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Introducao:

Apesar de, conceitualmente, uma divisao celular dar origem a duas células genotipica e fenotipicamente idénticas, dados prévios de ensaios /n vitro registram
casos de resposta heterogénea a quimioterapicos dentro de col6nias geradas a partir de celulas unicas (Fig. 1 A). Uma das hipoteses € que subclones, com graus
variados de resisténcia, tenham se desenvolvido a partir de mutacdes acumuladas ao longo das divisdes das células, durante o periodo de formacao de uma coldnia
(Fig. 1 B). Diante disso, o fenétipo de proliferacao das células tumorais sobreviventes ao tratamento pode ser instavel ao longo das geracdes, devido a possibilidade
de aumento de variabilidade entre as células-irmas no decorrer das mitoses. Portanto, o objetivo do trabalho é verificar o grau de variabilidade do perfil proliferativo
de células, expostas a tratamentos quimioterapicos distintos, adicionado a cada divisao celular no periodo de formacao da colonia apos uma a cinco divisdes

celulares.

Metodologia e Resultados:
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Figuras 1 — 1A. Principio légico da metodologia utilizada. 1B. Duas hip6teses de . 2
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instavel - a variabilidade de fenotipos dentro de todas colonias aumenta no decorrer das geracoes
ate assemelhar-se a variabilidade populacional. Graus de resisténcia sdo representados pelas
diferentes cores. O grafico ilustrativo a direita mostra a variacdo da manutencao do fenotipo em
cada colbnia (representada por pontos) de acordo com o numero inicial de células da colbnia no
periodo de tratamento. 1C. Desenho experimental: Colénias compostas por 1 a 20 ceélulas foram
tratadas por 3 dias com Temozolomida (TMZ) e Cisplatina (CPT). Micrografias foram captadas
regularmente e o numero final e inicial de células de uma colénia no intervalo analisado (Nf e Ni,
respectivamente) foram inseridos na férmula acima para o calculo do indice de duplicacdo da
populacao das colonias ao longo do tempo (PD). A velocidade de crescimento (VC) diaria de cada

col6nia foi calculada de forma individual para cada etapa da analise.
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Figuras 2- Analise do Crescimento das Colb6nias. Barras pretas correspondem a ao
desvio padrao da distribuicdo dos resultados de cada grupo de ceélulas iniciais analisadas.
Marcadores coloridos referenciam as col6nias analisadas através da sequéncia de micrografias
na figura 3.
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Figuras 3 - Sequéncia temporal de micrografias
das colonias destacadas na figura 2. Quadrados
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-- No periodo durante o tratamento, a medida que o numero inicial de células
componentes das colonias no tratamento aumenta, o perfil proliferativo das
colonias torna-se cada vez mais similar entre si (Fig. 2C e 2E). Porém, no
periodo pos-tratamento, a variacdo do perfil proliferativo das colonias
sobreviventes parece voltar a aumentar (Fig. 2D e 2F).

-- As micrografias confirmam a grande variancia na resposta entre coldnias
formadas por ate 4 células (Fig. 3B), onde sdo observados desde coldnias com
resposta homogénea aos tratamentos ate o0 surgimento de casos de
sensibilidade variada dentro de uma mesma colonia (sequéncia com asterisco).
Isso pode indicar que duas divisOes celulares sejam suficientes para o
surgimento de fenotipos distintos dentro de uma mesma coldnia originada
de célula Unica.

-- Durante o periodo de tratamento, a variabilidade de resposta proliferativa de
colénias com o0 mesmo numero inicial de células passa a diminuir notavelmente
a partir de colonias compostas por 8 celulas (Fig. 2C e 2E). Este fendOmeno se
confirma a partir da analise das micrografias sequenciais (Fig. 3C e 3D). Isso
sugere que um numero minimo de trés divisoes celulares seja necessario
para que uma heterogeneidade fenotipica seja alcancada dentro de uma
coldnia originada de ceélula unica, produzindo um perfil proliferativo
semelhante ao constatado em ensaios populacionais.

Conclusao e Perspectivas:

Portanto, atraves deste conjunto de ensaios, pode-se concluir que uma elevada heterogeneidade fenotipica pode ser rapidamente alcancada dentro de um
conjunto de células originadas a partir de uma unica célula, evidenciando um alto grau de instabilidade genética e molecular que possivelmente deve ser
adquirida a cada geracao. Como perspectiva, pretende-se ampliar o numero amostral para elevar o grau de confiabilidade dos dados gerados até o momento.
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