COLOQUIO ULBRA DE EXTENSAO PESQUISA E ENSINO
1° ENCONTRO ULBRA DE BOLSISTAS CNPq E FAPERGS

EFEITO DA QUIMIOTERAPIA EM MODELO DE ESFEROIDES (3D)

Gabriel Ratund .
Erica Ballestreri®
Ivana Grivicich®

RESUMO

A investigagdo pré-clinica do fendtipo do céncer, agressividade e resisténcia aos
antineoplasicos é geralmente realizada em modelos in vitro de cultura de células tumorais em
duas dimensdes. Porém, esse modelo apresenta limitagdes, como baixa interacdo celular com
a matriz extracelular e entre células de diferentes linhagens e ndo equivaléncia de efeito de
antineoplésicos com modelos in vivo. Assim, os modelos de cultura 3D foram desenvolvidos
para promover melhor simulacdo das condicGes in vivo de interacdes celulares e expressdes
fenotipicas. Assim, os objetivos deste estudo foram desenvolver um modelo de cultura 3D
(esferoides) para as linhagens celulares de carcinoma de pulmdo de ndo-pequenas células
NCI-H460 e de carcinoma colorretal HT-29 e avaliar o efeito da quimioterapia neste modelo.
Primeiramente foram realizados testes para padronizar o protocolo de cultivo 3D. A seguir a
linhagem NCI-H460 foi exposta ao tratamento com cisplatina e a linhagem HT-29 ao
quimioterapico 5-Fluorouracil. A analise foi realizada por mensuracdo do diametro dos
esferoides antes do tratamento, 48 h ap6s o tratamento e depois a cada 3 dias, até o0s
esferoides se desintegrarem. Observamos que: a densidade ideal a ser utilizada para este é
10x10* células; o tempo para a formagao dos esferoides é entre 5 e 7 dias; a durabilidade dos
esferoides € de 15 a 17 dias; os esferoides ndo tratados apresentaram um aumento
significativo de didmetro em relacdo aos tratados. Com isso, concluimos que o método de
formacdo de esferoides proposto por esse trabalho permite o uso das linhagens NCI-H460 e
HT-29 para estudos in vitro a fim de contribuir para o conhecimento em relagdo a biologia do
tumor e eficacia de antineoplasicos.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento do carcinoma colorretal (CRC) tem sido associado a sucessivas
mutacdes nas células epiteliais de revestimento do intestino. As fases iniciais se caracterizam
pela proliferacdo descontrolada das células da cripta, seguindo para as células da mucosa, até
a invasdo da membrana basal. Apesar de apresentar um complexo desenvolvimento, alguns
fatores de risco podem ser identificados, como: predisposi¢do genética; doencas inflamatorias
do intestino; habitos nutricionais ricos em gordura animal e carboidratos refinados e
deficientes em fibras e cereais; e historico familiar em relacdo a ocorréncia deste tipo de
cancer (VOLGESTEIN, 1988; FEARON, 1995). O tratamento das neoplasias de c6lon e reto
baseia-se em combinagBes com o quimioterdpico 5-fluorouracil (5-FU). A quimioterapia
adjuvante é amplamente realizada em pacientes que apresentam linfonodos comprometidos ao
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diagnostico com aumento de sobrevida global e de sobrevida livre de doenca. Diversas
combinagOes de agentes sdo hoje avaliadas com o intuito de aumentar as respostas obtidas
com o 5-FU (TAY etal., 2015).

A investigagdo pré-clinica do fenotipo do céncer, agressividade e resisténcia aos
antineoplasicos é geralmente realizada em modelos in vitro de cultura de células tumorais em
duas dimens@es (2D ou monocamada). Porém, esse modelo apresenta limitacGes, como baixa
interacdo celular com a matriz extracelular e entre células de diferentes linhagens, necessidade
de altas concentragdes nao fisioldgicas de soro fetal bovinho (SFB) e de realimentacdo por
meio de mudanca do meio a cada 2-3 dias, além das células necessitarem de adesdo a uma
superficie de contato para que possam iniciar a sua proliferacdo. Também existem relatos que
o0 efeito de algumas concentraces dos antineoplasicos ndo apresentam equivaléncia in vivo
dos valores encontrados na cultura 2D (AMANN et al., 2014). Assim, os modelos de cultura
3D foram desenvolvidos para promover melhor simulacéo das condigdes in vivo de interacdes
celulares e expressbes fenotipicas, possibilitando que as células migrem para todas as
direcdes, permitindo um aumento da superficie celular. As células quando crescidas neste
sistema, formam estruturas denominadas de esferoides multicelulares. Estes esferoides
apresentam em seu interior uma heterogeneidade celular, formacdo de microambiente e
exposicdo diferencial a diversos fatores como nutrientes e oxigénio. Diante desses fatores o
modelo de cultivo em 3D in vitro € o que mais se aproxima dos modelos in vivo e sua
similaridade com regides avasculares de pequenos tumores e com as regides intervasculares
de grandes tumores sélidos tornam esse modelo 3D peculiar (DO AMARAL e MACHADO-
SANTELLI, 2011; LU et al., 2014).

Nesse estudo, investigamos a capacidade das linhagens de carcinoma de pulmao e
colorretal formarem esferoides e o efeito de agentes antineoplasaicos no crescimento dessas
ceélulas em cultura.

METODOLOGIA

A padronizagdo do cultivo em esferoide foi realizado com a linhagem de cancer de
colon HT-29 e a linhagem NCI-H460 (carcinoma de pulmao), esta Gltima como controle da
técnica. Primeiramente foram realizados testes para determinar a densidade inicial de células a
serem utilizadas, condicBes de preparo e monitorado o tempo de crescimento dos esferoides,
para a linhagem utilizada no estudo, e ap6s foi padronizado o seguinte protocolo: em placas
de 6 pocos foram adicionados, 2 mL/poco de agar a 2% em meio de cultura DMEM, em uma
diluicdo de 1:5 e apos ter solidificado essa mistura, aplicou-se a quantidade de 10 x 10*
células/poco (BASSEGIO, et al., 2006). As placas foram mantidas nas condicdes de cultivo
descritas acima por sete dias, sendo diariamente observados em microscopio invertido, até a
formacdo completa dos esferoides. Para analisar o crescimento dos esferoides ao longo do
tempo, ap06s os sete dias de incubacgdo, com os esferoides ja formados, eles foram coletados
sob microscépio invertido, com o auxilio de uma pipeta, e foram transferidos individualmente
para placas de 24 pocos contendo 500 mL de agar a 2% em meio de cultura DMEM (dilui¢do
1:5), acrescido de mais 1mL de meio DMEM (YUHAS, et al., 1997).

A avaliacédo da citotoxicidade no modelo de esferoides foi realizado na linhagem HT-
29 com o0 5-FU (0 a 50 uM) e na linhagem NCI-H460 com a cisplatina. (0 a 2,0 pug/mL). Para
a mensuracao, os esferoides foram fotografados antes do tratamento com os antineoplasicos e
apos 48 h de tratamento e em seguida, a cada trés dias até os esferoides se desintegrarem. O
volume de cada esferoide foi calculado utilizando o programa ImageJ seguido da formula
(=4/3) *pi *rl *r2 *r3 (YUHAS, et al., 1997).



RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap0s diversos testes para padronizacdo do protocolo adequado para formacdo dos
esferoides utilizando as linhagens NCI-H460 e HT-29, observamos que a densidade ideal a
ser utilizada para este experimento nas duas linhagens celulares foi 10 x 10* células. O tempo
para a formacdo dos esferoides nessas linhagens foi de 7 e 5 dias, respectivamente. As
condicBes para o cultivo envolvem uma diluigdo de 1:5 de 4gar em meio de cultura completo
para ambas linhagens celulares; 4) o tempo de duracdo do cultivo em esferoides destas
linhagens foi cerca de 17 e 15 dias, respectivamente, ap6s coletados, tempo adequado para
avaliarmos o efeito de agentes antineoplasicos. Achados semelhantes foram verificados por
Godugu et al. (2013), demonstrando ser este um modelo adequado para estudos de biologia
tumoral.

A exposicdo a cisplatina promoveu uma diminuigdo do crescimento dos esferoides
dependente da dose utilizada, de forma significativa (p <0,05), em relacdo ao controle ndo
tratado. Esse efeito, na linhagem de pulmao NCI-H460, foi observado a partir do oitavo dia de
cultura, sendo que com a dose de 0,1 pg/mL o volume dos esferoides reduziu em
aproximadamente 50%. Mesmo ocorrendo uma inibigdo do volume, os esferoides tratados
continuaram a aumentar o volume até o 14° o qual foi observada uma acentuada inibicdo do
volume devido ao fato de ja estarem comecando a se desintegrarem. Quando expostos a dose
de 2,0 pg/mL, ja apds 48 h de exposicdo a cisplatina, ndo foi observado crescimento dos
esferoides. Nossos achados corroboram o estudo de Inoue et al. (1987), no qual avaliaram em
modelo 2D e 3D a sensibilidade da cisplatina em duas linhagens de cancer de pulmao (PC-6 e
PC-10) mostrando que nas células PC-6 a letalidade celular induzida por cispltina foi
essencialmente inalterada, independentemente de as células estarem em uma monocamada ou
esferoides e também foi capaz manter sua eficacia no cultivo em esferoides das células PC-10,
apresentando-se apenas trés vezes mais resistente em compara¢do a monocamada.

O efeito citotoxico do 5-FU foi avaliado no modelo de esferoide e no modelo de
monocamada. No modelo de monocamada, o tratamento com 5-FU mostrou inibicdo de
crescimento de 50% em 24 h que persistiu até 72 h com dose de 8 uM. No modelo de cultivo
em esferoide, esse efeito foi observado a partir do 6° dia de cultivo com uma dose de 8,5 uM
de 5-FU. Com dose de 85 puM a inibigdo do crescimento dos esferoides iniciou ja apds 48 h.

CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel padronizar uma metodologia eficaz para a formacdo e manutencdo dos
esferoides a partir das linhagens celulares humanas de céncer de pulmdo NCI- H460 e de
cancer colorretal HT-29, visto que cada linhagem se comporta de maneira diferente e nem
todas se agregam tridimensionalmente.

A cisplatina inibiu, de forma dose-dependente, o crescimento dos esferoides derivados
da linhagem NCI-H460, evidenciando que esse agente antineoplasico possui efeito citotoxico
significativo também nesses agregados celulares tridimensionais.

O 5-FU inibiu, de forma dose-dependente, o crescimento dos esferoides derivados da
linhagem HT-29. Além disso, verificamos que ndo houve diferenga significativa entre as
doses necessarias para inibir o crescimento no modelo de monocamada e esferoides na
linhagem estudada.
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