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RESUMO 

A sensibilidade in vitro a terapias antineoplásicas correlaciona-se pouco com a eficácia clínica em 

pacientes oncológicos, devido à sobrevivência de uma parcela ínfima de células tumorais resistentes 

que, eventualmente, levam a recorrência. Análises de célula-única, portanto, podem ser determinantes 

para a compreensão da resistência. Não é conhecido se as subpopulações resistentes são provenientes 

da seleção de uma única população clonal da massa tumoral ou se são compostas por variadas 

subpopulações, que compartilham uma ancestralidade, mas apresentam diferentes graus de resistência. 

Assim, o objetivo do trabalho é analisar o perfil de resposta clonal in vitro a quimioterápicos em 

linhagens tumorais, avaliando a heterogeneidade do efeito destes a partir de colônias originadas de 

células únicas. Células das linhagens U343 e U251 foram fotografadas diariamente até a formação de 

colônias compostas por 1 a 16 células ou, mantidas em cultura pelo tempo médio correspondente à 

formação de colônias de 50 células, calculado a partir de dados de Population Doubling (PD). 

Colônias formadas foram fotografadas e, em seguida, tratadas por 3 e 5 dias com Temozolomina 

(TMZ) e drogas adjuvantes (Mebendazol – MBZ, Vimblastina – VBL, Paclitaxel – PTX, Lomustina – 

CCNU e Cisplatina – CPT) nas suas doses plasmáticas. Após os tratamentos, as colônias foram 

fotografadas regularmente até o limite máximo do campo de captação da imagem. Dados 

morfométricos das colônias foram obtidos pelo programa ImageProPlus para a análise da área, do 

número de células e da densidade das colônias ao longo do tempo. Foi registrado a seleção de sub-

regiões celulares resistentes, com taxas de crescimento distintas, dentro de colônias originadas de 

células únicas, principalmente após tratamento com VBL e MBZ: esse evento foi denominado de 

resistência subclonal. Todas as drogas testadas em U251 apresentaram a ocorrência de resistência 

subclonal, exceto PTX, que desencadeou morte celular em todas colônias monitoradas. Em U343, a 

maioria das colônias proliferativas eram homogeneamente resistentes, embora tenham sido observados 

dois casos de resistência subclonal dentre seis colônias resistentes a VBL. Como conclusão, 

acreditava-se que uma colônia gerada a partir de célula única seria composta por células fenotípica e 

genotipicamente idênticas entre si e assim, responderia de forma homogênea aos quimioterápicos. No 

entanto, foi observado que, dentro de uma mesma colônia, a resposta à quimioterápicos também pode 

ser heterogênea. Os dados reforçam que, mesmo dentre clones, a resposta de células-únicas pode ser o 

ponto decisivo para o reestabelecimento do tumor. Como perspectiva, pretende-se automatizar a 

contagem das células, por meio de marcadores fluorescentes, para uma análise mais detalhada da 

origem dos eventos de resistência subclonal. 

 

Palavras-chave: Glioma, Resistência, Colônias Originadas de Células Únicas, 

Temozolomida. 
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1. INTRODUÇÃO COMPREENSIVA 

 

1.1 Resistência aos quimioterápicos 

 

Para muitos cânceres, a sensibilidade in vitro das células tumorais a terapias 

antineoplásicas ainda correlaciona-se pouco com a eficácia clínica dos mesmos tratamentos 

em pacientes oncológicos (Fay et al., 2014; Volm e Efferth, 2015). A quimioterapia é um dos 

principais métodos empregados no tratamento de cânceres; entretanto, independente do 

potencial citotóxico inerente à droga, observado pela redução no tumor residual, esta 

estratégia terapêutica pode apresentar eficácia clínica limitada, devido à sobrevivência de 

poucas células resistentes que, eventualmente, levam a recorrência da doença (Furnari et al., 

2007; Holohan et al., 2013). Assim, o desenvolvimento de resistência é um dos maiores 

desafios no estudo de terapias contra cânceres e, apesar dos avanços científicos e tecnológicos 

das últimas décadas, pouco foi acrescido na sobrevida média dos pacientes para alguns tipos 

de tumores, como os de pâncreas e glioblastoma. Isso ressalva a importância da avaliação de 

propostas terapêuticas in vitro a partir de dados de resistência, que pode representar um 

melhor preditor do desfecho clínico que valores baseados em sensibilidade (Volm e Efferth, 

2015).  

Glioblastoma multiforme é o tumor mais comum do sistema nervoso central, com 

incidência mundial de 5-8 casos/100 000 indivíduos (Friedman et al., 2000). É classificado 

pela WHO, com base no grau histológico de malignidade, como de grau IV, sendo 

considerado o mais agressivo dentre os tumores cerebrais malignos (Urbanska et al., 2014). 

Apesar do emprego de um regime terapêutico altamente agressivo - composto por ressecção 

cirúrgica, radio e quimioterapia -, relatos clínicos registram uma sobrevida média após 

diagnóstico de apenas cerca de um ano, que está fortemente associada ao elevado índice de 

recorrência da doença (cerca de 70% dos casos) (Mannas et al., 2014). O quimioterápico de 

escolha na clínica para tratamento de glioblastoma é o agente alquilante Temozolomida 

(TMZ); no entanto, esse tipo tumoral também é refratário a terapia convencional com TMZ, 

que é capaz de elevar a sobrevida média dos pacientes de 12 para apenas 14 meses (Fine, 

2005).  

Dados prévios de ensaios crônicos de proliferação celular do nosso grupo mostraram 

que linhagens de glioma tratadas com TMZ na sua dose plasmática (50 µM) comportam-se de 

maneira semelhante aos relatos clínicos, quando aplicado um desenho experimental baseado 

no regime terapêutico aplicado na clínica (5 dias de tratamento, seguido por 23 dias em meio 
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livre de droga, totalizando 23 dias de análise) (Silva A.O. et al., - dados submetidos para 

Experimental Cell Research, 2016). Inicialmente, todas as linhagens demonstram uma 

sensibilidade satisfatória até o 12º dia, seguida de um crescimento progressivo da população 

celular sobrevivente. Independente da sensibilidade inicial, houve a manutenção de 

subpopulações com capacidade proliferativa após a terapia com TMZ, corroborando com 

dados da clínica que mostram uma redução inicial do volume tumoral acompanhado de uma 

posterior progressão do tumor (Van Meir et al., 2010).  

São documentados inúmeras alterações celulares e moleculares envolvidas no 

processo de resistência a quimioterápicos, como o aumento da expressão de proteínas anti-

apoptóticas (Shi et al., 2010), e de proteínas relacionadas ao mecanismo de efluxo de drogas 

(Gottesman et al., 2002), além da modulação dos sistemas de reparo de danos ao DNA 

(Perazzoli et al., 2015; Kitange et al., 2016). Evidências revelam que essas alterações podem 

ser produto de translocações ou mutações genéticas estáveis, transmitidas de forma íntegra às 

gerações seguintes (Holohan et al., 2013). Dentre os mecanismos de resistência à TMZ, o 

mais efetivo na reversão dos efeitos danosos induzidos pelo fármaco é a superexpressão da 

enzima de reparo O6-metilguanina metil transferase (MGMT) em células tumorais, que é 

responsável pela remoção do grupamento alquil adicionado à posição O6 dos resíduos de 

guanina pela TMZ, prevenindo o mal pareamento com resíduos de timina durante a replicação 

do DNA (Fan et al., 2013). Além disso, o mal funcionamento do sistema de reparo de 

pareamento errado (MMR) e a superativação dos demais sistemas de reparo de DNA, também 

são relacionados com a aquisição de resistência à TMZ em gliomas (Mcfaline-Figueroa et al., 

2015). Entretanto, terapias molecularmente direcionadas para estes alvos apresentam pouco 

impacto terapêutico, como documentado para inibidores de proteínas de efluxo (Binkhathlan e 

Lavasanifar, 2013) ou para inibidores da enzima de reparo MGMT em gliomas resistentes a 

TMZ (Watson et al., 2010). 

Em tumores sólidos mais comuns, como colón, cérebro, pâncreas ou mama, resistência 

genética é extensamente descrita: 95% das mutações somáticas com alteração do seu produto 

proteico correspondem a substituições de uma base (causadas por missenses, mutações sem 

sentido, alterações em sítios de splicing ou de regiões próximas a códons de início e de 

terminação), e o restante corresponde a deleções ou inserções de algumas bases. Ademais, 

muitos tumores sólidos apresentam aberrações cromossômicas, como variações no número de 

cromossomos (aneuploidias), inversões, translocações e, principalmente, deleções e 

duplicações que dificultam a detecção de alvos-terapêuticos ou alteram a expressão de genes 
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relacionados com toxicidade de fármacos, conferindo vantagens adaptativas à célula 

(Vogelstein et al., 2013).  

A resistência a quimioterápicos é geralmente classificada por resistência intrínseca ou 

resistência adquirida. A resistência intrínseca aponta a existência de fatores de resistência nas 

células tumorais previamente ao tratamento. Isso implica na seleção de uma minoria 

populacional resistente pré-existente no tumor original (Holohan et al., 2013). Em 

contrapartida, na resistência adquirida, células inicialmente sensíveis, desenvolvem resistência 

a determinada droga durante a terapia (Goldie, 2001). Assim, a resistência adquirida é uma 

resposta adaptativa a quimio ou radioterapia, que pode ser decorrente de mutações ou de 

alterações epigenéticas geradoras de mecanismos como a diminuação da expressão do alvo 

terapêutico ou a ativação de uma via de sinalização compensatória à afetada pelo 

antineoplásico.  

À nível molecular, evidências apontam que ambas classificações atuam, 

majoritariamente, nas mesmas vias - por exemplo, alta expressão de transportadores MDR 

está associada tanto à resistência intrínseca, quanto adaptativa (Tsuruo et al., 2003). Além de 

redundantes, não se sabe quais os mecanismos envolvidos no desenvolvimento de cada forma 

de resistência, nem se há distinção entre eles para cada uma das classificações (Haar et al., 

2012; Pisco e Huang, 2015).  

 

 

1.2 Heterogeneidade intratumoral: a importância de estudos de resistência de células 

únicas  

 

A tumorigênese é um processo raro e prolongado, pautado por sucessivas alterações 

genéticas que direcionam a conversão da célula normal em célula cancerosa. A geração dessas 

alterações genéticas ocorre de forma assimétrica entre as células que formarão o tumor, e 

podem acumular-se até produzir instabilidade genômica em meio às células mutadas. Assim, 

o tumor primário é composto por bilhões de células com diversos graus de sensibilidade a 

quimioterápicos: esta variabilidade é principalmente resultado da instabilidade genômica e de 

defeitos nos mecanismo de controle do ciclo celular (também associados com a proliferação 

descontrolada e aumento das alterações genéticas celulares) produzidos na tumorigênese 

(Hanahan e Weinberg, 2000). Ademais, fatores como a presença de zonas de nutrição e 

angiogênese diferenciadas dentro de um tumor, a infiltração de células normais e, a evolução 

clonal e a pressão seletiva positiva induzidas pela terapia, desempenham um importante papel 
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nessa heterogeneidade (Khoo et al., 2016). Logo, a heterogeneidade tumoral é considerada 

um dos fatores relacionados com a resistência às terapias antineoplásicas e, recentes avanços 

tecnológicos começaram a revelar sua verdadeira extensão (Patel et al., 2014). Variações 

tanto entre tumores como dentre um mesmo tumor já foram documentadas em diversos tipos 

tumorais, como de mama (Polyak, 2011), próstata (Brocks et al., 2014), ovário (Lee et al., 

2015) e especialmente glioblastoma (Sottoriva et al., 2013; Patel et al., 2014).  

O elevado grau de heterogeneidade intratumoral, apresentado por esses tumores, pode 

explicar a presença de subpopulações celulares resistentes a quimioterápicos (Swanton, 2012). 

A heterogeneidade intratumoral é gerada pela expansão de subpopulações geneticamente 

distintas durante a progressão do tumor; no entanto, não é conhecido se as subpopulações 

resistentes são provenientes da expansão clonal de uma única subpopulação da massa tumoral 

ou se são derivadas de várias subpopulações diferentes (Kreso et al., 2013). Desta forma, 

considerando o estudo da resposta crônica de linhagens de glioma a TMZ supracitado, que 

estratégia utilizar para estudar a parcela ínfima de células residuais resistentes a TMZ e, 

desvendar se tais células sobreviventes pertencem a mesma subpopulação? 

Conceitualmente, as células funcionam como unidades individuais ou organizadas em 

tecidos e órgãos. Apesar da aparente sincronia nos sistemas celulares, cada célula tem um 

comportamento único e exclusivo, que está de acordo com fatores genéticos, ambientais, além 

do ritmo individual da célula em processos cíclicos e metabólicos. Já foi mostrado, inclusive, 

que a heterogeneidade celular pode ocorrer mesmo em células irmãs recém-divididas 

(Spencer et al., 2009). Nosso grupo já demonstrou, em um estudo de células únicas, que 

tratamentos quimioterápicos podem induzir autofagia e senescência de forma dessincronizada 

entre células de uma mesma linhagem tumoral (Filippi-Chiela et al., 2015). Dessa maneira, os 

estudos de resistência tumoral que levam em conta análises populacionais de amostras podem 

mascarar características determinantes em células únicas ou tipos celulares, limitando nossa 

capacidade de compreender e desenvolver tratamentos para as células tumorais de maneira 

eficaz. Análises de células únicas têm emergido como uma importante estratégia para 

circunvir essas limitações, tornando possível observar variações na biologia tumoral 

individual das células, tais como morfologia celular, composição genética e expressão gênica 

ou proteômica (Khoo et al., 2016). Nesse contexto, a análise de ensaios de colônias originadas 

de células únicas pode representar uma nova estratégia metodológica a ser empregada no 

estudo da variabilidade de resposta de células únicas a quimioterápicos.  
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1.3 Análise de colônias originadas de células únicas como estratégia para estudos de 

resistência à quimioterápicos 

 

Em tese, uma colônia gerada in vitro a partir de célula única deveria ser composta por 

células-filhas genetica e fenotipicamente idênticas à célula de origem, partindo do princípio 

que a carga genética das células-filhas seja conservada ao longo das divisões celulares e que 

este genótipo segregado determine a semelhança do fenótipo de todas as células componentes 

de uma mesma colônia (Khare e Shaulsky, 2006). Desta forma, considerando a situação 

hipotética de um tratamento que seja capaz de eliminar 50% da população celular, se 

alterações genéticas estáveis e herdáveis forem responsáveis pelo fenótipo resistente, 

esperaria-se uma resposta homogênea dos clones: 50% das colônias seriam eliminadas por 

este tratamento e os restantes 50%, seriam resistentes. As colônias resistentes sobreviveriam 

uniformemente a terapia, enquanto o total de células das colônias sensíveis seria eliminado: 

essa resposta é considerada clonal.  

Essa concepção baseia-se no esquema de evolução somática Darwiniana, que propõe 

que a inovação fenotípica de uma célula - seja a aquisição de uma “hallmark” do câncer ou de 

resistência- é resultante unicamente e diretamente de uma mutação ou do acúmulo de 

mutações genômicas previamente à terapia, a qual selecionaria apenas as células mutantes 

aptas a sobreviver a uma situação adversa (Pisco e Huang, 2015). Dados de sequenciamento 

de nova geração fortalecem esse modelo, mostrando que o tumor recorrente conserva 

alterações genômicas-chaves do tumor primário, o que indica um padrão de evolução 

majoritariamente clonal (Kim et al., 2015). Entretanto, mesmo para tais estudos, ainda não 

está claro se a resistência emerge de alterações genômicas pré-existentes ou mutações de 

novo, em parte, devido aos limites de resolução do sequenciamento de nova geração, que 

podem subestimar a diversidade do tumor (Bhang et al., 2015; Khoo et al., 2016).  

Em adição, dados prévios do nosso grupo e da literatura, mostram que esse paradigma 

é confrontado por evidências de restauração da sensibilidade em células previamente 

resistentes a tratamentos após a remoção da pressão seletiva em cultura e na clínica (Riely et 

al., 2007; Lee et al., 2012). Ademais, a maioria dos protocolos para seleção de células 

resistentes, requer a exposição permanente ao agente quimioterápico (Mcdermott et al., 2014), 

fato que se contrapõe fortemente ao conceito de aquisição de um fenótipo resistente estável 

transmitido pelas próximas gerações. Essa condição experimental também não é condizente 

com a realidade: o regime terapêutico clínico é pautado por intervalos sem administração do 

quimioterápico, logo, as células selecionadas in vitro pelo protocolo podem não ser 
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representativas da resistência desenvolvida pelo paciente. À parte dos mecanismos genéticos 

de resistência já mencionados, processos como remodelamento de vias de sinalização de 

proliferação e de morte celular (Sergina et al., 2007), alterações epigenéticas (Sharma et al., 

2010) e influência do microambiente tumoral (Bissell e Labarge, 2005) podem produzir 

fenótipos heterogêneos em células com genótipos idênticos.  

Considerando tais observações, levanta-se a hipótese de que a instabilidade fenotípica 

pode modular o processo de resistência. Assim, retomando o exemplo anteriormente citado, 

utilizando-se do mesmo tratamento capaz de eliminar 50% da população celular, as colônias 

poderiam responder, também, de forma heterogênea, com a eliminação de 50% das células de 

cada uma das colônias formadas, resultando novamente em uma eficácia de 50%. Imagina-se 

uma única colônia dividida entre subpopulações de células de fenótipo resistentes, 

selecionadas pelo tratamento, e subpopulações fenotipicamente sensíveis, eliminadas pelo 

tratamento: esse caso é denominado de resistência subclonal.  

 

1.4 Hipóteses de origem de resistência subclonal 

 

A hipotética resistência heterogênea de uma mesma colônia pode ser resultante de 

alterações fenotípicas, genéticas e epigenéticas, induzidas pelo próprio fármaco que confere a 

estas a capacidade de sobreviver à presença da droga. Já foi demonstrado que um estresse 

citotóxico subletal, pode induzir um estado fenotípico resistente nas células tumorais residuais 

a priori não resistentes (Ciocca et al., 1992). De fato, há inúmeros trabalhos na literatura que 

relacionam quimioterápicos com indução de um fenótipo resistente ou de células-tronco 

tumorais (CSC)(Ciocca et al., 1992; Kavallaris et al., 2001; Sharma et al., 2010; Ghisolfi et 

al., 2012; Rosenzweig, 2012; Abubaker et al., 2013). Variados casos indicam que alterações 

genéticas não são suficientes para conduzir a resistência de células tumorais, mas, aliadas a 

processos não-genéticos, induzem resistência (Kavallaris et al., 2001).  

Células tumorais apresentam um status epigenético instável capaz de regular processos 

de reprogramação de células tumorais diferenciadas (mais sensíveis à terapia) para células-

tronco tumorais (CSC – mais resistentes). Define-se por epigenética, todos aqueles 

mecanismos que não provocam diretamente alterações na estrutura sequencial de bases do 

DNA - como metilação do DNA genômico, modificações das histonas e regulação de mRNAs 

- que geram o remodelamento da cromatina, interferindo na acessibilidade de regiões do DNA 

na transcrição gênica (Berdasco e Esteller, 2010). Essas modificações, na organização da 
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cromatina, garantem a herdabilidade de estados transcricionais responsáveis pela manutenção 

de um fenótipo durante uma condição (Vogel e Lassmann, 2014). No entanto, esse processo é 

reversível: assim, uma célula pode adquirir múltiplos estados fenotípicos funcionais, 

produzidos pelo mesmo genoma, em resposta a uma condição (Pisco e Huang, 2015). A 

exposição a uma determinada condição terapêutica pode agir como um fator exógeno, 

adicionando variabilidade de resposta dentro de uma mesma colônia originada por célula 

única. Ademais, células-tronco tumorais possuem a capacidade de, por meio de uma única 

divisão celular assimétrica, se auto-renovar e concomitantemente produzir uma célula 

diferenciada, originando uma subpopulação fenotipicamente distinta dentro de uma mesma 

colônia (Morrison e Kimble, 2006). 

Por fim, cada divisão celular torna possível a ocorrência de uma ou mais situações 

descritas acima e, o número crescente de divisões pelas quais as células tumorais 

componentes da mesma colônia passam, pode aumentar a instabilidade genética de cada uma. 

Por consequência, quanto maior a colônia, maior a possibilidade de surgimento de 

heterogeneidade inter-células e maior a variabilidade de fenótipos. Diante dessa hipótese, 

outra forma de averiguar a instabilidade da resistência, pode ser meio da medida do acúmulo 

de alterações durante as divisões celulares no período de formação da colônia, que pode dar 

origem à subpopulações dentro de uma mesma colônia gerada a partir de célula única. Não há 

referências na literatura sobre a instabilidade fenotípica da resistência ao longo das gerações.  

Portanto, considerando a existência de diversas possíveis formas de resistência, torna-

se fundamental conhecer a frequência de eventos de resposta clonal ou subclonal em colônias 

originadas de célula única e, principalmente, averiguar o nível de influência de características 

intrínsecas estáveis, e de processos produtores de fenótipos instáveis, como modulações 

epigenéticas e reprogramação celular, na geração de resistência. 

 

2. JUSTIFICATIVA 

 

A resistência à terapia é hoje um dos maiores obstáculo no tratamento e na pesquisa de 

propostas terapêuticas para diversos tipos de câncer. Frente ao alto grau de complexidade e de 

heterogeneidade dos tumores, o insucesso das terapias de aplicação clínica parece ser 

decorrente da capacidade de resistência e sobrevivência apresentada por uma pequena parte 

das células tumorais que, eventualmente, acaba levando à recorrência da doença. A 

observação da heterogeneidade de resposta a nível de célula única, portanto, pode ser 
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determinante para compreender os eventos de resistência e recidiva tumoral, já que a 

porcentagem não-responsiva do tumor é representada por uma parcela ínfima da população 

tumoral original. 

Apesar de a divisão celular produzir duas cópias geneticamente idênticas, evidências 

apontam que células-irmãs podem diferir fenotipicamente, caso já descrito para processos 

como senescência, autofagia (Filippi-Chiela et al., 2015), apoptose (Spencer et al., 2009) e 

ciclo celular (Sandler et al., 2015). Assim, levanta-se a hipótese de que células-irmãs possam 

responder heterogeneamente aos tratamentos antineoplásicos. As principais evidências que 

sustentam essa hipótese são: 

1.  A tumorigênese e a progressão tumoral compreendem a expansão de uma célula 

malignizada que, no entanto, é capaz de formar uma massa tumoral heterogênea, 

que responde de forma assimétrica a um tratamento (Gerlinger et al., 2012; Patel et 

al., 2014; Campos et al., 2016); 

2. A restauração da sensibilidade em células previamente resistentes a tratamentos 

relatada in vitro e na clínica, após a remoção da pressão seletiva (Riely et al., 

2007; Lee et al., 2012);  

3. A necessidade de exposição permanente ao agente quimioterápico em protocolos 

com a finalidade de seleção de células resistentes (Mcdermott et al., 2014).  

4. A falta de eficácia de terapias molecularmente direcionadas para alvos 

classicamente associados à resistência, como bombas de efluxo (Binkhathlan e 

Lavasanifar, 2013) e enzimas de reparo (Watson et al., 2010). 

Com relação às observações mencionadas, o presente trabalho tem o propósito de 

compreender a origem da subpopulação tumoral resistente e verificar a homogeneidade de 

resposta a quimioterápicos entre e, principalmente, dentro de colônias originadas de células 

únicas. 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

Analisar o perfil de resposta clonal in vitro a quimioterápicos em linhagens tumorais, 

avaliando a heterogeneidade do efeito destes a partir de colônias originadas de células únicas. 
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3.2 Objetivos específicos 

 Investigar a ocorrência de resposta heterogênea de colônias originadas de células 

únicas a tratamentos quimioterápicos; 

 Se observado heterogeneidade de resposta dentro de uma colônia originada de célula 

única, verificar se há correlação entre os eventos de resistência subclonal e diferentes 

linhagens celulares e/ou tratamentos; 

 Verificar se ocorrem alterações no mecanismo de proliferação celular, a nível clonal, 

após tratamentos quimioterápicos. 
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Resumo 

Objetivo: A sensibilidade in vitro a terapias antineoplásicas correlaciona-se pouco 

com a eficácia clínica em pacientes oncológicos, devido à sobrevivência de uma parcela 

ínfima de células tumorais resistentes que, eventualmente, levam a recorrência. Análises de 

célula-única, portanto, podem ser determinantes para a compreensão da resistência. Assim, 

o objetivo do trabalho é analisar o perfil de resposta clonal in vitro a quimioterápicos em 

linhagens tumorais, avaliando a heterogeneidade do efeito destes a partir de colônias 

originadas de células únicas.  

Materiais e Métodos: Células das linhagens U343 e U251 foram fotografadas 

diariamente até a formação de colônias compostas por 1 a 16 células ou, mantidas em 

cultura pelo tempo médio correspondente à formação de colônias de 50 células, calculado a 

partir de dados de Population Doubling (PD). O número de células plaqueadas foi baseado 

em dados prévios de eficiência clonogênica. Colônias formadas foram fotografadas e, em 

seguida, tratadas por três e cinco dias com Temozolomina (TMZ) e drogas adjuvantes 

(Mebendazol – MBZ, Vimblastina – VBL, Paclitaxel – PTX, Lomustina – CCNU e Cisplatina – 

CPT) nas suas doses plasmáticas. Após os tratamentos, as colônias foram fotografadas 

regularmente até o limite máximo do campo de captação da imagem. Dados morfométricos 

das colônias foram obtidos pelo programa ImageProPlus para a análise da área, do número 

de células e da densidade das colônias ao longo do tempo.  

Resultados: Foi registrada a seleção de sub-regiões celulares resistentes, com taxas 

de crescimento aparente distintas, dentro de colônias originadas de células únicas, 

principalmente após tratamento com VBL e MBZ: esse evento foi denominado de resistência 

subclonal. Todas as drogas testadas em U251 apresentaram a ocorrência de resistência 

subclonal, exceto PTX. Em U343, a maioria das colônias proliferativas são 

homogeneamente resistentes, embora tenham sido observados dois casos de resistência 

subclonal dentre seis colônias resistentes a VBL.  

Conclusão: Como conclusão, acreditava-se que uma colônia gerada a partir de célula 

única seria composta por células fenotípica e genotipicamente idênticas entre si e assim, 

responderia de forma homogênea aos quimioterápicos. No entanto, foi observado que, 

dentro de uma mesma colônia, a resposta a quimioterápicos também pode ser heterogênea, 

o que evidencia que o crescimento populacional da colônia pode não expressar uma 

uniformidade de fenótipo. Os dados reforçam que, mesmo dentre clones, a resposta de 

células-únicas pode ser o ponto decisivo para a resistência e o reestabelecimento do tumor.  

 

Palavras-Chave: Glioma, Resistência, Colônias Originadas de Células Únicas, 

Temozolomida. 
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Abreviações: TMZ, Temozolomida; MBZ, Mebendazol; VBL, Vimblastina; PTX, Paclitaxel; 

CCNU, Lomustina; CPT, Cisplatina; Cumulative Population Doubling, CPD; Population 

Doubling, PD; Cumulative Area Doubling, CAD; Area Doubling, AD; ICA, Índice de 

Crescimento Antes do Tratamento; ICD, Índice de Crescimento Durante o Tratamento; ICP, 

Índice de Crescimento Posteriormente ao Tratamento; CSC, células-tronco tumorais.  
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1. Introdução 

 

Quimioterapia é um dos principais métodos empregados para tratamento de 

pacientes oncológicos, porém, pode apresentar eficácia clínica limitada, devido ao 

desenvolvimento de resistência (Holohan et al., 2013).  Dados prévios de ensaios crônicos 

de proliferação celular mostram que linhagens de glioma tratadas com o quimioterápico de 

escolha para tratamento de glioblastoma (Temozolomida - TMZ), na sua dose plasmática 

(50 µM), comportam-se de maneira semelhante aos relatos clínicos (Silva A.O. et al., - 

dados submetidos para Experimental Cell Research, 2016). Inicialmente, todas as linhagens 

demonstram uma resposta satisfatória até o 12º dia, seguida de um crescimento progressivo 

da população celular sobrevivente. Independente da sensibilidade inicial, houve a 

manutenção de subpopulações com capacidade proliferativa após a terapia com TMZ, 

corroborando com dados da clínica que mostram uma redução inicial do volume tumoral 

acompanhado de uma posterior progressão do tumor (Van Meir et al., 2010). Salienta-se 

que tais dados foram gerados a partir de uma análise populacional, cujos resultados são 

baseados em uma média de milhares de células, que podem mascarar qualquer 

heterogeneidade de resposta a nível de célula única.  

São documentados inúmeros mecanismos de resistência a quimioterápicos, como o 

aumento da expressão de proteínas envolvidas no processo de efluxo de drogas 

(Gottesman et al., 2002) e de proteínas anti-apoptóticas (Shi et al., 2010), além da 

modulação dos sistemas de reparo de danos ao DNA (Kitange et al., 2016, Perazzoli et al., 

2015). Estudos revelam que as alterações nesses mecanismos podem ser produto de 

translocações ou mutações genéticas estáveis, transmitidas de forma íntegra às gerações 

seguintes (Holohan et al., 2013). Dentre os mecanismos de resistência à TMZ, o mais 

efetivo na reversão dos efeitos danosos induzidos pelo fármaco é a superexpressão da 

enzima de reparo O6-metilguanina DNA metil transferase (MGMT), que remove o 

grupamento alquil adicionado à guanina pela TMZ, prevenindo o mau pareamento com 

resíduos de timina durante a replicação do DNA (Fan et al., 2013). Entretanto, terapias 

molecularmente direcionadas para esses alvos apresentam pouco impacto terapêutico, 

como documentado para inibidores de proteínas de efluxo (Binkhathlan et al., 2013) ou para 

inibidores da enzima de reparo MGMT em gliomas resistentes à TMZ (Watson et al., 2010). 

Sabe-se que muitos tipos tumorais, especialmente glioblastoma, apresentam um 

elevado grau de heterogeneidade intratumoral, que pode explicar a presença de 

subpopulações celulares resistentes à terapia (Swanton, 2012). A heterogeneidade 

intratumoral é gerada pela expansão de subpopulações geneticamente distintas durante a 

progressão do tumor; no entanto, não é conhecido se as subpopulações resistentes são 

provenientes da expansão clonal de uma única subpopulação da massa tumoral ou se são 
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derivadas de várias subpopulações com capacidades distintas de resistência (Kreso et al., 

2013).  

Conceitualmente, uma colônia gerada in vitro a partir de célula única é composta por 

células-filhas geneticamente e fenotipicamente idênticas à célula de origem, partindo do 

princípio que a carga genética das células-filhas seja conservada ao longo das divisões 

celulares e que este genótipo segregado determine a semelhança do fenótipo de todas as 

células componentes de uma mesma colônia (Khare et al., 2006). Assim, considerando um 

tratamento que elimina 50% da população celular, se alterações genéticas estáveis e 

herdáveis forem responsáveis pelo fenótipo resistente, espera-se uma resposta homogênea 

dentro de uma colônia originada de célula única: 50% das colônias seriam totalmente 

eliminadas e as 50% restantes seriam totalmente resistentes ao tratamento.  

Entretanto, esse paradigma é confrontado por evidências de restauração da 

sensibilidade em células previamente resistentes a tratamentos após a remoção da pressão 

seletiva em cultura e na clínica, somadas à necessidade de exposição permanente ao 

fármaco em protocolos de seleção de células resistentes in vitro (Riely et al., 2007, Lee et 

al., 2012, McDermott et al., 2014). Apesar de a resistência genética ser extensamente 

descrita em tumores sólidos (Vogelstein et al., 2013), processos como remodelamento de 

vias de sinalização de proliferação e de morte celular (Sergina et al., 2007), alterações 

epigenéticas (Sharma et al., 2010) e influência do microambiente tumoral (Bissell et al., 

2005) podem produzir fenótipos heterogêneos em células com genótipos idênticos. 

Considerando tais observações, levanta-se a hipótese de que a instabilidade fenotípica pode 

modular o processo da resistência. Assim, para o mesmo tratamento que elimina 50% da 

população celular, as colônias poderiam responder também de forma heterogênea, com 

eliminação de 50% das células de cada uma das colônias formadas, resultando novamente 

na eficácia de 50% do tratamento. 

Portanto, considerando a existência de diversas possíveis formas de resistência, 

torna-se fundamental conhecer a frequência de eventos de resposta clonal ou subclonal em 

colônias originadas de célula única, a fim de traçar um perfil de resposta clonal de linhagens 

tumorais a quimioterápicos.  

 

2. Materiais e Métodos 

 

2.1. Cultura de Células 

 

As linhagens celulares de glioma (U251 e U343) foram adquiridas na 

Coleção Americana de Culturas de Tecido (ATCC, do inglês American Tissue Cell Culture). 

Todo material de cultura e reagentes foi adquirida da Gibco Laboratories (Grand Island, NY, 
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USA). As células foram cultivadas em meio DMEM, com baixa concentração de glicose e 

suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (FBS), 1% de penicilina/estreptomicina e 

0,1% de anfotericina B em estufa umidificada com 5% de CO2 a 37°C. O quimioterápicos 

TMZ e fármacos adjuvantes Mebendazol (MBZ), Vinblastina (VBL), Paclitaxel (PTX), 

Lomustina (CCNU) e Cisplatina (CPT) foram adquiridas da Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. 

Louis, MO, USA) e dissolvidas em dimetilsulfóxido (DMSO, Acros Organics, NJ, USA). 

 

2.2. Ensaio de Formação de Colônias 

 

Para análise da homogeneidade de resposta das colônias à quimioterápicos 

distintos, células das linhagens de glioma U343 e U251 foram semeadas e mantidas em 

cultura pelo tempo médio correspondente à formação de colônias de no mínimo 50 células 

(Franken et al., 2006). O tempo necessário foi calculado a partir de ensaios prévios de 

Cumulative Population Doubling (CPD), que indicam o número de duplicações da população 

celular ao longo do tempo (Heiss et al., 2007) (Fig. Suplementar 1SA e 1SB). O cálculo do 

número de células plaqueadas para a formação de cerca de 30 colônias por poço foi 

baseado em dados prévios de Eficiência Clonogênica (Fig. Suplementar 1SC). As colônias 

foram previamente fotografadas e tratadas por 5 dias com as respectivas drogas nas suas 

concentrações plasmáticas: TMZ (50 μM), Mebendazol (MBZ, 500 nM), Vimblastina (VBL, 5 

nM), Paclitaxel (PTX, 1 μM) e Lomustina (CCNU, 35 μM). Micrografias foram adquiridas em 

microscópio invertido de fluorescência modelo Zeiss Axiovert 200.  

Após o período de tratamento, as colônias em meio livre de quimioterápico 

foram fotografadas regularmente até o limite máximo do campo de captação da imagem e a 

quantificação da área absoluta das colônias foi obtida pelo programa Image ProPlus. Após 

os limites da colônia ultrapassarem os limites de captação das micrografias, a área relativa 

foi calculada através da medida do diâmetro das colônias. Os dados morfométricos foram 

utilizados para o cálculo do índice de duplicação de área (Area Doubling – AD) das colônias 

ao longo do tempo, obtido através da fórmula AD= (ln A(Tf) – ln A(To) ) / ln 2, sendo que 

A(Tf) corresponde à área final de cada colônia no momento do registro da micrografia e 

A(To), à área inicial da colônia no registro anterior. O número de células de cada colônia 

será obtido através de contagem utilizando o software ImageJ e o dado gerado foi usado 

para cálculo do índice de duplicação da população (Population Doubling – PD) das colônias 

ao longo do tempo, representado pela fórmula PD= ( ln N(Tf) – ln N(To) ) / ln 2, sendo que 

N(Tf) corresponde ao número final de células da colônia e N(To), ao número de células da 

colônia no registro anterior. Número de células de colônias muito extensas ou densas foi 

estimado por regra de três simples. A densidade individual das colônias foi calculada a partir 

da relação entre os valores brutos de número de células e de área. As colônias resistentes 

http://www.zeiss.de/axiovert200


21 

 

aos tratamentos foram qualitativamente classificadas entre colônias uniformemente 

resistentes aos tratamentos em sua extensão (resistência clonal) e, colônias parcialmente 

sensíveis, que se fragmentaram em sub-regiões compostas por células sobreviventes após 

os tratamentos quimioterápicos, evento chamado de resistência subclonal.  

Para análise da velocidade de crescimento das colônias, imagens foram 

captadas pelo citômetro de células aderidas MiniMax 300 acoplado a plataforma de 

detecção Spectra Max I3 (Molecular Devices). Células da linhagem U251, U343 foram 

fotografadas diariamente até a formação de colônias de 1 a 4 células e de 4 a 16 células.  A 

partir de então, foram tratadas com TMZ 50 µM, MBZ 500 nM, VBL 5 nM e CPT 8,5 µM por 

três dias e fotografadas regularmente. O número de células das colônias foi obtido para o 

cálculo da média de PDs/dia da colônia para três períodos: antes do tratamento (tempo varia 

de 1 a 2 dias), durante o tratamento (tempo fixo de 3 dias) e após o tratamento (4 a 6 dias 

após tratamento). Índices de Crescimento Antes (ICA), Durante (ICD) e Posteriormente 

(ICP) ao tratamento foram calculados pela respectiva fórmula: 

IC=(𝑃𝐷1º 𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑝𝑒𝑟í𝑜𝑑𝑜+...+𝑃𝐷ú𝑙𝑡𝑖𝑚𝑜 𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑝𝑒𝑟í𝑜𝑑𝑜)/Nº de dias do período.  

 

3. Resultados 

 

Com a finalidade de verificar a homogeneidade de efeito de quimioterápicos em 

colônias originadas de células únicas, células das linhagens de glioma U343 e U251 foram 

semeadas em baixa confluência e mantidas em cultura pelo tempo médio necessário para a 

formação de colônias de 50 células, calculado por meio de dados populacionais. O tempo 

estipulado para cada linhagem originou colônias em um amplo espectro de áreas (colônia 

que duplicaram a área de 2 a 4 vezes desde a célula inicial) (Fig. 1 e 3) e de número de 

células iniciais (entre 2 a 8 duplicações do número de células desde a célula única, ou seja, 

a formação de colônias pré-tratadas com número de 30 a 200 células) (Fig. 2 e 4), 

mostrando que cada célula única tem uma taxa de divisão celular particular, suprimida em 

análises populacionais. Após essa faixa de tempo, as colônias formadas foram tratadas por 

5 dias com TMZ e drogas adjuvantes. 

 

3.1 Colônias originadas de células únicas das linhagens U343 e U251 respondem 

diferentemente ao tratamento com TMZ 

 

A maioria das colônias da linhagem U251 apresentou uma leve diminuição na área e 

no número de células entre um a seis dias após o tratamento com TMZ, posteriormente 

retomando uma taxa de AD e PD similar aos controles, que pode ser visualizada no gráfico 

ao se comparar a inclinação das retas referentes aos controles com as retas das colônias 
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tratadas (Fig. 1B. e 2A). Se compararmos com as micrografias controle, as colônias de U251 

tratadas com TMZ apresentaram uma sensibilidade parcial, responsável pela redução da 

densidade celular da colônia, apesar de manter um valor de área semelhante ao controle 

(Fig. 1B). 

Colônias da linhagem U343 apresentaram aumento gradativo na área das colônias 

após o tratamento com TMZ, entretanto, diferentemente do observada em colônias de U251, 

o número de células visualmente se mantinha bastante similar durante o período analisado 

(Fig. 3B e 4A). As micrografias mostram colônias formadas por células não proliferativas 

com morfologia senescente, bem distintas dos controles. 

Outro agente alquilante testado, CCNU, apresentou efeitos similares aos descritos 

para TMZ nas duas linhagens testadas, porém, não foi eficaz na alteração da área, nem do 

número de células das colônias pós- tratamento (Fig. Suplementar 2SC e 3SC). 
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Figura 1. Cumulative Area Doubling (CAD) das Colônias da Linhagem U251 tratadas com TMZ, 
MBZ e VBL. (A) Células foram mantidas em cultura por sete dias, tratadas com quimioterápico 
correspondente por cinco dias e acompanhadas até que se mantivessem íntegras, conforme 
esquema. (B,C,D) Controles estão representados em linhas pretas e, o conjunto de colônias tratadas 
de cada experimento independente, em linhas coloridas. Linhas em tons mais claros representam 
colônias classificadas como não-proliferativa e linhas em tons mais escuros representam colônias 
classificadas como proliferativas. Essa classificação foi feita com base nas micrografias. As áreas 
estimadas foram obtidas quando os limites da colônia ultrapassavam os limites de captação das 
micrografias. No lado direito de cada quadro, uma sequência de micrografias representativa de cada 
população presente na análise. A evolução de CAD das micrografias representativas está apontada 
pelas setas pretas (controle) e coloridas (tratadas). 

A 

B. 

C. 

D. 
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Figura 2. Cumulative Population Doubling (CPD) das Colônias com Aumento de Área da 
Linhagem U251 tratadas com TMZ, MBZ e VBL. Controles estão representados em linhas pretas e, 
o conjunto de colônias tratadas de cada experimento independente, em linhas coloridas. Linhas em 
tons mais claros representam colônias classificadas como colônias com aumento de área não-
proliferativo e linhas em tons mais escuros representam colônias classificadas como com aumento de 
área proliferativo. 
 
 

A. 

B. 

C. 
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Figura 3. Cumulative Area Doubling (CAD) das Colônias da Linhagem U343 tratadas com TMZ, 
MBZ e VBL. (A) Células foram mantidas em cultura por sete dias, tratadas com quimioterápico 
correspondente por cinco dias e acompanhadas até que se mantivessem íntegras, conforme 
esquema. (B,C,D) Controles estão representados em linhas pretas e, o conjunto de colônias tratadas 
de cada experimento independente, em linhas coloridas. Linhas em tons mais claros representam 
colônias classificadas como não-proliferativa e linhas em tons mais escuros representam colônias 
classificadas como proliferativas. Essa classificação foi feita com base nas micrografias. As áreas 
estimadas foram obtidas quando os limites da colônia ultrapassavam os limites de captação das 
micrografias. No lado direito de cada quadro, uma sequência de micrografias representativa de cada 
população presente na análise. A evolução de CAD das micrografias representativas está apontada 
pelas setas pretas (controle) e coloridas (tratadas). 

A 

B. 

C. 

D. 
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Figura 4. Cumulative Population Doubling (CPD) das Colônias com Aumento de Área da 
Linhagem U343 tratadas com TMZ, MBZ e VBL. Controles estão representados em linhas pretas e, 
o conjunto de colônias tratadas de cada experimento independente, em linhas coloridas. Linhas em 
tons mais claros representam colônias classificadas como colônias com aumento de área não-
proliferativo e linhas em tons mais escuros representam colônias classificadas como com aumento de 
área proliferativo.  

 

A. 

B. 

C. 
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3.2 Colônias originadas de células únicas da linhagem U343, com aumento de área 

após tratamentos quimioterápicos, subdividem-se em colônias com aumento de área 

proliferativo e colônias com aumento de área não-proliferativo 

 

Para as colônias de U343 tratadas com VBL, um inibidor de microtúbulos, distingue-

se dois grupos: 1) colônias cuja área foi reduzida, refletindo o desencadeamento de 

mecanismos antiproliferativos (Fig. 5C) e outro subgrupo, 2) colônias com aumento 

progressivo de área, similar ao observado para o tratamento com TMZ (Fig. 5D e 5E). A 

análise das micrografias das colônias, ao longo do tempo, revelou que o subgrupo com 

expansão de área apresentava-se subdividido em: 2.a) colônias com número crescente de 

células ao longo do tempo (Fig. 5E) e 2.b) colônias em que o número de células se mantinha 

bastante similar durante período analisado após o tratamento, porém a área correspondente 

a cada uma das células da colônia aumentava ao longo da análise (Fig. 5D). 
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Figura 5. Cumulative Area Doubling (CAD) das Colônias da Linhagem U343 tratadas com VBL. 
(A) A evolução de CAD das micrografias representativas está apontada pelas setas pretas (controle) 
e coloridas (tratadas). Abaixo, uma sequência de micrografias representativa de cada população 
observada na análise: (B) Colônia Controle; (C) Colônia com redução de área; Colônias com aumento 
de área, subdivididas em: (D) com número constante de células; (E) com número crescente de 
células ao longo do tempo. 
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A fim de esclarecer esse viés, foi realizada a contagem do número de células das 

colônias com aumento de área (Fig. 4). A contagem do número de células ao longo do 

tempo confirmou a avaliação qualitativa, classificando o subgrupo com aumento progressivo 

de área em colônias com aumento de área proliferativo e em colônias com aumento de área 

não-proliferativo. Ainda para as colônias de U343, o tratamento com MBZ produziu efeitos 

bem parecidos aos de VBL, sendo que ambas drogas possuem mecanismo de ação bem 

similares (Fig. 3C).  

Comprovou-se, ainda, que a medição da progressão das colônias ao longo do tempo 

através da área, pode gerar falsos positivos, como representado pelas colônias não 

proliferativas com expansão de área. Para uma análise mais detalhada, realizou-se o 

acompanhamento da densidade das colônias, que mostrou uma separação entre colônias 

de U343 não proliferativas com aumento de área (logo, pouco densas) e colônias 

proliferativas com aumento de área (muito densas) (Fig. 6). As colônias classificadas como 

não-proliferativas com aumento de área, mantiveram uma densidade abaixo de 5 após o 

tratamento (Fig. 6A). Para as colônias controle ou colônias altamente proliferativas, que 

alcançam o limiar de detecção do método de contagem ou de medição de área utilizados, a 

densidade também tende a ficar constante, mas predominantemente maior que 5 ao longo 

da análise: as limitações do método de contagem subestimam o número de células quando 

a colônia fica muito confluente, assim, o número de células é estimado em proporção com a 

área da colônia, o que estabelece uma relação direta e constante entre as duas variáveis. 

Houve casos de colônias pouco densas mas proliferativas, que foram classificadas com 

base no crescimento celular observado nas micrografias (Fig. 6B e Fig.6C). Um maior tempo 

de análise culminaria no aumento da densidade de tais colônias.  
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Figura 6. Evolução da Densidade das Colônias com Aumento de Área da Linhagem U342 após 
o tratamento com TMZ, MBZ e VBL. Controles estão representados em linhas pretas e, o conjunto 
de colônias tratadas de cada experimento independente, em linhas coloridas. Linhas em tons mais 
claros representam colônias classificadas como colônias com aumento de área não-proliferativo e 
linhas em tons mais escuros representam colônias classificadas como com aumento de área 
proliferativo. Linhas pontilhadas correspondem à densidade estimada. Seta indica evolução da 
densidade da colônia representativa, à direita. Marcador circular representa colônias parcialmente 
resistentes ao tratamento, evento denominado de resistência subclonal. 
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Figura 7. Evolução da Densidade das Colônias com Aumento de Área da Linhagem U251 após 
o tratamento com TMZ, MBZ e VBL. Controles estão representados em linhas pretas e, o conjunto 
de colônias tratadas de cada experimento independente, em linhas coloridas. Linhas em tons mais 
claros representam colônias classificadas como colônias com aumento de área não-proliferativo e 
linhas em tons mais escuros representam colônias classificadas como com aumento de área 
proliferativo. Linhas pontilhadas correspondem à densidade estimada. Seta indica evolução da 
densidade da colônia representativa, à direita. Marcador circular representa colônias parcialmente 
resistentes ao tratamento, evento denominado de resistência subclonal. 
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A linhagem U251, diferentemente de U343, não apresenta a subdivisão dentro do 

grupo de colônias com expansão gradual de área. A contagem do número de células das 

colônias com expansão de área indica que o aumento de área é proveniente de proliferação 

celular (Fig. 2). Para as duas linhagens, não parece haver uma tendência clara de maior 

sensibilidade ao quimioterápico em colônias intrinsecamente mais proliferativas no período 

de formação das colônias, nem dentre as menos proliferativas (Fig. 1, 2, 3 e 4). O 

tratamento com o anti-mitótico PTX na sua dose plasmática não apresentou nenhuma 

colônia resistente proliferativa tanto de U251 como de U343 (Fig. 2SC e 3SC). 

 

3.3 Colônias originada de células única da linhagem U251 apresentam ocorrência de 

Resistência Subclonal aos tratamentos testados 

 

 Foram registradas casos de heterogeneidade de resposta dentro de colônias 

originadas de células únicas, nas quais o tratamento resultou na eliminação de grande parte 

das células componentes de uma colônia, acarretando o surgimento de subregiões 

compostas por células resistentes, evento que denominamos de Resistência Subclonal. 

Essa observação evidencia que, apesar da definição de que “uma colônia originada de 

célula única é constituída por clones da célula inicial”, a colônia pode não expressar 

uniformemente o fenótipo resistente.  

Todas as colônias resistentes a VBL e a MBZ da linhagem U251 foram classificada 

como colônias contendo regiões de resistência subclonal (Fig. 1C, 1D e Fig. 2B, 2C). Para o 

tratamento com MBZ, observa-se colônias que reduzem sua área e seu número de células a 

partir do 5º dia pós-terapia, mas retomam sua expansão de área com aumento gradual no 

número de células, entre o 9º e 12º dia de análise, o que evidencia a expansão de 

populações subclonais (Fig. 8). 
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Figura 8. Colônias da linhagem U251 classificadas como de resistência subclonal após 
tratamento com MBZ. Acima, a evolução da área de cada exemplo ilustrado. 
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Este quadro pode ser melhor evidenciado através da análise de uma colônia 

específica de U251 tratada com VBL (Fig. 9): no 5º dia, observa-se a redução no número de 

células da colônia e manutenção de algumas células sobreviventes ao período de exposição 

à droga. Ao 9º dia, nota-se o surgimento de duas células com morfologia semelhante à de 

células senescentes. Possivelmente ambas as células são provenientes de algum(s) 

subclone(s) selecionados imediatamente após a remoção do quimioterápico. Ao longo do 

tempo, algumas subpopulações começam a se expandir, enquanto outras, aparentemente, 

permanecem não proliferativas. Se for observada a velocidade de proliferação de cada 

subclone, podem-se destacar quatro subpopulações com fenótipos diferentes: a 

subpopulação de células sensíveis a VBL, as subpopulações que originam as células com 

morfologia senescente e, por último, subpopulações com perfis de proliferação distintos (os 

subclones menos proliferativos e a subpopulação ressaltada em amarelo, que é a mais 

proliferativa e a maior responsável pela expansão final da colônia). 
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Figura 9. Colônia da linhagem U251 classificadas como de resistência subclonal após 
tratamento com VBL. Acima, a evolução da área do exemplo ilustrado. Setas apontam localização 
de células com morfologia senescente. Em amarelo, destaca-se populações subclonais com alta 
atividade proliferativa, que se distinguem das demais. 

 

 

A análise de densidade das colônias da linhagem U251, após o tratamento, indicou 

uma diminuição da inicial da densidade para os tratamentos TMZ, MBZ e VBL. No entanto, 

para a maioria dos casos classificados como de resistência subclonal desenvolvidos por 

MBZ e VBL, a redução aguda na densidade da colônia foi seguida pelo aumento drástico 

entre o 12º e 15º dias de análise, que corrobora com a análise do número de células da 

colônia. Isso aponta uma sensibilidade parcial, seguido pelo repovoamento da colônia por 

subpopulações proliferativas (Fig. 7). 

  

3.4 Colônias originadas de células únicas de U343 e U251 respondem diferentemente 

aos quimioterápicos testados 
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Em resumo, as linhagens U251 e U343 respondem de forma diferente aos 

tratamentos: U343 apresenta colônias com aumento de área sem proliferação celular, 

enquanto todas as colônias de U251 que apresentam células resistentes após o tratamento 

são proliferativas (Fig. 10A).  

Todas as drogas testadas em U251 apresentaram a ocorrência de resistência de, 

pelo menos, uma fração da colônia, denominada de resistência subclonal, exceto PTX, que 

desencadeou morte celular em todas colônias (Fig. 10B). Em U343, a maioria das colônias 

proliferativas são homogeneamente resistentes, embora seja observada a ocorrência de 2 

casos de resistência subclonal para VBL entre 6 colônias resistentes (Fig. 10C).  
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Figura 10. Perfil da resposta das colônias pós-tratamento. (A) Porcentagem de colônias com 
aumento de área. (B) e (C) Perfil de resistência das colônias pós-tratamento. Colônias com aumento 
de área proliferativo foram classificadas quanto ao tipo de resistência. 
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3.5 TMZ e CPT apresentam toxicidade tardia, enquanto MBZ e VBL apresentam 

citotoxicidade aguda em colônias da linhagem U251 

 

Para verificar a dinâmica de resposta das colônias aos tratamentos, foi calculada a 

velocidade média de crescimento de cada colônia através do número de duplicação da 

população a cada dia, representado pela sigla PD/dia, para três períodos da análise: antes, 

durante e posteriormente ao tratamento (Fig. 11). Com a mesma finalidade, também foi feita 

a classificação das colônias quanto ao crescimento nos três períodos (Fig. 12).  

 

 

Figura 11. Velocidade de crescimento das colônias de U251 (A) e U343 (B) antes, durante e 
após tratamentos com TMZ, MBZ, VBL e CPT. Cada marcador circular representa uma colônia. As 
cores representam o tratamento testado, cujos experimentos independentes estão dispostos lado a 
lado, em fileiras, no eixo horizontal.  

 

 

A. B. 
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Figura 12. Dinâmica de resposta das colônias de U251 (A) e U343 (B) aos quimioterápicos TMZ, 
MBZ, VBL e CPT. Com base no número de células finais e iniciais de cada colônia antes (CA), 
durante (CD) e após (CP) os tratamentos, classificou-se cada colônia como: de Crescimento + (nº 
final de células > nº inicial de células), de Crescimento – (nº final de células < nº inicial de células), de 
Crescimento nulo (nº final de células = nº inicial de células). Colônias com nº final de células = 0 
foram consideradas mortas, logo, sem crescimento.   

 

Uma minoria de células únicas quantificadas na faixa de pré-tratamento, apresentou 

crescimento nulo desde o plaqueamento, o que é explicado pela dificuldade de adaptação 

da célula e pela eficiência clonogênica individual de cada linhagem. A porcentagem de 

células classificadas como de crescimento nulo durante o período de formação das colônias 

não excedeu as valores de eficiência clonogênica de cada linhagem. 

A maioria das colônias da linhagem U251 não alterou sua velocidade de crescimento 

em resposta a TMZ e CPT; entretanto, foi verificado, no período pós-tratamento, uma 

redução da velocidade de crescimento e do número de células da minoria de colônias de 

U251 afetadas por TMZ e CPT. Assim, os agentes alquilantes apresentaram um efeito 

citotóxico tardio, verificado após o tratamento.  

Em contrapartida, VBL e MBZ diminuem drasticamente a velocidade de crescimento 

e o número de células das colônias de U251 ainda durante o tratamento: cerca de 75% e 

55% das colônias mostraram redução no crescimento, respectivamente, no período. Esse 

efeito agudo se estende até o período pós- tratamento, culminando na eliminação completa 

A. 

B. 
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de cerca de 39% das colônias tratadas com VBL e 37% das colônias tratadas com MBZ. 

Porém, observa-se, tanto para VBL, quanto para MBZ, um aumento de 14% e 5% de 

colônias com crescimento + após o tratamento, respectivamente, relativo ao período de 

tratamento, que voltam a proliferar após o estresse terapêutico. Considerando o alto 

percentual de colônias com crescimento – ao longo do tratamento e as observações de 

resistência subclonal, VBL e MBZ podem selecionar subpopulações resistentes dentro das 

colônias durante o tratamento, que reestabelecem sua velocidade de proliferação normal 

após o tratamento. 

 

3.6 Os quimioterápicos TMZ, CPT e VBL apresentam um efeito tardio e citostático em 

U343 

 

As colônias da linhagem U343 respondem de forma bem semelhante aos 

quimioterápicos TMZ, CPT e MBZ durante o tratamento: ocorre uma leve diminuição da 

velocidade de crescimento das colônias, decorrente, principalmente, por parada no 

crescimento das colônias durante o tratamento. O período de maior efeito nas colônias 

tratadas com MBZ parece ser o período do pós-tratamento, onde constatou-se um aumento 

de até 33% de colônias com crescimento nulo após a exposição à droga. Igualmente, 

sobretudo no período pós- tratamento com CPT e TMZ, observa-se um aumento de colônias 

com crescimento nulo ou crescimento negativo. Desta forma, diferente de U251, a maioria 

dos quimioterápicos testados apresentou um efeito majoritariamente citostático nas colônias 

de U343. 

A exceção foi VBL, que apresentou toxicidade aguda e reduziu a velocidade de 

crescimento das colônias, em decorrência da diminuição de suas densidades, já durante o 

tratamento.  

 

4. Discussão 

 

Acreditava-se que uma colônia gerada, in vitro, a partir de célula única, seria 

composta por células idênticas fenotípica e genotipicamente e, assim, responderia de forma 

uniforme às terapias. Foi levantada a hipótese de que dentro de uma mesma colônia, a 

resposta a quimioterápicos poderia ser heterogênea. Os dados concluem que a resistência 

pode ser uma mescla das duas hipóteses. 

A resistência de uma parcela de células de uma mesma colônia pode ser resultante 

de alterações genotípicas e epigenéticas induzidas pelo próprio fármaco que conferem a 

estas a capacidade de sobreviver à presença da droga. Inúmeras análises do perfil 

mutacional de gliomas descrevem uma série de tumores recorrentes apresentando um perfil 
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hipermutado após o tratamento com TMZ (Kim et al., 2015), alguns carregando menos da 

metade das mutações do tumor inicial (Johnson et al., 2014). Apesar da mutagenicidade, 

TMZ apresentou baixa frequência de ocorrência de resistência subclonal. Assim, a 

resistência pode independer de alterações genéticas induzidas pelo fármaco, mas sim da 

flutuação estocástica de processos celulares, que geram uma variabilidade de fenótipos 

passageiros em populações clonais (Pisco et al., 2015). Esses processos podem estar 

associados a flutuações de miRNAs (Blake et al., 2003), síntese e degradação proteica 

diferenciada (Sigal et al., 2006, Ansel et al., 2008), divisão do conteúdo celular inapropriada 

na mitose (Huh et al., 2011), entre outros processos dinâmicos, nos quais a célula pode 

distribuir-se, ao longo do tempo, em estados que a tornam menos suscetível ao mecanismo 

de ação dos fármacos (Huang, 2009). Um dos mais elucidados mecanismos que pode 

apresentar uma alta influência no desenvolvimento do fenótipo resistente é o mecanismo de 

controle e regulação do ciclo celular.  

Assim como CPT e CCNU, TMZ é um quimioterápico no qual sua atividade é 

altamente dependente da passagem pela fase S do ciclo celular: os três têm efeito danoso 

cumulativo dependente da adição de bases que causam o pareamento errôneo ao longo das 

replicações do DNA e, consequentemente, ciclos fúteis de reparo, sendo necessário mínimo 

de dois ciclos celulares para bloqueio em G2 ou indução de morte celular após tratamento 

com TMZ (Zhang et al., 2012). Em concordância com nossos dados, esses agentes 

apresentam toxicidade tardia. Uma porção significativa de colônias, com número inicial de 1 

a 8 células, não alterou o crescimento mesmo após tratamento com CPT e TMZ: as células 

sobreviventes podem não necessariamente ser resistentes aos quimioterápicos, mas 

simplesmente podem não ter entrado na fase proliferativa durante os três dias de 

tratamento, evadindo do efeito mutagênico do fármaco.  

Seja na duração de cada uma das etapas ou no processo de transição entre fase 

proliferativa e fase G0, a progressão no ciclo celular não é populacionalmente sincronizada 

(Spencer et al., 2013), mesmo entre células recém divididas (Sandler et al., 2015). Já foi 

demonstrada uma baixa correlação de duração do ciclo celular entre células-irmãs e alta 

entre células-primas (Sandler et al., 2015), o que implica dizer que, para haver distinção 

entre grupos de células sincronizadas numa colônia são necessárias três gerações. A 

variabilidade de distribuição das células entre as fases do ciclo celular no momento da 

terapia pode produzir uma resposta muito difusa dentro da colônia, já que a duração no ciclo 

celular não é herdável entre célula-mãe e filha e, as células sincronizadas podem estar 

amplamente distribuídas na colônia. Assim, o que pode ser visualizado é uma redução na 

densidade geral das colônias, conforme observado após o tratamento com TMZ. Ademais, o 

desfecho de cada célula afetada depende do tempo que ela leva para dividir-se, ao menos, 

duas vezes. A morte de células afetadas, provenientes da mesma colônia, pode diluir-se a 
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partir da proliferação das células resistentes, o que pode ter dificultado a verificação de 

resistência subclonal a agentes alquilantes através da metodologia utilizada.   

Define-se por epigenética, mecanismos não-genéticos, herdáveis e reversíveis, que 

geram o remodelamento da cromatina, interferindo na acessibilidade de regiões do DNA na 

transcrição gênica (Berdasco et al., 2010, Vogel et al., 2014). Células tumorais apresentam 

um status epigenético instável capaz de regular processos de reprogramação de células 

tumorais de um estágio de elevada diferenciação para um estado de células-tronco tumorais 

(CSC) uma vez expostas a uma condição terapêutica, evento já descrito em glioblastoma 

pós-tratamento com TMZ (Chen et al., 2012). Ademais, CSC possuem a capacidade de se 

auto-renovar e, concomitantemente, produzir uma célula diferenciada, por meio de uma 

única divisão celular assimétrica, originando uma subpopulação fenotipicamente distinta 

dentro da mesma colônia (Morrison et al., 2006). 

Ressalta-se, ainda, que drogas não mutagênicas, como os inibidores da 

polimerização dos microtúbulos MBZ e VBL, apresentaram os resultados mais significativos 

de resistência subclonal. O número crescente de divisões pelas quais as células tumorais 

componentes da mesma colônia passam, pode aumentar a instabilidade genética de cada 

uma. Por consequência, quanto maior a colônia, maior a possibilidade de surgimento de 

heterogeneidade inter-células e maior a variabilidade de fenótipos. Diante dessa hipótese, 

outra forma de averiguar a instabilidade da resistência, pode ser por meio da medida do 

acúmulo de alterações durante as divisões celulares no período de formação da colônia. 

Nossos dados mostraram que cinco a oito divisões celulares são suficientes para 

produzir uma resposta heterogênea dentro de uma colônia originada de célula única. É 

possível que as colônias que apresentaram resistência clonal sejam compostas por células 

que ainda não se dividiram o suficiente para produzir fenótipos diferentes de resistência ao 

quimioterápico dentro da mesma colônia. 

A dinâmica de resposta das linhagens aos anti-mitóticos é distinta dos demais 

fármacos. Um dos principais mecanismos de resistência intrínseca a essa classe, decorre 

da expressão de isoformas distintas do monômero β-tubulina, que diferem na afinidade de 

ligação com anti-mitóticos, o que pode permitir segregação cromossômica aberrante durante 

a mitose (Cabral, 2001).  Entretanto, a célula apresenta pontos de checagem durante a 

intérfase (G2/M, principal responsável pela verificação da correta replicação do DNA) e 

mitose (verifica má formação do fuso mitótico e ligação centrômero/fuso), que leva a 

ativação de apoptose ou parada prolongada no ciclo celular (Sacristan et al., 2015). Caso a 

célula progrida para mitose devido a falhas nos pontos de checagem, pode sofrer catástrofe 

mitótica, a fim de prevenir aneuploidização no próximo ciclo (Castedo et al., 2004). A 

toxicidade de VBL e MBZ é aguda e a resposta celular ao dano nos microtúbulos tende a ser 

mais rápida, de acordo com a eficiência dos pontos de checagem que reconhecem os danos 
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causados pelo tratamento e rapidamente respondem através da ativação de vias de 

sinalização que levam estas células à morte celular programada.  

A linhagem U343 responde aos tratamentos diferentemente de U251: foi observado, 

principalmente após tratamento com TMZ, colônias com velocidade e crescimento nulos, 

compostas por células não-proliferativas com aumento de área, formato plano e alargado, 

uma morfologia distinta das células proliferativa. Tais alterações morfológicas são 

associadas às células senescentes (Bayreuther et al., 1988). Além disso, diferentemente de 

U343, a linhagem U251 apresenta p53 mutada (Asai et al., 1994). Evidências sustentam 

que, mediante diversos estímulos e vias de sinalização, p53 é importante para indução de 

senescência (Kong et al., 2011). Dados prévios não mostram efeito de senescência 

considerável em U251 após tratamento com TMZ, porém, a indução de senescência na 

linhagem U343 é de 97%, o que fortalece os indícios de desencadeamento de senescência 

em cultura por parte do quimioterápico (Silva A.O. et al., - dados submetidos para 

Experimental Cell Research, 2016). 

Como perspectiva, pretende-se automatizar a contagem das células, por meio de 

marcadores fluorescentes, para uma análise mais detalhada do que origina os eventos de 

resistência subclonal e da distribuição de fenótipos de resistência dentro de uma colônia 

originada de célula única.  
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Material Suplementar 

 

 

Figura Suplementar 1S. (A). O tempo de formação de colônias em cultura foi baseado em dados de 
ensaios de Population Doubling, calculado pela fórmula acima. Cada PD representa uma duplicação 
da população celular, sendo necessário 5,6 duplicações para a formação de colônias com 50 células. 
(B) Isso corresponde a cerca de 7 dias em cultura para a linhagem U251 e cerca de 9 dias para a 
linhagem U343. (C). Eficiência Clonogênica das linhagens U251 e U343. O gráfico indica a 
porcentagem de células semeadas capazes de formar colônias. 

 

C. 

A. 

B. 
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Figura Suplementar 2S. Cumulative Area Doubling (CAD) das Colônias da Linhagem U251 
tratadas com PTX e CCNU. (A) Células foram mantidas em cultura por sete dias, tratadas com 
quimioterápico correspondente por cinco dias e acompanhadas até que se mantivessem íntegras, 
conforme esquema. (B,C) Controles estão representados em linhas pretas e, o conjunto de colônias 
tratadas de cada experimento independente, em linhas coloridas. Linhas em tons mais claros 
representam colônias classificadas como não-proliferativa e linhas em tons mais escuros representam 
colônias classificadas como proliferativas. Essa classificação foi feita com base nas micrografias. As 
áreas estimadas foram obtidas quando os limites da colônia ultrapassavam os limites de captação 
das micrografias. No lado direito de cada quadro, uma sequência de micrografias representativa de 
cada população presente na análise. A evolução de CAD das micrografias representativas está 
apontada pelas setas pretas (controle) e coloridas (tratadas). 
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Figura Suplementar 3S. Cumulative Area Doubling (CAD) das Colônias da Linhagem U343 
tratadas com PTX e CCNU. (A) Células foram mantidas em cultura por sete dias, tratadas com 
quimioterápico correspondente por cinco dias e acompanhadas até que se mantivessem íntegras, 
conforme esquema. (B,C) Controles estão representados em linhas pretas e, o conjunto de colônias 
tratadas de cada experimento independente, em linhas coloridas. Linhas em tons mais claros 
representam colônias classificadas como não-proliferativa e linhas em tons mais escuros representam 
colônias classificadas como proliferativas. Essa classificação foi feita com base nas micrografias. As 
áreas estimadas foram obtidas quando os limites da colônia ultrapassavam os limites de captação 
das micrografias. No lado direito de cada quadro, uma sequência de micrografias representativa de 
cada população presente na análise. A evolução de CAD das micrografias representativas está 
apontada pelas setas pretas (controle) e coloridas (tratadas). 
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5. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

Em tese, uma colônia originada de célula única seria constituída por clones da célula 

inicial e assim, expressaria uniformemente o fenótipo resistente. Evidências da plasticidade de 

fenótipos de células tumorais, especialmente por meio de alterações não-genéticas, fortalecem 

a hipótese de que a resposta a quimioterápicos dentro de uma colônia originada de célula 

única poderia ser heterogênea. Mesmo em raras ocorrências, foi observado a resistência de 

frações proliferativas dentro da mesma colônia, evento nomeado de resistência subclonal. 

Portanto, os dados concluem que a resistência compreende as duas hipóteses.  

Foi observado heterogeneidade de resposta aos quimioterápicos entre linhagens do 

mesmo tipo tumoral: todas as colônias resistentes da linhagem U251 são proliferativas, 

entretanto, U343 apresenta colônias com aumento de área sem proliferação celular, composta 

por células com morfologia senescente. O efeito das drogas utilizadas, exceto VBL, foi 

majoritariamente citostático em U343, enquanto, para U251, os fármacos apresentaram efeito 

citotóxico. 

 A dinâmica de resposta de tais linhagens aos tratamentos também é distinta entre os 

quimioterápicos: agentes específicos para a fase S do ciclo celular apresentam toxicidade 

tardia, notada no período pós-tratamento. No entanto, fármacos inibidores da polimerização 

dos microtúbulos, apresentam efeito tóxico agudo, desencadeando morte celular ainda durante 

o tratamento. Enquanto TMZ e CPT anulam a velocidade de crescimento das colônias após os 

tratamentos, é observada uma minoria de colônias que, durante o tratamento com VBL e 

MBZ, diminuem a velocidade de crescimento, mas restabelecem-na no período pós-

tratamento, o que indica a seleção de subpopulações resistentes dentro da colônias pelo 

quimioterápico, que proliferam e repovoam a colônia no período pós-tratamento. Por fim, não 

parece haver uma tendência de maior sensibilidade ao quimioterápico em colônias 

intrinsecamente mais proliferativas antes do tratamento, nem dentre as menos proliferativas. 

Os dados reforçam quão complexo pode ser a progressão tumoral e que, mesmo dentre clones, 

a resposta entre células-únicas pode ser o ponto decisivo para o reestabelecimento do tumor.  

Por fim, como perspectiva, pretende-se automatizar a contagem das células, por meio 

de marcadores fluorescentes, para uma análise mais detalhada do que origina os eventos de 

resistência subclonal. A metodologia apontou maior frequência de resistência de subclones 

após tratamentos quimioterápicos não-mutagênicos, portanto, pretende-se verificar o grau de 

variabilidade da resistência adicionada a cada divisão celular no período de formação da 

colônia após poucas divisões celulares (entre uma e cinco). Ademais, planeja-se investigar a 
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toxicidade de marcadores fluorescentes referentes aos mais variados aspectos celulares como 

autofagia, massa e funcionalidade mitocondrial e utilizá-los para avaliar correlações entre tais 

características fenotípicas e resistência, além de investigar a existência de fenótipos 

resistentes diferentes dentro de uma mesma colônia originada de célula única. 
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