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RESUMO

A cultura celular no modelo 3D mimetiza morfoldgica e fisiologicamente
as condicdes encontradas in vivo e desta forma os resultados obtidos por terapias quanto
a toxicidade, resisténcia e barreiras sdo mais fidedignos. Adicionalmente, o cultivo 3D
mostra-se como uma promissora ferramenta para auxilio da reducdo do uso de animais na
pesquisa cientifica. Nesse contexto, utilizando a metodologia de sobreposicdo liquida
testamos a formacdo de esferoides a partir das células de hepatocarcinoma humano
(HepG-2). Essa metodologia mostrou-se promissora quando utilizou-se a agarose a 1%
como substrado para ndo adesdo celular devido a formagéo de esferoides compactos e
bem regulares, com didmetros que variaram de 300 a 141 pum. Além disso, essa
metodologia mostrou-se ser de facil manuseio e baixo custo. Devido a sua particularidade
de organizacdo morfologica, testes de viabilidade celular convencionais da cultura em
monocamada demonstraram ndo serem indicados para esta finalidade, sendo necessario a
adaptacdo para outros métodos de caracterizacdo dos esferoides como por exemplo,
técnicas histologicas. Com relacdo a capacidade de captacdo de nanoparticulas, os
esferoides foram promissores, havendo a captacdo das nanoparticulas em todas as
condigdes de densidade celular e idade do esferoide. No entanto, para seja possivel
estabelecer e padronizar um protocolo de obtencéo de esferoides reprodutivel inclusive
para linhagens diferentes da HepG-2 uma caracterizacdo mais adequada, principalmente
do centro do esferoide precisa ser conduzida. Assim, este estudo contribuiu para o0 avango
na modelagem de sistemas in vitro mais representativos do microambiente tumoral,
oferecendo uma plataforma que com uma melhor caracterizacdo podera ser promissora

para ensaios de farmacos e testes toxicologicos.

Palavras-chave: Cultura 3D, esferoides, sobreposicdo liquida.



ABSTRACT

Cell culture in the 3D model morphologically and physiologically mimics
the conditions found in vivo, making the results obtained from therapies regarding
toxicity, resistance, and barriers more reliable. Additionally, 3D culture emerges as a
promising tool to help reduce the use of animals in scientific research. In this context,
using the liquid overlay methodology, we tested the formation of spheroids from human
hepatocarcinoma cells (HepG-2). This methodology proved promising when 1% agarose
was used as a non-adhesive substrate, as it led to the formation of compact and well-
organized spheroids, with diameters ranging from 300 to 141 um. Moreover, this method
was found to be easy to handle and cost-effective. Due to the particular morphological
organization of spheroids, conventional cell viability assays used for monolayer cultures
were unsuitable for this purpose, requiring adaptations to other spheroid characterization
methods, such as histological techniques. Regarding the ability to uptake nanoparticles,
the spheroids showed promising results, with nanoparticle internalization observed under
all tested cell density conditions and spheroid age. However, a more detailed
characterization, especially of the spheroid core, must be conducted to establish and
standardize a reproducible protocol for spheroid formation, including for cell lines other
than HepG-2. So, this study contributed to advancing the modeling of in vitro systems
that better represent the tumor microenvironment, offering a platform that, with further
characterization, could be promising for drug screening and toxicological testing.

Keywords: 3D culture, spheroids, liquid overlay.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer e cancer de figado

Céncer é o termo atribuido ao crescimento desordenado e descontrolado de
células anormais que possuem divisdo celular incontrolavel e grande agressividade, sendo
responsavel pela formacdo de tumores que tendem a invadir tecidos e 6rgéaos vizinhos (INCA,
2020). Dentre os varios tipos de cancer, estima-se que havera um aumento de até 55% dos casos
de cancer de figado de hepatocarcinoma ou carcinoma celular, tipo mais frequente de cancer de
figado, até 2040 num total de 1,40 milhdo de novos diagndsticos em todo mundo com uma taxa
de mortalidade em torno de 84% dos casos (ONU, 2022). No Brasil, este tipo de cancer esta
entre os 10 tipos mais frequentes da doenca para a regido Norte. Entre os fatores de risco e
associacfes para a ocorréncia do aumento desta neoplasia pode-se destacar as infeccGes
hepéticas virais (Hepatites B e C), doencas hepaticas (cirrose), exposi¢cdo a substancias
quimicas toxicas como uso excessivo de alcool e tabaco(CHEDID et al., 2017; GOMES et al.,
2013; WANG et al., 2023).

O figado é um orgao vital para o corpo humano e esta relacionado a diversas
funcbGes metabdlicas como a degradacdo e metabolizacdo de diversas substancias nocivas ao
oganismo, producao de bile para o processo de digestao e sintese de proteinas essenciais para a
coagulacdo sanguinea, ou seja, seu adoecimento compromete significativamente a qualidade e
a manutencao da satde do individuo ((MITRA; METCALF, 2012; KALRA et al. 2023). Como
ja citado, o hepatocarcinoma celular € o tipo mais frequente de cancer de figado em todo o
mundo e as principais mutacGes genéticas observadas neste caso sao 0s gene Tumor Protein 53
(TP53), Cateni Beta 1 (CTNNB1) e Telomerase Reverse Transcriptase (TERT), dos quais
contribuem significativamente no carater de agressividade do tumor (LOMBARDO et al.,
2020).

Os principais sintomas associados ao cancer de figado sdo alteracdo da coloracédo
da pele e olhos para tons amarelados, dores abdominais intensas na por¢éo direita do corpo com
irradiacdo da sensacao para os ombros, perda de apetite e peso, cansaco, palidez e febre. As
principais metodologias empregadas para o diagnostico desta neoplasia consistem na realizagdo
de exames de ultrasonografia, tomografia computadorizada e ressonancia magnética do
abdémen (GOMES et al., 2013).

O diagnostico tardio, recorréncia da doenca e limitacdo de tratamentos
disponiveis sdo alguns dos desafios clinicos para um bom prognostico e resolucdo da doenca.

Nesse contexto, o desenvolvimento de terapias capazes de conter e erradicar o avango do tumor
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passa pela compreensdo do microambiente tumoral que ainda é um dos grandes desafios a ser
superado na busca de um tratamento curativo para os pacientes com a doenca (FU; WANG,
2018).
1.2 Microambiente tumoral

Para que o tumor cresca e se desenvolva ele necessita de condigcbes e
caracterisicas fisioldgicas especificas para manutencdo do seu ambiente e promogéo do seu
crescimento. A esses aspectos e condicdes singulares denominou-se o termo de microambiente
tumoral. Este ambiente é cararcterizado por uma diversidade de elementos e tipos celulares, dos
quais podemos destacar as células tumorais e estromais, fibroblastos, macrafagos, linfécitos,
componentes da matriz extracelular (MEC), fatores de crescimento e hormonios, assim como
quimiocinas e citocinas (Figura 1) (FENG et al., 2022; YIN et al., 2024, KOONTONGWAEK,
2013). Vale ressaltar que esse ambiente pode ser mais diverso e especifico a depender da origem
do tumor. Todo esse sistema funciona em conjunto e de forma sincronizada para que haja a
sinalizag&o e ativacao de fatores de transcricao de genes relacionados a proliferagdo e migracao
celular de forma a manter as condi¢cdes necessarias para crescimento do tumor (CHEN et al.,
2023; GUIZHEN et al., 2022). Além disso, 0 microambiente estimula o processo de
angiogénese e formagdo de novos vasos sanguineos, de modo a garantir o fornecimento de
nutrientes e oxigénio para a progressdo do tumor, sendo frequente observar uma maior ativacéo
do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) para o tipo de hepatocarcinoma celular
(MEHANNA et al., 2021).

Células tumorais Células imonulégicas Fibroblastos Matriz Extracelular

Figura 1. Esquema representativo do microambiente tumoral (TME). No TME as células tumorais interagem entre
si, com as células do sistema imune, fibroblastos, matriz extracelular (MEC) e vasos sanguineos. FONTE:
Adaptado de KOONTONGKAEM, 2013.

No microambiente tumoral hepéatico é frequente encontrar uma acentuada
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presenca de macrofagos e linfocitos T dos quais estdo relacionados, respectivamente, aos
processos de inflamacdo cronica, estimulando os efeitos de fibrose e angiogénese; e a
imunossupressdao mediada por células T reguladadoras (Tregs), favorecendo o escape das
células neoplésicas do sistema imunoldgico do individuo (VOLPONI; GAZZILLO;
BONAVITA, 2022). Outra singularidade deste microambiente que é observado principalmente
em estagios avancados da doenca, consiste na situacdo de hipdxia, pois o tumor cresce
aceleradamente e ainda ndo houve tempo para o processo de angiogénese contornar essa
situacdo (SIN et al., 2023). Em resposta a essa adversidade, as células tumorais sinalizam para
uma maior ativagdo da via HFC-1 (fator induzido por hipdxia) que por consequéncia promove
uma alteracdo no metabolismo celular conduzindo-o para a glicélise anaerébica mesmo que
haja a presenca de oxigénio (Efeito Warbug). Essa situacdo provoca uma diminui¢do do pH na
regido e culmina no favorecimento da invasdo e metastase do tumor (COURTNAY et al., 2015;
STUBBS; GRIFFITHS, 2010).

Outra importante observacdo de alteracdo neste microambiente esta relacionado
a alteracGes na remodelacdo da Matriz Extracelular (MEC) e fibrose avancada, que promovem
alteracdes na rigidez, degradacdo e manutencdo da estrutura, podendo favorecer a invasdo e
metastase das células cancerosas (HERNANDEZ-GEA; FRIEDMAN, 2011; WALLACE;
BURT; WRIGHT, 2008). A somatdria destas alteracdes contribuem significativamente para a
penetracao e metastase do cancer, escape das células cancerosas do sistema imune e reducdo da
eficacia de farmacos e terapias contra o cancer. Logo, a compreensao das formas de modular e
controlar este microambiente sdo fundamentais para melhorar os tratamentos e prognostico no
tratamento de canceres (EGGERT; GRETEN, 2017; YOU et al., 2019). Para tanto as técnicas
de cultura tridimensal de células sdo algumas das ferramentas que podem ser utilizadas nesse
sentido, uma vez que essas podem mimetizar de forma mais fidedigna o microambiente
tumoral.

1.3 Cultura Tridimensional (3D)

Ha anos a biologia celular vem sendo aplicada em estudos com base em modelos
de crescimento celular in vitro com o intuito de desenvolvimento de terapias mais eficazes
contra o cancer. O cultivo celular em monocamada, também conhecido como modelo
monocamada ou bidimensional (2D), € o modelo experimental mais empregado nos ensaios de
terapia celular porém, apresenta limitagcGes uma vez que neste modelo hd o comprometimento
das interagBes de contato célula-matriz extracelular (MEC) e arquiteturas tecido-especificas,
essenciais para o estabelecimento do complexo microambiente tumoral e o contato célula-célula

fundamentais para suas posteriores sinalizacGes de diferenciacdo celular em um tecido
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(FITZGERALD; LI; WEINER, 2021) . Neste tipo de cultivo, contato das células com a matriz
extracelular (MEC) ocorre em apenas um plano e dessa forma ndao ha um comprometimento no
gradiente de difusdo de nutrientes, oxigénio e drogas, resultando em uma discrepancia de dados
obtidos por este modelo (BIALKOWSKA et al., 2020; SHEN et al., 2021). Para contornar essas
limitagGes, modelos de crescimento celular tridimensional foram desenvolvidos e aplicados de
modo a contribuir como plataforma para triagem de drogas e toxicidade, modelos confiaveis
para estudo de tumores sélidos in vivo e reducao do uso de animais na pesquisa cientifica, visto
que o cultivo 3D possui a capacidade de mimetizar as condi¢Ges encontradas em tumores
solidos (COSTA et al., 2017).

Os esferoides, por exemplo, correspondem a um modelo de crescimento celular
tridimensional no qual as células multiplicam-se num cenario em que sua morfologia e
fisiologia séo reguladas e divergem do que é obervado no tradicional modelo em monocamada
(2D) (COSTA etal., 2017; DE DIOS-FIGUEROA et al., 2021). Essas particularidades ocorrem
gracas as interacdes célula-célula e célula-matriz, que promovem alteracbes na expressao
génica, organizacdo citoesquelética e fendtipo celular. Além disso, esse cenario também
promove alteracdo no metabolismo celular uma vez que hd um gradiente de oxigénio e
nutrientes na estrutura tridimensional (ZANONI et al., 2016). Em razdo dessas caracteristicas
e pela possibilidade de criacdo de uma co-cultura de linhagens celulares, este modelo permite
mimetizar melhor o microambiente encontrado in vivo, sendo assim um melhor modelo de
reproducdo de um tumor e desta forma torna-se mais adequado para se alcancar a compreensao
sobre a eficicia e resisténcia a terapias contra o cancer (GOERS; FREEMONT; POLIZZI,
2014).

Esta estrutura tridimensional é composta, simplificadamente, por trés regies
gerais bastante distintas e conhecidas, sendo elas: células em proliferacdo (borda externa do
esferoide), células quiescentes (regido intermediaria) e células necrdticas (localizadas no
centro),como podemos observar na Figura 2 que ilustra esquematicamente um esferoide de
uma Unica cultura, mas vale lembrar que a mesma pode ser uma mistura de duas ou mais

culturas, a depender do intuito e motivacao de pesquisa (SANT et al., 2017).
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Figura 2. Representacdo esquematica de um esferoide indicando as trés regides caracteristicas observadas no
crescimento celular 3D. A) células em proliferacéo, B) células quiescentes e C) células necroticas. FONTE: SANT
etal., 2017.

As divergéncias das caracteristicas para cada regido sdo observadas nos
diferentes niveis de nutrientes, O, fatores de crescimento, citocinas, pH (conjunto 1), CO2 e
outros produtos redisuais celulares (conjunto 2) dos quais 0s trés setores estdo expostos, sendo
a concentracdo da presenca dos itens do conjunto 1 sdo inversamente proporcionais aos itens
expostos no conjunto 2, ou seja, o0s itens do primeiro conjunto apresentam maior concentracdo
na porcao externa e diminuem a medida que ha a “internalizagdo” na estrutura tridimensional,
enquanto que o segundo conjunto apresenta maior concentra¢do no centro e diminuem a medida
que atinge as periferias (SANT et al., 2017). Em se tratando da administracdo de um farmaco
ou droga a essa estrutura tridimensional, temos que a interagdo do mesmo é anédlogo ao que
ocorre com os itens do conjunto 1, permitindo assim uma melhor compreensao da eficiéncia da
terapia, auxiliando na melhor caracterizagdo da dose a ser aplicada da droga de interesse
(GALEANO; CAMPUZANO-BUBLITZ; KENNEDY, 2021).

Dessa forma, os esferoides podem permitir uma melhor compreensdo da
diferenciacdo celular, organizacdo dos tecidos, homeostase (SHEN et al., 2021) e devido a
possibilidade de obtencdo dos mesmos num sistema de co-cultura, pode-se reproduzir mais
fielmente o complexo microambiente tumoral, demonstrando ser uma ferramenta indispensavel
e imprescindivel para o avanco do estudo dos mais variados tipos de céanceres sélidos
(FRIEDRICH et al., 2009).

Dentre as metodologias disponiveis para obtencdo deste modelo, podemos
dividi-las em dois grandes grupos, sendo a diferenca observada na presenca (Scaffold-based)
ou auséncia (Scaffold-free) de um suporte para o crescimento celular (SANT et al., 2017). Nos
modelos denominados Scaffold-based , ha a necessidade de um material de suporte para
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crescimento das células, sendo as principais técnicas as de uso de material de origem bioldgica
a exemplo a utilizacdo de proteinas como fibronectina, coldgeno e laminina, além de matrizes
tipo hidrogel a base de Matrigel® , Cultrex® ou Geltrex®; ou sintética, a exemplo o polimero
polietilenoglicol (PEG) (HAN; KWON; KIM, 2021). Bioimpressdo 3D e culturas em chips
microfluidicos sdo outros exemplos de técnicas disponiveis para este ramo de obtencdo de
esferoides (BANERJEE et al., 2022; MOSHKSAY AN et al., 2018). Em se tratando das técnicas
denominadas Scaffold-free, estas partem do pressuposto da ndo necessidade de adicionar um
material de suporte pois na auséncia de um substrato para que as células possam aderir,
promovendo a agregacdo e compactacdo celular, resultando na formacdo dos
esferoides(COSTA et al., 2017; VERJANS et al., 2018).

Dentre as metodologias empregadas neste técnica podemos citar a técnica de
hanging drop, ou gota suspensa, na qual a forca da gravidade propicia uma maior interacéo
entre as células e consequentemnte a formacdo da estrutura; métodos baseados em cultura de
agitacdo com o auxilio de biorreatores rotativos e/ou spinner flasks; criacdo da estrutura através
de microcavidades pré-definidias, de modo a limitar o espago disponivel e “for¢ar” a adesdo
célula-célula; e uso de placas de superficie ndo aderente ou placas revestidas com material de
propriedades ndo aderentes, a exemplo a agarose, na quais as células crescam em suspensdo
liguida (BIALKOWSKA et al., 2020; GUNTI et al., 2021). Cada uma das técnicas mencionadas
acima apresentam seus beneficos e dificuldades intrinsecas e devem ser avaliadas de acordo
com 0s osbjetivos desejados e 0s custos inerentes de cada técnica, bem como equipamentos e

materiais necessarios para sua execucao.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver um protocolo de cultura 3D para formacdo de esferoides da

linhagem celular de hepatocarcinoma humano (HepG-2).

2.2 Objetivos especificos

e Cultivo celular da linhagem celular de HepG-2 em monocamada;

e Padronizacdo do método para cultivo tridimensional dos esferoides;

e Caracterizagdo da morfologia e tamanho dos esferoides por imagem de
contraste de fase em microscopio Optico invertido;

e Viabilidade dos esferoides pelo método de azul de tripano;

e Viabilidade dos esferoides pelo método LDH,;

e Ensaio de internalizacdo de nanoparticulas poliméricas nos esferoides;

e Formulacdo de um protocolo aplicavel para o cultivo tridimensional pela
determinacdo da melhor concentracédo e idade dos esferoides para testagem

de terapias.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultivo celular 2D: HepG-2

A linhagem celular de hepatocarcinoma humano (HepG-2) utilizada para a
realizacdo deste traballho foi obtida do banco de células ATCC. As células foram cultivadas
em monocamada em garrafas de cultura contendo o meio RPMI 1640 (do inglés, Roswell Park
Memorial Institute 1640 medium) (Vitrocell) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(FBS) (Vitrocell) e 2 mM de L-gutamina (Vitrocell), sendo mantidas na incubadora em
atmosfera contendo 5% de CO:2 e temperatura regulada em 37 °C para ades&o, crescimento e
divisdo até atingirem um namero suficiente de células para inicio dos ensaios. A troca do meio
de cultura foi realizada de duas a trés vezes por semana. As passagens foram realizadas ap6s a
confluéncia atingir 80%, utilizando-se 5 mL de tamp&o PBS para lavagem da garrafa, 3 mL de
Tripsina 2,5 g/L (Vitrocell) para desprendimento das células aderidas a garrafa e posterior
adicdo de 3 mL do meio suplementado para neutralizar a tripsina. Em seguida, mais 9 mL do

meio foram adicionados para manter as células em cultura.

3.2 Cultivo celular 3D: Técnica Scaffold-free

Inicialmente duas abordagens foram testadas para a obtencdo dos esferoides.
Ambas as abordagens baseiam-se na sobreposicdo de liquidos de modo a impedir que haja
adesdo celular a superficie do substrato em que € depositado. A primeira consistiu no uso de
placas com fundo em “U” com superficie ndo aderente (Nunclon Sphera, Thermo Fisher) o que
promoveria a formacdo de um Unico esferoide por poco, pois concentra as células em uma
regido e a adesdo das células as paredes ndo ocorre devido a falta de tratamento especifico para
gue haja a interacdo. O outro método testado consistiu em revestir uma placa de 96 pocos
convencional com agarose, segundo protocolo desenvolvido por FRIEDRICH et al. 2009;
LEMOS et al., 2011 (FRIEDRICH et al., 2009; LEMOS et al., 2019), com adaptacdes.
Resumidamente, o preparo da agarose foi realizado pela adicdo de 1 g da Agarose (Sigma
Aldrich) e 100 mL de agua Milli-Q (medidos em uma proveta) em um frasco autoclavavel para
obter agarose em uma concentragdo de 1% (m/v). O frasco foi agitado realizando-se
movimentos circulares e levado ao micro-ondas em ciclos de 30 segundos para aquecimento e
completa solubilizacdo da agarose. Em seguida essa solugéo foi submetida ao processo de
autoclavagem. Sempre que necessario seu uso, a agarose foi levada ao micro-ondas em ciclos
de 30 segundos até sua completa fusdo de modo a garantir a homogeneidade da concentracédo
da solucdo. Em seguida prosseguiu-se com o preparo do revestimento da placa de 96 pocos com
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a adicdo de 80 L de agarose em cada poco,processo realizado dentro do fluxo laminar. Apds
a completa solidificacdo da agarose nos pocos, a placa foi mantida aberta e exposta a radiagéo
UV por 30 minutos de modo a garantir a assepsia do material para ser utilizado no plagueamento

das concentragdes celulares.

3.3 Padronizacéo da Densidade Celular

Com o intuito de promover a formacdo de apenas um esferoide por poco, as
concentragdes celulares de 3.500, 5.000 e 10.000 células/mL, em um volume do 200 puL de
meio de cultura foram adicionadas em diferentes pocos. Entdo as células foram deixadas em
agitacdo orbital (Digital Orbital Shaker) por 30 minutos para concentrar as células em um Unica
regido. Posteriormente, as células foram mantidas incubadas a 37 °C e 5% CO; para a formacéo
dos esferoides que foram observados ao longo de 3, 5 e 7 dias de idade com o auxilio de um

microscopio optico invertido (Eclipse TS100, Nikon).

3.4 Tamanho dos Esferoides

A morfologia e tamanho dos esferoides nos dias 3, 5 e 7 de idade foram
analisadas através da microscopia de campo claro, pelo registro de micrografias em objetiva de
4X a partir de uma camera (DS-Ri1, Nikon) acoplada ao microscopio invertido (Eclipse TS100,
Nikon), e posterior analise do diametro com o auxilio do software ImageJ-FIJI e, como os
esferoides podem apresentar formatos irregulares, o diametro médio (Dm) foi calculado a partir
de duas medidas ortoganais a e b (Figura 3) e calculado a partir da Equacdo 1 (KUO et al.,
2017; WEN et al., 2013).

Dm =+va+b (Equagdo 1)
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Figura 3. Representacdo do processo de determinacdo do didmetro médio dos esferoides. Fonte: Autoria prépria
(2025).
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3.5 Viabilidade Celular dos Esferoides

3.5.1 Azul de Tripano (Trypan Blue)

Para este ensaio, trés esferoides referentes as trés concentracdes foram coletados
em um microtubo de 1,5 mL nos dias 3, 5 e 7. Entdo, o excesso de meio foi removido
delicadamente e, em seguida adicionado 300 pL da solugcdo TrypLE Select (10X) (Thermo
Fisher), mantido em incubacéo no Thermo Shaker a 37 °C e 1000 rpm por 5 minutos. Durante
este intervalo as amostras foram homogeneizadas com uma pipeta para garantir a dissociacao
completa dos esferoides. Ao téermino desta etapa, foi adicionado 400 pL de meio para inativar
a tripsina e em seguida foi realizada a contagem para verificar a viabilidade celular, adicionando
em um novo microtubo de 0,5 mL, 25 pL de azul de tripano e 25 pL da solucdo celular
(proporcdo 1:1). Este preparo foi adicionado em uma lamina compativel ao contador Countess
Il e feito registro da viabilidade.

3.5.2 Lactato Desidrogenase (LDH)

A quantificacdo da enzima citosolica Lactato Desidrogenase (LDH) no meio de
cultura em que os esferoides foram cultivados foi realizado utilizando-se o kit MAKO066 (Sigma
Aldrich). Por se tratar de um ensaio ndo destrutivo, 0 mesmo esferoide foi acompanhado ao
longo dos 7 dias de cultivo para avaliar o comportamento celular. Toda a montagem do ensaio
foi executada seguindo as orientacfes do fabricante e a leitura (SpectraMax M3, Molecular
Devices) da absorbancia foi realizada a 450 nm sob incubacéo da placa contendo as amostras a
37 °C. Este teste foi conduzido de modo a correlacionar a viabilidade celular ao processo de

necrose devido as condicdes de hipoxia encontradas no modelo de esferoide.

3.6 Captacdo de nanoparticulas poliméricas pelos esferoides

Para 0 ensaio de captacdo das nanoparticulas pelos esferoides, as nanoparticulas
poliméricas foram obtidas pelo método de sintese de nanoprecipitacdo em que a fase organica
composta de 0,5 mg de 3,3’- Perclorato de Dioctadeciloxacarbocianina (DiO) (marcador
fluorescente) e 2,9 mg de PLGA 50:50 diluidos em 0,8 mL de acetona foi adicionada gota a
gota na fase aquosa composta por 60 mg de Pluronic F127 em 2 mL de agua Milli-Q. A mistura
foi deixada em agitacdo por 30 minutos para evaporagdo da fase orgénica. Entdo as
nanoparticulas foram lavadas 3x por centrifugagdo com amicon (500 rpm, 15 minutos, 15C) e
caracterizadas quanto ao tamanho e concentragéo, pela técnica de NTA (do inglés, Nanoparticle

Tracking Analysis) para posterior uso no ensaio. Em seguida, trés esferoides de mesma
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concentracéo e idade foram recolhidos em um microtubo de 1,5 mL, o meio de cultivo foi
removido com uma pipeta e posteriormente uma solugdo de meio de cultura contendo as
nanoparticulas fluorescentes a uma concentragio de 5x10%° particula/mL foi aplicada aos
esferoides, em um volume de 200 uL em cada microtubo. Furos foram realizados nas tampas
do microtubos de modo a permitir a difusdo de CO2 pelas proximas 24 horas em que 0s
esferoides permaneceram co-incubados com as nanoparticulas.

Ap0s o periodo de incubacdo, 200 pL de formalina a 5% foi adicionada aos
esferoides para a pré-fixacao dos esferoides por 10 minutos. Em seguida esse meio foi removido
e 200 pL de formalina a 5% foram adicionados aos esferoides para fixag&o por 20 minutos. Ao
término da fixacdo, o fixador foi removido, os esferoides lavados delicadamente com tampéao
PBS e seguiu-se para a etapa de marcacdo das amostras com Hoeschst 33342 (5 pug/mL). O
marcador permaneceu em contato com as amostras por 30 minutos e ap6s, as amostras foram
lavadas 3x em tamp&o PBS. Ao término da bateria de marcagdo, as amostras foram estocadas
em meio de montagem contendo Glicerol e 0,5% Acido ascorbico (m/v) em tampao Tris (5

mM, pH 8) na proporcdo (1:1) para posterior analise das internalizagdes no Confocal.

3.7 Anélise estatistica

Os ensaios foram realizados em triplicata técnica e com grupo amostral n = 3.
Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo e analisados estatisticamente, por
meio do programa GraphPad Prism 8, utilizando a analise de variancia (ANOVA) de uma via
seguida do teste de Tukey. Um valor de probabilidade menor que 0,05 (p < 0,05) foi
considerado estatisticamente significativo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Cultivo celular 2D: HepG-2

O cultivo da linhagem celular de hepatocarcinoma humano foi conduzido
segundo protocolos ja bem estabelecidos na literatura (DONATO; TOLOSA; GOMEZ-
LECHON, 2015) tendo demonstrado crescimento satisfatdrio e alcancado boa confluéncia. As
células apresentaram caracteristicas esperadas para a linhagem, como o crescimento em ilhas
ou aglomerados celulares, conforme ilustrado na Figura 4. Além disso, a morfologia dessas
células apresentou-se semelhante a epitelial com pouca microvilosidade consistente com as
micrografias de referéncia disponiveis no banco de células de onde a linhagem foi adquirida
(Figura 4).

Baixa densidade celular

5

Alta densidade celular

Pt

Figura 4. Micrografias representativas da morfologia das células HepG-2: a-b) registradas em baixa e alta
confluéncia respectivamente e c-d) micrografias de referéncia disponiveis no banco de células ATCC. FONTE:
Autoria prdpria (2025).

4.2 Cultivo celular 3D: Técnica Scaffold-free
Esferoides sdo agregados de células bem definidos e compactos que podem
mimetizar caracteristicas de tecido in vivo, tornando-os ferramentas valiosas para uma série de

avaliagdes, como por exemplo, testar eficacia de medicamentos. Para a obtengdo desses
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agregados muitas técnicas foram sendo desenvolvidas com o avanco da biotecnologia,
incluindo o crescimento de células em frascos giratorios, em gotas suspensas, dentro de uma
matriz, em cultura de sobreposicao liquida, entre outras. (FU; WANG, 2018; GUNTI et al.,
2021) Aqui os experimentos foram conduzidos para avaliarmos dois métodos de cultura de
sobreposicao liquida. O primeiro deles consistiu na utilizacdo de placas com fundo em U,
adquiridas comercialmente, projetadas para formar esferoides individuais como ilustrado
esquematicamente na Figura 5a. Entretanto, a formacdo dos esferoides ndo ocorreu como
esperado e observou-se a formacéo de mais de um agregado de células por poco, com tamanhos
irregulares e lacunas entre as células (Figura 5b). Portanto, considerando esses resultados, uma
das possibilidades é que mesmo a placa sendo configurada para baixa adesdo, interacfes entre
a parede da placa e as células ainda podem acontecer, o que explicaria a formacdo de mais de
um agregado, embora a placa de fundo em U seja frequentemente utilizada na formacao de
esferoides bem organizados e individuais (VINCI; BOX; ECCLES, 2015).

a) Formacgao de

Semeadura agregados celulares Esferdide

das células sem compactagao formado
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Figura 5. Formacdo de esferoides: a) representagdo esquematica da evolugdo esperada para a formagdo de
esferoides quando as células sdo semeadas em placas de pogos com fundo em U e b) agregados das células HepG-
2 formados com tamanhos irregulares e lacunas entre as células apds semeadura das células em placas de pogos
com fundo em U. FONTE: Autoria prépria (2025).

O outro método de cultura de sobreposicdo liquida avaliado consistiu na
utilizacdo de uma placa de 96 pocos de fundo chato revestida com agarose a 1%. Neste método

a suspensdo de células foi adicionada na placa e esta foi deixada sobre agitagdo orbital para
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promover a formacdo de esferoides individuais. A formacdo individual dos esferoides é
ilustrada esquematicamente na Figura 6a. O revestimento com agarose é amplamente utilizado
para essa finalidade, aléem de ser um material acessivel, econémico e de féacil
manipulacdo.(JIANG et al., 2023) A concentracdo de 1% mostrou-se eficaz, mantendo sua
integridade estrutural durante os 7 dias, periodo correspondente & duracdo dos ensaios.
Adicionalmente esse método foi eficaz na formacdo de esferoides individuais e bem
compactados a partir das células HepG-2 como pode ser observado nas micrografias de
esferoides com 7 dias de idade (Figura 6b). Esses resultados reforcaram a eficacia da agarose

como material de revestimento, praticidade e reprodutibilidade em laboratério.

a) )
Formacao de
e e celleres
das células p G formado

Figura 6. Formacéo de esferoides: a) representacéo esquematica da evolucdo da formacéao de esferoides quando
as células sdo semeadas em placas de pogos com fundo chato revestidos com agarose 1% e b) Esferoides formados
com boa compactagdo ap6s 7 dias de semeadura das células HepG-2. Autoria prépria (2025).

4.3 Padronizacdo da Densidade Celular

A etapa de determinacdo da padronizacdo da densidade celular é um fator
fundamental para que haja a correta formacao de apenas um esferoide por poco. Além disso, a
densidade celular de semeadura esta intrinsicamente relacionada aos parametros de viabilidade
celular e tamanho dos esferoides, uma vez que, quanto maior for a densidade celular, maior sera
o diametro médio de um esferoide e, consequentemente, haverd mais dificuldade de
permeabilizacdo dos gradientes do meio de cultura como nutrientes, oxigénio e fatores de
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crescimento, por exemplo, para o interior da estrutura e vice-versa, impactando diretamente na
viabilidade celular (SANT & JOHNSTON, 2017).

Assim, visando a obtencao de apenas um esferoide que tenha boas condicGes de
viabilidade celular, trés densidades inicias foram escolhidas para inicio dos testes nomeadas
como: concentracdo 1 (C1), concentragdo 2 (C2) e concentracdo 3 (C3) que séo,
respectivamente, 3.500, 5.000 e 10.000 células/pogo. Estas trés densidades foram escolhidas
apos revisdo da literatura e comparacdo a outros trabalhos realizados utilizando-se a mesma
linhagem e tendo o sucesso de alcancar a formacdo de apenas um esferoide por pogo
(STAMPAR et al., 2020). A Figura 7 mostra as micrografias representativas da formacao dos
esferoides que indicam que as trés densidades foram capazes de gerar esferoides Unicos e bem

compactados.

3.500 células/poco  5.000 célula/poco  10.000 célula/pogo
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Figura 7. Micrografias representativas dos esferoides formados ap6s 5 dias de semeadura das células HepG-2 em
diferentes densidades celulares. FONTE: Autoria propria (2025).

4.4 Avaliacdo do Tamanho e Morfologia dos Esferoides

O registro das micrografias dos esferoides é uma ferramente fundamental para a
caracterizagdo morfoldgica e tamanho dos esferoides, pois permite a observacdo do
comportamento de migracdo, aglomeracdo celular e 0 acompanhamento do didmetro médio
conforme a idade dos esferoides avancam. Deste modo, podemos observar a compactacao do
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esferoide e possivel proliferacdo celular, tendo sido realizado os resgistros das micrografias ao
longo de 3, 5 e 7 dias de idades dos esferoides de forma a acompanhar a progressao da estrutura
tridimendisonal.

A partir das micrografias (Figura 8) foi possivel observar que no terceiro dia de
cultivo todas as células ja& migraram para uma mesma regido e inicia-se a aglomeracdo ainda
que a estrutura possa assumir um formato irregular. A partir do quinto dia ja é possivel notar a
estrutura mais organizada e agregada em um formato esférico e uma leve regido mais escura no
centro dos esferoides. No sétimo dia, foi possivel notar uma melhor compactacdo do material,
apresentando bordas mais definidas e um relevante aumento da intensidade de cor da regido
central dos esferoides. A regido mais escura pode ser em consequéncia da necrose das células
do interior do esferoide por falta de nutrientes ou também devido a producdo de matriz

extracelular que € uma das caracteristicas de estruturas 3D de células.

3° dia 5° dia 7° dia

3.500 células/poco

5.000 células/pogo

10.000 células/poco

Figura 8. Micrografias representativas dos esferoides formados ap6s 3, 5 e 7 dias de semeadura das células HepG-
2 em diferentes densidades celulares. FONTE: Autoria prépria (2025).

Com relagdo aos tamanhos dos esferoides, os diametros médios mensurados e
apresentados na Tabela 1 mostram valores proximos para todas as concentracdes testadas.
Ademais, uma anélise estatistica desses dados (Figura 9) mostraram que as concentra¢fes C1
e C2 produziram no terceiro dia, a formacdo de esferoides com tamanhos estatisticamente

iguais. No quinto dia todas as concentracGes apresentaram diferenca estatistica no tamanho dos
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esferoides 0 que pode ter relagdo com o processo de compactacdo e proliferacéo celular que
influencia nesse parametro. No dia 07 as concentra¢cdes C1 e C2 também geraram esferoides
com tamanhos estatisticamente iguais, o que também pode estar relacionado a proliferacdo e
compactacao celular.

Tabela 1. Diametro médio dos esferoides apds o 3°, 5° e 7° dia de idade obtidos a partir da aplicacdo da equacao
(1) para as densidades de 3.500 células/poco, 5.000 células/poco e 10.000 célula/poco. Os dados representam a
média + DP dos ensaios em triplicata, n=3. Fonte: Autoria propria (2025).

Didmetro médio (um)

Densidade 3° dia 5° dia 7° dia
celular/pogo
3500 159,82 £ 6,70 174,79 £ 11,94 199,76 + 15,68
5000 182,56 + 18,21 190,96 + 19,27 211,89 + 25,18
10000 259,42 + 23,41 255,12 + 21,08 256,97 + 18,59
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Figura 9. Diametro médio dos esferoides ao longo do 3°, 5° e 7° dias de idade em relagdo as trés densidades
testadas. Analise estatistica ANOVA de uma via seguida de pés-teste Tukey. FONTE: Autoria prépria (2025).

A Figura 10 mostra a analise do diametro da mesma concentracdo nos diferentes
dias. A concentracdo C1 que é a menor das densidades semeadas mostrou diferenca estatistica
no tamanho do didmetro dos esferoides do terceiro para o quinto e do quinto para o sétimo dia
de idade. Esse resultado sugere que houve proliferagcdo celular, uma vez que mesmo tendo
ocorrido a compactacdo celular , um aumento do didmetro ao longo dos dias também foi
observado. As concentraces C2 e C3 nao foram capazes de permitir a formacao de esferoides
em que a proliferacdo celular fosse bem ativa, como sugere o ndo aumento do tamanho dos

esferoides, principalmente na maior densidade de células utilizadas.
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Figura 10. Diametro médio dos esferoides ao longo do 3°, 5° e 7° da mesma densidade celular, permitindo a
observagdo do comportamento de compactacdo e proliferacdo dos esferoides. Analise estatistica ANOVA de uma
via seguido de pés-teste Tukey. FONTE: Autoria prdpria (2025)

Ademais, segundo a literatura (GALEANO et al. 2021), os melhores esferoides
para aplicacdo em terapias e de interesse de estudo da toxicologia sdo esferoides de diametro
médio entre 200 a 300 um, o que vai de encontro aos tamanhos dos esferoides obtidos com
nossa metodologia. Com relagdo a concentragdo, a de menor densidade pode ser a mais indicada
pois é a concentracdo a qual indica uma maior proliferacdo celular. No entanto, a escolha da
concentracdo e idade dos esferoides a ser definida para um estudo de testagem de terapia, por
exemplo, também depende de outros fatores como a forma de execu¢do e a duracdo do

experimento.

4.5 Analise de Viabiliade Celular dos Esferoides

45.1 Azul de Tripano (Trypan Blue)

O azul de tripano é um corante validado e amplamente utilizado em ensaios de
viabilidade celular para 0 modelo de cultivo bidimensional, pois uma vez que a membrana
celular esta permeavel, este composto de cor azul possui a capacidade de se ligar a proteinas e
componentes intracelulares e, portanto, marcando/corando as células de azul permitindo assim
avaliar e diferenciar células vidveis (membrana integra) e células inviaveis (membrana
permeavel) (AVELAR-FREITAS et al., 2014; CHUNG; KIM; KIM, 2015).

Este tipo de analise pode contribuir no momento da escolha de uma densidade
celular a ser utilizada em ensaios de testagem de um farmaco, por exemplo, pois é fundamental

definir uma situacdo em que as células que irdo receber um tratamento estejam aptas e viéveis
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de modo a validar a eficicia de uma terapia.

A Tabela 2 mostra os resultados de viabilidade celular em que para todos os
esferoides a viabilidade foi baixa. Esses resultados indicam que mesmo que 0 método possa ser
bem validado para a cultura em monocamada, este pode nao ser aplicavel para a cultura 3D,
uma vez que o proprio método para dissociacdo das estruturas ja pode comprometer a
viabilidade das amostras, pois as estruturas sdao submetidas a tratamento enzimatico para
desmontagem do esferoide, podendo ocorrer o comprometimento da membrana celular.
Portanto, 0 método de analise por Azul de Tripano ndo mostrou-se uma forma adequada e

aplicavel para mensurar a viabilidade dos esferoides.
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Tabela 2. Viabilidade celular dos esferoides ap6s o 3°, 5° e 7° dias de idade. Os dados representam a média + DP dos ensaios em triplicata, com n=3.

Viabilidade celular

Densidade 3° dia 5° dia 7° dia
celular . . . . . Y
Viaveis (%) Né&o viavei (%) Viaveis (%) N&o viavei (%)  Viaveis (%)  N&o viavei (%)
3.500 75+ 32 25 + 32 41+6 59 + 6 36 + 16 64 + 16
5.000 52+8 48+ 8 43+8 57 +8 41+6 59 + 6

10.000 40 + 22 60 + 22 54 + 20 46 + 20 33+7 67 +7
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45.2 Lactato Desidrogenase (LDH)

Lactato Desidrogenase (LDH) é uma enzima citos6lica envolvida no
metabolismo energético da interconversdo de piruvato a lactato a partir da reducdo do
NAD*/NADH. Por ser uma enzima localizada no citosol, quando ha o rompimento da
membrana celular, a LDH, e tantos outros componentes celulares, sdo liberados para 0 meio em
que as células estdo presentes e dessa forma, torna-se possivel a verificagdo e quantificacdo da
presenca da enzima (KAJA et al., 2017).

A partir deste ensaio € possivel inferir de forma indireta e satisfatoria a
viabilidade celular dos esferoides, pois a medida que as membranas do agregado celular sdo
rompidas, a enzima LDH ¢é liberada para o meio e dessa forma é possivel a quantificacdo da
presenca da enzima no volume de amostra recolhido pelo monitoramento longitudinal da
necrose crescente (COX et al., 2021).

No geral, o0 ensaio de anélise pela enzima LDH realizado n&o foi satisfatorio, por
néo ter sido observado uma progressdo da presenca da enzima ao longo dos 7 dias de cultivo.
Para algumas amostras, a leitura inicial ndo apresentou sinal e, portanto, ndo foi possivel utiliza-
las para o calculo da presenca da enzima (Figura 11). Em contrapartida, outras amostras
mostraram-se altamente reativas ultrapassando a linearidade da curva padrao (Figura 11),
embora tenhamos conseguido curvas padres com r? dentro de valores permitidos para ensaios

que utilizam moléculas bioldgicas (Figura 11).
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a) NADH Standard Curve c)
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TEMPO
INICIAL Esf1 Esf 2 Esf3 Esf1 Esf2 Est3

et
00
1
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0,0973 0,052 0,1018 0,4039  0,4406 0,482
0,0923 00947 0,3871 0,4398  0,4022 0,3702
0,0823 0,192 0,0721 0,3519  0,4679 0,5
0,0853 0,0001 0,0854 0,3647  0,4739 0,3924
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Figura 11. Representacdo dos dados obtidos para o ensaio de quantificacdo da enzima LDH realizado em duplicata
para cada amostra, segundo orientacdo do fabricante.Em a) ilustracdo da curva padrdo fornceida no site do
fabricante. Em b) ilustragdo de uma curva padrdo adquirida a partir da média dos valores de absorbancia de um
ensaio para amostras de 3 dias e ¢) valores de absorbancia obtidos nos ensaios para todas as densidades celulares
e todas as idades de cultivo, com n = 3. FONTE: Autoria propria (2025).

4.6 Andlise de internalizacdo

Para avaliarmos a capacidade dos esferoides de serem utilizados como modelo
para triagem de nanoformulacGes, os esferoides foram testados quanto a sua capacidade de
captar nanoparticulas poliméricas marcadas com um marcador fluorescente (DiO), de tamanho
de 149 nm e concentracéo de 2,68 x 10! + (1,93 x 10'%) particulas/mL. Para tanto, os esferoides
foram incubados com as nanoparticulas (5 x 10'° particulas/mL) pelo periodo de 24 horas e
observou-se que para todas as concentracdes de células, e em todos os dias de idade houve a
capatacdo das nanoparticulas pelos esferoides. No entanto, esses resultados ndo mostraram
resposta com relagdo a densidade de células mais indicada, j& que a interacdo com as
nanoparticulas ocorreram em todas as condic¢Ges (Figuras 12-14). Outra observagdo que pode
ser feita é que houve aglomeragédo da nanoformulagédo, como indicado pelas setas nas Figuras
12-14 que pode ter impactato na internalizagdo. Ademais, embora nossa analise tenha sido
apenas qualitativa os esferoides com 3 dias de idade parecem ter captado mais nanoparticulas
em comparagdo as outras idades. Isto pode ser explicado pelo fato de que com 3 dias 0s

esferoides ainda ndo estdo totalmente compactos, uma vez que uma maior compactagdo
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dificulta o processo de difusdo das nanoparticulas.

Hoechst 33342 Sobreposicao

Campo claro
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¥
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C1
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Figura 12. Imagens representativas de microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) dos esferoides com 3,
5 e 7 dias de idade apds 24 h de incubacdo com as nanoparticulas marcadas com DiO (NpsDiO) (Aex=488 nm).
Densidade celular utilizada de 3500 células/poco. Hoechst 33342 foi utilizado para marcar os nucleos das células
(Aex = 405 nm, retratado em azul). FONTE: Autoria prépria (2025).

Campo claro NPsDiO Hoechst 33342 Sobreposicao

Dia 07

Figura 13. Imagens representativas de microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) dos esferoides com 3,
5 e 7 dias de idade apos 24 h de incubagdo com as nanoparticulas marcadas com DiO (NpsDiO) (Aex=488 nm).
Densidade celular utilizada de 5.000 células/pogo. FONTE: Autoria prépria (2025).
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Figura 14. Imagens representativas de microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) dos esferoides com 3,
5 e 7 dias de idade apos 24 h de incubagdo com as nanoparticulas marcadas com DiO (NpsDiO) (Aex=488 nm).
Densidade celular utilizada de 10.000 células/pogo. FONTE: Autoria prépria (2025).
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5. CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que a utilizacdo da agarose na concentracdo 1%
como substrato para o cultivo tridimensional da linhagem celular HepG-2 foi eficaz permitindo
a formacdo de esferoides bem definidos e compactos. Com relacdo a densidade celular
destacamos a concentracdo de 3.500 células/pogo, uma vez que a andlise morfologica dos
esferoides formados a partir dessa densidade de semeadura evidenciou um processo progressivo
de compactacéo celular e possivel proliferacdo ao longo do tempo, com aumento do diametro
médio dos esferoides até o sétimo dia de cultivo.

A presenca de uma regido central mais escura em todos os esferoides a partir do
dia 05 de idade pode indicar a formacdo de um nucleo necrético, caracteristica comum em
esferoides, devido a limitagdo na difusdo de nutrientes e oxigénio do meio para o interior da
estrutura. Essa regido mais escura também pode ocorrer devido a producdo de matriz
extracelular pelas células. Por isso uma analise mais precisa da parte interior dos esferoides,
por exemplo usando técnicas de histologia, quanto a sua viabilidade e diferenciacdo celular
seria indicada para uma melhor caracterizacdo da regido necrotica dos mesmos.

Os ensaios de viabilidade celular mostraram desafios na adaptacdo de métodos
tradicionais, como o uso do Azul de Tripano, que ndo se mostrou adequado para avaliar a
viabilidade dos esferoides devido a necessidade de dissociacdo celular, a qual pelo protocolo
de dissociacdo ja pode compremeter a viabilidade celular. A quantificacdo de LDH também
apresentou inconsisténcias, evidenciando a necessidade de otimizacdes metodoldgicas para
essa analise em culturas 3D.

Dessa forma, os resultados obtidos reforcam a importancia de métodos scaffold-
free para o cultivo tridimensional de células HepG-2 e a viabilidade da agarose como um
substrato eficiente e econdmico para essa finalidade. O estudo contribui para o avanco na
modelagem de sistemas in vitro mais representativos do microambiente tumoral, oferecendo

uma plataforma promissora para ensaios de farmacos e testes toxicoldgicos.
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