CAPITULO 4

O USO DE MODELOS CELULARES 3D DE ESFEROIDES
TUMORAIS COMO UMA PLATAFORMA ALTERNATIVA
PRE-CLINICA ENTRE O CULTIVO DE CELULAS EM
MONOCAMADAS E O USO DE MODELOS ANIMAIS NA
PESQUISA E TRIAGEM DE NOVAS TERAPIAS ANTICANCER

Data de submissdo: 06/04/2023

Jéssica Eduarda dos Santos Batista
Laboratorio de Bioquimica Celular,
Departamento de Bioquimica/ICBS

Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS)

Porto Alegre — Rio Grande do Sul
http://lattes.cnpq.br/1851661530280527

Valquiria Silva da Silva

Laboratorio de Bioquimica Celular,
Departamento de Bioquimica/ICBS
Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS)

Porto Alegre — Rio Grande do Sul
http://lattes.cnpq.br/3999606852340811

Fabio Klamt

Laboratorio de Bioquimica Celular,
Departamento de Bioquimica/ICBS
Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS)

Porto Alegre — Rio Grande do Sul
http://lattes.cnpq.br/3256932358053453

RESUMO: O cultivo celular em laboratério €
um marco importante para a ciéncia porque
nos permite estudar o funcionamento das
células do nosso corpo, mimetizando em
ambiente pré-clinico parametros associados
a doengas, e servindo de modelo inicial
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para triagem de novos compostos com
potencial terapéutico, em alternativa ao uso
de animais. Porém, quando cultivadas em
monocamadas (em modelos bidimensionais
-2D), sdoincapazesdereproduzirtotalmente
diversas propriedades e caracteristicas
fisiolbgicas da citoarquitetura teciduais,
em especial de tumores so6lidos. Por isso,
tem-se utilizado métodos de cultivo que
representam de forma mais fidedigna as
células em ambiente fisiologico, como o
cultivo celular tridimensional (3D). Esses
cultivos sédo especialmente Uteis para
estudar como tumores solidos respondem a
novas drogas anticancer. Existem diferentes
protocolos de cultivo 3D que podem ser
utilizados que sado uteis para reproduzir
a heterogeneidade celular de tumores
solidos e como as células cancerigenas se
movimentam e invadem outros tecidos, o
que é importante para novos tratamentos
aplicados na clinica. Buscamos aqui revisar
os principais métodos relacionados com
o cultivo de tumores em 3D, salientando
seus pontos positivos e suas limitacdes
como plataformas pré-clinicas de pesquisa
oncolégica e na triagem de novas drogas
anticancer.

PALAVRAS-CHAVE: Esferoides tumorais,
modelos de cultivo celular, cultivo
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tridimensional.

THE USE OF 3D CELL MODELS OF TUMOR SPHEROIDS AS A PRECLINICAL
ALTERNATIVE PLATFORM BETWEEN CULTURE OF MONOLAYERS CELLS
AND THE USE OF ANIMAL MODELS IN THE RESEARCH AND SCREENING OF
NEW ANTI-CANCER THERAPIES

ABSTRACT: Cell culture in the laboratory is an important milestone for science because
it allows us to study the functioning of our body’s cells, mimicking disease-associated
parameters in a preclinical environment, and serving as an initial model for screening new
compounds with therapeutic potential, in alternative to the use of animals. However, when
cultivated in monolayers (in two-dimensional models - 2D), they are unable to fully reproduce
several properties and physiological characteristics of tissue cytoarchitecture, especially
of solid tumors. For this reason, cultivating methods have been used that more accurately
represent cells in a physiological environment, such as three-dimensional (3D) cell cultures.
These cultures are especially useful for studying how solid tumors respond to new anticancer
drugs. There are different 3D culture protocols that can be used that are useful to reproduce
the cellular heterogeneity of solid tumors and how cancer cells move and invade other tissues,
which is important for new treatments applied in the clinic. We seek here to review the main
methods related to the cultivation of tumors in 3D, emphasizing their strengths and limitations
as preclinical platforms for oncological research and in the screening of new anticancer drugs.
KEYWORDS: Tumor spheroids, cell culture models, three-dimensional culture.

11 INTRODUGAO

O cultivo celular tem grande importancia para o meio cientifico, pois permite a
utilizacédo de células humanas no estudo de processos moleculares, minimizando o uso
de animais em pesquisas e em sintomia com a filosofia do 3R (do inglés, Replacement,
Reduction, and Refinement). Apesar o cultivo celular em monocamada (2D) ser o modelo
in vitro mais comumente usado devido ao seu facil manuseio, sua reprodutibilidade, e
baixo custo, ele é incapaz de reproduzir totalmente as propriedades dos tumores sélidos.
Dado isso, hd um grande interesse no desenvolvimento de opgbes de cultivos celulares
que reproduzam de forma mais fidedigna as caracteristicas encontradas em tumores in
vivo, por exemplo, para o estudo do comportamento de células tumorais diante de drogas
anticancer (Prestwich, 2008). No inicio dos anos de 1900, Harrison desenvolveu uma
maneira de manter células vivas de anfibios em seu laboratério. Anos mais tarde, Alexis
Carrel baseou-se no trabalho de Harrison para criar um liquido especial que mantinha as
células do coracdo de galinha vivas por mais tempo. Ele percebeu que as células que
ficavam mais em contato com esse liquido eram as que sobreviviam melhor e, por isso,
comecou a cultiva-las em uma superficie de fios de seda para que elas pudessem interagir
melhor com o liquido. Isso foi uma das primeiras vezes que as células foram cultivadas
em trés dimensdes (3D). Na década de 40, Johannes Holtfreter desenvolveu uma nova
maneira de cultivar células em 3D. Ele usou agar (um hidrocol6ide fortemente gelatinoso
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extraido de diversos géneros e espécies de algas marinhas que consiste em uma mistura
heterogénea de dois polissacarideos, agarose e agaropectina) como base para impedir
que as células se aderissem nas placas de cultivo, e desenvolveu um aparelho que fazia a
cultura rotacionar. A partir dos anos 50, esse jeito de cultivar células comegou a ficar mais
popular entre os cientistas e melhorias foram sendo feitas (Amaral et al, 2011; Ferreira et
al., 2018).

Embora o modo de tradicional de cultivo celular em monocamada seja valioso

na compreensdo de muitos processos biologicos, ele ndo consegue reproduzir de forma
adequada a organizacéo e proliferacéo celular em tumores. Ainda assim, é a forma mais
utilizada de avaliar medicamentos anticancer em laboratorio (Costa et al., 2016). No cultivo
em monocamada, as células apresentam uma morfologia bidimensional, estabelecendo
predominantemente interacOes entre a célula e o substrato da garrafa ou placa de cultivo.
Isso difere significativamente da organizacéo tridimensional presente em tecidos e
6rgaos humanos, resultando em uma falta de mimetismo com o sistema fisiologico.
Dessa forma, caracteristicas da biologia celular, como a producéo de proteinas de matriz
extracelular e de ancoragem, a expressdao de genes importantes, a heterogeneidade
tecidual, e a atividade metabolica, sdo pouco representativas do que ocorre in vivo
(Talukdar et al., 2011). Assim, a cultura tridimensional de multicamandas (3D; ou também
chamada de esferoides) vém ganhando espago como importante ferramenta de pesquisa
em pesquisa basica e aplicada (Wenzel et al., 2014), e sera o foco dessa revisao.

2| CULTIVO CELULAR TRIDIMENSIONAL

O método conhecido como cultivo de células tridimensional (3D) tem demostrado
melhorias nos estudos voltados para a morfologia, monitoramento do numero de células,
proliferacdo, resposta a estimulos, diferenciagcdo, metabolismo de farmacos e sintese de
proteinas (Antoni et al., 2015). A capacidade das culturas em 3D de mimetizar a maneira
que as células se comportam num ambiente fisiolégico, faz com que esse modelo ganhe
mais notoriedade nos mais diversos estudos, como pesquisas oncologicas, de células-
tronco, triagem e desenvolvimento de novos medicamentos, entre outros (Ravi et al., 2015).
A Tabela 1 compara os diferentes aspectos do cultivo de células em 2D e 3D, e explora
as vantagens e desvantagens de ambos os métodos. Além disso, o cultivo em 3D agrupo
diversos métodos de cultura de células, dependendo do tipo de experimento que esta
sendo realizado.
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Caracteristicas

Cultivo 2D

Cultivo 3D

Referéncias

Morfologia das
células

A forma das células é
pavimentosa e crescem em
monocamada na placa.

A forma natural da célula é
preservada, e as células crescem
em agregados / esferoides 3D, e
contém vérias camadas.

Costa et al.,
2016; Langhans,
2018

Exposicao aos
componentes
do meio

Todas as células da
cultura recebem a mesma
quantidade de nutrientes
e fatores de crescimento.
Isso faz com que mais
células sincronizem a fase
do ciclo celular.

Os nutrientes nao sao divididos
igualmente entre todas as
células. As células do interior
permanecem quiescentes, pois
recebem menor pressao de
oxigénio e nutrientes.

Dhaliwal, 2012;
Costa et al.,
2016; Langhans,
2018

Juncao celular

As juncdes celulares
S840 menos comuns e
representam com menor
precisao as interacdes
célula/célula fisiologicas.

As juncdes celulares sao comuns
e permitem comunicagao entre as
células. As células se comunicam
por meio de troca de ions,
moléculas pequenas e correntes
elétricas.

Pontes-Soares et
al., 2012; Ravi et
al.,, 2015; Lang et
al., 2019

Diferenciacao
celular

A diferenciagéo celular é
pobre.

As células sdo bem
diferenciadas.

Imamura et al.,
2015; Langhans,
2018

Sensibilidade a
tratamentos

As células costumam

ter pouca resisténcia a
medicamentos, fazendo
parecer que drogas
administradas as células
foram um sucesso de
tratamento. As drogas néo
sdo bem metabolizadas.

As células geralmente tém mais
resisténcia a drogas tratamento,
representando mais precisamente
o efeito das drogas.

Haisler et al.,
2015; Langhans,
2018

Proliferacao

As células proliferam em

As taxas de proliferacdo podem

Ravi et al., 2015;

celular um ritmo anormalmente ser altas ou baixas, dependendo  Langhans, 2018
rapido. da técnica e dos tipos de células
sendo estudado.
Niveis de Os niveis de expressao Os niveis de expresséo de genes  Ravi et
expressao de genes e proteinas sao e proteinas se assemelham al.,2015; Costa
frequentemente muito niveis encontrados a partir de et al.,2016;
diferentes em comparacao  células in vivo. Langhans, 2018
com modelos in vivo.
Custo Para estudos em larga Tem um custo mais elevado e Costa et al.,
escala, &€ muito mais barato requerem mais tempo. Reduz 2016
do que usar a cultura 3D. as diferencas entre a triagem
de drogas in vitro e in vivo,
diminuindo a necessidade de uso
de modelos animais.
Apoptose Drogas podem facilmente Maior resisténcia a apoptose Ravi et
induzir apoptose nas induzida por drogas. al.,2015; Costa
células. et al.,2016;

Langhans, 2018

Responder ao
estimulo

Representacao imprecisa
da resposta a
estimulos mecanicos.

Representacao precisa da
resposta a estimulos mecanicos.

Ravi et al.,2015;
Costa et al.,2016

Uso e analise

Altamente replicavel e
facilmente interpretavel.
Melhor para culturas de
longo prazo.

Pode ser dificil replicar
experimentos. Pode ser dificil
interpretar os dados.

Kapatczynska et
al., 2018

Tabela 1: Diferencas criticas entre os modelos de cultivo em monocamada (2D) e de esferoides (3D)

Principais temas da pesquisa em Ciéncias Bioldgicas 2

Capitulo 4

55



Diversas técnicas séo empregadas para reproduzir modelos celulares tridimensionais
em laboratério. Essas técnicas sado classificadas em duas categorias: se ha ou ndo um
suporte mecanico para as células se desenvolverem e crescerem. Nas técnicas que néao
utilizam suportes, os esferoides sdo criados sem o uso de plataformas artificiais para
promover o crescimento das células. Em vez disso, as células crescem e se organizam
naturalmente em uma estrutura tridimensional (Knight et al, 2015). Existem cinco principais
técnicas para criar modelos sem suporte: cultivo em agitacao (Franchi et al. 2021; Khot
et al, 2018; Cartaxo et al, 2020), gota suspensa (do inglés, hanging drop) (Djomehri et
al., 2018; Amaral et al, 2017), sobreposicao liquida (Costa et al, 2018; Muniandy et al,
2021), levitacdo magnética (Haisler et al., 2013; Hoarau-Véchot et al., 2018) e técnicas
microfluidicas (Figura 1).
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Figura 1. Técnicas para geragao de modelo de cancer 3D in vitro sem uso de suportes.

Ja nas técnicas que se baseiam em modelos com suporte, os esferoides sao
criados em estruturas artificiais feitas de polimeros ou outros materiais que reproduzem
as condigbes da matriz extracelular (ECM). Estas técnicas tendem a ter um custo mais
elevado dependendo do material escolhido, oferecendo suporte para o crescimento celular
e permitindo que as células crescam em condi¢cdes semelhantes as dos tumores in vivo.
Existem varios tipos de suportes, incluindo hidrogéis, por exemplo Matrigel (Flores-Torres
et al.,, 2021; Hongisto et al., 2013), suportes descelularizados (Koh et al., 2018), fibrosos
(Girard et al., 2013; Rabie et al., 2022), microesferas (Dhamecha et al., 2020; Pradhan et
al., 2017) e suportes bioimpressos em 3D (Wu et al., 2016) (Figura 2) A escolha do tipo
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de suporte vai depender da expertise do grupo de pesquisa em determinada técnica de
producdo desejadas.
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Figura 2. Técnicas para geracao de modelo de céancer 3D in vifro com uso de suportes.

31 CANCER E CULTIVO TRIDIMENSIONAL

O cultivo celular em 3D é amplamente utilizado para estudar diferentes tipos de
cancer in vitro, por exemplo, mama (Costa et al., 2014), cervical (Costa et al., 2014), colon
(Ludwig et al., 2013), pulméo (Amann et al., 2014), pancreas (Dufau et al., 2012; Shankar
et al, 2011) e prostata (Takagi et al., 2007; Wartenberg et al., 2005a, 2005b), e suas
vantagens em relacdo ao cultivo celular em monocamadas (2D) seré@o exploradas a seguir.

3.1 Heterogeneidade celular e sinalizagao célula-célula

O conceito atual da heterogeneidade do tumor € baseado nos principios basicos
evolutivos propostos por Darwin, sendo a esséncia do crescimento e desenvolvimento
neoplasico. Esse principio afirma que uma Unica célula somatica possui caracteristica
hereditaria para a proliferacdo com mutagé@o, que confere uma vantagem adaptativa de
sobrevivéncia sobre aquelas células sem essa caracteristica (Kleppe & Levine, 2014;
Almendro et al, 2013).

Esferoides tumorais podem ser compostos apenas por células do cancer (chamados
de esferoides homotipicos) ou por células do céancer cultivadas junto com outros tipos
de células (chamados de esferoides heterotipicos) para criar um microambiente tumoral
mais parecido ao do corpo humano, essa combinagédo de diferentes células auxilia no
entendimento de como o céncer interage com 0 seu ambiente e como pode afetar outros
tecidos. E comum cultivar esferoides tumorais com fibroblastos (Costa et al., 2014), células
endoteliais (Sampaio et al., 2012) ou células imunes (Rodriguez et al., 2012).
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Os esferoides heterotipicos tém diferentes proporcdes de células de cancer para
células estromais (células de tecido conjuntivo, como os fibroblastos, células do sistema
imunolégico, os pericitos, as células endoteliais e as células inflamatérias) para melhor
mimetizar a heterogeneidade celular e o microambiente encontrados em tumores solidos
(Costa et al., 2014). Nos esferoides, as células crescem em contato matuo, dessa maneira
reproduzindo a citoarquitetura, as comunicagcbes celulares e as vias de sinalizacdo
observadas em tumores sélidos (Hanahan e Coussens, 2012). Essa comunicagéo é vital
para o estabelecimento de um ambiente resistente a tratamentos quiomioterapicos, como

observado in vivo (McMillin et al., 2013)

3.2 Estrutura interna dos esferoides

Em comparagdo aos tumores soélidos, os esferoides multicelulares apresentam
semelhanga com a heterogeneidade celular, morfologia e caracteristicas funcionais,
mimetizando microrregibes de tumores avasculares, regides de tumores entre capilares,
e micrometastases (Mclintyre et al., 2012; Valley et al., 2014). As células dos esferoides
séo expostas a um fornecimento de oxigénio e nutrientes de forma heterogénea, onde as
células na periferia sdo compostas por células com altas taxas de proliferagéo, e remonta a
situacéo de células tumorais proximas a vasos sanguineos, que estdo em plena atividade
(Trédan et al., 2007). Ja as células localizadas mais no interior séo quiescentes e acabam
morrendo por apoptose ou necrose devido a auséncia de oxigénio (hipoxia) e nutrientes
(Minchinton e Tannock, 2006; Trédan et al., 2007; Mehta et al., 2012) (Figura 3).
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Figura 3. Células de adenocarcinoma humano A549 em cultivo de monocamada (2D) e em esferoide
(3D). Esquerda: Micrografia da linhagem em crescimento exponencial demonstrando sua morfologia
pavimentosa, aderida ao fundo da placa. Direita: Curva de crescimento dos esferoides cultivados por
diferentes dias in vitro (DIV). Acima: cortes histologicos de esferoides de 4, 12 e 20 dias de cultivo,
corados com hematoxilina/eosina, demonstrando o crescimento em volume, diferentes densidades
celulares, e a formacéo de um interior quiescente/necrético aos 20 DIV.
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Além disso, em ambientes hipoxicos (com baixa disponibilidade e/ou concentracdo de
oxigénio), as células convertem o piruvato glicolitico em lactato para obter energia, através
de um processo de reprogramacgao metabdlica conhecido como efeito Warburg. O acimulo
de lactato nos esferoides é um dos responsaveis pela acidificagdo do seu microambiente
(levando a uma queda do pH de 6,5 - 7,2), o que também ocorre em tumores sélidos in vivo
(Koppenol et al., 2011; Trédan et al., 2007). Os quimioterapicos citotdxicos que promovem a
morte celular através da formacgéo de espécies reativas de oxigénio, como a doxorrubicina
(Kovacic e Osuna, 2000; Wartenberg et al., 2005a, 2005b) e cisplatina (Deavall et al.,
2012), tém menor eficacia terapéutica nas regides mais internas dos esferoides, devido a
formacédo de hipdxia e a baixa taxa proliferativa (Trédan et al., 2007). Assim, drogas que
possuem acao eficaz em células que se dividem rapidamente, por exemplo, o paclitaxel
(Mitchison, 2012) tém pouco efeito terapéutico nas regides interiores dos esferoides, pois
séo constituidos por células quiescentes/senescentes e necréticas (Minchinton e Tannock,
2006; Trédan et al., 2007).

O desenvolvimento de diferentes técnicas para uso do modelo celular tridimensional
permitiu o estudo de caracteristicas dos esferoides tumorais, como a morfologia (Desmaison
etal., 2013; Kang et al., 2015), o tamanho (Evensen et al., 2013), a organizagéo celular em
camadas (Amann et al., 2014), as proteinas e expresséo génica (Chen et al., 2014; Harma
et al., 2014), padroes do ciclo celular (Khaitan et al., 2006; Laurent et al., 2013; Lorenzo
et al., 2011) e o potencial invasivo e metastatico das células cancerigenas. Além disso,
essas técnicas sdo extremamente importantes para o entendimento dos tumores e para
caracterizar o efeito de novas terapéuticas anticancerigena em esferoides multicelulares
(Carver et al., 2014; Goodman et al., 2008; Desmaison et al., 2009; Ma et al., 2012),
apoiando assim a translacdo pré-clinica para clinica, que permanece ainda baseada
principalmente em experimentac¢do animal.

41 CONCLUSAO

E de extrema importancia a busca por modelos alternativos ao uso de animais
em laboratorio que possam produzir resultados confiaveis e previsiveis, semelhantes
aos obtidos em ensaios clinicos. A implementacdo de cultivos celulares em 3D pode
ser um indicativo da academia a preocupacao crescente das sociedades cientificas em
relacédo ao uso indiscriminado de animais de laboratério como modelos experimentais, em
sintonia a politica dos 3Rs (Substituicdo, Redugdo e Refinamento). Dentre as diversas
formas de obtencéo de esferoides, o modelo adequado deve ser escolhido levando-se em
consideracao o objetivo do estudo, as condigdes experimentais do grupo de pesquisa e
suas expertises.

Apesar da técnica de cultivo tridimensional ser uma excelente alternativa, existem
desafios para sua validagdo como substitutos aos ensaios classicos com uso de animais
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de laboratorio. A confiabilidade dos resultados € primordial e depende da reprodutibilidade
adequada de protocolos, da padronizacao de métodos de cultivo, das boas praticas em
métodos in vitro, da automagdo dos métodos de analise e da avaliagdo de vias de efeitos
adversos. Embora represente diversos desafios, o cultivo 3D de células representa um
avanco em direcao a modelos mais proximos da fisiologia dos tecidos sendo assim, séo
candidatos promissores como alternativas ao uso de animais em na pesquisa cientifica.
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