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RESUMO 

O câncer é uma das disfunções patológicas que mais causam temor na sociedade, perdendo 

somente para as doenças cardiovasculares em relação ao número de mortes. Um dos modelos 

que melhor explica a heterogeneidade celular observada em diferentes tipos de tumores é a 

presença de células-tronco do câncer (CSCs). CSCs podem se originar de células adultas 

diferenciadas que retornam a um estágio indiferenciado através do mecanismo conhecido como 

transição epitélio-mesenquimal (EMT). EMT em câncer dá origem a células com características 

metastáticas tais como: perda de adesão à matriz extracelular (MEC) e contato célula-célula, 

aumento da motilidade e resistência à apoptose. Em condições fisiológicas normais, após a 

embriogênese, os sinais que mantém o evento EMT são completamente suprimidos, entretanto, 

observa-se que em tumores do sistema nervoso central (SNC) há uma reativação deste 

fenômeno. O objetivo deste trabalho foi avaliar a heterogeneidade celular e a participação do 

fenômeno EMT in-vitro, em linhagens celulares tumorais de glioblastoma/astrocitoma e 

neuroblastoma, nos modelos monocamada e de enriquecimento de CSC’s por meio da formação 

de neuroesferas. As metodologias utilizadas foram: cultivo in-vitro de linhagens celulares de 

glioblastomas (U-87 MG e LN-18)  e neuroblastoma (KELLY e IMR-32) nos modelos 

monocamada e neuroesferas; determinação do IC50 (concentração capaz de inibir o crescimento 

de 50% das células) frente ao tratamento quimioterápico com cisplatina, cuja dose determinada 

no modelo monocamada foi utilizada nas neuroesferas; avaliação dos transcritos STAT3, ZEB1, 

TWIST1, TGF-beta1 e o longo RNA HOTAIR por qPCR em tempo real; caracterização de 

subpopulações celulares por citometria de fluxo e utilização do modelo da membrana 

corioalantoica (CAM) como estudo de recidiva oncológica e agressividade tumoral. Entre os 

resultados obtidos destacam-se: (i) modulação da expressão dos transcritos reguladores do 

fenômeno EMT após tratamento, sendo que a linhagem IMR-32 caracterizada como a mais 

sensível à cisplatina neste trabalho, superexpressou STAT3 e TGF-beta1 no modelo neuroesfera 

tratada; (ii) as linhagens de glioblastoma e neuroblastoma apresentam diferentes subpopulações 

celulares expressando marcadores mesenquimais, neurais e hematopoiéticos; (iii) as linhagens 

de neuroblastoma apresentam uma subpopulação celular com características de células 

supressoras derivadas da mieloide (MDSCs); (iv) os tumores que cresceram na CAM a partir 

de células residuais ao tratamento mostraram padrões de organização diferente dos controles. 

Sendo assim, nossos achados dão forte suporte a ideia de que as definições de características 

fenotípicas dos tumores podem ajudar a estabelecer melhores estratégias terapêuticas para o 

desenvolvimento de novas drogas alvos ou na descoberta de novos alvos de drogas.  
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ABSTRACT 

Cancer is one of the pathological dysfunctions that cause the most fear in society, losing 

only to cardiovascular disease in relation to the number of deaths. One of the models that best 

explains the cell heterogeneity observed in different types of tumors is the presence of cancer 

stem cells (CSCs). CSCs may originate from differentiated adult cells that return to an 

undifferentiated stage through the mechanism known as the epithelial-mesenchymal transition 

(EMT). EMT in cancer gives rise to cells with metastatic characteristics such as loss of 

extracellular matrix (ECM) adhesion and cell-cell contact, increased cell motility and resistance 

to apoptosis. Under normal physiological conditions, after embryogenesis, the signals that 

maintain the EMT are completely suppressed, however, it is observed that in central nervous 

system (CNS) tumors there is a reactivation of this phenomenon. The objective of this work 

was to evaluate the cellular heterogeneity and the participation of the EMT phenomenon in-

vitro, in glioblastoma/astrocytoma and neuroblastoma tumor cell lines, in the monolayer and 

CSC enrichment models through the formation of neurospheres. The methodologies used were: 

in-vitro culture of glioblastoma (U-87 MG and LN-18) and neuroblastoma (KELLY and IMR-

32) cell lines in monolayer and neurosphere models; determination of the IC50 (concentration 

capable of inhibiting 50% cell growth) against cisplatin chemotherapy treatment, whose dose 

determined in the monolayer model was used in the neurospheres; evaluation of STAT3, ZEB1, 

TWIST1, TGF-beta1 transcripts and long non-coding RNA, HOTAIR, by real time PCR; 

characterization of cell subpopulations by flow cytometry and use of the chorioallantoic 

membrane (CAM) model as a study of cancer recurrence and tumor aggressiveness. Among the 

results, the following observations were made: (i) exposure to cisplatin promote changes in 

expression of EMT regulatory transcripts, and the IMR-32 cell line characterized as the most 

sensitive to cisplatin in this work, overexpressed STAT3 and TGF-beta1 in the treated 

neurosphere model; (ii) glioblastoma and neuroblastoma cell lines present different cellular 

subpopulations expressing mesenchymal, neural and hematopoietic markers; (iii) 

neuroblastoma cell lines show a cell subpopulation with myeloid-derived suppressor cell 

characteristics (MDSCs) and (iv) tumors generated from residual cells, after exposure to 

cisplatin, grafted on CAM showed different patterns of organization than controls. Thus, our 

findings strongly support the idea that definitions of tumor phenotypic characteristics may help 

to establish better therapeutic strategies for the development of new drug targets. 

Keywords: glioblastoma, neuroblastoma, cisplatin, neurospheres, emt, cscs 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Câncer   

Atualmente a definição científica de câncer enquadra as neoplasias malignas, 

caracterizadas pelo crescimento descontrolado de células transformadas. Existem cerca de 200 

tipos de cânceres, correspondentes aos vários tipos de células do corpo, e que se diferenciam 

entre si pela capacidade de invadir tecidos e órgãos, sejam vizinhos ou distantes (NCI, 2015; 

ALMEIDA et al., 2005). Segundo a Organização Mundial da Saúde, OMS (World Health 

Organization – WHO), o câncer faz parte do grupo de doenças não transmissíveis (DNT), além 

do câncer, as doenças cardiovasculares, respiratórias e diabetes também fazem parte deste 

grupo. Este grupo de doenças correspondem à principal causa de óbitos no mundo, sendo 

responsáveis por cerca de 41 milhões de óbitos (equivalente a 71% de todas as mortes anuais). 

O câncer é uma das disfunções patológicas que mais causam temor na sociedade, perdendo 

somente para as doenças cardiovasculares em relação ao número de mortes (17.9 e 9 milhões 

de pessoas por ano, respectivamente) (WHO, 2018).   

A estimativa para o Brasil biênio 2018-2019, segundo o Instituto Nacional do Câncer 

(INCA), apontou a ocorrência de 600 mil novos casos de câncer para cada ano. O perfil 

epidemiológico no Brasil é parecido com os demais países da América Latina, onde cânceres 

de próstata em homens e mama nas mulheres são os mais frequentes (INCA, 2018) (Figura 1). 

A estimativa mundial para o ano de 2020 realizada pelo projeto GLOBOCAN/International 

Agency for Research on Cancer (IARC), foi de 18.1 milhões de novos casos e 10 milhões de 

mortes, indicando um acentuado aumento na incidência e mortalidade provocados pelo câncer, 

respectivamente (IARC, 2018).  

Figura 1: Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 2018 por sexo, 

excluindo os casos de pele não melanoma. FONTE: INCA, 2018. 
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Acredita-se que a iniciação e progressão de um câncer, processo conhecido como 

carcinogênese, é resultado da aquisição de sucessivas alterações genômicas em células normais 

(YAO; DAI, 2014). A manutenção da estabilidade genômica é fundamental para a integridade 

celular, prevenindo desta forma, erros que normalmente acontecem durante a replicação do 

DNA, ou advindos de estresses genotóxicos endógenos como aqueles causadas por espécies 

reativas de oxigênio (ROS), ou exógenos, como radiação ultravioleta (UV), radiação ionizante, 

e produtos químicos conhecidos como xenobióticos, dentre estes: o álcool, o tabaco e pesticidas 

(ALI; BHATTACHARYA, 2014).  

Além da perda da estabilidade genômica, outras características são essenciais durante a 

carcinogênese e contribuem para a formação de um microambiente tumoral (CASEY et al., 

2015). Para que células normais evoluam para um estado neoplásico é preciso que elas 

adquiram algumas dessas características, dentre elas: 1) sustentação da sinalização 

proliferativa; 2) resistência à morte celular programada, a apoptose; 3) evasão dos supressores 

tumorais e 4) capacidade de invadir tecidos adjacentes e colonizar locais diferentes do tumor 

primário, processo conhecido como metástase (Figura 2) (HANAHAN; WEIBERG, 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: As características do câncer. FONTE: Adaptado de HANAHAN; WEIBERG, 2011. 

 A progressão do câncer frequentemente é vista como um modelo de evolução 

Darwiniana. Neste contexto, forças atuando sobre as células cancerígenas selecionam aquelas 

com maior probabilidade de sobreviver, ou seja, células que respondem melhor às mudanças 

dentro do microambiente tumoral, pois adquiriram fenótipos necessários para sobreviver, 

proliferar, disseminar e sobretudo resistir às tentativas de eliminação terapêutica. As variações 
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no fenótipo celular e no potencial adaptativo contribuem para a heterogeneidade intratumoral 

(dentro do tumor) e intertumoral (entre pacientes diagnosticados com o mesmo subtipo tumoral) 

(WAHL; SPIKE, 2017). O termo heterogeneidade tumoral é definido pela presença de 

diferentes populações celulares ou clones que abrigam perfis genotípicos e fenotípicos distintos. 

Essa heterogeneidade tumoral desempenha papel fundamental no crescimento, progressão e 

resistência à terapia além de confundir o diagnóstico do tumor (INDA et al., 2014).   

 Um dos modelos que melhor explica a heterogeneidade celular observada em diferentes 

tipos de tumores é a presença de células-tronco do câncer (CSCs). Neste modelo, é proposto 

uma organização hierárquica na qual uma subpopulação de células-tronco com capacidade de 

auto-renovação e diferenciação em tipos celulares distintos é responsável pela sustentação do 

crescimento do tumor (VISVADER; LINDEMAN, 2008; REYA et al., 2001). CSCs podem se 

originar de células-tronco mutadas ou células adultas diferenciadas que retornam a um estágio 

indiferenciado através do mecanismo conhecido como transição epitélio-mesenquimal (EMT). 

EMT em câncer dá origem a células com características metastáticas tais como: perda de adesão 

à matriz extracelular (MEC) e contato célula-célula, além da resistência à apoptose (DONGRE; 

WEIBERG, 2018; KIM et al., 2017).  

1.2 Transição Epitélio-Mesenquimal (EMT) 

 

O fenômeno de transição epitélio-mesenquimal (EMT) (Figura 3), é um evento 

altamente orquestrado e que envolve uma série de mudanças as quais levam a perda das 

características de células epiteliais como a diminuição de moléculas de adesão (E-caderina, 

claudinas e ocludinas) e de filamentos intermediários de citoqueratina, bem como um rearranjo 

na polaridade apical-basal, conduzindo a aquisição de propriedades de células mesenquimais 

como um formato fusiforme semelhante à fibroblastos e capacidade de invasão e migração por 

meio do remodelamento da matriz extracelular (MEC) com a liberação de metaloproteases e 

expressão de fibronectina, N-caderina, vimentina, laminina e colágeno tipo I. Durante a EMT 

a formação de projeções ricas em filamentos de actina conhecidas como filopódios eleva a 

capacidade de invasão e motilidade de células mesenquimais  (KIM et al., 2017).  
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Figura 3- Transição epitélio-mesenquimal (EMT). O fenômeno EMT é caracterizado pela perda de marcadores 

epiteliais como E-caderina, claudinas e ocludinas e uma aquisição de marcadores mesenquimais, como 

fibronectina, vimentina e N-caderina. Os reguladores mestres deste evento incluem os fatores de transcrição ZEB1, 

TWIST1, dímeros de STAT3, o lncRNA HOTAIR e a proteína TGFB1 Fonte: Autoria própria.  

A perda da expressão de E-caderina e consequente desestabilização das junções de 

adesão é um evento importante durante a EMT. Os fatores que induzem o fenômeno EMT 

podem ser classificados quanto a habilidade de reprimir direta ou indiretamente o gene de E-

caderina. Proteínas “dedos de zinco” ou Zinc finger das superfamílias Snail e Zeb são 

repressores diretos do gene de E-caderina, estes fatores de transcrição incluem Snail1, Snail2 

(Slug) e Zeb1/2. Já os fatores de transcrição da família bHLH (basic helix-loop-helix), estes 

incluem Twist1/2, são repressores indiretos do gene de E-caderina. Todos os fatores de 

transcrição citados acima possuem a capacidade de se ligarem à uma sequência na região 

promotora do gene da E-caderina, conhecida como E-box. Desta forma, alterando os perfis de 

metilação e acetilação e inibindo a transcrição gênica (SERRANO; MAZIVEYI; ALAHARI, 

2016; GARG, 2013).  

Células epiteliais podem migrar ativamente durante condições fisiológicas ou 

patológicas, desta forma, o evento EMT pode ser classificado de acordo com as circunstâncias 

em que ocorre e ser dividido em três tipos. O tipo 1 possui importante papel durante a 

embriogênese, especialmente na gastrulação, processo que origina as três camadas germinativas 

(endoderma, ectoderma e mesoderma), como também na formação do coração e da crista 

neural. Defeitos durante EMT tipo 1 na embriogênese estão relacionados à uma condição 
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patológica em recém-nascidos conhecida como fenda palatina. EMT tipo 2 está relacionado à 

cicatrização de feridas, regeneração tecidual e fibrose. Durante a cicatrização de feridas e 

regeneração tecidual, EMT estimula a geração de fibroblastos, células clássicas do tecido 

conjuntivo, para substituírem a parte lesionada, um fato interessante é que o epitélio da 

superfície dos ovários passa por este evento após o período de ovulação, este processo é 

desencadeado pelo fator de crescimento epidérmico (EGF). Já em fibrose tecidual, EMT induz 

deposição de MEC, infiltrado de células inflamatórias e acúmulo de fibroblastos, o principal 

fator de crescimento que desencadeia este processo é o fator de transformação do crescimento 

beta (TGFB) (KIM et al., 2017; BARRIERE et al., 2015).   

Durante a carcinogênese, o processo EMT tipo 3 pode converter células epiteliais 

cancerosas primárias em células mesenquimais invasivas e com mobilidade aumentada, 

podendo causar metástases. EMT tipo 3 é essencial para que células tumorais escapem do 

processo de morte celular desencadeada pela apoptose, anoikis (um tipo particular de morte 

celular que ocorre devido à perda de ancoragem à MEC) e senescência celular, além de 

contribuir para o escape do sistema imunológico. Além disso, EMT tem sido fortemente 

relacionado à formação e manutenção de células-tronco tanto na embriogênese quanto no 

câncer. Na literatura casos de quimio/radioresistência estão associados à presença de 

subpopulações enriquecidas de CSCs oriundas do fenômeno EMT (KIM et al., 2017; JOLLY 

et al., 2015; SINGH; SETLEMAN, 2010).  

Muitos longos RNAs não-codificantes (lncRNAs) tem sido relacionados com a 

modulação de marcadores do fenômeno de transição epitélio-mesenquimal e também no 

surgimento e manutenção de CSCs. Muitos lncRNAs compartilham algumas características 

comuns com os RNAs mensageiros (mRNAs) tais como: são transcritos pela RNA polimerase 

II, sofrem processamento pós-transcricional com adição do sinal de poliadenilação e CAP 5’. 

Dentre os lncRNAs envolvidos no fenômeno EMT em câncer, destaca-se o HOTAIR (Hox 

transcript antisense intergenic RNA), um lncRNA com aproximadamente 2.2 kb e 6 éxons, 

transcrito a partir do locus HOXC, localizado no cromossomo 12q.13.13. Estudos têm 

demonstrado que a superexpressão de HOTAIR está relacionado à um pobre prognóstico em 

diferentes tipos de cânceres, como os de colorretal, ovário, mama e tumores do sistema nervoso 

central (XU et al., 2016; HAJJARI; SALAVATY, 2015; YARMISHYN; KUROCHKIN, 2015; 

ZHANG et al., 2013; GUTSCHNER; DIEDERICHS, 2012). 
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Os fatores de transcrição STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3), 

também possuem importante papel no fenômeno EMT. As proteínas STAT são consideradas 

fatores de transcrição latentes, pois estão presentes no citoplasma aguardando para serem 

ativados. A via de ativação clássica dessas proteínas ocorre após ligação de IL-6 ou EGF à IL-

6R ou EGFR, respectivamente, culminando na dimerização do receptor e aproximação das 

proteínas da família Janus Kinase (JAKs) a eles acopladas. Desta forma, JAKs fosforilam umas 

às outras e ao receptor, que servirá de sítio para ligação de STAT3 e consequente fosforilação 

e formação de dímeros de STAT. Dímeros de STAT3 ativos são translocados para o núcleo e 

se ligam à sequências específicas no DNA ativando a transcrição de genes. Dentre os alvos de 

STAT3 destacam-se os reguladores mestres do evento EMT: ZEB, TWIST e SNAIL, além do 

lncRNA HOTAIR (CAI et al., 2018; LI; HUANG, 2017; WENDT et al., 2014).  

Outro evento bioquímico a ser considerado durante a EMT é a glicosilação. Glicosilação 

se refere à um processo enzimático de adição de carboidratos à outras moléculas como lipídeos 

e proteínas. Praticamente todas proteínas de membrana ou secretadas sofrem modificações pós-

traducionais deste tipo, podendo ser chamadas de glicoproteínas. Existem diferentes glicanos 

ligados à uma proteína, sendo estes: 1) N-ligados: adicionados ao nitrogênio da cadeia lateral 

de arginina (Arg) ou asparagina (Asn); 2) O-ligados: glicanos adicionados ao oxigênio da 

hidroxila de cadeias laterais de serinas (Ser) ou treoninas (Thr); 3) fosfoglicanos: glicanos 

adicionados ao fosfato de uma fosfoserina; 4) C-ligados: se trata de um raro tipo de glicosilação 

aonde carboidratos são adicionados ao carbono da cadeia lateral de um triptofano e 5) 

Glipiação:  proteínas são ligadas à membrana celular por meio de uma âncora de 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) (LI et al., 2016; PINHO; REIS, 2015).  

Células cancerosas que estão passando pela EMT aumentam a glicólise e captação da 

glicose. Esta alteração metabólica é importante para a geração de precursores biosintéticos que 

acabam alterando o perfil celular de glicosilação, originando assinaturas únicas de glicanos em 

diferentes tipos de tumores. Além disso, um perfil de glicosilação aberrante está envolvido na 

progressão do câncer, invasão, metástases, resistência à drogas e manutenção e diferenciação 

de CSCs (BARKEER et al., 2018; CARVALHO et al., 2018; FONSECA et al., 2016).  
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1.3 Células-Tronco do Câncer  

 

A hipótese de células-tronco do câncer (cancer stem cells – CSCs) é um modelo atrativo 

e que melhor explica a heterogeneidade comumente observada em tumores sólidos e os eventos 

de quimio/radiorresistência e recidiva oncológica. Neste modelo, uma organização hierárquica 

de células com capacidade de auto-renovação e diferenciação em tipos celulares diferentes por 

divisão assimétrica é responsável pela sustentação do crescimento do tumor. CSCs foram 

inicialmente descritas em leucemia mieloide aguda por Lapidot e colaboradores (1994) que 

mostraram um raro subtipo celular CD34+CD38-, compreendendo entre 0.01-1% da população 

total do tumor, capaz de induzir leucemia quando transplantado em camundongos 

imunodeficientes (VISVADER; LINDEMAN, 2008).  

Um dos métodos mais utilizados para o estudo de CSCs in-vitro é por meio do modelo 

de tumoresferas. Neste modelo, uma suspensão celular é semeada em baixa densidade em meio 

de cultura desprovido de soro fetal bovino (SFB) e suplementado com fatores que favorecem o 

crescimento de células-tronco como o fator de crescimento epidérmico (EGF) e o fator de 

crescimento fibroblástico básico (bFGF). Hidrocortisona, insulina e progesterona são 

conhecidas por induzir o crescimento de células-tronco e podem ser adicionadas, assim como 

heparina, para estabilizar a ligação de bFGF ao seu receptor. O modelo de tumoresferas foi 

inicialmente descrita em tumores cerebrais, para a formação de neuroesferas e enriquecimento 

de células-tronco neurais (NSCs) nesses tumores (WEISWALD; BELLET; DANGLES-

MARIE, 2015).  

Existem diferentes teorias a respeito da origem de CSCs, dentre elas a de que CSCs são 

originadas de células-tronco/progenitoras normais que adquiriram a capacidade de formar 

tumores quando sofreram alterações genéticas. Outra teoria explica o surgimento de CSCs a 

partir de células somáticas que adquiriram características tronco ao passarem pela transição 

epitélio-mesenquimal (EMT) (AYOB; RAMASAMY, 2018; KIM et al., 2017). 

Desde sua descoberta, CSCs têm sido frequentemente isoladas e estudadas em diferentes 

tumores como nos de mama, ovário, próstata e do sistema nervoso central. A combinação de 

diferentes marcadores como CD133 (Prominin 1), CD44, CD24, moléculas de adesão celular 

como EpCAM, transportadores da família ABC e até a expressão da enzima Aldeído 

Desidrogenase (ALDH), tem sido utilizada para isolar subpopulações celulares enriquecidas de 
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CSCs. Em câncer de mama, a fração CD44+ CD24-/low é indicativo da presença de CSCs 

(AYOB; RAMASAMY, 2018; VISVADER; LINDEMAN, 2008).   

Em glioblastomas e neuroblastomas, CD133 (Prominin 1) têm sido associado à presença 

de NSCs (AYOB; RAMASAMY, 2018; VISVADER; LINDEMAN, 2008).  Outro candidato 

à marcador de NCSs é a molécula de adesão CD24, uma glicoproteína de membrana ancorada 

à GPI. Na literatura, a alta expressão desta molécula em neuroblastomas está associada com o 

potencial metastático desses tumores para a medula óssea (BAHMAD et al., 2019). Um estudo 

conduzido por Soni e demais colaboradores (2017), analisou a expressão de CD24 em células-

tronco do câncer em amostras clínicas de pacientes com glioblastoma e correlacionaram a alta 

expressão desta molécula com uma baixa sobrevida. Além disso, Lo et al (2009) mostraram 

que CD24 possui importante papel nas propriedades infiltrativas de glioblastomas. Outro 

marcador associado ao fenótipo de NSCs é a molécula de adesão neural (NCAM/CD56). CD56 

é uma proteína que pertence à superfamília de imunoglobulinas. CD56 já foi descrito por estar 

associado com um comportamento mais agressivo, aumento da capacidade metastática e 

expressão de marcadores de CSCs em tumores do sistema nervoso (MARKOVSKY et al., 

2017).  

 NSCs não são o único tipo de células-tronco observadas em tumores do sistema nervoso 

central, células com perfil fenotípico semelhante à células-tronco mesenquimais (MSCs) já 

foram descritas. De acordo com a definição clássica, MSCs são células progenitoras com 

morfologia fusiforme semelhante à fibroblastos e possuem capacidade de diferenciação in-vitro 

em linhagens celulares do mesoderma como: adipócitos, condrócitos e osteócitos. Além disso, 

MSCs humanas expressam CD73, CD90, CD105 e CD146 e são negativas para marcadores 

hematopoiéticos como CD14, CD19, CD34, CD45 e HLA-DR (ULLAH; SUBBARAO; RHO, 

2015; LV et al., 2014).   

1.4 Tumores do Sistema Nervoso Central 

 

Muitos tumores têm origem no cérebro e medula espinhal, que juntos, compõem o 

Sistema Nervoso Central (SNC). Tumores do SNC constituem um grupo de neoplasias 

especialmente relevante devido ao impacto na longevidade e bem estar dos pacientes. Segundo 

o INCA, a estimativa para o Brasil, biênio 2018-2019, era de 5.810 novos casos de câncer do 

SNC em homens e 5.510 em mulheres para cada ano. Em homens, neoplasias malignas do SNC 

são a décima causa de câncer enquanto nas mulheres são a nona (Figura 1) (INCA, 2018). De 
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acordo com o projeto GLOBOCAN/IARC, a incidência mundial estimada para o ano de 2020 

foi de 309.040 mil casos, embora este número seja menor quando comparado a outros tipos de 

câncer, a taxa de mortalidade é alta em tumores do SNC, 251.964 mil (CANCER RESEARCH 

UK, 2019; IARC, 2018).  

Como todos os tumores, os do SNC podem ser classificados como primários ou 

secundários bem como benignos ou malignos. Em adultos, a maioria das neoplasias são 

secundárias causadas por metástases de outros tumores oriundos de diferentes órgãos como 

cânceres de mama, cólon, melanoma e rim, enquanto em crianças muitos são tumores primários 

originados das células que formam o SNC. Tumores do SNC primários representam apenas 2% 

dos casos em adultos, 25% em crianças e cerca de 15% em adolescentes. Em adultos, tumores 

cerebrais aumentam de acordo com a idade (CANCER RESEARCH UK, 2019).  

 Tumores cerebrais e da medula espinhal são nomeados de acordo com o tipo de células 

que os formam e a sua localização primária no SNC. Dentre os tumores do sistema nervoso 

central, destacam-se dois grupos: 1) tumores oligodendrogliais e astrocíticos difusos que 

compreendem glioblastomas, astrocitomas e oligodendrogliomas e 2) tumores embrionários 

que englobam meduloblastomas e neuroblastomas (LOUIS et al., 2016).  

1.4.1 Neuroblastoma 

 

Dentre os tumores do SNC embrionários destaca-se o Neuroblastoma (NB), um tumor 

sólido que engloba entre 8-10% de todos os tumores em crianças até 15 anos de idade, sendo 

responsável por até 15% de todos os óbitos causados por tumores pediátricos. Em alguns 

pacientes o NB pode regredir espontaneamente conduzindo a completa recuperação sem 

qualquer tratamento. Em outros casos, crianças com NB desenvolvem um tumor metastático 

com pobre prognóstico (KHOLODENKO et al., 2018; TOMOLONIS; AGARWAL; SHOHET, 

2018).  

Pacientes com NB de baixo ou intermediário risco, possuem prognóstico favorável e 

taxa de sobrevida de cinco anos em 90% dos casos. Entretanto, no caso de NB de alto risco, o 

qual é detectado em aproximadamente 60% dos casos, o prognóstico é desfavorável com poucas 

oportunidades de tratamento eficazes, e apesar da terapia agressiva, a taxa de sobrevida de até 

cinco anos permanece abaixo de 50% dos casos (KHOLODENKO et al., 2018; TOMOLONIS; 

AGARWAL; SHOHET, 2018). Na maioria dos casos de pacientes com NB de alto risco, a 
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amplificação do oncogene MYCN é um fator prognóstico ruim e indicativo de doença 

metastática (BORRIELLO et al., 2016).  

Após o diagnóstico, o tratamento para NB inclui remoção cirúrgica, quando cabível, 

para tentar remover a maior parte do tumor e em alguns casos o tumor pode ser completamente 

retirado e tratamentos adicionais não são necessários. A quimioterapia pode ser utilizada antes 

da cirurgia para tentar diminuir o tumor e facilitar sua remoção. Já para alguns grupos de risco, 

quimio/radioterapia se tornam necessárias após o procedimento cirúrgico. O protocolo de 

quimioterapia consiste de ciclos que são repetidos a cada três ou quatro semanas. A duração do 

tratamento depende do grupo de risco em que a criança se encontra. Pacientes com NB de alto 

risco geralmente requerem tratamentos mais prolongados. Quimioterapia em NBs usualmente 

inclui uma combinação de drogas citotóxicas, dentre elas: ciclofosfamidas, vincristina, 

doxorrubicina, etoposídeo, topotecano, carboplatina ou cisplatina (AMERICAN CANCER 

SOCIETY, 2018; ZAGE, 2018).  

O quimioterápico cisplatina ou cis-diaminodicloroplatina (II) fórmula molecular 

PtCl2N2H6 promove ligações cruzadas (crosslinks) mono, inter ou intrafitas (Figura 4). O meio 

intracelular promove a dissociação dos cloretos da estrutura molecular da cisplatina. O produto 

hidrolisado é um importante eletrófilo que possui a capacidade de reagir com nucleófilos como 

grupos sulfidrilas em proteínas e átomos doadores de nitrogênio nos ácidos nucléicos. A ligação 

da cisplatina ao nitrogênio 7 (N7) nos aneis de purinas resulta na formação de adultos de DNA 

interrompendo desta forma a dinâmica do ciclo celular e induzindo a morte celular programada, 

conhecida como apoptose (ALDOSSARY, 2019; ROCHA et al., 2018).  
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Figura 4: Ativação da cisplatina e indução de danos ao DNA. No meio intracelular, a cisplatina perde seus átomos 

de cloro e ganha duas moléculas de água se tornando um composto capaz de interagir com bases púricas (Adenina 

e Guanina), formando adultos de DNA ou ligações cruzadas entre as duas fitas (crosslink). FONTE: ROCHA et 

al., 2018. 

O tratamento de NB permanece um desafio devido à complexa heterogeneidade celular 

do tumor. Histologicamente, NBs consistem de dois tipos celulares, neuroblastos e células de 

Schwann, e podem ser classificados em quatro tipos morfológicos: 1) ganglioneuroma (onde 

células de Schwann são dominantes); 2) ganglioneuroblastoma misto (que compreende os dois 

tipos celulares); 3) ganglioneuroblastoma nodular (predominância de clones agressivos de 

neuroblastos e poucas células de Schwann) e 4) neuroblastoma (pobre em células de Schwann). 

Esta segregação morfológica representa os níveis de diferenciação do tumor mediada pela 

quimiotaxia de células de Schwann que secretam fatores anti-proliferativos e de diferenciação 

para neuroblastos. Portanto, ganglioneuromas representam um NB que é totalmente maturado 

e diferenciado devido à riqueza de células de Schwann presentes no estroma (TOMOLONIS; 

AGARWAL; SHOHET, 2018). 

 Neuroblastomas são originados a partir das células da crista neural. A crista neural é 

uma população celular embrionária transitória que surge durante os eventos de gastrulação e 

neurulação e migra por todo o embrião em desenvolvimento, diferenciando-se em diversos 

tecidos incluindo parte do esqueleto craniofacial, sistema nervoso simpático e periférico, 

células cromafins adrenais e melanócitos. Dito isto, a complexidade de tecidos derivados da 
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crista neural sugere a presença de progenitores multipotentes e o desenvolvimento, manutenção 

e diferenciação desta população de células é um processo altamente complexo.  A indução, 

especiação, delaminação e diferenciação da crista neural envolve vias bioquímicas e 

moleculares rigidamente controladas. Alterações em qualquer um desses processos pode gerar 

neuroblastos iniciadores de tumores (TOMOLONIS; AGARWAL; SHOHET, 2018). 

 Como mencionado anteriormente, o processo de migração de células a partir da crista 

neural é dependente do evento de transição epitélio-mesenquimal (EMT). Este fenômeno 

contribui para a perda de adesão das células da crista neural com as células neuroepiteliais 

vizinhas adquirindo um fenótipo mesenquimal migratório, permitindo que as células da crista 

neural migrem para longe do tubo neural e colonizem locais distantes para maior especiação e 

diferenciação (Figura 5). Em condições fisiológicas normais, após a embriogênese, os sinais 

que mantém o evento EMT ativo são completamente suprimidos, entretanto, observa-se que em 

tumores do sistema nervoso há uma reativação dos fatores e sinais necessários para a 

delaminação e migração de células da crista neural (KHOLODENKO et al., 2018).    

Figura 5: Tipos celulares oriundos da crista neural. Células da crista neural passam pelo fenômeno EMT e 

adquirem capacidade de migrar e colonizar locais distantes para se diferenciarem em outros tipos celulares como 

neurônios, células da glia, melanócitos e células cromafins. FONTE: KHOLODENKO, 2018. 

 Em NBs, as principais vias EMT têm sido relacionadas ao desenvolvimento de 

resistência à drogas e com uma menor sobrevida geral. Piskareva e demais colaboradores 

(2015), mostraram in-vitro utilizando linhagens celulares de NB resistentes à cisplatina, um 
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enriquecimento de genes envolvidos com fenótipo mesenquimal (TOMOLONIS; AGARWAL; 

SHOHET, 2018).  

1.4.2 Glioblastoma 

 

Glioblastoma (GBM) é um tumor cerebral maligno grau IV (Tabela 1) que acomete 

principalmente adultos (aproximadamente 15% de todos os casos de tumores cerebrais em 

adultos). Gliomas de baixo grau (I e II) crescem lentamente por muitos anos antes de 

manifestarem sintomas enquanto GBMs grau IV crescem rapidamente e são altamente 

vascularizados e infiltrativos. Uma vez diagnosticado, a expectativa de vida para gliomas grau 

I e glioblastomas grau IV são de 10 e 1.5 anos, respectivamente (DE WEILLE, 2014).  

Tabela 1: Classificação do grau dos tumores do Sistema Nervoso Central segundo a 

Organização Mundial da Saúde 

Grau Descrição Tipos 

representativos 

Grau I 

(baixo 

grau) 

Células tumorais se assemelham mais as células normais sob microscopia e 

crescem mais lentamente que tumores grau II, III e IV. Raramente 

espalham para tecidos vizinhos. Podem ser curados se removidos 

completamente por cirurgia. 

Astrocitoma 

pilocítico 

Ganglioglioma 

Subependimoma 

Grau II 

Células tumorais crescem mais lentamente que tumores grau III e IV. 

Podem se espalhar para tecidos vizinhos e pode ocorrer recidiva 

oncológica. Alguns tumores podem se tornar tumores de alto grau (IV). 

Astrocitoma difuso 

Ependimoma 

Oligodendroglioma 
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Grau III 

Morfologia de células tumorais são bem diferentes de células normais e 

crescem mais rapidamente que tumores grau I e II. Possivelmente se 

espalham para tecidos vizinhos. 

Astrocitoma 

anaplásico 

Oligodendroglioma 

anaplásico 

Oligoastrocitoma 

anaplásico 

Ependimoma 

anaplásico 

Ganglioglioma 

anaplásico 

Grau IV 

(alto 

grau) 

Morfologia das células tumorais não se assemelha às células normais. 

Crescimento e capacidade de espalharem para outros tecidos é rápida. Pode 

haver áreas de morte celular no tumor. Tumores grau IV geralmente não 

possuem cura. 

Glioblastoma 

Gliosarcoma 

Glioblastoma de 

células gigantes 

 FONTE: NCI, 2018. 

 Atualmente, o tratamento para GBM inclui cirurgia para tentar retirar a maior parte do 

tumor, entretanto, devido à sua natureza infiltrativa, a ressecção completa raramente é possível. 

Após a cirurgia, o paciente é submetido à radioterapia e tratamento adjuvante com o 

quimioterápico Temozolomida (TMZ), um agente alquilante do DNA (ZHANG; STEVENS; 

BRADSHAW, 2012). Entretanto, o quimioterápico cisplatina também é utilizado no tratamento 

de glioblastomas, além disso, estudos clínicos de fase II tem mostrado o efeito sinérgico da 

combinação entre TMZ e cisplatina (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017; WANG et al., 

2017; VAN; HEGI; STUPP, 2006; BRANDES et al., 2004). Apesar da terapia agressiva, a 

maioria dos pacientes sofrem recidiva devido a heterogeneidade de GBMs e a dificuldade que 

agentes terapêuticos possuem em atravessar a barreira hematoencafálica (SZOPA et al., 2017).  

 Alguns marcadores moleculares tem sido utilizados na clínica para segregação dos 

pacientes com GBM, alguns possuem valor diagnóstico, enquanto outros são utilizados como 

fatores prognósticos (fornecem informações sobre progressão, sobrevida geral e até mesmo 

recorrência da doença) ou preditivos (auxiliam na tomada de decisões quanto ao melhor 

tratamento de acordo com a biologia do tumor) (SZOPA et al., 2017; KARSY et al., 2015).   
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Um biomarcador prognóstico clássico em GBM é a Isocitrato Desidrogenase (IDH), 

uma enzima que participa do ciclo de Krebs e que produz CO2 e α-cetoglutarato por meio de 

uma reação de descarboxilação oxidativa do seu substrato, o isocitrato. Mutações nesta enzima 

promovem o aumento da produção do oncometabólito D-2-hidroxiglutarato, o qual pode alterar 

os padrões de metilação de DNA em GBMs e consequentemente a transcrição gênica. Além 

disso, mutações em IDH podem diminuir a formação de um dos produtos oriundos das reações 

catalisadas por essa enzima, o NADPH, resultando no aumento do estresse oxidativo e 

eventualmente danos ao DNA. Mutações no gene que codifica o receptor do fator de 

crescimento epidérmico (EGFR) possuem forte prognóstico clínico em GBMs. 

Aproximadamente 10-60% dos pacientes com GBM primário contém uma variante deste 

receptor conhecida como EGFRvIII culminando na ativação constitutiva das vias de sinalização 

mitogênicas em GBMs. (SZOPA et al., 2017; KARSY et al., 2015; INDA et al., 2014).   

Um exemplo de biomarcador preditivo em GBMs é a enzima de reparo de DNA O-6-

Metilguanina-DNA-Metiltransferase (MGMT), que transfere grupo alquila do oxigênio na 

posição 6 (O6) de guaninas para um resíduo de cisteína. Hipermetilação no promotor do gene 

desta proteína culmina na redução da sua expressão e sensibilização ao tratamento com o agente 

alquilante temozolomida (SZOPA et al., 2017; KARSY et al., 2015).   

 Apesar dos biomarcadores prognósticos e preditivos utilizados na clínica, o tratamento 

para GBMs é limitado. Parte desta limitação é devido à heterogeneidade desses tumores, sendo 

que a origem celular de GBMs é um fator importante para a diversidade de subtipos moleculares 

e celulares. Acredita-se que GBMs podem ser originados de três tipos celulares, células tronco 

neurais (NSCs), astrócitos derivados de NSCs e células precursoras de oligodendrócitos 

(OPCs). Desta forma, tumores gliais geralmente são uma mistura de astrócitos, 

oligodendrócitos e neurônios (YAO et al., 2018; DE WEILLE, 2014). 

 Estudos mostraram que a fonte de GBMs poderiam ser células-tronco dormentes 

presentes na zona subventricular (SVZ) (JIAO; CHEN, 2008), células progenitoras recrutadas 

após lesões no cérebro (SALVATI et al., 2004) ou relacionadas à idade (CÁRLEN et al., 2009; 

ARVIDSSON et al., 2002), ou, células gliais ativadas após algum dano cerebral ou inflamação. 

Após alguma lesão, células da micróglia são as primeiras a serem ativadas e a migrarem para o 

local lesionado (ROBEL; BERNINGER; GÖTZ, 2011). Um belíssimo trabalho desenvolvido 

por Lee et al (2018), mostrou que NSCs presentes na SVZ e que acumularam mutações em seu 

DNA, são capazes de originar GBMs. Após adquirirem o número de mutações necessárias, 
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NSCs adotam um fenótipo migratório e metastático por meio do fenômeno EMT (YAO et al., 

2018; DE WEILLE, 2014).  

Verhaak e colaboradores (2010), analisaram 840 genes do transcriptoma de amostras 

clínicas de pacientes com GBM e as estratificaram em quatro subtipos: 1) Neural; 2) Pro-neural; 

3) Clássico e 4) Mesenquimal. Dentre estes subtipos, o mesenquimal (MES) e pro-neural (PN) 

são os mais prevalentes representando 32.4% e 32.73% dos casos, respectivamente. O subtipo 

MES demonstra alta correlação com o processo EMT, estando enriquecido de genes que são 

ativamente expressos durante este evento enquanto o subtipo PN expressa genes associados 

com neurogênese. O subtipo MES é o mais agressivo e está fortemente associado com pobre 

prognóstico ao contrário do subtipo PN, caracterizado por um melhor prognóstico (FEDELE et 

al., 2019; SZOPA et al., 2017).  

 Apesar dessa separação, estudos tem demonstrado que o subtipo pro-neural pode alterar 

para o mesenquimal aumentando radio/quimiorresistência em GBMs. Piao e colaboradores 

(2013) mostraram que a transição pro-neural para mesenquimal favoreceu à resistência de 

células de GBM após terem sido tratadas com anti-VEGF (bevacizumabe). Os eventos 

moleculares que disparam essa transição são similares ao evento de transição epitélio-

mesenquimal, como ativação das vias de sinalização STAT3 e TGFB1 e dos fatores de 

transcrição ZEB1 e TWIST1, além da expressão de proteínas de superfície de membrana 

encontradas em células com fenótipo tronco mesenquimal: CDs 73, 90, 105 e 146 (BEHNAN; 

FINOCCHIARO; HANNA, 2019; FEDELE et al., 2019).  

1.5 Utilização do modelo da membrana corioalantóica (CAM) para estudo de recidiva 

oncológica  

 

A membrana corioalantóica (CAM) está localizada diretamente abaixo da casca do ovo do 

embrião de galinha em formação é altamente vascularizada e responsável pela troca de gases 

do embrião. O crescimento da CAM se inicia no 3º dia de desenvolvimento embrionário e até 

o 13º a CAM está completamente diferenciada. Histologicamente, o epitélio superior da CAM 

é de origem ectodérmica, enquanto o estroma e o epitélio inferior são de origem mesodérmica 

e endodérmica, respectivamente. A matriz extracelular da CAM é rica em fibronectina, 

laminina e colágeno tipo IV além de glicosaminoglicanos. Desta forma, as características da 

CAM fornecem um microambiente para o crescimento de xenoenxertos de tumores humanos e 
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estudo de recidiva oncológica (RIBATTI, 2017; NOWAK-SLIWINSKA; SEGURA; IRUELA-

ARISPE, 2014; DERYUGINA; QUIGLEY, 2008) (Figura 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Modelo esquemático da membrana corioalantoica (CAM) para estudo de recidiva oncológica e 

metástase. Xenoenxertos de tumores colocados sobre a CAM se desenvolvem em um curto período de tempo 

graças ao microambiente rico em vasos sanguíneos e proteínas da matriz extracelular. FONTE: adaptado de LIU 

et al., 2013.  

 

2. OBJETIVO GERAL 
 

Avaliar a heterogeneidade celular e a participação do fenômeno de transição epitélio-

mesenquimal in-vitro, em linhagens celulares de glioblastoma/astrocitoma e neuroblastoma nos 

modelos monocamada e de enriquecimento de CSC’s por meio da formação de neuroesferas.  
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2.1 Objetivos específicos  

 

 Estabelecer o cultivo in-vitro de linhagens celulares de tumores do Sistema Nervoso 

Central (U-87 MG, LN-18, KELLY e IMR-32) nos modelos monocamada e de 

enriquecimento de células tronco do câncer (CSCs) por meio de neuroesferas; 

 Determinar o IC50 das linhagens celulares frente ao tratamento quimioterápico com 

cisplatina; 

 Avaliar a participação do fenômeno EMT via análise dos transcritos (STAT3, ZEB1, 

TWIST1, TGF-beta1 e o lncRNA HOTAIR) no mecanismo de quimioresistência em 

modelos monocamada e neuroesfera antes e após tratadas com o IC50 determinado;  

 Avaliar o perfil do marcador epitelial (E-caderina) e mesenquimal (Fibronectina), bem 

como núcleo e citoesqueleto nas linhagens celulares em monocamada e neuroesferas;  

 Caracterizar as subpopulações celulares quanto a expressão de marcadores de superfície 

de membrana envolvidos no processo EMT e o perfil de glicosilação; 

 Avaliar a dinâmica do ciclo celular nas linhagens celulares em monocamada e 

neuroesfera antes e após tratadas com cisplatina;  

 Analisar a integridade da monocamada celular por meio da medida da resistência 

transepitelial (TEER);  

 Utilizar o modelo da membrana corioalantoica (CAM) como estudo de recidiva 

oncológica e agressividade tumoral.  

 

3. METODOLOGIA  
 

3.1 Cultivo celular  

 

Os ensaios foram realizados utilizando dois modelos de cultura celular: I) cultura em 

monocamada e II) cultura em neuroesferas, conforme descrito a seguir. As linhagens foram 

mantidas em estufa úmida e atmosfera enriquecida com 5% de CO2 à 37ºC.  Antes de cada 

experimento, as células foram submetidas a procedimentos de repique com uma solução 
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não enzimática de EDTA 15 mM (Sigma cat. E6758) por 20 minutos à 37ºC. Os 

experimentos foram realizados obedecendo um determinado número de passagem. 

3.1.1 Cultivo em monocamada  

 

As linhagens celulares tumorais U-87 MG (glioblastoma/astrocitoma cat. HTB-14™), 

LN-18 (glioblastoma/astrocitoma cat. CRL-2610™) e IMR-32 (neuroblastoma cat. CCL-

127™) foram adquiridas do American Type Culture Collection (ATCC®) e a linhagem 

KELLY (neuroblastoma cat. 92110411) foi adquirida da Sigma®. As linhagens celulares U-

87 MG, LN-18 e KELLY foram cultivadas em meio DMEM Alta Glicose (Gibco cat. 

12100-038) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB Gibco cat. 210115-K), 1% 

de L-glutamina 0.2 M, 1% de aminoácidos não essências (Sigma® cat. M7145), D-glucose 

(Sigma cat. G7021) e 1% de piruvato de sódio (Sigma cat. P2256). A linhagem IMR-32 foi 

cultivada em MEM (Gibco cat. G1100-053) com 10% de SFB, D-glucose, HEPES 1M 

(Sigma cat. H3375) e L-glutamina 0.2 mM.  

3.1.2 Cultivo em neuroesferas 

 

As linhagens celulares foram semeadas em placas de suspensão (1x105/mL) em meio de 

enriquecimento de CSCs utilizando o meio DMEM-F12 suplementado com 2% de B-27 

50x (Thermo Fisher Scientific™ cat. 1750444), 20ng/mL de EGF (Sigma® cat. E1257), 

20ng/mL de bFGF (ImmunoTools cat. 11343623) e hidrocortisona 0,5 µg/mL (Sigma cat. 

H0888) e incubadas durante sete dias para obtenção das neuroesferas. No terceiro dia de 

cultivo, metade do volume do meio de cultura foi substituído por um meio novo.  

3.2 Solubilização da cisplatina 

 

A solução de trabalho do quimioterápico cisplatina (Sigma® cat. 479306 / peso 

molecular 300,01 g/mol) foi preparada utilizando tampão fosfato-salina (PBS 1x), 10 mg 

do quimioterápico foram solubilizados em PBS 1x para que a droga ficasse à 1mg/mL. 

3.3 Ensaio de viabilidade celular  

 

A citotoxicidade celular mediada pelo tratamento quimioterápico com cisplatina foi 

avaliada utilizando o reagente brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio 

(MTT). Este ensaio baseia-se na atividade das células viáveis de reduzirem o reagente 
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MTT por meio das enzimas desidrogenases mitocondriais. A redução deste composto 

origina o formazan, um cristal de cor violeta insolúvel em água, mas que pode ser 

solubilizado em solventes orgânicos possibilitando a leitura colorimétrica por 

espectrofotometria (LOBNER, 2000; MOSMANN, 1983). A redução do MTT é 

diretamente proporcional a atividade mitocondrial, podendo desta forma, determinar a 

viabilidade celular. As linhagens celulares foram semeadas em placas de 96 poços nas 

seguintes concentrações: U-87 MG, KELLY e IMR-32 (5x104 células/poço) e LN-18 

(2,5x104 células/poço).  

Após atingirem monocamada, o meio de cultivo foi retirado de cada poço e as células 

foram incubadas com diferentes concentrações de cisplatina (Tabela 2). Após 24h, o meio 

de cultura foi retirado e adicionado o MTT em meio sem suplementação (100µL/poço) 

a 0,5 mg/mL. Seguindo uma nova incubação por 3hrs, e em seguida a placa foi 

centrifugada por 10 minutos a 1000 RPM, o sobrenadante foi desprezado e adicionado 

100 µL/poço do solvente orgânico DMSO (Merck cat. #K35781952610), a fim de 

solubilizar os cristais de formazan. Finalmente, a leitura da absorbância foi realizada 

em espectrofotômetro (SpectraMax® M5e) à 550 nM. Após a leitura no 

espectrofotômetro, a sobrevida dos poços tratados foi calculada dividindo o valor da 

absorbância das células tratadas pela média do controle de vida e multiplicado por 100. 

Vale ressaltar que o experimento foi realizado também em triplicatas biológicas. O 

valor de IC50 (concentração capaz de inibir o crescimento de 50% das células) foi 

estimado utilizando o programa Dr Fit versão 1.042 (DI VEROLI, 2015).  

Tabela 2 – Concentrações da cisplatina testadas em cada linhagem celular no 

modelo monocamada 

Linhagens celulares cultivadas em 

monocamada 

Concentrações de cisplatina testadas 

(µg/mL) 

U-87 MG 200/ 100/ 50/ 25/ 12,5/ 6,25 

LN-18 30/ 15/ 7,5/ 3,75/ 1,875/ 0,9375 

KELLY 20/ 10/ 5/ 2,5/ 1,25/ 0,625 

IMR-32 5/ 2,5/ 1,25/ 0,625/ 0,3125 
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3.4 Caracterização morfológica por microscopia  

 

As marcações foram visualizadas no microscópio de fluorescência da Carl Zeiss 

(Axiovert 200M) e registradas utilizando o programa Carl Zeiss AxioVision Rel. 4.8.2. 

3.4.1 Microscopia de fluorescência  

 

A análise morfológica das linhagens celulares cultivadas nos modelos monocamada e 

neuroesfera foi realizada antes e após tratamento com cisplatina. Após serem fixadas com 

formaldeído 4% (Vetec cat. 0907996) a temperatura ambiente e depois de serem 

permeabilizadas durante 20 minutos com Triton X-100 0,1%, essas células foram marcadas 

por 20 minutos utilizando sondas Faloidina Alexa Fluor® 488 (Invitrogen™ cat. A12379) 

que reconhece filamentos de actina e em seguida, por cinco minutos utilizando sondas 

fluorescentes que marcam núcleo celular, DAPI (Invitrogen™ cat. D1306).  

3.4.2 Imunofluorescência  

 

As células foram fixadas com formaldeído 4% por 1h em temperatura ambiente e 

permeabilizadas com Triton X-100 0,1% por 20 minutos. Em seguida os poços foram 

lavados três vezes com PBS 1x e, em seguida, incubados com tampão de bloqueio (10% de 

SFB e 1% BSA em PBS 1x) por 60 minutos.  Após esse período, as células foram incubadas 

com os anticorpos primários anti E-caderina (BD Biosciences cat. 610182) e anti-

fibronectina (Invitrogen cat. 21316), diluídos em tampão de bloqueio nas concentrações 

recomendadas pelo fabricante por 45 minutos. Em seguida os poços foram lavados com 

PBS 1x por três vezes e aplicou-se o anticorpo secundário anti-IgG mouse conjugado com 

FITC cat. F5262 (SIGMA®) nos poços incubados com o anticorpo primário para E-caderina 

e o secundário anti-IgG goat conjugado com o fluorocromo Alexa 594 no poço incubado 

com anti-fibronectina. Após 2 horas de incubação, os poços foram lavados três vezes com 

PBS 1x e os núcleos das células marcados com DAPI (300 nM) por 5 minutos.  

3.5 Biologia Molecular 

 

3.5.1 Extração, quantificação e análise da integridade do RNA total  

 

O RNA total foi extraído das linhagens celulares nos modelos monocamada e 



38 
 

 
 

neuroesfera antes e após o tratamento quimioterápico com o IC50 determinado, para isto foi 

utilizado o reagente TRIzol® (SIGMA®) de acordo com as instruções do fabricante. As células 

foram centrifugadas e o sobrenadante desprezado. Para cada 1x106 de células foi adicionado 

1 mL de TRIZOL. O reagente com as células foi homogeneizado até obter-se uma consistência 

com característica viscosa. O lisado celular foi transferido para microtubos de 1,5 mL e 

adicionados 200 µL de clorofórmio para cada 1 mL de trizol, sendo agitado vigorosamente no 

vórtex por 15 segundos. As amostras foram incubadas por 3 minutos a 30ºC no banho seco 

centrifugando em seguida por 15 minutos a 12.000g, em centrífuga refrigerada a 4ºC. Após a 

centrifugação, formou-se três fases: 1ª fase RNA; 2ª fase proteína e 3ª fase DNA. A primeira 

fase foi aspirada cuidadosamente e transferida para outro microtubo de 1,5 mL com 500 µL 

de isopropanol para cada 1 mL de Trizol, e então a amostra foi incubada por 10 minutos a 

30ºC em banho seco, centrifugando em seguida por 15 minutos a 12.000g a 4ºC. Nesta fase 

ocorreu a sedimentação do RNA total. Em seguida foi adicionado 1 mL de etanol 75% e o 

RNA total foi centrifugado por 5 minutos a 7.500g a 4ºC. Esta etapa foi repetida três vezes. 

Após a terceira centrifugação, o etanol foi descartado e o sedimento seco à temperatura 

ambiente, sendo ressuspendido no final da extração em água tratada com Dietilpirocarbonato 

(DEPC).  

A quantificação do RNA total extraído foi realizada em espectrofotômetro de 

microvolume NanovueTM Plus Spectrophotometer (GE Heathcare Life, USA). Foram 

avaliados os seguintes parâmetros na quantificação: concentração, absorbâncias à 230 nm, 

260 nm e 280 nm, além das razões entre as absorbâncias 260/280 e 260/230. A qualidade 

das amostras de RNA foi avaliada por eletroforese capilar no equipamento Bioanalyzer 2100 

utilizando o Pico LabChip kit (Agilent Technologies #UE12BK30) de acordo com instruções 

do fabricante. A presença de duas bandas íntegras e sem arrastes, correspondentes às 

subunidades 18S e 28S do RNA ribossomal, foram determinantes para considerar as 

amostras com qualidade para continuidade dos experimentos.  

3.5.2 Tratamento do RNA total com DNAse e síntese de cDNA 

 

O total de 2 μg de cada RNA total extraído foi tratado com o kit RNAse-Free DNase 

Set® (Qiagen), conforme as instruções do fabricante. Foram acrescentados em um 

microtubo 2 μg de RNA total, 2 μL de tampão e 0,2 μL de DNase. O volume foi completado 

com água DEPC para 20 μL. As amostras foram incubadas por 30 minutos, a 37°C, e em 



39 
 

 
 

seguida, por 5 minutos a 65°C. O cDNA foi obtido utilizando-se o kit M-MLV Reverse 

Transcriptase (SIGMA® cat. M1302). Utilizou-se o volume/reação dos seguintes reagentes: i) 

RT Buffer 1x - 2,5 µL; ii) MLV RT Enzima 200 U – 1,25 µL; iii) DNTP 0,5 nM – 1,25 µL e 

iv) Oligo d(T) 0,5ug – 1 µL. Foram utilizados 10 µL da amostra de RNA tratado (1 µg) com 

DNase e o volume final da reação completado com Água Nuclease Free (SIGMA®), para 25 

µL.   

3.5.3 Análise de alvos por qPCR utilizando SYBR™ 

 

Para análise dos transcritos ZEB1, TWIST1, TGFB1 e STAT3 e dos controles endógenos 

HPRT1 e RPS26 (Tabela 3) foi utilizado o GoTaq qPCR MasterMix (Promega cat. A6001), 

conforme especificações do fabricante. A concentração do cDNA por reação foi de 80 ng. Para 

averiguar contaminação por DNA genômico, foi utilizado o RNA total tratado com DNase 

na mesma concentração que o cDNA, nos poços identificados como NoRT (No Reverse 

Transcriptase) e para monitorar contaminações dos reagentes, completou-se o volume da 

reação com Água Nuclease Free, nos poços identificados como NTC (No Template 

Control), para cada alvo. A ciclagem da PCR em tempo real foi realizada no equipamento 

QuantStudio 5 (Thermo Fisher Scientific™), nas seguintes temperaturas: 95ºC por 2 minutos 

(ativação da enzima Taq DNA polimerase); 95º C por 3 segundos (desnaturação das fitas) e 

60ºC por 30 segundos (passo único para anelamento e extensão). Em seguida, foi realizada uma 

curva de melting para avaliar a dissociação dos primers em função da temperatura. Este ensaio 

foi realizado em duplicatas técnicas e biológicas.  

Tabela 3 – Sequência e concentração dos iniciadores utilizados 

Gene Sequência dos iniciadores (5’-3’) Concentração (nM) 

ZEB1 
FW 5’TTACACCTTTGCATACAGAACCC3’ 

RV 5’TTTACGATTACACCCAGACTGC3’ 
300FW/300RV 

TWIST1 
FW 5’GTCCGCAGTCTTACGAGGAG3’ 

RV 5’GCTTGAGGGTCTGAATCTTGCT3’ 
300FW/200RV 

TGFB1 
FW 5’AACTGCTTCCTGTATGGGGTC3’ 

RV 5’AAGGCGTCGTCAATGGACTC3’ 
250FW/250RV 

STAT3 
FW 5’TTCTGGGCACAAACACAAAAG3’ 

RV 5’TCAGTCACAATCAGGGAAGC3’ 
150FW/150RV 

HPRT1 
FW 5’CCTGGCGTCGTGATTAGTGAT3’ 

RV 5’AGACGTTCAGTCCTGTCCATAA3’ 
250FW/250RV 

RPS26 
FW 5’CGTGCTTCCCAAGCTGTACGTGA3’ 

RV 5’CGATTCCGGACTACCTTGCTGTG3’ 
250FW/300RV 
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3.5.4 Análise do lncRNA HOTAIR utilizando TaqMan™ 

 

A expressão do longo RNA HOTAIR (Hox transcript antisense intergenic RNA) nas 

linhagens celulares foi avaliada utilizando TaqMan® Non-Coding RNA Assays (Applied 

Biosystems™ cat. PN4426961). Utilizou-se o TaqMan® Universal Master Mix (Thermo 

Fisher Scientific™ cat.4440038), conforme especificações do fabricante. A concentração de 

cada cDNA por reação foi de 40 ng. Foi utilizado como controle endógeno sondas para ACTB. 

O volume final de cada reação foi de 20 µL. Assim como nos ensaios com SYBR, foram 

utilizados controles NoRT e NTC para monitorar contaminação por DNA genômico e dos 

reagentes, respectivamente. A amplificação e coleta de dados foi realizada pelo equipamento 

QuantStudio 5 de acordo com a ciclagem estabelecida pelo fabricante. Este ensaio foi 

realizado em duplicatas técnicas, porém, somente uma vez.  

3.6 Caracterização celular por citometria de fluxo  

 

As amostras foram adquiridas no citômetro de fluxo FACS CANTO II (BD Bioscience) 

utilizando o software de aquisição FACSDiva 6.1.3 As análises posteriores de cada marcação 

foram realizadas utilizando o software FlowJo versão 10.   

3.6.1 Análise do perfil de glicosilação  

  

 Para a análise do perfil de glicosilação das linhagens celulares de trabalho cultivadas no 

modelo monocamada e neuroesfera foram utilizadas oito tipos de lectinas conjugadas com o 

fluorocromo Alexa Fluor 488 (Invitrogen). Cada lectina reconhecendo diferentes resíduos de 

carboidrato conforme as especificações do fabricante (Tabela 4). As células foram coletadas e 

lavadas com tampão de marcação (PBS 1x + 0,1% de azida sódica + 1% de SFB) e 

ressuspendidas em 100 µL de lectinas diluídas em PBS 1x (exceto a Concanavalina A que foi 

aplicada na concentração final de 100 µg, a concentração final das demais foi 25 µg). Após 

cinco minutos de marcação no escuro, foram adquiridos 15.000 eventos no citômetro de fluxo. 

As células não marcadas foram utilizadas para delimitar a marcação positiva.  
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Tabela 4 – Informações sobre as lectinas utilizadas no estudo. 

Lectina Glicano que reconhece Catálogo 

Isolectina GS-IB4  Terminal α-D-galactosil I21411 

Concanavalina A Resíduos α-manopiranosil e α-

glicopiranosil 

C11252 

GSII  Terminal não redutor α ou β ligado 

a N-acetil-D-glicosamina 

L21415 

Fitohemaglutinina-L 

(PHA-L) 

Resíduos de N-acetilglucosamina β 

(1-2) manopiranosil 

L11270 

PNA  Terminal β-galactose L21409 

Wheat Germ Agglutinin 

(WGA) 

 

Ácido siálico (N-acetilmurâmico) e 

N-acetilglicosamina 

W11261 

SBA Terminal α ou β N-acetil-

glicosamina e resíduos 

glicopiranosil 

L11272 

HPA α-N-acetilgalactosamina L11271 

 

 3.6.2 Análise de clusters de diferenciação (CDs)  

 

 A imunofenotipagem das linhagens celulares cultivadas nos modelos monocamada e 

neuroesfera foi realizada utilizando o painel de anticorpos monoclonais conjugados com 

fluorocromos descrito na tabela 5. A eliminação de sobreposição de cores foi realizada após o 

desenho experimental na plataforma “Spectrum Viewer” da BD Bioscience. As linhagens 

celulares foram coletadas e lavadas com PBS 1x por cinco minutos à 1000 RPM. Após este 

passo, as amostras foram ressuspendidas em tampão de marcação com os anticorpos conjugados 

e seus respectivos controles de isotipo.  As amostras foram incubadas durante 15 minutos a 4ºC 

e protegidas da luz. Em seguida, foram novamente centrifugadas e ressuspendidas em 300 µL 

do tampão. Foram adquiridos 15.000 eventos no citômetro de fluxo. Vale ressaltar que a 

imunofenotipagem foi realizada em duplicatas biológicas para cada célula nos modelos 

estudados.  
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Tabela 5 – Informações dos anticorpos utilizados na citometria de fluxo 

Anticorpo  Fluorocromo Fabricante Lote ou 

Catálogo 

Concentração Isotipo 

CD133  PE Milteny 

Biotec 

Lote: 

5130531177 

1:11 IgG1k+PE 

CD34  APC BD 555824 8 µL em 40 IgG1k+APC 

CD45  AmCyam BD 339192 2 µL em 40 IgG1k+AmCya

m 

CD146  PE BD 550315 6 µL em 40 IgG1k+PE 

CD73  FITC BD 561254 2 µL em 40 IgG1k+FITC 

CD105  PerCP-Cy 5.5 BD 560819 1,5 µL em 40 IgG1k+PerCP-

Cy 5.5 

CD90  PeCy 7 BD 561558 2 µL em 40 IgG1k+PeCy 7 

CD24  FITC Immuno 

Tools 

21275513 2 µL em 40 IgG1k+FITC 

HLA-DR  PE Immuno 

Tools 

21388994 2 µL em 40 IgG2a+PE 

CD19  V450 BD 4006877 2 µL em 40 IgG1k+V450 

CD14  PE BD 555398 8 µL em 40 IgG2ak+PE 

CD56  APC BD 555518 8 µL em 40 IgG1k+APC 

 

3.6.3 Análise intracelular de Aldeído desidrogenase (ALDH) 

 

 Para identificação das células ALDH+ foi utilizado o kit ALDEFLUOR Stem Cell 

Identification (Stemcell Technologies cat. #01700) de acordo com as instruções do fabricante. 

Brevemente, foi coletado 1x106 células e lavadas com PBS 1x durante cinco minutos por 1000 

RPM. Após centrifugação, as células foram ressuspendidas em 1 mL do tampão de marcação 

disponibilizado pelo kit e foi adicionado 5 µL do reagente ALDEFLUOR, substrato intracelular 

de ALDH que entra por difusão passiva nas membranas de células viáveis. Após este passo, 

500 µL foram adicionados à um novo tubo contendo 5 µL do reagente DEAB, um inibidor 

seletivo de ALDH e utilizado como um controle negativo no momento em que delimitamos a 

população celular positiva para ALDH (ZHOU et al., 2019). Foram adquiridos 100.000 eventos 

no citômetro de fluxo conforme indicação do fabricante do kit.  

3.6.4 Análise da dinâmica do ciclo celular  

 

 Para avaliar os efeitos de cisplatina na dinâmica do ciclo celular, as linhagens celulares 

U-87 MG, LN-18 e KELLY em monocamada e no modelo neuroesfera foram marcadas 
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utilizando DAPI (POZAROWSKI; DARZYNKIEWICZ, 2004). As células foram coletadas e 

lavadas com PBS 1x por cinco minutos à 1000 RPM. Em seguida foram fixadas em etanol 70% 

por no mínimo 2 horas, após esse período, as células foram novamente lavadas com PBS 1x e 

posteriormente marcadas protegidas da luz, com uma solução de DAPI à 300 nM e Triton X-

100 1% diluídos em PBS 1x, durante 30 minutos. Foram adquiridos 15.000 eventos no 

citômetro de fluxo, lidos no canal do fluorocromo Pacific-blue. As análises do ciclo celular 

foram realizadas dentro de uma plataforma específica do FlowJo, onde é necessário a 

identificação manual somente da fase 2N (G1) e automaticamente as outras fases do ciclo são 

reconhecidas, S e 4N (G2/M) 

3.7. Ensaio de Resistência Transepitelial/Endotelial (TEER)  

 

 Neste ensaio, as linhagens celulares em monocamada foram cultivadas sobre a 

membrana de um inserto de 24 mm de diâmetro do sistema Transwell® da Corning (cat. 3452) 

(Figura 7). A membrana possui poros de 3 µM e é feita de poliéster (PET). A resistência celular 

(TEER) foi mensurada após as células atingirem monocamada (T0h) com o auxílio de um par 

de eletrodos do equipamento Millicell® ERS-2 da Millipore, e depois de serem tratadas com 

Cisplatina no IC50 calculado e TGF-alpha à 10 ng/mL (Sigma cat. T7924) nos tempos 3, 6, 24, 

48 e 72h.  O valor da TEER é dado em Ohms (Ω) e para obter a resistência correta, deve-se 

subtrair o valor da resistência do poço com células, do poço somente com o meio de cultivo, e 

multiplicar a resistência obtida, pela área da membrana (4.67 cm2). Posterior à este cálculo, 

dividiu-se ainda a TEER do inserto contendo células tratadas (com cisplatina ou TGF-alpha) 

pelo inserto das células somente com o meio de cultivo (controle), para cada tempo avaliado e 

multiplicou-se por 100 (figura 8).  
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Figura 7: Representação esquemática do sistema Transwell. Fonte: Adaptado de < 

https://www.corning.com/emea/de/products/life-sciences/products/permeable-supports/transwell-snapwell-

netwell-falcon-permeable-supports.html>. 

Figura 8: Cálculo para avaliar a alteração da TEER das células tratadas em relação ao controle. 

 3.8 Ensaio da membrana corioalantoica (CAM) 

 

Ovos fertilizados de Gallus gallus domesticus foram adquiridos no nono dia 

embrionário do incubatório RIVELLI localizado na cidade de Mateus Leme, Minas Gerais, 

e mantidos em incubadora umidificada à 37,7 º C (Premium Ecológica). Uma abertura na 

casca do ovo foi realizada cuidadosamente utilizando tesouras e pinças estéreis. A 

membrana localizada logo abaixo do ovo foi umedecida com PBS 1x e retirada, desta forma 

foi possível visualizar a CAM. A abertura foi selada com fita adesiva e os ovos foram 

mantidos na incubadora até o momento de aplicar as células no 10º dia de desenvolvimento 

embrionário. Para a realização deste experimento 3x105 células nos modelos monocamada 

e neuroesfera de U-87 MG, LN-18, KELLY e IMR-32 ressuspendidas em 40 µL de PBS 

1x foram colocadas próximo ao vaso sanguíneo de maior calibre. Após a deposição das 

células, os ovos foram colocados novamente na incubadora. Seis ovos foram utilizados 

para cada grupo (células sem tratamento e residuais ao tratamento com cisplatina, além do 

controle de PBS 1x). O experimento durou até o 13º dia e teve a dispensa do comitê de 

ética uma vez que o sistema nervoso do embrião ainda não está completamente formado 

(Apêndice 7). Os ovos foram fotografados para registro do crescimento dos tumores com 

auxílio do estereomicroscópio SZ61 (Olympus) e o software à ele acoplado. Parte da CAM 

contendo os tumores foi retirada e fixada em paraformaldeído 10% para análises 

histológicas e coradas com hematoxilina e eosina.  
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 3.9. Análise de dados  

 

Os dados de qPCR foram analisados na plataforma Cloud (Thermo Fisher Scientific), a 

fim de determinar os Cts para cada alvo. A expressão relativa foi calculada utilizando o método 

2 –ΔΔCt. Este método analisa as mudanças na expressão dos alvos na amostra tratada em 

relação a mesma amostra não tratada (também chamada de calibradora ou amostra de 

referência), considerando o controle endógeno como normalizador. Assim, é possível 

verificar a subexpressão ou superexpressão dos genes alvo (LIVAK;  SCHMITTGEN, 

2001). O banco de dados STRING (versão 10.5) foi usado para a visualização de uma rede 

de interação proteína-proteína (PPI) (SZKLARCZYK et al., 2014), enquanto o perfil TP53 

das linhagens celulares foi obtido no banco de dados TP53 IARC 

(http://p53.iarc.fr/CellLines.aspx.) As análises estatísticas foram realizadas no software SPSS 

20 (IBM) usando os métodos mais apropriados para cada análise.  

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

3.1 Cultivo celular  

 

A figura 9 mostra uma micrografia das linhagens cultivadas no modelo monocamada. 

Embora classificadas como glioblastomas/astrocitomas, U-87 MG e LN-18 apresentam padrões 

morfológicos e de crescimento distintos, quando cultivadas no modelo monocamada.  A 

linhagem U-87 MG é constituída de células com morfologia alongada e de crescimento lento, 

e embora saibamos que tumores gliais são uma mistura de astrócitos, oligodendrócitos e 

neurônios (YAO et al., 2018; DE WEILLE, 2014), essa linhagem apresenta células com 

características fortemente associadas à neurônios. Resultados iniciais deste trabalho, 

confirmaram esses achados ao cultivarmos U-87 MG sobre uma matriz de laminina e 

fibronectina onde foi possível visualizar extensas projeções semelhantes a prolongamentos de 

neurônios em cultura, além disso, identificamos a presença de sinapsina nessas células, uma 

fosfoproteína que reveste vesículas de sinapse em neurônios e regula o tráfico e liberação dessas 

vesículas no terminal pré-sináptico (SONG; AUGUSTINE, 2015) (Apêndice 1). Já LN-18 

possui a tendência de crescer em colônias, além disso, observamos células menores crescendo 

ao redor de células maiores e que se assemelham à macrófagos, lembrando que por ser um 
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glioblastoma é comum encontrar células deste tipo uma vez que micróglias são macrófagos 

com funções de fagocitose no sistema nervoso (Apêndice 2) (ROESCH et al., 2018). As 

linhagens KELLY e IMR-32 possuem morfologia semelhante, ambas crescem em colônias e 

soltam facilmente da garrafa de cultivo.  

 A figura 10 mostra uma micrografia das linhagens celulares cultivadas no modelo 

neuroesfera no terceiro dia (momento em que houve a troca de meio), e no sétimo e último dia 

de incubação. Observamos que as neuroesferas de U-87 MG e LN-18 formam estruturas 

tridimensionais mais compactas do que as formadas pelas linhagens KELLY e IMR-32, as quais 

são facilmente dissociadas por pipetagens.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Fotomicrografia das linhagens celulares cultivadas em monocamada. A) U-87 MG; B) LN-18; C) 

KELLY e D) IMR-32. 

Figura 10: Fotomicrografia das linhagens celulares cultivadas no modelo de enriquecimento de CSCs. 
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3.2 Análise da sobrevida celular e determinação do IC50 

 

Nossos resultados mostraram diferenças estatísticas na curva de sobrevida de cada 

linhagem celular em monocamada tratada com cisplatina (Figura 11). Baseado na análise 

da curva de sobrevida, os valores de IC50 foram estimados por meio do software Dr Fit. A 

média do IC50 de três experimentos independentes foi calculada (Apêndice 3). Análises 

estatísticas revelaram uma clara distribuição da dose necessária para inibir 50% do 

crescimento entre as linhagens (Figura 12). A linhagem U-87 MG demonstrou-se a mais 

resistente ao tratamento com cisplatina (125,13 µg/mL), seguida de LN-18 (13,7 µg/mL). 

As linhagens de neuroblastoma KELLY e IMR-32 foram as mais sensíveis ao tratamento 

com cisplatina, o IC50 determinado para cada uma foi 6,83 e 2,29 µg/mL, respectivamente.  

Figura 11: Análise da curva de sobrevida das linhagens celulares cultivadas em monocamada e tratadas com 

cisplatina. Observa uma dose-resposta entre 25-100 µg/mL para U-87 MG; 8-15 µg/mL para LN-18; 3-10 µg/mL 

para KELLY e entre 2,5-5 µg/mL para IMR-32. p <0,05. Anova pos-hoc LSD. 
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Figura 12: Distribuição dos valores de IC50 entre as linhagens celulares. A linhagem U-87 MG demonstrou-se 

a mais resistente ao tratamento com cisplatina (125,13 µg/mL), seguida de LN-18 (13,7 µg/mL). As linhagens 

de neuroblastoma KELLY e IMR-32 foram as mais sensíveis ao tratamento com cisplatina, o IC50 

determinado para cada uma foi 6,83 e 2,29 µg/mL, respectivamente. Kruskal Wallis. 

Hoje o tratamento do câncer ainda é aplicado de forma indiscriminada entre pacientes 

diagnosticados com o mesmo tumor e no mesmo estágio, sem levar em consideração o 

perfil celular e molecular de cada paciente o que leva a diferentes respostas ao tratamento 

(NCI, 2017; VERMA, 2012). Desta forma, a presença de CSCs resistentes à quimioterapia 

citotóxica padrão pode explicar os eventos de recidiva oncológica comumente observados 

(BAYIN; MODREK; PLACANTONAKIS, 2014). Por isto, decidimos utilizar o IC50 

determinado para cada linhagem celular em monocamada nas neuroesferas, uma vez que 

este modelo de enriquecimento de CSCs pode fornecer informações a respeito da 

quimiorresistência mediada por esse tipo celular em tumores do SNC.  

3.3 Caracterização morfológica por microscopia de fluorescência 

 

Durante a EMT, as células epiteliais perdem a expressão de marcadores epiteliais como 

E- caderina e junções aderentes, e passam a expressar marcadores mesenquimais, como N-
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caderina, fibronectina e vimentina. Estas alterações refletem em uma mudança morfológica 

celular, onde as células adquirem aspectos fusiformes característicos de células mesenquimais 

(Ribeiro; Paredes, 2014). 

Nos ensaios de microscopia de fluorescência observamos que as células em 

monocamada da U-87 MG (Figura 13) são negativas para o marcador epitelial E-caderina e 

positiva para o marcador mesenquimal fibronectina (Figura 14) e para a proteína do 

citoesqueleto F-actina.  Após o tratamento com cisplatina as células permaneceram com um 

perfil E-caderina- e fibronectina+, entretanto, perderam completamente a expressão de F-actina. 

As neuroesferas de U-87 MG apresentam o perfil E-caderina- e tanto antes quanto após 

tratamento são positivas para F-actina e fibronectina, observa-se entretanto que as células que 

se encontram na periferia das neuroesferas tratadas perderam a expressão de F-actina e 

fibronectina, enquanto as que estão mais no centro, mantiveram.  

A linhagem LN-18 é negativa para os marcadores estudados em seu modelo 

monocamada (Figuras 13 e 14), entretanto, no modelo neuroesfera observa-se expressão de 

fibronectina e F-actina, permanecendo o perfil E-cad-. A princípio, o tratamento com cisplatina 

não alterou visualmente a expressão das proteínas fibronectina e F-actina. 

A linhagem celular KELLY em seu modelo monocamada não expressou E-caderina 

antes ou após o tratamento (Figura 13). A maior parte das células na monocamada controle são 

negativas para F-actina e não foi observado marcação para fibronectina, entretanto, ao tratar as 

células em monocamada, a linhagem KELLY aumentou visualmente a expressão de F-actina e 

de fibronectina secretada (Figura 14). No modelo neuroesfera controle da linhagem KELLY 

não foi observado nenhuma expressão dos marcadores estudados, ao tratar com cisplatina, 

observou-se marcação da proteína fibronectina. A linhagem IMR-32 não expressa fibronectina, 

F-actina ou E-caderina no modelo monocamada controle ou após tratamento quimioterápico, 

entretanto, após o tratamento do modelo neuroesfera com cisplatina observou-se a expressão 

de fibronectina (Figuras 13 e 14).   
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Figura 13: Imunofluorescência para o marcador epitelial E-caderina. A) U-87 MG; B) LN-18; C) KELLY e D) 

IMR-32. Núcleo foi mercado com DAPI. Aumento 20x. Escala: 50 µM. 
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Figura 14: Perfil do marcador mesenquimal Fibronectina e da proteína do citoesqueleto F-actina, entre as linhagens 

celulares. A) U-87 MG; B) LN-18; C) KELLY e D) IMR-32. Núcleo foi marcado com DAPI. Aumento 20x. 

Escala: 50 µM. 

3.4 Ensaios de biologia molecular 

 

Após a extração do RNA total das linhagens celulares de trabalho nos modelos 

monocamada e neuroesfera antes e após o tratamento com cisplatina, as amostras foram 

quantificadas no equipamento NanovueTM Plus (Apêndice 4) e a integridade analisada no 

Bioanalyzer 2100. A presença das subunidades ribossomais 18S e 28S sem arrastes em todas 

as amostras, foram determinantes para afirmar que as amostras de RNA total estavam íntegras 

e adequadas para dar continuidade ao estudo (Figura 15). Em seguida foi realizado o tratamento 

com DNase e a síntese do cDNA.   
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Figura 15: Análise da integridade do RNA total extraído das amostras em monocamada e neuroesfera. 1) U-87 

MG monocamada controle; 2) U-87 MG neuroesfera controle; 3) LN-18 monocamada controle; 4) LN-18 

neuroesfera controle; 5) KELLY monocamada controle; 6) KELLY neuroesfera controle; 7) IMR-32 monocamada 

controle; 8) IMR-32 neuroesfera controle; 9) U-87 MG monocamada tratada; 10) U-87 MG neuroesfera tratada; 

11) LN-18 monocamada tratada; 12) LN-18 neuroesfera tratada; 13) KELLY monocamada tratada; 14) KELLY 

neuroesfera tratada; 15) IMR-32 monocamada tratada e 16) IMR-32 neuroesfera tratada. 

3.4.1 Análise dos transcritos utilizando SYBR 

 

As curvas de dissociação e amplificação dos alvos analisados por SYBR estão 

representadas como dados suplementares (Anexo 5). Para calcular a expressão relativa nas 

amostras tratadas, utilizou-se as amostras não tratadas como calibradoras. As análises 

estatísticas dos alvos reguladores de EMT (figura 16) mostraram que em U-87 MG após o 

tratamento com cisplatina, os genes estavam subexpressos nos modelos monocamada e 

neuroesfera. LN-18 superexpressou o alvo TWIST1 após o tratamento da monocamada com 

cisplatina e no modelo neuroesfera tratada todos os alvos estavam subexpressos. Na linhagem 

celular KELLY, todos os alvos ficaram subexpressos após tratamento. A linhagem celular IMR-

32 que foi a mais sensível ao tratamento com cisplatina, superexpressou STAT3 e TGFB1 no 

modelo neuroesfera tratada. Na monocamada tratada de IMR-32, com exceção de TGFB1 que 

se encontrava em nível basal, todas os outros genes ficaram subexpressos.  
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Figura 16: Análise dos alvos de EMT por qPCR utilizando SYBR. Amostras não tratadas foram utilizadas como 

calibradoras neste estudo. Após o tratamento com cisplatina, os genes estavam subexpressos nos modelos 

monocamada e de enriquecimento de CSCs em U-87 MG. LN-18 superexpressou o alvo TWIST1 após o tratamento 

da monocamada e no modelo neuroesfera tratada todos os alvos estavam subexpressos. Na linhagem celular 

KELLY, todos os alvos ficaram subexpressos após tratamento. A linhagem celular IMR-32 que foi a mais sensível 

ao tratamento com cisplatina, superexpressou STAT3 e TGFB1 no modelo neuroesfera tratada. Na monocamada 

tratada de IMR-32, com exceção de TGFB1 que se encontrava em nível basal, todas os outros genes ficaram 

subexpressos. * p<0,05. Anova Post Hoc LSD. n=2.  

As alterações na expressão gênica que contribuem para a repressão do fenótipo epitelial 

e ativação do fenótipo mesenquimal, envolve fatores transcricionais como dímeros de STAT3, 

proteínas da família ZEB (1/2) e TWIST(1/2), além da expressão de moléculas como TGF-

beta1 (CAI et al., 2018; LAMOUILLE; XU; DERYNCK, 2014; LEE et al., 2014). 

Os fatores de transcrição TWIST possuem importante papel no fenômeno EMT. Em 

especial TWIST1, que em células cancerígenas, diminui a expressão de genes epiteliais como 

E-caderina e promove o aumento da expressão de genes mesenquimais, como o da Fibronectina. 

Assim como TWIST1, ZEB1 é outro fator transcricional que regula a expressão de E-caderina 

ao se ligar às regiões conhecidas como acentuadores (Enhancers) diminuindo a eficiência da 

transcrição deste gene. Além disso, a proteína TGF-beta1 possui importante papel durante o 
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evento EMT, pois, é capaz de alterar a plasticidade das células epiteliais e promover o 

remodelamento da composição da matriz extracelular, estimulando a expressão de proteínas 

como colágeno e fibronectina, além de estar envolvida na diferenciação e manutenção de 

Células Tronco do Câncer (CSC’s) (LAMOUILLE; XU; DERYNCK, 2014;  WANG et al., 

2012).  

Proteínas da família STAT possuem papel importante em diversos eventos biológicos. 

A ativação constitutiva de STAT3 tem sido frequentemente observada em uma variedade de 

tumores, inclusive os do sistema nervoso central. Evidências mostraram que a ativação 

aberrante de STAT3 contribui para proliferação celular, diferenciação, migração e 

sobrevivência das células tumorais. Além disso, dímeros de STAT3 possuem importante papel 

na ativação da transcrição de genes reguladores de EMT como ZEB1, TWIST1, Snail e Slug. 

Na literatura, é descrito que dímeros de STAT3 ativados promovem a transcrição do lncRNA 

HOTAIR, nosso próximo alvo de estudo que será discutido abaixo. Além disso, Zhang et al 

(2018) mostraram um efeito sinérgico entre HOTAIR e STAT3, os quais promovem migração 

e invasão celular em células de câncer cervical.  

3.4.2 Análise do lncRNA HOTAIR utilizando sondas TaqMan 

 

Nosso próximo alvo de estudo foi o lncRNA HOTAIR, utilizamos as amostras de cDNA 

obtidas a partir do RNA total extraído antes e após o tratamento com cisplatina nas linhagens 

em monocamada e neuroesfera. Este ensaio foi possível, uma vez que os lncRNAs possuem um 

sinal de poliadenilação na extremidade 3’, também chamada de cauda poli A, igual aos mRNAs 

codificadores de proteínas (Yarmishyn; Kurochkin, 2015). Como controle endógeno, ou seja, 

expresso constitutivamente em células eucarióticas, optou-se por utilizar sondas para o alvo 

ACTB (Beta-actina).  

A curva de amplificação dos alvos está representada na figura 17. Somente as linhagens 

celulares LN-18, KELLY e IMR-32 no modelo monocamada controle amplificaram para o alvo 

HOTAIR, ambas com Cts 37. Sendo que houve uma perda de expressão deste alvo na 

monocamada tratada e no modelo de enriquecimento de CSCs dessas mesmas linhagens. Desta 
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forma, não foi possível calcular a expressão relativa dessas amostras, mas as amostras foram 

normalizadas em relação ao controle endógeno β-actin (ACTB) (ΔCt LN-18: 18,01; ΔCt 

KELLY: 18,75; IMR-32: 16,85). 

Figura 17: Curva de amplificação do lncRNA HOTAIR e do controle endógeno ACTB utilizando sondas 

TaqMan. Somente as linhagens celulares LN-18, KELLY e IMR-32 no modelo monocamada, amplificaram para 

o alvo HOTAIR. (ΔCt LN-18: 18,01; ΔCt KELLY: 18,75; IMR-32: 16,85). 

Longos RNAs não codificantes (lncRNAs) possuem diferentes funções dentro da célula, 

como a regulação transcricional e pós-transcricional. Além disso, lncRNAs são reguladores 

chaves da expressão de determinados genes envolvidos nas vias de proliferação, migração, 

metástase e morte celular, se associando a complexos de remodelamento da cromatina e 

regulando a maquinaria epigenética durante a diferenciação celular (HAJJARI; SALAVATY, 

2015). Assim, a desregulação de determinados lncRNAs afetam importantes processos 

relacionados a oncogênese, incluindo o crescimento e proliferação celular. Além disso, a 

superexpressão de determinados lncRNAs contribui para processos metastáticos. Com isso, 

lncRNAs passaram a ser considerados alvos promissores no desenvolvimento de novas terapias 

para o câncer, especialmente por possuírem expressão tecido específica (HAJJARI; 

SALAVATY, 2015; GUTSCHNER; DIEDERICHS, 2012;).  

HOTAIR pode-se associar ao complexo de remodelamento da cromatina PRC2 

(Polycomb Repressive Complex 2) promovendo a trimetilação dos resíduos de lisina 27 das 

histonas H3 (H3K27me3) como no gene da E-caderina, desta forma, o silenciamento do gene 

da E-caderina conduz a perda de adesão entre as células tumorais facilitando com que estas 

adquiram motilidade e invasão tecidual, como visto no processo EMT (GUPTA et al., 2010).  

De acordo com Pádua et al., (2013) células que superexpressam HOTAIR, possuem genes 
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indutores de EMT, como ZEB1, TWIST1 e marcadores mesenquimais como fibronectina, 

altamente expressos. Além disso, este mesmo trabalho mostrou em células de câncer de mama 

tratadas com TGF-beta1 um aumento na expressão do lncRNA HOTAIR. 

3.5 Caracterização celular por citometria de fluxo 

 

Após a aquisição das amostras no software FACSDiva 6.1.3 os dados foram 

exportados em formato FCS e analisados posteriormente no FlowJo versão 10 (Apêndice 6). 

3.5.1 Análise do perfil de glicosilação  

 

As análises do perfil de glicosilação foram realizadas por citometria de fluxo utilizando 

lectinas conjugadas com fluorocromo. Lectinas são proteínas capazes de reconhecerem e se 

ligarem reversivelmente através de um domínio não catalítico, em resíduos de carboidratos 

específicos (NAEEM; SALEEMUDDIN; HASAN KHAN, 2007). A marcação com WGA foi 

utilizada como um controle, uma vez que esta lectina reconhece resíduos de ácido siálico e que 

são comuns em tumores do sistema nervoso (BEROIS; OSINAGA, 2014; MOSKAL; KROES; 

DAWSON, 2009). Carvalho et al (2018) mostraram que o perfil de glicosilação de células 

epiteliais difere de células mesenquimais. Em células epiteliais observa-se uma abundância de 

glicanos que terminam em resíduos de galactose, N-acetilgalactosamina ou N-acetiglicosamina. 

Além disso, em células epiteliais é comum a presença de proteínas ancoradas a 

glicosilfosfatidilinositol (GPI). Em células mesenquimais, observa-se aumento de glicanos que 

terminam em resíduos de manose e diminuição de proteínas ancoradas à GPI.  

 As análises estatísticas do perfil de glicosilação de U-87 MG (Figura 18) mostraram 

um aumento na marcação com PNA na monocamada tratada, uma lectina que reconhece 

carboidratos típicos de células epiteliais (terminal β-galactose), e diminuição na marcação com 

Concanavalina A na neuroesfera tratada, uma lectina que reconhece glicanos que normalmente 

estão presentes em células mesenquimais (resíduos α-manopiranosil e α-glicopiranosil). Desta 

forma, indicando que no modelo monocamada tratada prevaleceu-se células com perfil de 

glicosilação epitelial e no modelo neuroesfera houve perda da população celular com perfil de 

glicosilação mesenquimal. No modelo monocamada tratada de KELLY (Figura 18) a 

diminuição da marcação com Isolectina GS-IB4 (reconhece terminal α D-galactosil), GSII 

(reconhece terminal não redutor α ou β ligado a N-acetil-D-glicosamina) e SBA (reconhece 

terminal α ou β de N-acetil glicosamina e resíduos glicopiranosil) e aumento da marcação com 

Concanavalina A, são indícios de que o tratamento favoreceu a sobrevivência de células com 
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perfil de glicanos típicos de células mesenquimais e perda da população com perfil de 

glicosilação comumente observado em células epiteliais. Na neuroesfera não houve diferenças 

significativas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Análise do perfil de glicosilação das linhagens U-87 MG e KELLY. Na linhagem de glioblastoma U-

87 MG foi observado um aumento na marcação com PNA na monocamada tratada, uma lectina que reconhece 

carboidratos típicos de células epiteliais, e diminuição na marcação com Concanavalina A na neuroesfera tratada, 

uma lectina que reconhece glicanos que normalmente estão presentes em células mesenquimais. Desta forma, 

indicando que no modelo monocamada tratada prevaleceu-se células com perfil de glicosilação epitelial e no 

modelo neuroesfera houve perda da população celular com perfil de glicosilação mesenquimal. A diminuição da 

marcação com Isolectina GS-IB4, GSII e SBA e aumento da marcação com Concanavalina A, na monocamada 

tratada da linhagem celular KELLY, são indícios de que o tratamento favoreceu a sobrevivência de células com 

perfil de glicanos típicos de células mesenquimais e perda da população com perfil de glicosilação comumente 

observado em células epiteliais. Na neuroesfera não houve diferenças significativas. Anova Post Hoc LSD. * 

p<0,05. n=2. 

Para as linhagens LN-18 e IMR-32 (Apêndice 6) não observamos diferença estatística 

no modelo monocamada e o modelo neuroesfera dessas linhagens não foi finalizado até o 

momento devido a alguns contratempos com a citometria de fluxo.  
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3.5.2 Análise de clusters de diferenciação 

 

As análises dos CDs neurais (Figura 19) mesenquimais (Figura 20) e hematopoiéticos 

(Figura 21) nas linhagens celulares cultivadas nos modelos monocamada e neuroesfera 

mostraram uma heterogeneidade fenotípica entre as linhagens de tumores do sistema nervoso 

central. Em relação aos marcadores neurais, somente as linhagens de neuroblastoma KELLY e 

IMR-32 mostraram subpopulações celulares enriquecidas de CD24, sendo que houve uma 

perda desta subpopulação no modelo neuroesfera de KELLY. Nenhuma das linhagens de 

trabalho apresentou subpopulações enriquecidas para CD56 ou CD133.   

 

Figura 19: Análise de clusters de diferenciação relacionados à presença de células tronco neurais (NSCs). Somente 

as linhagens de neuroblastoma KELLY e IMR-32 apresentaram subpopulações celulares enriquecidas de CD24, 

sendo que houve uma perda desta subpopulação no modelo neuroesfera de KELLY. Nenhuma das linhagens de 

trabalho apresentou subpopulações enriquecidas para CD56 ou CD133.  Anova Post Hoc LSD. * p<0,05. n=2. 

CD24 é uma sialoglicoproteína de membrana ancorada à GPI e possui importante função 

durante a diferenciação de neuroblastos. Esta glicoproteína é considerada um biomarcador para 

diferenciação de células-tronco neural. Além disso, CD24 possui papeis importantes na biologia 

do sistema nervoso como a regulação de vias associadas à migração, crescimento de projeções 

e na formação de novos neurônios, processo conhecido como neurogênese (GILLIAN et al., 

2017; PRUSZAK et al., 2009). Em glioblastomas e neuroblastomas esta molécula é considerada 

um marcador de NSCs. Na literatura, é descrito que a medida que as células de neuroblastomas 

se diferenciam, a expressão de CD24 diminui (SONI et al., 2017; LO et al., 2009; PONCET et 

al., 1996). Em neuroblastomas, a presença da molécula de adesão neuronal CD56 é 
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frequentemente associada com a progressão do câncer, já em glioblastomas, a perda de NCAM 

indica tumores com fenótipo agressivo e pobre prognóstico (MARKOVSKY et al., 2017).  

CD133 (prominina 1) é uma glicoproteína transmembrana que possui 9 sítios de 

glicosilação nos loops extracelulares. A glicosilação de CD133 altera toda sua estrutura terciária 

e estabilidade. Muitos dos estudos com CD133 utilizam anticorpos que reconhecem epítopos 

glicosilados da molécula, desta forma, a detecção acurada de prominina 1 pode ser limitada 

devido aos diferentes padrões de glicosilação desta proteína e que ditam inclusive se ela estará 

ou não presente na membrana celular. A função fisiológica de CD133 na progressão do câncer 

permanece desconhecida. Especula-se que esta proteína esteja envolvida na organização da 

membrana celular (GLUMAC; LEBEAU, 2018; CHOY et al., 2012). Singh et al (2003) foram 

os primeiros a identificar uma subpopulação de células em meduloblastomas e gliomas co-

expressando CD133 e nestina, um marcador para NSCs.  

Consistente com o modelo de CSCs, que propõe que esta subpopulação representa uma 

fração rara dentro dos tumores, a expressão de CD133 é tipicamente baixa nos tumores do SNC 

ou quase indetectáveis, como demonstrado nas nossas análises de citometria de fluxo. Na 

literatura entretanto, a expressão deste marcador é controvérsia uma vez que células 

CD133negativas têm sido descritas como capazes de iniciar tumores em camundongos 

imunodeficientes, desta forma, sugerindo que CD133 não é um marcador universal para CSCs 

em tumores do SNC (AYOB; RAMASAMY, 2018; VISVADER; LINDEMAN, 2008). 

Na análise dos CDs mesenquimais, as linhagens celulares de glioblastoma U-87 MG e LN-

18 foram as únicas que apresentaram subpopulações expressando CD73, sendo que para U-87 

MG houve uma perda desta subpopulação nos modelos monocamada e neuroesfera tratada, já 

para LN-18, não foi observado enriquecimento da subpopulação CD73+ no modelo 3D, 

somente no modelo 2D.  Nossos resultados mostraram ainda que exceto U-87 MG, todas as 

outras linhagens celulares mostraram frações celulares positivas para CD90. A linhagem U-87 

MG apresentou subpopulações CD146+ apenas no modelo monocamada controle ao contrário 

das outras linhagens que apresentaram subpopulações positivas para este marcador nos modelos 

estudados seja controle ou após tratamento, com exceção da LN-18 que perdeu a expressão de 

CD146 na neuroesfera tratada. E somente na neuroesfera controle de LN-18 observou-se uma 

baixa porcentagem da subpopulação positiva para CD105.  
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Figura 20: Análise de clusters de diferenciação relacionados à presença de células tronco mesenquimais (MSCs). 

As linhagens celulares de glioblastoma U-87 MG e LN-18 foram as únicas que apresentaram subpopulações 

expressando CD73, sendo que para U-87 MG houve uma perda desta subpopulação nos modelos monocamada e 

neuroesfera tratada, já para LN-18, não foi observado enriquecimento da subpopulação CD73+ no modelo 3D, 

somente no modelo 2D.  Nossos resultados mostraram ainda que exceto U-87 MG, todas as outras linhagens 

celulares mostraram frações celulares positivas para CD90. A linhagem U-87 MG apresentou subpopulações 

CD146+ apenas no modelo monocamada controle ao contrário das outras linhagens que apresentaram 

subpopulações positivas para este marcador nos modelos estudados seja controle ou após tratamento, com exceção 

da LN-18 que perdeu a expressão de CD146 na neuroesfera tratada. E somente na neuroesfera controle de LN-18 

observou-se uma baixa porcentagem da subpopulação positiva para CD105.  Anova Post Hoc LSD. * p<0,05. n=2. 

CD73 (também conhecida como ecto-5’-nucleotidase) é uma proteína de superfície celular 

ancorada à GPI. A forma madura desta proteína em humanos contém quatro sítios que podem 

ser glicosilados, desta forma, CD73 ocorre em diferentes glicoformas. CD73 possui funções 

enzimáticas e não enzimáticas. Como uma nucleotidase, catalisa a hidrólise de adenosina 

monofosfato (AMP) em adenosina e fosfato. A adenosina resultante está implicada em uma 

variedade de processos fisiológicos como crescimento celular, diferenciação e supressão do 
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sistema imune. Além da sua função enzimática, CD73 atua como receptor para moléculas da 

matriz extracelular, como tenascina, fibronectina e laminina, regulando desta forma adesão 

celular, crescimento, migração e diferenciação, indicando que CD73 possui importante papel 

em células neoplásicas (ADZIC; NEDELJKOVIC, 2018; GAO; DONG; ZHANG, 2014).  

CD90 (Thy-1) é uma proteína N-glicosilada de superfície celular ancorada à GPI, envolvida 

na adesão célula-célula e célula-matriz. Thy-1 é um marcador clássico para células 

mesenquimais. Curiosamente, CD90 está envolvido na inibição do desenvolvimento de 

neuritos, ativação de células T e apoptose, migração e adesão celular durante o processo de 

cicatrização de feridas. Na literatura já foi descrita que esta molécula possui importante papel 

no controle da migração de células de glioblastoma (AVRIL et al., 2017). Fiegel et al (2008) 

mostraram que pacientes com neuroblastoma e que não apresentam Thy-1 possuem uma 

sobrevida geral menor do que aqueles que expressão essa proteína. CD105, também conhecido 

como endoglina, é uma glicoproteína de membrana que funciona como receptor acessório para 

ligantes da superfamília TGF-beta, os quais estão envolvidos com proliferação celular, 

diferenciação e migração (MALEKI et al., 2014; LIN et al., 2013).  

CD146, também denominada molécula de adesão de melanoma ou simplesmente MCAM, 

é uma importante glicoproteína envolvida na adesão e migração de células endoteliais. Além 

disso CD146 está envolvido com a capacidade de formação de novos vasos sanguíneos. MCAM 

possui a capacidade de promover o remodelamento do citoesqueleto celular. Notavelmente, 

CD146 é um candidato atrativo para identificação de MSCs (MALEKI et al., 2014).  

A linhagem celular U-87 MG foi a única enriquecida de subpopulações expressando o 

marcador hematopoiético HLA-DR, e no seu modelo neuroesfera tratada, houve uma 

diminuição da subpopulação positiva para este marcador. Não observamos expressão dos CDs 

19, 34 ou 45 em qualquer uma das linhagens celulares, e as linhagens de neuroblastoma 

mostraram-se enriquecidas de subpopulações celulares positivas para CD14, enquanto LN-18 

apresentou uma baixa porcentagem para subpopulações positivas para este marcador, no 

modelo neuroesfera controle.  
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Figura 21: Análise de marcadores hematopoéticos. A linhagem celular U-87 MG foi a única enriquecida de 

subpopulações expressando o marcador hematopoiético HLA-DR, e no seu modelo neuroesfera tratada, houve 

uma diminuição da subpopulação positiva para este marcador. Não observamos expressão dos CDs 19, 34 ou 45 

em qualquer uma das linhagens celulares, e as linhagens de neuroblastoma mostraram-se enriquecidas de 

subpopulações celulares positivas para CD14, enquanto LN-18 apresentou uma baixa porcentagem para 

subpopulações positivas para este marcador, no modelo neuroesfera controle. Anova Post Hoc LSD. * p<0,05. 

n=2. 

HLA-DR é uma molécula clássica do complexo principal de histocompatibilidade classe II 

(MHC-II), formado por heterodímeros αβ ancorados na membrana celular. HLA-DR é 

constitutivamente expresso em células apresentadoras de antígenos tais como células 

dendríticas, monócitos, linfócitos B e células T ativadas, mas a expressão desta molécula pode 

ser induzida em outros tipos celulares, incluindo células tumorais, particularmente em respostas 

inflamatórias. Estudos tem demonstrado uma alta expressão de HLA-DR em gliomas e uma 

baixa taxa de sobrevida associada à esta característica. Entretanto, não está claro se a 

superexpressão desta molécula é decorrente da infiltração no SNC de células do sistema imune 

(DUNNE et al., 2017; FAN et al., 2017).  

CD14 é uma molécula que existe em duas formas, solúvel e ancorada à membrana por meio 

de GPI. CD14 ancorada à membrana está presente em células de origem mieloide e atua como 

co-receptor de TLR4 (toll like receptor) para detecção de lipopolissacarídeo (LPS) 
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(MALVANDI; MEHRZAD; MOGHADDAM, 2011; DEININGER; MEYERMANN; 

SCHLUESENER, 2003). Um estudo conduzido por Grasseli e colaboradores (2018) mostrou 

que a modulação de TLR4 influencia a proliferação e diferenciação de NSC.  

 CD19 é uma glicoproteína transmembrana que pertence a superfamília de 

imunoglobulina (Ig). Esta molécula possui um único domínio transmembrana com a porção N-

terminal voltada para o meio extracelular e C-terminal citoplasmático. Seu domínio 

citoplasmático contem resíduos de tirosina próximo ao C-terminal, e que são essências para a 

função biológica de CD19. Esta glicoproteína está envolvida principalmente na ativação de 

células B induzida por imunoglobulinas. CD19 atua em conjunto com o receptor de linfócitos 

B (BCR) e outras moléculas de superfície permitindo o recrutamento e ligação de várias kinases 

à jusante (down-stream) (WANG; WEI; LIU, 2012).  

A proteína transmembrana CD34 tem sido utilizada para identificação e isolamento de 

células tronco hematopoiéticas (HSCs) e progenitoras durante transplante de medula. Acredita-

se que CD34 está envolvido na proliferação e migração de células hematopoiéticas, além de 

inibir a diferenciação de células progenitoras (NIELSEN; MCNAGNY, 2008).   

CD45, também conhecido como PTPRC (proteína tirosina-fosfatase, receptor tipo C), é 

uma proteína transmembrana expressa em abundância na superfície de células hematopoiéticas 

nucleadas. Esta molécula é conhecida por regular a fosforilação de proteínas da família SRC e 

da família JAK kinase (PORCU et al., 2012).  

Por fim, realizamos uma análise no banco de dados STRING para explorar interações 

proteína-proteína (PPI) entre os diferentes clusters de diferenciação avaliados neste trabalho 

(Figura 22). Diferentes processos biológicos comumente observados durante o fenômeno EMT 

foram avaliados utilizando informações do Gene Ontology, como I) adesão celular; II) 

Angiogênese; III) Adesão célula-célula e à MEC; IV) Diferenciação celular e V) locomoção 

celular. O score de confidência da rede foi fornecido pelo STRING (p<1.0-16). E a taxa de falsa 

descoberta (false discovery rate) para cada processo biológico encontra-se ao lado de cada um 

na imagem abaixo. O único CD que não foi predito pela rede foi HLA-DR.  
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Figura 22: Rede de interação proteína-proteína e processos biológicos avaliados. Somente HLA-DR não foi predito 

pelo banco de dados. 

A presença de subpopulações CD14positiva e HLA-DRnegativa nas linhagens celulares de 

neuroblastoma, condizem com o perfil fenotípico de uma população celular conhecida como 

células supressoras derivadas da mieloide, ou simplesmente MDSC (Myeloid Derived 

Suppressor Cells). Este grupo heterogêneo de células é caracterizado pela presença de células 

mieloides imaturas originadas da medula óssea, precursoras de granulócitos, macrófagos e 

células dendríticas. Essa população celular é dividida em dois grupos, monocíticas (M-MDSC) 

e granulocíticas/polimorfonucleares (PMN-MDSC). M-MDSC são caracterizadas pela 

presença de CD14, enquanto PMN-MDSC expressam CD15, entretanto, ambas carecem do 

marcador HLA-DR. De modo geral, MDSCs são os principais reguladores da resposta imune 

no câncer. Em pacientes com câncer, MDSC inibem ativação de linfócitos T CD4 e CD8 e 

recrutam células T-reguladoras (T-reg), esta última também envolvida na supressão da resposta 

imune. Além disso, MDSCs promovem a manutenção de subpopulações celulares com fenótipo 

de células tronco do câncer, facilitam a angiogênese bem como invasão e metástase 

(OSTRAND-ROSENBERG; FENSELAU, 2018; VLADIMIROVNA et al., 2016).  

Os mecanismos que regulam a diferenciação e a função de MDSCs incluem a participação 

de proteínas STAT3 fosforiladas. A ativação da via de sinalização STAT3 culmina na expressão 

de importantes moléculas que estão envolvidas na carcinogênese, dentre elas VEGF, bFGF, 

metaloprotease 9 (MMP9) e TGF-beta1. Tais proteínas estão envolvidas na angiogênese, 

crescimento/diferenciação celular e remodelação da matriz extracelular (SU et al., 2018; 

DUFAIT et al., 2016). Além disso, encontramos na literatura que o lncRNA HOTAIR têm sido 
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relacionado indiretamente com o recrutamento de MDSCs em diferentes tumores como 

carcinoma hepatocelular e de células escamosas de cabeça e pescoço (LEIJA-MONTAYA et 

al., 2019).  

Portanto, nosso trabalho dá fortes indícios da presença de M-MDSCs nas linhagens de 

neuroblastomas. Um subtipo celular que até então não era alvo deste estudo mas que deixou 

questionamentos quanto a sua participação na carcinogênese de neuroblastomas, especialmente 

tratando da IMR-32, que foi a mais sensível ao tratamento com cisplatina e se mostrou 

enriquecida de diferentes subpopulações celulares e teve os genes STAT3 e TGFB1 

superexpressos no modelo neuroesfera após tratamento com cisplatina. Além disso, tanto em 

IMR-32 quanto KELLY expressaram em seu modelo monocamada controle o lncRNA 

HOTAIR, o que nos leva a seguinte dúvida e abre portas para experimentos futuros: seria este 

lncRNA envolvido com a presença de M-MDSC em neuroblastomas? Isto confrontaria talvez 

a importância deste alvo como regulador de EMT em células tronco mesenquimais, uma vez 

que a presença de fenótipos mesenquimais especialmente nas linhagens de glioblastoma, 

parecem não ter relação com a expressão de HOTAIR.  

3.5.3 Análise de aldeído desidrogenase (ALDH)  

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          

Após análise dos clusters de diferenciação que definem diferentes subpopulações com 

características neurais, mesenquimais ou hematopoiéticas, avaliamos a expressão de aldeído 

desidrogenase nas linhagens celulares (Figura 23).  

A linhagem celular U-87 MG apresenta subpopulações que expressam ALDH nos modelos 

monocamada e neuroesfera controle, entretanto, as subpopulações que expressavam este 

marcador desaparecem após tratamento. A linhagem LN-18 apresentou uma subpopulação 

positiva para ALDH na neuroesfera controle (<2%). Para a linhagem KELLY, observamos 

subpopulações ALDH+ no modelo monocamada tratada e um aumento no modelo neuroesfera 

controle, entretanto, ao tratar as neuroesferas com cisplatina, houve uma perda das células que 

expressavam este marcador. A linhagem IMR-32 foi a que teve uma maior porcentagem de 
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células ALDH+ na monocamada controle, os níveis de aldeído desidrogenase diminuíram nos 

demais modelos, entretanto, ainda é possível observar subpopulações expressando ALDH.  

 

Figura 23: Análise da expressão de Aldeído Desidrogenase (ALDH). A linhagem celular U-87 MG apresenta 

subpopulações que expressam ALDH nos modelos monocamada e neuroesfera controle, entretanto, as 

subpopulações que expressavam este marcador desaparecem após tratamento. A linhagem LN-18 apresentou uma 

subpopulação positiva para ALDH na neuroesfera controle (<2%). Para a linhagem KELLY, observamos 

subpopulações ALDH+ no modelo monocamada tratada e um aumento no modelo neuroesfera controle, entretanto, 

ao tratar as neuroesferas com cisplatina, houve uma perda das células que expressavam este marcador. A linhagem 

IMR-32 foi a que teve uma maior porcentagem de células ALDH+ na monocamada controle, os níveis de aldeído 

desidrogenase diminuíram nos demais modelos, entretanto, ainda é possível observar subpopulações expressando 

ALDH. Anova Post Hoc LSD. * p<0,05. n=2. 

A superfamília ALDH consiste de 19 enzimas dependentes de NADP(+) e que participam 

no metabolismo de aldeídos exógenos (drogas e álcool) e endógenos (lipídeos, aminoácidos ou 

vitaminas), em seus ácidos carboxílicos correspondentes. Essas enzimas possuem uma 

distribuição variada entre diferentes órgão e tecidos, e estão localizadas no citoplasma, 

mitocôndria, núcleo e retículo endoplasmático (VASSALI, 2019; IBRAHIM et al., 2018; Xu 

et al., 2015).  
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Como mencionado anteriormente, uma das características durante a origem e progressão do 

câncer é a reprogramação do metabolismo celular. ALDHs tem sido amplamente utilizadas na 

identificação de CSCs epiteliais pois possuem papel importante no metabolismo dessas células. 

Membros da família ALDH1 estão envolvidos na biossíntese de ácido retinoico (AR). AR 

regula uma variedade de processos fisiológicos durante o desenvolvimento embrionário e 

remodelamento de tecidos em adultos. Inibição de ALDH culmina na diminuição da sinalização 

mediada pela ligação de AR aos seus receptores nucleares, diminuindo a diferenciação celular 

e favorecendo a auto-renovação de CSCs. Em glioblastomas, é descrito que o tratamento com 

AR promove a diferenciação de CSCs de glioblastoma e reduzem a presença dessas células 

nesses tumores. Da mesma forma, em neuroblastomas o tratamento com AR ativa a via de 

sinalização fosfatidilinositol-3-kinase (PI3K) e a ativação desta via é necessária para 

diferenciação celular mediada por ácido retinoico (VASSALI, 2019; IBRAHIM et al., 2018; 

Xu et al., 2015).   

Além do seu papel na via do AR, enzimas ALDH são importantes na remoção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) e em reduzirem os estresses oxidativos induzidos por radiação UV. 

Estes achados indicam que ALDHs exibem atividades antioxidantes em CSCs. CSCs ALDH+ 

são descritas como resistentes à uma variedade de drogas quimioterápicas, dentre elas a 

cisplatina. Em gliomas, o fenótipo mesenquimal associado à radiorresistencia pode ser revertido 

por meio da inibição de ALDH1 (VASSALI, 2019; IBRAHIM et al., 2018; Xu et al., 2015).  

3.5.4 Análise da dinâmica do ciclo celular  

 

Nosso próximo passo foi entender como o tratamento com cisplatina interfere na dinâmica 

do ciclo celular das linhagens celulares U-87 MG, LN-18 e KELLY, nos modelos monocamada 

e neuroesfera. Até o presente momento, não foi possível avaliar o ciclo celular da linhagem 

IMR-32.  

A análise estatística da cinética do ciclo celular das linhagens celulares (figura 24) mostrou 

que naturalmente, há um aumento de células na fase G1 no modelo neuroesfera da U-87 MG 

em relação à monocamada, e na neuroesfera tratada observa-se um acúmulo maior de células 

nesta fase do ciclo em relação à todos os modelos. O tratamento com cisplatina promoveu um 

aumento de células na fase S da monocamada, e em G2 não foi observado alguma alteração 

significativa. Na linhagem celular LN-18, observou-se que o tratamento na monocamada 

diminuiu a quantidade de células em G1 e culminou no aumento de células em G2, nenhuma 
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alteração foi observada após o tratamento no modelo neuroesfera de LN-18. Para a linhagem 

KELLY, nenhuma diferença foi observada após o tratamento com cisplatina, entre os modelos 

estudados.  

 

Figura 24: Análise do ciclo celular por citometria de fluxo das linhagens celulares U-87 MG (A) LN-18 (B) e 

KELLY (C). Naturalmente, há um aumento de células na fase G1 no modelo neuroesfera da U-87 MG em relação 

à monocamada, e na neuroesfera tratada observa-se um acúmulo maior de células nesta fase do ciclo em relação à 

todos os modelos. O tratamento com cisplatina promoveu um aumento de células na fase S na monocamada, e em 

G2 não foi observado alguma alteração significativa. Na linhagem celular LN-18, observou-se que o tratamento na 

monocamada diminuiu a quantidade de células em G1 e culminou no aumento de células em G2, nenhuma alteração 

foi observada após o tratamento no modelo neuroesfera de LN-18. Para a linhagem KELLY, nenhuma diferença 

foi observada após o tratamento com cisplatina, entre os modelos estudados. Anova Post Hoc LSD. * p<0,05. n=2. 

A análise do ciclo celular por citometria de fluxo permite a discriminação de células que 

diferem no conteúdo de ácido desóxirribonucleico (DNA), ou seja, células em G1 versus aquelas 

que possuem seu material genético duplicado em G2/M, e células em fase S que apresentam 

conteúdo de DNA intermediário. A progressão entre as fases do ciclo celular é regulada 

principalmente por proteínas conhecidas como ciclinas dependentes de quinases (CDKs) 

(DARZYNKIEWICZ, 2014).  

Células de mamíferos possuem três pontos de verificação (checkpoints) e que permitem 

às células repararem o dano no DNA antes que prossigam no ciclo celular. Caso o dano exceda 

a capacidade de reparo, as células permanecem em senescência ou é ativado a morte celular por 

apoptose. A ativação da proteína supressora de tumor TP53 é um passo importante durante o 

checkpoint localizado entre as fases G1/S. p53 induz a transcrição de p21, um inibidor de CDK, 
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desta forma, impedindo que as células deem continuidade no ciclo celular sem que o dano ao 

DNA seja reparado (BENADA; MACUREK, 2015).    

O aumento da proporção de células nas fases S e G2/M é considerado um indicativo no 

aumento do potencial proliferativo que é uma característica prognóstica ruim em alguns tipos 

de tumores (DARZYNKIEWICZ, 2014). Células podem sair do ciclo celular e entrarem em um 

estado quiescente em G0. Células-tronco adultas, incluindo aquelas residentes no cérebro são 

encontradas nesta fase até que recebam algum estímulo, como a resposta frente à algum dano. 

Células-tronco do câncer quiescentes são descritas como os principais determinantes na 

resistência quimioterápica (QEMO; PORTER, 2019; CHEN et al, 2016).  

Uma análise do perfil TP53 das linhagens celulares mostrou que, as linhagens U-87 MG 

e IMR-32 possuem esta proteína ativa, sem mutações. Já as linhagens LN-18 e KELLY 

possuem um perfil TP53 mutado. O perfil TP53 é uma característica importante frente à 

resposta ao tratamento quimioterápico. Células cancerígenas deficientes de p53 carecem do 

checkpoint entre G1/S, o que culmina na divisão celular juntamente com os danos no DNA, 

entretanto, por não possuírem esta via ativa, as células são mais sensíveis aos quimioterápicos 

que agem diretamente no DNA, como é o caso da cisplatina. Em contrapartida, células com p53 

selvagem (Wild Type), conseguem reparar danos ao DNA como os causados por agentes 

quimioterápicos citotóxicos, e desta forma resistirem ao tratamento (BENADA; MACUREK, 

2015).   

3.6 Avaliação da resistência transepitelial 

 

A figura 25 mostra a análise da resistência transepitelial (TEER) das linhagens celulares 

cultivadas em monocamada sob a membrana microporosa do transwell. A linhagem U-87 MG 

mostrou uma diminuição de sua resistência celular nas primeiras 24hrs ao tratamento com 

cisplatina, entretanto, ao retirar o meio de cultivo contendo a droga (linhas vermelhas 

tracejadas) observamos uma discreta recuperação na TEER desta linhagem, um fenômeno 

parecido é observado após o tratamento com TGF-alpha.  

Ao contrário de U-87 MG, a TEER de LN-18 aumentou nas primeiras seis horas durante o 

tratamento com cisplatina e diminuiu 24hrs depois. Após a retirada dos estímulos, a 

monocamada passou por um tempo com sua TEER baixa mas recuperou 72hrs depois do 

tratamento com cisplatina, entretanto, a TEER permaneceu baixa após ter retirado TGF-alpha.  
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A linhagem KELLY demonstrou-se um modelo refratário, pois observamos um aumento da 

TEER durante o período de incubação com cisplatina, um comportamento semelhante foi 

observado ao tratar as células com TGF-alpha. Após a retirada dos estímulos observamos que 

somente 72hrs após o tratamento com cisplatina, houve uma queda abrupta de sua resistência 

celular, o mesmo não foi observado no tratamento com TGF-alpha.  

Figura 25: Análise da resistência transepitelial/endotelial (TEER) nas linhagens celulares U-87 MG, LN-18 e 

KELLY cultivadas em monocamada no transwell. Linhas tracejadas indicam o momento em que houve 

substituição por um meio sem estímulos. Aumento da resistência reflete na capacidade de recuperação celular 

frente ao dano, enquanto a diminuição pode estar relacionada à eventos de diferenciação, morte celular ou alteração 

na permeabilidade das membranas celulares. TGF-alpha foi utilizado como controle positivo pois induz migração 

e diferenciação celular. 

Graças a passagem de íons do compartimento superior para o inferior entre as membranas 

celulares (via paracelular) e por dentro das células (via transcelular), é gerado uma corrente 

elétrica e que é inversalmente proporcional à resistência celular. Desta forma, conseguimos 

avaliar a integridade da monocamada celular, uma vez que a alteração na permeabilidade à íons 

pode ser causada devido à eventos de migração celular, diferenciação ou proliferação 

(ELBRECHT; LONG; HICKMAN, 2016; CHEN; EINSPANIER; SCHOEN, 2015). TGF-

alpha foi utilizado como controle positivo pois foi descrito na concentração utilizada, por causar 

migração celular, portanto, acaba alterando a resistência da monocamada celular (WANG et 

al., 2012; MCCLINTOCK; CERESA, 2010). 

As células epiteliais estão conectadas entre si por meio de junções intercelulares 

(junções de oclusão, desmossomos e junções de adesão). Estas junções permitem que o epitélio 

funcione como uma barreira seletiva, controlando assim os processos de transporte de 

moléculas entre os lados apical e basal do corpo, mantendo a homeostase. Durante o fenômeno 

EMT, as junções celulares são desconstruídas e à medida que o evento avança, a expressão das 



71 
 

 
 

proteínas que formam essas junções é transcricionalmente reprimida, o que estabiliza a perda 

de junções epiteliais, levando a uma diminuição na polaridade das células do epitélio, 

resultando em uma diminuição da TEER (LAMOUILLE; XU; DERYNCK, 2014). 

Sendo assim, a medida da TEER em uma monocamada celular é um método muito 

sensível e confiável para confirmar a integridade e permeabilidade da monocamada, além disso, 

é um método não invasivo podendo ser aplicado para monitorar células vivas durante vários 

estágios de crescimento e diferenciação (SRINIVASAN et al., 2015).  

3.7 Células de tumores do sistema nervoso após exposição à cisplatina apresentaram 

capacidade de crescerem no modelo da CAM 

 

As linhagens celulares U-87 MG, LN-18, KELLY e IMR-32 nos modelos monocamada e 

neuroesfera, foram expostas à cisplatina utilizando o IC50 determinado para cada uma. Após o 

período de incubação de 24h, as células foram coletadas e lavadas com PBS 1x para remover 

quaisquer resquícios do quimioterápico e então aplicadas sobre a membrana corioalantoica 

(CAM).  

O apêndice 7 indica que o tratamento com PBS 1x, veículo utilizado na aplicação das células, 

não alterou a morfologia da CAM. As setas indicam uma camada de células epiteliais que 

circundam e delimitam o mesênquima adjacente, tecido rico em vasos sanguíneos. Na figura 

26, observamos os aspectos macroscópicos do tumor formado pela linhagem U-87 MG 

enxertada na CAM. Foi observado o crescimento celular dos modelos monocamada e 

neuroesfera, mesmo após o tratamento com cisplatina, indicando ainda que o tratamento 

promoveu o crescimento de um tumor com características macroscópicas diferentes das células 

sem tratamento.  
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Figura 26: Aspecto macroscópico dos tumores formados pela linhagem U-87 MG a partir de células residuais ao 

tratamento com cisplatina. Aumento 0,67x. 

Na figura 27 observamos os aspectos morfológicos dos tumores formados pelo enxerto do 

da U-87 MG em monocamada. Nos tumores formados pela monocamada controle (A e A’) 

formações de grupos celulares do tumor dentro da CAM são indicados pelas setas vermelhas, e 

setas verdes indicam regiões com células similares à fibroblastos. Foi observado uma região de 

transição celular entre o tumor e a CAM, delimitado por uma linha amarela pontilhada. A maior 

parte do tumor é composta de pequenas células com aspectos granulares (P1). O tumor formado 

após exposição à cisplatina (B e B’) apresenta características distintas do controle, como a 

presença de três nítidas populações celulares (P2, P3 e P4) e ausência das células com aspectos 

granulares vistas no tumor controle. Regiões semelhantes à tecidos epiteliais queratinizados são 

indicadas por setas pretas.  
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Nos tumores formados pelo modelo neuroesfera da U-87 MG (figura 28), foi observado a 

formação de estruturas semelhantes à vilosidades no controle (círculo preto pontilhado – A e 

A’), formação de grupos celulares (seta vermelha) e uma extensa região de invasão na CAM 

(seta branca pontilhada). O tratamento com cisplatina promoveu alterações na organização 

celular com perda das estruturas semelhantes à vilosidades (B e B’). Formação de um tecido 

epitelial queratinizado é observado após o tratamento (setas pretas).  

Figura 27: Cortes longitudinais dos tumores formados pela U-87 MG no modelo monocamada. Controle: A e A’ 

e tratado: B e B’. Aumento de 10x e 20x. Legenda: TUM (tumor), CAM (membrana corioalantoica), VS (vasos 

sanguíneos), setas vermelhas (indicam grupos celulares do tumor dentro da CAM), setas verdes (células 

semelhantes à fibroblastos), seta preta (tecido epitelial queratinizado), linhas amarelas pontilhadas (área de 

transição entre o tumor e a CAM), P1 à P4 (diferentes populações celulares). Cortes de 0,4 µM.  
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Figura 28: Cortes longitudinais dos tumores formados pela U-87 MG no modelo neuroesfera. Controle: A e A’ e 

tratado: B e B’. Aumento de 10x e 20x. Legenda: TUM (tumor), CAM (membrana corioalantoica), VS (vasos 

sanguíneos), setas vermelhas (indicam grupos celulares do tumor dentro da CAM), seta preta (tecido epitelial 

queratinizado), círculos pretos pontilhados (estruturas semelhantes à vilosidades). Cortes de 0,4 µM.  

Assim como U-87 MG, foi observado a capacidade de crescimento de células residuais ao 

tratamento para as linhagens LN-18 (figura 29). As análises histológicas da CAM mostraram a 

presença de duas principais subpopulações celulares (P1 e P2) no tumor formado pelo enxerto 

da monocamada controle (figura 30). A região circulada indica células com aspecto de tecido 

adiposo unilocular, e as setas pretas indicam formações de tecidos epiteliais queratinizado tanto 

no controle, quanto após exposição à cisplatina.  

Os tumores originados do enxerto de células em neuroesfera da LN-18 na CAM, mostraram 

padrões de organizações completamente distintos daqueles formados pela linhagem em 
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monocamada (figura 31). A região de invasão do tumor é indicada por uma seta branca 

pontilhada. Foi observado formações semelhantes à vilosidades nos tumores controles (círculo 

preto pontilhado), vale ressaltar que essas estruturas também apareceram no tumor formado 

pela neuroesfera controle da U-87 MG. A presença de duas populações celulares (P1 e P2) foi 

delimitada por uma linha amarela pontilhada, sendo que P2 é a que aparentemente tem uma 

capacidade de invasão maior. Após o tratamento com cisplatina observa-se o desaparecimento 

das estruturas semelhantes à vilosidades e o surgimento de outro subtipo celular (P3) com 

características morfológicas diferentes daquelas encontradas em P1 ou P2. Estruturas 

semelhantes à epitélio queratinizado são indicadas pela seta preta. Grupos de células do tumor 

dentro da CAM estão indicadas por setas vermelhas. Curiosamente, observa-se uma área do 

tumor dentro da CAM corada com eosina (asteriscos brancos) que até então não foi observada 

para as outras linhagens.  

Figura 29: Aspecto macroscópico dos tumores formados pela linhagem LN-18 a partir de células residuais ao 

tratamento com cisplatina. Aumento 0,67x. 

 



76 
 

 
 

 

Figura 30: Cortes longitudinais dos tumores formados pela LN-18 no modelo monocamada. Controle: A e A’ e 

tratado: B e B’. Aumento de 10x e 20x. Legenda: TUM (tumor), CAM (membrana corioalantoica), VS (vasos 

sanguíneos), seta preta (tecido epitelial queratinizado), círculos pretos (estruturas semelhantes células de tecido 

adiposo unilocular), P1 e P2 (duas populações celulares que diferem na morfologia). Cortes de 0,4 µM. 
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Figura 31: Cortes longitudinais dos tumores formados pela LN-18 no modelo neuroesfera. Controle: A e A’ e 

tratado: B e B’. Aumento de 10x e 20x. Legenda: TUM (tumor), CAM (membrana corioalantoica), VS (vasos 

sanguíneos), setas brancas (área de invasão do tumor na CAM), setas vermelhas (indicam grupos celulares do 

tumor dentro da CAM), seta preta (tecido epitelial queratinizado), círculos pretos pontilhados (estruturas 

semelhantes à vilosidades), P1 à P3 (três diferentes subpopulações que diferem morfologicamente), linha amarela 

pontilhada (delimitação entre P1 e P2). Cortes de 0,4 µM. 

Os aspectos macroscópicos dos tumores formados pela linhagem KELLY são vistos na 

figura 32. Nas análises histológicas observamos uma extensa área do tumor ao redor da CAM, 

formado pelo enxerto de células da monocamada controle (figura 33 - A e A’), com a presença 

de estruturas semelhantes à vilosidades (círculos pretos pontilhados). Após a exposição da 

monocamada à cisplatina (B e B’), observa-se que os tumores que cresceram na CAM são 

visualmente menores tanto macroscopicamente quanto na histologia. Uma clara delimitação 

entre o tumor e a CAM, é observado (linhas amarelas pontilhadas).  

Os tumores formados pelo enxerto da linhagem KELLY no modelo neuroesfera estão 

representados na figura 34. No tumor formado pelas células sem tratamento prévio com 

cisplatina (A e A’) observa-se a presença de uma população celular identificada como P1. A 
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área do tumor é visualmente menor do que aquele formado após exposição das células ao 

quimioterápico (linha preta pontilhada em B indica invasão do tumor na CAM). O tumor 

formado por neuroesferas residuais ao tratamento indica a presença de três subpopulações 

celulares com características morfologicamente distintas (P1, P2 e P3). P1 é composto por 

células maiores e com citoplasma mais abundante que as outras, semelhante a população das 

células no tumor sem tratamento só que em maior quantidade. As células em P2 apresentam 

morfologia semelhante à condrócitos (células que compõe o tecido cartilaginoso) e P3 é 

formado por uma fina camada de células colunares que estão na interface tumor x CAM. As 

setas vermelhas indicam grupos de células do tumor dentro da CAM.  

Figura 32: Aspecto macroscópico dos tumores formados pela linhagem KELLY a partir de células residuais ao 

tratamento com cisplatina. Aumento 0,67x. 
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Figura 33: Cortes longitudinais dos tumores formados pela KELLY no modelo monocamada. Controle: A e A’ e 

tratado: B e B’. Aumento de 10x e 20x. Legenda: TUM (tumor), CAM (membrana corioalantoica), VS (vasos 

sanguíneos), círculos pretos pontilhados (estruturas semelhantes à vilosidades), linha amarela pontilhada 

(delimitação entre o tumor e a CAM). Cortes de 0,4 µM. 
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Figura 34: Cortes longitudinais dos tumores formados pela KELLY no modelo neuroesfera. Controle: A e A’ e 

tratado: B e B’. Aumento de 10x e 20x. Legenda: TUM (tumor), CAM (membrana corioalantoica), VS (vasos 

sanguíneos), seta preta pontilhada (área de invasão do tumor na CAM), setas vermelhas (indicam grupos celulares 

do tumor dentro da CAM), P1 à P3 (três diferentes subpopulações que diferem morfologicamente), linha amarela 

pontilhada (delimitação entre P3 e a CAM invadida por células do tumor). Cortes de 0,4 µM. 

Nossos achados mostraram ainda que a sensibilidade não é o único determinante no 

tratamento do câncer, pois embora tenha sido caracterizado nos ensaios de citotoxicidade com 

o menor IC50 entre as linhagens, IMR-32 tanto em seu modelo monocamada quanto 

enriquecimento de CSCs foi capaz de crescer na CAM (figura 35). Vale ressaltar ainda que o 

fenótipo híbrido dessa linhagem, com diferentes subpopulações celulares refletiu no 

crescimento dessa linhagem na CAM. Nossos ensaios mostraram sobretudo subpopulações com 

características de MDSCs, sendo que tais células são descritas por promover a manutenção de 

CSCs no microambiente tumoral, a angiogênese e o crescimento do câncer. 

O corte histológico dos tumores formados pela linhagem IMR-32 em monocamada, estão 

representados na figura 36. Observamos a presença de duas populações morfologicamente 

distintas (P1 e P2) no tumor formado pelas células controle (A e A’). Após exposição à 
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cisplatina, não é observado uma clara distinção entre subpopulações no tumor e aparentemente 

o tratamento não reduziu o crescimento da linhagem IMR-32. Nas análises histológicas dos 

tumores formados pela deposição das neuroesferas da IMR-32 na CAM (figura 37), observa-se 

uma extensa área de invasão do tumor na CAM, com o acúmulo de células com características 

fibroblásticas (setas verdes). Uma clara delimitação entre a região do tumor formado por células 

residuais e a CAM, foi delimitada por uma linha amarela pontilhada (B). Setas vermelhas 

mostram células tumorais que invadiram a CAM e formaram grupos. Tecido epitelial 

queratinizado é indicado pela seta preta.  

 

Figura 35: Aspecto macroscópico dos tumores formados pela linhagem IMR-32 a partir de células residuais ao 

tratamento com cisplatina. Aumento 0,67x. 
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Figura 36: Cortes longitudinais dos tumores formados pela IMR-32 no modelo monocamada. Controle: A e A’ e 

tratado: B e B’. Aumento de 10x e 20x. Legenda: TUM (tumor), CAM (membrana corioalantoica), VS (vasos 

sanguíneos), P1 e P2 (presença de duas subpopulações celulares morfologicamente distintas). Cortes de 0,4 µM. 
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Figura 37: Cortes longitudinais dos tumores formados pela IMR-32 no modelo neuroesfera. Controle: A e A’ e 

tratado: B e B’. Aumento de 10x e 20x. Legenda: TUM (tumor), CAM (membrana corioalantoica), VS (vasos 

sanguíneos), setas vermelhas (indicam grupos celulares do tumor dentro da CAM), seta preta (tecido epitelial 

queratinizado, setas verdes (presença de fibroblastos), linha amarela pontilhada (delimitação entre a área do tumor 

e a CAM). Cortes de 0,4 µM. 

A membrana corioalantoica tem sido utilizada por muitos anos para o crescimento de 

xenoenxertos de tumores, incluindo glioblastomas e neuroblastomas. O modelo tem se tornado 

especialmente atrativo por permitir o crescimento de tumores em poucos dias, além de refletir 

as condições fisiológicas de um microambiente tumoral, como a rápida vascularização e a 

presença de proteínas da MEC. A CAM é um modelo de baixo custo e que permite a triagem 

de uma variedade de agentes quimioterápicos (DEBORD et al., 2018). Vale ressaltar que as 

análises histológicas serão avaliadas por patologistas para uma melhor compreensão das 

alterações celulares promovidas pelo crescimento dos tumores, além disso, marcações imuno-

histoquímicas serão necessárias para determinar os subtipos celulares.    
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS  
 

Um modelo esquemático das alterações celulares promovidas pelo tratamento com 

cisplatina, foi desenhado para cada linhagem celular, a fim de reunir os achados deste trabalho. 

Em síntese, a linhagem U-87 MG (Figura 38), foi a mais resistente ao tratamento e trata-se de 

uma população celular híbrida, pois expressa marcadores epiteliais, mesenquimais e 

hematopoiéticos, tanto na monocamada quanto neuroesfera controle. No modelo monocamada 

tratada prevaleceu subpopulações expressando o marcador hematopoiético HLA-DR e 

mesenquimais, diferente da neuroesfera tratada, onde observa-se somente um fenótipo 

mesenquimal. Células residuais ao tratamento da monocamada ou neuroesfera foram capazes 

de crescerem na CAM. 

Figura 38: Modelo esquemático das alterações promovidas pelo tratamento com cisplatina nos modelos 

monocamada e neuroesfera, da linhagem U-87 MG. 

A linhagem LN-18 (Figura 39) foi a segunda mais resistente à cisplatina. As células em 

monocamada possuem um fenótipo predominantemente mesenquimal o qual permanece 

mesmo após o tratamento. Esta linhagem expressava o lncRNA HOTAIR na monocamada 

controle e após tratamento, perdeu a expressão deste alvo e TWIST1 ficou superexpresso na 

monocamada tratada. O modelo neuroesfera desta linhagem é caracterizado por diferentes 

subpopulações celulares que expressavam marcador epitelial (ALDH), mesenquimais 
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(Fibronectina, CDs 90 e 146) e hematopoiético (CD14) entretanto, após tratamento, prevaleceu 

somente o fenótipo mesenquimal, além disso, os genes reguladores de EMT ficaram 

subexpressos.  Assim como U-87 MG, células residuais ao tratamento da monocamada ou 

neuroesfera foram capazes de crescerem na CAM. 

Figura 39: Modelo esquemático das alterações promovidas pelo tratamento com cisplatina nos modelos 

monocamada e neuroesfera, da linhagem LN-18. 

A linhagem KELLY (Figura 40) foi uma das linhagens sensíveis à cisplatina. O modelo 

monocamada controle e tratado apresentou o mesmo perfil fenotípico, onde observamos 

subpopulações que expressavam o marcador neural CD24 (não observado nas linhagens de 

glioblastoma), marcadores mesenquimais, hematopoiético e epitelial. A monocamada controle 

amplificou para o alvo HOTAIR, entretanto, após tratamento não observa-se mais a expressão 

deste lncRNA. Já as células cultivadas em neuroesfera perderam a subpopulação que 

expressava o marcador neural e aquelas que expressavam os marcadores mesenquimais, 

hematopoiético e epitelial prevaleceram, o mesmo fenótipo é observado na neuroesfera tratada. 
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Figura 40: Modelo esquemático das alterações promovidas pelo tratamento com cisplatina nos modelos 

monocamada e neuroesfera, da linhagem KELLY. 

IMR-32 (Figura 41) foi caracterizada neste trabalho como a mais sensível à cisplatina. Foi 

observado que esta linhagem apresentou subpopulações enriquecidas para o marcador neural 

CD24, epitelial ALDH, mesenquimais (CDs 90 e 146) e hematopoiético CD14, e este fenótipo 

foi mantido mesmo após o tratamento da monocamada ou neuroesfera. O modelo monocamada 

controle desta linhagem amplificou para HOTAIR e após o tratamento perdeu-se a expressão 

deste alvo. Curiosamente, foi observado uma expressão a nível basal de TGFB1 na 

monocamada tratada e este mesmo alvo e STAT3 ficaram superexpressos após o tratamento do 

modelo de enriquecimento de CSCs. Como já mencionado anteriormente, IMR-32 e KELLY 

demonstraram um fenótipo típico de células MDSC monocíticas caracterizado pela presença de 

CD14 e ausência de HLA-DR. MDSCs é um subtipo celular que está envolvido com a supressão 

da resposta imune, angiogênese, metástase e manutenção de CSCs. Desta forma, isto poderia 

explicar o fenótipo híbrido dessas linhagens e a capacidade de terem crescido na CAM. 
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Figura 41: Modelo esquemático das alterações promovidas pelo tratamento com cisplatina nos modelos 

monocamada e neuroesfera, da linhagem IMR-32. 

 

6 CONCLUSÕES 
 

 Nosso estudo tem demonstrado uma grande heterogeneidade celular dentro dos tumores 

do SNC;  

 A ausência da expressão de HOTAIR nas linhagens LN-18, KELLY e IMR-32 após o 

tratamento não foi acompanhada da perda do fenótipo mesenquimal, sugerindo que ele 

não é essencial na manutenção dessa característica; 

 A expressão de CDs hematopoiéticos, mesenquimais e neurais difere entre as linhagens;  

 As linhagens celulares KELLY e IMR-32 se mostraram mais enriquecidas para CSCs e 

apresentaram um fenótipo híbrido com a presença de subpopulações com características 

de MDSCs;  

 O aumento da TEER após tratamento com cisplatina reflete a capacidade de recuperação 

celular ao dano enquanto a diminuição indica eventos de diferenciação, 

proliferação/morte celular ou alteração na permeabilidade celular;  
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 Nossos resultados demonstraram que a sensibilidade à cisplatina não é o único 

determinante para a eficácia do tratamento uma vez que as linhagens mais sensíveis 

mostraram um fenótipo híbrido e enriquecido de CSCs que resultou na capacidade de 

crescimento na CAM após tratamento;  

 O aumento de TGFB1 e STAT3 na neuroesfera tratada de IMR-32, reflete que o 

tratamento pode induzir proliferação e diferenciação celular, mediada por esses alvos;  

 O sistema da CAM serviu como um modelo xenográfico de estudo de recidiva 

oncológica;  

 Os tumores que cresceram na CAM a partir de células residuais ao tratamento com 

cisplatina mostraram padrões de organização diferentes dos tumores oriundos de células 

sem tratamento. 

Sendo assim, nossos achados dão forte suporte a ideia de que as definições de características 

fenotípicas dos tumores podem ajudar a estabelecer melhores estratégias terapêuticas para o 

desenvolvimento de novas drogas alvos ou na descoberta de novos alvos de drogas.  
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APÊNDICES 
 

1- Caracterização morfológica por microscopia da monocamada de U-87 MG 

crescendo em uma superfície tratada com fibronectina/laminina 

 

Legenda – Linhagem celular U-87 MG crescendo em uma superfície tratada com duas proteínas da MEC, 

fibronectina/laminina. Foram observadas na imagem sem fluorescência, estruturas semelhantes a botões sinápticos 

(círculos) e axônios (setas). A marcação com sondas fluorescentes para Corpúsculos de Nissl (caracterizados pela 

abundância de ribossomos aderidos ao retículo endoplasmático no corpo celular de neurônios), e com anticorpo 

para sinapsina (uma proteína que regula o tráfico de vesículas de sinapse), confirmou a presença de populações de 

neurônios nessa linhagem de glioblastoma. Aumento 10x.  
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2- Células gigantes no cultivo em monocamada de LN-18  

 

 

Legenda – As setas representam células gigantes com citoplasma abundante e núcleo grande e central, no cultivo 

em monocamada da linhagem celular LN-18. Vale ressaltar que micróglias são um tipo particular de células da 

glia originadas a partir de macrófagos, que são células que apresentam essas características. Aumento 20x.  

 

3- Determinação do IC50 das triplicatas biológicas de cada linhagem celular  
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4- Quantificação das amostras de RNA total extraídas de cada linhagem celular  

 

Linhagem  Modelo []µg/µl A230 A260 A280 A260/A230 A260/A280 

U-87 MG Monocamada 

controle 

2,086 27,76 52,52 26,60 1,904 1,989 

Monocamada 

tratada 

3,188 39,90 81,06 41,84 2,068 1,969 

Neuroesfera 

controle 

0,613 9,44 15,7 8,21 1,682 1,944 

Neuroesfera 

tratada 

0,910 12,69 23 11,9 1,828 1,959 

LN-18 Monocamada 

controle 

2,353 32,98 59,30 30,14 1,810 1,983 

Monocamada 

tratada 

1,184 18,09 29,84 15,36 1,659 1,958 

Neuroesfera 

controle 

0,710 8,180 17,9 9,37 2,220 1,933 

Neuroesfera 

tratada 

1,032 12,36 26,13 13,54 2,144 1,952 
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KELLY Monocamada 

controle 

2,560 28,730 64,23 32,43 2,246 1,988 

Monocamada 

tratada 

0,614 14,780 15,60 8,58 1,056 1,843 

Neuroesfera 

controle 

0,549 6,78 13,9 7,21 2,069 1,943 

Neuroesfera 

tratada 

1,152 13,42 28,93 15,04 2,166 1,931 

IMR-32 Monocamada 

controle 

1,302 17,53 32,99 17,69 1,905 1,887 

Monocamada 

tratada 

0,888 11,93 22,47 11,67 1,904 1,947 

Neuroesfera 

controle 

2,981 33,40 75,08 38,48 2.269 1.965 

Neuroesfera 

tratada 

0,483 8,30 12,22 6,60 1,480 1,870 
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5- Curvas de amplificação e dissociação de qPCR utilizando SYBR 
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6- Dados representativos das análises de citometria de fluxo no FlowJo 

 

 

Imunofenotipagem U-87 MG monocamada controle 
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Imunofenotipagem U-87 MG monocamada tratada 
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Imunofenotipagem U-87 MG neuroesfera controle 
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Imunofenotipagem U-87 MG neuroesfera tratada 
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Imunofenotipagem LN-18 monocamada controle 
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Imunofenotipagem LN-18 monocamada tratada 
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Imunofenotipagem LN-18 neuroesfera controle 
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Imunofenotipagem LN-18 neuroesfera tratada 
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Imunofenotipagem KELLY monocamada controle  
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Imunofenotipagem KELLY monocamada tratada  
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Imunofenotipagem KELLY neuroesfera controle 
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Imunofenotipagem KELLY neuroesfera tratada 
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Imunofenotipagem IMR-32 monocamada controle 
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Imunofenotipagem IMR-32 monocamada tratada 
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 Imunofenotipagem IMR-32 neuroesfera controle  

 

  

  

 

 



118 
 

 
 

 Imunofenotipagem IMR-32 neuroesfera tratada 
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Marcação com lectinas U-87 MG monocamada controle (MC) 
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Marcação com lectinas U-87 MG monocamada tratada (MT) 
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Marcação com lectinas U-87 MG neuroesfera controle (NC) 
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Marcação com lectinas U-87 MG neuroesfera tratada (NT) 
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Marcação com lectinas KELLY monocamada controle (MC) 

 

 

 



124 
 

 
 

Marcação com lectinas KELLY monocamada tratada (MT) 
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Marcação com lectinas KELLY neuroesfera controle (NC) 
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Marcação com lectinas KELLY neuroesfera tratada (NT) 
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Marcação com lectinas IMR-32 monocamada controle (MC) 
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Marcação com lectinas IMR-32 monocamada tratada (MT) 
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Marcação com lectinas IMR-32 neuroesfera controle (NC) 
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Marcação com lectinas LN-18 monocamada controle (MC) 
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Marcação com lectinas LN-18 monocamada tratada (MT) 
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Marcação com lectinas LN-18 neuroesfera controle (NC) 
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Análise do perfil de glicosilação da linhagem LN-18 

 

 

 

Legenda - Análise do perfil de glicosilação de LN-18. Nenhuma alteração significativa foi observada no modelo monocamada e o modelo neuroesfera ainda não foi finalizado. 

Anova Post Hoc LSD. n=2. 



134 
 

 
 

Análise do perfil de glicosilação da IMR-32 

 

Legenda - Análise do perfil de glicosilação de IMR-32. Nenhuma alteração significativa foi observada no modelo monocamada e o modelo neuroesfera ainda não foi finalizado. 

Anova Post Hoc LSD. n=2. 
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Marcação de ALDH U-87 MG 
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Marcação ALDH LN-18 
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Marcação ALDH KELLY  
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Marcação ALDH IMR-32 
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7- Aspectos da CAM somente com a solução controle de PBS 1x.   

 

Legenda: Setas pretas indicam epitélio da CAM que circunda o mesênquima, este último repleto de vasos sanguíneos (VS). A) aumento 0,67x. B) aumento 10x e C) 20x. 
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