova
et al., 2022). As linhagens de GBM1 e A172 apresentaram um comportamento semelhante; a
proliferagdo era mais rdpida e as neuroesferas se consolidavam em cerca de 24 h, enquanto as
de U87 tiveram condi¢Oes mais restritas e demandavam mais manutengdo, como o aumento da
quantidade de SBF. Também € vélido comparar as vantagens e desvantagens de cada condi¢ao
de cultura. As culturas bidimensionais sao relativamente ficeis de estabelecer e manter,
permitindo experimentos rdpidos e reprodutiveis além de promover interacdes célula-célula
(Wang et al., 2020). No entanto, hé limitacdes, como a redu¢do da heterogeneidade, o que ndo
representa a diversidade celular encontrada em um tumor real, e a perda de algumas
propriedades das CTCs, importantes na progressao e recidiva do cancer.

As neuroesferas proporcionam um microambiente tridimensional que € mais
representativo da arquitetura tumoral in vivo. Este modelo € eficaz na manutencdo das
propriedades de CTCs, permitindo o estudo de suas caracteristicas e resisténcia a terapias. Além
disso, elas podem conter uma maior variedade de subtipos celulares, refletindo a complexidade
do tumor original. As limitagdes incluem a complexidade técnica, j4 que o cultivo e a
manuten¢do de neuroesferas sao mais desafiadores e requerem condi¢des especificas de cultura
e manipulacio cuidadosa, e a formagdo destas pode ser inconsistente, levando a variabilidade
nos resultados experimentais.

Outra questdo a ser considerada € a auséncia de angiogénese, que ndo leva em conta o
fluxo sanguineo adequado e a malformacgdo vascular encontrado em GBMs humanos (Dundar
etal.,2020). O ensaio de neuroesferas rapidamente se tornou o método de escolha e desde entao
se tornou uma ferramenta valiosa para isolar e compreender a biologia de animais embriondrios
e adultos CTs do SNC e em CTCs, e durante a formacado das neuroesferas, as culturas celulares
aderentes passam por uma série de alteracdes no transcriptoma, metaboloma, proteoma, que
devem ser levadas em considerac@o ao interpretar os dados do estudo correspondente (Lee et
al., 2018; Vasileva et al., 2022). Embora ndo haja dados comparativos com as culturas
bidimensionais, é importante destacar que as neuroesferas podem ampliar as formas de estudo
de GBMs antes de serem adotados modelos in vivo. Por isso, entender as limitacdes que este
método oferece, pode direcionar melhor as formas de utiliza¢ao e os objetivos propostos para
ele. A expressdo de genes, por exemplo, se mostrou bastante eficaz, embora alguns resultados

ainda sejam preliminares, indicando que € possivel prosseguir com esta metodologia.
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Estudar marcadores moleculares de CTs em condi¢des bidimensionais e compara-los
com neuroesferas formadas em gota suspensa é importante porque abrangem aspectos como
mecanismos de diferenciacio e sinalizagdo celular. As células bidimensionais crescem em um
ambiente onde as células podem interagir mais intensamente e isso pode levar a ativacdo de
diferentes vias de sinalizacdo e a expressdo de diferentes marcadores moleculares, como uma
expressdo mais elevada de CDH2 e VIM, uma vez que aderentes, elas t€m maior contato do
que em condi¢des tridimensionais. As neuroesferas formadas em gota suspensa crescem em um
ambiente livre de contato com superficies solidas, o que pode mimetizar melhor o ambiente
natural do desenvolvimento neural.

A organizacdo esférica indica que as células na periferia da neuroesfera tém melhor
acesso ao oxigénio e aos nutrientes fornecidos pelo meio de cultura, enquanto as células
localizadas mais no interior t¢tm menos acesso (Boyd et al., 2020; Wicks e Semenza, 2022). A
medida que a esfera cresce, a difusdo de oxigénio do meio de cultura para o centro da
neuroesfera torna-se limitada, o que pode explicar a diferenca de expressao do MDRI1, que é
uma bomba de efluxo de drogas, e contribui para a sobrevivéncia das células da periferia da
esfera, mas ndo necessariamente as do centro. Os resultados preliminares da amostra de
neuroesfera de U87 indicaram que a expressdo elevada dos genes MSI2 e NANOG podem
contribuir para a manuten¢do do estado de CT na massa tumoral

A manutencdo do comportamento de CTCs em GBM ¢€ vital para a sua persisténcia e
agressividade. Através de vias de sinalizacdo, como Notch, Hedgehog e Wnt (Hu ez al., 2016;
Huang e Zhang, 2019; Macharia et al., 2021), que s@o vias cruciais para a autorrenovagao e
interacdes com o microambiente tumoral, garantem a autorrenovagdo e a resisténcia ao
tratamento, além de remodelar o microambiente para favorecer o crescimento tumoral. A
integracdo dos resultados obtidos a partir de ambos os modelos é crucial para um entendimento
abrangente. Enquanto as células bidimensionais fornecem um ambiente controlado e
simplificado para estudos preliminares e andlises rdpidas, as neuroesferas oferecem um sistema
mais complexo que imita melhor as condigdes fisioldgicas reais. O uso combinado destas
técnicas permite a identificacdo de caracteristicas especificas das CTCs e a avaliacdo de como
estas células interagem com o microambiente tumoral. A comparagdo entre a expressao génica
e a resposta a drogas em ambos os modelos pode revelar diferencas criticas que influenciam a
recidiva e a resisténcia ao tratamento, possibilitando o desenvolvimento de terapias mais

eficazes para este e outros tipos de tumor.
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6 CONCLUSOES

Cultivar células em neuroesferas pode auxiliar a compreensdo de diferencgas
fisiolégicas quando comparadas com o modelo bidimensional, pois oferece uma visdo
abrangente dos comportamentos celulares nos diferentes contextos. O modelo tridimensional
mantém CTCs, que s@o cruciais para a progressdo e resisténcia dos tumores. Assim, sdao
necessarios meios complementares aos convencionais — cultivo bidimensional.

O método apresentado neste trabalho propde uma contribuicio nos estudos de células
de GBM, para alcanc¢ar maiores resultados em relacao a morfologia e prolifera¢do celular. Com
isso, € possivel utilizar o modelo tridimensional para comparar com diferentes cultivos
bidimensionais que ja sdo bem estabelecidos na literatura, além de trazer uma nova perspectiva
para o entendimento dos gliomas. As descobertas podem auxiliar em novas formas de

tratamento, e proporcionar melhores resultados em conjunto com as terapias ja existentes.
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