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APRESENTACAO

Oe-book “Consolidacéo do Potencial Cientifico e Tecnologico das Ciéncias Biol6gicas”
€ uma obra composta por estudos de diferentes areas das ciéncias biolégicas. A obra
foi organizada em 24 capitulos e aborda preciosos trabalhos de pesquisa e de atuacéo
profissional revelando avancos e atualidades neste campo do conhecimento cientifico.

As ciéncias biolégicas englobam areas do conhecimento relacionadas as ciéncias da
vida e incluem a biologia, a saude humana e a saude animal. As instituicbes brasileiras de
ensino e de pesquisa destacam-se cada vez mais por seu potencial cientifico e tecnoldgico
com sua participacdo ativa nos avancos da ciéncia. Nesta obra, apresento textos
completos sobre estudos desenvolvidos, especialmente, durante a formacéo académica
de diferentes regides brasileiras. Os autores sao filiados aos cursos de graduacao, de
pds-graduacao ou a instituicdes com contribui¢cdes relevantes para o avango das ciéncias
biolégicas e de suas areas afins.

Espero que as experiéncias compartilhadas nesta obra contribuam para o
enriquecimento da formacao universitaria e da atuacdo profissional com olhares
multidisciplinares para as ciéncias biolégicas e suas areas afins. Agradeco aos autores
que tornaram essa edicado possivel e desejo uma 6tima leitura a todos.

Edson da Silva
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RESUMO: As culturas celulares tém atraido
cada vez mais a atencao de pesquisadores de
diversas areas, por se tratarem de importantes
ferramentas para o estudo in vitro e serem
mais eticamente acessiveis do que os modelos
animais. As culturas em monocamadas,
também chamadas de bidimensionais ou

culturas em 2D, sao as mais comumente
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utilizadas, porém estudos demonstram que
elas nado trazem resultados fidedignos, pois
nao conseguem se assemelhar ao ambiente
in vivo. Diante disso, surgiu um novo modelo
de cultivo, em trés dimensdes, as culturas em
3D. Este modelo se mostrou eficiente, uma vez
que consegue imitar o ambiente celular in vivo
em um estudo in vitro. Este trabalho descreveu
como surgiu o cultivo celular tridimensional
e relacionou algumas vantagens do uso da
cultura 3D em relagdo aos estudos com células
em monocamada e mostrou sua aplicabilidade
nas pesquisas biomédicas, em areas como
engenharia tecidual, farmacologia, embriologia,
oncologia e imunologia.
PALAVRAS-CHAVE:

esferbides, pesquisa cientifica.

Modelos celulares,

THREE-DIMENSION CELLSCULTURE AND
THEIR APPLICATIONS IN THE BIOMEDIC
AREA

ABSTRACT: Cell cultures have increasingly
attracted the attention of researchers from
different areas, as they are important tools for in
vitro studies and are more ethically accessible
than animal models. Monolayer cultures, also
called two-dimensional or 2D cultures, are the
most commonly used cultures, however, studies
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point that they do not produce reliable results, as they cannot resemble the in vivo environment.
Therefore, a new cultivation model in three dimensions emerged, the 3D cultures. This model
proved to be efficient since it can mimic the cellular environment in vivo within an in vitro study.
This work described how three-dimensional cell cultures emerged, listed some advantages
of studies using 3D cultures over monolayers, and described its applicability in biomedical
research, in areas such as tissue engineering, pharmacology, embryology, oncology, and
immunology.

KEYWORDS: Cell models, spheroids, scientific research.

11 INTRODUCAO

As culturas celulares quando comparadas com os tecidos in vivo, apresentam um
baixo custo, e consomem menos tempo de manutencéo, além de que os modelos animais e
humanos apresentam algumas implicacdes éticas, relacionadas a possibilidade de causar
sofrimento e/ou desconforto a esses organismos. Portanto, as culturas celulares podem
ser utilizadas para substitui-los, pois conseguem manter caracteristicas dos tecidos in
vivo em um ambiente in vitro e representam uma boa alternativa a substituicao de animais
em experimentos cientificos.

Do estudo das primeiras técnicas de cultivos celulares até os dias atuais muito
se descobriu, e este legado foi deixado por grandes pesquisadores e estudiosos que
trouxeram a possibilidade de descobertas incriveis através do cultivo celular inicialmente
em monocamadas (2D), que demonstraram através dos estudos ter limitacées quanto a
diferenciacéo celular e/ou por apresentarem a perda de caracteristicas importantes para
os resultados mais préximos ao in vivo.

Diante disso, surgiu uma nova linha de cultivo celular denominado cultivo
tridimensional (3D). As células em 3D apresentam caracteristicas importantes como maior
mobilidade das células para todas as direcdes, aumento na superficie celular, capacidade
de proporcionar um nivel de propagacédo adequado para uma alteracdao na morfologia
celular, ocasionando processos de diferenciagdo entre células. Através destes principios,
os estudos foram sendo aprimorados e revelando as grandes vantagens do uso do cultivo
3D como ferramenta para o desenvolvimento das pesquisas cientificas.

Essa ferramenta pode ser aplicada em diversas areas, como farmacologia, buscando
melhorar e/ou desenvolver novos farmacos, bem como em tecidos, como o hepatico e o
cardiaco para um melhor entendimento da fisiopatologia de doencas. Além disso, pode
ser utilizada em inUmeras outras areas e tecidos.

Diante disso, o cultivo celular em trés dimensdes (3D) se mostra util, eficaz e
importante para as pesquisas, por demonstrar varios beneficios em relagdo aos cultivos

celulares em monocamada.
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2| OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo descrever como surgiu o cultivo celular tridimensional
e relacionar algumas vantagens do uso da cultura 3D em relagao aos estudos com células
em monocamada. Foram aindarelacionados alguns trabalhos que mostram a aplicabilidade

dessa ferramenta de pesquisa no desenvolvimento de estudos na area biomédica.

31 REVISAO DE LITERATURA

Aéreade pesquisabiomédica utiliza em experimentos varias linhagens celulares tanto
humanas como de animais, pois sao modelos simples e possuem grandes informacdes
para diversas areas de pesquisa (MIGITA, 2012). Os modelos in vivo apresentam algumas
dificuldades éticas, pois hd uma preocupacao relacionada a possibilidade de proporcionar
desconforto ou dor a eles, entao as culturas celulares sao utilizadas para substituir esses
modelos e diminuir as dificuldades éticas que eles apresentam (ELLIOT et al., 2010),
ja que elas permitem que as células se mantenham sem necessitar do organismo que
lhe deu origem, tornando possivel analisar os mecanismos celulares dessas células (DO
AMARAL, 2010).

As culturas celulares mais comumente utilizadas sdo as em monocamada, também
chamadas de culturas bidimensionais e culturas em 2D. Este modelo permitiu que se
compreendesse a fisiologia das células e como elas se comportavam quando submetidas a
estimulos (RAVI, etal.; 2015). Entretanto este método de cultivo ndo consegue se aproximar,
se assemelhar ao ambiente “in vivo”, ndo demonstrando semelhancas fisiolégicas com
a deste ambiente (SILVA, 2014), e também ndo mantém as mesmas caracteristicas
biol6gicas (LAUAND, 2015), ndo permitindo que a interacdo célula-célula e célula-matriz
celular sejam efetivas (BARBUGLI, 2010). Essas caracteristicas sdo importantes para
observar e entender a diferenciacéo, a proliferacédo e também as func¢des celulares que
acontece in vivo (RAVI et al., 2015). Foi visto também que alguns testes feitos e aplicados
ao modelo em monocamada, utilizando algumas drogas, obtiveram resultados que nao
eram proéximos aos obtidos no modelo in vivo em algumas concentragdes testadas (DO
AMARAL, 2010).

O modelo tridimensional, em 3D, € um modelo mais eficiente, quando comparado
ao modelo 2D. Essas culturas séo concebidas a partir de uma matriz ou uma célula mae
geradas através de diversos compostos como colageno, gelatina, seda, quitina, quitosana,
fibrina, fibrinogénio e polimeros sintéticos. Estes reproduzem a matriz extracelular originada
por poros existente e por estruturas filamentosas, promovendo uma maior capacidade
de inducao e penetracdo de substancias.A construcdo de um ambiente propicio eleva a
relacdo bioquimica e biofisica das células, que se unem para melhor desenvolverem in

vitro um meio coerente e apto para o crescimento, diferenciacao e separag¢ao extracelular
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exclusivo das células (RAVI et al., 2015).

Desta forma € proporcionado um microambiente celular parecido com o tecido nativo,
o tecido vivo, tornando assim, mais proximas da realidade, as informacgdes e os resultados
obtidos a partir deste modelo (DO AMARAL, 2010; ELLIOT et al., 2010; SILVA, 2014;
RAVI et al., 2015). Na cultura tridimensional, as células cultivadas conseguem explorar
as trés dimensdes espaciais, favorecendo a interagcdo dessas células com o meio e a
interacdo com outras células. Esse aumento espacial promove um aumento na superficie
celular, proporciona um nivel de propagacao adequado para uma alteragcdo na morfologia
celular, favorecendo processos de diferenciacdo entre as células (DO AMARAL, 2010;
DO AMARAL et al., 2011).Essas caracteristicas que se assemelham com o tecido in vivo
sao obtidas pela escolha dos suportes e matrizes que sao utilizados para fazer a cultura,
e essa escolha é feita pensando no tipo de célula e de estudo que se quer realizar. Estas
vantagens sao um diferencial importante entre as células 2D e 3D (RAVI et al., 2015).

Alex Carrel (1873-1944), prémio Nobel de Medicina e Fisiologia em 1912, tinha o
interesse em facilitar e manter 6rgaos in vitro, durante suas pesquisas com transplantes,
ele percebeu a necessidade de adaptagdes e mudangas no meio, uma delas foi a troca de
linfa de anfibio por plasma de galinha, e com isso se criou o frasco de Carrel, que tornaria
possivel e facilitaria a mudanca deste meio para outro, caso houvesse necessidade.
Durante o processo, foram utilizadas normas de controle de assepsia, dando inicio
assim ao cultivo celular. Seus colaboradores, como Everling, trabalharam na adaptacao
da técnica fazendo algumas modificacdes que possibilitaram o subcultivo de células do
coracdo de galinha, que persistiram em cultivo por um periodo de 34 anos, e deram
origem a lenda do coracédo imortal de galinha. Posteriormente, Carrel ao perceber um alto
nivel de necrose na parte central de suas col6nias celulares, mudou sua forma de cultivar
os cardiomidcitos, passando para uma superficie formada por fios de seda, promovendo
uma melhor interacdo das células com o meio e desta forma surgiu a primeira cultura
tridimensional (3D) (DO AMARAL, 2010; DO AMARAL et al., 2011).

Atualmente a industria farmacéutica tem demonstrado muito interesse sobre o
potencial dos cultivos celulares em 3D (PAMPALONI, 2009), uma vez que as técnicas
estdo progredindo e ajudando no processo de descoberta de novos medicamentos
(LANGHANS, 2018), e por evitar o uso de animais em grande escala, e serem uma opc¢ao
mais viavel financeiramente quando comparada com os modelos in vivo (EDMONDSON
et al., 2014). Os testes de farmacos devem apresentar uma resposta significativamente
parecida no modelo “in vitro” quando comparada com o modelo “in vivo”, pois, células
tumorais, por exemplo, apresentam mais resisténcia a eles do que as células normais
(RAVI et al., 2015; EDMONDSON et al., 2014), e as respostas celulares obtidas em cultura
tridimensional com o tratamento medicamentoso, tem se mostrado mais semelhantes com
as respostas in vivo, do que as respostas obtidas em culturas 2D (EDMONDSON et al.,
2014). Estudos com novos farmacos tem se mostrado eficiente sobre efeitos sinérgicos
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de substancias importantes nas células, por exemplo. Existem relatos de uma diminui¢cao
na quimio-sensibilidade de células de adenocarcinoma de colorretal e de células MCF-7
no estudo do cancer de mama, onde foi observada uma reducao antiproliferativa induzida
por drogas em cultura 3D (RAVI et al., 2015).

Os modelos em 3D das células tumorais tém sido utilizados para imitar o ambiente
‘in vivo”, pois mesmo que os modelos animais possam vir a ser utilizados, eles ndo estao
disponiveis tao facilmente (ELLIOT et al., 2010) e modelos animais como o de roedores,
podem acabar metabolizando os medicamentos de forma diferente do que se espera em
seres humanos, portanto um substituto de tecido em trés dimensdes pode ajudar a reduzir
ou até mesmo eliminar falhas(YAMADA, 2007). Segundo Cruz (2015) os varios tipos de
culturas 3D revelam os mais diferentes aspectos das estruturas tridimensionais in vivo
permitindo reconstruir caracteristicas histomorfoldégicas e funcionais do tecido original,
bem como a agcdo das células imunoldgicas e tumorais.

Na pesquisa do Céancer, as células em 3D acrescentam abordagens a partir de
vias de sinalizacdo, expressao e interacdo com componentes da maitriz extracelular,
aumento da comunicacgéo celular e diferentes taxas de proliferagao celular. Um exemplo
de aplicacao das culturas em 3D nesta area é em estudos sobre cancer de mama. Essas
culturas conseguem fornecer informacdes em relagao a fisiologia das células mamarias, e
ainda mostrar a diferencas entre células normais e malignas, sendo possivel entender sua
transicao para a malignidade, e os mecanismos do céancer (ELLIOT et al., 2010).

Em estudos sobre o melanoma humano, um cancer de pele agressivo com rapida
evolucgdo, alta incidéncia de metastase e baixa resposta a tratamentos quando se encontra
em fase avancada, foi utilizado o cultivo em 3D para compreender o funcionamento da
acao de fenétipos de Resisténcia a multiplas drogas (RMD), os testes foram feitos em
esferbides que foram formados através de culturas em placas revestidas com gel de
agarose, cultura em gota suspensa e cultura em placas com superficie ndo aderente, esta
Ultima técnica é de simples e rapida execucgéo e resultou em um alto desempenho para
formacéo de esferbides e a resposta obtida foi a mais eficaz. Neste modelo de cultivo
tridimensional foi possivel a observagcao de transportadores importantes relacionados a
RMD que possibilitardao estudos futuros em relagao a compreensao destes transportadores
para drogas mais especificas ao melanoma humano (FARIA, 2018).

O tratamento do adenocarcinoma pulmonar, outro tipo de cancer de dificil tratamento,
apresentou boa resposta ao quimioterapico Cisplatina, que age ligando-se diretamente
ao DNA, impedindo a replicagcdo e provocando a morte celular, porém, ao longo do
tratamento pode se originar uma resisténcia a Cisplatina. Por esta razdo estudos estédo
sendo direcionados a pesquisa de moléculas mais eficazes para o tratamento deste tipo
de cancer. O inicio das anéalises comeg¢a com o cultivo em monocamada (2D) e depois
em 3D. O cultivo em 3D promove uma barreira bioldgica a difusdo de farmacos que se
distribuirdo pelas camadas de células, semelhante ao que ocorre in vivo. O cultivo da
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linhagem A549 de adenocarcinoma de pulmé&o foi o tipo escolhido para este rastreio de
moléculas com potencial antitumorais e segundo o estudo, o modelo 3D foi considerado o
ideal para o rastreio de possiveis agentes antitumorais (BATISTA, 2019).

Para o sistema imunolégico a motilidade é de extrema importancia para que suas
funcdes sejam bem realizadas, estas caracteristicas sdo apresentadas como um diferencial
das culturas 3D em relagcdo as 2D. Em estudos com linfocitos T humanos, observou-
se que em ambiente 3D recoberto por Matrigel que € uma base formada por diversas
proteinas estruturais, proteoglicanos e fatores de crescimento que mimetizam o ambiente
extracelular de muitos tecidos e, ativado por anticorpos do tipo anti-CD3, a capacidade de
migracéo foi potencializada em até trés vezes, porém em estudos com linfécitos T citotoxicos
e células neoplasicas, os linfocitos T citotdéxicos tumor especificos, que apresentam
receptores para determinados tipos tumorais, ndo demonstraram a mesma capacidade
de identificar células neoplasicas como em outros meios de cultura. Varios fatores podem
influenciar este fenbmeno. Ainda nédo se tem respostas definitivas para estes aspectos,
mas dados sugerem que em um ambiente 3D, modificagdes morfoldgicas provoquem uma
menor comunicagcdo entre as células neoplasicas com Linfécitos T citotoxicos (LCTs).
Essas conformacdes regulam a expressao génica, reduzindo a capacidade ao ataque das
LCTs. Sugere-se também, que a producao de acido latico que é aumentada pelas células
neoplasicas cultivadas em forma de esferoides, dificulte a capacidade de proliferacédo e
a de producéo de citocinas por LCTs humanas. Outros relatos atribuem esta falha pela
reducéo de proteinas de choque térmico (HSPs) ou pela alteracdao do metabolismo lipidico
nas células neoplasicas cultivadas neste ambiente (CRUZ, 2015).

Areas como a da farmacologia e neurobiologia também se beneficiaram diante
dos métodos de cultura celular, através de inducdo de alteracdes e interacdes celulares
utilizando farmacos ou por diferentes substancias quimicas, com esses métodos consegue-
se produzir dados sobre as caracteristicas destas células visando entender e ampliar o
conhecimento sobre toxicidade e neurotoxicidade (MIGITA, 2012). A toxicidade também
tem sido avaliada na area da fisiopatologia, de acordo com Elliot et al. (2010) muitos
trabalhos tém sido realizados com o tecido hepatico visando uma melhor compreensao
das fisiopatologias hepaticas assim como, observacdo da acdo de farmacos sobre o
metabolismo e a toxicidade de xenobibticos sobre este tecido. E o cultivo de tecidos
cardiacos € uma excelente ferramenta para que se entenda melhor como funciona o
processo de insuficiéncia cardiaca, e também como uma ferramenta para estudar a
regeneracdo do musculo cardiaco lesionado. Estes estudos sdo promissores e podem
auxiliar no desenvolvimento de medicamentos que auxiliem o tratamento de doencas
relacionadas ao coracao (ELLIOT et al., 2010).

Pesquisas também estdo sendo realizadas com células tronco, pois os modelos
tridimensionais possibilitam a compreensdo dos mecanismos de diferenciacéo celular
de osteoblastos humanos em osteécitos, por exemplo,facilitando o entendimento dos
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processos envolvidos na metastase 6ssea. Alem disso, muitos estudos estdo sendo
desenvolvidos em relagao a aplicabilidade desses cultivos celulares associados a técnicas
de engenharia tecidual (RAVI et al., 2015). Segundo Alves (2012), ensaios com células
do ligamento periodontal tem demonstrado uma grande capacidade regeneradora e de
diferenciacdo em fibroblastos, cementoblastos e osteoblastos e quando associados a
biomateriais elas tém proporcionado uma boa resposta nareparacao éssea. Porém estudos
mais detalhados sdo necessarios para o entendimento das caracteristicas fenotipicas
dessas células quando cultivadas em matrizes 3D colagenosas e ou associadas a particula
de vidro bioativo (Biomaterial).

Macedo (2012) realizou ensaios utilizando células tronco espermatogoniais de
camundongos neonatos com objetivo de comparar a diferenciacéo celular, e a indugao
da espermatogénese in vitro em sistemas de cultivo bidimensional (2D) e tridimensional
(8D) com adicao de gonadotrofinas aos meios de cultura. Ele observou que ambos os
sistemas apresentaram formacdo e manutencdo de “clusters” de espermatogodnias,
porém, o sistema 3D apresentou-se mais vantajoso, pois beneficiou a neoformacéo de
estruturas cisticas semelhantes a luz dos tubulos seminiferos, uma melhor suspensao
celular, que favorece a recuperacao e caracterizacédo das células pés cultivo, sendo uma
melhor alternativa para promover a espermatogénese in vitro e em um futuro ser mais
facilmente utilizada junto de técnicas de reproducao assistida, porém, a fertilidade dessas
células ainda é desconhecida.

41 CONSIDERACOES FINAIS

Os cultivos tridimensionais (3D) se apresentam como importantes ferramentas
para o estudo in vitro, sendo estas superiores ao cultivo em monocamadas (2D) pois
fornecem resultados mais fidedignos ao obtidos pelos estudos com animais. Sua infinita
aplicabilidade nas pesquisas de diferenciacdo celular em engenharia tecidual, em
farmacologia e oncologia, além da area de imunologia, reforca o grande potencial a ser
explorado nas culturas de células 3D.

Contudo, permanece a necessidade de ampliar os estudos com essas culturas,
especialmente em abordagens envolvendo linfécitos citotoxicos e células tumorais, nas
quais ainda nao se obtém uma boa resposta. Além de tudo isso, estudos realizados com
esse modelo celular representa um grande avanco na busca por métodos alternativos a
experimentacdo animal, uma vez que as células tridimensionais mimetizam condicdes
fisiologicas muito préximas daquelas oferecidas pelos organismos como, ratos,

camundongos, cobaias, cachorros e macacos.
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