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RESUMO

O cancer representa um dos maiores desafios da saude publica, com cerca de 10 milhdes de 6bitos
anuais, sendo o glioblastoma (GBM) um dos tipos mais agressivos, caracterizados por crescimento
infiltrativo, resisténcia terapéutica e baixa sobrevida. A pesquisa oncolégica tradicional utiliza
culturas 2D, que, apesar de sua praticidade, falham em reproduzir a complexidade do microambiente
tumoral 3D, essencial para estudos de resisténcia e expressdo génica. Com isso, este estudo visa
comparar a expressdo dos genes relacionados a expansao metastatica COL1A1 (colageno) e CDH1 (E-
caderina) na linhagem LN-18 de GBM em modelos 2D e 3D, buscando elucidar como a organizagio
tridimensional influencia a expressao génica e a progressao tumoral.
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INTRODUCAO

O cancer representa um desafio complexo para a saude publica mundial (Sung et al., 2020),
com destaque para o glioblastoma, um tumor cerebral primario extremamente agressivo, de alto
poder de infiltracdo e resistente aos tratamentos convencionais (Minniti et al., 2021). Uma vez que os
tradicionais modelos de cultura celular bidimensionais (2D) sao limitados e ndo conseguem
reproduzir a complexa arquitetura e as interacdes do microambiente tumoral in vivo (Du et al., 2020),
os sistemas de cultivo tridimensionais (3D) despontam como alternativas capazes de mimetizar
fielmente a fisiologia dos tecidos (Braun et al,, 2023; Lee et al., 2023). Inserido nesse contexto, este
projeto tem o objetivo de avaliar a expressido relativa dos genes COL1A1 e CDH1 em células de
glioblastoma (linhagem LN-18) cultivadas em 2D e 3D, testando a hipotese de que o modelo
tridimensional modulara a expressdo desses genes de forma a refletir um fen6tipo de maior potencial
invasivo e metastatico.

OBJETIVO
Analisar e comparar a expressdo dos genes relacionados a progressdo e ao fendtipo
metastatico, COL1A1 e CDHI1, na linhagem celular de glioblastoma LN-18 cultivada em modelos

bidimensionais (2D) e tridimensionais (3D), bem como estabelecer, caracterizar e validar as
caracteristicas morfoldgicas e o grau de mimetismo tumoral dos diferentes sistemas de cultivo.

METODO
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A fase inicial da metodologia consistiu na expansao de células de glioblastoma da linhagem
LN-18 em um modelo de cultivo bidimensional (2D). Para garantir o suporte nutricional, utilizou-se
o meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, mantendo as culturas em condi¢es
rigorosamente controladas de temperatura em estufa umidificada, com 95% de umidade e atmosfera
de 5% de COZ2. Posteriormente, o estudo avangou para o estabelecimento de um modelo de cultivo
tridimensional (3D) por meio da técnica de sobreposicio celular. Para isso, foram criadas microplacas
de agarose a 1,5% usando moldes de silicone fabricados a partir de placas AggreWell 800 e
retrorrefletores de bicicleta, com o auxilio de uma bomba a vacuo para garantir a precisao estrutural
e a auséncia de bolhas de ar. Para avaliar o potencial invasivo, a plasticidade e a viabilidade das
células, a equipe conduziu um ensaio de reconversido (ou disseminacdo). Essa etapa baseou-se na
transferéncia dos esferoides maduros formados no modelo 3D de volta para a superficie plana das
garrafas de cultivo 2D. A partir de registros fotograficos, utilizou-se o software Image/ para realizar
andlises morfométricas quantitativas, permitindo a afericio dos didmetros de compactagdo
estrutural dos esferoides, bem como a area total e o raio de disseminacdo alcancados durante a
migracdo celular. Atualmente, o projeto possui carater continuo e as amostras tridimensionais ja
atingiram a maturidade necessdaria para avaliagdo estrutural. No entanto, as etapas finais precisaram
ser temporariamente adiadas por questdes operacionais: a andlise histoldgica, voltada para a
identificacdo de zonas de necrose central, aguarda a disponibilidade de um técnico especializado para
a realizacdo de cortes no criostato; ja a avaliacdo molecular, que envolve a extracdo de RNA e a
quantificagcdo por RT-qPCR dos genes COL1A1 e CDH1, esbarrou na indisponibilidade temporaria do
equipamento. O estudo prosseguira futuramente com a execucio dessas analises para aprofundar a
compreensao da biologia metastatica do glioblastoma.

RESULTADOS

Durante o cultivo no ambiente 2D, a linhagem de glioblastoma LN-18 demonstrou a sua
morfologia epitelial caracteristica, apresentando excelente adesdo a superficie da garrafa e total
auséncia de sinais de contamina¢do microbiana. Ao serem introduzidas no sistema 3D estruturado a
partir da técnica de sobreposicdo em moldes de silicone, as células aglomeraram-se de maneira bem-
sucedida, o que propiciou a formacao de esferoides bem estruturados, compactos e morfologicamente
organizados. A analise morfométrica evidenciou que essas microestruturas alcancaram um plato6 de
maturacdo e estabilidade, mantendo didmetros consistentes ao longo do periodo de observacao,
conforme os dados detalhados no Quadro 1.

Quadro 1
Didmetro de compactagdo dos esferoides da linhagem celular LN-18 no modelo 3D
Microestrutura Diametro (um)
Esferoide 1 283,03
Esferoide 2 302,08
Esferoide 3 315,14
Esferoide 4 342,30

Nota. Medi¢bes aferidas por meio do software Image] a partir da captura fotografica das
microestruturas tridimensionais, o que evidenciou a manutencdo da coesdo e compactagao celular.
Fonte: Dados da pesquisa (2026).

No que se relaciona ao ensaio de disseminagio, que busca avaliar a plasticidade biolégica e o

grau de agressividade celular, a linhagem LN-18 revelou um elevado e notério potencial invasivo
(tipico de tumores gliais) ao ser realocada no ambiente bidimensional. A evolugdo da migracao celular
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pode ser observada no Quadro 2, que ilustra o avango progressivo e massivo do raio de disseminacado
até alcancar extensodes celulares acentuadas no substrato plano.

Quadro 2
Raio de disseminagdo celular da linhagem LN-18 ao longo do ensaio de reversdo experimental
Tempo de Raio de Disseminacgao Observacao estrutural
Cultivo (um)
12 dia aferido 1060,25 Inicio ativo do deslocamento radiado a partir do
(Dia 3) nucleo denso
22 dia aferido 1084,34 Progressao migratdria continua e retomada da
(Dia 5) morfologia aderente
32 dia aferido 1387,99 Expansdo radial acelerada e disseminacao celular
(Dia 7) acentuada

Nota. Medi¢des que comprovam o carater intrinsecamente agressivo e infiltrativo do glioblastoma
apo6s o estimulo tridimensional.
Fonte: Dados da pesquisa (2026).

Ademais, a analise microscopica das capturas do ensaio de reversdo (Figura 1) confirmou o
mimetismo do comportamento tumoral agressivo in vivo. As imagens revelam o ntcleo esferoidal
denso atuando como um centro emissor, circundado por uma vasta area de células migratdrias se
espalhando ativamente pelo plastico, o que evidencia o desenvolvimento natural do processo
infiltrativo caracteristico da progressao do glioblastoma.

Figura 1
Representagdo da arquitetura migratéria de um esferoide de glioblastoma (LN-18) em ensaio de
disseminagdo apds 3 dias,

Nota. A imagem evidencia a formacdo de um denso nucleo celular central contrastando com a massiva
coroa externa em migracdo, cujo raio de disseminagao alcan¢a 1060,25 pm no terceiro dia de ensaio.
Esse espalhamento radial reflete o alto potencial invasivo simulado.

Fonte: Dados da pesquisa (2026).

CONCLUSAO

Dessa forma, conclui-se que o sistema de micropogos moldados em silicone atua como uma
plataforma in vitro bastante eficaz para a geragdo de microtumores de glioblastoma da linhagem LN-
18. A avaliacdo morfométrica quantitativa ndo apenas validou a compactacio estrutural alcancada
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pelas células no cultivo tridimensional, como também evidenciou o enorme potencial de migragao e
invasdo celular observado quando as estruturas sao colocadas novamente no modelo bidimensional.
Em conjunto, todos esses achados praticos demonstram que o modelo 3D reflete, de maneira eficaz,
a morfologia e o perfil altamente infiltrativo dos tumores gliais. Para assegurar a continuidade da
pesquisa, as atividades futuras consistirdo na obtencdo e andlise dos cortes histoldgicos, visando
identificar a provavel formacao de zonas de necrose central, e na execu¢do dos ensaios de biologia
molecular via RT-qPCR. A quantificacdo da expressdo dos genes COL1A1 e CDHI nestas préximas
etapas sera fundamental para a compreensdo molecular aprofundada dos mecanismos de progressao
tumoral e metastase.
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