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RESUMO

O melanoma ¢ o cancer de pele mais grave, pois apresenta alto indice de mortalidade, sendo
responsavel por 80% das mortes decorrentes de cancer de pele. Isso se deve ao seu
comportamento invasivo que leva ao desenvolvimento de metastase. Na metéstase, o tumor ¢é
capaz de crescer e invadir os tecidos adjacentes chegando a corrente sanguinea e se alastrando
em tecidos mais afastados do tumor primario. Atualmente ha intimeros estudos para
mimetizar o comportamento tumoral in vivo, usando principalmente esferoides tumorais,
visando aperfeicoar modelos in vitro para compreensdo de processos mais complexos, como a
invasdo tumoral e angiogénese. A fim de auxiliar nesse processo, o presente trabalho tem
como objetivo o desenvolvimento de uma plataforma tumoral 3D de modelo de melanoma
para screening de drogas anticancer. Para isso, o coldgeno do tipo I (COL) foi imobilizado
através de ligagdes covalentes na estrutura dos hidrogéis de nanocelulose bacteriana (BNC)
formando o hidrogel BNC-COL. A imobiliza¢do foi confirmada por Espectroscopia no
Infravermelho com Transformada de Fourier. A presenca de colageno influenciou diretamente
no comportamento celular apresentado pelas células endoteliais de veia umbilical humana
(HUVEC:) e esferoides de células de melanoma humano (SK-MEL-28) que foi diferenciado
do hidrogel de BNC puro. A superficie inferior do hidrogel BNC-COL foi a que apresentou os
melhores resultados para ambas as células. As células de SK-MEL-28 mostraram-se capazes
de formarem esferoides. Os esferoides foram formados e caracterizados em trés tempos
distintos, sendo o segundo dia de formagdo o empregado no modelo 3D. As HUVECs e os
esferoides de SK-MEL-28 foram cocultivados em trés condi¢des diferentes. A primeira
condi¢do consiste em inocular na BNC-COL as duas linhagens ao mesmo tempo. Na segunda
condigdo cultiva-se primeiramente as HUVECs e apds 24 h os esferoides de SK-MEL-28 e na
terceira condi¢do ocorre o contrario, primeiro sdo cultivados os esferoides de SK-MEL-28 e
apos 24 h as HUVECs. As condic¢des de cocultivo foram avaliadas por diferentes técnicas de
microscopia. A condi¢do 2 foi a escolhida para ser usada no modelo 3D. Apos, o cocultivo foi
acompanhado por 7 dias, sendo os dias 1, 3 e 7 analisados. O sétimo dia mostrou a maior area
de invasdo quantificada pelo sofiware Wimasis e por isso utilizado no modelo 3D. O modelo
3D proposto por esse trabalho obteve um resultado positivo quando em contato com a
doxorrubicina (DOX), sendo mais resistente a DOX em comparacdo com os modelos 2D e
esferoides 3D. Logo, a plataforma desenvolvida nesse trabalho mostrou-se promissora para o

emprego em screening de drogas anticancer.



Palavras-chave: Nanocelulose bacteriana. Esferoides tumorais. Melanoma. SK-MEL-28.
modelos 3D. Screening de drogas. Doxorrubicina.



ABSTRACT

Melanoma is the most serious skin cancer because it has a high mortality rate,
accounting for 80% of deaths from skin cancer. This is due to their invasive behaviour that
leads to the development of metastasis. In metastasis, the tumor can grow and invade adjacent
tissues reaching the bloodstream and spreading to tissues farther from the primary tumor.
There are currently numerous studies to mimic tumor behavior in vivo, mainly using tumor
spheroids, aiming to improve in vitro models to understand more complex processes such as
tumor invasion and angiogenesis. In order to assist in this process, the present work aims to
develop a 3D tumor platform of melanoma model for anticancer drug screening. For this, type
I collagen (COL) was immobilized through covalent bonds in the structure of bacterial
nanocellulose hydrogels (BNC) forming the hydrogel BNC-COL. Immobilization was
confirmed by FTIR spectroscopy. The presence of collagen directly influenced the cellular
behaviour of human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) and human melanoma cell
spheroids (SK-MEL-28), which was differentiated from pure BNC hydrogel. The bottom
surface of the BNC-COL hydrogel showed the best results for both cells. SK-MEL-28 cells
were able to form spheroids. The spheroids were formed and characterized in three distinct
times, being the second day of formation the employee in the 3D model. HUVECs and SK-
MEL-28 spheroids were co-cultured under three different conditions. The first condition is to
inoculate on BNC-COL both cell lines at the same time. In the second condition the HUVECs
were first cultured and after 24 h the SK-MEL-28 spheroids were cultivated and in the third
condition the opposite happens, first the SK-MEL-28 spheroids were cultivated and after 24 h
the HUVECs. Co-cultivation conditions were evaluated by different microscopy techniques.
Second condition was chosen to be used in the 3D model. The co-cultivation was evaluated in
first, third and seventh day. The seventh day showed the largest invasion area quantified by
Wimasis software and therefore used in the 3D model. The 3D model proposed in this work
obtained excellent results when in contact with doxorubicin (DOX), being more resistant to
DOX compared to 2D models and 3D spheroids. Therefore, the platform developed in this
study proved to be suitable for use in anticancer drug screening.

Keywords: Bacterial nanocellulose. Tumor spheroids. Melanoma. SK-MEL-28. 3D models.
Drug Screening. Doxorubicin.
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1 INTRODUCAO

Melanoma ¢ a forma mais grave de cancer de pele devido ao seu comportamento
agressivo. E caracterizado pelo crescimento anormal e descontrolado das células produtoras
de melanina, os melandcitos (INCA - INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2018a;
SOCIEDADE BRASILEIRA DE DERMATOLOGIA, 2017). O melanoma pode ocorrer em
qualquer parte da pele ou mucosas e aparece na forma de manchas, pintas ou sinais (INCA -
INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2018b). S6 no Brasil sdo estimados mais de 6.260
novos casos de melanoma, sendo 53% em mulheres (INCA - INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER, 2018a). O melanoma ¢ a forma mais letal de cancer de pele e sua incidéncia segue
aumentando a cada ano, sendo hoje responsavel por mais de 80% das mortes por cancer de
pele (KLICKS et al., 2019). A mortalidade do melanoma esta diretamente ligada a sua grande
capacidade de desenvolver metastase (HERRAIZ et al., 2017).

A metastase ¢ caracterizada pelo crescimento dos tumores e invasdo dos tecidos
adjacentes através da formacdo de vasos sanguineos, denominado angiogénese (FOLKMAN,
1971). A angiogénese ¢ a formacdo de novos vasos sanguineos a partir dos vasos
preexistentes e ¢ um dos processos fundamentais para o desenvolvimento do tumor, pois, 0
tumor envia sinais quimicos, estimulando assim, o desenvolvimento de novos vasos
sanguineos, que chegam até ele transportando o sangue (nutrientes e oxigénio) (PINHO,
2005).

Para o estabelecimento da metastase e outros processos had intmeros sinais
microambientais envolvidos. O microambiente das células de melanoma envolve fibroblastos,
queratindcitos (estagio inicial), células endoteliais e células do sistema imunologico, que
fornecem um rico repertdrio de moléculas secretadas (HERRAIZ et al., 2017).

Ao longo dos ultimos anos, ha inimeras pesquisas envolvendo o desenvolvimento de
novas drogas com atividade antitumoral (LANGHANS, 2018; LOPES, 2018; SALEH, 2017).
Anteriormente essas pesquisas utilizavam modelos 2D, porém eles falham em recapitular a
complexidade dos microambientes tumorais, pois carecem de interagdes intercelulares
complexas e da maioria das vias celulares. J& o crescimento de células cancerigenas em
estruturas 3D sdo considerados modelos mais rigorosos e representativos para realizar triagem

de drogas anticancer in vitro (ZANONI et al., 2019). Por isso, os trabalhos atuais permitiram
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uma maior compreensdo do comportamento das células tumorais, principalmente nos cultivos
celulares 3D, onde o tumor ¢ simulado pela utilizagdo de esferoides.

Esferoides sao agregados celulares esféricos 3D. O seu formato ¢ especialmente util
na pesquisa de cancer, pois os esferoides apresentam comportamentos celulares diferentes
daqueles conhecidos em culturas de monocamadas. Os modelos tridimensionais de esferoides
tumorais multicelulares (MCTS) se assemelham mais aos tumores sélidos in vivo e dessa
forma fornecem ferramentas valiosas para a identificacdio in vitro de possiveis alvos
farmacologicos antineoplasicos (ZANONI et al., 2019). Os MCTS sao um dos modelos 3D in
vitro mais extensamente utilizado em pesquisas pré-clinicas de oncologia e tem apresentado
resultados promissores em relacdo a eficdcia in vivo de vdarios agentes quimioterapicos
(ANTONI et al., 2015; GONG et al., 2015; HOLLE; YOUNG; SPATZ, 2016; HSIAO;
YOUNG, 2018; LAZZARI et al., 2018; SONG; PARK; GERECHT, 2014).

Modelos mais complexos estdo sendo desenvolvidos, como por exemplo modelos
que cultivam os MCTS em scaffolds 3D. Esses modelos replicam melhor o microambiente
tumoral existente em tumores in vivo, pois facilitam as interacdes fisiologicas celulares, o
crescimento e a invasdo tumoral (TEVIS; COLSON; GRINSTAFF, 2017).

Um modelo mais robusto pode ser obtido com o uso de hidrogéis sintéticos
(BERENS et al, 2015; VINCI; BOX; ECCLES, 2015). Os scaffolds de hidrogéis
biomiméticos oferecem pistas biofisicas e bioquimicas que auxiliam a recapitular o
comportamento da MEC, essencial para a regulacdo do comportamento das células
cancerigenas (LI; KUMACHEVA, 2018). Os hidrogéis favorecem também as interagdes
célula-célula e/ou célula-MEC (EL-SHERBINY; YACOUB, 2013; MILLER et al., 2010).

A nanocelulose bacteriana (BNC) pertence aos hidrogéis que se assemelham
estruturalemente a MEC nativa e € secretada por bactérias do género Komagataeibacter com
estrutura de nanofibras hidrofilicas (RAMBO et al., 2008). A composicdo da BNC ¢
predominada por monomeros de glicose com ligacdes B (1-4) glicosidicas, sendo (C¢H10Os)n
sua formula quimica (PARK; PARK; JUNG, 2003). Gracas a sua estrutura, a BNC possui
propriedades fisico-quimicas importantes, como a capacidade de retengdo de 4gua,
porosidade, biocompatibilidade e resisténcia mecanica (KLEMM et al., 2011).

A semelhanca do hidrogel de BNC com a MEC nativa juntamente com a
incorporac¢dao de moléculas bioativas como o coldgeno, configura um ambiente 3D apropriado
para suportar a adesdo, proliferagdo, diferenciacdo e migragdo (KARAMYSHEVA, 2008;
KLEINMAN; MARTIN, 2005). O coldgeno possui alta biocompatibilidade e baixa
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imunogenicidade, sendo uma das proteinas mais escolhidas para a preparagao de biomateriais.
O colageno ¢ a principal proteina da MEC de tecidos animais, como o0ssos € pele e
compreende 25% do peso seco total dos mamiferos (DRURY; MOONEY, 2003). H4 grupos
de pesquisas que usam scaffolds de colageno para estudar o comportamento celular, como
migragdo e proliferacdo (LASCHKE; MENGER, 2017). H4 também estudos de cancer com
scaffolds de colageno para culturas 3D, a fim de analisar o cardter invasivo das células
tumorais e a interacdo entre células cancerigenas e outros tipos de celulares (VINCI; BOX;
ECCLES, 2015; YUAN et al., 2018). Esse ambiente 3D ainda pode ser utilizado para testes de
drogas anticancerigenas com foco na a¢do antiangiogénica (OLIVIERO; VENTRE; NETTI,
2012; PARENTEAU-BAREIL; GAUVIN; BERTHOD, 2010).

Logo, o presente trabalho visa o desenvolvimento de uma plataforma experimental
para testes in vitro de farmacos anticancer. A plataforma consiste no cocultivo de esferoides
de células de melanoma (SK-MEL-28) e células endoteliais de veia umbilical humana

(HUVECs) em scaffolds de BNC funcionalizados com colageno do tipo I (COL).
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2 OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver um modelo de melanoma 3D para screening de drogas anticancer in

vitro.

2.1.2 Objetivos Especificos

* Funcionalizar hidrogéis de nanocelulose bacteriana (BNC) através da imobilizacao
quimica de colageno I (COL);

* Estabelecer o método de formacgao de esferoides das células de melanoma humano
(SK-MEL-28);

* Analisar o comportamento celular e a morfologia das células de veia endotelial
humana (HUVECS) e esferoides de SK-MEL-28 nos hidrogéis BNC e BNC-COL;

* Realizar a cocultura de células HUVECs e esferoides SK-MEL-28 em hidrogéis BNC-
COL;

* Analisar o comportamento dos esferoides SK-MEL-28 quanto a invasdo nos hidrogéis
BNC-COL;

* Avaliar o efeito citotoxico do farmaco doxorrubicina no modelo proposto comparando

com modelos ja utilizados na literatura como 2D e 3D.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CANCER

Cancer ¢ o crescimento anormal de células, causado por modificagcdes na expressao
de genes que levam a desregulagdo da proliferacio e morte celular (HANAHAN;
WEINBERG, 2011). As células cancerosas se reproduzem de maneira acelerada formando os
tumores malignos, que sao um acumulo de células alteradas agressivas e incontrolaveis
(ARAUIJO, 2016; CARLSON, 2016). As células cancerosas acabam nio respondendo aos
sinais que controlam o comportamento celular normal e seguem crescendo e se dividindo de
maneira descontrolada, invadindo tecidos e 6rgaos normais e, eventualmente, se espalhando
por todo o corpo através dos sistemas circulatério ou linfatico, processo denominado de
metastase. (COOPER, 2000).

A metastase inicia com as células cancerigenas adquirindo a capacidade de invadir o
tecido em volta, rompendo a membrana basal que confina o epitélio. Entdo, as células
tumorais atravessam até os vasos sanguineos e/ou linfaticos, chegando no limen desses vasos
(intravasamento) € ao sobreviverem ao transporte através desses vasos saem da vasculatura
(extravasamento) e se organizam-se em pequenos aglomerados de células que irdo proliferar
no microambiente de um novo tecido (COOPER, 2000). Devido a isso esse processo
complexo ¢ responsavel por mais de 90% das mortes relacionadas ao cancer (WELCH, 2007;
ZHANG et al., 2018a). Para o crescimento do tumor e o desenvolvimento de metastase ¢ de
importancia fundamental o recrutamento de novos vasos sanguineos a partir de vasos pré-
existentes, por meio da angiogénese. Assim, os tumores acabam requerendo novos vasos
através da liberacdo de fatores e citocinas para suprir suas principais necessidades como
nutrientes e oxigénio e por fim essa neovascularizacdo pode ocasionar a metastase
(HANAHAN; WEINBERG, 2011; SZOT et al., 2011; VERBRIDGE; CHANDLER,;
FISCHBACH, 2010).

Dentre os tipos de canceres com maior probabilidade de provocar metéstase,
encontra-se o melanoma, que ¢ a forma mais letal de cancer de pele (KLICKS et al., 2019).
No Brasil, o cancer de pele corresponde cerca de 30% de todos os tumores malignos
registrados no pais, sendo 3% desses representados pelo melanoma, com estimativa de 6.260

de novos casos (INCA - INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2018a). Sua incidéncia
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aumenta todo o ano e ja responsavel por mais de 80% das mortes por cancer de pele (KLICKS

etal., 2019).

3.1.1 Cancer de pele

O cancer de pele surge mais frequentemente na epiderme, como o carcinoma das
células basais e o carcinoma das células escamosas da pele, conhecidos como cancer de pele
ndo-melanoma, mas também pode surgir em qualquer estrutura da pele, como nos
melandcitos (melanoma), vasos sanguineos (angiossarcoma), estruturas anexais (tumores
malignos das glandulas sudoriparas) e no tecido conjuntivo (dermatofibrossarcoma
protuberante). Os mais comuns sdo o cancer de pele ndo melanoma e o melanoma, sendo
esses dois grupos responsaveis por 95% dos canceres de pele. Porém, trés quartos de todas as
mortes relacionadas ao cancer de pele se devem ao melanoma, mostrando que esse ¢ uma
forma mais grave de cancer de pele (CRAYTHORNE; AL-NIAMI, 2017; OGDEN; TELFER,
2009; SCHUZ; EID, 2015).

O risco de desenvolver cancer de pele aparece através da associagdo de fatores
genéticos e ambientais, sendo a causa mais comum a exposi¢ao prolongada a luz ultravioleta
(UV). A exposicao a radiagdo ultravioleta ¢ considerada o principal fator de causa de todos os
tipos de cancer de pele, consequentemente a protecdo solar ¢ um meio eficaz e essencial para
prevenir o envelhecimento prematuro da pele, bem como o cincer de pele em qualquer idade.
Estudos sugerem que a exposicao solar seja responsavel por 99% do total de cancer de pele
nio melanoma e 95% do total de melanoma. (CRAYTHORNE; AL-NIAMI, 2017; SCHUZ;
EID, 2015).

3.1.1.1 Melanoma

O cancer de pele melanoma ¢ originado nos melandcitos, células produtoras de
melanina (substancia que da coloragdo a pele). E um tipo de cancer muito agressivo e
resistente aos tratamentos disponiveis, sendo altamente fatal, gracas a sua facilidade em se
espalhar e provocar metastase (INCA - INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2018b). O
melanoma cutaneo causa 55.000 mortes por ano e suas taxas de incidéncia e mortalidade sao
diferentes em todo o mundo, pois depende da detec¢ao precoce e de cuidados primarios
(DROR et al., 2016; SCHADENDOREF et al., 2018; WATSON et al., 2011).

O melanoma inicia em seu estagio primario, onde os melanocitos proliferam pela

epiderme basal em dire¢do a epiderme superior, processo conhecido como melanoma in situ.
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Nos melanomas in situ ndo hd metastase. Apds o primeiro estagio, as células do melanoma
invadem a derme e os componentes mesenquimais. Essa etapa ¢ definitiva para o
desenvolvimento da doenga, porque ha um aumento no contato com 0s vasos sanguineos,
possibilitando a metéstase. Para que ocorra a metéstase € necessaria uma transi¢ao para a fase
do melanoma invasivo, caracterizada pela invasdao da derme e o aumento da vasculariza¢ao
permitindo que as células de melanoma se espalhem. Os microambientes tumorais,
constituidos de varios tipos de células vizinhas nas camadas epidérmica e dérmica, auxiliam
os melandcitos a se transformarem de melanoma in situ para melanoma invasivo (DROR et

al., 2016; GOLAN et al., 2015).

3.1.2 Invasao Tumoral

O tumor inicia com um processo de alteracdo genética que leva a uma proliferagcdo
celular anormal de uma unica célula. A proliferacdo desregulada dessa célula permite o
crescimento de uma populacdo de células tumorais derivadas de clones. O avango do tumor
prossegue conforme as mutagdes adicionais ocorrem dentro das células tumorais. Essas
mutagdes conferem uma vantagem seletiva a célula, como sobrevivéncia, invasdo e metastase
e o processo ¢ denominado sele¢do clonal. A sele¢do clonal continua durante todo o
desenvolvimento do tumor tornando-os continuamente mais rapidos e malignos (COOPER,
2000).

Propriedades adicionais das células tumorais afetam suas interacdes com outros
componentes do tecido, exercendo papel fundamental na invasdo e na metastase. A invasao de
células cancerigenas no tecido circundante ¢ o primeiro passo na cascata metastatica. As
células tumorais iniciam secretando proteases, como as colagenases, que digerem os
componentes da MEC, fazendo com que as células cancerigenas penetrem através das laminas
basais e invadam os tecidos normais proximos (COOPER, 2000; ELIA; DOGLIONI;
FENDT, 2018).

Sabe-se que as células cancerigenas de alguns tumores podem migrar
individualmente ou coletivamente durante o crescimento do tumor. No movimento coletivo,
as células envolvidas podem afetar umas as outras por meio de interacdes de adesdo, forca e

sinalizagdo. A migragdo celular dirigida ¢ altamente influenciada pela detec¢do celular de
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gradientes locais na concentragdo de fatores quimicos (Figura 1). Este modo de orientagao

celular ¢ denominado quimiotaxia (CAVIGLIA; MORRO, 2016; RAPE; KUMAR, 2014).

Figura 1 - Migrag¢ao celular dirigida de células tumorais.
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Fonte: Adaptado de Yuan et al. (2018) (YUAN et al., 2018)

Esses gradientes de concentracdo existem para oxigénio, pH e componentes soluveis,
como nutrientes e moléculas efetoras, além dos metabdlitos celulares. Eles sdo influenciados
pela proximidade de vasos sanguineos, pela difusao de moléculas através da MEC e, logo,
pela composi¢do da MEC, pelo metabolismo celular que regula o consumo de oxigénio e
nutrientes e a geragao de residuos celulares. Os gradientes de concentracdo molecular atingem
diferentes comportamentos celulares, entre eles a motilidade, migracdo e sinalizagdo celular e
sdo fundamentais na quimiotaxia e morfogénese no desenvolvimento normal e na cicatrizagao
de feridas. Em situagdes que envolvam proximidade de um vaso sanguineo, pequenos tumores
avasculares ou metastaticos exibem um gradiente nos niveis de oxigénio, permitindo uma
regido proliferativa e um nucleo hipoxico com células inativas (quiescentes) e mais resistentes
a quimioterapia, imunoterapia e radioterapia (LANGHANS, 2018).

A progressdo do cancer ¢ muitas vezes descrita como um continuum, em que no
decorrer do tempo a célula muda de uma fase benigna para um fenétipo invasivo e
metastatico, ao passo que responde a varios sinais do microambiente ao longo do processo

(EMON et al., 2018).
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3.1.3 Microambiente Tumoral

Os tumores solidos sdo caracterizados por uma organizagao estrutural muito
complexa e heterogénea, onde células cancerigenas, estroma tumoral e MEC estao fortemente
entrelagadas e interagem entre si em um ambiente 3D (ZANONI et al., 2019).

O microambiente tumoral consiste de células ndo tumorais (como fibroblastos,
células endoteliais, adipodcitos e células do sistema imunologico) e MEC, que ¢ altamente
variavel e dependente do tipo de tumor e localizagao, como pode ser visualizado na Figura 2
(LANGHANS, 2018). O microambiente tumoral também ¢é caracterizado por diferentes
gradientes bioquimicos (nutrientes, fatores de crescimento soluveis e oxigénio) e sinais fisicos
que podem alterar o comportamento da célula tumoral, permitindo que exibam variagdes
fenotipicas distintas nas diferentes regides da massa tumoral e respondam de maneira

diferente a tratamentos especificos (ZANONI et al., 2019).

Figura 2 - Microambiente Tumoral.
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Fonte: Adaptado de Ham et al. (2016) (HAM et al., 2016).

A MEC ¢ constituida essencialmente por glicosaminoglicanos, proteoglicanos,
fibronectina e coldgenos, ¢ desempenha um papel importante em inumeros processos
biologicos influenciando a penetragdo e resposta de drogas. As células estromais interagem
com a MEC secretando fatores, alterando o fenotipo e se reorganizando (ZANONI et al.,

2019). Por isso, a presenca desses fatores bioativos secretados por fibroblastos, células



24

inflamatérias e vasos sanguineos na MEC desempenha papéis importantes no
desenvolvimento do cancer (RIJAL; LI, 2016). A interacao entre as propriedades biofisicas
das células e a MEC determina uma reciprocidade dindmica entre as células neoplasicas e o
estroma tumoral e essa reciprocidade dindmica parece regular muitas respostas celulares
envolvidas na tumorigénese, entre elas o comeco da metdstase. Entre os participantes nas
interacdes biofisicas podemos citar a rigidez da matriz, viscoelasticidade, densidade e
proteinas de reticulacdo, configuracdo da rede de fibras e rigidez das células cancerigenas
(EMON et al., 2018).

As condigdes fisico-quimicas, como os niveis locais de oxigénio, o pH, a
rigidez/forgca, metaloproteinases de matriz (MMPs) secretadas por outras células vizinhas,
contribuem para os fendtipos gerais das células cancerigenas na MEC (RIJAL; LI, 2016).
Entre as interagdes célula-célula podemos destacar as interagdes com as células endoteliais.
As células endoteliais em cocultura demonstraram retro-estimular células cancerigenas de
mama produzindo o aumento de fatores angiogé€nicos, como fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e angiopoietina-2 (ANGPT2), que provocaram a rapida formacao de redes e
tubos de interconexdo de células endoteliais, enquanto as células cancerigenas cultivadas
sozinhas geravam VEGF em menor dimensao. Além disso, as MMPs produzidas pelas células
endoteliais e/ou pelas células cancerigenas sdo capazes de interagir com os substratos
moleculares da MEC e mediar a invasao e a tubulogénese das células endoteliais (RIJAL; LI,
2016).

As células endoteliais s3o importantes na progressao do cancer, contudo a influéncia
da rigidez do tumor no epitélio ¢ amplamente desconhecida. Por isso, os novos sistemas de
dispositivos em desenvolvimento mostram uma maior compreensdo de como as células
endoteliais criam uma rede vascular no estroma do tumor e facilitam o fornecimento de
nutrientes € oxigénio ao nucleo hipoxico, onde o estresse solido e a pressdo do fluido
intersticial sdo altos. Além disso, as células endoteliais secretam diversos fatores
angiogénicos, como ANGPT2, fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de
crescimento insulinico (IGF), interleucina (IL), fator estimulador granuldcitos (CSF) e fator
derivado de células estromais-1 (SDF1) que promovem a progressao metastatica. Além disso,
as cé¢lulas endoteliais atuam na remodelacdo da MEC para estabelecer nichos vasculares no
estroma e suas membranas basais compreendem diversos componentes da MEC, sendo eles a
laminina o4, fibronectina, hialuronano e colageno- o tipo IV e servem como um

armazenamento de varias citocinas e fatores de crescimento (EMON et al., 2018).
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Shoval et al. (2017) desenvolveram esferoides de diferentes células tumorais com
células endoteliais e concluiram que cada tipo de tumor gera diferentes interagdes com as
células endoteliais e pode apresentar estruturas vasculares que podem brotar ao interagir com

a MEC (SHOVAL et al., 2017).

3.1.4 Angiogénese Tumoral

A angiogénese ¢ a formagdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos pré-
existentes, processo posterior a vasculogénese, formag¢ao de novos vasos sanguineos in situ
(FUS; GORNICKA, 2016). E um processo complexo que decorre em varias etapas e envolve
a interagdo entre diferentes tipos celulares, como celulares epiteliais (CE), células murais e
fibroblastos, a MEC, diversas citocinas e fatores de crescimento, sendo regulada pelo balango
entre fatores pré e anti-angiogénicos (IRVIN et al., 2014; NEGRAO, 2011; VIEIRA, 2014).
Os principais fatores pré-angiogénicos sdo: o VEGF, 6xido nitrico (NO), integrinas a5p1,
avB3 e avBs, TGF-B, FGF, MMPs e CCL2/JE//MCP-1 e entre os fatores anti-angiogénicos
podemos destacar: a trombospondina, angiostatina, endostatina, vasostatina e inibidores de
metaloproteinases (TIMP) (VIEIRA, 2014).

A angiogénese desempenha um papel tanto em condi¢des fisioldgicas quanto
patolégicas (IRVIN et al, 2014). Em situacdes fisioldgicas, o processo ocorre no
desenvolvimento embrionario, reparo tecidual e durante o ciclo reprodutivo feminino. J& em
situagdes patoldgicas aparece em artrite reumatoide, retinopatia diabética, doencas
inflamatoérias cronicas e crescimento tumoral (VIEIRA, 2014).

O crescimento de tumores solidos necessita dentre outras coisas de um suprimento
sanguineo adequado. As células ndo sobrevivem se ndo receberem oxigénio e nutrientes ou se
forem incapazes de liberar seus residuos metabodlicos como algumas moléculas toxicas.
Portanto, a angiogénese € essencial para o crescimento tumoral e para a ocorréncia de
metastases (PEREIRA et al., 2008).

No inicio do crescimento tumoral, o tumor consegue crescer através da difusdo
passiva de oxigénio e nutrientes do estroma circundante sem precisar dos vasos sanguineos,
esse estagio pré-vascularizado do crescimento do tumor s6lido pode ser identificado pela
capacidade proliferativa desinibida. Entretanto, a lesdao tumoral segue crescendo e as células

em seu nucleo entram em hipdxia e privacdo de nutrientes e passam a acumular fatores de
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indu¢do de hipodxia, provocando uma alteragdo fenotipica conhecida como o interruptor
angiogénico, que leva ao recrutamento de células endoteliais locais. Os vasos sao formados
em resposta a fatores de crescimento, secretados pelas células tumorais, que estimulam a
proliferacdo de células endoteliais nas paredes de capilares no tecido circundante, resultando
no crescimento de novos capilares no tumor (SZOT et al., 2011). Os tumores solidos entdo
evoluem de um estado avascular para um estado vascular respondendo ao stress hipoéxico no
microambiente e iniciando uma resposta angiogénica da vasculatura no hospedeiro. As células
cancerigenas que nao conseguem se ajustar as deficiéncias de oxigénio e nutrientes no nucleo
da massa tumoral crescente acabam sucumbindo a morte celular por apoptose ou necrose
(FOLKMAN, 1971; SONG; PARK; GERECHT, 2014; SZOT et al., 2011).

Logo, a evolugdo do melanoma estd diretamente ligada ao grau de atividade
angiogénica, com o aumento da expressdo de fatores pro-angiogénicos € seus respectivos
receptores (CARDOSO, 2018). Uma superproducdo de fatores pro-angiogénicos ocorre
quando ha excessiva proliferacdo das células tumorais seguida de desenvolvimento da
hipdoxia. Os altos niveis de expressdo de fatores de crescimento pro-angiogénicos e MMPs
foram indicadores de tumor maligno in vivo. (CHEN et al., 2012; SONG; PARK; GERECHT,
2014; VERBRIDGE; CHANDLER; FISCHBACH, 2010)

O processo de angiogénese tumoral inicia com a dilatagdo de um vaso sanguineo,
permitindo maior permeabilidade (LOPES, 2018). Um novo brotamento angiogénico surge
pela regulacdo dos gradientes de VEGF e ativagdo dos ligantes de Notch nas células
endoteliais. As células que acabam expressando esses receptores de VEGF e ligantes de Notch
tornam-se ndo proliferativas e sdo chamadas de cé€lulas tip. Essas células produzem filopodia
que se estendem para dentro do ambiente. As células vizinhas das células #ip que expressam o
Notch tornam-se as células stalk que sdo proliferativas e contribuem com o alongamento do
novo broto, formando assim o limem. O processo de formagdo de lumens ¢ denominado
tubulogénese (TUNG; TATTERSALL; KITAJEWSKI, 2012; XU; CLEAVER, 2011).

Os novos capilares formados ativamente em resposta a estimulagdo angiogénica sao
facilmente penetrados pelas células tumorais, proporcionando uma oportunidade imediata
para que as células cancerigenas entrem no sistema circulatorio e iniciem 0 processo
metastatico (COOPER, 2000; SZOT et al., 2011). A estrutura vascular do tumor ¢ diferente a
existente nos tecidos sadios, pois ha a presenca de regides de hipervascularizagao juntamente

com areas de auséncia ou poucos vasos sanguineos (CARDOSO, 2018).
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A vascularizagdo tumoral ¢ uma caracteristica importante para o desenvolvimento
do melanoma e sua ocorréncia esta associada com a agressividade, risco de recorréncia ¢ a
taxa de resposta aos tratamentos (CARDOSO, 2018). Por isso, inimeros estudos mostram a
importancia da angiogénese na metastase. Folkman (1972) foi um dos primeiros a evidenciar
que a metastase de um tumor sélido primario dependia da presenga de vascularizagdo, além de
presumir que a inibicdo da angiogénese poderia ser terapéutica (FOLKMAN, 1972). A partir
de entdo, inumeros estudos mostraram a importancia e o papel da angiogénese na metastase
de tumores, sendo assim o foco de pesquisas atuais. Ko e colaboradores (2019) estabeleceram
um modelo de esferoide tumoral com angiogénese induzida (Sphero-IMPACT) para
utilizagdo em screening de farmacos (KO et al., 2019). Cardoso (2018), investigou o potencial
angiogénico das células de melanoma apds monitorar a ativagdo de células endoteliais em

contato com o meio condicionado do shear (CARDOSO, 2018).

3.2 SELECAO DE FARMACOS ANTICANCER

Férmaco ¢ definido como uma droga que tem sua estrutura quimica definida e seus
efeitos no organismo sao conhecidos, sendo eles benéficos. Medicamentos sdo produtos feitos
a partir de farmacos. Ja droga ¢ qualquer substancia que cause alguma alteragao fisioldgica no
organismo, seja ela favoravel ou nio (GUIMARAES; TAVEIRA, 2014). Atualmente ha
inameros esfor¢os para descobrir possiveis novas drogas com atividade antitumoral (SONG;
PARK; GERECHT, 2014) e os tratamentos contra o cincer tem obtido grande avangos,
disponibilizando de melhorias significativas para os pacientes (IQVIA INSTITUTE, 2018).
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2018) em 2017 foram gastos em todo o mundo U$
133 bilhdes em medicamentos para cancer e cuidados de suporte € os nimeros continuam a
crescer, com 63 medicamentos anticincer lancados nos ultimos cinco anos (IQVIA
INSTITUTE, 2018; WHO - WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Em 2018, os 10
medicamentos contra cancer mais vendidos geraram U$ 63,58 bilhdes em vendas, entre eles o
Avastin (Roche), anticorpo direcionado ao VEGF (PHILIPPIDIS, 2019).

A maioria dos medicamentos aprovados pelo FDA sdo voltados para a replicacdo do
DNA e para as vias de reparo. Porém, hoje um dos principais alvos das novas drogas ¢ a
angiogénese e os medicamentos inibidores de angiogénese visam as interacdes entre as

células e a MEC. Portanto, a relagdo cancer — MEC esta ganhando cada vez mais destaques
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em pesquisas atuais, pois as formas como elas interagem podem afetar diretamente a eficacia
do tratamento (HOLLE; YOUNG; SPATZ, 2016; SONG; PARK; GERECHT, 2014).

Os farmacos sao desenvolvidos a partir de uma sequéncia de testes e ensaios,
incluindo testes in vitro que devem ser acompanhados de avaliacdo de seguranca e eficacia
em ensaios clinicos. Muitas drogas mostram um comportamento citotoxico em células de
cancer in vitro, porém in vivo, em muitos casos, perdem sua eficacia, isso se deve a pouca
compreensdo dos efeitos quimiorresistentes conferidos pelo microambiente tumoral. Varios
tipos celulares de cancer provaram usar das suas interagdes com o ambiente circundante para
obter resisténcia aos medicamentos. As interagdes podem ser barreiras fisicas ao tratamento,
por exemplo hipoxia, pH e pressdo do fluido intersticial e resisténcia a drogas baseada na
adesdo celular, por exemplo organizacdo da célula-MEC e ligacdo do ligante de protegao.
Dessa forma, a maioria das drogas anticancer evidenciam uma penetracdo limitada nos
tumores so6lidos. (HOLLE; YOUNG; SPATZ, 2016).

Assim, novas matrizes artificiais tem surgido, como por exemplo o uso de scaffolds,
no campo de cultura celular tumoral, que tentam mimetizar esse microambiente,
principalmente com as interacdes célula-célula e MEC (HOLLE; YOUNG; SPATZ, 2016).

As interagdes célula-célula, produgdo e deposicdo de MEC, areas hipoxicas locais,
gradientes de pH e nutrientes sdo caracteristicas de modelos esferoides 3D. Esses fatores
microambientais definem o comportamento e as fung¢des das células alterando a expressao de
genes e proteinas e, assim, a penetragdo, resposta, resisténcia e metabolismo das drogas

(ZANONI et al., 2019).

3.3 CULTURA CELULAR 2D VERSUS 3D

As células cancerigenas sdo diferenciadas das células normais por sua taxa de
crescimento e morfologia, pois as células normais t€m sua taxa de proliferacdo reduzida e
mantem sua posi¢do espacial, enquanto as células cancerigenas crescem mais rapido e
invadem outras regides € podem se agrupar formando esferoides tumorais multicelulares.
Quando esses sdo cultivados em scaffolds podem ser utilizados como modelos in vitro para
acompanhar a arquitetura precoce de tumores, a expressao génica tumorigénica, a resposta a
drogas e a invasdo dos esferoides mostrando eventos metastaticos precoces. A utilizacdo de
hidrogéis como scaffolds permitem tentativas de engenhar uma vasculatura in vitro, apesar de
seu uso ainda ser recente para a simulacdo da angiogénese tumoral in vivo e tem sido

explorada para projetar a vasculogénese e angiogénese avaliando a capacidade angiogénica
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das células e tecidos cancerigenos. Por conseguinte, as possibilidades para possiveis estudos
clinicos se expandem desde a otimizacdo dos parametros do hidrogel para modelagem da
angiogénese tumoral até para rastreamento de drogas antiangiogénicas (HOLLE; YOUNG;
SPATZ, 2016; SONG; PARK; GERECHT, 2014).

A maioria dos estudos de cancer in vitro eram realizados em culturas de
monocamada 2D e embora as técnicas de cultura 2D tenham avangado nossa compreensao
sobre o cancer, esse formato reflete deficientemente o contexto do microambiente dos
tumores in vivo, pois as células sdo cultivadas em uma superficie de plastico e assim nao ¢
possivel observar as intera¢des célula-MEC, que s3o indispensaveis para o crescimento do
tumor e angiogénese. Dessa forma, os modelos 2D ndo estdo aptos para replicar um fenotipo
in vivo (SONG; PARK; GERECHT, 2014; SZOT et al., 2011; VERBRIDGE; CHANDLER;
FISCHBACH, 2010).

Estudos relatam que a deposi¢cdo de MEC, que ¢ essencial para a proliferacdo celular
e expressao génica, foi diminuida em culturas de monocamadas de células cancerigenas. Os
fenotipos malignos das células cancerigenas também foram drasticamente reduzidos quando
as cé¢lulas foram transferidas das condigdes in vivo para placas de cultura 2D. Desse modo, as
acdes dos farmacos que funcionariam nas interagdes célula-célula e transi¢do epitélio-
mesenquimal (EMT) foram reduzidas. Por isso, as células cancerigenas quando cultivadas em
2D representam pobremente as condigdes fisiologicas in vivo (CHEN et al., 2012).

Portanto, os modelos em 2D de desenvolvimento de tumores tém sido até o0 momento
inadequados para a descoberta de tratamentos definitivos e prevencdo do cancer e esses
modelos podem causar resultados erroneos e permitir orientacdes equivocadas para os ensaios
clinicos futuros. Sendo assim, uma alternativa para as desvantagens relatadas ¢ o uso de
modelos de tumores 3D, que possui o potencial de ocupar esse espago entre os sistemas de
culturas 2D e xenoenxertos in vivo (SONG; PARK; GERECHT, 2014; SZOT et al., 2011;
VERBRIDGE; CHANDLER; FISCHBACH, 2010).

H4 um aumento dos estudos sobre o cancer empregando modelos de cultura 3D e
muitos constataram respostas significativamente diferentes das encontradas em modelos 2D
tradicionais (Figura 3). Com o estimulo das interagdes célula-célula e célula-MEC, os
modelos 3D suportam maior liberacdo de fatores de crescimento vascular, maior

agressividade e potencial metastatico, menor proliferacdo, maior resisténcia a drogas
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anticancer e radioterapia e perfis fisioldgicos de expressdo gé€nica, caracteristicas essas todas

encontradas nas células tumorais in vivo (SONG; PARK; GERECHT, 2014).

Figura 3 - Comparacao entre os modelos 2D e 3D.
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Fonte: Adaptado de Laschke e Menger (2017) (LASCHKE; MENGER, 2017).

Modelos 3D estdo comecando a restabelecer as morfologias celulares e fendtipos
encontrados no decorrer do desenvolvimento do tumor in vivo. Os modelos 3D permitem que
as interacdes entre célula-célula e célula-MEC atuem diretamente na morfologia, no perfil de
expressao génica, na resisténcia a drogas e em outros comportamentos para diferentes tipos de
células tumorais, o que ndo pode ser alcangado usando modelos de cultura 2D. As células
quando cultivadas em um ambiente 3D in vitro possuem a capacidade de adquirir fendtipos e
responder a estimulos parecidos aos sistemas biologicos in vivo. Por isso, esses modelos 3D
tem sido bastante utilizados na engenharia de tecidos e também podem ser empregados no
desenvolvimento de um modelo de tumor in vitro fisiologicamente consideravel (SONG;
PARK; GERECHT, 2014; SZOT et al., 2011).

No entanto, modelos in vivo com uso de animais de pequeno porte ainda sdo os
principais veiculos utilizados para determinar a eficacia do medicamento. Um dos principais
problemas com testes de drogas em animais ¢ que muitos medicamentos novos apresentam

um bom resultado em testes pré-clinicos em animais, s6 que falham em testes clinicos em



31

humanos, perdendo tempo e dinheiro significativos. A falta de sucesso ¢ decorréncia das
diferencas celulares e genéticas significativas entre humanos e animais. O uso de animais e
testes in vivo contém intrinsicamente muito fatores incontrolaveis, incluindo células
hospedeiras, resposta imune, hemodinamica e fatores de crescimento endogeno. Essas
variaveis podem comprometer o teste terapéutico, pois ¢ complicado isolar o impacto de
estimulos especificos como sinais celulares, quimicos e mecanicos (SZOT et al., 2011).
Contudo, modelos animais ainda devem ser empregados durante os ensaios pré-
clinicos, mas em conjunto com sistemas de cultura de células 3D (SZOT et al., 2011). Embora
algumas questdes ainda precisem ser esclarecidas, ha um grande potencial para melhorar as

plataformas de triagem de medicamentos utilizando esferoides 3D, pois eles permitem

recapitular melhor o ambiente fisiopatoldgico 3D de tumores clinicos (ZANONI et al., 2019).

3.3.1 Esferoides

Os modelos de cultura 3D possuem maior capacidade de reproduzir a morfologia in
vivo, a conectividade celular, polaridade, expressdo génica e arquitetura de tecidos, sendo
assim mais relevantes fisiologicamente do que os modelos 2D. Logo, os modelos 3D
fornecem mais dados preditivos para testes in vivo. Por isso, nos ultimos anos, foram
desenvolvidos uma variedade de sistemas de cultura 3D para descoberta de drogas, biologia
de células cancerigenas, estudo com células-tronco, tecidos funcionais projetados para
implantacdo entre outros (EDMONDSON et al., 2014; THERMO FISHER SCIENTIFIC,
2019). Uma das formas mais comuns e versateis de cultivar células em 3D sdo os esferoides
multicelulares, agregados celulares esféricos tridimensionais.

Os esferoides se formam sozinhos a partir de aglomerados esféricos de células,
criados com culturas inicas ou com técnicas de cocultura, como métodos de gota suspensa,
cultura rotativa ou placa concava (ZANONI et al., 2016).

O método gota suspensa consiste em cultivar as células em uma gota de meio
colocada em uma placa para facilitar a formagao de pequenas goticulas de meio contendo as
células. A formac¢do dos esferoides acontece na interface ar-liquido. Nas culturas rotativas, as
células sdo mantidas em movimento constantemente, diminuindo a adesdo e aumentando a

interacao célula-célula (ZANONI et al., 2019).
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Os métodos mais comuns como a gota suspensa, cultura de pellet e cultura rotativa
possuem algumas fragilidades, como a dificuldade no controle do tamanho uniforme dos
esferoides, sao processos demorados e indisponiveis para deteccdo em tempo real e in situ
(YUAN et al., 2018). Outro método muito empregado ¢ usando micromolde de hidrogéis ndo
aderentes, como a agarose. Esse método ¢ simples semeando a suspensdo celular com
pipetagem unica no micromolde de agarose, onde as células afundam nos buracos ja formados
no micromolde. Como a superficie do hidrogel ndo ¢ aderente para as células, a ligacao
célula-célula fica favorecida (NAPOLITANO et al., 2007; STUART et al., 2017).

Exemplos de esferoides incluem os MCTS, neuroesferas, mamesferas, hepatosfera e
corpos embrioides. Os esferoides de tumores podem ser estabelecidos em termos de tamanho
e composi¢ao celular, ¢ possivel obter esferoides compostos por um unico tipo de célula
(esferoides homotipicos) ou varios tipos de células (esferoides heterotipicos) (ZANONI et al.,
2019).

Os modelos tridimensionais de MCTS, sdo os modelos mais extensamente utilizados,
pois se assemelham mais aos tumores sélidos in vivo e dessa forma fornecem ferramentas
valiosas para a identificagdo in vitro de possiveis alvos farmacoldgicos antineoplasicos
(GONG et al., 2015). Os MCTS reproduzem alguns importantes fatores-chave de tumores
reais como: a formacdo de gradientes difusivos de oxigénio, nutrientes e residuos
metabolicos, a organizacdo de células em camadas com diferentes taxas de proliferacdo, a
presenca de interagdes celulares e sinalizagdo, a expressdo de padrdes genéticos especificos e
a quimiorresisténcia (LAZZARI et al., 2018).

O crescimento dos esferoides, como dos tumores sélidos, € caracterizado por uma
fase inicial, onde hd um aumento do volume seguido de uma esferoidizagdo (tempo de
estabilizacdo). Na esferoidizagdo, os esferoides se tornam mais regulares e diminuem de
volume até alcancarem uma espécie de equilibrio (ZANONI et al., 2019).

Os MCTS sdao compostos por arranjos concéntricos de células periféricas em
proliferacdo, células intermediarias viaveis, mas quiescentes € um nucleo central necrotico,
mimetizando a heterogeneidade celular observada em tumores solidos, como pode ser
visualizado na Figura 4 (GONG et al., 2015). Em um esferoide suficientemente grande,
somente as células nas camadas mais externas conseguem receber oxigénio € outros nutrientes
necessarios para proliferar, sendo essa regido denominada zona proliferativa, enquanto as
demais zonas sdo formadas mais profundamente, como a quiescente e a necrdtica. As células

na zona quiescente permanecem viaveis, mas nao proliferam, ao mesmo tempo que as células
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mais internas morrem devido ao acimulo de residuos toxicos e a falta de suprimento de
oxigénio e nutrientes, gerando a zona necroética (DINI et al., 2016).

As ligagdes intercelular e extracelular juntamente com a elevacdo na pressdo
intersticial, também propicia uma barreira fisica a difusdo do farmaco que contribui para a
resisténcia aos farmacos, o que ndo ¢ reproduzido adequadamente nas culturas de células em
monocamadas. Portanto, os MCTS viabilizam um valioso modelo de microtumor in vitro 3D
para o teste de drogas anticancer, o que poderia ser mais preditivo e mais preciso na imitacao

de um nddulo de tumor avascular (GONG et al., 2015).

Figura 4 - Estrutura de um esferoide multicelular tumoral.

Fonte: Adaptado de Thermo Fisher Scientific, Inc. (2019).

As MECs ajudam as células a se movimentarem dentro de seu esferoide de forma
parecida ao que ocorre quando as células se movem no tecido vivo. Os esferoides sao,
portanto, modelos melhorados para migragdo, diferenciacdo, sobrevivéncia e crescimento de
células. A interacdo de células tumorais com a MEC tem um papel importante na estimulagdo
da sinalizagdo microambiental e na formagao de MCTS. Os tipos mais utilizados de MEC sdo

o extrato de membrana basal ou colageno, também ha estudos com scaffolds baseados em
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nanofibras e/ou nanotubos naturais que podem imitar algumas das caracteristicas topograficas
e bioquimicas da MEC, como os hidrogéis (ANTONI et al., 2015; RANJBAR-
MOHAMMADI et al., 2019).

Os scaffolds de hidrogéis oferecem para o crescimento dos MCTS um amplo
espectro de pistas biofisicas e bioquimicas que possibilitam recapitular o comportamento da
MEC natural, essencial para regular o comportamento das células cancerigenas (LI;

KUMACHEVA, 2018).

3.4 HIDROGEIS

Os hidrogéis sdo redes tridimensionais compostas de polimeros hidrofilicos
reticulados através de ligagdes covalentes ou mantidos juntos através de atragcdo fisica
intramolecular e intermolecular. Os hidrogéis possuem a capacidade de absorver grandes
quantidades de agua ou fluidos bioldgicos e inchar rapidamente sem se dissolver. Sua alta
hidrofilicidade se deve particularmente a presenga de por¢des hidrofilicas, tais como grupos
carboxilo, amida, amino e hidroxilo distribuidos ao longo da cadeia principal das cadeias
poliméricas. Quando estdo inchados, os hidrogéis sdo macios e emborrachados, recordando
em grande parte os tecidos vivos (EL-SHERBINY; YACOUB, 2013; SONG; PARK;
GERECHT, 2014).

O uso de hidrogéis engloba uma ampla gama de aplicagdes como a entrega de
medicamentos, cicatrizacdo de feridas, materiais oftalmicos e engenharia de tecidos. Os
hidrogéis sdo utilizados para produzir modelos 3D in vitro de tecidos, gracas as suas
propriedades biofisicas parecidas com a MEC. Os materiais de hidrogel podem proporcionar
microambientes dindmicos, que permitem regular o destino das células por meio das
interacdes célula-célula ou célula-MEC. Os hidrogéis podem ser alterados, a fim de ajustar a
resisténcia mecanica e as estruturas quimicas do microambiente celular com o proposito de
apresentar sitios de ligacao celular, como Arg-Gly-Asp (RGD) e sitios degradaveis da MMP
que sdo essenciais para estimular respostas celulares especificas como a progressao tumoral,
migracdo endotelial e angiogénese tumoral (EL-SHERBINY; YACOUB, 2013; SONG;
PARK; GERECHT, 2014; SZOT et al., 2011).

Muitos estudos empregando hidrogéis poliméricos naturais ou sintéticos mostraram
com éxito a vasculogénese a partir das células endoteliais, assim os hidrogéis oferecem uma
importante plataforma para ajuste fino e recapitulacgio do microambiente tumoral e

angiogénico. Entre os hidrogéis poliméricos foram relatados anteriormente o uso potencial de
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scaffolds nanofibrosos, como a nanocelulose bacteriana para a engenharia de tecidos em
modelos tumorais in vitro (REIS et al., 2017; SONG; PARK; GERECHT, 2014; SZOT et al.,
2011).

3.4.1 Nanocelulose Bacteriana (BNC)

A BNC ¢ um polissacarideo extracelular produzido por varios géneros de bactérias
sendo particularmente o género Komagataeibacter o mais eficiente produtor. As espécies
mais utilizadas sdo a Komagataeibacter hansenii ¢ Komagataeibacter xylinius. A
nanocelulose bacteriana ¢ quimicamente idéntica a celulose de plantas, porém ¢é livre de
subprodutos como lignina, pectina e hemiceluloses, caracterizando uma rede unica reticulada
de fibras finas. A BNC possui uma estrutura molecular de conexdes repetidas de D-glicose
(dextrose) como pode ser visto a partir da formula molecular na Figura 5 (BACAKOVA et al.,
2019; GATENHOLM, PAUL; KLEMM, 2010)

Figura 5 - Estrutura molecular da BNC (n= graus de polimerizagao).

Fonte: Gatenholm (2011).

As membranas de BNC sdo em sua esséncia assimétricas, ou seja, quando cultivadas
sob condigdes estaticas, como por exemplo em placas de cultura, o lado superior é mais denso
em fibras e exibe uma superficie emaranhada, ja o lado inferior possui a caracteristica de ter
uma rede mais porosa, pois suas fibras estdo menos densas e mais distribuidas espacialmente
(BERTI et al., 2013). Berti et a/ (2013). e dos Reis ef al. (2017) constataram comportamentos
celulares distintos nos dois lados da BNC para células endoteliais (HUVECs) e células de
melanoma (SK-MEL-28), respectivamente (BERTI et al., 2013; REIS et al., 2017).

A BNC ¢ quimicamente pura e pode ser produzida em varios tamanhos e formas. Os
materiais a base de BNC geralmente possuem alta resisténcia mecénica, inércia quimica e

propriedades morfologicas, fisicas, quimicas, elétricas, térmicas e Opticas personalizaveis,



36

biocompatibilidade sem toxicidade ou com baixa toxicidade e baixa imunogenicidade. Além
disso, a BNC ¢ um material de baixo custo e com alta disponibilidade e renovabilidade
(BACAKOVA et al., 2019; KUZMENKO et al., 2013).

A BNC tem uma morfologia de redes de nanofibras que imita, até certo ponto,
propriedades da MEC. A natureza hidrofilica da BNC faz com que ela se ligue fortemente a
agua, comportando-se como um hidrogel. Diferente da maioria dos polimeros sintéticos, a
BNC ¢ biocompativel e mostra integragao tecidual. Suas propriedades mecanicas Unicas sao
muito semelhantes aos tecidos moles, logo tem se mostrado um suporte bastante interessante e
promissor para aplicacdes biomédicas, como scaffolds para a engenharia de tecidos
(PETERSEN; GATENHOLM, 2011; SASKA et al, 2017). Apesar de suas excelentes
propriedades a BNC ndo possui moléculas sinalizadoras, assim a imobilizagdo de proteinas
presentes na MEC na BNC se torna uma alternativa para a guiar o comportamento celular.

Para melhorar a adesdo celular nos biomateriais, a abordagem mais eficaz tem sido
imitar a MEC. Entre as proteinas mais frequentemente usadas temos as fibronectina e o
colageno, visto que sdo as proteinas mais abundantes na MEC e envolvidas nas interagdes
celulares (KUZMENKO et al., 2013). Alguns autores ja descreveram a combinag¢do de BNC
com colageno para scaffolds de engenharia tecidual (BACAKOVA et al., 2019; KUZMENKO
et al., 2013; MEYER; DOS REIS; PORTO, 2019; SASKA et al., 2017; ZHIJIANG, CAI;
YANG, 2011).

3.5 COLAGENO

A MEC ¢ uma malha fibrosa com uma complexa composicdo que compreende
glicosaminoglicanos (como 4cido hialurénico e heparina), proteoglicanos (como perlecana e
sindecano), fatores de crescimento e proteinas (como laminina, fibronectina, elastina e
colageno),(HOLLE; YOUNG; SPATZ, 2016).

O colageno ¢ a principal proteina estrutural encontrada na MEC e representa cerca de
30% do total de proteinas e 25% da composi¢cdo do peso seco total dos mamiferos. Esta
presente na maioria dos tecidos duros e moles do corpo humano, incluindo ossos, pele e
tenddes, desempenhando um papel central na manutencdo da integridade biologica e
estrutural da MEC e no suporte fisico aos tecidos. Ele atua também de forma flexivel e
dindmica no comportamento celular (DONG; LV, 2016; PARENTEAU-BAREIL; GAUVIN;
BERTHOD, 2010).
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Até o momento ja foram identificados pelo menos 28 tipos distintos de coldgeno e
classificados segundo a sua composicao e caracteristica estrutural. Os colagenos dos tipos I, II
e III sdo conhecidos por formar as fibras de coldgenos, sendo relevante a classe I que
representa a estrutura classica de fibras compactadas. O coladgeno tipo I ¢ o mais utilizado na
area da engenharia de tecidos e ¢ predominante na maioria dos tecidos animais, como por
exemplo a derme, que cerca de 70 a 80% de seu peso seco corresponde ao coldgeno tipo I
(CEN et al., 2008; DONG; LV, 2016; PARENTEAU-BAREIL; GAUVIN; BERTHOD, 2010;
UNSWORTH et al., 2015; ZHANG et al., 2018b).

Apesar das excelentes propriedades bioldgicas, o colageno tem seu uso limitado na
engenharia de tecidos, devido as suas propriedades mecanicas. Os scaffolds de colageno puro
ndo possuem forca mecanica e estabilidade estrutural, portanto sdo utilizados em tecidos
especificos, como pele, vasos sanguineos e tenddes. (CEN et al., 2008; UNSWORTH et al.,
2015; ZHANG et al., 2018b). Por isso, existem combinagdes de colageno com diferentes
biopolimeros, a fim de melhorar as propriedades mecanicas e estruturais dos scaffolds. Essas
combinagdes podem ocorrer através de métodos fisicos ou quimicos (DONG; LV, 2016;
PARENTEAU-BAREIL; GAUVIN; BERTHOD, 2010).

O coladgeno produz um ambiente extracelular natural, que ¢ fundamental para a
comunicagdo celular (ZHIJIANG, CAI; YANG, 2011). Ele é o principal componente do
microambiente tumoral podendo contribuir no comportamento das células cancerigenas
(Figura 6). O aumento na deposicdo de colageno estimula a proliferacdo de células
cancerigenas, destacando a importancia desses scaffolds na progressao do cancer (HOLLE,;
YOUNG; SPATZ, 2016). Neste trabalho, o colageno I foi imobilizado na superficie de

hidrogéis BNC, com a finalidade de aumentar a adesao, a proliferagdo e a funcao das células.
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Figura 6 - A contribui¢do do colageno para as células cancerigenas.
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Fonte: Adaptado de Xu et al. (2019).

3.6 DOXORRUBICINA

A Doxorrubicina ¢ um agente quimioterdpico do grupo das Antraciclinas, sendo um
dos mais potentes e empregado em diversos regimes quimioterapicos para varios tipos de
tumores (DA SILVA et al, 2017). Como as células cancerigenas se replicam mais
rapidamente do que as células normais, ¢ possivel o uso de drogas ndo especificas, como a
doxorrubicina, para tratar tumores quando terapias direcionadas ndo estdo disponiveis
(DENARD; LEE; YE, 2012). Porém, a doxorrubicina tem sua utilidade um pouco limitada
devido a sua ampla toxicidade em células ndo tumorais, ou seja, causa danos aos tecidos
saudaveis, complicando o tratamento e impactando na qualidade de vida dos pacientes
(SRINIVASAN; RAJABI; MOUSA, 2016; TAKEMURA; FUIIWARA, 2007).

O mecanismo de acao da doxorrubicina na inibicdo da proliferacdo das células
cancerigenas ainda ndo estd completamente esclarecido (DENARD; LEE; YE, 2012;
TAYMAZ-NIKEREL et al., 2018). Um dos mecanismos propostos ¢ através da intercalacao
do farmaco no DNA e inibi¢do da topoisomerase II, levando a alteracdes na estrutura da

cromatina. Outra proposta € a geracdo de radicais livres, ocasionando danos oxidativos as
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biomoléculas, danificando o DNA e resultando em morte celular (TAYMAZ-NIKEREL et al.,
2018).

Logo, a DOX ¢ um dos farmacos mais utilizados nas pesquisas de desenvolvimento
de plataformas para screening de drogas (BARROS et al., 2018; GONG et al., 2015; WANG

et al., 2013). Por essa razdo, ela foi utilizada nesse trabalho como farmaco modelo.
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4 MATERIAS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Engenharia Bioldgica (LiEB) do
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos (EQA), com colaboracgao
do Laboratorio Central de Microscopia Eletronica (LCME) e Laboratoério Multiusuarios de
Estudos em Biologia (LAMEB) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

O trabalho experimental foi elaborado de acordo com o fluxograma mostrado na
Figura 7. O trabalho inicia-se com a produ¢do de BNC e finaliza-se com o ensaio de avaliacao

de citotoxicidade da doxorrubicina (DOX) nos trés modelos testados.
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Figura 7 - Fluxograma geral das metodologias empregadas neste trabalho.
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4.1 PRODUCAO DE NANOCELULOSE BACTERIANA
4.1.1 Linhagem, meio e condi¢des de cultura bacteriana

A linhagem bacteriana utilizada foi a Komagataeibacter hansenii (ATCC 23769). A
cepa foi estocada em ultra freezer a -80 °C (Nuaire), em meio contendo 20% de glicerol
(Dinamica), reativada em meio manitol (KASVI) e mantida em placa dgar manitol (dgar 15
g/L) (KASVI), a pH 6,5. O meio manitol continha 25 g de manitol, 5 g de extrato de levedura
(KASVI) e 3 g de peptona (KASVI) dissolvidos em 1 L de agua destilada. O pH do meio de

cultura foi ajustado para 6,6 e autoclavado por 20 min a 121 °C.
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4.1.2 Reativacio da cepa e producio da placa de trabalho e/ou manuten¢ao

A bactéria Komagataeibacter hansenii foi reativada em 4 mL de meio manitol e 100
uL desta solucdo foram plaqueados em placa dgar-manitol e colocados na incubadora BOD
(Nova Etica) a 26 °C por 5 dias (placa de reativagdo). A placa de trabalho foi preparada a
partir da placa de reativagdo, cinco colonias foram isoladas provenientes da placa de
reativacdo e ressuspendidas em 1 mL de meio manitol. Para homogeneizar, a solucdo foi
agitada em vortex (Vision) por 60 s e esperou-se decantar para a leitura de densidade Optica
(DO). A leitura foi realizada em espectrofotometro (Molecular Devices), a 660 nm (valor de
referéncia DQOge0=0,15). Apods a leitura, realizou-se a dilui¢io seriada até 107, sendo
plaqueados 100 pL da solucdo diluida em placa 4gar manitol. As placas foram mantidas na
BOD por sete dias a 26 °C. Apds o crescimento das coldnias isoladas, a placa de trabalho foi
utilizada para o procedimento de produgdo de BNC ¢ a placa de manutengdo mantida na BOD

por até 15 dias.

4.1.3 Producio do pré-inoculo, indculo e membranas de BNC

Para o preparo do pré-inoculo, foram inoculadas 30 coldnias isoladas da placa de
trabalho em 6 mL de meio manitol. O indculo foi preparado a partir da diluicdo do pré-
indculo 1:10 em meio manitol. Logo, 5 mL do pré-indculo foram transferidos e colocados em
45 mL de meio manitol. O indculo foi entdo distribuido para a placa de 24 pogos, sendo 1 mL
em cada pogo. As placas de 24 pogos foram armazenadas na BOD (Nova Etica) a 26 °C em
condi¢des de cultura estdtica por 4 dias. As membranas de BNC cresceram na interface
liquido/ar. Apos esse periodo, as membranas formadas foram retiradas da placa e levadas para
a etapa posterior de purificacdo. O processo de producdo de membranas de BNC ¢

apresentado na Figura 8.
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Figura 8 - Processo de Produgdao de membranas de BNC.
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Fonte: Autora (2019).

4.1.4 Purificacido das membranas de BNC

As membranas removidas dos pogos de cultura foram transferidas para um frasco
contendo uma solucdo 0,1 M de hidroxido de sédio (NaOH) (Dindmica), a fim de remover as
bactérias e possiveis residuos do meio de cultura e do metabolismo bacteriano. As membranas
foram acondicionadas na estufa a 50 °C por 24 h. Em seguida as membranas foram lavadas
sucessivamente com agua destilada até atingir o pH da agua. E por fim, as membranas foram
esterilizadas em autoclave a 121 °C por 15 mim e mantidas sob refrigera¢do até sua

utilizagao.

4.2 FUNCIONALIZACAO DA BNC
4.2.1 Imobilizaciao de Colageno I (COL)

A BNC foi oxidada, seguindo o método de Kumar e Yang (2002) com algumas
modificagdes (KUMAR; YANG, 2002). Em uma capela de exaustdo, a BNC foi imersa em
uma solucdo de acido nitrico (NEON) e acido fosforico (NEON) 2:1 (v/v) e em seguida foi

adicionado 7% de nitrito de sédio (Dinamica) (m/v). A solugdo foi coberta com uma placa de
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Petri, a fim de impedir a liberacdo dos gases resultantes da reagdo para a atmosfera. As
membranas de BNC ficaram reagindo nessa solugdo por 24 h, na auséncia de luz, a
temperatura ambiente com leve agitacao. Depois de retiradas da solugdo, as membranas foram
imersas em uma solucao de 0,2% (p/p) de glicerol (Dinamica) durante 15 min para eliminar o
excesso de agente oxidante. Seguidamente as membranas foram lavadas com acetona e secas
a temperatura ambiente.

ApOs a etapa de oxidagdo modificagdes quimicas foram realizadas nas membranas de
BNC oxidadas (BNC-o0x) para a imobiliza¢do do colageno através do método de derivatizagao
desenvolvido por Liu e colaboradores (2005) e Li e colaboradores (2008) (LI et al., 2008; LIU
et al., 2005). As membranas BNC-ox foram imersas em tampao 0,02M de MES (4cido 2-
morfolinoetanosulfonico  monohidratado), pH 4,5, contendo EDC (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida) / NHS (N-hidroxisuccinimida) 0,01 M (1:1) por 24 h a 4
°C com agitagdo. Decorrido o periodo de reacdo, as membranas foram retiradas da solugdo e
imersas em uma solugdo de 0,1 mg/mL de coldgeno humano tipo I (Sigma-Aldrich) durante
24 h a 4 °C, conforme Meyer e colaboradores (2019) e apds foram armazenadas em geladeira
(MEYER; DOS REIS; PORTO, 2019). As membranas obtidas foram denominadas
membranas de nanocelulose bacteriana com colageno imobilizado (BNC-COL) (Figura 9). A
solugdo de coladgeno restante foi armazenada em geladeira para analise de quantificacdo de
coldgeno. Por fim, as membranas de BNC-COL foram lavadas com tampao fosfato salino

(PBS) e por ultimo com agua deionizada.
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Figura 9 - Imobilizacao do Colageno tipo I na BNC.
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Fonte: Autora (2019).

4.3 CARACTERIZACAO DA BNC-COL
4.3.1 Caracterizacao Quimica da BNC-COL

Os grupos funcionais da BNC e BNC-COL foram analisados por Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR). Os espectros de infravermelho foram
adquiridos no espectrofotdmetro Agilent (modelo Carry 600), com resolugio de 4 cm™,

varredura de 4000-600 cm!, utilizando refletancia total atenuada.

4.3.2 Quantificacdo de colageno imobilizado na BNC por Sirius red

A quantidade de coldgeno imobilizado na membrana da BNC foi determinada pelo
método de Sirius red, como descrito por Marota et al (MAROTTA; MARTINO, 1985). A
solugdo de Sirius red consiste em 0,1% de Direct red F3B (Sigma-Aldrich) diluido em uma
solug@o aquosa saturada de acido picrico. A solugdo de Sirius red foi adicionada nas amostras

(1:1), que foram homogeneizadas e deixadas em repouso por 30 min. As amostras foram
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centrifugadas a 10.000 rpm (25 °C) por 3 min. Os sobrenadantes foram removidos e os pellets
foram lavados com solu¢do de 0,01 M de acido cloridrico (HCl) (NEON) e agitados em
vortex para homogeneizagdo e por fim centrifugados a 10.000 rpm (25 °C) por 3 min. O
sobrenadante foi descartado e a solugdo de 0,1 M de hidréxido de potassio (KOH) (Dinamica)
foi adicionada e deixada para reagir por 15 min. Finalmente, a amostra foi transferida para
uma placa de 96 pogos para realizar a leitura da densidade optica (DO) em espectrofotometro
(Molecular Devices) no comprimento de onda (A) de 550 nm. A curva padrao foi construida

usando a solugdo de coldgeno humano nos intervalos de 0 a 0,1 mg/ml, conforme o Apéndice

A.

4.3.3 Caracterizac¢ao microestrutural da BNC- COL

A microestrutura das superficies superior e inferior da BNC e BNC-COL foi
analisada e caracterizada através de microscopia eletronica de varredura (MEV), usando um
microscopio JEOL JSM-6390LV a 10kV. Para a andlise por MEV, os hidrogéis foram
congelados (-80 °C por 24 h) e logo apo6s liofilizados (Liobras) durante 24 h. Apds secagem,
as amostras foram armazenadas em dessecador. Para analise, as amostras liofilizadas foram
fixadas sobre as fitas de carbono, que estavam coladas nos suportes de aluminio (stubs) e por
fim recobertas com ouro. A preparagdo das amostras e as analises ocorreram no LCME —

UFSC.

4.4 ENSAIOS IN VITRO
4.4.1 Cultura de Células

A linhagem aderente SK-MEL-28 ¢ um exemplo de célula de melanoma originaria
da espécie Homo sapiens isolada de tumor localizado na pele. A célula SK-MEL-28 foi
cultivada em placas de cultura de tecidos contendo o meio Dulbecco’s modified Eagle’s
médium — DMEM (Gibco® - Invitrogen), suplementado com 10% de soro fetal bovino - SBF
(Gibco® - Invitrogen), 3,7 g/L de bicarbonato de sodio (Sigma-Aldrich) e 1% de
penicilina/estreptomicina (Gibco® - Invitrogen). A SK-MEL-28 utilizada neste trabalho
estava entre as passagens 3 e 23.

A linhagem imortalizada de células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC)
foi cultivada em placas de cultura de tecidos contendo Roswell Park Memorial Institute —

RPMI (Gibco® - Invitrogen) suplementado com 10% de SBF (Gibco® - Invitrogen), 1,5 g/L
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de bicarbonato de sodio (Sigma-Aldrich) e 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco® -
Invitrogen). As HUVECs foram usadas entre as passagens 57 e 77.

Ambas linhagens celulares foram armazenadas e mantidas em estufa (Ultrasafe, HF
212 UV) com atmosfera de 5% de CO; e a temperatura de 37 °C, até atingirem a confluéncia

de 70 — 80%, faixa ideal para sua utilizagdo nos experimentos.

4.4.2 Esferoides de SK-MEL-28
4.4.2.1 Esterilizagao dos moldes

Os moldes MicroTissues® 3D Petri Dish® micro-mold spheroids (Sigma) foram
lavados com agua ultrapura e autoclavados por 20 min a 120 °C, 1 atm. Logo apds foram

secos em estufa a 60 °C.

4.4.2.2 Preparo da Agarose 2% em Salina 0,9% NaCl

A solugdo salina de cloreto de s6dio (NaCl) 0,9% foi preparada pesando 0,9 g de
NaCl (Synth) em 100 mL de 4dgua destilada. Em seguida, 2 g da UltraPure™ Agarose
(Invitrogen) foi diluida em 100 mL da solugdo salina. A solucdo foi aquecida em micro-ondas

de 10 s em 10 s, até ficar totalmente homogénea.

4.4.2.3 Preparo do molde de agarose

A solucdo de agarose 2% em salina 0,9% NaCl foi completamente derretida em
micro-ondas. Em uma placa estéril de 12 pogos foi colocado o molde (Sigma) e foi pipetado
600 pL da solugdo de agarose e aguardou-se cerca de 10 min até solidificar. Posteriormente o
molde foi desinformado com o auxilio de uma pinga estéril. O molde foi fixado no pogo
adicionando-se 700 pL da solucdo de agarose em torno do molde. Os moldes foram
esterilizados por UV a 30 min.

Depois de esterilizados os moldes sdo equilibrados com o meio de cultura base
DMEM (1,5 mL/poco da placa de 12 pogos) e incubados na estufa a 5% COz a 37 °C por 15
min ou mais. O meio de cultivo foi removido e adicionado novamente para equilibrar mais

uma vez.
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4.4.2.4 Produgao dos esferoides

As células de SK-MEL-28 cultivadas em placas de cultura de tecidos atingiram a
confluéncia de 80% formando uma monocamada de células. A monocamada de células foi
tripsinizada, usando 1mL de Tripsina (Gibco®) e a suspensdo de células foi quantificada com
o uso da cAmara de Neubauer (SP LABOR). As células (1x10° células SK-MEL-28) foram
centrifugadas, o sobrenadante foi removido e o pellet ressuspendido em 120 pL de meio
DMEM (para molde de 81 ressecc¢des). Os moldes foram colocados na estufa contendo 5% de
COz a 37°C. Apo6s 3 h foram adicionados 1 mL de meio DMEM em cada po¢o com molde e
1x10° células e novamente colocadas na estufa a 5% de CO> a 37 °C. O meio DMEM foi
trocado a cada 24 h, até completar 48 h. Na figura 10 pode-se observar todas as etapas de

producao dos esferoides de SK-MEL-28.

4.4.2.5 Remogao dos esferoides
Os esferoides foram produzidos e retirados do micromolde através de jatos com 1
mL de PBS (Gibco®) colocados em eppendorfs de 1,5 mL. Os esferoides decantaram no

fundo dos eppendorfs e dessa forma, o PBS foi removido.

Figura 10 - Producao do molde de agarose e de esferoides de SK-MEL-28.

a) Formagao do molde de agarose; b) Etapas para a formag¢ao do molde de agarose; ¢) Moldes
de agarose na placa de 12 pogos com meio DMEM; d) células semeadas no molde de agarose;
e) organizagao celular apds 3 h no molde de esferoide; f) esferoide formados e tirados do
molde.

Fonte: Autora (2019).
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4.4.2.6 Viabilidade Celular dos Esferoides

A atividade metabdlica celular dos esferoides foi avaliada pelo ensaio de MTS [3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio] (Promega) e
foi realizado em trés tempos: 24 h, 48 h e 72 h apods as células de SK-MEL-28 serem
plaqueadas nos moldes de agarose. Os esferoides foram removidos do molde e adicionados
trés em cada poco de uma placa de 96 pogos € 100 uL de meio de cultura DMEM e 20 uL do
reagente MTS foram colocados em cada poco. Os esferoides foram mantidos em estufa com
atmosfera de 5% de CO; e a temperatura de 37°C por 2 h. Logo, os pogos foram
homogeneizados e transferidos 100 pL. da solugdo para um novo poco de outra placa de 96
pocos e assim foi realizada a leitura de absorbancia. As leituras de absorbancia foram feitas

no espectrofotdmetro no comprimento de onda de 490 nm.

4.4.2.6.1 Live/Dead

Os esferoides foram removidos com jatos de PBS apo6s trés tempos de cultivo: 1, 2 e
3 dias e colocados em eppendorfs. O PBS foi removido e foi adicionado nos esferoides 500
L de meio incompleto mais 100 pL da solugdo de PBS, ethidium homodimer-1 e calceina

(Invitrogen), deixando agir por 45 min. Em seguida os esferoides foram visualizados em

Microscopio Confocal Leica DMI 6000 B no LCME - UFSC.

4.4.2.7 Morfologia dos esferoides
4.4.2.7.1 Microscopia em campo claro

Os esferoides foram fixados com uma solu¢do de paraformaldeido 4% por 12 h nos
trés diferentes tempos de formagao: 24 h, 48 h e 72 h. Os esferoides foram entdo lavados com
PBS trés vezes consecutivas e mantidos em geladeira a 4 °C, imersos em PBS, até o dia em

que as imagens foram feitas. As imagens foram capturadas com o auxilio de um Microscépio

Olympus BX41 no LAMEB — UFSC.

4.4.3 Cultivo de HUVEC: e esferoides de SK-MEL-28 nas superficies da BNC e BNC-
COL
A fim de escolher o melhor material e superficie para adesdao e morfologia celular

para ambas as células, as HUVECs foram cultivadas na superficie superior e inferior da BNC
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e da BNC-COL na densidade de 100.000 células/ membrana de BNC de 24 pocos. Apos 4 h
foi adicionado 500 pL de meio RPMI. As células foram incubadas a 37°C e 5% de CO: por 3
dias e o meio foi trocado a cada 48 h. Os esferoides de SK-MEL-28 foram semeados na
superficie superior e inferior da BNC e da BNC-COL na densidade de 50 esferoides/
membrana de BNC de 24 pocos. Apds 6 h, 500uL. do meio DMEM foi adicionado e o meio
foi trocado a cada 48 h. Os esferoides foram mantidos a 37 °C e 5% de CO; por 3 dias.

Com o propdsito de avaliar o comportamento ¢ a morfologia das células e dos
esferoides em ambos materiais e suas superficies, as HUVECs foram fixadas em 4% de
paraformaldeido por 30 mim a temperatura ambiente e os esferoides de SK-MEL-28 foram
fixados em 4% de paraformaldeido por 12 h a temperatura ambiente. Apds a fixagdo, as
membranas com as células e os esferoides foram lavadas trés vezes com PBS e mantidos em
geladeira a 4 °C, imersos em PBS, até o dia da realiza¢do das imagens. As imagens de campo

claro foram tiradas utilizando um Microscopio Olympus IX83 no LAMEB — UFSC.

4.4.4 Cocultivo de HUVEC e esferoides de SK-MEL-28 em BNC-COL lado inferior

As HUVECs foram cocultivadas com esferoides de SK-MEL-28 na BNC-COL lado
inferior em trés condic¢des diferentes, a fim de determinar a melhor condi¢do entre elas, sendo:

Condi¢do 1 —HUVECs foram cocultivadas simultaneamente com esferoides de SK-
MEL na densidade de 5,2x10* HUVECs/cm? e 28 esferoides de SK-MEL-28/cm?,
respectivamente.

Condigdo 2 — HUVECs foram cultivadas na densidade de 5,2x10* HUVECs/cm? por
24 h. Apos 24 h foram inseridos os esferoides na densidade de 28 esferoides de SK-MEL-
28/cm?.

Condi¢ao 3 — primeiramente foram cultivados os esferoides de SK-MEL-28 por 24 h
na densidade de 28 esferoides de SK-MEL-28/cm?, apds esse periodo foram adicionadas as
HUVECsS na densidade de 5,2x10* HUVECs/cm?.

Todas as condi¢des foram armazenadas em estufa a 5% de CO; a 37 °C por 3 dias
com 500 puL. de meio DMEM por pogo (placa de 24 pocgos), sendo o meio trocado a cada 48 h.

Apo6s as amostras foram fixadas com 4% de paraformaldeido e depois lavadas trés
vezes em PBS e mantidas imersas em PBS na geladeira a 4°C. As imagens de campo claro
foram feitas, conforme foi descrito anteriormente na secdo 4.4.3, em Microscopio Olympus
IX83 no LAMEB — UFSC. Essas imagens foram analisadas com o auxilio do software

WimSprout (Wimasis Image Analysis).
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As HUVECs e os esferoides de SK-MEL-28 foram também analisados
morfologicamente nas trés condigdes por Microscopia Confocal de Varredura a Laser. As
amostras foram lavadas trés vezes com PBS e em seguida fixadas com paraformaldeido a 4%.
Para visualizar os filamentos de F-actina, as células e os esferoides foram corados com Alexa
Fluor 546 conjugado com faloidina (Invitrogen). Os nucleos das células foram corados com
DAPI (4’-6-diamino-2-fenilindol) (Invitrogen). As amostras foram analisadas em

Microscopio Confocal Leica DMI 6000 B no LCME - UFSC.

4.4.5 Ensaio de Invasao de Esferoides Tumorais

As HUVECs foram cultivadas no lado inferior das membranas de BNC-COL por 24
h na densidade de 5,2x10* células de HUVEC/cm?. Depois de 24 h foram adicionados os
esferoides na densidade de 28 esferoides de SK-MEL-28/cm?. O cocultivo foi realizado por 7
dias, sendo avaliados os tempos de cultivo 1, 3 ¢ 7 dias. As HUVECs e os esferoides de SK-
MEL foram fixados com paraformaldeido 4% e as imagens foram feitas em campo claro em
Microscopio Olympus IX83 no LAMEB — UFSC, conforme descrito anteriormente e
analisadas através do software WimSprout.

Apbs, as amostras foram coradas com o corante Alexa Fluor 546 conjugado com
faloidina ¢ DAPI, da mesma forma que foi exposto na se¢do anterior. As células foram

visualizadas em Microscopio Confocal Leica DMI 6000 B no LCME - UFSC).

4.4.6 Avaliacao da atividade citotoxica da DOX em diferentes modelos de culturas
celulares: SK-MEL-28 (2D), esferoides de SK-MEL-28 (3D) e cocultivo de esferoides de
SK-MEL-28 e HUVECs em BNC-COL (3D)

A citotoxicidade da doxorrubicina (DOX) (Sigma) nos trés modelos, foi avaliada
conforme adaptacdo do protocolo de Barros e colaboradores (2018) (BARROS et al., 2018).
As células de SK-MEL-28 foram plaqueadas em placas de cultura de 96 pocos a uma
densidade de 10.000 células/ pogo de 96 pocos. Apds 24 h, as células foram incubadas com
DOX em trés concentragdes diferentes (25 uM, 50 uM e 100 uM) por 24 h a 37 °C e 5% de
COas. Foram utilizadas como controle negativo as células cultivadas sem DOX. Decorrida as

24 h, a atividade metabolica foi determinada por MTS, método descrito na sec¢ao 4.4.2.6.



52

J& o0 modelo 3D de esferoides foi realizado da seguinte maneira: os esferoides com
densidade média de 12.000 células foram removidos apos 48 h de cultivo em molde de
agarose ¢ foram colocados 9 esferoides por pogo da placa de 96, ou seja, uma densidade de 28
esferoides/cm?. Os esferoides foram semeados nos pocos da placa com as mesmas trés
concentragdes de DOX (25 uM, 50uM e 100 uM). Os esferoides ndo tratados com DOX
foram usados como controle negativo. Apds 24 h de cultivo dos esferoides com DOX, foi
realizado o MTS.

No modelo de melanoma 3D, os esferoides de SK-MEL-28 ¢ as HUVECs foram
cultivados por 7 dias na densidade de 50 esferoides/ membrana de BNC-COL (24 pogos) e
100.000 HUVECs/ membrana de BNC-COL (24 pogos), respectivamente. Apos o sétimo dia
de cultivo foi adicionado no meio de cultura as trés diferentes concentra¢des de DOX (25 uM,
50 uM e 100 pM). Como controle foi utilizado o cocultivo sem adi¢do de DOX no meio de

cultura. Depois de 24 h foi analisada a viabilidade das células através do ensaio de MTS.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados estatisticamente através do software Origin®, versdo 8.0.
Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo da média e comparados pela
analise de variancia univariada (one-way ANOVA) e pelo teste Tukey, que considera os

valores significativos estatisticamente quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 FUNCIONALIZACAO E CARACTERIZACAO DA BNC

A BNC foi oxidada para converter os grupos de hidroxila livres do carbono C¢ em
grupos carboxilas através da adicdo de HNO3/H3PO4-NaNO: resultando na BNC oxidada
(BNC-0x) no carbono Cs. Esses grupos carboxilas foram ativados com EDC (agente de
ligagdo) permitindo a ligacao entre os grupos carboxilas ativos da BNC-ox com os grupos
amina do coldgeno I, resultando na imobiliza¢do covalente do colageno I (BNC-COL).

Os espectros de FTIR confirmaram a presenga do colageno na BNC-COL (Figura
11). As bandas caracteristicas da BNC apresentaram-se em 3345 cm™ e 2898 cm!, sendo
essas bandas conferidas aos grupos hidroxila e ligagdes carbono oxigénio em 1040 cm
(COLLA, 2018; DOS REIS, 2016). A BNC-COL exibiu picos em 1658, 1554 e 1240 cm!,
caracteristicas das bandas amida I, IT e III do colageno (MEYER; DOS REIS; PORTO, 2019;
SIONKOWSKA et al., 2004).

Figura 11- Espectroscopia FTIR das membranas de BNC e BNC-COL.
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A microestrutura da superficie superior e inferior dos hidrogéis de BNC e BNC-COL
foi analisada por MEV. A superficie superior da BNC ¢ formada no cultivo bacteriano na
interface ar (BERTIL, 2012). Essa superficie foi caracterizada por um emaranhado de
nanofibras 3D dispostas de forma mais densa e compacta com menor porosidade (Figura 12
a), conforme foi observado em trabalhos anteriores (BERTI, 2012; DOS REIS, 2016). A
superficie inferior da BNC ¢ formada na interface liquida ou submersa no meio de cultura do
cultivo bacteriano (BERTIL 2012). A superficie inferior da BNC foi definida por uma rede
entrelagadas de nanofibras 3D com poros interconectados (Figura 12 c). De acordo com o
Klemm et.al. a superficie inferior ¢ mais porosa do que a superficie superior (KLEMM et al.,

2012).

Figura 12 - Micrografias da BNC e BNC-COL.

BNC BNC-COL

Superficie Superior

Superficie Inferior
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(a) Superficie superior da BNC, (b) Supertficie superior da BNC-COL, (c¢) Superficie Inferior
da BNC e (d) Superficie Inferior da BNC-COL.
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Micrografias de MEV da superficie superior dos hidrogéis de BNC-COL
evidenciaram que as nanofibras se mantiveram dispostas no mesmo arranjo observado na
superficie superior dos hidrogéis de BNC (Figura 12 b). Na superficie inferior da BNC-COL
as fibras também mantiveram sua estrutura, porém apresentam-se um pouco mais finas e
algumas rompidas em fun¢ao do processo de oxidagao (Figura 12 d). As fibras da BNC apos a
oxidagdo se tornaram mais finas, porém a estrutura de rede 3D de nanofibras da BNC foi
preservada na BNC-COL, corroborando com os resultados encontrados nesse trabalho (WEN
et al.,, 2015). A imagem do MEV da superficie da BNC-COL mostra que o colageno
preencheu homogeneamente a estrutura da BNC (SASKA et al., 2012). Segundo Zhijiang et
al. (2011) as moléculas de coldgeno penetram nas nanofibras de BNC, ndo alterando assim a
estrutura das nanofibras, que ainda podem ser visualizadas na superficie (ZHIJIANG, CAI;

YANG, 2011).

5.1.1 Quantificacio de colageno imobilizado na BNC por Sirius red

A andlise quantitativa de colageno foi realizada usando o método de Sirius red. O
ensaio colorimétrico de Sirius red é comumente usado para medir a quantidade de colageno
soluvel em solucdes estoque (ANTOINE; VLACHOS; RYLANDER, 2014). Na Figura 13
encontram-se os resultados da andlise, a concentrag@o de colageno na solugdo inicial, na qual
as membranas de BNC-ox foram inseridas, foi de 0,06751 mg/mL e na solugdo final, o que
restou de colageno, foi obtida a concentragao de 0,03245 mg/mL. Isso quer dizer que 0,03506
mg/mL, um pouco mais de 50% da concentragdo inicial do colageno, ficou retida nas

membranas, covalentemente ligada e por adsorcao.
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Figura 13 - Concentracao de colageno na solucao inicial e final. Resultados expressos em

mg/mL (média + desvio padrdo, n=3).
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A maioria dos biomateriais que imitam os tecidos in vivo sdo fabricados usando
hidrogéis com baixo contetido de coldgeno (4 mg/mL), sendo que a maioria das publicagdes
utiliza entorno de 2 mg/mL. O uso dessas concentragdes se deve a principalmente as
formulacdes disponiveis comercialmente estarem em baixas concentragdes (ANTOINE;
VLACHOS; RYLANDER, 2014). Ramanujan et al. (2002) e Erikson et al. (2007) avaliaram
diferentes concentragdes de coldgeno na difusividade e na estrutura da fibra e constataram
uma diminui¢do na taxa de difusdo e no comprimento e na organiza¢do da fibra com o
aumento da concentragao de coldgeno (ERIKSON et al., 2007; RAMANUIJAN et al., 2002).

Charoen et al. (2014) investigaram o efeito da variagdo da concentracdo de colageno
no gel de coldgeno para o crescimento dos esferoides tumorais semeados, variando a
concentracdo de colageno entre 2 a 5 mg/mL. Eles verificaram que os esferoides de MDA-
MB-231 exibiram um crescimento ideal nos géis com concentragao de colageno de 2 mg/mL
(CHAROEN et al., 2014). Sapudom et al. (2015) observaram que o tamanho dos poros € o

diametro das fibrilas das redes de colageno I regulam a morfologia e a invasdo das células
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cancerigenas (SAPUDOM et al., 2015). Portanto, o uso de pequenas concentragdes de
colageno I demonstraram influenciar no comportamento das células cancerigenas,

fundamentando assim a imobiliza¢ao de colageno I nas membranas de BNC.

5.2 PRODUCAO E CARACTERIZAGCAO DOS ESFEROIDES

Os esferoides foram produzidos conforme o método desenvolvido e descrito na se¢do
4.4.2.4. Os esferoides foram removidos dos moldes apos trés tempos de formagao: 1,2 e 3
dias, e avaliados em termos de viabilidade celular e morfologia.

A morfologia dos esferoides nos trés tempos de formagdo ¢ mostrada na Figura 14.
Pode-se notar que no primeiro dia de formagao, os esferoides ndo estdo bem formados, sua
estrutura ainda ndo estd completamente arredondada e por isso apresenta uma borda irregular.
No segundo dia eles apresentam uma estrutura mais definida, homogénea e regular, assim
como, no terceiro dia, os esferoides estavam bem formados e estabelecidos.

Gitschier et al. (2017) obtiveram resultados semelhantes, esferoides com 24 h de
formagdo tinham suas bordas pouco definidas. Apos 48 h de formagdo foi observado que o
esferoide estava mais compactado ¢ com bordas definidas. E com 80 h o centro do esferoide

mostrava sinais iniciais de necrose (GITSCHIER; FANG; EGLEN, 2017).

Figura 14 - Morfologia dos esferoides nos trés tempos de formag¢ao em microscopia de campo

claro.
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A Figura 15 exibe os resultados do ensaio de Live/Dead nos trés dias de formacao e

Campo Claro

corrobora com os resultados da microscopia em campo claro. No dia 1 o esferoide apresenta

formato irregular e pouca presenga de células mortas (vermelho). Ja no segundo dia de cultivo
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¢ possivel perceber uma estrutura mais definida e com maior presenca de células mortas,
principalmente no nucleo do esferoide. O terceiro dia de cultivo apresenta um esferoide mais
compactado, evidenciando seu nucleo apoptdtico. A localizagdo de células mortas dentro do
nucleo do tumor pode ser atribuida ao transporte restrito de nutrientes para o nucleo, como

acontece também in vivo (LAMICHHANE et al., 2016).
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Figura 15 — Ensaio de Live/Dead nos esferoides nos trés tempos de formagao.

Live/Dead

Esferoide dia 1 Esferoide dia 2 Esferoide dia 3

Segundo Zanoni et al., o crescimento dos esferoides acontece de forma semelhante
aos tumores solidos, inicia-se com um aumento do volume seguido de uma esferoidizacao,
onde os esferoides se tornam mais regulares e diminuem seu volume até atingirem um
equilibrio, sendo essa uma fase indispensavel para a organiza¢do estrutural e funcional
complexa do esferoide (ZANONI et al., 2019).

A viabilidade celular nos trés dias de formacdo foi determinada quantitativamente

pelo ensaio de MTS, o resultado pode ser visualizado no grafico abaixo (Figura 16).
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Figura 16 — Atividade metabolica no primeiro, segundo e terceiro dia de formacdo do

esferoides, através do método de MTS. Resultados expressos como média + desvio padrao.
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Os resultados demonstraram que ndo ha diferenca significativa na atividade
metabolica celular no decorrer dos trés dias de formacdo do esferoide, ou seja, apesar de
exibir diferencas morfoldgicas e estruturais, os esferoides possuem a mesma atividade
metabolica. No terceiro de formagao do esferoide é possivel que haja menos células vidveis,
porém elas estdo metabolicamente mais ativas. Por isso, nesse trabalho foi proposto o uso de
esferoides com 2 dias de formagao, visto que no segundo dia sua estrutura ja apresenta uma
boa formag¢do com bordas regulares e definidas e sua atividade metabdlica ¢ a mesma

encontrada nos demais dias de formacao.

5.3 CULTIVO DE HUVECS E ESFEROIDES DE SK-MEL-28 NAS SUPERFICIES DA
BNC E BNC-COL

As HUVECs foram cultivadas nas superficies superiores e inferiores da BNC e da

BNC-COL e através da microscopia em campo claro obtiveram-se os resultados mostrados na
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Figura 17. Corroborando com os resultados de Berti et al. (2013) observou-se que houve na
superficie superior da BNC pouca adesdo celular e as células estavam menos espraiadas e
mais arredondadas. J& no lado inferior percebeu-se um comportamento mais aderente, ou seja,
maior aderéncia das HUVECs. Isto pode estar associado a porosidade, visto que o arranjo da
rede de fibras, ou a densidade, pode ser um fator responsavel pelo comportamento diferente

da HUVEC em ambos os lados da membrana de BNC (BERTI et al., 2013).

Figura 17 - Cultivo de HUVECs em meio de cultivo RPMI durante 3 dias nas superficies
superiores e inferiores da BNC e BNC-COL.
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Quando as HUVECs foram cultivadas na BNC-COL ocorreu um comportamento
diferenciado, com maior adesdao em ambos os lados e principalmente no lado inferior, onde
foi possivel notar células mais espraiadas e aderidas evidenciando um comportamento celular
diferente das demais superficies. Este resultado corrobora com o trabalho de Solouk et al.
(2011) que constatou que a imobilizacdo de coldgeno era benéfica para a fixagdo de células
endoteliais, em comparacdo com materiais onde a superficie ndo possuia revestimento de
colageno (SOLOUK et al., 2011). Blacher et al. (2014) verificou que células epiteliais quando
cultivadas em géis de coldgeno adotavam diferentes modos de invasao (BLACHER et al.,
2014).

Em outro trabalho, Nguyen et al. (2017) constatou que ao cultivar células HUVECs ¢
hMSCs em scaffolds de alginato e colageno in vitro, elas tiveram um comportamento similar
ao encontrado in vivo. Quando as células foram semeadas em discos planos de hidrogéis de
alginato, os hMSCs permaneceram com a morfologia arredondada e pouca adesdo, o mesmo
ocorreu com as HUVECs. Por outro lado, um nimero maior de células ficou aderido aos
hidrogéis de colageno, tanto para hMSCs quanto para HUVECs, com um numero maior de
HUVECs com morfologia alongada (NGUYEN et al., 2017).

Concomitante ao cultivo das HUVECs nas membranas de BNC e BNC-COL, os
esferoides de SK-MEL-28 também foram cultivados nas superficies superiores e inferiores
dos hidrogéis de BNC e BNC-COL. Os resultados podem ser visualizados a seguir na Figura
18.
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Figura 18 - Cultivo de esferoides de SK-MEL-28 em meio de cultivo DMEM durante 3 dias

nas superficies superiores e inferiores da BNC e BNC-COL.
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Os esferoides de SK-MEL-28 cultivados durante 3 dias nas diferentes superficies da

BNC, em sua grande maioria, ndo conseguiram aderir na superficie superior da BNC, porém
0s poucos que aderiram ndo migraram para a superficie da membrana. No lado inferior da
BNC, os esferoides também aderiram em menor quantidade, mas foi possivel ver uma
pequena migracao de células de SK-MEL-28 migrando do esferoide para a superficie da

BNC.
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Na membrana de BNC-COL os esferoides de SK-MEL-28 apresentaram maior
adesdo e migracao celular tanto na superficie superior quanto na superficie inferior e dessa
forma, os esferoides revelaram um carater mais invasivo, visto que a adesao entre o colageno
(COL Ie COL 1V) e as células cancerigenas afeta a progressdo do cancer (XU et al., 2019).

Assim, para prosseguimento do trabalho foi escolhido o hidrogel BNC-COL lado
inferior, pois apresentou melhores resultados visiveis para ambas as células, HUVECs e

esferoides de SK-MEL-28, quando cultivados durante 3 dias.

5.4 COCULTIVO DE HUVEC E ESFEROIDES DE SK-MEL-28 EM SUPERFICIE
INFERIOR DA BNC-COL

A fim de avaliar a melhor condi¢do de cocultivo das células HUVECs e dos

esferoides de SK-MEL-28, eles foram semeados nas condigdes seguintes:
1) HUVECs + esferoides de SK-MEL-28;
2) HUVECs + esferoides de SK-MEL-28 apo6s 24h;
3) Esferoides de SK-MEL-28 + HUVECs apos 24h.

A Figura 19 mostra os resultados obtidos nas 3 condic¢des de cultivo. Como se pode
observar na condi¢do 1, quando ambas sdo cultivadas ao mesmo tempo, os esferoides
mostraram menor migracdo quando comparados com as outras condigdes ¢ as HUVECs
tiveram menor adesdo e morfologia menos espraiada, isso pode estar relacionado a adaptagdo

das células, ja que ambas foram adicionadas ao mesmo tempo na membrana de BNC-COL.
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Figura 19 - Cocultivo de HUVECs e esferoides de SK-MEL-28 na superficie inferior da
BNC-COL.
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Na condigdo 2 como as HUVECs foram cultivadas primeiro, permitindo que as
HUVECs se adequem ao ambiente e estabelecam interacdo com o biomaterial antes da adi¢ao
dos esferoides de SK-MEL-28. Nessa condi¢do ¢ possivel visualizar a migracao das células de
melanoma saindo do esferoide e uma provavel interacdo entre elas.

A condicdo de cultivar primeiramente as cé€lulas endoteliais e apos adicionar as
células tumorais ¢ a utilizada em modelos de cocultivo. De acordo com Benton et al. (2014),
as células tumorais parecem migrar em direcdo as células endoteliais, quando foram
cultivadas com esferoides de MDA-MB-231 em uma matriz de coldgeno I ja contendo tubos

formados por HUVECs (BENTON et al., 2014).
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Na condicdo 3 os esferoides foram semeados primeiramente € com isso aderiram e
migraram antes das HUVECs serem cultivadas. Ap6s a insercdo das HUVECs, os esferoides
mantiveram seu comportamento ¢ as HUVECs apresentaram sua morfologia espraiada.

Shoval et al. (2017) constatou que células de melanoma (A375) sdo altamente
invasivas quando cultivadas no coldgeno. Alias, eles desenvolveram heteroesferoides com
cé¢lulas de HUVEC e diferentes células tumorais, como células de melanoma (A375), células
de tumor pancreatico (PANC1 e BxPC3) e células de cancer de mama (MDA-MB-231) e
observaram que com maior concentragdo de HUVEC no tumor, os esferoides produzem
margens mais irregulares a medida que as células “brotam” ou se desprendem do agregado
central, sugerindo um maior potencial de invasdo (SHOVAL et al.,, 2017). Portanto, o
cocultivo de esferoides tumorais e HUVECs favorece o fenotipo invasivo, contribuindo com a
capacidade de invasao do tumor.

Nas imagens de micrografias da condi¢@o 2 de cultivo (Figura 20) foram possiveis
confirmar a migracdo celular a partir do esferoide, a comunicacdo celular entre os esferoides e

a formac¢do de MEC pelo cocultivo de células de HUVECs e esferoides de SK-MEL-28.
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Figura 20 - Micrografias do cocultivo de HUVECs e esferoides de SK-MEL-28 no terceiro

dia de cocultivo.
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(a) Esferoide de SK-MEL-28 com migra¢do celular em aumento de 200x, (b) Esferoide de
SK-MEL-28 com migragao celular em aumento de 500x, (c¢) Esferoides de SK-MEL-28 com

células migrando em direcao ao outro esferoide, (d) A unido dos esferoides de SK-MEL-28.

Os esferoides incorporados em scaffolds possuem duas populagdes, uma migratoria
ou invasiva e um nicleo ndo migratorio. Esses dois comportamentos celulares sdo facilmente
encontrados nos esferoides de melanoma, glioma e mama (CISNEROS CASTILLO et al.,
2016; TEVIS et al., 2016; VORSMANN et al., 2013). As intera¢des célula-MEC dominam a
populacdo invasora e os contatos célula-célula dominam o nucleo nao migratorio (TEVIS;
COLSON; GRINSTAFF, 2017). Na Figura 21 observa-se esse comportamento migratdrio

relatado nas trés condi¢des de cocultivo, principalmente nas condigdes 2 € 3, em que se
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cultiva primeiro um tipo celular, HUVECs e esferoides de SK-MEL-28, respectivamente e

apos 24 h adiciona-se o outro tipo celular, esferoides de SK-MEL-28 e HUVECs.

Figura 21 - Imagens em campo claro dos esferoides na condi¢cao 1 (HUVECs + esferoides de
SK-MEL-28), na condi¢ao 2 (HUVECs e ap6s 24 h adi¢ao de esferoides de SK-MEL-28) e na
condicdo 3 (esferoides de SK-MEL-28 e apo6s 24 h adicido de HUVECs) de cocultivo na
superficie inferior da BNC-COL analisadas pelo sofiware Wimasis. Barra de escala

representando 200 pum.

_ Condi¢io 3

Essas imagens confirmam os resultados ja discutidos anteriormente nessa secao,
mostrando que hd maior migragdo celular nas condigdes de cocultivo 2 ¢ 3, em que um tipo
celular ¢ cultivado sozinho e se estabelece por 24 h e ap6s esse periodo € inserido o outro tipo
celular. Na Tabela 1 pode-se visualizar esses resultados através de valores quantificados pelo

software Wimasis.
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Tabela 1 - Resultados quantitativos da area do esferoide e invasao nas trés condi¢des de

cocultivo em pixels (px).

O modelo de esferoide incorporado em scaffolds ¢ frequentemente mencionado como
o ensaio de invasdo de esferoides, destacando a utilidade desse modelo no estudo de
mecanismos de invasdo de células cancerigenas na MEC (TEVIS; COLSON; GRINSTAFF,
2017).

5.5 INVASAO TUMORAL EM DIFERENTES TEMPOS DE COCULTIVO (HUVECS +
ESFEROIDES DE SK-MEL-28)

O cocultivo de HUVECs e esferoides de SK-MEL-28 foi realizado em trés tempos
diferentes: 1, 3 e 7 dias, a fim de acompanhar a migracdo celular e a invasdo das células
tumorais no decorrer dos dias (Figura 22). De acordo com Goertzen et al. (2018), os
esferoides fornecem um bom modelo para estudar a invasdo tumoral em matrizes 3D baseadas
em colageno, pois utiliza um esferoide tumoral cercado por uma matriz extracelular imitando
o ambiente 3D nativo do corpo humano (GOERTZEN; EYMAEL; MAGALHAES, 2018).

Com o passar dos dias, pode-se constatar que ha uma maior migracdo das células de
SK-MEL-28 do esferoide que se espraiam pela membrana de BNC-COL. As células
cancerigenas invadem a matriz @ medida que migram a partir do esferoide e se estendem para

um ambiente extracelular semelhante a MEC (VINCI; BOX; ECCLES, 2015).
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Figura 22 - Imagens em campo claro do cocultivo de HUVECs e esferoides de SK-MEL-28

na superficie inferior da BNC-COL nos dias 1, 3 e 7. Barras de escala representando 200 pm.

Dial

e

Dia 3 Dia 7

s
200 pm,

No primeiro dia nota-se a adesdo do esferoide na membrana e um inicio de migragdo
das células tumorais. No terceiro dia € possivel observar as células migrando do esferoide em
dire¢do a membrana. E por fim, no sétimo dia pode-se evidenciar uma invasao celular mais
estabelecida das células tumorais na MEC com o espraiamento das mesmas, conforme a

Figura 23.

Figura 23 — Imagens de microscopia confocal do cocultivo de HUVECs e esferoides de SK-
MEL-28 na superficie inferior da BNC-COL nos dias 1, 3 e 7. As células foram coradas com
Alexa Fluor 546 conjugado com faloidina (vermelho) e DAPI (azul). Barras de escala

representando 200 um.

No sétimo dia também pode-se observar uma maior interacdo entre os esferoides,

devido a migragdo das células de melanoma a partir do esferoides, como mostra a Figura 24.
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Figura 24 — Migracdo celular a partir dos esferoides no sétimo dia de cocultivo.

(a) Imagem em campo claro dos esferoides no sétimo dia de cocultivo. (b) Imagens de
microscopia confocal dos esferoides no sétimo dia de cocultivo. As células foram coradas

com Alexa Fluor 546 conjugado com faloidina (vermelho) e DAPI (azul).

Vinci ef al. (2015) utilizaram esferoides de células de glioblastoma (U-87 MGQG) para
0 ensaio invasdo tumoral. Para isso eles cultivaram os esferoides de glioblastoma em matrigel
e monitoraram e quantificaram até¢ 72 h usando um citdmetro de imagem e obtiveram um
maior numero de invasdao em 72 h (VINCI; BOX; ECCLES, 2015).

Células de cancer de mama (4T1 e E0771) demonstraram um alto grau de saida do
esferoide e apds 24 h de incorporacdo do esferoide na matriz 3D era possivel perceber o inicio
de invasao (BERENS et al., 2015). Outro ponto destacado por Berens et al. (2015), foi que o
tipo de matriz 3D pode influenciar diretamente no potencial de invasdo, e matrizes que
contem coldgeno podem ter efeitos dispares na invasdo das células (BERENS et al., 2015).

A utilizagdo de modelos de esferoides cultivados em matrizes 3D pode ter outras
aplicagdes e abordar aspectos além da invasdo de células tumorais, auxiliando na criagao de
uma complexidade extra adicionando células presentes no estroma tumoral, como
fibroblastos, mondcitos e células endoteliais no proprio esferoide ou na matriz circundante
(VINCI; BOX; ECCLES, 2015; YUAN et al., 2018).

O grau de invasdo pode ser quantificado por citdbmetro de imagem ou usando um
microscopio padrdo em combinacdo com o software de imagem (VINCI; BOX; ECCLES,

2015). Portanto, através do software Wimasis (WimSprout) foi possivel analisar e quantificar
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a area do esferoide e da invasdo tumoral, através da migragdo celular a partir dos esferoides

nos dias 1, 3 e 7 (Figura 25).

Figura 25 - Imagens em campo claro de esferoides nos dias 1, 3 e 7 no cocultivo com

HUVECs em superficie inferior da BNC-COL analisadas pelo software Wimasis. Barra de

escala representando 200 pum.

Na Tabela 2 encontram-se os resultados quantitativos obtidos pelo software Wimasis.
A érea do esferoide foi diminuindo com o passar dos dias de cocultivo, sendo de 174.369 px
no primeiro dia e 134.523 px no sétimo dia. No entanto, a area de invasdo foi aumentando no
decorrer dos dias, indicando que a migracao celular a partir do esferoide continua a crescer e

invadir o espago com o passar dos dias.

Tabela 2 - Resultados quantitativos da 4rea do esferoide e de invasdo nos dias 1,3 e 7 em

pixels (px).

Area do Esferoide (px) Area de Invasio (px)

Dia3 167.276 1.119.625

De acordo com Benton et al. (2014), o hidrogel fornece um suporte fisico para as
células aderirem e se moverem. Logo, as células se dissociam do esferoide e invadem o
hidrogel, esse processo pode ser empregado para avaliar a eficacia de um farmaco para inibir

a invasao celular em trés dimensdes (BENTON et al., 2014).



73

Dessa forma, a proxima etapa do trabalho foi testar a eficacia de um farmaco com
atividade antitumoral ja estabelecida perante o modelo tumoral invasivo, representado pelo
sétimo dia de cocultura de esferoides de SK-MEL-28 ¢ HUVECs na superficie inferior da
BNC-COL.

5.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DA DOX EM DIFERENTES
MODELOS DE CULTURAS CELULARES: SK-MEL-28 (2D), ESFEROIDES DE SK-
MEL-28 (3D) E COCULTIVO DE ESFEROIDES DE SK-MEL-28 E HUVECS EM BNC-
COL (3D)

A atividade citotoxica da DOX foi avaliada quantitativamente através da atividade
metabolica pelo ensaio colorimétrico de MTS. Os modelos de células SK-MEL-28 em
monocamada 2D, modelo esferoide 3D e o modelo de melanoma 3D foram expostos a trés
concentragdes molares de DOX: 25 uM, 50 uM e 100 pM por 24 h. A Figura 26 mostra o
efeito da DOX na atividade metabdlica e a Tabela 3 os valores encontrados em cada um dos

modelos testados.
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Figura 26 - Atividade metabolica do modelo de monocamada 2D, modelo esferoide 3D e
modelo de melanoma 3D quando em contato com as diferentes concentracdes molares da
DOX por 24 h, através do método de MTS. Valores expressos em média £ desvio padrao,

n=>5.
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Tabela 3 - Resultados quantitativos da atividade metabdlica do modelo de monocamada 2D,
modelo esferoide 3D e modelo de melanoma 3D em diferentes concentragdes molares de

DOX.

Modelo de Modelo Esferoide Modelo de Melanoma
Monocamada 2D 3D 3D
Sem DOX 100 + 3,8 100+ 6,7 100 £5,2
25 um 45+3,7 60+3,3 78+4,3
50 pm 33125 52+3,9 77169
100 pm 20+ 34 50 +4,2 63 15,5

O modelo de monocamada 2D apresentou uma grande reducdo na atividade
metabdlica, entorno de 80%, conforme foi aumentando a concentragdo molar de DOX, sendo

que na maior concentracdo de 100 uM foi de 20,47%. J& na menor concentragao de DOX, de
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25 uM, houve um decréscimo de mais 50% na atividade metabdlica, provando que o modelo
de monocamada 2D ¢ mais sensivel a exposicdo a DOX. A cultura de monocamada 2D ¢
muito empregada como modelo in vitro para investigar o comportamento do tumor e
identificar terapias antitumorais eficazes, porém possui muitas limitagcdes, como a falta de
interagdes célula-MEC e os fenotipos malignos reduzidos das células cancerigenas (ZHANG
et al., 2016). O cultivo 2D encontra dificuldades de mimetizar o que acontece in vivo. O
crescimento em superficies 2D promove um achatamento e remodelagdo celular no
citoesqueleto da célula. Esse achatamento impacta a forma nuclear, levando a diferengas na
expressdo génica e na sintese de proteinas. Logo, modelos 2D s3o ruins para estudar
crescimento celular in vitro, pois sdo incapazes de formar estruturas semelhantes aos tecidos
naturais. Isso afeta significativamente o desempenho celular e faz com que monocamadas de
c¢lulas sejam mais suscetiveis a agentes terapéuticos (KNIGHT; PRZYBORSKI, 2014).

O modelo esferoide 3D teve uma pequena diferenca na atividade metabolica entre as
trés concentragdes utilizadas de DOX, sendo que na menor concentracdo a atividade
metabolica foi de 60% e na maior concentracdo chegou a 50%, ou seja, o modelo esferoide ¢
mais resistente a DOX do que o modelo de monocamada 2D. Os modelos 3D possuem
ligacdes extracelulares e elevada pressdao de fluido intersticial, o que permite uma barreira
fisica a difusdo do medicamento, que ndo ¢ refletida adequadamente na cultura de células 2D
(ZHANG et al., 2016). Outra fator ¢ a hipoxia que ocorre nos tumores sélidos e promove
populagdes de células quiescentes, que alteram a capacidade de resposta dos tumores a
medicamentos anticancer e radioterapia (LAMICHHANE et al.,, 2016). Muitos farmacos
quimioterdpicos sdo mais eficazes em células em proliferacdo, permitindo que as células
quiescentes no interior escapem do tratamento (HOLLE; YOUNG; SPATZ, 2016).

Saleh (2017) comparou a concentracdo citotdxica para 50% (CCso) da dacarbazina no
modelo de monocultura celular 2D de B16F10 (melanoma murinho) com a CCso com o
modelo esferoide 3D e houve um aumento de trés vezes nesse parametro, sendo o valor do
modelo 2D de 870 uM £ 70 uM e do modelo de esferoide de 2800 uM + 1000 uM (SALEH,
2017).

O modelo de melanoma 3D apresentou a atividade metabdlica similar nas
concentragdes de 25 e 50 uM DOX, 78% e 77%, respectivamente. E a menor atividade

metabolica constatada nesse modelo foi na concentracdo de 100 uM sendo de 63%. Assim,
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mesmo dobrando a concentragdo de DOX a atividade metabdlica manteve-se ou teve apenas
um pequeno decréscimo.

A remodelacdo da MEC pelas células cancerigenas fornece a resisténcia mais
simples, na forma de barreiras fisicas que atrasam ou cancelam a entrega dos medicamentos,
pois em muitos casos, essa entrega nos espagos intersticiais € em torno do tumor depende da
difusdo e da convecgao acionada por pressao. De fato, a maioria das drogas anticancer mostra
penetracao limitada em tumores solidos (HOLLE; YOUNG; SPATZ, 2016).

Para imitar melhor o microambiente dos tumores in vivo, as células tumorais devem
ser cultivadas na presenga de células estromais que também existem no nicho tumoral
(SHOVAL et al., 2017). Os sistemas contendo células de suporte de tumor (TAM, CAF, EC
entre outras) sao uteis para o desenvolvimento de novas imunoterapias ou quimioterapicos
direcionados contra elementos do estroma do tumor (TEVIS; COLSON; GRINSTAFF, 2017).
A complexa interconexdo entre células tumorais e células epiteliais contribui para as
modificagcdes no perfil de expressdo génica e seu estado de ativacdo, que iniciam a
angiogénese contribuem para a resisténcia aos medicamentos (SHOVAL et al., 2017).

A concentragdo de 25 pM de DOX foi citotoxica para 55% das células do modelo de
monocamada 2D, comparando com os demais modelos, pode-se compreender que essa
citotoxicidade ndo foi a mesma, sendo citotoxica em 40% das células do modelo esferoide 3D
e no modelo de melanoma 3D em apenas 22%. Por isso, salienta-se a importancia de um bom
modelo para o screening de drogas anticancer, uma vez que alguns modelos podem apresentar
resultados satisfatorios e eficientes de algumas drogas, mas em etapas posteriores essas drogas
se mostram incapazes de combater as células cancerigenas.

Outro ponto que merece destaque ¢ a diferenga entre o modelo esferoide 3D muito
empregado e o modelo de melanoma 3D. Apesar do modelo esferoide mimetizar melhor o
microambiente tumoral do que o modelo 2D, ele possui limitagdes quando comparado com
um modelo de esferoides cultivado em scaffolds com células pertencentes ao microambiente
tumoral.

Como as interagdes entre células cancerigenas ¢ MEC desempenham um papel
importante na sobrevivéncia € no comportamento das células tumorais, as terapias
direcionadas a MEC proporcionam uma abordagem promissora, seja na prevengdo da
quimiorresisténcia conferida pela MEC ou na alteracdo do ambiente extracelular, de forma
que as terapias atuais possam superar os limites dos tratamentos (HOLLE; YOUNG; SPATZ,
2016).
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Quando a DOX for usada como agente antitumoral isolado, a dose inicial
recomendada nos adultos ¢ de 60-70 mg/m?, a cada 3 semanas. E quando for usado em
associacao a outros agentes antitumorais, a dose deve ser reduzida para 25-50 mg/m?, a cada 3
semanas (EUROFARMA, 2016). Se as concentragcdes molares de DOX forem convertidas em
relacdo a area da placa temos as seguintes dosagens: 41 mg/m? (25 uM), 82 mg/m? (50 uM) e
164 mg/m? (100 uM). Portanto, as concentragdes utilizadas nesse trabalho abrangem as doses
utilizadas e até extrapola na maior concentragao ultrapassando 2x a dose recomendada.

O modelo de melanoma 3D desenvolvido nesse trabalho demonstrou resultados
satisfatorios quando comparado aos demais modelos testados, principalmente com relagdo a
mimetizar o0 microambiente tumoral. Afinal, no modelo de melanoma 3D as interagdes célula-
célula e célula-MEC foram favorecidas, impactando, assim, diretamente nos resultados

obtidos quanto a eficacia do farmaco.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos nesse trabalho foi possivel desenvolver um
protdtipo de plataforma tumoral de modelo de melanoma para screening de drogas anticancer.
A plataforma foi constituida pelo cocultivo de esferoides de células de melanoma humano
(SK-MEL-28) e células endoteliais (HUVECs) na superficie inferior de hidrogéis de BNC-
COL. Para a construcao dessa plataforma foram necessarias inimeras etapas. O colageno do
tipo I foi imobilizado na estrutura do hidrogel de nanocelulose bacteriana formando o hidrogel
BNC-COL. As HUVECs e os esferoides de SK-MEL demonstraram comportamento celular
dependente da microestrutura ¢ da composicao quimica do hidrogel. Por isso, apresentaram
melhores resultados na superficie inferior do hidrogel BNC-COL. Os esferoides de SK-MEL-
28 foram formados em trés tempos diferentes com avaliagdo de morfologia e viabilidade
celular, sendo o segundo dia de formacao utilizado para o cocultivo, por exibir uma estrutura
bem definida com bordas arredondadas em um periodo menor e mantendo a viabilidade
celular.

O cocultivo das HUVECs com os esferoides de SK-MEL-28 na superficie inferior do
hidrogel de BNC-COL demonstrou resultados positivos nas condi¢cdes 2 e 3, sendo
confirmados através da morfologia visualizada por microscopia em campo claro, micrografias
e o uso do software Wimasis. A condi¢do 2 de cocultivo foi a selecionada para obtengdao do
modelo de melanoma 3D. Entdo, o modelo de melanoma 3D foi cultivado por 7 dias, sendo
analisados os dias 1, 3 e 7 de cocultivo. Conforme os resultados, foi possivel perceber que
com o passar dos dias houve uma maior migragdo celular das células tumorais, sendo assim o
sétimo dia o selecionado para o modelo final empregado no teste com a DOX.

O modelo de melanoma 3D quando em contato com a DOX por 24 h obteve o
resultado mais relevante de atividade metabolica, quando comparado com os demais modelos.
Na maior concentragdo molar de DOX testada, o modelo de melanoma 3D teve reducao de 37
% na atividade metabolica contra 80 % do modelo de monocamada 2D, ou seja, metade do
valor encontrado no modelo de monocamda 2D.

Portanto, o modelo desenvolvido e proposto por esse trabalho mostra vantagens
frente a modelos ja utilizados na literatura. O uso de mais de uma linhagem celular corrobora

com os resultados encontrados em outros trabalhos, que relatam a importancia do



79

microambiente tumoral no desenvolvimento do tumor. Dessa forma, o modelo de melanoma
3D torna-se promissor € uma plataforma alternativa para screening de drogas anticancer.
Como perspectivas futuras desse trabalho encontram-se as marcagdes celulares da
SK-MEL-28 ¢ HUVECsS, a fim de identificar cada uma delas, bem como identificar as células
caracteristicas do processo de angiogénese, células tip e stalk. Anélises por microscopia de
campo claro do modelo de monocamada 2D, modelo esferoide 3D e modelo de melanoma 3D
apos a exposicao a DOX durante 24 h, com o intuito de avaliar qualitativamente o efeito da
DOX nesses modelos. A utilizagdo do software Wimasis para quantificar a area afetada pela
DOX no modelo de melanoma 3D. E por fim, a realiza¢do de um tratamento com DOX por
periodos mais prolongados, expondo as células por um tempo determinado ao fAirmaco e apods
restabelecendo a cultura, com a finalidade de acompanhar a resisténcia e/ou sensibilidade a
DOX das células no modelo de monocamada 2D, modelo esferoide 3D e modelo de

melanoma 3D.
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APENDICE A - Curva padrio de quantificaciio de colageno por Sirius red.

Curva padrao e equagdo da reta da quantificacao de colageno por Sirius red.
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