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RESUMO

TOFANI, L. B. Estabelecimento de sistemas de cultivo tridimensionais (3D) utilizando células
de cancer de ovario como plataforma para ensaios de toxicidade. 2019. 136f. Tese de
Doutorado. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - Universidade de Sao Paulo,
Ribeirdo Preto, 2019.

Para que um novo medicamento chegue ao mercado, estima-se que sejam necessarios 10 anos de
desenvolvimento com um custo aproximado de 2,6 bilhdes de ddélare. Além disso, a determinacao da
toxicidade desse medicamento durante seu desenvolvimento corresponde a um dos principais
desafios, uma vez 98% dos novos candidatos a farmacos falham em seguranga e eficacia. Embora
modelos in vivo tenham sido amplamente utilizados para avaliar a toxicidade de diferentes
susbtancias, diversas limitagdes estdo associadas a sua utilizagdo como alto custo, elevado numero
de animais, variabilidade de procedimentos empregados e aspectos éticos. Em fungao disso, ensaios
in vitro baseados em cultura de células vém sendo utilizados por apresentar um melhor custo-
beneficio, maior reprodutibilidade e possibilidade de aplicagdo em plataformas de triagem
automatizada em larga escala (HTS). No entanto, uma vez que o cultivo celular em monocamada
(2D) tradicional pode n&o predizer de maneira adequada o que ocorre no ambiente in vivo, a
utilizacdo do cultivo celular tridimensional (3D) esta ganhando cada vez mais importancia, por
reproduzir diversas caracteristicas do ambiente nativo, tais como: heterogeneidade celular, interagéo
célula-célula e célula-matriz extracelular, perfil de expressao génica, cinética de crescimento, perfil de
resisténcia a farmacos, dentre outros. O cancer de ovario € o sétimo tumor mais comum, sendo que o
principal desafio durante seu tratamento é a frequente quimioresisténcia adquirida pelas pacientes.
Este trabalho teve como objetivo avaliar diferentes técnicas de cultivos 3D utilizando células de
adenocarcinoma de ovario (SKOV-3 e OVCAR-3) com o intuito de estabelecer um modelo in vitro
para ensaios de toxicidade com maior capacidade preditiva. Para isso, o cultivo celular 3D foi
realizado na forma de esferoides utilizando as técnicas de flutuagao forgada (FF) e hanging-drop (HD)
em mono (SKOV-3 e OVCAR-3) e co-cultura (SKOV-3:células mesenquimais-MCU-9 e SKOV-
3:fibroblastos-CCD27-Sk) e em sistemas hibridos (esferoides obtidos em biorreatores do tipo spinner
encapsulados em matriz de alginato) em mono (SKOV-3) e co-cultura (SKOV-3:fibroblastos-HDFs).
Os esferoides obtidos nos diferentes sistemas foram avaliados em fungdo de sua morfologia
(diametro, circularidade e estrutura organizacional), crescimento e viabilidade celular, perfil de
expressdo génica e resposta apds exposicdo ao farmaco Paclitaxel. Inicialmente, esferoides obtidos
com as células SKOV-3 e OVCAR-3 apresentaram-se pouco compactos e, em fungdo disso, foi
necessaria a aplicagdo de um estimulo externo a técnica FF (centrifugacdo da placa ULA) e adicao
da metilcelulose (MC) ao meio de cultura (0,25% e 0,5%, p/v). Apds adigdo da MC (FF e HD),
esferoides mais esféricos com didmetros em torno de 200-500 ym, com maior numero de
microvilosidades), menor taxa de crescimento e maior conteddo apoptético foram obtidos, quando
comparado ao cultivo 2D. Co-culturas (SKOV-3:MCU-9 e SKOV-3:CCD27-Sk) obtidas utilizando a
técnica FF também formaram esferoides regulares com didmetros em torno de 200-500 ym, com
maior presenca de microvilosidades. A associagao das células SKOV-3 com células mesenquimais
em 3D propiciou uma melhor recapitulagdo do ambiente tumoral in vivo devido ao perfil de expressao
dos genes avaliados (MMP-2, MMP-9, HIF1-a, VEGF, SNAIL, ZEB1, vimentina e B-catenina). Todos
os sistemas 3D (FF e HD) apresentaram maior resisténcia apds exposi¢cdo ao farmaco Paclitaxel,
quando comparado ao cultivo em 2D. Ja o sistema hibrido obtido apds formagéo dos esferoides em
biorreatores do tipo spinner (SKOV-3) propiciou um maior numero esferoides ao final de 21 dias de
cultivo, quando comparado as técnicas FF e HD, com manutenc¢é&o da viabilidade celular durante todo
o cultivo. Nao foi observada a fusdo dos esferoides ao longo da cultura apds encapsulagdo em
alginato. Assim como para os sistemas estaticos (FF e HD), as capsulas em mono-SKOV-3 (ICs¢=
11,48 pg/mL) e co-cultura- SKOV-3:HDFs (ICso = 17,63 pg/mL) demonstraram maior resisténcia ao
Paclitaxel, quando comparadas ao cultivo 2D (ICsq = 5,13 ug/mL). Os resultados apresentados ao
longo deste trabalho sugerem que a co-cultura SKOV-3:MCU-9 apresenta melhores caracteristicas
para ensaios drug screenig em um curto periodo, em fungéo da facilidade de obtengao, recapitulagdo
da resposta celular in vivo e custo-beneficio. Ja a co-cultura em sistema hibrido SKOV-3:HDFs pode
ser utilizada para ensaios a longo termo, em fungao da viabilidade e resposta da cultura. Além disso,
os resultados obtidos podem contribuir para a consolidagdo e padronizagdo dos sistemas de cultivo
celular 3D para o screening de novos farmacos para o tratamento do cancer.

Palavras-chaves: cancer de ovario, cultivo celular 3D, esferoides, flutuagao forgada, hanging-drop,
co-culturas, encapsulagéo em alginato.
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ABSTRACT

TOFANI, L.B. Establishment of the tridimensional (3D) culture using ovarian cancer cells as
platform to cytotoxicity assays. 2019. 136f. PhD. Thesis. School of Pharmaceutical Science of
Ribeirao Preto - University of Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2019.

For a new drug reaching the market 10 years of development are estimated, with a cost of
approximately US$2.6 billion. One of the main challenges in developing a new drug is the
determination of its toxicity, once that 98% of new drugs fail in safety and efficacy assays. Although in
vivo models have been widely used to evaluate the toxicity of the different compounds, several
limitations can be associated with their use such as need of high number of animals, variability and
ethical aspects. As a result, in vitro assays based on cell culture are being used once they present
better cost, higher reproducibility and possibility of application in high throughput screening platforms
(HTS). However, as cell culture in monolayer (2D) can’t predict adequately what occurs in the in vivo
environment, the use of three-dimensional (3D) cell culture achieve importance due to the
reproduction of the several characteristics of the native environment, such as: cell heterogeneity, cell-
cell and cell-extracellular matrix interaction, gene expression profile, growth kinetics, drug resistance
profile, among others. Ovarian cancer is the seventh most common tumor and the main challenge
during its treatment is the frequent chemoresistance acquired by the by patients. This study aimed to
evaluate different 3D cell culture techniques using ovarian adenocarcinoma cells (SKOV-3 and
OVCAR-3) in order to establish an in vitro model for toxicity assays with higher predictive capacity. For
this, 3D cell culture was performed in the form of spheroids, using forced floating (FF) and hanging-
drop (HD) techniques in mono (SKOV-3 and OVCAR-3) and co-cultures (SKOV-3: mesenchymal cells-
MCU-9and SKOV-3:fibroblasts-CCD27-Sk) and hybrid systems (spheroids obtained in spinner-type
bioreactor encapsulated in alginate matrix) in mono (SKOV-3) and co-culture (SKOV-3:fibroblast-
HDFs). The spheroids obtained in the different systems were evaluated according to their morphology
(diameter, circularity and structure organization), cell growth and viability, gene expression profile and
response after exposure to the drug Paclitaxel. Initially, spheroids obtained with SKOV-3 and OVCAR-
3 cells presented low compaction and, as a result, it was necessary applying an external stimulus to
the FF technique (centrifugation of the ULA plate) and the addition of methylcellulose (MC) to culture
medium (0.25% and 0.5%, w/v). After addition of MC (FF and HD), more spherical spheroids with
diameters around 200-500 uym, with the presence of a higher number of microvilli, lower growth profile
and higher apoptotic content were obtained, when compared to 2D culture. Co-cultures (SKOV-
3:MCU-9 and SKOV-3:CCD27-Sk) obtained using the FF technique also formed regular spheroids
with diameters of 200-500 ym, with higher presence of microvilli. The association of SKOV-3 cells with
mesenchymal cells in 3D provided a better recapitulation of the in vivo tumor environment due to the
expression profile of the genes evaluated (MMP-2, MMP-9, HIF1-a, VEGF, SNAIL, ZEB1, vimentin
and B-catenin). All of the spheroids obtained in 3D systems evaluated (FF and HD) showed higher
resistance after exposure to the Paclitaxel drug, when compared to 2D culture. The hybrid system
obtained after spheroid formation in spinner bioreactor (SKOV-3) provided a higher number of
spheroids at the end of 21 days of the culture, when compared to the FF and HD techniques,
maintaining the cell viability. Spheroid fusion was not observed throughout the culture after
encapsulation in alginate. As for static systems (FF and HD), capsules in mono-SKOV-3 (IC5o = 11.48
pg/mL) and co-culture-SKOV-3:HDFs (ICsp = 17.63 pg/mL) demonstrated higher resistance to
Paclitaxel, when compared to 2D culture (ICso = 5.13 pg/mL). The results presented suggest that the
co-culture SKOV-3:MCU-9 is adequate for short-term drug screening assays, due to its ease of
spheroids obtaining, recapitulation of the in vivo cellular response and cost-effectiveness. Co-culture
in SKOV-3:HDFs in hybrid system could be used for long term assays, due to their viability and
response of the culture. In addition, the results may contribute to the consolidation and standardization
of 3D cell culture systems for drug screening of new drugs for cancer treatment.

Key words: Ovarian cancer, 3D cell culture, spheroids, forced floating, hanging-drop, co-cultures,
alginate encapsulation.
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Introdungdo

1.1. Estudos de toxicidade de farmacos em modelos tradicionais in vivo

e in vitro

O desenvolvimento de um novo medicamento compreende quatro etapas
principais: (i) descoberta, (ii) estudos pre-clinicos, (iii) estudos clinicos e (iv)
aprovacgao regulatéria (PARIDAH et al., 2016). Estima-se que seja necessario em
meédia 10 anos para que um novo medicamento chegue ao mercado, com um custo
superior a 2,6 bilhdes de ddélares (ZHANG; TANG, 2018). Além disso, um dos
principais desafios durante seu desenvolvimento € a determinacdo de sua
toxicidade, que deve ocorrer idealmente logo no inicio dos ensaios pré-clinicos, uma
vez que os efeitos adversos correspondem a segunda causa da retirada destes do
mercado (ASTASHKINA; MANN; GRAINGER, 2012). Estima-se que a taxa de
candidatos a novos farmacos que falham em seguranga e eficacia corresponda a
98% (ZHAI et al., 2019), sendo que a maioria das irregularidades s&o observadas
nos estudos de fase clinica Ill e IV (PARIDAH et al., 2016). Por isso, a previsao
rigorosa da toxicidade destes compostos € de suma importancia para otimizagao e
reducédo dos custos com o desenvolvimento de novos medicamentos (PARK et al.,
2013).

Embora os modelos in vivo tenham sido originalmente desenvolvidos para
avaliar o potencial toxico de determinadas substancias, o uso de animais tem sido
muito questionado atualmente. Limitagbes como disponibilidade de animais,
variabilidade dos procedimentos empregados, aspectos éticos, custo de manutengéo
(ELLIOTT; YUAN, 2011), além da dificil predicdo da resposta em humanos e
diferengas entre a fisiologia de ambos, tais como dieta, idade e estado de saude,
tém sido associada a utilizacdo de animais experimentais (BENAM et al., 2019).
Diversos modelos in vivo sé&o utilizados na experimentagdo pré-clinica, como o
modelo xenografico que baseia-se na injegcdo subcutdanea de células tumorais
humanas em animais imunossuprimidos, permitindo assim o crescimento do tumor e
avaliagao da resposta frente ao farmaco testado (ASGHAR et al., 2015). No entanto,
além das limitagbes ja citadas, sua utilizacdo esta associada a necessidade de um
hospedeiro imunossuprimido, de amostras frescas de pacientes e um maior tempo
para obtencao dos resultados (HOLEN et al., 2017).

Para que uma experimentagcdo animal possa ser conduzida € essencial que

esta apresente alta qualidade e maxima relevancia, estando de acordo com o
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Principio dos 3'Rs, estabelecido por Russel e Burch (1959), que preconiza: (1)
Reducéo: uso de alternativas para reduzir o numero de animais para obtencao de
uma informacé&o precisa; (2) Refinamento: uso de procedimentos que diminuem a
severidade das técnicas aplicadas aos animais e (3) Substituicdo: uso de
metodologias alternativas (MADDEN et al., 2012). Abordagens que contribuem para
o principio dos 3’'Rs incluem o uso de tecnologias ndo—invasivas como a utilizagéo
de analise de imagens, substituicdo de primatas ndo-humanos por modelos de
camundongos geneticamente modificados, metodologias in vitro avangadas, dentre
outras (PRESCOTT; LANGERMANS; RAGAN, 2017).

Os modelos in vitro baseados em cultura de células vém sendo utilizados para
0 screening de novos farmacos, uma vez que permitem a economia de tempo e
custo de processo, maior numero de repeticdes, miniaturizacdo e automatizagao,
bem como a minimizagado dos requisitos éticos relacionados aos modelos in vivo
(CAMPOS et al., 2018). Desde o estabelecimento do cultivo celular in vitro no final
do século 20, um grande numero de pesquisas envolvendo ensaios farmacoldgicos
e toxicoldgicos vem sendo reportados nesses modelos (BEISSNER et al., 2018). As
células respondem aos efeitos de determinadas substancias devido as alteracbes
intrinsecas em seu crescimento e metabolismo, bem como alteracdes na transcricéo
de genes que controlam suas fun¢des basicas (EISENBRAND et al., 2002).

As culturas celulares in vitro sdo obtidas utilizando-se diferentes tipos de
células (AMELIAN et al., 2017). As culturas celulares primarias sao derivadas de
tecidos ou 6rgaos que sdo desagregados por meio de técnicas quimicas, mecanicas
ou enzimaticas (HEMATIAN et al., 2016). Algumas limitagdes estdo associadas a
sua utilizagdo como alta variabilidade entre as culturas, reduzida capacidade
proliferativa e maior tempo de cultivo (MARTINOVICH et al., 2017). Ja as linhagens
celulares sao células imortalizadas que apresentam diversas vantagens em relagéo
a cultura celular primaria como cultivo de maneira indefinida, obtengdo de um grande
numero celular, minimizacdo da variabilidade entre as culturas, menor custo e
melhor controle durante o cultivo (GORDON; AMINI; WHITE, 2013)(CUPERLOVIC-
CULF et al., 2010). Mais de 4000 linhagens celulares provenientes de mais de 150
espécies ja foram estabelecidas para o screening novas moléculas (YIN et al.,
2019). Dependendo da capacidade de adesao celular, tanto as culturas primarias
quanto as linhagens celulares podem ser classificadas entre aderentes, que

apresentam a capacidade de se aderir a uma determinada superficie ou em
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suspensao, cujo cultivo se faz sob agitagcdo magnética para promover a circulagao
do meio de cultura e crescimento celular (AMELIAN et al., 2017).

Tradicionalmente, as células sao cultivadas em ambiente estatico em
monocamada (2D) em garrafas de cultura ou placas de Petri, sendo subcultivadas
apos atingirem confluéncia para evitar o estado de senescéncia celular ou exaustédo
de nutrientes do meio de cultura (BRESLIN; O'DRISCOLL, 2013). Os sistemas de
cultivo celular 2D foram primeiramente introduzidos por Harrison em 1907, enquanto
avaliava a origem das fibras nervosas (HARRISON et al., 1907). Placas de 96 pogos
tém sido muito utilizadas para ensaios de toxicidade; no entanto, placas de 384,
1536 e 3456 pocos tém sido desenvolvidas com objetivo de reduzir os custos e
tempo de cultivo, sendo aplicadas em plataformas de triagem de alto desempenho
(HTS —do inglés high throughput screening) (ZHAI et al., 2019).

Apesar de sua ampla aplicacdo e facilidade de uso, resultados discrepantes
tém sido obtidos nos sistemas de cultivo celulares 2D tradicionais, quando
comparado aos obtidos em modelos in vivo. Acredita-se que esses sistemas podem
nao refletir o ambiente natural devido a auséncia da organizacgao tridimensional (3D)
do tecido nativo, limitada interacao célula-célula e célula-matriz extracelular, limitada
funcao tecido especifica, diferente morfologia e polaridade e, alteragdo na expresséo
de receptores e fatores de crescimento como, por exemplo, o fator estimulante de
colénia 1 (FEC-1), que induz os macréfagos a produzirem o fator de crescimento
epidérmico (FCE), que esta intimamente relacionado ao crescimento, migragao e
proliferacdo das células cancerigenas (YIN et al., 2019)(XIN et al., 2019)(BRESLIN;
O’'DRISCOLL, 2013) (Figura 1).
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Figura 1: Representacado esquematica da organizagao e interagao celular dos sistemas de cultivo
celular em monocamada (2D) e em modelo in vivo.

MODELO EM MONOCAMADA (2D) MODELO /N VIVO

Organizagéo tridimensional

Morfologia planar

Limitada interacéo o &
célula-célula e célula- el Diferentes tipos celulares
matriz extracelular
Proteinas da matriz-extracelular

Fonte: Autoria prépria

Culturas com mais de um tipo celular presentes em compartimentos unicos
(co-cultura) ou separados (placas transwell), vém sendo utilizadas para tentar
minimizar algumas das limitagbes dos sistemas de cultivo celulares 2D (JAROCH,;
JAROCH; BOJKO, 2018). Nos ultimos anos, a co-cultura de células tumorais com
células estromais (incluindo fibroblastos, macréfagos, células endoteliais, células T
regulatorias, dentre outras) e componentes da matriz-extracelular, vém atraindo
grande interesse devido ao seu importante papel na progressao, fungédo e resposta
do tumor (SANT; JOHNSTON, 2017)(LUO et al., 2016). As células mesenquimais
influenciam importantes aspectos dos tumores, tais como transicao epitélio-
mesénquima, resposta regulatéria imune, conversao de fibroblastos “normais” em
fibroblastos associados ao cancer (CAFs) e metastase (FERREIRA; GASPAR,;
MANO, 2018). Ja os fibroblastos, apresentam importante papel na adesédo e
metastase tumoral (SUH et al.,, 2014), devido ao recrutamento de células
progenitoras endoteliais (CPEs) para o interior dos tecidos, bem como progressao
do cancer devido a remodelacdo dos componentes da matriz-extracelular e secregao
de quimiocinas como o fator de crescimento tumoral beta (TGF-B) (XIN et al., 2019).
No entanto, embora este seja um modelo mais complexo, ainda nao exibe a
organizagao 3D encontrada no ambiente nativo (JAROCH; JAROCH; BOJKO, 2018).
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1.2. Sistemas de cultivo celular tridimensionais (3D)

Devido as limitagcbes citadas anteriormente para os sistemas de cultivo 2D,
tanto a comunidade cientifica quanto as agéncias regulatorias tém buscado ensaios
mais eficientes para avaliar a eficacia e toxicidade de farmacos (SCOTT; PETERS;
DRAGAN, 2013). Os primeiros ensaios relacionados a cultura 3D datam de 1975,
quando os pesquisadores Rheinwald e Howard Green cultivaram um tecido similar
ao encontrado in vivo em varias camadas a partir de queratinécitos humanos em
associagao com fibroblastos (linhagem 3T3)(RHEINWALD; GREEN, 1975). Desde
entdo, os sistemas de cultivo 3D vém sendo cada vez mais estudados, uma vez que
reproduzem diversas caracteristicas do tecido nativo, tais como: (i) heterogeneidade
celular; (ii) interacao célula-célula e célula-matriz extracelular; (iii) sinalizacéo célula-
célula; (iv) perfil de expressao génica; (v) estrutura interna formada por diferentes
camadas; (vi) perfil de crescimento celular e (vii) perfil de resisténcia a farmacos
(COSTA et al.,, 2016). Além de predizerem de maneira mais fidedigna as
caracteristicas celulares in vivo, os sistemas de cultivo 3D devem idealmente
garantir a reprodutibilidade em longo prazo através do controle do microambiente
celular (parametros bioldgicos, fisicos e quimicos), além de apresentarem facilidade
de uso, baixo custo e reduzido tempo de cultivo (LEMKE et al., 2015). A Tabela 1

apresenta as principais diferencas entre os sistemas de cultivo celular 2D e 3D.

Tabela 1: Principais diferengas entre os sistemas de cultivo celular 2D e 3D.

2D

3D

Morfologia

Planar

Tridimensional

Contato célula-célula

Reduzido contato celular

As células apresentam um contato
celular similar ao encontrado ao
ambiente in vivo

Expressao génica

Frequentemente diferente dos
padroes de expresséo génica in
vivo

Mais préximo ao encontrado nas
células e tecidos in vivo

Proliferagao Celular

Geralmente as células apresentam
uma taxa de proliferagcdo maior do
que observado in vivo

Geralmente apresentam uma
menor taxa de proliferagao, quando
comparado ao cultivo em 2D

Distribuicao de
nutrientes, meio de
cultura e farmacos

As células recebem igual
distribuicdo de nutrientes, meio de
cultura e farmacos

Diferentes gradientes de
distribuicdode nutrientes, meio de
cultura e farmacos

Resposta a farmacos

Os farmacos sdo mais efetivos
quando comparado ao ambiente in
vivo

Sao mais resistentes do que o
cultivo 2D, sendo mais préximo ao
comportamento observado in vivo

Fonte: Adaptado de PARIDAH et al., 2016; EDMONDSON et al., 2014.
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Estima-se que nos ultimos 10 anos, 200 milhées de dolares tenham sido
destinados as pesquisas envolvendo os sistemas de cultivo celular 3D (HARTUNG,
2014). Diferentes aplicagbes estdo associadas a sua utilizagao, tais como: estudos
do cancer, desenvolvimento de farmacos, engenharia de tecidos e 6rgaos artificiais
devido a melhor capacidade regenerativa desses sistemas, dentre outros (KIM et al.,
2019a).

Os sistemas de cultivo celular 3D podem ser classificados entre: (i) livres de
scaffolds - formados apenas por células sem o uso de nenhum suporte, (ii) baseados
em scaffolds - cujas células sdo ancoradas ou encapsuladas em um determinado
biomaterial que mimetiza a interacdo celular com componentes da matriz
extracelular, (iii) hibrido - combinagdo de técnicas como a micro e
nanoencapsulacdo que utilizam a obtengdo da agregacédo celular em uma
abordagem livre de scaffolds, com a mimetizacdo da matriz extracelular dos
sistemas baseados em scaffolds e (iv) sistemas microflidicos — dispositivos que
permitem a recapitulacdo do microambiente in vivo, pela continua perfusdo de meio
de cultura e comunicacéao celular (FERREIRA; GASPAR; MANO, 2018)(ROOSENS;
PUYPE; CORNELISSEN, 2017).

1.2.1. Sistemas de cultivo 3D livres de scaffold

Os sistemas de cultivo 3D livres de scaffolds, também conhecidos como
esferoides, sdo caracterizados por microaglomerados celulares, sendo um dos mais
comuns e versateis métodos de cultura 3D (MEHTA et al.,, 2012). Sua utilizagao
iniciou na década de 1970, a medida que pesquisadores buscavam modelos
fisiologicamente mais fidedignos aos tecidos e 6rgaos in vivo (ONG et al., 2018).

A organizacéo celular dos esferoides mimetiza os tumores soélidos, uma vez
que podem apresentar diferentes camadas celulares de acordo com o tamanho dos
esferoides: (i) camada externa formada por células em proliferagédo; (ii) camada
secundaria formada por células em senescéncia e (iii) camada mais interna
composta por uma regido necrética. O acumulo de lactato no interior do esferoide é
responsavel pela acidificagdo da camada interna (pH 6,5 a 7,2), o que também é
encontrado no tumor nativo (COSTA et al., 2016). Além disso, os esferoides podem

reproduzir as caracteristicas tumorais devido aos diferentes gradientes de nutrientes
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e oxigénio (02), acumulo de catabdlitos e gas carbdnico (C0,), perfil de crescimento e
acesso aos farmacos (SANT; JOHNSTON, 2017) (Figura 2).

Figura 2: Organizacao estrutural dos esferoides que mimetizam um tumor nativo devido a formacéao
de diferentes camadas celulares: (i) proliferativa, (ii) senescente e (iii) necrética

@ Necrdtica () Senescente () Proliferativa
5 CAMADA

———— EXTERNA

Y N Catabolitos e CO,
/ a \ (pH 6,5a7.2)
\
\ / Nutrientes, O, e
\ / farmacos
‘\\\ ~—— I/’/

Em fungdo de sua representatividade, diversos estudos utilizando esferoides

Fonte: Autoria propria.

formados por células tumorais em monocultura ou em cultivo com outras células vém
sendo estudados (LASCHKE; MENGER, 2017)(METZGER et al., 2011). Entretanto,
assim como qualquer sistema, os esferoides também apresentam limitacées que
precisam ser consideradas durante o cultivo celular, tais como possibilidade de
escalonamento e compatibilidade com plataformas HTS (ONG et al,
2018)(LASCHKE; MENGER, 2017)(MEHTA et al., 2012). Além disso, nesse sistema,
ha um contato reduzido com componentes da matriz-extracelular, que devem ser
produzidos pela prépria célula durante o cultivo (COSTA et al., 2016).

A formagao dos esferoides ocorre de maneira espontanea em ambiente onde
as interagdes célula-célula se sobrepdem as interagdes célula-matriz extracelular
(SAMBALE et al., 2015). Diferentes técnicas podem ser utilizadas para formagéo dos
esferoides, tais como: (i) estatica - flutuacao forgada (FF), hanging-drop (HD) ou gota
suspensa e (ii) dindmica - cultivos agitados (BRESLIN; O’'DRISCOLL, 2013).

1.1.2.1. Flutuagao forcada

A técnica da flutuagao forgcada (FF) é baseada na formacado dos esferoides
devido ao impedimento da adesao celular em superficies ndo aderentes (HUANG;
GAO, 2018). Diferentes materiais hidrofilicos e neutros podem ser utilizados, dentre
eles o agar, a agarose e o poli-hidroximetacrilato (poli-HEMA), uma vez que inibem
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as interacdes eletrostaticas e hidrofébicas entre a superficie celular e a placa de
cultura (METZGER et al., 2011). Neste método, geralmente sdo empregadas placas
de 96 pogos que podem ser previamente revestidas pelo proprio manipulador ou
adquiridas ja com o revestimento para prevenir a adesao celular. O revestimento da
placa pelo manipulador, embora seja uma alternativa mais barata as placas
disponiveis comercialmente, envolve um maior tempo de processo, ja que s&o
necessarias a dissolugao e esterilizagcdo do material a ser utilizado (GUPTA et al.,
2016). Placas comerciais previamente revestidas de ultra-baixa aderéncia (ULA - do
inglés ultra-low attachment) tém sido muito utilizadas (ANTUNES et al., 2019). Estas
placas s&o tratadas com um material hidrofilico e neutro, ligado covalentemente a
superficie de poliestireno da placa, permitindo assim a formagao e crescimento dos
esferoides ao longo da cultura (SANT; JOHNSTON, 2017) (Figura 3).

Figura 3: Representagdo esquematica da formacao de esferoides pela técnica da flutuagdo forgada
utilizando placas de 96 pocgos revestidas com material hidrofilico e neutro (superficie ndo aderente)
em fundo chato e fundo redondo.

Revestimento com material hidrofilico e neutro

Fundo chato

(202 de 96 pOQOS
P

Suspenséo Celular  Formag&o de varios esferoides

Fundo redondo

Suspensédo Celular Formagdo de um Unico esferoide

Fonte: Autoria prépria.

Esta técnica apresenta as vantagens de simplicidade e ajuste do didametro dos
esferoides formados, de acordo com a concentragdo celular utilizada (BRESLIN;
O’DRISCOLL, 2013). Placas de 384 pogos também sdo comercialmente disponiveis,
apresentando melhor compatibilidade com plataformas HTS (SANT; JOHNSTON,
2017) (JUSTICE; BADR; FELDER, 2009). Além disso, essa técnica permite o cultivo
dos esferoides em co-cultura utilizando diferentes tipos celulares (VADIVELU et al.,
2015). A Tabela 2 apresenta alguns estudos envolvendo a obtengéao de esferoides

pela técnica da flutuacao for¢cada.
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Tabela 2: Diferentes estudos envolvendo a obtencdo de esferoides pela técnica da flutuagdo forgcada
Células Material utilizado Resultado Referéncia
Células estromais de medula 6ssea Placas ULA Robusta diferenciacdo osteogénica e elevada atividade de fosfatase AGUILAR et
(96 pocgos fundo alcalina nos sistemas de cultivo 3D. al., 2019
redondo)

Diferentes linhagens tumorais de Placas de 96 pogos- Maior resisténcia aos farmacos doxorrubicina e gentamicina dos SVIRSHCHEV
pancreas (ASPC-1, BxPC-3 MiaPaCa- fundo chato pré- esferoides formados pelas células BxPC-3, T3zM,. SKAYA et al.,
2, PANC-1, COLO -357 e T5My) revestidas com poli- 2019

HEMA
Linhagem de cancer de bexiga (RT4) Placas ULA Melhor recapitulagdo do ambiente in vivo, bem como maior AMARAL et al.,
(96 pogos fundo resisténcia a doxorrubicina (ICsq 1,0 uyg/mL), em comparagéo ao 2017
redondo) sistema de cultivo em 2D (ICsq 0,39 pg/mL).
Linhagem de cancer de ovario Placas de Petri pré- Associagao entre o perfil de resisténcia a cisplatina e expressdao de | CHOWANADIS
(OVCAR-8 e OVCAR-8R) revestidas com agarose diferentes genes (APOE, BTG2, CTSA, FLNC, MEIS1, SPOCK1, Al et al., 2016
LGI2, dentre outros) dos sistemas de cultivo 3D e amostras
depaciente com baixo progndstico.
Linhagem de cancer de mama (MCF-7) Placa de 96 pogos Maior resisténcia das culturas em 3D apds exposi¢do ao farmaco ZHANG et al.,
fundo redondo pré- doxorrubicina. 2016
revestida com agarose
Linhagens de cancer de colo retal (HT- Placa de 96 pogos As co-culturas 3D apresentaram aumento da expressao dos genes KIM; LEE;
29 e DLD-1) e fibroblastos (CCD-18co e fundo redondo pré- a-SMA, EGFR e CTGF; e redugéo da expressao da (3-catenina e E- KUH, 2015
WI-38) revestida com agarose caderina, bem como melhor mimetizagdo da capacidade invasiva
das células tumorais em estagios iniciais da doenca.
Diferentes linhagens de cancer de Placas ULA Melhor expresséo de genes relacionados ao crescimento e resposta EKERT et al.,
pulmao (H292, H1299, A549, H1993, (96 pocos fundo tumoral (EGFR e cMET), em comparacéo ao cultivo em 2D. 2014
HCC4006, H1650, HCC2935 e H1975) redondo)
Linhagens de cancer de mama (MCF- Placas ULA Sensibilidade seletiva aos farmacos testados (lapatinibe, gefinitibe, HOWES et al.,
10A) e epitelial (BT-474), fibroblastos (96 pocos fundo desatinibe, vinblastina e vinorelbine) das células tumorais em co- 2014
humanos (Hs.58) e células endoteliais redondo) cultura 3D, comparado ao sistema de cultivo 2D, compativel com
(HUVECS) uma plataforma mais robusta para HTS.
Linhagens de neuroblastoma humano Garrafas de cultura T- Maior perfil de expresséao proteinas (HS-90, HSC 70, HSP 60 — KUMAR et al.,
(SK-N-AS, SK-N-DZ e IMR-32) 75 cm? pré-revestidas | estresse celular, PGAM1 e TP-1 e Pin-1 — glicdlise, dentre outras) no 2008

com poli-HEMA

sistema de cultivo 3D.
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1.2.1.2. Hanging-drop ou gota suspensa

A técnica hanging-drop (HD) ou gota suspensa foi desenvolvida em 1994
(DRAHANSKY et al., 2016), induzindo a formagao dos agregados celulares por meio
da forga gravitacional (NAGELKERKE et al., 2013). Neste sistema, as células ficam
suspensas na interfase ar/liquido na extremidade de uma gota de meio de cultura,
permitindo a formacéo dos esferoides devido a tenséo superficial que mantem a gota
imoével apds inversao da placa (KELM et al., 2003)(GUPTA et al., 2016). Placas de
Petri foram utilizadas inicialmente para formagdo da gota; no entanto, mais
recentemente, placas disponiveis comercialmente tém sido utilizadas (NATH; DEVI,
2016). A placa Perfecta® 3D da Biomatrix com 96 ou 384 pocos (ASTASHKINA;
GRAINGER, 2014), possui um reservatorio de liquidos que impede a evaporagao da
gota ao longo do cultivo (VADIVELU et al., 2015) (Figura 4).

Figura 4: Representacdo esquematica da formagéo de esferoides pelo método hanging-drop (HD)
utilizando placas comerciais Perfecta® da 3D Biomatrix.

/
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ROS® e
ke\,\\a( / > < >
rd .
‘ z U U U
Adicdo da Formagéo da Formag&o do
suspenséo celular  gota suspensa esferoide

Fonte: Autoria prépria

Essa técnica é relativamente simples e, assim como o método de flutuacéo
forcada, esferoides com pouca variabilidade de tamanho podem ser obtidos de
acordo com a quantidade de células e tempo de cultivo estabelecido (GUPTA et al.,
2016). No entanto, algumas limitagdes estdo associadas a sua utilizagdo como o
pequeno volume utilizado para formagéo da gota (20-50 pL), que dificulta a troca de
meio de cultura uma vez que a forca peso que suporta a manutengao da gota supera
a tensao superficial e a resultante deixa de ser nula e passa ser positiva para baixo
(BRESLIN & O’'DRISCOLL, 2013); necessidade de transferéncia para outra placa
para que os outros ensaios possam ser realizados (AMARAL et al., 2017) e maior
tempo de processo (ACHILLI et al.,, 2011). A Tabela 3 apresenta alguns estudos

envolvendo a obtencgao de esferoides pela técnica hanging-drop.
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Tabela 3: Diferentes estudos envolvendo a obtencdo de esferoides pela técnica hanging-drop ou gota suspensa
Células Material Utilizado Resultado Referéncia

Placa HD Perfecta Os esferoides exibiram capacidades invasivas e proliferativas compativeis ORAIOPOULOU
etal., 2019

Células humanas de
glioblastoma (T98G)

3D® Biomatrix

como plataforma para ensaios in vitro 3D com células de glioblastoma.

ROSELLINI et al.,

Diferentes linhagens
celulares (A549, 293 T,
CaCo2, KB, HUH-7, VERO
e MRC-5)

96 pogos
Placa HD (Nunc)
96 pogos

Esferoides apresentaram maior infec¢ao (adenovirus, HSV-1 e
citomegalovirus) e rapida produgao de antigenos, quando comparado as
culturas em 2D.

2019

YOKOBORI et al.,
2017

Linhagem de cancer
hepatico (HepG2)

Placa HD Perfecta
3D® Biomatrix
96 pogos

Translocagao do receptor PXR do citoplasma para o nucleo e consequente
aumento da expressao do gene CYP3A4 no sistema 3D obtido, em

comparacgao a cultura em 2D.

WARE et al., 2016

Células de adenocarcinoma
de pancreas (PANC-1,
AsPc-1, BxPC-3, Capan-1 e
MIA PaCa-2)

Placa HD 96 pocgos

Formacao de esferoides uniformes para todas as linhagens avaliadas.
Reprodutibilidade dos esferoides obtidos para utilizagdo como modelo para
avaliar a resposta e biologia tumoral e para o desenvolvimento de tecidos
bio-artificiais.

RAGHAVAN et al.,
2015

Linhagens de cancer de
ovario (A2780 e OVCAR-3)

Placa HD (XCentric
Mold and Engineering)
384 pogos

Formacéao de esferoides viaveis e bem compactados e maior resisténcia a
cisplatina (70-80%), em comparagéao ao cultivo 2D (30-50%).

RIMANN et al.,
2014

Células humanas de
osteosarcoma (Sa0S-2,
HOS eMG-63)

Placa HD (InSphero
AG)

Maior resisténcia dos cultivos 3D, quando comparado ao cultivo em 2D, para
os farmacos doxorrubicina, cisplatina, taurolidine e taxol. Heterogeneidade
histoldgica compativel com o ambiente in vivo.

HSIAO et al., 2012

Diferentes linhagens
celulares (ES-D3, HepG2,
COS7, DU145, PC-3,
HFOB, MC3T3-E1 e

Placa HD 384 pocos

Esferoides obtidos permitiram a aplicagdo em plataforma HTS, com robusta
utilizagdo de métodos fluorescentes e colorimétricos, bem como
possibilidade de cultivo com diferentes tipos de células.

METZGER et al.,

HUVEC)
Células primarias de
osteoblastos (HOB),
fibroblastos (NHDF) e

Tampa da placa de
Petri

Esferoides ajustaveis de acordo com a quatidade celular utilizada e
possibilidade de formagéo da co-cultura com as trés células utilizadas,
demonstrando a promissora utilizagdo da metodologia empregada para

formacgao dos esferoides.

2011

WASUNGU et al,,

endoteliais (HDMEC)
Linhagem de coloretal
humana (HCT 116)

Tampa da placa de
Petri pré-revestida

Visualizacado da permeabilidade de pulsos elétricos nas diferentes camadas

2009

dos esferoides, bem como melhor relevancia dos modelos 3D obtidos com o

com agar

ambiente in vivo para terapia génica, quando comparado ao cultivo em 2D.
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1.2.1.3. Cultivos agitados

A producgéo de esferoides utilizando cultivos agitados pode ser efetuada em
dois tipos de biorreatores: (i) biorreatores do tipo tanque agitado ou spinner e (ii)
biorreatores de parede rotativa, que favorecem o contato célula-célula devido ao
impedimento da adesao celular as paredes dos sistemas que apresentam continua
movimentacdo (BRESLIN; O’DRISCOLL, 2013). Frascos spinner, um modelo
simplificado do biorreator tanque agitado, foram extensamente utilizados na geragao
de esferoides multicelulares em grande escala na década de 70. Sutherland e
colaboradores (1970) utilizaram estes frascos para a obtengdo de esferoides com
didametro em torno de 200 ym com células de pulm&o de hamster chinés (linhagem
V79), que apresentaram maior similaridade com estruturas nodulares de
camundongos de linhagem C3H, além de maior resisténcia a radiagao
(SUTHERLAND et al., 1970).

Nos biorreatores tanque agitados, a agitacdo proveniente do impelidor
mantém as células em suspensao juntamente com o meio de cultura, propiciando
um fluxo que auxilia no transporte de nutrientes, bem como diluicdo de catabdlitos
produzidos pelos esferoides (JONG, 2005). Nos biorreatores de parede rotativa, que
foram desenvolvidos pela NASA (National Aeronautics and Space Administration)
em 1992, o movimento da suspensdo celular € mantido pela rotacdo da parede do
equipamento para mimetizar a microgravidade e proporcionar as ceélulas um
ambiente de baixo cisalhamento (Figura 5) (ALESHCHEVA et al., 2016)(BRESLIN;
O’DRISCOLL, 2013).

Figura 5: Representagdo esquematica da formacao dos esferoides utilizando diferentes técnicas de

cultivo agitados, sendo: (A) Biorreatores tanque agitados (spinner) e (B) Biorreatores de parede
rotativa (exemplo STLV- Synthecon, Houston, Texas).

(A) BIORREATOR SPINNER (B) BIORREATOR DE PAREDE ROTATIVA

Suspensado Celular Formac&o esferoides Suspens&o Celular Formac&o esferoides

Fonte: Adaptado de BRESLIN; O'DRISCOLL, 2013.
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A baixa taxa de cisalhamento protege as células de danos que podem ocorrer
em funcdo do excesso de agitacdo, previne a dissociacdo das células dos
microcarregadores durante o cultivo (no caso dos sistemas baseados em scaffolds),
mimetiza o ambiente in vivo pela promog¢ao da diferenciagao celular a medida que
ocorre o contato e sinalizagao entre as células e, recapitula o fenétipo de diferentes
tecidos, dentre eles o neuronal (NHNP), pulmonar (HBTC, BEAS-2B), célon (CaCo-
2), intestinal (INT-407) e hepatico (Huh7) (GARDNER; HERBST-KRALOVETZ,
2016). Existem dois subtipos relacionados ao biorreator de parede rotativa: (i) STLV-
do inglés slow-turning lateral vessel e (i) HARV — do inglés high-aspect ratio vessel,
que apresentam volumes de 55 a 500 mL. O biorreator do tipo STLV,
comercialmente disponivel (Synthecon, Houston, Texas) € formado por dois cilindros
concéntricos, na qual o interno € composto por uma membrana de silicone por onde
ocorre o transporte de 0, e nutrientes, enquanto o externo contém o meio de cultura
com as células em suspensdao (KUMAR; STARLY, 2015). Ja o HARV é uma
derivacao do biorreator do tipo STLV, uma vez que foi desenhado para propiciar o
melhor o transporte de 0, ao longo da cultura. Nesse biorreator, o transporte de 0, e
nutrientes ocorrem pela base e, em comparacdo ao biorreatotor do tipo STLV,
apresenta um aumento da area superficial do cilindro, pela reducdo da altura e
aumento do didmetro (CHEN; HU, 2006).

Os cultivos agitados apresentam como vantagens o cultivo de esferoides em
longo prazo (MEHTA et al., 2012); facilidade de acesso aos esferoides produzidos,
melhor transporte de nutrientes e 0, devido a movimentagdo da cultura, e
possibilidade de ajuste da velocidade de rotagédo para obtengdo de uma determinada
condicao de cultivo (BRESLIN; O’'DRISCOLL, 2013). No entanto, ndo ha o controle
do tamanho e forma dos esferoides formados, fazendo com que o efeito do farmaco
seja de dificil predicdo (NAGELKERKE et al., 2013). Além disso, a utilizagdo de
equipamentos especializados € indispensavel e, no caso dos biorreatores do tipo
spinner, as células susceptiveis as forcas de cisalhamento podem sofrer danos ao
longo da cultura (MEHTA et al.,, 2012). A Tabela 4 apresenta alguns estudos

envolvendo a obtencdo de esferoides utilizando técnicas de cultivo agitados.
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Tabela 4: Diferentes estudos envolvendo a obtencao de esferoides utilizando técnicas de cultivo agitados
Células Biorreator Resultados Referéncia
Linhagens de cancer de Biorreator do tipo Os esferoides foram mais resistentes apds exposicao Hipericina, quando comparado ao KHOT et al.,
colon retal (HT29 e splnner cultivo em 2D. Além disso, os esferoides apresentaram maior expressao do gene ABCG2 2018
HCT116) (2x10 céls/mL) (relacionado a resisténcia ao farmaco).
Diferentes linhagens de Biorreator do tipo Importancia do controle da taxa de perfuséo (1,3 dia) e baixa taxa de 0, dissolvido (4%2 ABECASIS et
células embrionarias splnner para formacao dos esferoides hiPSC. Aumento da taxa de crescimento (maximo 4,7x10 al., 2017
pluripotentes humanas (O, 2x10° céls/mL e céls/mL) e fator de expansao. Confirmagéo do fendtipo pluripotente durante a cultura
(ChiPS C4, ChiPS C12, 0,5x10° céls/mL) (protedmica) e possibilidade de escalonamento da cultura (fator de expansao de 1100 em
ChiPS C15, ChiPS C18, células viaveis em 11 dias de cultivo).
ChiPS C22, 4 hESC
SA121, SA167, SA181 e
SA461)
Diferentes linhagens Biorreator do tipo Esferoides foram obtidos em grande nimero (1000-1500 esferoides/mL) com SANTO et al.,
celulares (mama- MCF7, splnner caracteristicas do tumor nativo (morfologia, proliferagéo e gradiente de hipéxia). As co- 2016
BT474, HCC1954, (O, 2x10 céls/mL e culturas com fibroblastos apresentaram elevada viabilidade, demonstrando robustez e
HCC1806; pulmao- A549, 0,5x10° céls/mL) compatibilidade dos sistemas de cultivo 3D para pesquisas relacionadas ao cancer.
H460, H157,H1650 e
coélon- HT29)
Células-tronco primarias Biorreator de Maior expressao de marcadores de pluripoténcia como a E-caderina, bem como maior ZHANG et al.,
derivadas de tecido parede rotativa capacidade proliferativa e de diferenciagdo dos esferoides. Além disso, quando 2015
adiposo humano m|cr06graV|dade administrados em modelos in vivo, os esferoides apresentaram maior capacidade
(1x10° céls/mL) regenerativa, do que as células cultivadas em 2D.
Linhagem de melanoma Blorreator do tipo Esferoides foram formados com as células B16F10 e HaCaT e demonstraram MARRERO;
(B16F10) e queratindcitos HARV crescimento, proliferagédo e sintese de componentes da matriz extracelular, MESSINA;
humanos (HaCaT) (microgravidade) demonstrando sua capacidade de recapitulagdo in vivo. HELLER,
2009
Linhagem de céncer de Biorreator do tipo Os esferoides formados demonstraram aumento da expressédo de marcadores epiteliais | CARTERSON
pulméo (A549) STLV especificos e diminuicdo da expresséo de marcadores de cancer especificos. Além disso, et al., 2005
(mlcro%rawdade) os esferoides apresentaram a produgcédo de mucoglicoproteina e melhor afinidade para
(5x10°céls/mL) muco-anticorpos (MUC1 e MUC5A), com maior resposta anti-inflamatéria apés infecgao
com P. aeroginosa, sugerindo a melhor representatividade desse modelo, em
comparagao ao cultivo em 2D.
Cultura primaria de Biorreator do tipo Nao houve limitacdo de 0, em esferoides acima de 100 um. Além disso, esferoides com GLICKLIS;
hepatécitos (ratos sglnner didmetro de 100 ym apresentaram maxima produc¢ao de albumina (60 ug/ milhdes MERCHUK;
COHEN, 2004

Sprague-Dawley)

(5x10° céls /mL)

células/dia).
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1.2.2. Sistemas de cultivo 3D baseados em scaffolds

Os sistemas de cultivo 3D baseados em scaffolds consistem na utilizagdo de
um material poroso aos quais as células sdo cultivadas (THOMA et al., 2014).
Nesses sistemas, as células se agregam aos poros desses materiais, permitindo
assim a formacéo e crescimento da estrutura 3D (SANT; JOHNSTON, 2017). Para
mimetizar as fungdes bioldgicas da matriz extracelular, os materiais utilizados como
scaffolds devem possuir alta porosidade e interconectividade entre os poros, para
promover o transporte de nutrientes essenciais para o crescimento e a diferenciacao
celular, assim como integridade mecénica ao longo do cultivo celular (CUADROS;
ERICES; AGUILERA, 2015). Em funcao disso, o tamanho do poro e a porosidade
final do scaffold devem estar de acordo com a aplicagao desejada (LOH; CHOONG,
2013). De acordo com o tamanho do poro, os scaffolds podem ser classificados
entre: (i) microporosos - que sao caracterizados pela adesdo e crescimento das
células somente na superficie do carreador e, (II) macroporosos - que permitem o
crescimento celular em todo o material (interna e externamente) (KENNETH,
CASTAN & LINDSKOG, 2018).

Em relacdo as suas caracteristicas, os scaffolds devem ser biocompativeis,
biodegradaveis, nao toxicos e de facil manipulagdo (LUKYANOVA et al., 2010),
devendo apresentar estabilidade mecéanica e baixa taxa de degradacao ao longo do
cultivo (CAMPODONI et al.,, 2019). No entanto, algumas desvantagens estao
associadas a sua utilizacdo como o desconhecimento da composi¢cao dos materiais
de origem natural, que podem apresentar alta variabilidade e dificuldade de acesso
as células no interior dos scaffolds (LAZZARI et al., 2018).

Diversos materiais tém sido utilizados para a formacao dos scaffolds
(BRESLIN; O'DRISCOLL, 2013). Os hidrogéis de origem natural como a quitosana,
o colageno, a gelatina, a laminina e o acido hialurénico (OKAMOTO; JOHN,
2013)(MUKUNDAN et al.,, 2015), apresentam as vantagens de serem
biocompativeis, biodegradaveis, além de promoverem a adesao celular (OKAMOTO;
JOHN, 2013). A gelatina é um dos hidrogéis mais utilizados como scaffold em
funcdo de sua biocompatibilidade, baixo custo e disponibilidade comercial
(CAMPODONI et al., 2019). J& a quitosana, embora apresente similaridade com
componentes da matriz da cartilagem, esta associada com algumas limitagdes de

uso como, por exemplo, perda da integridade em ambiente aquoso acidificado,
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tornando necessaria sua associagdo com outros biomateriais (FELFEL et al., 2019).
Além destes, outros exemplos comercialmente disponiveis incluem o Matrigel®, que
€ constituido por uma mistura de hidrogéis naturais como a laminina e o colageno
(MURPHY et al., 2017)(NATH; DEVI, 2016) e o Extracell™, formado pela associacéo
de acido hialurénico e laminina (MALTMAN; PRZYBORSKI, 2010). Hidrogéis de
origem sintética como a policaprolactona (PCL), acido poli-latico (PLA), acido poli-
glicélico (PGA) e o acido poli-vinil (PVA) também sao utilizados no cultivo celular 3D
(OKAMOTO; JOHN, 2013)(MUKUNDAN et al., 2015), devido a biocompatibilidade,
nao toxicidade e biodegradabilidade, ja que sédo eliminados do organismo de forma
natural apés hidrolise estrutural (OKAMOTO; JOHN, 2013).

Os peptideos também sao utilizados como scaffolds devido a sua capacidade
em formar uma rede porosa com tamanho nanométrico, que apresenta propriedades
mecanicas e estruturais semelhantes a matriz-extracelular natural (BETRIU;
RECHA-SANCHO; SEMINO, 2018). Os scaffolds a base de peptideos se organizam
em estruturas micro e nanométricas por meio de interagdes fracas de Van de Walls
ou pontes de hidrogénio, formando uma estrutura anfifilica pela intercalagdo de
residuos hidrofilicos (positivos ou negativos) e hidrofébicos (BRUN et al., 2019). O
primeiro peptideo natural foi encontrado em uma proteina de levedura em 1990
(GELAIN; HORII; ZHANG, 2007), ja os peptideos sintéticos como o RADA16-|
(Puramatrix®) e RADA16-II, que apresentam residuos de arginina e acido aspartico
em substituicdo a lisina e glutamina, também tém sido desenhados e caracterizados
como scaffolds (ZHANG; GELAIN; ZHAO, 2005).

Devido a sua estabilidade em diferentes faixas de pH, solubilidade aquosa e
auséncia de toxicidade, os polissacarideos também sao utilizados para a formacéao
das culturas 3D (CUADROS; ERICES; AGUILERA, 2015). A agarose é um
polissacarideo natural obtido de algas marinhas com varias aplicagdes na
engenharia tecidual como regeneracao de cartilagem e tecido neuronal. No entanto,
devido a baixa capacidade de adesao celular, € essencial sua associagdo com
alguns hidrogéis como a quitosana (FELFEL et al., 2019). O alginato também é um
polissacarideo de origem natural derivado de algas marinhas, que vem sendo
utiizado como scaffold devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade,
facilidade de geleificacdo e baixo custo (LI et al., 2019a)(TURNBULL et al.,
2018)(SWIOKLO et al., 2017). A estrutura quimica do alginato € composta por duas

unidades monomeéricas de residuos (M) B-D-acido manurénico e (G) a-L-acido
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gulurénico (Figura 6) (ESTRADA et al., 2016). Variagbes nas concentragdes entre
essas unidades podem alterar as propriedades quimicas e fisicas do alginato, como
sua capacidade de geleificacédo e porosidade (FERREIRA; GASPAR; MANO, 2018).

Figura 6: Estrutura quimica do alginato.

HOOC 0 HO OH
'. m/om ¢ \4> '
HO HOOC g . i
OH HOOC
(M) B-D-acido manurdnico (G) a-L-acido gulurénico

Fonte: Adaptado de ANDERSEN; AUK-EMBLEM; DORNISH, 2015.

Um dos mais comuns métodos para geleificagdo do alginato em solugéo é a
sua combinagdo com cations bivalentes. Os cations bivalentes ligam-se as porg¢oes
do a-L-acido gulurdnico, permitindo o cross-linking e formagéao da estrutura em gel
por meio da jungao entre as por¢des do a-L-acido gulurénico adjacentes, resultando
em um modelo conhecido como “caixa de ovo” (LEE; MOONEY, 2012) (Figura 7).
Diferentes afinidades com os ions bivalentes sdo encontradas, de acordo com a
sequéncia: Ca**<Sr**<Ba**(ANDERSEN; AUK-EMBLEM; DORNISH, 2015).

A estrutura porosa do alginato permite a incorporagao e retencao das células,
difusdo de nutrientes e O,, bem como a eliminacdo de produtos do metabolismo
celular (CAROLINE et al., 2017). Por isso, a microencapsulacdo em alginato tem
sido utilizada para avaliar a interacdo entre as forcas externas e os agregados
tumorais, interacdo entre diferentes tipos celulares (ESTRADA et al.,, 2016),
diferenciacao, proliferacéo e sinalizagéo celular, bem como vascularizagdo tumoral
(LEE; MOONEY, 2012).

Dependendo do tipo e material utilizado, duas técnicas podem ser
empregadas para fabricagdo dos scaffolds: (i) plaqueamento celular em matrizes
acelulares como, por exemplo, o Alvetex® (poliestireno) e o Algimatrix® (alginato) e
(ii) dispersao das células em um material liquido, seguido por polimerizagao, como é
o caso do Matrigel® (RIMANN; GRAF-HAUSNER, 2012). A Tabela 5 apresenta

alguns dos materiais utilizados como scaffolds disponiveis comercialmente.
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Figura 7: Processo de geleificagdo do alginato em solugao com ions cations bivalentes.
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Fonte: Adaptado de KUHBECK et al., 2015.

Tabela 5: Diferentes materiais disponibilizados comercialmente como scaffolds

Nome comercial Composicao do material Empresa

Matrigel® Laminina e colageno BD

GEM® Microcarregadores de Global Cell Solutions/
alginato Hamilton

Extracel™ Acido hialurénico e Glycosan Biosystems
colageno

Hydromatrix® Peptideo sintético Sigma

Puramatrix® Peptideo 3DM Inc.

Geltrex® Laminina e colageno Invitrogen

AlgiMatrix® Alginato Invitrogen

Ultra Web® Poliamido Conrning

MaPTrix HyGel® Hidrogel quimicamente Kollodis Biosciences
definido

MT 3D Matrix® Poliestirenoglicol (PEG)

QGel

BIOFELT® PGA, PLLA, PLGA

Synthecon Inc.

Policarbonato de
poliuretano-ureia

Biomerix 3D Scaffold®

Synthecon Inc.

3D insert PCL® PCL 3DBiotek
3D insert PLGA® PLGA 3DBiotex
3D insert PS® PS (poliestireno) 3DBiotek

Fonte: Adaptado de ASTHANA; KISAALITA, 2013.

Diversos estudos tém sido realizados utilizando diferentes tipos de scaffolds

para obtencao de estruturas celulares 3D, alguns deles estao apresentados na

Tabela 6.
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Tabela 6: Diferentes estudos envolvendo o cultivo celular 3D baseado em scaffolds
Células Material Resultados Referéncia
Células mesenquimais PLGA Os scaffolds apresentam caracteristicas de biocompatibilidade e biodegradabilidade, além | CHEN et al.,
de medula 6ssea de promoverem o aumento da expressao do gene BMP-12, relacionado a cicatrizagédo 2019
Ossea, organizagao de cartilagem e aumento de fibrocartilagem.
Linhagem celular de Acido poli-(L-latico-co- | Formacao de estruturas 3D com didmetros entre 300-450 nm com capacidade de ades&o TURKER;
fibroblastos de e-caprolactona) as células 3T3. Confirmagao da presenga de colageno nos scaffolds obtidos e aumento da YILDIZ;
camundongos (3T3) (PLLCL), viabilidade celular proporcional a quantidade de colageno adicionada aos sistemas 3D. ARSLAN
Polivinilpirrolidona (PV YILDIZ,
P) e colageno 2019
Diferentes linhagens Quitosana e Alginato As trés linhagens demonstraram crescimento independente da rigidez dos scaffolds. As XU et al.,
de cancer de prostata culturas de préstata néo alteraram seu fenoétipo apds associagdo com os scaffolds, 2019
(PC3) e osteoblastos enquanto as linhagens de osteoblastos mineralizaram-se.
(C4-2B e 22RV1)
Células endoteliais AlgiMatrix® e Geltrex® As células cultivadas em 3D exibiram menor estresse oxidativo com maior produgao das BEHARRY
humanas de retina protaglandinas (PGE e PGI) em ambiente de hipdxia intermitente, demonstrando a etal., 2018
(linhagem ACBRI-181) capacidade de recapitulagdo in vivo destes sistemas, podendo ser utilizados para o drug
e células de astrécitos screening de diversos compostos para tratamento do sistema ocular.
humanas de retina
(181)
Células do tipo PLGA, A incorporagao de colageno ao scaffold promoveu o0 aumento da secregao de albumina, BROWN et
hepatdcitos (colageno, fibronectina uréia e enzimas CYP (fold-4) em hepatdcitos humanos em duas semanas de cultivo, em al., 2018
e Matrigel®) comparacao a scaffolds de PLGA nao modificados. Esses indices também foram elevados
quando comparado a scaffolds associados a fibronectina ou Matrigel®'
Células epiteliais Matrigel® Propriedades dos tecidos dos brénquios indicativas do trato respiratério CHEN et al.,
humanas de vias (biomarcadores:CK5, ZO-1 e PCK) foram observados nas culturas em 3D, em comparacao 2018
areas as culturas em 2D.
Células primarias de Quitosana Maior crescimento celular foi obtido apds 35 dias de cultura. Além disso, os resultados INTINI et al.,
fibroblastos normais demonstraram que os scaffolds 3D melhoraram a qualidade do tecido restaurado em 2018
(Nhdf) e linhagens de modelos animais, em relagdo ao grupo que recebeu o material comercial.
queratindcitos
humanos (HaCaT)
Células reticulares PCL e colageno Diminui¢éo do didmetro do scaffold com o aumento do contetido de colageno. Estimuloda | CHOlI et al.,
epiteliais de expressdo de células de adesao (p-FAK) e de moléculas timopoéticas (IL-7 ecitoqueratina- 2015

camundongos (CREC)

8), além da promogaoda adeséo e proliferagédo celular.
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1.2.3. Sistemas hibridos

Os sistemas hibridos sdo baseados na combinagcdo das metodologias para
obtencao dos esferoides e a utilizagado de scaffolds, uma vez que esses materiais
auxiliam na imobilizacdo dos esferoides em uma posicdo determinada, promovendo
uma geometria 3D definida (LASCHKE; MENGER, 2017). Geralmente, estes
sistemas sdo obtidos pela encapsulacdo dos esferoides em suspensdo com um
biomaterial que mimetiza os componentes da matriz extracelular, possibilitando a
obtencao de microcapsulas com uniformidade de tamanho e conteudo (NATH; DEVI,
2016).

A encapsulacdo em alginato € uma técnica empregada para obtencdo dos
sistemas 3D hibridos, uma vez que a formacédo das capsulas por ser facilmente
obtidas pela polimerizagdo das gotas de alginato em uma solugéo contendo cations
bivalentes (KIM et al., 2019b), conforme citado anteriormente. O tamanho da gota
formada depende de varios fatores como: viscosidade e fuxo da solugao de alginato,
tamanho dos esferoides a serem encapsulados, técnica utilizada para formacéo da
gota (exemplos: pipetas, seringas, encapsulador automatico, dentre outros) e
voltagem aplicada durante a encapsulacdo (elevada voltagem produz capsulas
menores) (ANDERSEN; AUK-EMBLEM; DORNISH, 2015).

A encapsulagcdo em alginato permite a imobilizagdo das células no interior do
hidrogel, pretegendo-as de estresse mecanicos ao longo do cultivo, propiciando
melhor viabilidade e manutencdo da cultura a longo-termo (DHAMECHA et al.,
2019). No entanto, assim como qualquer metodologia, algumas limitacbes estado
associadas com sua utilizagdo, tais como: necessidade de padronizagcdo das
condigdes de encapsulagao para cada tipo celular; dissolugdo da capsula de alginato
dependendo do tipo de analise a ser realizada, o que inviabiliza sua utilizagdo em
futuros ensaios; além da reduzida interacdo com algumas células de mamiferos,
sendo necessaria a co-utilizagdo com peptideos como o RGD (arginina-glicina e
acido aspartico) (REID; PERMUTH; SELLERS, 2017).

1.2.4. Sistemas microfluidicos

O sistema microfluidico apresenta melhor predicdo da resposta celular a

diferentes compostos, uma vez que recria um elevado nivel de funcionalidade in vitro
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pela continua perfusdo de meio de cultura (YU; CHOUDHURY, 2019)(MARIN et al.,
2019), mimetizando as forgas de cisalhamento do fluxo sanguineo e a comunicagéo
celular (LANGHANS, 2018).

Além de requerer um baixo volume de meio de cultura (SANTBERGEN et al.,
2019), varios parametros sao avaliados e controlados durante o cultivo nesses
sistemas, tais como: razdo célula-liquido; taxa de 0,, CO, e nutrientes; forca de
cisalhamento induzido pelo fluxo do liquido; gradiente de concentracédo de
subprodutos provenientes do metabolismo celular e nivel de integridade celular, uma
vez que a area de cultivo nesses dispositivos € muito menor quando comparado ao
sistema transwell. A presenca de eletrodos ou sensores embutidos ao sistema pode
agregar um maior custo a esse processo (TIAN et al., 2019). A Figura 8 demonstra
alguns exemplos de sistemas microfluidicos baseados no cultivo celular 3D.

Figura 8: Representacdo esquematica de diferentes sistemas microfluidicos utilizados como cultivo
3D. (A) Sistema microfluidico baseado em células HepG2, mondécitos, células T e hidrogel. (B)
Sistema microfluidico baseado em modelo hepatico e intestinal (C) Sistema microfluidico utilizando

células pulmonares em uma membrana elastica que recapitula os movimentos respiratdrios dos
alvéolos pulmonares.
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Fonte: Adaptado de TIAN et al., 2019; MARIN et al., 2019; LEE et al., 2018b

A Tabela 7 apresenta alguns estudos relacionados ao cultivo celular 3D nos
sistemas hibridos e microfluidicos.
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Tabela 7: Diferentes estudos envolvendo a obtencao o cultivo celular 3D baseados nos sistemas hibridos e microfluidicos.
Sistemas hibridos
Células Material utilizado Resultados Referéncia
Células epiteliais Esferoides em placas Os modelos obtidos foram capazes de associar diferentes tipos celulares, além de BOGORODS
tumorais de mama ULA em incorporagao melhor recapitulacdo do tecido in vivo. KAYA,;
(MDCK e DA-MB-231) | com colageno e PEG MCLANE;
LIGON, 2019
Células mesenquimais | Esferoides em placas Os esferoides encapsulados mostraram melhor proliferagdo, bem como aumento da HEO;
e endoteliais humanas AggreWeII® em expressao de fatores de regulacao osteogénica, com formagao de redes pré-vasculares, | HOSPODIUK;
(MSCs e HUVECS) encapsulagdo com podendo ser utilizados como modelo para a engenharia de tecidos 6sseos. OZBOLAT,
colageno/fibrina 2019
Células de cancer de Esferoides em Os sistemas 3D obtidos foram capazes de recapitular o ambiente natural in vivo, devido REBELO et
pulm&o (linhagem biorreatores do tipo ao acumulo de citocinas (IL4, 1110, IL13, CCI22, CCL24 e CXCL1), além de componentes al., 2018
H157), mondcitos spinner encapsulados da matriz extracelular (colageno e fibronectna), metaloproteinases (MMP-1 e MMP-9),
(THP-1) e fibroblastos com alginato bem como a expressédo de CD68, CD163 e CD206. Além disso, houve reducédo de
(CAFs) macrofagos M2, apos tratamento com cisplatina e paclitaxel.
Linhagem celular de Esferoides em A cultura foi mantida viavel por 15 dias. A presenga dos fibroblastos resultou em ESTRADA et
cancer de mama biorreatores do tipo secrecgao de citocinas pré-inflamatoérias (IL-8, IL-6, CXCL-1). Além disso, foi observada al., 2016
(MCF-7) e fibroblastos | spinner encapsulados | redugéo no receptor de estrogénio e E-caderina, bem como aumento da migragéo celular
humanos (HDFs) com alginato e da angiogénese das co-culturas obtidas, demonstrando a melhor capacidade preditiva
desses modelos.
Sistemas microfluidicos
Células Material utilizado Resultado Referéncia
Linhagem de de Microchip 4 canais A presenca das camadas dos polimeros (alginato e quitosana) promoveu a melhor LIU et al.,
cancer hepatico (tamanhos de 50/60, adesdao das células HepG2, mantendo sua viabilidade, proliferagao e fungédo hepatica 2019
humano (HepG2) 150/190, 250/370, durante 10 duas de cultura, demonstrando a capacidade dos sistemas 3D no campo da
800/1150 ym)/alginato engenharia tecidual.
e quitosana
Células de Microchip As células interior dos sistemas microfluidicos apresentaram-se viaveis por 3 semanas, ROSSER et
condrécitos equinos (3 mm de diametro, com baixa atividade metabdlica e elevada expressédo de Sox9 e Col2 (genes al., 2019

volume 7,5 pL,
microcapilares de 21,5
mm x1 mm e altura de
1 mm)

relacionados a condrécitos articulares). Além disso, os sistemas 3D obtidos
demonstraram capacidade de recapitulagao da cartilagem natural e resposta bioquimica
apos estresse, podendo ser utilizados para novos estudos envolvendo osteoartrite em
pacientes humanos e animais.
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A Tabela 8 apresenta as principais vantagens e desvantagens dos diferentes

sistemas de cultivo celular 3D.

Tabela 8: Principais vantagens e desvantagens dos diferentes sistemas de cultivo celular 3D

Vantagens Desvantagens

Flutuacao Simplicidade; Dificuldade de manutengéo da cultura

Forcada Facilidade de acesso aos esferoides a longo-termo;
produzidos;

Homogeneidade de tamanho
(dependendo da concentragao celular
utilizada);

Compativel com plataforma HTS;
Possibilidade de obtencao de co-
culturas;

Hanging-Drop | Homogeneidade de tamanho Pequeno volume de trabalho
(dependendo da concentragdo celular | dificultando a troca de meio de cultura;
utilizada); Necessidade de transferéncia para
Facilidade de acesso ao esferoide uma placa tradicional para ensaios de
formado; citotoxicidade;

Possibilidade de formagéo de co- Dificuldade de manutengao da cultura
culturas; a longo-termo;

Cultivos Simplicidade; Necessidade de equipamentos

agitados Possibilidade de ensaios HTS a longo | especializados;
prazo; Maior custo de processo;

Produgao em larga escala;

Facil acesso aos esferoides formados,
Melhor controle ao longo da cultura
(ex. agitagao, temperatura);

Menor forga de cisalhamento
(biorreatores de parede rotativa);

Nao ha o controle do tamanho do
esferoide formado;

Células sensiveis as forcas de
cisalhamento podem sofrer danos
(biorreatores do tipo spinners);
Dificuldade de formacéo de co-
culturas;

Baseados em

Promovem a mimetizagao dos

Desconhecimento da composigao de

Scaffolds componentes da matriz extracelular; scaffolds de origem natural, que pode
Possibilidade de formagéo de co- gerar maior variabilidade e dificuldade
culturas; de acesso dos esferoides no interior
Utilizagao de materiais de facil dos scaffolds;
manipulagéo; biocompativeis e nao- Maior custo de scaffolds de origem
téxicos; sintética;

Hibridos Imobilizagdo das células no interior do | Necessidade de padronizagao para

scaffold;

Protegao das células contra estresse
mecanico durante o cultivo;
Manutencé&o da viabilidade da cultura
a longo prazo;

cada tipo celular;

Necessidade de dissolugao da capsula
(scaffold), dependendo do ensaio a
realizado;

Baixa adeséo celular de algumas
células ao biomaterias utilizados
(scaffolds);

Maior custo de processo (dependendo
do tipo de encapsulacéo)

Microfluidicos

Baixo volume de meio de cultura;
Controle de diversos parametros ao
longo da cultura (05, CO,, pH,
nutrientes, integridade celular, forga de
cisalhamento, dentre outros)

Necessidade de equipamentos
especializados,
Maior custo de processo

Fonte: Adaptado de NATH; DEVI, 2016;BRESLIN; O'DRISCOLL, 2013;MEHTA et al., 2012.
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1.3. Cancer de Ovario

Em 2018, o cancer de ovario foi considerado o sétimo tipo de cancer mais
comum, apresentando cerca de 240.000 novos casos. Depois do cancer de mama, o
cancer de ovario representa a segunda maior causa de morte entre mulheres acima
de 40 anos, principalmente em paises desenvolvidos (STEWART; RALYEA;
LOCKWOQOD, 2019). Sua elevada taxa de mortalidade esta frequentemente
associada aos sintomas inespecificos como dor abdominal, inchago e fadiga, que
dificulta o diagndstico precoce da doenca (MURARKA et al., 2019). Varios fatores
tém sido associados ao aumento do risco de desenvolvimento do cancer de ovario,
incluindo a terapia hormonal (estrégeno e sua associagdo com progesterona),
endometriose e alta massa corporal (MALLEN; TOWNSEND; TWOROGER, 2018).

De acordo com o American Cancer Society (2018), o cancer de ovario pode
ser classificado em diferentes estagios: Estagio |, as células cancerigenas
encontram-se confinadas dentro dos ovarios ou tuba de falépio. No Estagio Il, as
células cancerigenas encontram-se no ovario com disseminagdo para 0Orgaos
proximos como utero, colon, bexiga e reto. Tanto no estagio | quanto no Il, ndo
ocorre disseminacgao para os linfonodos. No Estagio lll, ocorre disseminagao para
orgaos fora da pelve e para os linfonodos retroperitoneais. J& no Estagio IV, as
células tumorais disseminam-se para fora da cavidade peritoneal para outros tecidos
ou orgaos, como bago ou figado, além de ganglios linfaticos diferentes dos
retroperitoneais (Figura 9) (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018).

Figura 9: Diferentes estagios de desenvolvimento do cancer de ovério
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Fonte: Adaptado de National Ovarian Cancer Coalition Online.

O cancer de ovario pode apresentar origem em trés tipos celulares diferentes,

sendo o tipo epitelial responsavel por mais de 90% dos casos malignos, seguido
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pelo estromal que corresponde a 5-6% dos casos e germinativa que compreende
apenas 2-3% dos casos. Os tumores malignos de ovario, também denominados de
adenocarcinomas, apresentam elevada heterogeneidade e podem ser subdivididos
em 5 tipos histologicos bem definidos: carcinoma seroso de alto grau (70% dos
casos), endometridide (10%), células claras (10%), mucinosas (3%) e seroso de
baixo grau (menos de 5% dos casos) (STEWART; RALYEA; LOCKWOOD,
2019)(REID; PERMUTH; SELLERS, 2017).

O tratamento do cancer de ovario compreende primeiramente a remogao
cirurgica do tecido afetado, seguido por quimioterapia (STEWART; RALYEA;
LOCKWOOQOD, 2019). O paclitaxel € um derivado taxano muito utilizado no
tratamento do céncer de ovario, devido a sua capacidade de inibir a
despolimerizagao dos microtubulos, especialmente dos heterodimeros da B-tubulina,
inibindo a replicagdo celular na fase G2/M, levando a morte celular por apoptose
Figura 10)(KAMPAN et al., 2015). No entanto, em torno de 15-35% dos pacientes
apresentam resisténcia ao tratamento proposto (WANG; LIU; ZOU, 2019)(ZHENG;
LI, 2018), sendo a recorrénciado tumor um dos principais fatores relacionados a

falha durante o tratamento do cancer de ovario (LI et al., 2019b).

Figura 10: Mecanismo de acao do Paclitaxel.
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Os estudos realizados nesse trabalho permitiram concluir que:

Inicialmente, esferoides pouco compactos foram obtidos com as células
SKOV-3 e OVCAR-3 utilizando as técnicas de FF e HD. No entanto, a
centrifugacéo inicial da placa ULA na técnica FF assim como a adi¢ao de 0,25
e 0,5% (p/v) de MC ao meio de cultura propiciou a formacéo de esferoides
mais compactos e regulares (esféricos) com didmetros entre 200 e 500 um;

A técnica FF propiciou a formagao de esferoides apds 24 h de cultivo (SKOV-
3 e OVCAR-3), enquanto a HD permitiu a formacgédo de esferoides apenas
ap6s 72 h (SKOV-3) e 48 h de incubagdo (OVCAR-3). Além disso, quando
comparado a técnica HD, a FF apresentou maior facilidade de manuseio e
cultivo com melhor custo-beneficio;

As células SKOV-3 formaram esferoides com maior capacidade de
compactagao ao longo do cultivo, quando comparado as células OVCAR-3
(FF e HD), provavelmente em decorréncia de seu maior potencial metastatico;
As co-culturas 3D (SKOV-3:MCU-9 e SKOV-3:CCD27-Sk) (FF) apresentaram
a formacédo de esferoides com didmetro entre 200 e 500 ym, com maior
presenca de microvilosidades e menor crescimento celular. Além disso, a co-
cultura 3D (SKOV-3:MCU-9)(FF) permitiu a formacao de esferoides com
melhor perfil tumorigénico, metastatico e agressivo, devido ao perfil de
expressdo dos genes avaliados (MMP-2, MMP-9, HIF1-a, VEGF, SNAIL,
ZEBI, vimentina e [-catenina), sugerindo melhor mimetizacdo do
microambiente tumoral in vivo nesse sistema;

Em comparacdo aos sistemas estaticos (FF e HD), o sistema de cultivo
agitado (biorreatores do tipo spinner) permitiu a formagdo de um maior
numero de esferoides ao longo do cultivo, com manutencédo da viabilidade
celular a longo prazo. No entanto, devido a fusdo dos esferoides observada
ao longo do cultivo, sua aplicagdo como plataforma HTS a longo-termo pode
ser restrita;

Assim como para os esferoides obtidos em sistema agitado, as capsulas em
mono (SKOV-3) e em co-cultura (SKOV-3:HDFs) mostraram viabilidade a
longo prazo (28 dias de cultivo). Além disso, as capsulas de alginato evitaram

a fusdo dos esferoides ao longo do cultivo, demonstrando a potencialidade
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deste sistema para a produgcdo em larga escala e estudos de citotoxicidade
em longo prazo;

e Os sistemas de cultivo 3D na forma de esferoides obtidos pela técnica FF
para a co-cultura formada entre as células SKOV-3 e células mesenquimais
(SKOV-3:MCU-9) apresentaram melhores caracteristicas de utilizacdo para
ensaios de toxicidade de farmacos em curto prazo;

e Todos os sistemas 3D obtidos demostraram maior resisténcia apds exposi¢cao
ao farmaco Paclitaxel, quando comparado ao sistema 2D;

e Embora ndo tenha sido observado um perfil dose-reposta para os sistemas
3D estéticos (FF e HD) apds exposi¢céo ao farmaco Paclitaxel, as capsulas em
alginato 3D obtidos em sistemas agitados em monocultura (SKOV-3) e co-
cultura (SKOV-3:FDFs) permitiram o calculo de ICs, confirmando a maior
resisténcia desses modelos, quando comparado ao sistema 2D, como
esperado;

e Ja os sistemas hibridos em co-cultura com fibroblastos humanos (SKOV-
3:HDFs) apresentam melhores caracteristicas para ensaios drug screening a
longo prazo, em fungdo da manutengédo da viabilidade da cultura a longo

termo, com melhor perfil dose-resposta.

Por fim, os estudos apresentados ao longo deste trabalho podem contribuir
para consolidagao e padronizacao de diferentes sistemas de cultivo celular 3D como

plataforma para o screening de novos farmacos para o tratamento do cancer.
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