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RESUMO: O glioma é um tumor altamente
maligno que que pode ser originado
das células gliais do sistema nervoso. O
glioblastoma (GBM) & o tumor cerebral
maligno e mais comum em adultos. Esta
doenca é extremamente desafiadora, pois a
deteccéo do tumor ocorre tardiamente e as
células infiltrantes ficam quiescentes junto
da barreira hematoencefalica. Em anos, seu
prognosticonaomelhorousignificativamente.
Apesar do desenvolvimento de estratégias
diagnosticas e novas terapias disponiveis,
os tratamentos s&o muito invasivos e podem
oferecer ao paciente apenas alguns meses
de vida. Portanto, o desenvolvimento de
modelos de estudo pré-clinicos que tentem
simular o microambiente tumoral € de grande
importéncia, uma vez que possibilitam o
desenvolvimento de novas estratégias de
tratamento. Nesta revisdo, apresentamos
informacdes sobre a doenga, os modelos de
estudo mais comuns atualmente utilizados
e os desafios existentes.
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THE MOST COMMON EXPERIMENTAL STRATEGIES FOR STUDYING
GLIOMAS

ABSTRACT: Glioma is a highly malignant tumor that originates from the glial cells of the
nervous system. Glioblastoma (GBM) is the most common malignant brain tumor in adults.
However, this disease is extremely challenging to treat because the tumor is detected late, and
the infiltrating cells remain inactive near the blood-brain barrier. Unfortunately, the prognosis
has not significantly improved in recent years. Though diagnostic strategies and new
therapies are available, they are very invasive and may only add a few months to a patient’s
life. Therefore, developing pre-clinical study models that simulate the tumor microenvironment
is crucial. This approach enables the development of new treatment strategies. In this review,
we present information about the disease, the most common study models currently used,
and the existing challenges.

KEYWORDS: brain tumor, model, treatment.

INTRODUCAO

Os tumores cerebrais mais comuns em humanos s&o chamados de gliomas, sdo
tumores malignos muito agressivos que se originam nas células gliais (Lakkadwala, 2019).
Dentre os tipos de gliomas, ha um alto indice de tumores, conhecidos como glioblastoma
(GBM). Schaff (2023), esclarece que aproximadamente 49% dos tumores malignos séao
GBMs. O GBM foi descrito pela primeira vez em 1863, pelo aleméo Rudolf Virchow, como
um tipo de glioma (Boccellato&Rehm, 2022). O GBM ¢é derivado de uma transformacéo
maligna de astrécitos, oligodendrécitos ou de suas células progenitoras, mas surge mais
frequentemente de astrocitos e € extremamente invasivo, muitas vezes recrutando tecido
saudavel para o tecido tumoral, sendo considerado um dos canceres humanos mais mortais
(Stanke&Kidambi, 2023). Essas caracteristicas resultam na atribuigéo do grau IV para este
glioma, o grau mais alto na classificagdo oficial de tumores da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) (Yao et al., 2018).

As células do GBM apresentam caracteristicas peculiares que culminam em
inUmeros desafios, o tumor é heterogéneo apresentando uma populagédo de células que
possuem diferentes perfis mutacionais e diferentes fen6tipos em termos de morfologia,
autorrenovacgao, capacidade proliferativa e sensibilidade terapéutica (Pliakopanou et
al.,2024). Butler et cols. (2020), esclarecem que o grande desafio de se tratar o GBM
ocorre devido as variacdes fenotipicas das células-tronco neurais. O grupo explica que
essas variacdes sdo determinadas pelo microambiente tumoral, que se refere a todas as
moléculas, células e estruturas que abrangem e sustentam outras células e tecidos. As
células do GBM interagem com células normais especificas através de fatores solUveis
ou contatos diretos entre células, promovendo assim a especificidade e invaséo tumoral
(Krieger et al., 2020). A detec¢do do tumor também é um desafio para o tratamento,
pois ocorre tardiamente devido ao fato das células se infiltrarem e se esconderem junto
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da barreira hematoencefalica em estado quiescente. Portanto, apesar da inovacdo no
desenvolvimento de terapias e estratégias, o prognéstico da doenc¢a ndao tem demonstrado
melhora significativa, permanecendo ainda uma doencga sem cura (Robertson et al., 2019;
Maher &Bachoo., 2014).

Quanto aos sintomas, que podem aparecer a medida que a doencga progride,
podem estar relacionados com o papel funcional da area cerebral afetada, geralmente
as apresentagbes clinicas incluem fraqueza persistente, dorméncia, perda de visdo ou
alteragdes na linguagem (Boccellato et al., 2022). Outros sintomas iniciais também incluem
mudanca sutil de personalidade, dor de cabeca e deficiéncia intelectual; queixas especificas
e achados fisicos localizados no local da lesdo (Salcman, 1980). Podem ter localizagcbes
diferentes, mas sdo encontrados principalmente nas areas superficiais, especialmente nos
lobos frontal e temporal, enquanto apenas uma pequena porcentagem ocorre no cerebelo,

tronco cerebral e medula espinhal (Nakada et al., 2011).

DESAFIOS NO TRATAMENTO E DESENVOLVIMENTO DE NOVAS TERAPIAS

O GBM é uma doenca de dificil tratamento e responsavel por mais mortes
em pessoas com menos de 40 anos do que qualquer outro cancer (Mega et al., 2020;
Boccellato & Rehm, 2022). A alta taxa de mortalidade e o mau prognéstico clinico do
GBM séo preocupacbes para muitos pacientes, médicos e pesquisadores. Sabe-se que
menos de 7% dos pacientes com GBM sobrevivem mais de 5 anos apds o diagnéstico da
doenca e a maioria dos pacientes morre da doenca no periodo maximo de 1 ano apés o
diagndstico devido a resisténcia a quimioterapia. O mau progndéstico da doenca é resultado
de células transformadas agitadas pelo microambiente tumoral e apesar dos avancos
em pesquisas e tratamentos como radioterapia, quimioterapia e neurocirurgia, o tempo
médio de sobrevivéncia dos pacientes gira em torno de 9 a 16 meses (Zhang et al., 2020;
Stanke&Kidambi, 2023).

Estudos da literatura esclarecem os pontos que dificultam o sucesso da terapia
com GMB: detecgao tardia de tumores com extensa heterogeneidade celular e genética;
mudancas em varios niveis de crescimento e sobrevivéncia celular, interacao de células
tumorais com microambiente cerebral diversificado e complexo; células dormentes
ou quiescentes resistentes a terapias citotdxicas; extensa infiltragdo no parénquima do
SNC, o que inviabiliza a cirurgia de gliomas difusos, tornando a ressecg¢éo total do tumor
muito complexa e de dificil execucéo (Chen et al.,, 2012; Quail& Joyce, 2017; Dimension,
2021). Outro fator relevante é a limitacdo da barreira hematoencefalica (BHE), limitando a
biodisponibilidade de medicamentos, além da angiogénese; e diversas variantes subclonais
que prejudicam as terapias direcionadas e levam a recuperagéo.

Atualmente, o tratamento disponivel consiste em ressecc¢ao cirlrgica com tentativa
de remover o maximo possivel da massa tumoral, quimiorradiagdo combinada com
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temozolomida, e algumas vezes imunoterapia experimental (Stupp et al., 2017; Mpekris et
al., 2020). Weil et al., (2017) esclarece que apesar deste tratamento intensivo, a resisténcia
tumoral e a recorréncia limitam a sua eficacia e que uma das principais causas do
insucesso do tratamento é o aparecimento precoce e generalizado disseminacao de células
tumorais, tornando os gliomas uma doencga de todo o cérebro. Osswald et cols. (2015),
ressalta que os tumores cerebrais astrociticos, incluindo os glioblastomas, sdao neoplasias
incuraveis caracterizadas por crescimento difusamente infiltrativo. O GBM cria uma rede de
comunicagao com outras células ndo tumorais, criando um ambiente favoravel, induzindo
alteragoes fenotipicas em células ndo tumorais do tecido cerebral, inibindo a atividade do
sistema imunologico em relacéo as células tumorais (Touat et al., 2017). Assim, as células
de GBM respondem dinamicamente ao seu microambiente tecidual local revelando-se
extremamente dificil de eliminar completamente (Calabrese et al., 2007; Zamecnik, 2005).

Ha relatos de que alguns pacientes ainda conseguem atingir a remissao da doenca
apds tratamento completo, com cirurgia, radioterapia e quimioterapia, porém essa remissao
€ breve e invariavelmente seguida de recorréncia e progressao tumoral (Janbazian et al.,
2014). Muitos esforgcos foram feitos nas Ultimas décadas por pesquisadores e médicos
para desenvolver novos medicamentos para melhorar as terapias que existem atualmente
para tratar o GBM (Yao et al., 2018). Além disso, todas as caracteristicas que dificultam o
desenvolvimento de terapias eficazes também dificultam o estudo in vitro em modelo de
origem humana (Krieger et al., 2020). Um alvo terapéutico para o tratamento do GBM sé&o
a microglia e os macréfagos, porque uma grande propor¢do do microambiente tumoral
consiste em um infilirado inflamatério predominante por micréglia e macrofagos, que se
acredita serem transformados pelas células do GBM para o crescimento do tumor, sendo
assim seus papéis emergentes na progressao é impulsionada pela investigacdo de
estratégias terapéuticas que visam a sua modificacdo ou eliminacdo (Poon et al., 2017).
Infelizmente, a maioria dos esfor¢os ainda néo alcangcaram bons resultados a longo prazo
em ensaios clinicos, embora alguns deles se mostrem promissores em modelos in vivo,
deixando as opg¢des de tratamento ainda muito limitadas (Yao et al., 2018).

Na década de 1950, as primeiras linhagens celulares foram estabelecidas num
modelo in vitro, a linhagem celular estabelecida foi o carcinoma do célon uterino humano
conhecido como células HELA. Luo et cols. (2020) explicam que as linhagens celulares séo
relativamente simples de manter, projetar, xenoenxertar e sequenciar, e portanto, a cultura
celular ainda é um modelo amplamente utilizado para numerosos testes na fase pré-clinica
da pesquisa e permaneceu um padréo para em modelos in vitro. Com o passar dos anos, as
possibilidades de estudos utilizando cultura de células se expandiram através de modelos
alternativos, surgiu o cultivo 3D com esferoides e organoides e atualmente a possibilidade
de imprimir tecidos tumorais em 3D, replicando assim arquiteturas de tecidos in vivo como
proposta de promessa de novas tecnologias em pesquisas cientificas (Boccellato&Rehm,
2022). Quanto mais opgdes de possiveis modelos utilizados para estudo surgirem, maiores
seréo as vantagens para o desenvolvimento de novas terapias e melhor compreensdo do
funcionamento do maquinario que permite o surgimento e o crescimento da doenca.
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ESTRATEGIAS EXPERIMENTAIS IN VITRO

A pesquisa em modelos in vitro € mais adequada para a dissecacdo de
propriedades intrinsecas as células, Robertson et cols.(2019),destacam que é possivel
neste modelo utilizar abordagens bioquimicas, biol6gicas celulares e genética reversa e
€ claro que isso vé as células cultivadas como auténomas. Considerando caracteristicas
basicas como crescimento e autossuficiéncia, isso permite gerar modelos escalonaveis
de cenérios celulares e simplificar abordagens experimentais como telas quimicas/
genéticas, transcriptdbmica, protedmica, andlises clonais ou unicelulares sem considerar
a complexidade dos sinais extrinsecos. Porém, considera-se esses, modelos de limitagcéo
da representacao tumoral inserida no ambiente natural e suas conexdes originais, além
da limitacdo na preservacédo da diversidade celular e mutacional dos tumores parentais
que requerem um tempo de geracao prolongado (Jacob et al., 2020). Robertson et cols.
(2019), destacam que um dos principais riscos do trabalho com células cultivadas é que
estas possam divergir, genética ou epigeneticamente, ao ponto de ndo serem relevantes
para as doengas humanas e propde que, para validar os resultados, sejam necessarias
inovacdes, consideragdes e controles cuidadosos para garantir a relevancia da doenca
de quaisquer novos resultados. Quanto as possibilidades de uma representagédo mais fiel
e natural do microambiente GBM in vivo Carla et cols.(2019), afirmam que as diferencas
utilizadas em modelos cientificos experimentais que representem a doenga comparados
com a realidade do ambiente tumoral podem ser um fator que distancia a compreensao
da doenca e consequentemente o desenvolvimento de terapias. Trujillo-de-Santiago et
cols. (2019) sugerem que a recriacdo in vitro ideal do nicho microtumoral € altamente
desafiadora, embora necessaria para uma melhor compreenséao da etiologia do cancer
e desenvolvimento de melhores terapias. Quanto mais proximo for possivel adaptar
estas culturas celulares e seus modelos, maior serd 0 seu sucesso para 0s novos testes
terapéuticos.

Modelo bidimensional

No modelo in vitro bidimensional (2D) tradicional, as células sédo cultivadas sobre
plastico ou em substratos de hidrogel, geralmente séo cultivadas no fundo de uma
garrafa como culturas em monocamada e mantidas em ambiente adequado e favoravel
ao seu crescimento, como meio de cultura especifico, pH e temperatura (Conti et al.,
2005). Trabalhar com células em monocamadas aderentes oferece algumas vantagens
experimentais devido a homogeneidade da cultura, abordagens de imagem, propagagéo/
colheita clonal, triagem, quantificacdo, além deproduzir rapida resposta a modulacéo
ambiental (Wirtz et al., 2011; Stroka et al., 2014).

Caballero et cols. (2017) destacam multiplas vantagens dos modelos 2D em

comparacao com os seus homologos in vitro, sendo mais séo simples, baratos, oferecem facil
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manipulagéo e apresentam alta capacidade de imagem, fornecem informagdes importantes
sobre os determinantes mecanicistas da adesao e migracao das células cancerigenas, uma
caracteristica fundamental da disseminagéo do tumor. Algumas diferencas e adaptagbes
sdo permitidas para que o cultivo de células tumorais em ambiente artificial seja viavel.
No entanto, o estabelecimento de uma linhagem celular exerce presséo seletiva para
sobreviver no pléstico. A selecédo adicional também ocorre de forma heterogénea apos
a distribuicdo das linhagens celulares, provavelmente devido em parte as diferencas nas
condig¢des de cultura empregadas em diferentes laboratérios (Luo&Weiss., 2020). Células
tumorais como o GBM sao tradicionalmente cultivadas in vitro em substrato plastico, com
tensdo de oxigénio de 20%, porém, a auséncia de tensdo de oxigénio do GBM in vivo
varia de 0,1 a 10% (Evans et al., 2004). Outra diferenca é que nas culturas 2D, toda a
superficie celular esta em contato direto com o meio, alterando assim o crescimento celular
e modificando a disponibilidade do medicamento (Guyonet al., 2020).

Em relacdo ao GBM, existe a opcao de trabalhar com linhagens celulares “classicas”
condicionais ou modelos derivados de pacientes desenvolvidos mais recentemente, cultivados
emcondi¢des de culturade células-tronco neurais, aslinhagens celulares “classicas” amplamente
utilizadas, como A172, U87MG, U251MG e T98G séo cultivados em meios suplementados, mas
essas condi¢des de cultura promovem a diferenciacdo astrocitica (Robertson et al., 2019). Em
resumo, modelos 2D de culturacelular acabam simplificando demais as complexas interagcoes
célula a célula encontradas em tumores (Boccellato&Rehm, 2022), nao imitando o crescimento
ou ambiente tumoral in vivo, embora sejam ser uma ferramenta Util importante para iniciar

estudos mecanisticos na fase pré-clinica.

Modelo tridimensional

Os modelos 3D séo capazes de apresentar resultados diferentes dos modelos 2D
(Diao et al., 2019). Os tumores séo tecidos tridimensionais (3D) complexos que estabelecem
uma conversa cruzada dindmica com os tecidos circundantes através de sinalizagcédo
quimica complexa (Trujillo-de Santiago et al., 2019). Modelos tridimensionais de cultura
3D foram desenvolvidos para superar as limitacdes e dificuldades dos ensaios celulares
em monocamada. Eles imitam uma arquitetura multicelular e também podem reproduzir
a heterogeneidade dos tumores fornecendo uma estrutura de conjuntos de microcamaras
ocas contendo uma interface natural de colageno, permitindo o crescimento de células
GBM nas camaras, simulando a difusdo de nutrientes e oxigénio através do tecido, podendo
ser utilizado para estudos de invasédo através da matriz extracelular, varios em modelos in
vitro foram construidos para melhor estudar as interacdes entre as células GBM e a matriz
(Calabrese et al., 2007; Cuddapah et al., 2014; Xu et al., 2016; Xiao, 2017). Portanto, este
modelo celular atual apresenta propriedades especificas na morfologia celular, espectro,
migracéo e invasao (Diao et al., 2019). Dimension (2021), explica que modelos de cocultura
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in vitro de GBM s&o necessarios para compreender a conexao que existe entre as células
GBM e o sistema imunoldgico do cérebro e o desenvolvimento de modelos inovadores de
tumores 3D in vitrotem o potencial de preencher esta lacuna, servindo como uma ferramenta
de triagem de novas moléculas capazes de se tornarem medicamentos anti-GBM. Pelas
vantagens que o modelo 3D apresenta, eles podem ser mais relevantes para o estudo de
tumores sélidos do que o modelo 2D (Guyon et al., 2020). Modelos tridimensionais também
podem ser utilizados para verificar a eficacia dos medicamentos e possiveis tratamentos.
Um exemplo € o conhecimento dos mecanismos envolvidos na resisténcia & temozolomida,
medicamentos atualmente disponiveis no mercado para o tratamento do GBM, o modelo
3D pode levar a identificacdo de novas estratégias que possibilitem o uso mais eficaz do
atual padréo de tratamento (Musah-Eroje&Watson, 2019).

Dentre os principais modelos celulares tridimensionais encontram-se os esferoéides,
esses se originam-se da agregacao espontanea de diversas células e podem variar em
tamanho (Boccellato&Rehm, 2022), crescem como células flutuantes livres apoiadas em
uma matriz, formando aglomerados que resultam em uma esfera. O modelo esferdide é
atualmente considerado o modelo GBM in vitro mais preciso, as vezes referido como o
padrdo ouro na area (Suva &Tirosh, 2020). Uma das vantagens de usar o modelo 3D de
esferbides € que eles mantém a expressado genetica e padrdo gendmico quase idénticos
ao tumor original e quando dissociados em células individuais, essas células proliferam
rapidamente formando esferdides secundarios, que quando implantados em animais
originam a formacéo de tumores semelhantes ao GBM (Dimension, 2021). A massa tumoral
formada é capaz de impactar na difusdo de oxigénio e nutrientes, a difusédo de oxigénio é
alterada quando o tamanho do esferoide atinge cerca de 300 ym, induzindo um ambiente
hipéxico no centro, essa difusdo também tem impacto na resposta a farmacos testados, os
metabdlitos penetram menos nas camadas celulares, causando assim reagdes metabdlicas
compensatorias, quando o didmetro do esferdide aumenta, areas de necrose podem ser
observadas, reproduzindo ainda mais as caracteristicas encontradas em muitos canceres
sélidos como o GBM, que apresentam exatamente esta organizacao (Guyon et al., 2020).

Outro modelo celular tridimensional utilizado em pesquisas € o organoide. Qian
et cols. (2019) definem o conceito de organoides como agregados tridimensionais
automontados gerados a partir de células-tronco pluripotentes com tipos de células
e citoarquiteturas que se assemelham ao cérebro humano embrionario. Os organoides
permitem modelar as caracteristicas necroticas e hipoxicas de tumores humanos, juntamente
com a correspondente maior gama de estados celulares quiescentes, proliferativos e de
diferenciacao (Hubert et al., 2017). Os organoides de GBM sé&o gerados a partir de células
de pacientes (GBOs) reproduzem as caracteristicas histologicas, diversidade celular,
expressao génica e perfis mutacionais de seus tumores parentais (Jacob., et al 2020).
Esses podem ser gerados com alta confiabilidade e mostrar infiltragéo rapida e agressiva
quando transplantados em cérebros de roedores adultos formando-se rapidamente e sendo
sustentado por uma rede interconectada de microtubos tumorais que auxiliam na invasao
do tecido normal do hospedeiro (Krieger et al., 2020).
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Organ-on-chip/tumor-on-chip

Os modelos de simulagédo de organ-on-chip (OoC) e de tumor-on-chip surgiram
recentemente como uma ferramenta promissora na pesquisa do cancer. Os sistemas
tumor-on-chip (ToC), sé@o dispositivos microfluidicos que conseguem criar caracteristicas
dindmicas da fisiologia do tumor, o uso de microfluidica acrescenta outra dimensédo de
mimetismo fisiolégico, permitindo uma alimentacéo continua de nutrientes desses tecidos
(Trujillo-de Santiago et al., 2019). A tecnologia de biomateriais envolve, biologia celular
e engenharia combinadas em uma plataforma miniaturizada com um baixo custo de
fabricacdo (Abu-Dawas et al., 2021; Danku et al., 2022). Mamani et cols. (2020) ressaltam
que no modelo de cultura celular 3D em chip, a microfluidica controlada externamente pode
simular o fluxo sanguineo nos 6rgaos, desta forma é possivel recriar a distribuicdo dinamica
de nutrientes, além de sinais mecénicos, nos tecidos artificiais. Sun et cols. (2019) sugerem
que os sistemas microfluidicos tém o potencial de simular a complexidade do metabolismo
multiorganico e da farmacocinética devido a ligacao de diferentes 6érgaos em um chip e
a possibilidade de cultivar as células tumorais, o que imita o desenvolvimento do tecido
tumoral de forma mais proxima da realidade. Além disso, Tian et cols. (2020) esclarecem
que as plataformas de engenharia integradas podem recapitular caracteristicas complexas
do tumor in vivo em nivel de microescala, como o microambiente tumoral, melhorando
assim a correlag@o entre os resultados derivados de ensaios pré-clinicos e clinicos na
avaliacdo de nanomedicamentos anticancerigenos.

O modelo de OoC pode ser utilizado para construgéo de variados tipos de 6rgaos,
assim como também de tumores sélidos. Sobre a utilizagdo de ToC para estudo do
GBM, Xie et cols. (2023) destacam que as plataformas GBM-on-a-chip podem integrar
unidades funcionais biologicas ou quimicas de um tumor em um chip, imitando funcdes
in vivo das células de GBM, e que nos Ultimos anos, tem havido esforcos para construir
modelos baseados em microfluidica e bioimpressé@o. As unidades microfluidicas podem
ser integradas aos modelos 3D (organdides) por exemplo, sendo usada para controlar
seu ambiente local, simulagdo dindmica de comportamentos celulares e leitura em tempo
real de dados de testes de drogas (Sun et al., 2019). Outro uso dos modelos de ToC é o
estudo de metastase em cancer que emergem como poderosos preditores de progressao
da doenca. Esses estudos oferecem condigbes semelhantes as fisiologicas onde as
determinantes mecanicistas da doenca podem ser avaliados com facilidade, o autor afirma
que o emprego da tecnologia OoC permitiria as empresas farmacéuticas e aos médicos
testar novos compostos terapéuticos e terapias (Caballero et al., 2017). Em um estudo
realizado por Mamani et al. (2020), utilizou-se o modelo ToC para tratamento do GBM,
através de hipertermia magnética, nesse modelo nanoparticulas magnéticas dispersas em
meio aquoso foram injetadas na cavidade central do chip, entrando em contato com cultura
celular 3D de células tumorais submetidas a campo magnético alternado gerando calor,
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transformando energia magnética em energia térmica, nesse estudo a terapia mostrou
eficiéncia no tratamento do tumor com lise de todas as células tumorais ap6s 30 minutos
de hipertermia. Os pesquisadores sugerem que o modelo de mimetizacao de tumores visa
futuramente substituir 0 uso de modelos murinos. Sobre uma desvantagem dos modelos
OoC, Danku et cols. (2022) discutem que as dimensdes do fluido utilizadas nesse modelo
sdo muito pequenas, sendo assim os efeitos de superficie dominam o efeito de volume,
parte do produto de interesse ser adsorvido e isto pode refletir na ma qualidade da analise,
ele enfatiza também que como o fluxo laminar esta presente na intersec¢ao de varios fluidos,

os fluidos de interesse podem n&o se misturar.

ESTRATEGIAS EXPERIMENTAIS IN VIVO

Experimentos in vivo funcionam como uma continuagéo das etapas in vitro, esse
avanco permite que os resultados sejam validados, ou seja, as descobertas in vitro precisam
sempre ser complementadas com modelos in vivo (Robertson et al., 2019). A utilizacao de
mamiferos nas etapas in vivo da fase pré-clinica da pesquisa é crucial, os ratos por exemplo
podem ser usados para estudar tumores e sao eficazes na recapitulacéo das caracteristicas
fisiolbgicas da patologia do glioma humano, varias caracteristicas podem ser demonstradas,
como infiltragé@o e invaséo cerebral, e podem ser usadas para questdes de origem celular e
genes envolvidos na iniciagdo tumoral versus progresséao tumoral (Janbazian et al., 2014).
O GBM pode ser inserido em camundongos em modelo ortotopico ou heterotdpico (em
local diferente da origem), também pode ser transplantado em embrides dentro do Utero de
fémeas gravidas. Através de um estudo realizado por Hoffmann et cols. (2020), as células
integradas no cérebro do camundongo espelham as principais caracteristicas patolégicas
associadas ao tumor, como infiltrag@o, vascularizagéo e microambiente tumoral complexo,
incluindo astrocitos reativos e infiltracdo de células imunes do hospedeiro, o autor enfatiza
que o modelo embrionéario € uma forma rapida e eficiente de estudar a biologia de tumores
especificos em camundongos imunocompetentes.

Atualmente varios modelos tumorais ndo mamiferos tém sido utilizados para
estudo do cancer como drosophila (Munnik et al., 2022) e vertebrados como o peixe zebra
(Danio rerio), Hason et cols. (2019), os autores discutem que a conservagao evolutiva dos
programas relacionados com o cancer entre humanos e peixes-zebra € impressionante
e permite a extrapolacdo dos resultados da investigacdo obtidos em peixes para 0s
humanos. A implantacéo de células tumorais em peixe-zebra pode ser usada para estudar a
progressao do tumor, eficacia de medicamentos, bem como estudar migracéo e metastase.
Os embrides transparentes permitem estudos de imagem que visualizam o comportamento
das células tumorais e as intera¢des do tecido hospedeiro, por ex: interacées microglia-
células tumorais (Hamilton et al., 2016). Dessa forma o peixe zebra tem se mostrado um
modelo promissor de xenoenxerto para estudos de invasdo tumoral. Mazzolini et cols.
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(2020) enfatizam que a transparéncia aliada a facilidade de manipulagéo genética o torna
um 6timo modelo para estudos de imagens vivas e Fazio et cols. (2020) demonstram que
0 peixe-zebra do tipo selvagem antes de desenvolver pigmentacédo permite imagens de
facil resolucdo tanto de células individuais quanto de analise e quantificacdo de células
transplantadas, o autor também afirma que esta € uma caracteristica superior a outro
modelo de transplante utilizando outro organismo.

Outra caracteristica que favorece a utilizacdo deste modelo em pesquisas esta
ligada a imunidade desses individuos, periodo em que o desenvolvimento da imunidade
inata se inicia no primeiro dia ap6s a fecundacao, enquanto a imunidade adaptativa tem
um periodo maior para iniciar, apenas cerca de 2- 3 semanas apés a fertilizacdo, esta
pequena janela de incompeténcia imunoldgica durante o desenvolvimento larval inicial
permite o transplante e a sobrevivéncia a curto prazo destes individuos transplantados
com células humanas ou de rato (Fazio et al., 2020). Em algumas abordagens as células
cancerigenas transplantadas em cepas de peixe-zebra transparentes podem ser marcadas
com fluorescéncia, e monitoradas através da vasculatura que pode ser marcada com uma
proteina fluorescente contrastante, havendo extravasamento essas células podem ser
identificadas e contadas através de microscopia de fluorescéncia (Roth et al., 2022). A
utilizacao do peixe-zebraem alguns estudos permite a observagéo automaticado crescimento
tumoral e da sobrevivéncia de peixes enxertados com tumores de pacientes (PDX) no qual
€ possivel observar heterogeneidade de crescimento, invaséo e sobrevivéncia, assim como
a avaliacdo in vivo de medicamentos, como marizomibe, atualmente utilizado em ensaios
clinicos para GBM (Almstedt et al., 2022).

Os estudos também variam em relacdo a idade do peixe-zebra, alguns transplantes
podem ser realizados em embrides 24 ou 48 horas ou 3 dias apds a fecundagao, também tém
sido realizados em juvenis com 30 ou 90 dias de vida, neste caso € geralmente é realizada a
supressao do sistema imunolégico de peixes adultos. Uma questdo importante em relacéo
ao xenoenxerto de células de glioma em peixe-zebra é a diferenca de temperatura entre
as células e o peixe, que deve ser ajustada para o sucesso do ensaio. Considerando que
0 peixe vive a uma temperatura em torno de 28° graus e as células em cultura em torno de
37° graus, Pliakopanou et cols.(2024) sugere que a aclimatagdo gradual dos peixes e das
células considerando um ajuste para 32-33°C pode resolver o diferencial de temperatura
entre células de peixe-zebra e GBM.

Na tabela 1 apresenta-se as principais vantagens e desvantagens do uso dos

modelos in vitro e in vivo utilizados nos testes pré-clinicos.
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Modelos

Vantagens

Desvantagens

Cultura 2D

Cultura 3D

Esferdides

Organoides

Organ-on-chip

Modelos in vivo
Ratos e camundongos

Peixe zebra

Drosoéfila

Baixo custo e facil de manter.
Permite modelos escalonaveis e
homogéneos de cultura celular,
abordagens de imagem, triagem e
quantificagcdo.
Fornecem informacdes sobre
adesao e migracgao.

Morfologia fisioldgica.
Arquitetura, manutencéo da
expressao genética e padrao
gendmico quase idénticos ao tumor
original.

Interagéo célula a célula.

Caracteristicas necroticas e
hipoxicas, estados celulares
quiescentes, proliferativos e de
diferenciacéo, caracteristicas
histolégicas, e perfis mutacionais.
Alta heterogeneidade. Pode-se usar
células especificas do paciente.
Dinamica da fisiologia do
tumor, mimetismo fisiolégico,
microambiente tumoral.

Pode simular o fluxo sanguineo
nos 6rgaos e recriar a distribuicdo
dinédmica de nutrientes, além de
sinais mecanicos, nos tecidos
artificiais
Baixo custo, varios sistemas
microfluidicos podem ser integrados
em um chip, economizando espaco
e dinheiro.

Recapitulacao das caracteristicas
fisiolégicas da patologia do
glioma humano, como infiltracao,
invasao cerebral, vascularizagao e
microambiente tumoral complexo.

Permitem estudos de imagem que
visualizam o comportamento das
células tumorais e as interagdes do
tecido hospedeiro
Baixo custo
Amplas réplicas por estudo

A vida util é curta, grande nimero
de descendentes, anatomia bem
descrita, facilidade de dissecgéo e
visualizacao de tecidos complexos.
Variadas ferramentas genéticas de
drosofilas que permitem identificar
novas fungées genéticas.

Podem divergir morfologicamente,
genética ou epigeneticamente.
Auséncia do microambiente tumoral
e simplificag@o das interagdes
célula a célula.

Pode modificar a biodisponibilidade
do medicamento.

Auséncia de vascularizagao.

Alto custo, dificil de cultivar.
Auséncia de vascularizacéo e de
funcdes inerentes aos 6rgaos in

situ.

Efeitos de superficie.

Alto custo e manutengéao
Dificeis de manter
Poucas réplicas por estudo

N&o substitui a necessidade da
execucao da etapa dos testes pré-
clinicos em mamiferos

Diferencas anatémicas entre
droséfilas e humanos oferecendo
limitacoes.

Tabela 1. Vantagens e desvantagens do uso de modelos in vitro e in vivo
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CONCLUSAO

Sabe-se que o desenvolvimento de tratamentos para GBM necessita de estudos
detalhados em modelos experimentais reprodutiveis que oferecam resultados claros
e honestos. Considerando a complexidade do GBM e todas as dificuldades envolvidas
no desenvolvimento de terapias eficazes que dependem diretamente de estudos que
reproduzam: caracteristicas como o microambiente e a histologia tumoral, entende-se
que todas as abordagens existentes sdo importantes e permitem a coleta de informagbes
criticas na fase pré-clinica dos estudos. Estudos in vitro, partindo do modelo menos
complexo (2D) até modelos mais complexos como o (3D) podem fornecer informacgées
muito relevantes, incluindo o nivel de eficacia do medicamento, como continuidade nas
etapas mais elaboradas das fases pré-clinicas e obtendo estudos em modelos in vivo,
€ possivel realizar enxertia tumoral em animais como mamiferos ou peixes no mesmo
local de origem (ortotépico). No entanto, ainda estdo a ser feitas novas abordagens que
estimulam descobertas ao nivel de: mecanismos intrinsecos as células (transcricionais/
epigenéticos e metabdlicos), sinalizacdo célula-célula, nicho e microambiente, sinais
sistémicos, regulacdo imunolégica e forgas fisicas ao nivel dos tecidos.
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