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RESUMO

O Cancer é a denominacao dada ao um conjunto doencas que se caracterizam pelo
crescimento desordenado de células e pela invasao e propagacgao dessas células para
varios tecidos e € um dos problemas de saude mais prevalente da atualidade. Os
tumores tém caracteristica de serem tecidos altamente heterogéneos néo podendo ter
seu microambiente tumoral fielmente reproduzidos in vitro pelas técnicas tradicionais
bidimensionais. Assim, o objetivo do trabalho foi desenvolver e estabelecer um
protocolo de cultura 3D, utilizando linhagens de células tumorais humanas e linhagens
de fibroblastos humanos, de modo a caracterizar inicialmente o modelo quanto ao
crescimento e a viabilidade. Para isso, células de linhagens imortalizadas de
fibroblastos (GM) e de células tumorais (MCF7 e Hela) foram cultivadas em placas
com o fundo revestido com agarose, forcando as células a se auto agregarem e
formarem uma estrutura esferoide. Os esferoides foram medidos no quarto e sétimo
dia de cultura para avaliar o crescimento e no sétimo dia foram submetidos a um
ensaio de MTT para a andlise da viabilidade. Dadas as condi¢gbes adequadas é
possivel se obter uma cultura de células tumorais e de fibroblastos tridimensional. No
geral, as linhagens utilizadas apresentaram caracteristicas parecidas entre si no
padrao de crescimento, apresentando, em menor ou maior grau, uma tendéncia a
diminuir ao longo do tempo. A viabilidade das linhagens na cultura 3D mostrou uma
boa adaptacao das células ao modelo, representando que a técnica se d4 como uma
alternativa para ensaios futuros com um modelo que mimetiza melhor as condi¢es
bioldgicas dos tecidos.

Palavras-chave: Cancer. Cultura 3D. Microambiente tumoral.



ABSTRACT

Cancer is the name given to a set of diseases that are characterized by the disordered
growth of cells and the invasion and spread of these cells to various tissues and is one
of the most prevalent health problems today. Tumors have the characteristic of being
highly heterogeneous tissues and their tumor microenvironment cannot be faithfully
reproduced in vitro by traditional two-dimensional techniques. Thus, the objective of
this thesis was to develop and establish a 3D culture protocol, using human tumor cell
strains and human fibroblast strains, in order to initially characterize the model for
growth and viability. For this purpose, immortalized fibroblast (GM) and tumor cell
strains (MCF7 and HelLa) were cultured on agarose coated plates, forcing the cells to
self-aggregate to form a spheroid structure. The spheroids were measured on the
fourth and seventh day of the culture to evaluate growth and on the seventh day were
submitted to an MTT assay for viability analysis. Given the proper conditions it is
possible to obtain a three-dimensional culture of tumor cells and fibroblasts. In general,
the strains used showed similar characteristics amongst each other in their growth
pattern, presenting, to a lesser or greater degree, a tendency to decrease over time.
The viability of the cells in the 3D culture showed a good adaptation of the cells to the
model, representing that the technique is given as an alternative for future trials with a
model that better mimics the biological conditions of the tissues.

Key words: Cancer, 3D cell culture, Tumor microenvironment.
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

O cancer € um dos principais problemas de saude da atualidade. Segundo a
Organizacao Mundial de Saude (OMS), sé em 2018 o numero de novos casos foi de
18.1 milhdes e o numero de mortes pela doenga foi de 6.9 milhdes de pessoas. De
acordo com a organizagéao, € estimado que um em cada 5 homens e uma em cada 6
mulheres terdo a doencga durante a vida, e destes, um em cada 8 homens e uma em
cada 11 mulheres entrardo em 6bito em decorréncia dessa enfermidade (WHO, 2018).

Céancer € a denominagédo dada a um conjunto doengas que se caracterizam pelo
crescimento desordenado de células e pela invaséo e propagacéao dessas células para
varios tecidos. Mais de 100 doengas com essas caracteristicas ja foram previamente
descritas e o cancer pode ser classificado de acordo com o tecido em que ocorre
(PERCORINO, 2012). O cancer é resultado de uma série de mutagdes no DNA e na
alteracao da expressao génica, que podem ser resultado de fatores ambientais como
produtos carcinogénicos e inflamacao crénica (PELENGARIS e KHAN, 2013).

Esse crescimento irregular de células resulta muitas vezes em tumores soélidos
que sao estruturas semelhantes a O6rgdos, complexas estruturalmente e
heterogéneas, compostas de células cancerigenas, fibroblastos e células
imunolédgicas imersas numa matriz extracelular e nutridos por uma rede de vasos
sanguineos que formam o chamado microambiente tumoral (TREDAN, 2007).
Subpopulacées celulares de porgdes diferentes de um mesmo tumor podem variar em
imunogenicidade, em ritmo de crescimento, resposta a drogas e habilidade de entrar
em metastase, demostrando assim, uma heterogeneidade funcional e fenotipica. Essa
heterogeneidade pode ser causada pela diferente disponibilidade de recursos dentro
do mesmo tumor, como por exemplo o0 acesso desigual a oxigénio e nutrientes devido
a disposicao deste tecido (TABASSUM, 2015).

Os modelos de cultura 3D oferecem uma melhor simulagdo do microambiente
tumoral, j& que estes exibem caracteristicas que se assemelham as condigbes
complexas dos tumores in vivo. Dessa forma, enquanto as linhagens celulares em 2D
nos providenciam com um material de estudo homogéneo, as culturas 3D induzem as
células a se comportarem de uma maneira um pouco mais préxima as condigdes
naturais (RAVI, 2015).

Assim, é importante levar em consideracdo os complexos contextos bioldgicos e

a heterogeneidade fenotipica do desenvolvimento dos tumores na hora de se criar
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novas drogas ou terapias imunoldgicas para combater o cancer, ja que estes podem
ter seus efeitos restringidos pelas capacidades extrinsecas e intrinsecas das células
cancerigenas de sinalizarem a outros tipos celulares e componentes do
microambiente tumoral (THOMA, 2014).

Dessa forma, a proposta do trabalho foi desenvolver e estabelecer um modelo
de cultura 3D, utilizando linhagens de células tumorais humanas e linhagens de
fibroblastos humanos, que melhor mimetize o tecido tumoral, tendo em vista futuros

testes para elucidagcao de mecanismos tumorais, imunolégicos e farmacoldgicos.



13

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 O Historico da Cultura de Células

A cultura de células se iniciou como uma técnica para estudar o comportamento
de células animais num ambiente controlado, fora do organismo, com Harrison em
1907 e Carrel em 1912. Desde essa época até os dias atuais esse método é
reproduzido em laboratérios do mundo inteiro, sendo ainda uma ferramenta de
pesquisa de grande importancia. Inicialmente os experimentos consistiam no cultivo
de fragmentos de tecidos em frascos com fluidos animais de onde tais tecidos eram
provenientes, sendo Harrison o primeiro a isolar células e cultiva-las em in vitro ao
invés do tecido inteiro (ALVES; GUIMARAES, 2010). A partir disso, varias areas da
ciéncia, como a Microbiologia, a Protozoologia e a Virologia, se beneficiaram da
técnica, levando a diversos avangos, como o desenvolvimento de vacinas, nessas
areas (REBELLO, 2013).

O ano de 1951 representou um marco na pesquisa em cultura de células
humanas e na pesquisa do cancer, em outubro deste ano, apds oito meses de ser
diagnosticada com uma forma agressiva adenocarcinoma cervical, a jovem americana
Henrietta Lanks vai a Obito. Entretanto as células do seu tumor continuam se
desenvolvendo em laboratério, gracas a George Gey, um cientista brilhante no campo
de cultura de células. A linhagem recebeu o nome de HelLa, em homenagem a
paciente que deu origem as células, e desde entdo esta linhagem tumoral se tornou
umas das mais utilizadas ao redor mundo (MASTERS, 2002).

Diversas sado as vantagens de se utilizar a cultura de células; o controle do
ambiente, o baixo custo e a homogeneidade da amostra sdo s6 algumas delas,
quando comparada aos modelos animais. Além disso, devido as questdes éticas que
regem o uso de animais em pesquisa cientifica, a cultura de células, hoje, é o principal
modelo alternativo para substituir os animais em experimentos (ROCHA, 2016).

Entretanto, o modelo original e mais difundido, em que as células sao cultivadas
em monocamada num recipiente plastico, tem como grande desafio representar, in
vitro com fidelidade o comportamento dos tecidos, in vivo. Assim, nos anos 70, devido
a necessidade da criacdo de uma técnica que melhor imitasse as condigbes
biolégicas, Robert M. Sutherland desenvolveu os primeiros modelos de cultura 3D,
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que por terem assumido inicialmente uma morfologia esférica, foram batizados de
esferoides (AMARAL, 2010 e WEISWALD, 2015).

2.2 O Modelo de Cultura 3D

Na natureza, tecidos e 6rgaos sao tridimensionais, as células estdo em contato
direto com outros tipos de células e sdo cercadas por uma estrutura de suporte
composta de proteinas e acucares chamada de matriz extracelular (FENNEMA, 2013).
Todavia, a maioria dos estudos em biologia celular é realizada utilizando um tipo de
célula em cultivo numa superficie plana, em monocamada, e apesar deste modelo ter
sido muito aperfeicoado ao longo dos anos, varios estudos o comparando com novas
tecnologias 3D destacam as divergéncias entre os dois e as limitacdes do método 2D
em reproduzir as condi¢cbes in vivo, no que diz respeito a morfologia das células,
polaridade, expressao de receptores, expressdo de oncogenes, interacdo com a
matriz extracelular e a arquitetura celular em geral (BRESLIN, 2013).

Nesse contexto, os esferoides sao excelentes ferramentas para o entendimento
dos tecidos, das interacdes célula-célula e das interacdes entre as células e a matriz
extracelular (FENNEMA, 2013). As maiores vantagens dos modelos 3D s&o: a
morfologia celular e a sinalizacdo que se assemelham muito mais as condicoes
fisioldgicas do que na cultura 2D comum; permitir manipulacdes experimentais rapidas
para teste de hipbteses; e proporcionar imagens em tempo real em microscopia do
que em modelos animais (YAMADA, 2007).

Este modelo pode ser obtido através de diferentes metodologias, desde métodos
que utilizem estruturas, polimeros ou armacbdes que ajudem as células a se
proliferarem de forma tridimensional ou métodos independentes de ancoragem, que
permitem que as proprias células se organizem numa estrutura 3D agregando-se a si
mesmas. Cada modelo tem suas vantagens e limitagdes, por exemplo, os modelos
dependentes de ancoragem conseguem mimetizar melhor as interagdes entre as
células e a matriz extracelular, por sua vez o0 modelo independente de ancoragem
demonstra melhor os gradientes fisiologicos (LANGHANS, 2018).

Varios estudos testificam evidéncias de que células crescendo em uma
estrutura 3D, obtida através de diferentes metodologias, lembram melhor o aspecto
fisiologico in vivo do que células em estruturas monocamada, como por exemplo, na
pesquisa de novas drogas em que o modelo esferoide imita melhor o gradiente
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quimico e as barreiras fisicas que num sistema bioldgico se mostram como o maior
obstaculo na distribuicao de farmacos nos tecidos (THOMA, 2014).

Um estudo de 2010 comparou a atividade antiproliferativa de drogas comumente
usadas no tratamento de cancer de pulmao em linhagens de células tumorais de
pulméo cultivadas em 2D e em 3D. Os resultados demonstraram que oito das dez
drogas testadas tiveram diferencas significativas nas suas respostas no modelo 3D
comparado ao modelo 2D, sugerindo que algumas implicagdes bioldgicas devem ser
levadas em consideracdo na escolha de drogas candidatas a estudos pré-clinicos
(NIRMALANANDHAN, 2010).

O modelo esferoide também demonstrou ser util na pesquisa in vitro de
imunoterapias, e um dos primeiros estudos a evidenciar isso foi uma pesquisa de
1977, em que 0s pesquisadores incubaram esferoides de uma linhagem tumoral de
camundongos junto com células do bago normais e células aloimunes, demonstrando
uma diminuicdo da proliferagdo da linhagem tumoral em contato com os linfécitos
aloimunes comparada com os linfécitos normais (HOFFMAN, 2017; SUTHERLAND,
1977).

2.3 Cancer e o uso de cultura 3D para recriar o microambiente tumoral

Por muito tempo o céncer foi pensado como uma doencga clonal, onde todas as
células derivavam de um ancestral comum e possuiam o0 mesmo conjunto de
alteracbes genéticas e epigenéticas. Hoje, porém, € inegavel que a maioria dos
canceres possuem uma consideravel heterogeneidade intratumoral fenotipica e
espacial, que podem ser resultado de variacbes genéticas ou ndo em um mesmo
tumor (TABASSUM, 2015).

Em seres humanos, os tumores séo constituidos de diferentes tipos celulares,
que tem suas funcdes e destino determinados por varios fatores quimicos, fisicos e
biol6gicos presentes no microambiente tumoral, e juntos, esses fatores contribuem
para a proliferacao, evolucao, invasao e metastase das células cancerigenas, assim
como também contribuem para a evasdo de tratamentos (THOMA,2014). Alguns
desses fatores chave que influenciam nas propriedades das células tumorais sédo: a
interagca@o entre as células e a matriz extracelular, as interagdes entre as diferentes
células do microambiente tumoral, e os gradientes de concentracdo no tecido
(LANGHANS, 2018).
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A matriz extracelular é uma estrutura de suporte composta de diversas proteinas
como colageno, elastina e laminina, que conferem aos tecidos propriedades
mecanicas e auxiliam na organizacado da comunicacao entre as células. A composi¢ao
da matriz extracelular varia de tecido para tecido e pode influenciar no grau de
resisténcia do tumor aos tratamentos (ABBOT,2003). Entretanto, as células tumorais
ndo sao rodeadas apenas por matriz extracelular, o tecido conectivo também é
composto por células do estroma como fibroblastos, adipécitos e células da glia,
células da vasculatura adjacente e células do sistema imune e a interagao entre essas
células pode contribuir para progressao e prognéstico da doencga. E o resultado desse
microambiente heterogéneo é a presenca de gradientes de concentragdo diferentes
dentro de um mesmo tecido para oxigénio, pH e componentes sollUveis como
moléculas efetoras e metabdlitos celulares, podendo criar zonas proliferativas e um
nacleo em hipdxia e inativo, mais resistente a quimioterapia, imunoterapia e
radioterapia (LANGHANS, 2018).

Neste contexto, muitos modelos de cultura 2D falham em reconstituir in vitro os
microambientes celulares, ja que as células sdo homogeneamente expostas ao meio
nutriente e oxigénio, e como consequéncia, essas culturas ndo conseguem manter
suas funcdes diferenciadas (HUH, 2011). O modelo 3D de esferoide tumoral tem
potencial de diminuir a lacuna entre o modelo de cultura 2D e o modelo animal para
estudar a biologia tumoral e a resposta a terapias (RAVI, 2015).

Tendo em vista a necessidade de se desenvolver cada vez mais novas
tecnologias que permitam o entendimento mais profundo dos sistemas e dos tecidos
bioldgicos, e considerando que o modelo 3D traz uma alternativa que visa se
aproximar das condi¢des in vivo, é de extrema importancia o delineamento e
consolidacao desses métodos, que podem possibilitar uma maior compreensao dos

mecanismos do cancer e o desenvolvimento de novas formas terapéuticas.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Implantar um modelo in vitro de cultura de células tumorais humanas
tridimensional (3D), simulando o microambiente tumoral, visando a pesquisa futura de

agentes antitumorais, tanto imunolégicos quanto farmacoldgicos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Estabelecer as condi¢des ideais e a estabilidade do modelo de cultura
tridimensional para a utilizagcdo em experimentos pdsteros.
e (Caracterizar o modelo quanto ao crescimento.

e Observar a viabilidade das células quando cultivadas em tais condigoes.
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4. METODOLOGIA

4.1 Cultura Celular

Para a cultura celular foram utilizadas linhagens celulares imortalizadas, para o
modelo de fibroblasto foi utilizada a linhagem GM07492 e as linhagens tumorais
trabalhadas foram a MCF7 e Hela, linhagens de cancer de mama e de cancer
cervical, respectivamente. Essas linhagens foram mantidas em garrafas de cultura de
75cm? com meio DMEM suplementado a 10% de soro fetal bovino, em atmosfera de
5% de CO2 e a 37 °C. O meio foi trocado a cada 24 ou 48 horas. Quando as células
atingiram 80% de confluéncia foram repicadas para o sub-cultivo na cultura 3D,
utilizando PBS-1x para lavagem das células da garrafa e em seguida tripsina para
dissociagao celular enzimatica por 2 minutos a 37 °C. Depois, a a¢do da tripsina foi
inibida com meio DMEM + 10% SFB e foi realizada a contagem das células em
Céamara de Neubauer com Azul de Tripan.

4.2 Estabelecimento da cultura 3D

Para a execucao da cultura 3D seguiu-se o método descrito por Saleh, (2017) e
por Friedrich et al., (2009) com modificagdes. Primeiramente, o p6 de agarose foi
dissolvido na concentragdo de 2% em agua para injetaveis e solubilizado em micro-
ondas por 30 segundos. Ainda em estado liquido, o gel foi manipulado em fluxo
laminar e transferido para uma placa de 96 pog¢os, no volume de 50 microlitros por
poco. A placa foi esterilizada em radiacao UV por 30 minutos e em seguida incubada
a 37 °C por mais 30 minutos para a completa gelificacao da agarose.

Depois, as células foram plaqueadas no volume total de 200 microlitros por po¢o
na forma de monocultura ou co-cultura, na densidade de 1,2x104, sendo no caso de
co-cultura, na proporcao de 1:1. As células foram cultivadas por 4 dias em atmosfera
de 5% de CO? a 37 °C, sendo este o tempo necessario para formagéo do esferoide.
Ainda no quarto dia o meio foi trocado, retirando-se metade do volume total do poco
e, adicionando metade do volume de meio fresco. As analises foram realizadas no

quarto e no sétimo dia.
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Figura 1 — Representacao do Cronograma experimental

Preparagéo da placa de Agarose Captura das fotos
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Captura das Fotos
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Fonte: Autora.

4.3 Caracterizacao do Esferoide

4.3.1 Tamanho e Morfologia do Esferoide

Para avaliar o crescimento e a morfologia dos esferoides, foram capturadas
imagens com intuito de analisar a &rea e o didmetro das estruturas no quarto e sétimo
dia de cultivo, em microscopio de florescéncia invertido na objetiva de 2x. A area foi
calculada através do software Imaged, contornando a imagem do esferoide e
determinando o valor em pm?, do quarto dia e do sétimo dia e comparando os dois

para determinar o crescimento.

4 3.2 Viabilidade Celular

A viabilidade foi avaliada usando o ensaio do MTT (brometo de 3- [4,5- dimetil-
2y] -2,5 diphenyltertrazolio) como descrita por Rocha (2016). Apds o sétimo dia de
cultura os esferoides foram transferidos das placas de cultura com agarose para
placas novas sem agarose e em meio DMEM suplementado com 1% SFB. Em seguida
os esferoides foram incubados em solugao de MTT (1 microlitro por po¢o) por 2 horas
a 37 °C ao abrigo da luz. Apéds a incubacao, foi adicionado 200 microlitros de alcool
etilico para a solubilizacao dos cristais de formazan. Para a comparagédo com a cultura
2D, as células nesta condicao foram avaliadas com 72 horas de cultura, para nao
extrapolar a confluéncia do pogo e causar um viés de morte celular por falta de espaco
na placa. A formagéo dos cristais foi medida em absorbancia de 570 nm usando o
espectrofotdmetro.
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4.4 Analise dos Dados

ApGs processados, os dados foram expressos como média ou média + desvio
padrdo. A anadlise estatistica foi realizada utilizando-se o GraphPad Prism (versao
8.0.2) para realizar os testes estatisticos empregando analise de variancia, teste t
qguando analisadas duas variaveis e ANOVA para mais de duas variaveis.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Tamanho e Morfologia do Esferoide

No presente trabalho foi proposto um modelo de esferoide independente de
ancoragem, utilizando uma camada de agarose a 2% no fundo de uma placa de 96
pocos, como descrito anteriormente, impedindo que as células aderissem ao fundo da
placa e estimulando auto agregacao (Saleh, 2017). Em todas as condi¢cdes as células
tenderam a se agregar umas as outras, havendo assim formacao de esferoide como

pode ser observado na Figura 2.

Figura 2 — Fotomicrografia representativa dos esferoides formados nas
diferentes condicoes no quarto e sétimo dia de cultura.

GM

Hela

MCF7

GM + MCF7

42 dia 7° dia

As imagens ilustram os esferoides formados pelo método 3D, nas diferentes condicoes
escolhidas, no quarto e sétimo dia de cultivo no aumento de 20x em microscopio de
florescéncia invertido. Escala: 1000pm.

Fonte: dados da pesquisa.

Quanto ao tamanho dos esferoides, a linhagem de fibroblastos (GM) apresentou
uma area média de 643.886 uym? no quarto dia de cultivo e uma média de 619.839
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um?2 no sétimo dia, demonstrando ndo apresentar uma diferenca significativa entre o

quarto e o ultimo dia de cultura.

Figura 3 — Tamanho dos esferoides de fibroblasto
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Grafico representando a area dos esferoides de GM. Os dados estao representados como
média + desvio padrao.
Fonte: Criada pela autora a partir de dados da pesquisa utilizando o software GraphPad Prism

As linhagens tumorais apresentaram area média de 1.611.977 um? para HelLa e
424.642 uym? para MCF7 no quarto dia, e 1.068.452 uym? e 389.651 ym? para HelLa e
MCF7, respectivamente, no sétimo dia. Observou-se que o esferoide da monocultura
de Hela diminui significativamente de tamanho do quarto para o sétimo dia. Por outro
lado, o esferoide de MCF7, assim como o de GM, ndo demonstra uma diferenga
expressiva entre os dias observados, demonstrando que a forma final do esferoide
basicamente ja se estabelece por volta do quarto dia de cultura e ndo muda muito até

0 ultimo dia.
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Figura 4 — Tamanho dos esferoides das linhagens tumorais.
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Grafico representando a area dos esferoides de GM. Os dados estao representados como
média + desvio padrao.
Fonte: Criada pela autora a partir de dados da pesquisa utilizando o software GraphPad
Prism

Na co-cultura de GM+MCF7, entretanto, uma diferenca de area entre o quarto e
o ultimo dia foi observada, tendo uma média de 517.142 ym? no quarto e de 318.354
um?2 no sétimo dia de cultura, verificando-se que em co-cultura as células de GM e
MCF7 nao reproduzem o padrdo observado nas mesmas linhagens utilizadas quando

estas foram cultivadas em monocultura.

Figura 5 — Tamanho dos esferoides em co-cultura
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Grafico representando a area dos esferoides de GM+MCF-7. Os dados estao representados
como média + desvio padrao.
Fonte: Criada pela autora a partir de dados da pesquisa utilizando o software GraphPad Prism
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O aparente encolhimento das areas dos esferoides parece estar relacionado a
uma propensao do esferoide a se tornar mais compacto, e nao literalmente “diminuir”,
ja que o esperado é que em sete dias tenha havido proliferacdo das células. Esse
comportamento ja foi observado em trabalhos anteriores, como descrito por Dal Mora
(2018), que observou que o diametro de seus esferoides quando cultivados em meio
normal, ou seja, sem estimulo ou sem tratamento, apresentaram uma tendéncia a
diminuir ao longo do tempo.

Durante a formacao do esferoide condicoes metabdlicas, como a oxigenacao
das células, podem influenciar em seu crescimento e tamanho (FISCHBACH, 2007).
Um estudo de 1986 ja havia observado que a taxa de consumo de oxigénio e glicose
em esferoides esta diretamente ligada com o volume de células, que diminuia
conforme as células se acumulavam num estado inativo, de nao-proliferagéao, assim
como aumentava a area da regido necrotica (MUELLER-KLIESER, 1986).

Ja arelacdo de tamanho entres os esferoides de diferentes condi¢des evidenciou
uma grande diferenca de tamanho entre a HeLa e as demais linhagens. Tendo esta
praticamente o dobro do tamanho em comparagcao com o restante.

Figura 6 — Comparacao do Tamanho do esferoide entre as Linhagens
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Grafico representando a comparacao das areas dos esferoides no quarto e sétimo de dia de
cultura de cada condicao testada. Os dados estao representados como média + desvio padrao.
Fonte: Criada pela autora a partir de dados da pesquisa utilizando o software GraphPad Prism.
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Essa diferenca pode estar relacionada as individualidades morfologicas entre as
linhagens. A HelLa é uma linhagem tumoral de adenocarcinoma cervical, e tem a
caracteristica de crescer de forma achatada e alongada quando cultivada de forma
2D (ZHAO, 2014), aléem disso, uma particularidade marcante desta linhagem € a
rapidez em sua proliferacdo e estabilidade, o que faz com esta seja uma das mais
antigas linhagens tumorais humanas que se tem conhecimento e mantém sua
importancia até os dias atuais (MASTERS, 2002). Ja linhagens derivadas de tumores
mamarios crescem em col6nias poliédricas de células com aspecto glandular. Apesar
de tanto a Hela, quanto a MCF-7 apresentarem origem epitelial, ha muito tempo tem
se registro de descricbes de Hela apresentando similaridades morfoldégicas com
células de tecido conjuntivo, como os fibroblastos (LEIGHTON, 1957).

Uma das diferencas mais marcantes entre a cultura 3D e a cultura 2D sao as
desigualdades na morfologia. Quando células crescem em monocamada elas sao
chatas, podem se aderir e expandir horizontalmente, mas nao tém nenhum suporte
para expandir verticalmente. Uma das consequéncias disso é a mudanca de
polaridade nas células, o que pode influenciar diretamente no formato destas, que por
sua vez tem impacto na proliferacdo, diferenciacdo e na sensibilidade a apoptose.
Essas diferencas na forma geométrica (por exemplo: forma de circular x forma
estrelada, alongada x cuboide ) afetam tanto a fungéo celular como a area total de
crescimento na 2D, e apesar de ainda ndo se saber ao certo o grau de influéncia
dessas caracteristicas no modelo 3D, é provavel que elas ditem o padrdo de
crescimento das células, bem como o formato que as colénias assumem e a
aderéncia entre as células (BAKER, 2012).

Na figura 7 pode-se perceber que as trés linhagens apresentam geometrias bem
distintas entre si, a GM, por exemplo, parece apresentar um formato mais estrelar
enquanto a MCF7 mostra-se num aspecto mais cuboide e a HelLa por sua vez exibe
uma caracteristica mais alongada, um formato que lembra um fuso. Essas distingées

entre elas podem explicar as particularidades no perfil morfolégico de cada esferoide.
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Figura 7 — Representacao morfoldgica das linhagens celulares no cultivo 2D

MCF7

\

As imagens ilustram as linhagens utilizadas no trabalho e suas morfologias quando cultivadas
em monocamada, de cima para baixo: GM, MCF7 e HeLa, em microscopio de luz invertido no
aumento de 100x.

Fonte: dados da pesquisa.

5.2 Viabilidade Celular

O ensaio de viabilidade se baseia no principio de que células com metabolismo
ativo tem capacidade de reduzir o composto MTT a cristais de formazan, de cor
arroxeada, na mitocéndria. Esse produto de formazan se acumula dentro das células
assim como na sua superficie, e deve ser solubilizado para a leitura da absorbancia.
O mecanismo pelo qual as células reduzem o MTT em formazan ainda nao é

completamente conhecido, mas sabe-se que acontece pela acdo de enzimas
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mitocondriais, tornando este ensaio um medidor de atividade mitocondrial e
consequentemente, quanto maior a absorbancia, maior a viabilidade celular (RISS,
2016).

A viabilidade das culturas 3D, quando contrapostas com as mesmas linhagens
cultivadas em monocamada, ndo apresentou uma diferenga estatistica, entretanto,
vale lembrar que a comparagao com a 2D n&do cabe como um “controle” pois as
circunstancias das culturas sado distintas por natureza. Assim, as linhagens de GM e
MCF7 tiveram uma tendéncia ter sua viabilidade levemente aumentada em relacao a
2D, aumentando 1,2x e 1,1x em relagdo a monocultura, respectivamente, enquanto a
viabilidade da HelLa tendeu a diminuir, observando-se uma diminui¢cao de 1,3x quando

comparada a 2D.

Figura 8 - Comparacao da viabilidade entre os modelos 2D e 3D
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Graficos representando a absorbancia obtida no ensaio de MTT para avaliar a viabilidade das
células em cultura 2D e 3D. Os dados estao representados como média + desvio padrao.
Fonte: Criada pela autora a partir de dados da pesquisa utilizando o software GraphPad Prism.

Essa tendéncia das células de HelLa a diminuirem sua viabilidade pode ser
relacionada com a diferenca de tamanho observado entre o quarto e sétimo dia, ja
gue a menor viabilidade pode indicar uma menor proliferacdo e assim um menor
namero de células no sétimo dia. Isso pode se dar por uma distribuicao desigual dos
nutrientes e de oxigénio (DAL MORA, 2018), assim como acontece em condi¢cdes
bioldgicas devido aos diferentes gradientes de concentracdo presentes em um mesmo
tecido (LANGHANS, 2018).

Analisando a viabilidade das culturas 3Ds entre si, pode-se inferir que as
monoculturas de GM, MCF7 e a co-cultura das duas demonstraram ter uma boa

adaptacao no modelo esferoide, ndo sendo observada uma grande variagdo entre as
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trés, a HeLa em contraste, mostrou novamente uma diminuigao da viabilidade quando
associada as outras linhagens, remetendo novamente as divergéncias morfolégicas

entre as linhagens e suas condi¢gdes de cultivo.

Figura 9 — Viabilidade dos modelos de cultura 3D
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Graficos representando a absorbancia obtida no ensaio de MTT para avaliar a viabilidade das
células em cultura 3D entre si. Os dados estao representados como média + desvio padrao.
Fonte: Criada pela autora a partir de dados da pesquisa utilizando o software GraphPad Prism.

O desenvolvimento de modelos 3D de cultura de células surgiu de uma
necessidade do aperfeicoamento de técnicas nas pesquisas biomédicas e
farmacéuticas que se assemelhem melhor aos tecidos biolégicos e sejam alternativas
mais éticas do que pesquisas em modelos animais e para a diminuicao de erros nas
fases clinicas em pesquisas de novas drogas (DERDA, 2009; HUH, 2015;
EDMONDSON, 2014).

Diversos estudos nos ultimos anos descreveram a importancia e as vantagens
das culturas tridimensionais para o melhor entendimento do funcionamento dos
tecidos e a fisiopatologia das doengas, como o cancer, ja que tumores sélidos crescem
numa conformacao espacial 3D, resultando numa exposicao heterogénea a nutrientes
e oxigénio e tornando proliferagdo e hipoxia inversamente proporcionais (WEISWALD,
2015). Os resultados do trabalho reproduzem esta tese, tendo em vista que as
linhagens que apresentaram pouca mudanca no tamanho da area do esferoide do
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quarto para o sétimo dia foram também as mesmas que apresentaram uma maior
viabilidade.

Dessa forma, pode-se deduzir que neste modelo, assim como nutrientes ndo sao
distribuidos uniformemente através das células tumorais, os farmacos, os anticorpos
e a radiagao, utilizados no tratamento contra o cancer também enfrentariam essas
barreiras espaciais para atuar no tecido. Diferente da cultura em monocamada, onde
todas as células sdo expostas homogeneamente ao meio e aos tratamentos,
evidenciando as limitagdes da cultura 2D em mimetizar o tecido (ZANONI, 2016;
ACHILLI, 2012).

Por fim, o presente trabalho representou o primeiro passo em estabelecer e
caracterizar a técnica do modelo esferoide, um protocolo nunca antes descrito nas
pesquisas realizadas na Universidade Federal do Maranh&o, carecendo ainda de
ajustes e diferentes ensaios para definir melhor suas caracteristicas e aperfeicoar o
modelo, mas abrindo possibilidades futuras para pesquisas mais aprofundadas de
eficacia e citotoxicidade de agentes anticancer desenvolvidos e estudados na
instituicao.
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6. CONCLUSAO

Dadas as condi¢coes adequadas é possivel se obter uma cultura de células
tumorais e de fibroblastos 3D baseada no modelo de esferoide celular. No geral, as
linhagens utilizadas apresentaram caracteristicas parecidas entre si no padrdo de
crescimento, apresentando, em menor ou maior grau, uma tendéncia a diminuir ao
longo do tempo. A viabilidade das linhagens na cultura 3D mostrou uma boa
adaptacao das células ao modelo, representando que a técnica se da como uma
alternativa para ensaios futuros com um modelo que mimetiza melhor as condigbes

bioldgicas dos tecidos.
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