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Genética

INTRODUÇÃO
A morfologia nuclear anormal, conhecida como atipia nuclear, é crucial na

diferenciação entre tumores malignos e benignos. Dentre as morfologias incomuns, destacam-
se as células cancerígenas poliploides gigantes (PGCCs), reconhecidas como senescentes e
inviáveis [1]. Todavia, as PGCCs apresentam um ciclo de vida próprio, incluindo a fase de
senescência, reorganização genômica e características particulares que direcionam a piora da
progressão tumoral [1,2].

Quando se avalia o glioblastoma, um dos tumores mais devastadores e comuns,
estudos com linhagens celulares submetidas à radioterapia destacaram o impacto das
PGCCs/MGCCs (células cancerígenas multinucleadas gigantes, MGCCs) de ciclo lento na
resposta à irradiação terapêutica, porém ainda pouco se sabe quanto à ação de quimioterápicos
[3].

A complexidade das PGCCs evidenciou a necessidade de novas tecnologias de alta
resolução e holísticas, salientando a utilização potencial de rastreamento de célula única sobre
a avaliação sistemática das respostas celulares aos estresses e mudanças de destinos celulares,
elucidando a descoberta de novas abordagens terapêuticas adaptativas à evolução tumoral
[2,4,5,6].

Ademais, a inclusão de novas técnicas baseadas em patologia digital e análise de
imagens fornecem análises mais precisa, reprodutibilidade e padronização de critérios de
estudo das PGCCs baseados na patologia. Essas abordagens possibilitam a identificação,
extração e quantificação detalhada de características das subpopulações, superando as
limitações da avaliação manual [7,8].

Com base nisso, objetivou-se utilizar uma abordagem inovadora, integrada e de célula
única, por meio de patologia digital e rastreamento in vitro, assim como, caracterizar e sugerir
a potencial importância da variação de ploidia do glioblastoma sob os mecanismos de
resistência tumoral, prevendo alvos capazes de domar o tumor por meio de terapias
adaptativas frente às estratégias terapêuticas vigentes.

METODOLOGIA
Realizaram-se análises holísticas in silico das interações moleculares, utilizando os

sites e softwares UNIPROT, STRING e Cytoscape para construção, análise e interpretação
funcional das redes de interação proteica relacionada à poliploidização e formação do
glioblastoma. Em paralelo, desenvolveu-se um acompanhamento/rastreamento in vitro da
linhagem celular U87 de glioblastoma tratada com temozolamida (TMZ) e marcada por



fluorescência com 53BP1 e LC3 visando acompanhar mudanças morfológicas ao decorrer de
30 dias pós-tratamento com TMZ. Assim, foram avaliadas as mudanças morfológicas a nível
nuclear e citoplasmático e foram observadas e descritas as células quanto a presença de
multinucleações, micronucleações e núcleos gigantes, e seus significados quanto às respostas
aos estresses sofridos pelas células tumorais. Ainda, analisaram-se as características
morfológicas que representam células cancerígenas poliploides gigantes (PGCCs) pelo
ImageJ.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Foram construídas redes de interação proteica referente às proteínas atreladas ao

processo de poliploidização (NANOG, SOX2, PROM1, MYC, CCNB1, AURKA, AURKB,
ASAH1, PRKCI, MOS, TERT, CDKN1A, VIM e GJA3) e formação do glioblastoma (EGFR,
TERT, PTEN, MDM2, RAS, PI3K, P53, RB, FGFR3, TACC, WNT, FAT1, CDK4, CDK6,
PDGFRA, MET, NF1, CDKN2A). Quanto ao aspecto funcional, foram considerados os
bancos de dados do Reactome Pathways, KEGG Pathways, GO Biological Process, GO
Cellular Component e GOMolecular Function.

O enriquecimento funcional apresentou um FDR<10-18 (estatisticamente significante),
correlações com ciclo celular e sua regulação e a importância das ciclinas e as quinases
quando se avaliaram as proteínas críticas à poliploidização. Para o glioblastoma, identificou-
se vias no câncer e doenças e processos regulatórios de atividades enzimáticas e complexos
proteicos. Por comparação, observam-se as respostas ao estresse capazes de mudar
morfologias e proteínas se alinhando com atipias nucleares, sendo um resgate de diversas
múltiplas redes biológicas, visando à sobrevivência celular [9].

Suprindo validações pelo estudo in vitro de live cell acoplado aos softwares de análise
de imagens, foram caracterizados 8 campos microscópicos (4 na periferia e 4 no interior da
placa de cultura), durante os dias 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30. E os registros com marcação de
fluorescência para região nuclear pelo 53BP1, destacou o reparo de dupla-fita do DNA [DSB]
por meio de NHEJ (união de extremidade não-homóloga) associado ao checkpoint conservado
contendo superfícies de interação para numerosas proteínas responsivas ao DSB. Ademais, o
marcador LC3 para a região citoplasmática, possibilitou monitorar o processo de autofagia.

Com base nisso, sugere-se que a resposta a danos no DNA (DDR) é ativada como
estratégia de sobrevivência, sendo perpassada por catástrofe mitótica ou poliploidização, as
quais acabam sendo selecionadas diante da extensão do dano marcado pelo 53BP1 [10]. Em
consonância, as atipias nucleares, também demonstram a capacidade de moldar o destino
celular segundo rearranjos genômicos e heterogeneidade tumoral [11].

Outrossim, a multinucleação parece estar atrelada a um bloqueio da proliferação,
apresentando mais corpos nucleares corados com 53BP1 [11]. Para além, essa ploidia variada
remonta a uma possibilidade de plasticidade regulatória e fenotípica relacionada a traços de
stemness, desdiferenciação, unicelularidade, metabolismo energético flexível e proteção
eficaz contra a instabilidade do genoma, isto pelo tamponamento de danos no DNA, efeitos de
mutação e reparo complexo do DNA integrando via de reparo unicelular primitiva propensa a
erro e via avançada de reparo multicelular [2,12]. Isto pela indução de genes bivalentes, caos
genômico, epigenômico e quântico, e novos estados adaptativos de programas celulares
através da religação da rede reguladora de genes [2,6,13,14].

A presença do marcador LC3, indica um acúmulo de autofagossomos, o que está
atrelado ao impacto da autofagia sobre a resposta ao estresse e tumorigênese, o que na
literatura destaca que a deficiência em autofagia exibe correlações robustas com frequências
mais altas de proliferação de células semelhantes a poliploides, sugerindo que a perda de



autofagia pode promover instabilidade genômica [15]. Outrossim, LC3 também media os
processos de macro ou micronucleofagia os quais eliminam estruturas nucleares
desnecessárias e previnem a senescência celular, por consequência, há um benefício claro
sobre a heterogenicidade do conteúdo genômico tanto pela poliploidização quanto pela
reversão da poliploidia [16].

CONSIDERAÇÕES FINAIS
Em suma, a poliploidia parece mitigar as consequências da instabilidade do DNA

através de DDR, isto porque genomas adicionais protegem os danos ao DNA, mas sujeito a
erros, sendo uma característica dos organismos unicelulares. Além disso, a marcação por LC3
salienta a conexão com o papel da autofagia. Ademais, tais considerações concordam com o
enriquecimento funcional apresentado previamente pelas análises de redes de interação
proteína-proteína, integrando/correlacionando os dados in silico e in vitro. Assim, sugere-se
que análises holísticas com softwares e baseadas em patologia digital e rastreamento de célula
única fornecem novos caminhos da pesquisa oncológica.
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