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RESUMO 

A reincidência tumoral está geralmente associada a resistência ao tratamento quimioterápico, 

onde estão envolvidas respostas adaptativas, alterações genéticas surgidas durante o tratamento, 

aumento da expressão do alvo terapêutico, ativação de vias alternativas de sinalização e vários 

outros mecanismos ainda desconhecidos. Linhagens de células tumorais resistentes são 

desenvolvidas in vitro para investigar e entender os potencias mecanismos de reincidência 

tumoral. Entretanto, a grande maioria desses modelos não se assemelham as condições clínicas 

durante a quimioterapia. O presente estudo visa estabelecer um protocolo experimental de 

resistência tumoral ao Temozolomida (TMZ), onde linhagem de célula glioblastoma U87-MG 

foram exposta um regime de tratamento similar ao regime clinico padrão com TMZ, na tentativa 

de obter um modelo in vitro de quimio-resistência clinicamente relevante. As células foram 

expostas ao TMZ em duas fases. Na primeira fase as células foram cultivadas com 18µM de 

TMZ cada 48h por um período de 22 dias, seguido de 4 semanas sem exposição ao fármaco. Já 

na segunda fase do tratamento, as células foram expostas diariamente a 25 µM de TMZ durante 

5 dias, seguido de 4 semanas sem exposição ao TMZ. As células controles seguiram o mesmo 

regime de exposição, mas foram cultivadas com DMSO 0,5%. A resistência das células foi 

testada tratando-as com concentrações crescentes de TMZ por 72h. A quantidade de células 

após tratamento foi mensurada através do ensaio do SRB. Comparando as células cultivadas 

com TMZ e DMSO, observamos que não há diferenças significativas no nível de resistência 

das células ao quimioterápico. Porém diferenças morfológicas, assim como presenças de 

vesículas extracelulares, foram observadas nas células previamente expostas ao TMZ, o que 

sugere provável reposta adaptativa das células ao quimioterápico. 

Palavras-chave: Glioblastoma; Resistência; Termozolomida; Célula resistente; Câncer.  

 



 

 

ABSTRACT 

Tumor recurrence is usually associated with resistance to chemotherapy and probably caused 

by adaptative responses, genetic alterations developed during treatment, increase in the 

expression of therapeutic targets, activation of alternative signaling pathways and other 

unknown mechanisms. Chemoresistant cell lineages are developed in vitro as models to 

investigate and understand the potential mechanisms behind tumor recurrence. However, the 

majority of these models do not resemble to conditions experienced by patients during 

chemotherapy. The goal of this work is to develop an in vitro protocol of clinically relevant 

tumor resistance to Temozolomida (TMZ). The glioblastoma cell lineage U87-MG was 

exposed to a regime of treatment similar to the clinical standard regime with TMZ. Cells were 

exposed to TMZ in two phases. In the first phase, the cells were exposed to 18µM TMZ every 

48h for 22 days, followed by 4 weeks without treatment. In the second phase, cells were daily 

exposed to 25 µM TMZ during 5 days, followed by 4 weeks without treatment. Control cells 

followed the same protocol of exposition, but were cultivated with DMSO 0,5%. The 

chemoresistance were tested by treating the exposed cells with increasing concentrations of 

TMZ for 72h. With SRB assay, we measured the quantity of cells after treatment. Comparing 

the cells cultivated with TMZ and DMSO, we observed no significant differences in the TMZ- 

resistance level between the cells. However, we observed morphological changes and presence 

of extracellular vesicles in the cells previously exposed to TMZ, indicating an adaptative 

response of these cells to the drug.   

 

Keywords: Glioblastoma (GBM). Resistance. Temozolomide (TMZ). Cell resistance. Cancer. 

 



 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1 – Desenho experimental de exposição ao TMZ........................................................ 29 

Figura 2 – Regime de tratamento clínico para GBM................................................................30 

Figura 3 – Imagens fotográficas e comparativas das células................................................... 32 

Figura 4 – Teste da resistência ao TMZ: 1ª fase...................................................................... 33 

Figura 5 – Teste da resistência ao TMZ; 2ª fase...................................................................... 34 

Figura 6 – Resposta celular ao Tmz......................................................................................... 35 

 

 

 

 

 



 

 

LISTA DE TABELAS 

 

 

Tabela 1: Características morfofisiológicas das células da linhagem u87-mg submetidas ao 

protocolo de exposição ao DMSO ou TMZ..............................................................................31 

 

  



 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

AGT                              Alquilguanina-DNA alquiltransferase  

ATP                                Adenosina-Trifosfato 

ATRX                            Helicase dependente de ATP 

CDKN2A / B                 Inibidor de quinase dependente de ciclina 2A e B  

DMSO                          Dimetilsulfóxido  

GBM                            Glioblastoma  

IDH                               Isocitrato desidrogenase 

INCA                            Instituto Nacional De Câncer 

MGMT                          O6-methylguanine DNA methyltransferase 

MMR                            Mismatch repair  

NF1                                Neurofibromina 1 

O6-MeG                        O6-metilguanina  

PARP                            Poli (ADP) -ribose polimerase 

PDGFRA                       Receptor de Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas Alfa 

PTEN                             Fosftase Tensina  

RB1                                      Proteína do retinoblastoma 1  

SFB                              O Soro Fetal Bovino  

SRB                              Sulforrodamina B  

TCA                             Ácido Tricloroacético 

TERT                             Telomerase reversa promotor de transcriptase  

TMZ                             Temozolomida 

VEs                              Vesículas Extracelulares  

  



 

 

SUMÁRIO 

 

 

1 INTRODUÇÃO ..................................................................................................................... 7 

1.1 DEFINIÇÃO E HISTOPATOLOGIA DO GLIOBLASTOMA .......................................... 7 

1.2 TRATAMENTO GLIOBLASTOMA .................................................................................. 8 

1.2.1 Farmacocinética do TMZ em paciente com GBM ....................................................... 9 

1.3 MECANISMOS ENVOLVIDOS NA RESISTÊNCIA AO TMZ ..................................... 10 

1.4 JUSTIFICATIVA ............................................................................................................... 12 

1.5 OBJETIVOS ....................................................................................................................... 13 

1.5.1 Objetivo geral ................................................................................................................. 13 

1.5.2 Objetivos específicos ...................................................................................................... 13 

2 ARTIGO CIENTÍFICO ...................................................................................................... 14 

2.1 INTRODUÇÃO .................................................................................................................. 17 

2.2 MATERIAS E METODOS ................................................................................................ 19 

2.2.1 Reagentes ........................................................................................................................ 19 

2.2.2 Cultura celular ............................................................................................................... 19 

2.2.3 Desenvolvimento da linhagem resistente e confirmação da resistência ................... 19 

2.2.4 Teste da viabilidade celular .......................................................................................... 20 

2.2.5 Análise estatística ........................................................................................................... 21 

2.3 RESULTADOS .................................................................................................................. 22 

2.3.1 Características morfológicas das células expostas ao TMZ ou DMSO .................... 22 

2.3.2 Teste da resistência celular ao quimioterápico ........................................................... 22 

2.4 DISCUSSÃO ...................................................................................................................... 24 

REFERÊNCIAS DO ARTIGO ............................................................................................. 26 

3 CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS .................................................................................. 36 

REFERÊNCIAS ..................................................................................................................... 37 

ANEXO A – NORMAS DE PUBLICAÇÃO DA REVISTA X .......................................... 40 

 

 



7 

 

1 INTRODUÇÃO  

 

 

1.1 DEFINIÇÃO E HISTOPATOLOGIA DO GLIOBLASTOMA 
 

 

O câncer do SNC segundo o Instituto Nacional De Câncer (INCA), representa entre 1,4 

a 1,8% de todos tumores malignos no mundo e cerca de 88% dos tumores de SNC são no 

cérebro. Aproximadamente 176.000 casos de câncer do sistema nervoso central (SNC) são 

diagnosticados por ano em todo o mundo, com uma estimativa de mortalidade anual de 128.000 

(Lanzetta e Minniti, 2010). O Glioblastoma (GBM) é um tipo de câncer altamente agressivo, 

que apresenta um rápido crescimento infiltrativo. Histologicamente, o GBM é composto de 

células pleomórficas com alta atividade mitótica, microtrombos intravasculares, necrose com 

ou sem pseudopaliçada celular e/ou proliferação microvascular. (Olar e Aldape, 2013). A 

incidência global do GBM é de menos de 10 por 100.000 pessoas (Thakkar et al., 2014). De 

acordo com a classificação da Organização Mundial da Saúde de 2016 para tumores do sistema 

nervoso central, o GBM pode ser classificado em 3 grupos com base no status do isocitrato 

desidrogenase (IDH). O tipo mais comum é o GBM com IDH do tipo selvagem, encontrado em 

cerca de 95% dos pacientes e que corresponde praticamente ao chamado GBM primário 

(OHGAKI; KLEIHUES, 2012). O risco de desenvolver um GBM aumenta com a idade, com 

uma taxa de incidência entre os idosos de 17,5 por 100.000 pessoas o ano, e um risco relativo 

é de 3-4 vezes em comparação com outras faixas etária (Iacob e Dinca, 2009). Segundo Arevalo 

et. al. (2017), o GBM primário ocorre geralmente em pacientes de mais 55 anos e possui com 

alterações genéticas que incluem mutações do receptor do fator de crescimento epidérmico 

(EGFR), O6-methylguanine DNA methyltransferase (MGMT), TP53, homólogo de fosfatase e 

tensina (PTEN), receptor de fator de crescimento derivado de plaquetas alfa (PDGFRA), 

neurofibromina 1 (NF1), inibidor de quinase dependente de ciclina 2A e B (CDKN2A / B) 

genes, e na telomerase reversa promotor de transcriptase (TERT). O segundo tipo é o GBM 

com IDH-mutante (cerca de 10% dos casos), conhecido como GBM secundário na maioria dos 

casos, possui uma história prévia de glioma difuso de grau II ou III e surge geralmente em 

pacientes mais jovens (OHGAKI; KLEIHUES, 2012). Seu local de origem mais comum é no 

lobo frontal (ELLINGSON et al., 2012) e algumas mutações associadas são:  Helicase 

dependente de ATP (ATRX), TP53 e proteína do retinoblastoma 1 (RB1) (AREVALO et al., 
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2017). A terceira classificação corresponde ao GBM NOS, que trata-se do tumor cujo o status 

do IDH não pode ser determinado.   

 

1.2 TRATAMENTO DO GLIOBLASTOMA 
 

 

O tratamento padrão do GBM consiste na ressecção cirúrgica do tumor, seguido de 

radioterapia e quimioterapia (WIRSCHING; GALANIS; WELLER, 2016). A cirurgia é 

realizada para diminuir o máximo possível a massa tumoral e obter tecido para biopsia 

(OMURO; DEANGELIS, 2013).  Em seguida, os pacientes são submetidos ao tratamento 

concomitante de radioterapia e quimioterapia, que varia dependendo da idade dos pacientes e 

marcadores moleculares expressos.  

O quimioterápico de primeira escolha é o Temozolomida (TMZ), um agente alquilante 

do DNA. Em ensaio clínico realizado por Stupp et. al. (2005), constatou-se que o tratamento 

concomitante de radioterapia e quimioterapia com TMZ é capaz de elevar o tempo médio de 

sobrevida dos pacientes de 12 para 15 meses, quando comparado com a radioterapia sozinha. 

Este ensaio clínico serviu como base para estabelecer o regime padrão de tratamento utilizado 

na clínica atualmente (Fig I).  

 

 

 

Figura I:  figura representando o regime de tratamento clínico para GBM. 

 

O regime padrão de tratamento é composto de duas fases, sendo que a segunda fase é 

subdividida ciclos. Na primeira fase, os pacientes recebem a radioterapia, num total de 54-60 

Gy fracionados em doses de 1,8 a 2 Gy. Concomitantemente, os pacientes recebem diariamente 

uma dose oral de 75mg/m² por dia de TMZ, desde o primeiro até o último dia da radioterapia. 

Uma pausa de quatro semanas segue o fim da primeira fase de tratamento. Na segunda fase, os 
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pacientes seguem o tratamento quimioterápico com TMZ, que é subdividido em até seis ciclos. 

Cada ciclo tem duração de 28 dias e inicia com a administração oral do TMZ diariamente 

durante 5 dias, seguido de uma pausa de 23 dias.  A dose nessa fase, é de 150 mg/m² por dia 

para o primeiro ciclo e aumenta para 200 mg/m² por dia, nos ciclos seguintes, desde que não 

haja efeitos colaterais graves (WELLER et al., 2014) e respeitando a dose máxima tolerável de 

1.000 mg/m2 em ciclos de 28 dias.  

 

 

1.2.1 Farmacocinética do TMZ em paciente com GBM 

 

 

O TMZ é um pró-fármaco, que em pH fisiológico é espontaneamente ativada e 

desempenha a sua função de agente alquilante do DNA (Fig II) (RAMIREZ et al., 2013). Uma 

vez em contato com o com pH 7,4, o TMZ é hidrolisado em seu metabólito ativo, o MTIC.  

Esse metabólito é rapidamente convertido em duas moléculas: o AIC, um metabólito inativo, e 

o cátion metildiazônio, um íon altamente reativo responsável pela adição do grupo metil ao 

DNA. A citotoxicidade do TMZ está associada à metilação do DNA principalmente nas 

posições O6 e N7 da guanina (KOUKOURAKIS et al., 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II. Ativação da pró-droga TMZ em sua forma ativa (Adaptado de Ramirez et. al. 2013). 

Quando administrado oralmente, o TMZ tem uma rápida absorção e biodisponibilidade 

de aproximadamente 100%. Estudos farmacocinéticos em humanos mostram que o TMZ atinge 

a concentração máxima no plasma 1 hora após administração oral, com um tempo de meia vida 

de aproximadamente 108 minutos. A concentração plasmática máxima de TMZ após ingestão 

oral das doses de 150 mg/m2 e 200 mg/m2 é de 7,75 e 10,7 mg/mL, respectivamente 
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(KOUKOURAKIS et al., 2009). Entretanto, somente 20% da concentração plasmática de TMZ 

consegue atravessar a barreira hematoencefálica e chegar ao tumor, o que limita eficiência do 

fármaco (OSTERMANN, 2004).   

Dados pré-clínicos farmacocinéticos de pacientes com gliomas obtidos por Rosso et al. 

(2009) sugerem que, uma vez atravessada a barreira hematoencefálica, o TMZ penetra mais 

rápido no tecido tumoral do que no tecido normal, atingindo uma razão AUC tecido 

tumoral/AUC tecido normal de 1,47. Nesse estudo, os pacientes foram expostos a diferentes 

protocolos de dosagem (75-200 mg/m2 por dia) de TMZ marcado na posição metil-11C ([metil-
11C] TMZ) e submetidos a análise por PET-Scan, antes e após o regime de tratamento. As 

concentrações do TMZ nos tecidos cerebrais normal e tumoral foram calculadas considerando-

se a disposição tecidual do [metil-11C] TMZ obtidas com as imagens de PET-Scan. 

Concentrações máximas de TMZ variaram de 2,9 a 6,7 µg/mL  em  tecido tumoral  e, de 1,8 a 

3,7 µg/mL em tecido cerebral normal, após os diferentes regimes de dosagem de tratamento 

(ROSSO et al., 2009).   

 

 

1.3 MODELOS E MECANISMOS ENVOLVIDOS NA RESISTÊNCIA AO TMZ 
 

 

O desenvolvimento de linhagem tumoral resistente ao quimioterápico, é uma abordagem 

que apresenta metodologia de elaboração bastante diversificada. De acordo com 

(MCDERMOTT et al., 2014), não há um caminho certo para estabelecer linhagem celular 

resistente à droga. Estudos comparativo realizados por (LEE, 2016) evidenciaram vários 

modelos já existentes na literatura, onde foram usados regimes de exposição e diferentes 

concentrações de TMZ para indução de resistência ao quimioterápico, em diferentes linhagens 

de GBM. Entre outros modelos de indução de resistência estão: regime de exposição contínua 

onde linhagem celular do GBM foi exposta por exemplo a 100 µM de TMZ durante 2 semanas, 

para gerar uma variante resistente ao TMZ (UJIFUKU K ET AL., 2010) e regime de exposição 

pulsada, onde células foram exposta ao TMZ 100 µM   por duas semanas, (com meio de TMZ 

trocado a cada 3 dias (Fan et al., 2014).  

A resistência aos quimioterápicos pode ser dividida em duas grandes categorias: 

intrínseca ou adquirida.  A resistência intrínseca indica que as células se tornam naturalmente 

resistentes, devidos aos fatores mediadores da resistência das células tumorais. No caso da 
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resistência adquirida, as células tumorais que eram inicialmente sensíveis, tornam-se resistentes 

devido a mutações surgidas durante o tratamento. (HOLOHAN et al., 2013). 

Os mecanismos de resistência ao TMZ estão associados a enzima Alquilguanina-DNA 

alquiltransferase (AGT), assim como a deficiência na via do reparo de pareamentos errados 

Mismatch repair (MMR) (DINCALCI et al., 1988). Expressa pelo gene MGMT, a AGT 

desempenha um papel primordial na resistência ao TMZ, removendo os grupos metil da posição 

O6 da guanina, revertendo o a lesão citotóxica do TMZ. Células desprovidas da atividade da 

AGT endógena conferem, portanto, um alto nível de resistência ao TMZ e a outros agentes de 

metilação (BOBOLA et al., 1996). O nível de metilação no promotor do MGMT também está 

relacionado á resistência das células ao TMZ, sendo considerado um biomarcador preditivo no 

tratamento de pacientes com GBM (WELLER et al., 2010). Quando o promotor do MGMT está 

desmetilado, há um aumento na expressão da enzima de reparo, comprometendo a eficácia do 

tratamento com TMZ.  

De acordo com Jiapaer et al. (2018), o MMR é um sistema que corrige 

incompatibilidades do pareamento de bases de nucleotídeos gerados no processo de síntese de 

DNA. O tratamento com TMZ induz a formação de O6-metilguanina (O6-MeG), que pareia 

erroneamente com a timina durante a replicação do DNA. O sistema MMR reconhece a O6-

MeG / T desemparelhado e remove a fita recém-sintetizado, deixando intacto o filamento de 

DNA parental com a base O6-MeG, o que leva à parada do ciclo celular e apoptose. A perda da 

função MMR está associada à resistência aos efeitos citotóxicos do TMZ, pois a ausência da 

enzima permite que o falso pareamento seja mantido no DNA das células.   

Outro possível mecanismo de resistência ao TMZ é a via de reparo de excisão de base 

(BER). Estudos demonstraram que o tratamento de células tumorais com TMZ induziu um 

aumento na atividade da poli (ADP) -ribose polimerase (PARP), que se acredita estar envolvida 

na reparação da excisão de nucleotídeos [...] (KOUKOURAKIS et al., 2009) 
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1.4 JUSTIFICATIVA 
 

 

O desenvolvimento de linhagens tumorais resistentes a quimioterapia é uma abordagem 

metodológica estabelecida para investigar os mecanismos de citotoxicidade e resistência à 

agentes quimioterápicos. Os modelos propostos, que tentam mimetizar in vitro as condições 

que os pacientes experimentam durante o tratamento de tumores, levaram ao desenvolvimento 

de células resistentes a quimioterápicos. Porém, a instabilidade da resistência, o baixo nível de 

resistência e pequenas mudanças moleculares estão entre os problemas encontrados. Na 

literatura é possível encontrar diversos modelos de indução de resistência ao TMZ em diferentes 

linhagens de GBM. Entretanto, a grande maioria desses modelos possui alto nível de resistência, 

ou seja, o regime de exposição ao TMZ é muito intenso e não se assemelha ao regime clínico 

de tratamento de GBMs.  Desenvolver modelos clinicamente relevantes, pode ser uma forma 

mais adequada de tentar mimetizar as condições que as células de GBM experimentam durante 

a quimioterapia, melhorando o entendimento sobre os mecanismos de resistência do tumor ao 

tratamento. 
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1.5 OBJETIVOS 
 

 

1.5.1 Objetivo geral 

 

 

Estabelecer e padronizar uma linhagem celular de GBM humano resistente ao 

quimioterápico TMZ. 

 

 

1.5.2 Objetivos específicos 

 

 

• Estabelecer um protocolo para obtenção de uma linhagem celular resistente ao 

quimioterápico TMZ, utilizando a linhagem de GBM humano U87-MG. 

• Testar a resistência da linhagem após cada fase de exposição ao TMZ. 

• Avaliar a estabilidade da resistência da linhagem após a exposição ao TMZ.  
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RESUMO 

A recorrência do tumor em paciente após o tratamento, constitui um grande problema de saúde 
e representa um grande desafio para a comunidade científica. Esta recorrência é geralmente 
associada à resistência à quimioterapia, onde respostas adaptativas, mutações surgidas durante 
o tratamento, aumento da expressão do alvo terapêutico, bem como ativação de vias de 
sinalização alternativas e vários outros mecanismos desconhecidos estão envolvidos. Linhagens 
celulares tumorais resistentes são desenvolvidas no laboratório para melhor investigar e 
compreender os potenciais mecanismos de recorrência do câncer, no entanto, a grande maioria 
destes modelos não se assemelham às condições que a experiência pacientes com câncer 
durante a quimioterapia. O presente estudo estabelece um protocolo experimental em que 
linhagem de célula GBM U87GM foi exposta ao regime clínico padrão de temozolomida (Tmz) 
na tentativa de obter um modelo de células tumorais quimiorresistentes e clinicamente 
relevantes. As celulas previamente expostas a uma concentração crescente de Tmz (18 e 25, 
respectivamente, durante 22 dias e 5 dias) foram comparadas com as celulas controles 
cultivadas em DMSO 0,5% e não apresentaram diferenças significativas. Entretanto, diferenças 
morfológicas e presença de vesículas extracelulares foram observadas em células previamente 
expostas, sugerindo uma provável adaptação das células à Tmz neste estágio de exposição. 

Palavras-chave: Glioblastoma (GBM). Resistência. Temozolomida (TMZ). Câncer.  
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2.1 INTRODUÇÃO 
 

 

O glioblastoma (GBM) é um dos tumores cerebrais malignos mais comum do Sistema 

Nervoso Central e apresenta alta taxa de reincidência em pacientes (WIRSCHING; GALANIS; 

WELLER, 2016) . De acordo com o último relatório estatístico do Registro Central de Tumores 

Cerebrais dos Estados Unidos (CBTRUS), a taxa de incidência ajustada por idade para o GBM 

é de 3,19 por 100.000. Essa incidência aumenta com a idade, sendo mais frequente entre 75 e 

84 anos e mais comum em homens brancos (Olar e Aldape, 2013). Exceto a idade, o sexo e a 

genética, os fatores de ricos para o desenvolvimento do GBM não são bem definidos (WELLER 

et AL., 2014). Segundo Westphal e Lamszus, (2011), a reincidência do GBM pode estar 

associada à resistência das células malignas ao quimioterápico. Essa resistência pode estar 

relacionada com a alta heterogeneidade desse tipo de tumor (PATEL et. AL., 2014; VERHAAK 

et. AL., 2010).  

 O tratamento clínico padrão do GBM consiste na remoção cirúrgica do tumor, seguido 

de radioterapia e quimioterapia, sendo o Temozolomida (TMZ) o quimioterápico mais utilizado 

(DEANGELIS, 2001). O tratamento quimioterápico é contínuo e se baseia no regime proposto 

por Stupp et.al. (2005). Nesse regime, o tratamento é dividido em duas fases. Na primeira fase, 

o paciente recebe uma dose oral de TMZ de 75mg/m2/dia, por aproximadamente 42 dias, 

concomitante com o tratamento radioterápico, seguido de uma pausa de quatro semanas após o 

tratamento. Na segunda fase, o tratamento é dividido em seis ciclos de 28 dias. Cada ciclo tem 

5 dias seguidos de administração oral de TMZ em concentrações crescentes – 150 mg/m2/dia 

no primeiro ciclo e 200mg/m2/dia nos demais ciclos – seguidos por uma pausa de 23 dias 

(STUPP et al., 2005). Esse regime de tratamento se mostrou eficaz em pacientes com GBM, 

pois foi capaz de elevar a sobrevida média dos pacientes de 12 a 15 meses (STUPP et al., 2005).  

Quando administrado nos pacientes, o TMZ tem uma rápida absorção e alta 

biodisponibilidade, chegando a atingir a concentração máxima no plasma em até 1h 

(KOUKOURAKIS et al., 2009). Entretanto, somente 20% da concentração plasmática de TMZ 

consegue atravessar a barreira hematoencefálica e chegar até o tumor. Em estudo pré-clínico 

com pacientes com GBM utilizou PET-Scan e TMZ marcado na posição metil-C11 para medir 

a farmacocinética e biodisponibilidade do TMZ no tecido cerebral e tumoral após a 

administração de diferentes doses do fármaco. Dados indicam que após o fim de cada fase 

regime padrão de administração do TMZ, com doses de 75 a 200 mg/m2/dia, a concertação do 

TMZ no tecido tumoral varia entre  2,9 a 6,7µg/mL (ROSSO et al., 2009).  
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O TMZ é um agente alquilante que modifica o DNA adicionando grupamento metil nos 

sítios O6 e N7 da guanina, e N3 da adenina. Essas alterações induzem parada do ciclo celular 

em G2/M e, eventualmente, levam à apoptose (LEE, 2016). Entretanto, a presença de alguns 

mecanismos de resistência a drogas parece ser responsável pelo insucesso terapêutico do TMZ 

em pacientes com GBM (Perazzoli et al. 2015). De acordo com Nie et al. (2016), os mecanismos 

moleculares pelos quais os tumores quimiorresponsivos desenvolvem resistência permanecem 

ainda pouco entendidos pois a aquisição de resistência a drogas é um problema clínico 

persistente, limitando o sucesso do tratamento de pacientes com GBM. 

Na literatura é possível encontrar diversos modelos de indução de resistência ao TMZ 

em diferentes linhagens de GBM (LEE, 2016). Entretanto, a grande maioria desses modelos 

possuem alto nível de resistência, resultante de um intenso regime de exposição ao TMZ, que 

não se assemelha ao regime clínico de tratamento. Ainda não existe um caminho certo para o 

desenvolvimento de um modelo celular de resistência ao quimioterápico clinicamente 

relevante, e publicações neste campo de pesquisa geralmente colocam pouca ênfase em como 

as linhagens celulares resistentes aos fármacos foram estabelecidas em laboratório 

(MCDERMOTT et al., 2014).  Portanto, é de extrema importância, estabelecer um protocolo 

padronizado de modelo de resistência ao TMZ, visando mimetizar o regime terapêutico ao qual 

os pacientes com GBM são submetidos durante a quimioterapia, buscando criar uma ferramenta 

que permita o estudo dos mecanismos moleculares envolvidos na resistência do GBM ao TMZ 

 

  



19 
 

2.2 MATERIAS E MÉTODOS 
 

 

2.2.1 Reagentes 

 

 

A linhagem de glioblastoma humano U87-MG foi obtida da American Type Culture 

Collection, USA. O TMZ, Dimetilsulfóxido (DMSO), Glicose e os sais para o meio de cultura 

foram obtidos da Sigma-Aldricht Co., USA. O Soro Fetal Bovino (SFB), Dulbecco’s Modified 

Eagle’s medium (DMEM), fungizona e penicilina/estreptomicina foram obtidos da GIBCO®, 

Invitrogen ™ USA.  

 Para a exposição continua das células ao TMZ foi utilizado uma solução estoque de 

50mM de TMZ. Para os experimentos de confirmação da resistência, foi utilizado uma solução 

estoque de 100mM de TMZ, ambas diluídas em DMSO e armazenadas a -20°C. 

 

 

2.2.2 Cultura celular 

 

 

As células foram cultivadas em DMEM contendo 0,5 U/mL penicilina, 2,5 mg/mL 

fungizona e suplementadas com 10% de soro fetal bovino. As células foram mantidas em 

incubadora a 37°C com 95% de umidade relativa e 5% de CO2. 

 

 

2.2.3 Desenvolvimento da linhagem resistente e confirmação da resistência 

 

 

O modelo de resistência das células de GBM foi desenvolvido de acordo com o 

protocolo descrito na Figura 1. As células da linhagem U87-MG foram inicialmente cultivadas 

em garrafas e, antes de serem expostas ao TMZ, elas foram semeadas em uma placa de 6 poços 

na concentração de 50.000 células/poço. O tratamento das células iniciou na placa e quando as 

células atingiram confluência, o conteúdo de cada poço foi transferido para garrafas de 25cm².  

A exposição das células ao TMZ seguiu o regime padrão clínico, constituído de duas fases. As 

diferentes concentrações TMZ utilizadas em cada fase foram obtidas a partir das concentrações 
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de TMZ medidas nos tumores de pacientes com GBM após administração de diferentes doses 

(75 mg/m² por dia até 200 mg/m² por dia) do quimioterápico (ROSSO et al., 2009). 

Na primeira fase, as células foram expostas a uma concentração de 18 µM (equivalente 

a uma dose de 75 mg/m² por dia) de TMZ, com renovação do tratamento a cada 48hrs, 

totalizando 22 dias de exposições ao quimioterápico. Depois do último dia de exposição, as 

células foram mantidas em cultivo até atingir a confluência celular (28 dias de confluência) e o 

meio de cultivo era renovado a cada 3 dias. Na segunda fase, as células foram expostas 

diariamente a uma concentração de 25 µM (equivalente a dose de 150 mg/m² por dia) de TMZ 

durante cinco dias. O meio de cultivo com tratamento era renovado a cada 24h. Após o quinto 

dia as células foram incubadas com meio de cultivo até atingir confluência (28 dias de 

confluência) e o meio de cultivo foi renovado a cada 3 dias. Paralelo a linhagem exposta ao 

TMZ, foi mantido uma linhagem controle, aonde as células foram expostas ao DMSO na 

concentração de 0,5%. Ambos os regimes de exposição seguiram o mesmo protocolo. Foram 

cultivadas em paralelo um total de 6 garrafas (N=3 para células expostas ao DMSO 0,5% e N=3 

para células expostas ao TMZ).  

Ao final de cada fase ou ciclo, a resistência das células ao TMZ era averiguada (Fig. 1). 

Quando atingida a confluência, e antes de iniciar uma nova exposição aos tratamentos, uma 

alíquota das células eram expandidas para garrafas de 75cm² e cultivadas até atingir 

confluência. Após as células eram semeadas em placas de 96 poços na concentração de 8.000 

células/poço e as restantes foram congeladas e armazenadas em nitrogênio. Ápos 24h, as células 

tratadas com TMZ nas concentrações de 240 uM, 660 uM, 1000 uM, durante 72 horas. Os 

controles utilizados foram meio de cultivo e DMSO 1%. Os tratamentos foram realizados em 

triplicata 

 

 

2.2.4 Teste da viabilidade celular 

 

 

A viabilidade das células após os tratamentos foi avaliada pela técnica de coloração com 

sulforrodamina B (SRB). O SRB é um corante arroxeado que, em condições ácidas, se liga a 

aminoácidos básicos da proteína celular de forma estequiométrica. Após as células serem 

coradas por esta técnica, a quantidade de corante extraído será diretamente proporcional ao total 

de proteína (VICHAI; KIRTIKARA, 2006). Após o tratamento, o meio foi descartado, as 

células foram fixadas com TCA 10% por 1 hora a 4°C. Logo em seguida foi feita a lavagem 
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com água destilada e secagem das placas. As células foram marcadas com SRB 0,2% por 15 

minutos e solubilizadas com Tris 10 mM. Os valores de absorbância são lidos em 

espectrofotômetro a 490 nm. 

 

 

2.2.5 Análise estatística 

 

 

Os resultados serão expressos como média ± erro padrão e a análise estatística realizada 

por ANOVA de duas vias seguido de Teste de Tukey para múltiplas comparações. Os dados 

foram analisados utilizando o programa GraphPad Prism 6 
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2.3 RESULTADOS 
 

 

A primeira fase de exposição durou aproximadamente 2 meses: 22 dias de exposição ao 

TMZ 18µM ou DMSO 0,5% a cada 48h, seguido de 28 dias sem exposição. A segunda fase de 

exposição durou 32 dias: 5 dias de exposição diária a diária de 25 µM de TMZ ou DMSO 0,5% 

seguido de 28 dias sem exposição (Fig.1). Esse regime de tratamento foi estabelecido com base, 

o regime de tratamento clínico considerado como padrão (Fig 2) 

 

 

2.3.1 Características morfológicas das células expostas ao TMZ ou DMSO 

 

 

Ao longo do experimento, foram observadas através do microscópio de cultura, 

características morfofisiológicas nas células expostas as concentrações crescentes de TMZ, 

quando comparadas as células controles expostas ao DMSO. As células cultivadas com TMZ 

apresentaram uma baixa taxa proliferativa, presença em abundância de vesículas extracelulares. 

As células tiveram passagens iguais (30) no início, e ao fim dos experimentos as cultivadas com 

TMZ acumularam um número menor de passagens, quando comparado com as células controles 

respectivamente 43 e 54 (Tabela1). O cultivo das células com TMZ também causou alterações 

morfológicas nas células, como aumento do corpo celular e presença de longos prolongamentos. 

As células controles, por sua vez, são pequenas e apresentam morfologia uniforme tipo-

fibroblasto (Fig. 3). 

 

 

2.3.2 Teste da resistência celular ao quimioterápico 

 

 

A resistência ao TMZ foi testada no final da primeira e da segunda fase de exposição ao 

quimioterápico utilizando-se a técnica de SRB (Fig. 1), as células cultivadas com TMZ e DMSO 

foram tratadas com TMZ nas concentrações crescentes de 240 µM, 660 µM e 1000 µM. Na 

primeira fase as células cultivadas com TMZ (18 µM) e DMSO 0,5% não apresentaram 

diferenças na porcentagem de células viáveis após 72 horas de tratamento com diferentes 

concentrações de TMZ (Fig 4). (n=2 , P> 0,05)  
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Na segunda fase da exposição ao TMZ (25 µM), houve uma redução significativa na 

porcentagem de células viáveis após 72 horas de tratamento com 1000 µM de TMZ (n= 3, P= 

0,0025), porém, não houve diferença entre os grupos (Fig. 5) (n= 3, P> 0,05).  

Quando comparada as fases 1 e 2 de exposição do TMZ, NÃO houve diferença 

significativa na porcentagem de células viáveis após tratamento por 72h com TMZ (240 µM, 

660 µM e 1000 µM) (Fig. 6). (n= 3, P> 0,05) 
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2.4 DISCUSSÃO 
 

 

O tratamento de pacientes com GBM constitui um grande desafio, pois a eficácia deste 

é frequentemente limitada pela reincidência do tumor, possivelmente associada a resistência à 

quimioterapia (LEE et al., 2015). Alguns mecanismos moleculares que explicam esses 

fenômenos de resistência, tais como heterogeneidade, aumento de bombas de efluxo de droga, 

aumento de reparo no DNA, entre outros, foram destacados nas últimas décadas (LEE, 2016). 

De acordo com Holohan et al. (2013), a resistência aos quimioterápicos pode ser dividida em 

duas grandes categorias: intrínseca ou adquirida. A resistência intrínseca indica que, antes de 

receber a quimioterapia, existem fatores mediadores de resistência no grosso dos tumores que 

fazem terapia ineficaz. Já a resistência adquirida, pode ser causada por mutações que surgem 

durante o tratamento, assim como pela expressão do alvo terapêutico e pela ativação de vias 

alternativas de sinalização compensatória. O uso de regime de tratamento clínico em paciente 

com GBM como referência para mimetizar a resistência celular ao TMZ in vitro nesse estudo, 

pode ser entendido como uma alternativa para o modelo de resistência clinicamente relevante, 

que pode levar a um melhor entendimento dos mecanismos de envolvidos na resistência ao 

TMZ.  

De acordo com Mcdermott et al. (2014), o desenvolvimento de uma linhagem celular 

resistente a medicamentos pode levar de 3 a 18 meses. Uma das desvantagens dos modelos 

clinicamente relevantes pode incluir resistência instável, resistência de nível muito baixo e 

pequenas mudanças moleculares para detectar e analisar. O nível da resistência induzida no 

presente trabalho, usando baixas concentrações 18 µM e 25 µM, na primeira e a segunda fase 

de exposição ao TMZ, respectivamente, tenha sido relativamente insuficiente para estabelecer 

uma quimio-resistência. Porém, não se descarta, presenças de eventos chaves favoráveis ao 

surgimento da resistência celular ao fármaco, quando chegar ao fim do regime padrão de 

exposição ao TMZ com seis ciclos na segunda fase.  

O resultado de teste da resistência TMZ obtidos depois de 72 horas em ambas fases foi 

o mesmo, comparando as células controles e as cultivadas com TMZ. O fato de que os grupos 

controles cultivadas em DMSO e os cultivados em TMZ não apresentaram diferencia no teste 

da resistência na primeira fase de tratamento, pode sugerir um aumento da expressão proteica 

pelo tamanho maior das células expostas ao quimioterápico ou outras limitações relacionadas 

com a técnica do SRB. A segunda fase desse trabalho se mostrou eficiente, mas não foi 

observado nenhuma diferencia significativa entre o grupo de células controles e o das células 
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que foram expostas previamente ao TMZ. Por outro lado, a análise morfológica feita se mostrou 

bastante promissora, pela presença de vesículas extracelulares no meio de cultivo durante nas 

fases de exposição celular ao TMZ. Segundo Federici et al. (2014), a liberação das vesículas, 

que são pequenos restos celulares geralmente esféricos no meio, pode ser visto como outro 

mecanismo de resistência para remover o quimioterápico para fora das células.  
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Legendas Figuras 

 

 

Figura 1: Desenho experimental do protocolo de exposição das células U87-MG ao 

quimioterápico TMZ. 

Figura 2: Esquema representativo do regime de tratamento clínico para GB (Adaptado de 

Stupp et. Al. 2005). 

Figura 3: Imagem fotográfica das células cultivadas com TMZ (18 uM e 25 uM) e células 

cultivadas com DMSO 0,5%. (1) Proliferação celular em grupo, (2) alteração morfológica nas 

células cultivadas em TMZ. 

Figura 4: Teste da resistência ao TMZ na 1ª fase: comparação entre células cultivadas com 

TMZ 18µM e células expostas ao DMSO 0,5%.  

Figura 5: Teste da resistência ao TMZ na 2ª fase: comparação entre células cultivadas com 

TMZ 25µM e células expostas ao DMSO 0,5%. ANOVA de duas vias seguido de teste de Tukey. 

* P<0,05. n=3 em triplicata.  

Figura 6: Respostas celular ao TMZ: comparação entre células cultivadas com TMZ na 

primeira e segunda fase. ANOVA de duas vias seguido de teste de Tukey. * P<0,05. n=3 em 

triplicata. 

TABELA 1: Características morfofisiológicas das células da linhagem U87-MG submetidas 

ao protocolo de exposição ao DMSO ou TMZ. 
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Tabela1 
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Figura 3 
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Figura 4 
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Figura 5 
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Figura 6 
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3 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

 

O desenvolvimento de linhagem celular U87-GM resistente ao quimioterápico TMZ, e 

que seja clinicamente relevante, é um processo demorado, mas continua sendo uma fonte 

promissora para melhorar o campo de conhecimento científico na saúde. Os presentes 

resultados obtidos representam dados parciais desse estudo, e sugerem que as células U87-MG 

previamente submetidas a uma exposição crescente de concentrações do TMZ (18µM e 25uM) 

resumido em duas fases não adquiriram resistências em comparação as células parentais 

controles.  

Esse projeto está sendo desenvolvido para cumprir todas fases de regime de tratamento 

de um paciente com GBM. Os próximos passos são:  

 Continuar o cultivo das células com TMZ até completar os seis ciclos na segunda fase. 

 Investigar marcadores de resistências nas células U87-MG cultivadas com TMZ, como 

a proteína de reparo de DNA, MGMT. 
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