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RESUMO

A busca por modelos in vitro, que aproximem seus resultados daqueles esperados em estudos
clinicos, revela a necessidade de materiais que permitam a cultura celular tridimensional (3D).
A nanocelulose bacteriana (BNC) tem sido usada como suporte celular em varios estudos de
engenharia de tecidos. O uso da BNC se deve a estrutura nanofibrosa que permite a criagao de
um microambiente que suporta a cultura de células. As caracteristicas da estrutura e poros
interligados levam a adesdo e proliferacao de células animais, permitindo também o transporte
de oxigénio e nutrientes. Desenvolveu-se uma nova metodologia para a producdo de
plataformas esféricas translucidas sintetizadas por Komagataeibacter hansenii (ATCC 23769)
sob condi¢des dinamicas de cultivo em meio minimo. A composi¢do quimica e as propriedades
fisicas das plataformas foram avaliadas. Em seguida, células de melanoma humano (SK-MEL-
28) foram encapsuladas nas plataformas e avaliadas pela atividade metabdlica, morfologia e
capacidade de aderir e proliferar nas Esferas Translucidas de BNC Ocas (BNC-TS-H) e nas
Esferas Translucidas de BNC Compartimentadas (BNC- TS-C) até 3 dias. Ambas plataformas
permitiram adesdo e proliferacdo celular, porém, a BNC-TS-H privilegiou a interagao célula-
c€lula, enquanto que a BNC-TS-C mostrou interacdo cé¢lula-matriz. Assim, priorizando os
estudos de interagdo célula-matriz, foram realizados os ensaios com maior densidade celular e
maior tempo de cultivo (28 dias), utilizando apenas BNC-TS-C. Esses ensaios revelaram
flutuagdes importantes na atividade metabolica, distintos momentos de interacao célula-BNC,
e por consequéncia morfologia e expressao génica. Os resultados sugerem que o microambiente
oferecido pelo arranjo das nanofibras de celulose e o espaco delimitado esférico foram
responsaveis pelo destino das células tumorais. As plataformas esféricas translicidas

desenvolvidas poderao ser promissoras para cultura tridimensional.

Palavras-chave: Nanocelulose bacteriana, hidrogéis esféricos translicidos, células de

melanoma humano, cultura de células 3D, biopolimeros.



ABSTRACT

The pursuit for in vitro models, which converge expected results in clinical trials, reveals the
need for materials that allow 3D cell culture. Bacterial nanocellulose (BNC) has been used as
cell support in several tissue engineering studies. The use of BNC is due to the nanofibrous
structure, which enables a microenvironment creation that supports cell culture. The
characteristics of the structure and also interconnected pores lead to animal cells adhesion and
proliferation, providing the transportation of oxygen and nutrients as well. New methodology
for the production of translucid spherical platforms synthesized by Komagataeibacter hansenii
(ATCC 23769) under dynamic conditions of cultivation in minimal medium was developed.
The platforms chemical composition and physical properties were evaluated. Human melanoma
cells (SKMEL-28) were encapsulated into the platforms and evaluated by metabolic activity,
morphology and their ability on adhering to the Hollow Translucid BNC Spheres (BNC-TS-H)
and Compartmentalized Translucid BNC Spheres (BNC-TS-C) up to 3 days. Both platforms
allowed cell adhesion and proliferation, however BNC-TS-H favored cell-cell interaction,
while BNC-TS-C presented cell-matrix interaction. Thus, prioritizing cell-matrix studies,
higher cell density and longer culture time (28 days) assays were performed using only BNC-
TS-C. The former assays showed important variation on the metabolic activity, different
interaction moments between cell and BNC, and consequently morphology and gene
expression. The results suggest the microenvironment offered by cellulose nanofibers
arrangement and bounded spherical space were responsible for the fate of tumor cells. The

developed translucid spherical platforms may be promising for tridimensional culture.

Keywords: Bacterial nanocellulose, translucid spherical hydrogels, human melanoma cells, 3D

cell culture, biopolymers.
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1 INTRODUCAO e JUSTIFICATIVA

Na busca por novas terapias medicamentosas contra o cancer, o cenario atual mostra
baixa correlagio entre os resultados obtidos em ensaios pré-clinicos e clinicos.
Aproximadamente 8% apenas dos novos medicamentos em desenvolvimento contra o cancer
vao além da Fase I dos estudos clinicos (FRICKER, 2008; TONIATTI et al., 2014; HONKALA
et al., 2022). Somente 5% das novas moléculas identificadas com potencial terapéutico como
provaveis compostos anticancerigenos alcangam bons resultados na Fase III para so entdo,
eventualmente, serem licenciadas (KOLA; LANDIS, 2004). Isso nos faz atentar para as
limitagdes existentes quanto aos métodos utilizados em estudos pré-clinicos e ter em mente que
€ necessario buscar modelos in vitro que aproximem seus resultados daqueles esperados em
estudos clinicos (VORSMANN et al., 2013; TONIATTI et al., 2014; MARCONI et al., 2018).

Nesse contexto, os modelos de cultura em monocamada ditos bidimensionais (2D) nao
permitem a mimetizacao da interacao celular, nem decodificam as interagdes das células com a
matriz extracelular (MEC) (FONTOURA et al., 2020). Portanto, seus resultados diferem
daqueles observados in vivo. Sabe-se que as células tumorais crescem in vivo em trés dimensoes
(3D) e manter as interagdes cé¢lula-célula e célula-matriz sao fundamentais para uma simulagao
mais precisa do microambiente tumoral, fendtipos de células cancerigenas, bem como para a
consequente resposta terapéutica em modelos in vitro. Assim, encontrar um modelo tumoral
que possa reproduzir in vitro o que ocorre in vivo € extremamente relevante (RAVI et al., 2015;
BOURLAND; FRADETTE; AUGER, 2018; MARCONI et al., 2018; RYABAYA et al., 2019).

Na busca por reproduzir o0 microambiente tumoral, os modelos 3D surgem como uma
alternativa tanto de menor custo quanto de menor variabilidade quando comparados aos
modelos animais (LI et al., 2018; LANGHANS, 2021). Os principais sistemas de cultura 3D
disponiveis incluem aqueles amparados por arcabougos (scaffolds) e aqueles baseados em
liquidos ndo aderentes (ZANONI et al., 2016), que podem ou ndo estar associados a sistemas
hibridos baseados em biorreatores ou plataformas multifluidicas (FERREIRA; GASPAR;
MANO, 2018; KULMS; MEIER, 2018).

Modelos ndo aderentes incluem esferoides tumorais formados por células auto
organizadas em suspensdo, uma vez que as interagdes célula-célula sdo mais fortes do que as
células-substrato (RODRIGUES et al., 2018) e podem ser obtidas por meio de diversas

metodologias (CARVALHO et al., 2015). Dentre essas metodologias estdo cocultivos celulares
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que objetivam imitar o ambiente estromal ou demonstrar a formagao de capilares sanguineos e
linfaticos (BOURLAND; FRADETTE; AUGER, 2018; KLICKS et al., 2019). Existem porém
preocupagdes relacionadas a reprodutibilidade dos resultados ¢ ao método de avaliagdo da
eficacia do tratamento utilizado, ambos considerados fonte de variabilidade para o modelo
(ZANONI et al., 2016). Apesar da reconhecida contribuicdo de modelos esferoides ndo
aderentes para a descoberta de novas terapias contra o cancer, a literatura indica que novas
abordagens metodologicas tém sido desenvolvidas para complementar esses modelos
(ZANONI et al., 2019).

Modelos baseados em scaffolds sdo fabricados com polimeros sintéticos ou naturais
que fornecem suporte para o crescimento celular e buscam reproduzir as condigdes da matriz
extracelular (ZANONI et al., 2016; PARK; HUH; KANG, 2021). Embora tenham-se obtidos
avangos recentes nos modelos 3D, os pesquisadores ainda discutem qual seria o biomaterial
ideal para o scaffold, entdo a busca por melhores estruturas onde as culturas celulares sejam
mais vidveis ainda continua (BADEKILA; KINI; JAISWAL, 2021). Dependendo da aplicagao
na engenharia de tecidos, a disponibilidade de espaco livre dentro da matriz, com boas chances
de interagdes célula-célula e/ou célula-matriz, ainda € um topico de pesquisa desafiador também
do ponto de vista analitico (CORTESI; GIORDANO, 2022).

A nanocelulose bacteriana (BNC) atende aos requisitos de um material para a
constru¢do da estrutura que suporta a cultura de células em crescimento 3D. Sintetizado
extracelularmente por bactérias do género Komagataeibacter, que contém celulose sintase em
sua membrana citoplasmatica, a BNC ¢ uma rede de nanofibras composta por 1% de celulose e
99% de agua (HALIB et al., 2019). A BNC ¢ considerada um material promissor, devido a
pureza e excelentes propriedades mecanicas, ja aplicada no desenvolvimento de dispositivos
médicos, engenharia de tecidos, industria alimenticia, cosméticos, eletronicos, além de sistemas
de liberagao controlada de farmacos (RECOUVREUX et al., 2011; PICHETH et al., 2017,
KLEMM et al., 2018; SHARMA; BHARDWAJ, 2019; SIONKOWSKA; MEZYKOWSKA;
PIATEK, 2019; POPA et al., 2022). As caracteristicas estruturais da fibra de BNC sao muito
semelhantes aquelas da matriz extracelular de muitos tecidos. A estrutura porosa permite a
criagdo de um microambiente que favorece a adesdo e proliferacdo de células animais, além de
permitir que oxigénio e nutrientes permeiem através de seus poros interligados (BERTI et al.,
2013; PICHETH et al., 2017; HALIB et al., 2019).

O melanoma, caracterizado pela proliferacdo descontrolada de melanocitos, ¢ a

principal causa de morte por cancer de pele. A Australia e Nova Zelandia lideram os indices de
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incidéncia e mortes, para ambos 0s sexos, por melanoma segundo a International Agency for
Research on Cancer (IARC) (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON
CANCER, 2020; WILD; WEIDERPASS; STEWART, 2020). Seus principais fatores de risco
estdo relacionados a exposicdo da luz ultravioleta (UV) (LEONARDI et al, 2018) e
susceptibilidade genética (RASTRELLI et al., 2014; SCHADENDORF et al., 2015), mas
outros fatores como a presenga de nevos melanociticos (pequenas manchas marrons regulares
na pele), doencas imunossupressoras, uso de certas medicagdes e certas infecgdes mostram sua
importancia no aparecimento do melanoma (WORLD CANCER RESEARCH FUND;
AMERICAN INSTITUTE FOR CANCER RESEARCH, 2018; CARR; SMITH;
WERNBERG, 2020). Melanocitos sdo células derivadas da crista neural, com origem no tubo
neural. S3o células produtoras de melanina, cujo comportamento migratorio, de proliferacao e
diferenciacdo sugerem uma explicagdo do porqué o melanoma ser um dos tipos de cancer mais
agressivos, letal devido a capacidade metastitica (MORT; JACKSON; PATTON, 2015;
SHAIN; BASTIAN, 2016) e resisténcia aos tratamentos disponiveis até o momento
(VORSMANN et al., 2013; SCHADENDOREF et al., 2015; RYABAYA et al., 2019).

Neste trabalho, propos-se um método para a produgdo de esferas translicidas de
nanocelulose sintetizadas por fermentacao bacteriana dinamica, para o desenvolvimento de uma
plataforma 3D de melanoma que permita avaliar a interacdo célula-célula, célula-matriz e

estudo do microambiente tumoral.
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2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O MELANOMA

A incidéncia mundial de melanoma em 2018 era de 287.723 casos e tinha sua proje¢ao
aumentada em 62,3%, podendo chegar a 466.914 novos casos para 2040 (BRAY et al., 2018;
FERLAY et al., 2019). Nacionalmente, para o triénio 2020-2022, sao esperados 4200 novos
casos de melanoma em homens e 4250 em mulheres, sendo a regido sul do Brasil a mais
incidente, quando comparado com as demais regides do pais, tanto para homens quanto para
mulheres (INCA, 2020). Os niimeros oficiais divulgam atualmente o melanoma como 17° tipo
de cancer mais comum em todo o mundo e, por possuir agressividade metastatica, registrou
taxa de mortalidade mundial em 2020 de 57.043 6bitos, envolvendo ambos os sexos € todas as
idades (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2020). As projecdes
da International Agency for Research on Cancer — [ARC estimam agora um cenario de aumento
no numero de novos casos de melanoma para mais de 500.000 por ano até 2040, podendo chegar
a quase 100.000 mortes anuais (ARNOLD et al., 2022).

Ao examinar o impacto econdmico envolvido no diagndstico e tratamento de pacientes
com melanoma, encontrou-se cifras importantes para qualquer programa de saude. Segundo
Guy e colaboradores (2012) em 2011 publicavam-se valores na ordem de US$ 44,9 milhdes,
para pacientes atendidos pelo sistema de seguros de saude gerido pelo governo dos Estados
Unidos da América (EUA) — MEDICARE, com casos existentes ¢ a US$ 932,5 milhdes entre
os casos recentemente diagnosticados em todas as faixas etarias. Considerando as diferentes
abordagens para comparagdes de custo entre paises, a Suécia apresentava um custo anual do
tratamento do melanoma na ordem de US$ 3,1 milhoes e o Brasil apresentava US$ 66,9 milhdes
(GUY et al., 2012). Apos as aprovagdes de imunossupressores, estudo realizado em pacientes
com melanoma irressecavel avancado nos EUA, apontou um custo de US$ 1,6 milhdo para se
obter um ano de vida adicional ajustado a qualidade, sem progressao (ALMUTAIRI et al.,
2019). Na Holanda o custo total médio de tratamento do melanoma foi de € 89.240, sendo que
custo médio mensal por paciente pode variar conforme a abordagem de tratamento
(LEENEMAN et al., 2020). Atualmente, além das intervengdes cirirgicas e quimioterapia
citotdxica, hd imunossupressores e tratamentos ditos direcionados. Apesar da chegada de novos
tratamentos para o melanoma, o fator custo tem imposto desafios a relacdo custo-efetividade e

acessibilidade (GORRY; MCCULLAGH; BARRY, 2020; LEENEMAN et al., 2020).



19

Identificar os estagios patologicos e clinicos dos pacientes com melanoma influenciard no
progndstico e nos resultados oncoldgicos, consequentemente, na alocacdo de recursos
(DEPERALTA; BOLAND, 2015; CHOPRA; SHARMA; RAO, 2020).

O melanoma ¢ uma neoplasia que evolui a partir de melanocitos aberrantes (WARD;
FARMA, 2017). Melandcitos sdo células derivadas da crista neural que, durante o
desenvolvimento embrionario, devido a alta capacidade de migragado, colonizam principalmente
a epiderme basal, foliculos capilares, superficies mucosas, meninges e Uvea. Portanto, o
melanoma pode ocorrer ndo somente na pele, mas pode surgir em outros locais para onde as
células da crista neural migram (SHAIN; BASTIAN, 2016; LEONARDI et al., 2018;
CHOPRA; SHARMA; RAO, 2020; HEISTEIN; ACHARYA, 2020). Assim, considerando-se
o local de apresentacdo, o melanoma pode ser ou ndo cutineo.

O melanoma cutaneo representa mais de 90% de todo o melanoma diagnosticado,
portanto, de grande importancia clinica, e cujas células (imortalizadas) foram utilizadas nesta
pesquisa. De acordo com padrao de crescimento (vertical e radial), caracteristicas clinicas como
localizagdo do tumor e idade do paciente, podem ser citados como os principais subtipos
histologicos de melanoma cutaneo (CHEN et al, 2013; WARD; FARMA, 2017,
NAKAMURA; FUJISAWA, 2018; CARR; SMITH; WERNBERG, 2020):

e melanoma de espalhamento superficial (70% dos casos): € o tipo mais comum de
melanoma, surge de um nevo existente e estabelece o crescimento lateral (radial) antes
que o crescimento vertical (invasivo) ocorra;

¢ melanoma nodular (15% a 30% dos casos): ¢ caracterizado pela auséncia de uma fase
de crescimento radial, e provoca lesdes elevadas ou polipoides de rapido aumento,
geralmente azuis ou pretas, exibindo uma fase vertical robusta;

e melanoma do lentigo maligno (4% a 10% dos casos): menos comum, geralmente
demonstra progressao lenta e ocorre mais em pacientes idosos com pele cronicamente
exposta ao sol (face, cabega). Apresenta-se como uma pequena macula parecida com
sardas que com o tempo cresce, fica mais escura, assimétrica e exibe uma fase de
crescimento vertical;

e melanoma acrolentiginoso (1-7% nos caucasianos e 50% em asidticos): incidéncia
maior em pacientes de pele mais escura, cujas lesdes surgem mais comumente nas

palmas das maos, plantas dos pés, subungueal,
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e melanoma desmoplasico (4% dos casos): apesar de ndo ser considerado um tipo
histolégico de melanoma (CHOPRA; SHARMA; RAO, 2020), trata-se de uma
neoplasia rara e desafiadora em termos de diagndstico. Por ser uma variante do
melanoma de células fusiformes, ¢ encontrado em peles cronicamente expostas ao sol
que apresentam maior tendéncia de crescimento local, persistente e com metéstases

nodais menos frequentes.

2.1.1 Fatores de risco

Por possuir alto potencial metastatico, o progndstico, bem como os resultados
oncologicos dependem muito do estagio em que o melanoma ¢ descoberto (CHOPRA;
SHARMA; RAO, 2020). Assim, dentre as diretrizes da pratica clinica para o diagnostico do
melanoma de pele estao a avaliagcdo regular da pele e a protecao solar. Isto porque os fatores de
risco mais comuns estdo relacionados com (SCHADENDOREF et al., 2015; INCA, 2016;
CARR; SMITH; WERNBERG, 2020):

a) exposi¢do a radiacdo ultravioleta, seja ela de origem natural ou artificial, que
danifica o acido desoxirribonucleico (DNA) das células da pele. E relevante se considerar o
historico de queimaduras solares, que podem traduzir a intermiténcia de exposi¢ao, além do
que, o histérico de queimaduras solares na infiancia estd associado ao maior risco. Quanto a
radiacdao ultravioleta artificial inclui-se o uso de camaras de bronzeamento, uma vez que a
quantidade de radiacao recebida durante o uso desses equipamentos ¢ significativamente maior
em comparagdo a exposi¢ao durante atividades externas comuns;

b) presenca de nevos, melanocitico ou displasico, que sdao acimulos benignos de
melanocitos ou células do nevo, podendo ser congénitos ou adquiridos. Sdo manchas
acastanhadas de pelo menos 5 mm de didmetro, demonstrando a0 menos pigmentagdo variavel,
assimetria e/ou bordas irregulares ou indistintas. Cerca de 25% dos casos de melanoma
correlacionam-se com um nevo preexistente ¢ mutagoes BRAFVO0E parecem estar presentes em
80% das vezes (LEONARDI et al., 2018). Ainda, parece haver uma relagcdo positiva entre o
risco de melanoma e a quantidade, tamanho e tipo de nevo presente (RASTRELLI et al., 2014;
SHAIN; BASTIAN, 2016);

c¢) idade avancada e estados imunossupressores, assim como o uso de determinados

medicamentos, como o psoraleno (fotoquimioterapia);
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d) propensdo genética e historico familiar de melanoma, considera as anormalidades
genéticas mais comuns aquelas que se relacionam com mutagdes no inibidor da cinase
dependente de ciclina 2A (CDKN2A ou p16), um supressor tumoral, ou mais raramente com a
mutagdo na cinase dependente de ciclina 4 (CDK4). A predisposi¢do genética se apresenta em
pacientes com idade inferior a 40 anos, ou com histérico familiar de retinoblastoma familiar,
sindrome do cancer de Li-Fraumeni e sindrome de Lynch tipo Il (SCHADENDOREF et al., 2015;
LEONARDI et al., 2018);

e) fendtipos de pele e olhos claros, com cabelos ruivos ou loiros, ou ser albino tem
risco aumentado de melanoma, pois apresentam baixa pigmentacao e, portanto, sensibilidade
aumentada a radiagdo ultravioleta. Essas caracteristicas correlacionam-se com 0s
polimorfismos do gene do receptor da melanocortina 1 (MCIR) e aumentam o risco de
desenvolver melanoma em 50%;

f) condi¢do soOcio econdmica, onde estddios mais graves de melanoma sao
identificados em pacientes mais vulneraveis economicamente (SCHADENDOREF et al., 2015;

CARR; SMITH; WERNBERG, 2020).

2.1.2 Diagnéstico e estadiamento

Os caucasianos tém dez vezes mais chances de desenvolver o melanoma de pele, tendo
paises como a Australia e Nova Zelandia como lideres; ja pacientes ndo-caucasianos t€ém os
piores prognosticos, pois apresentam estagio mais avangcado de melanoma (CARR; SMITH;
WERNBERG, 2020).

Uma das formas adotadas para se verificar precocemente a presenga de melanoma ¢ a
observagao dos principais sinais e sintomas apresentados pelos critérios ABCDE (FRIEDMAN;
RIGEL; KOPF, 1985) (Figura 1). Esses critérios foram criados em 1985 para aumentar a
conscientizag¢ao publica sobre o melanoma e podem direcionar a avaliagao de caracteristicas de
pintas e sinais (INCA, 2016; CARR; SMITH; WERNBERG, 2020). Clinicamente, através da
dermatoscopia (Figura 1), técnica ndo invasiva que utiliza um dispositivo Optico portatil,
aplicada por especialista, ¢ possivel visualizar cores, estruturas e padrdes em lesdes cutaneas
imperceptiveis a olho nu. Essas imagens também podem ser digitalizadas e compor, ao longo
do tempo, um dossié dermatolégico. Este método demonstrou reduzir procedimentos cirtirgicos

desnecessarios e promoveu um aumento de 90% na detec¢do dos melanomas através das
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inspec¢des clinicas realizadas por dermatologistas. A clinica médica ainda dispde de outras
ferramentas de imagem para auxiliar na diferenciagdo de melanoma e seus precursores de lesdes
benignas. Dentre elas a microscopia confocal a laser de refletancia in vivo, andlises digitais
multiespectrais auxiliadas por computador e espectroscopia de impedancia elétrica

(SCHADENDOREF et al., 2018).

Figura 1: Critérios ABCDE — método criado em 1985 para aumentar a conscientizagdo publica

sobre o melanoma.

% a /
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Legenda: (I) Critérios ABCDE e os aspectos superficiais de lesdes cutaneas por dermatoscopia para detecgio de
cancer de pele (II). a) Lesdo cutdnea de 13x7 mm, mostrando bordas irregulares e variagdo de cor. b) Nevo
melanocitico benigno, mostrando no destaque a distribuigdo regular das linhas pigmentadas e hipopigmentadas. c)
Lesdo cutanea simétrica de 5x3 mm com centro escuro. d) Presenca de pseudopodes caracteristicos de melanoma.
No destaque os pseudopodes mostram sua projegdo bolhosa, confirmada pela histopatologia como melanoma in
situ surgido de um nevo melanocitico composto. Adaptado de SCHADENDORF et al (2015) e CARR; SMITH;
WERNBERG (2020).

Apos a avaliagdo clinica fisica do paciente, a revisdo histopatologica ¢ a base do
diagnostico dos melanomas cutineos e o estadiamento patologico o indicador mais importante
de prognostico (WARD; FARMA, 2017; CHOPRA; SHARMA; RAO, 2020). A avaliacdo
desses parametros permite defini¢gdes aproximadas relativas ao tratamento.

Para avaliacdo histopatologica, a bidopsia adequada da lesdo, que pode ser excisional
ou parcial, deve garantir massa tecidual suficiente para diferenciar lesdes benignas de lesdes
malignas de modo que se possa incluir dados no relatdrio histologico sobre a atipia citologica,
celularidade amplificada e o nimero de figuras mitoticas dérmicas (WARD; FARMA, 2017).

Dentre os objetivos da bidpsia estd a determinagdo do indice de Breslow (mm), que

verifica a profundidade da invasdo, determinando a espessura do tumor e os niveis anatdmicos
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de Clark. O indice de Breslow considera o melanoma fino quando as medidas s3o menores ou
iguais a | mm, melanoma moderado ou intermediario para medidas de 1 a 4 mm e melanoma
espesso que, geralmente, requer biopsia de linfonodo para medidas maiores que 4 mm
(CHOPRA; SHARMA; RAO, 2020).

Nivel de Clark mede o nivel de invasdo das células de melanoma, sendo considerado
(CLARK et al., 1969; HEISTEIN; ACHARYA, 2020):

- nivel I para células que estao apenas na epiderme (melanoma in situ);

- nivel II para células de melanoma que invadem a camada basal e estdo na derme
papilar;

- nivel III sdo células que preenchem a derme papilar;

- nivel IV para aquelas células de melanoma que envolvem a derme reticular;

- nivel V quando as células de melanoma envolvem a gordura subcutanea.

O sistema de estadiamento patolégico mais usado para o melanoma ¢ o sistema TNM
do American Joint Committee on Cancer (AJCC), que se baseia em trés informagdes principais:
espessura do tumor e presenca de ulceragdes (estadio T; estadiamento Breslow), envolvimento
linfonodal (estadio N) em que se determina o numero de linfonodos comprometidos, ¢ a
presenca de metastases (estddio M) e classificacao da localizagdo, sendo os locais mais comuns
de disseminacao das metastases os pulmoes, figado, cérebro, ossos e outro local na pele.
Numeros e letras crescentes posteriores as letras T- N- M indicam estadios mais avangados do
melanoma. O estadio dito 0 (zero) ¢ reservado para designar o melanoma in situ, ou seja, o
cancer esta confinado a epiderme e ndo se espalhou para linfonodos préximos. O melanoma
sem metastases nodais ou distantes € classificado como estadio I ou estadio II, conforme a
profundidade da invasdo vertical. O estadio III inclui pacientes com metastase linfonodal
macroscopica ou microscopica, e o estddio IV inclui pacientes com evidéncia de metéstase

distante (WARD; FARMA, 2017; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019a).

2.1.3 Tratamento do melanoma

O tratamento do melanoma varia de acordo com tamanho ¢ estadiamento do tumor,

podendo ser indicadas, além de cirurgia, radioterapia e quimioterapia, imunoterapia e

terapéutica alvo. O objetivo do tratamento ¢ o controle local das células aberrantes e quando
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possivel evitar a disseminagdo, portanto a cirurgia ainda ¢ a principal agdo (HEISTEIN;
ACHARYA, 2020).

Desta forma, o estadio zero do melanoma in situ, cujos melanodcitos atipicos estdo
confinados a epiderme, requer cirurgia para remo¢ao da lesdo, incluindo margem de pele
normal para diminuir as chances de recorréncia local. A margem de pele pode chegar de 0,5 a
1,0 cm circundante ao tumor. Estima-se que 5% desses melanomas crescam lentamente e
tornem-se invasivos (QUINTANILLA-DIECK; BICHAKIJIAN, 2019). Ha controvérsias
quanto ao uso do imiquimod, um modificador da resposta imune local, aplicado em creme, para
tratar o melanoma in situ. Indicacdes mais seguras sdo aplicadas para os casos onde o uso do
imiquimod ¢ o tratamento adjuvante apOs a excisdo com margens estreitamente claras ou
positivas. A radioterapia pode ser considerada uma opcao de tratamento de segunda linha para
0s casos em que a remogao cirurgica completa nao € possivel (SCHADENDOREF et al., 2018;
QUINTANILLA-DIECK; BICHAKIJIAN, 2019).

Para os melanomas considerados em estadio I, cujos tumores possuem espessura
superior a 1 mm ou com ulceragdes, além da cirurgia, faz-se necessaria a pesquisa por linfonodo
sentinela, isto ¢, para aquele ganglio linfatico mais proximo da lesdo. O procedimento cirurgico
envolve o alargamento das margens de seguranca, chegando ao tecido celular subcutaneo,
podendo variar de 0,5 até 2 cm para aqueles tumores com mais de 4 mm de espessura, levando
em considera¢dao também a localizagdao da lesio (SCHADENDOREF et al., 2015; HEISTEIN;
ACHARYA, 2020). A avaliacao do linfonodo sentinela por excisdo objetiva saber se as células
do melanoma migraram da lesao inicial. As indicagdes terapéuticas serao tomadas a partir dessa
avaliacdo. Se o resultado for negativo, ou seja, ndo ha células tumorais no linfonodo sentinela,
considera-se o paciente livre de tumor, e esse paciente passa a ser observado a cada 6 a 12
meses por 5 anos e anualmente a partir de entdo. Se o resultado for positivo removem-se 0s
demais linfonodos daquela regido (linfadenectomia) e a aplicagdo de outras terapias adjuvantes
dependera do estado geral do paciente (SCHADENDOREF et al., 2018; AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2019b; QUINTANILLA-DIECK; BICHAKIIAN, 2019).

Pacientes em estddio II e III sdo submetidos aos mesmos procedimentos de
alargamento de margem e pesquisa de linfonodo sentinela, bem como esvaziamento ganglionar.
O tratamento adjuvante ndo ¢ consensual e ¢ discutido caso a caso (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2019b).

O estadio 1V, cerca de 10% dos casos de melanoma diagnosticados, dispde atualmente

de quimioterapia, cirurgia, radioterapia, imunoterapia e terapéutica alvo. Aproximadamente um
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terco desses pacientes sdo diagnosticados com comprometimento visceral e cerebral o que se
traduz em um prognostico grave e menor chance de resposta ao tratamento (LEONARDI et al.,
2018).

Como terapia adjuvante adicional podem ser aplicados imunoterapia utilizando
inibidores PD-1: pembrolizumabe e nivolumabe; inibidor de CTLA-4: ipilimumab; interleucina
2 (IL2); tratamento com virus oncolitico: Talimogene laherparepvec (T-VEC); Vacina Bacille
Calmette-Guerin (BCG). Medicamentos aplicados conhecidos como terapia direcionada ou
terapia alvo, tratam os melanomas com mutacao no gene BRAF e seus relacionados como MEK
e C-KIT, cujas proteinas por eles produzidas imprimem as células de melanoma alta capacidade
proliferativa. Assim, farmacos inibidores de BRAF' incluem o vemurafenibe, dabrafenibe e
encorafenibe, ou inibidores da MEK que sdao trametinibe, cobimetinibe e binimetinibe. Para os
melanomas com alteracdes no gene C-KIT os farmacos utilizados sdo imatinibe e o nilotinibe
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019b). No Brasil, no ambito do Sistema Unico de Saude
- SUS, o relatorio de recomendagdo, protocolos clinicos e diretrizes terapéuticas, elaborado
pelo Ministério da Saude, assessorado pela Comissao Nacional de Incorporacao de Tecnologias
no Sistema Unico de Saiude — Conitec, recomendou a incorporagdo da classe anti-PDI1
(nivolumabe e pembrolizumabe) para o tratamento de primeira linha do melanoma avancado
ndo-cirirgico e metastatico (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

Outras mutagdes genéticas como NRAS, NFI1, CDKN2A4 e PTEN, ainda nao foram
incluidas na pratica clinica padrdo, mas se identificadas podem permitir que os pacientes se
beneficiem das abordagens experimentais em ensaios clinicos (LEONARDI et al., 2018).
Identificar mutagdes especificas pode ser a chave para direcionamentos apropriados, eficazes e
representar oportunidades de tratamento para os pacientes de melanoma (ADERHOLD et al.,

2020).

2.1.4 Biologia do melanoma - Fundamentos moleculares

O comportamento clinico agressivo, taxa de letalidade e resisténcia terapéutica
justificam os esforcos para compreender-se os fundamentos moleculares de iniciagdo e
progressdo do melanoma. Assim, busca-se determinar as melhores estratégias terapéuticas e

preventivas, de modo a proporcionar qualidade de vida ao paciente.
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Resultado de um processo desencadeado por fatores exdgenos e endogenos, além de
condi¢des intrinsecas ao tumor e relacionadas ao sistema imunolégico (DEPERALTA;
BOLAND, 2015), os melanomas podem desenvolver-se em uma lesdo precursora previamente
existente ou em uma pele com aparéncia saudavel (LEONARDI et al, 2018). Podem
apresentar-se em regides do paciente expostas a radiagdo ultravioleta ou ndo, portanto, cada
tumor pode envolver diferentes vias de sinalizagdo de mutagdes genéticas e estagio de
transformagao (SHAIN; BASTIAN, 2016).

As mualtiplas mutagdes na linha germinativa ddo origem aos caracteres de
susceptibilidade ao melanoma hereditario como pele e olhos claros, e cabelo ruivo. Mutagdes
nos genes CDKN24, CDK4, RBI, MCIR e MITF sdo comuns em pacientes com historico
familiar de melanoma (DEPERALTA; BOLAND, 2015). Dentre essas mutacdes 35-40% sao
alteragcdes no gene CDKN2A (inibidor de cinase 2A dependente de ciclina) que codifica duas
proteinas supressoras de tumor distintas: p16 ™44 e p14 ARF Quando h4 falhas nesse sistema
ocorre um descontrole do ciclo celular, promovendo a transi¢do G1-S, e uma perda de dois
importantes reguladores da homeostase celular: RB1 (proteina associada a retinoblastoma) e
TP53 (supressor de tumor). Menos comum, mas também importante, mutagdes no gene CDK4
(cinase dependente de ciclina 4) e MITF foram encontradas em familias com melanoma (PDQ
CANCER GENETICS EDITORIAL BOARD, 2002; SCHADENDOREF et al., 2015).

As alteragdes somaticas mais comuns afetam genes relacionados as principais vias de
sinalizagdo que envolvem processos celulares de proliferacdo, em que mutagdes nos genes
drivers BRAF correspondem a 50% dos casos, NRAS em 25% e NFI em 15% dos casos de
melanomas (SCHADENDOREF et al., 2018). Dentre os mutantes BRAF, 90% das vezes sdo
localizadas no cdédon 600, para os melanomas cutaneos, cerca de 60% deles apresentam

mutagio oncogénica BRAFVSE ¢ BRAFVS"K (ADERHOLD et al., 2020).

2.2 A BUSCA POR MODELOS TRIDIMENSIONAIS DE CULTURA DE CELULAS

O caminho percorrido para o desenvolvimento de novos fAirmacos ¢ longo e desgastante
(SINHA; VOHORA, 2018). Portanto, ¢ natural que se avaliem os custos envolvidos e as
chances de sucesso de cada novo projeto. Os numeros mais recentemente publicados,
envolvendo as etapas decorrentes desse processo de desenvolvimento, citam cifras que podem
variar de US$ 944 milhdes a US$ 2,8 bilhGes, incluindo ai as falhas (WOUTERS; MCKEE;
LUYTEN, 2020; SIMOENS; HUYS, 2021). Se estivermos tratando de farmacos anticancer os
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numeros podem superar essas marcas (SCHLANDER et al., 2021). Independente do modelo
utilizado para precificacdo dos produtos finais ou de que classe de novos fAirmacos estamos
tratando (JAYASUNDARA et al., 2019), o processo de desenvolvimento de medicamentos
pode ser segregado em estagios de desenvolvimento pré-clinico e clinico (SINHA; VOHORA,
2018).

A fase de desenvolvimento pré-clinico busca avaliar aspectos da farmacodinamica,
farmacocinética e toxicologia em configuragdes in vitro e in vivo. As respostas obtidas nesta
fase influenciardo fortemente a abordagem das proximas etapas. Portanto, hd eminente
necessidade de obter-se modelos experimentais e abordagens metodologicas que possam
traduzir qualidade de respostas (BRANCATO et al., 2020). Na fase pré-clinica, busca-se chegar
a modelos pré-clinicos que superem questoes éticas (MAK; EVANIEW; GHERT, 2014), sendo
os estudos in vitro representantes de um modo rapido, simples, controlado e mais barato que os
modelos em animais (HONEK, 2017).

Os modelos pré-clinicos in vitro de cultivo celular em monocamada, chamadas
culturas bidimensionais (2D), contribuiram para o conhecimento da biologia do cancer por
décadas (BOUSSOMMIER-CALLEJA, 2020). As culturas em 2D permitiram avangos
importantes na compreensao das vias moleculares, ajudaram a desvendar os mecanismos
basicos das doengas e foram usadas na descoberta de biomarcadores (LANGHANS, 2021).
Estima-se que ainda sejam utilizadas por conveniéncia como etapa que antecede aos estudos
pré-clinicos in vivo (LV et al., 2017). Porém, ndo permitem observar as “reais” interagdes
celulares, nem traduzem as interacdoes das células com a matriz extracelular. Portanto, os
resultados obtidos em 2D distanciam-se do observado in vivo (BRESLIN; O’DRISCOLL,
2013). Atualmente, esses modelos tém se confirmado como um contribuinte importante para as
falhas no desenvolvimento de medicamentos antitumorais (FONG et al., 2016). Assim, o
desenvolvimento de modelos de cultura celular 3D busca encontrar semelhancas fisiologicas
com os modelos in vivo (FONTOURA et al., 2020) e seguem sendo um desafio para
pesquisadores € empresas do ramo.

Nessa lacuna as culturas celulares tridimensionais esforcam-se para superar as
limitagdes das culturas em monocamada tradicionalmente usadas no desenvolvimento de
medicamentos. Os modelos 3D parecem favorecer caracteristicas espaciais para a transferéncia
de oxigénio, fatores de crescimento e metabolitos. Ainda, procuram estabelecer uma dinamica

de matriz extracelular que suporta condi¢des necrdticas, de hipodxia, comportamentos celulares
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quiescentes e proliferativos, além de mediar sensibilidade e resisténcia do tumor (HAM et al.,
2016; RIEDL et al., 2017). A Tabela 1 evidencia algumas das diferengas encontradas nos

modelos de cultura em monocamada, 2D, e os modelos tridimensionais no estudo do

microambiente tumoral.

Tabela 1: Principais comparagdes entre 2D e 3D ao estudar as interagdes do microambiente

tumoral

(Continua)

2D

3D

Morfologia

As células tém sua morfologia e
polarizacdo alteradas. Seu formato
passa a ser plano e alongado, pois as
células s6 podem crescer e se
expandir bidimensionalmente.

As células mantém seu formato natural e
crescem formando agregados multicamadas.
Polarizacao de forma real conservada.

Exposicao das
células ao meio

Todas as células na cultura recebem a
mesma quantidade de nutrientes e
fatores de crescimento do meio na
placa. Isso faz com que mais células
estejam no mesmo estagio do ciclo
celular.

Se necessario, os nutrientes podem ser
divididos igualmente entre todas as células. As
células centrais geralmente permanecem
inativas, pois recebem menos oxigénio e fatores
de crescimento do meio, o que pode se
assemelhar a estrutura ¢ comportamento celular
tumoral in vivo.

Diferenciacao,
proliferacio e
juncdes celulares

A diferenciagdo celular é pobre, a
proliferacdo ¢ anormalmente rapida.
As jungoes das células sio menos
comuns e representam com menos
precisdo as jungdes reais.

Células bem diferenciadas, proliferacao
dependente da técnica e tipo celular. As juncdes
celulares sdo comuns e permitem a
comunica¢ao célula a célula, o que ocorre por
meio de troca de ions, pequenas moléculas e
correntes elétricas.

Perfil genético

Os genes e proteinas de adesao,
proliferacdo e sobrevivéncia celular
sdo modificados em comparagdo com
in vivo

Melhor representacdo de fatores de
crescimento, genes pro-angiogénicos e de
moléculas de adesdo

Sensibilidade a
farmacos e

As células geralmente t€ém pouca
resisténcia aos farmacos, gerando

As células geralmente tém mais resisténcia ao
tratamento medicamentoso ¢ a indugdo a

apoptose resultados falso-positivos. Os apoptose, metabolizam melhor e representam
farmacos ndo sdo bem metabolizados  mais precisamente os efeitos dos farmacos.
e induzem facilmente a apoptose
Resposta a Como as células ndo podem As células podem experimentar o efeito da
estimulos experimentar o efeito da gravidade,  gravidade, representando de forma mais precisa

uma vez que sdo incapazes de se
expandir para a terceira dimensdo, a
resposta a estimulos mecanicos ¢
imprecisa.

uma célula in vivo.

Uso e analise
Reprodutibilidade

Facil replicagdo e interpretacgdo.
Mas, apenas culturas de curto prazo.

Pode ser de dificil replicagdo e ha dificuldades
relacionadas a interpretagido dos resultados.

Custo

Pregos acessiveis

Mais caro e mais demorados, especialmente
com algumas técnicas. Porém, como diminuem
as diferencas entre as respostas in vitro e in
vivo, diminuem também a probabilidade de uso
de modelos animais

Adaptado de HOARAU-VECHOT et al (2018); JENSEN; TENG (2020) e RODRIGUES et al (2021).
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Os modelos 3D estdo classicamente amparados em dois grandes grupos, sendo
modelos que independem de ancoragem, em que a auto agregacao de células em esferas forma
a cultura 3D. E tecnologias baseadas em arcabougos de ancoragem (scaffolds) que podem ser
de origem natural ou sintética. H4 ainda sistemas hibridos microfabricados de cultura
microfluidica (microfluidics culture) e os chamados 6rgdos sobre chip (organ-on-a-chip).
Todos os modelos propostos exploram o controle espaco-tempo das interagdes célula-célula e
c¢lula-matriz para que se traduzam as condigdes fisiolégicas mais proximas quanto possiveis
do observado in vivo (FONG et al., 2016; FERREIRA; GASPAR; MANO, 2018).

As metodologias para a produgdo de esferoides flutuantes, que se valem da forca
gravitacional, estdo baseadas na promoc¢do da adesdo célula-célula e na repulsao das células a
superficie da cultura. Dentre essas metodologias ha o método da gota suspensa, onde as células
se agregam no fundo de uma gota conectada a um suporte solido, onde cada gota dara origem
a um esferoide. Outro modo € o método de crescimento de células em superficies ndo aderentes,
ou seja, a adesdo das células as placas de cultivo € evitada. Isso ocorre revestindo essas placas
com materiais como agar ou poli-hidroxietilmetacrilato, ou adicionando metilcelulose ao meio
de cultura. Essa técnica pode gerar multiplos esferoides de tamanhos variados. Ha ainda
métodos que utilizam sistemas agitados, como frascos rotativos ou biorreatores, onde os
esferoides sao formados por agregacao e colisdao espontanea de células (STADLER et al., 2015;
LANGHANS, 2018). Esferoides podem ser formados também utilizando microcarreadores
(microesferas) em sistemas que combinam cultura agitada e sistemas microfluidicos (ABEILLE
et al., 2014) ou utilizando nanoparticulas no método de levitagdo magnética (HAISLER et al.,
2013). O modelo proposto por Bourland, Fradette e Auger (2018) ¢ um exemplo onde esferoides
formados pela técnica da gota suspensa e tecido endotelial, produzido por automontagem foram
combinados para se obter um modelo de melanoma cutaneo e reproduzir o microambiente in
vitro (BOURLAND; FRADETTE; AUGER, 2018).

Modelos 3D que se valem de arcaboucos de ancoragem (scaffolds) t€m as células
incorporadas na matriz que objetiva imitar a matriz extracelular. A composicdo do material,
suas propriedades fisicas e quimicas, terdo influéncia direta no comportamento celular de
adesdo, proliferacdo e migracdo (LANGHANS, 2018). Os polimeros de origem natural sdo
biocompativeis e menos toxicos. Os mais comuns incluem colageno, quitosana,

glicosaminoglicanos (4cido hialurénico), fibroina, agarose, alginato, amido e celulose.
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Polimeros sintéticos por sua vez sdo mais versateis, reprodutiveis, mas ndo sdo biocompativeis
(LV etal., 2017).

A dindmica do microambiente tumoral ¢ sua relacdo com a matriz extracelular faz
com que cada um desses materiais tenha vantagens e desvantagens de aplicagdo. Portanto, a
escolha do material deve levar em conta o objetivo do estudo em que o modelo 3D sera
empregado (LANGHANS, 2018; RODRIGUES et al., 2018). Na Tabela 2 foram sumarizadas
algumas vantagens e desvantagens dos modelos 3D baseados em plataformas de ancoragem e

aqueles desprovidos de scaffolds.

Tabela 2: Vantagens e desvantagens dos modelos 3D.

Tipo de método Vantagens Desvantagens
Flutuagao forcada * Relativamente simples * Variabilidade no tamanho e forma da
* Barato célula, se ndo como numero de célula

* Adequado para testes de alto
rendimento

* Os esferoides produzidos sdo
facilmente acessiveis

fixo/pogo
* O revestimento de placas DIY ¢
relativamente trabalhoso

Gota suspensa

* Barato se usar placa padrao de
96 pocos * Esferoides
homogéneos adequados para
testes de alto rendimento

* Os esferoides produzidos sao
facilmente acessiveis

 Mais caro se usar placas especializadas
* Trabalho intensivo se preparar as placas
internamente

* O pequeno volume de cultura dificulta a
troca do meio, sem perturbar as células
(manuseamento mais facil proposto com
formatos disponiveis comercialmente)

Abordagens baseadas
em agitacio

* Simples de cultivar células

* Produc@o em larga escala
relativamente facil de alcangar

* Movimento de cultura auxilia no
transporte de nutrientes

* Esferoides produzidos sdo
facilmente acessiveis

* Equipamento especializado necessario

* Sem controle sobre o numero da
célula/tamanho do esferoide (pode ser
superado por etapa de cultura adicional)

* Demora para HTS devido a etapa extra
necessaria para esferoides homogéneos

* Células possivelmente expostas a forca de
cisalhamento em frascos giratorios (pode ser
problematico para células sensiveis)

Matrizes e andaimes

* Fornece suporte 3D que imita in
Vivo

* Alguns incorporam fatores de
crescimento

* Pode ser caro para producdo em larga
escala

* Pode ter dificuldade em recuperar células
apos a formagao da cultura 3D

Plataformas de cultura
de células microfluidica

* Descrito como adequado para
testes de alto rendimento

» Equipamento especializado necessario
somando despesas

* Analise adicional de culturas 3D
produzidas pode ser dificil

Adaptado de BRESLIN; O'DRISCOLL (2013).

Especificamente no estudo do melanoma, desde que as primeiras células tumorais
foram utilizadas (SHOEMAKER, 2006), varias foram as propostas para estudo in vitro. Holken

& Teuschou (2021) propuseram uma organiza¢do temporal para demonstrar as abordagens



realizadas no estudo dessa doenca e seu microambiente, in vitro, ao longo de mais de meio

século (Tabela 3).

Tabela 3: Marcos selecionados no desenvolvimento de modelos de melanoma cutaneo 3D in

vitro.
(Continua)

Ano Marco Tipos de células

1967 Estabelecimento das primeiras linhagens celulares Linhagens celulares de melanoma derivadas de
de melanoma humano (monocamada) em cultura de  pacientes (LeCa 19.4, LeCa 26.5, MeGo)
células

1973 Desenvolvimento do primeiro esferoide de Células de melanoma murino B-16
melanoma 3D (células murinas).

1973 Estabelecimento das primeiras linhagens celulares Linhagens celulares de melanoma derivadas de
de melanoma humano em cultura de células em pacientes (A-375, A-875)
suspensao.

1975 Estabelecimento de cultura de células de Queratindcitos humanos primarios  co-
queratinocitos humanos cultivados com células 3T3 irradiadas letais

1981 Desenvolvimento do primeiro modelo de pele de Fibroblastos primarios de rato co-cultivados
espessura total in vitro (células de rato) com células epidérmicas (rato)

1984 Desenvolvimento dos primeiros esferoides de Células de melanoma derivadas do paciente
melanoma humano (cultivados diretamente do
material do paciente)

2000 Desenvolvimento de um modelo de melanoma 3D  Queratindcitos humanos primarios,
humano de espessura total. Mostra os diferentes fibroblastos, linhagem celular de melanoma
comportamentos celulares, de acordo com o metastatico (HBL)
microambiente a que sdo expostas. Como se
comportam melanécitos e células de melanoma
quando cultivados sob influéncia de queratindcitos e
fibroblastos.

2000 Desenvolvimento de um modelo de melanoma 3D  Queratindcitos humanos primarios, linhagens
humano de espessura total com células de melanoma celulares de melanoma de RGP (PM-WK),
de RGP, VGP ou linhagens celulares de melanoma VGP (RPM-EP) ou linhagens celulares
metastatico para estudar metdstase de melanoma metastaticas (MM-AN, MM-RU). Sem
precoce. fibroblastos

2000 Desenvolvimento do primeiro modelo 3D de Queratindcitos humanos primarios,
melanoma humano completamente baseado em fibroblastos, linhagens celulares de melanoma
células. Analisam os padrdes de crescimento de de RGP (progressdo radial) (WM35), VGP
células de melanoma representando diferentes (progressdo vertical) (WM793), linhagem de
estagios de progressdo tumoral. melanoma metastatico (WM852)

2005 Isolamento de populagdes de células-tronco Linhagem celular estabelecida de melanoma
multipotentes da subpopulagdo de esferoides de primario humano (WM115) e linhagem celular
linhagens celulares de melanoma estabelecidas de melanoma metastatico (WM239A)

2013 Desenvolvimento de um modelo 3D de melanoma Queratinécitos ¢  fibroblastos humanos
humano  microvascularizado completamente primadrios, células endoteliais da veia umbilical
baseado em células: a integragdo de uma linhagem humana (HUVEC), linhagens celulares de
celular de melanoma metastatico induziu efeito pr6- melanoma primario (A375, SK MEL 28),
angiogénico nas células endoteliais e levou a uma células de melanoma metastatico (Malme3,
rede microvascular mais ramificada. RPMI7951)

2013 Desenvolvimento de um modelo esferoide de Fibroblastos humanos primarios,

melanoma cutdneo humano em 3D completamente
baseado em células

queratinocitos e esferoides tumorais (linhagens
celulares de melanoma humano SBCL2
(RGP), WM-115 (VGP) e 451-LU (MM)



32

Tabela 3: Marcos selecionados no desenvolvimento de modelos de melanoma cutaneo 3D in

Vitro.
(Conclusao)

Ano Marco Tipos de células

2015 Desenvolvimento de um modelo 3D humano de Fibroblastos humanos primarios,
invasdo de melanoma com fibroblastos humanos queratindcitos, linhagem celular de melanoma
estimulados a produzir seus proprios constituintes humano primario (WM35) ou linhagem celular
da MEC (colageno I11, IV e VII) de melanoma metastatico (SK-MEL-28)

2016 Desenvolvimento de um modelo de melanoma 3D  Fibroblastos humanos primarios,
humano ferido e inflamado para investigar o uso de  queratinécitos,  linhagens  celulares  de
um anti-inflamatério na invasido do melanoma melanoma metastatico (HBL, A375-SM,

C8161)

2017 Desenvolvimento de um modelo de melanoma 3D  Fibroblastos humanos primarios,
humano para estudar a invasdo de melanoma ao queratinécitos e linhagem celular de melanoma
longo do tempo e profundidade de invasdo de RGP precoce (WM35) ou células de

melanoma metastatico (SK-MEL-28)

2018 Desenvolvimento do primeiro modelo de melanoma  Fibroblastos humanos, queratinécitos, células

3D com capilares sanguineos e linfaticos endoteliais microvasculares humanas
(HMVEQC), esferoides de melanoma (A375,
Malme 3 M, SK-MEL 28, RPMI 7951,
WMOI83A ou WMI83B)

2019 Construcdo de um  organoide 3D de O tecido do linfonodo + melanoma do paciente
linfonodo/melanoma imunorreforcado a partir do foi triturado e digerido para obter as
proprio tumor do paciente (pode permitir estudos células. Todas as células (ndo classificadas)
para imunoterapia personalizada) foram semeadas em hidrogel a base de

colageno imitando ECM

2019 Desenvolvimento de um modelo de melanoma 3D  Queratinécitos humanos, fibroblastos jovens e
aprimorado pelo sistema imunoldgico humano para envelhecidos,  linhagens  celulares  de
estudar o microambiente jovem versus envelhecido melanoma (1205lu, WM3918), células T
em melanoma

Adaptado de HOLKEN; TEUSCH (2021).

Ao longo do tempo ¢ possivel perceber o avango tecnologico e, mesmo dispondo de
recursos analiticos limitados nos anos iniciais, ha preocupacdes relevantes com relacao aos
cuidados necessarios a pratica do cultivo celular, como a possibilidade de contaminagdes
cruzadas e a necessidade da correta identificacdo dos tecidos. Os modelos apresentados vao
desde o cultivo em 2D, até modelos livres de ancoragem e os que se valem de scaffolds. Do
mesmo modo, estdo presentes observacdes para as quais ainda se buscam respostas. Uma dessas
perguntas advém das descobertas sobre a importancia do microambiente na origem e progressao
do tumor.

Atualmente, sabe-se que o microambiente ¢ composto ndo apenas por células tumorais,
mas também por fibroblastos, células endoteliais, células imunes, moléculas soliveis e a matriz
extracelular (MEC). A resultante da interacdo das células tumorais com as células circundantes
e os demais componentes do microambiente tumoral pode ser um ambiente de suporte ou
supressor do tumor (VILLANUEVA; HERLYN, 2008; BEJARANO; JORDAO; JOYCE,

2021). Os principais desafios nas plataformas de melanoma incluem capturar os processos da
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doenga, dentre eles a metéstase, a resisténcia e a resposta imune do tumor, bem como o impacto
do envelhecimento e exposi¢des ambientais. Os modelos mais atuais para o estudo do
melanoma in vitro incluem reconstru¢cdes de pele, explantes de tecidos e esferoides
tridimensionais (PATTON et al., 2021), sendo que cada sistema de cultura de células 3D tem
seus proprios pontos fortes e fracos em relagdo ao crescimento tumoral in vivo e ao
microambiente tumoral (LANGHANS, 2021).

O cenario atual ainda ndo dispde de um modelo 3D ideal que imite todas as
caracteristicas do microambiente fisioldgico ou fisiopatologico especifico para doengas de

tecido in vivo, mas o ritmo acelerado das pesquisas faz acreditar que isso esteja proximo.

2.2.1 A Nanocelulose Bacteriana (BNC)

No universo de op¢des de materiais utilizados para a construgdo de scaffolds para
cultivo celular 3D, temos a celulose bacteriana.

A celulose bacteriana (BC) ¢ um polimero de origem natural, cujas propriedades e
composi¢do quimica despertou o interesse dos pesquisadores quanto a aplicagdo na engenharia
de tecidos. Descrita por Brown (1886) como “planta do vinagre”, atualmente sabe-se que, além
das plantas, também as bactérias, fungos e algas sdo capazes de produzir celulose. Dentre as
bactérias acéticas Gram negativas em forma de bastonetes, as mais promissoras sao as do
género  Gluconacetobacter  (sindnimo  Komagataeibacter) (TORRES; ARROYO;
TRONCOSO, 2019; R et al.,, 2021). Com conhecidas caracteristicas descritas na escala
nanométrica (KLEMM et al., 2005), a celulose bacteriana pode ser chamada de nanocelulose
bacteriana (BNC).

O processo de biossintese da nanocelulose bacteriana ocorre na interface do meio de
cultura ar-liquido (R et al., 2021), quando as bactérias (Figura 2A) cujos terminais celulares
citoplasmaticos contendo celulose sintase (Figura 2B) polimerizam residuos de D-glicose em
cadeias lineares de B-1,4-glucano (ligagdes PB-glicosidicas) e secretam extracelularmente as
cadeias formadas (Figura 2C). A sintese consiste em um processo complexo de trés etapas
principais sendo: a) polimerizacdo dos residuos de glicose em cadeias Bl- 4-glucano; b)
secre¢do extracelular das cadeias lineares; c) organizacdo e cristalizacdo das cadeias de
glucanas através de ligagdes de hidrogénio e forcas de Van der Walls dispostas

hierarquicamente em paralelo ou aleatoriamente, conforme o processo de fermentagdo
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empregado. Dessas etapas resulta uma estrutura tridimensional resistente chamadas
microfibrilas e feixes de microfibras ou microfitas (CHAWLA et al., 2009; ESA; TASIRIN;
RAHMAN, 2014; KLEMM et al., 2018; SHARMA; BHARDWAJ, 2019; YUEN et al., 2019).

No entanto, o mecanismo de polimerizagdo da glicose por essas bactérias em cadeias ndo
ramificadas e longas ndo ¢ totalmente compreendido (MOHITE; PATIL, 2014; R et al.,
2021).

As excelentes propriedades quimicas ¢ mecanicas da BNC, pureza, moldabilidade e
biocompatibilidade, encontram aplicagao de diversos segmentos como alimentos, cosméticos,
farmacéuticos, eletro e eletronicos, sistemas de purificagdo de dgua e no segmento biomédico
(CHAWLA et al., 2009; ESA; TASIRIN; RAHMAN, 2014; BRANDES et al., 2018; KLEMM
et al., 2018; SHARMA; BHARDWAJ, 2019; YUEN et al., 2019).

Figura 2: Estrutura de bastonete da bactéria produtora de BNC, representacdo esquematica da

excre¢ao de BNC pela bactéria e estrutura quimica da BNC.

Celulose |

Celulose 1l

on kY oH

OH

Legenda: A) Bactérias Komagataeibacter hansenii, ATCC 23769, aderidas na camada superficial de uma esfera
de celulose, adaptado de BRANDES et al. (2018). B) Producdo de nanofibras de celulose por bactérias do género
Komagataeibacter, adaptado de CHAWLA et al (2009). C) Estrutura quimica da nanocelulose bacteriana,
mostrando as ligagdes de hidrogénio inter e intra moleculares, adaptado de ESA; TASIRIN; RAHMAN (2014).

Se em 2016 o mercado global de BNC estava avaliado em 207,36 milhdes de dolares
com previsdo para 497,76 milhdes de dolares ao final de 2022 (SHARMA; BHARDWAJ,
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2019), atualmente a previsao de crescimento superam os US$ 3 bilhdes para 2026 (Datalntelo,
2020). No inicio dos anos 2000, apenas na plataforma Web of Science, foram localizadas cerca
de 90 publicacgdes sobre nanocelulose bacteriana, enquanto ao final de 2018, as publicagdes
relativas ao tema, estavam proximas de 1000 (PANG et al., 2020).

Em aplicagdes de engenharia de tecidos ou engenharia tecidual, a estrutura nanofibrosa
hierarquica da BNC assemelha-se a matriz extracelular e permite o crescimento celular em
modelos tridimensionais (3D). A BNC tem estrutura capaz de reter 99% de agua, possui tuneis,
poros Unicos e distintos que interferem na adesao e proliferacdo celular (HALIB et al., 2019).
A sintese da BNC ocorre na interface ar-liquido, assim, as mais variadas formas podem ser
alcancadas, valendo-se ou ndo de moldes. Os meios de cultivo podem ser incubados
estaticamente (BERTT et al., 2013; DE SOUZA et al., 2019) ou submetidos a processos agitados
(CZAJA; ROMANOVICZ; BROWN, 2004; Bl et al., 2014).

Quando a BNC ¢ empregada em sistema de cultura de células, devido a composicao
pura, € possivel superar problemas de reprodutibilidade de resultados, oriundos de outros
scaffolds, cujos fatores de crescimento residuais ou substancias indefinidas presentes na sua
composi¢do, sofrem com variagdes lote a lote (RODRIGUES et al., 2018).

A BNC pura (HOSHI et al., 2018; OSORIO et al., 2019a) ou conjugada a outras
moléculas e materiais, j& mostrou sua importancia e relevancia (BACAKOVA et al., 2019).
Dentre as diversas aplicagdes para cultivo celular podemos citar modelos que envolvem
sistemas membranares (VADAYE KHEIRY et al., 2018; OSORIO et al., 2019b; SIMEONI et
al., 2021), esféricos (HU; CATCHMARK; VOGLER, 2013; YU et al., 2016; LAROMAINE et
al., 2018), na forma de vasos sanguineos (OSORIO et al., 2020) e outras estruturas tubulares
(CORZO SALINAS etal., 2021). A BNC foi empregada na busca por um biomaterial promissor
para tecido 6sseo (VIELREICHER et al., 2018) e para engenharia de tecidos complexos cujas
células sao alinhadas (PRATHAPAN et al., 2020).

O uso da BNC como plataforma para cultura de células tumorais ¢ demonstrado por
diversos autores (WANG et al., 2018; UL-ISLAM et al., 2019; UGRIN et al., 2021). Dentre as
abordagens desenvolvidas, observa-se o uso frequente do modelo de membranas para a
semeadura de células, assim como o emprego de celulose bacteriana pura ou modificada
(quimica ou fisicamente). Essas pesquisas buscam conhecer os efeitos da fibra do polimero
sobre o comportamento celular. Caracteristicas das fibras consideradas relevantes sdo o

tamanho, a distribuicdo e a organizacdo espacial. Do mesmo modo, sdo estudados os impactos
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da presenca, distribuicdo e tamanho de poros nas plataformas, uma vez que servem de
ancoragem para as cé¢lulas utilizadas.

Envolvendo células tumorais sdo encontrados estudos com a aplicacdo de linhagem
de células de cancer de mama humano (MDA-MD-231) semeada em plataforma de BNC
macroporosa (XIONG et al., 2014) ou em BNC combinada com gelatina, mostrando seu
potencial positivo em cultura 3D in vitro (WANG et al., 2018). Nanofibras de celulose
bacteriana e acetato de celulose eletrofiada foram utilizadas para imitar a estrutura fibrilar da
MEC natural do cancer de mama, utilizando a linhagem celular MCF-7, demonstrando bom
desempenho para estudos de progressdao do tumor e triagem de fArmacos (LUO et al., 2019).

Ainda, scaffolds nanofibrosos de nanocristais de celulose bacteriana contendo
policaprolactona e gelatina foram fabricados com sucesso por eletrofiagdo para mimetizar a
matriz extracelular do glioblastoma, o tipo de tumor cerebral mais comum e extremamente letal.
A plataforma promoveu o crescimento e alongamento do axonio, apoiando a comunicacao entre
as células tumorais € o microambiente, desencadeando o processo de recorréncia do tumor
(UNAL et al., 2020). Utilizando a combinacdo com acido hialurénico, gelatina, BNC também
recebeu com sucesso células de glioblastoma (U251) para criar a plataforma 3D de cultivo
celular (UNAL et al., 2021).

Plataformas membranares de BNC, apds a imobilizagdo quimica do peptideo
IKVAV, foram utilizadas para estudos de angiogénese uma vez que induziram as células
melanoma humano (SK-MEL-28) a se organizarem como redes bem estabelecidas relacionadas
ao processo de mimetismo vasculogénico. A conclusdo dos autores, porém, ¢ que tanto a BNC
pura quanto a BNC modificada possuem potencial para serem usados como uma plataforma
tridimensional que permite a triagem de farmacos antitumorais (REIS et al., 2018).

O presente trabalho pretende submeter células de melanoma humano (SK-MEL-28)
com perfil agressivo de proliferacdo e invasdo (REBECCA; SOMASUNDARAM; HERLYN,
2020) a um estruturado, porém, delimitado espago de matriz para cultivo celular (plataforma de
BNC). O estudo desse delimitado microambiente tumoral pode auxiliar a compreender os
mecanismos de interagdo célula-célula e célula-matriz. O reconhecimento dessas informagdes
podera suscitar o desenvolvimento de um novo modelo 3D, cujas aplicagdes podem contribuir
na descoberta de novos biomarcadores, na compreensdo de novas rotas metabdlicas de

progressao do tumor, ou na triagem de novos fAirmacos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBIJETIVO GERAL

Desenvolver uma plataforma estruturada esférica baseada em nanocelulose bacteriana,
com espaco tridimensional delimitado para o cultivo de células in vitro que permita avaliar a

interag¢do célula-célula e célula-matriz em estudos do microambiente tumoral.

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Estabelecer e padronizar o método de producao das plataformas 3D de nanocelulose
sintetizada por Komagataeibacter hansenii.

> Caracterizar a microestrutura e a composicao fisico-quimica das plataformas
esféricas de nanocelulose obtidas.

> Estabelecer os parametros de cultura das células SK-MEL-28 (quantidade de
células/tempo de cultivo) através do perfil de distribuicao volumétrica destas células
na microestrutura 3D das plataformas de nanocelulose.

> Compreender o perfil de crescimento (atividade metabolica) das células de
melanoma humano SK-MEL-28 nas matrizes 3D desenvolvidas.

> Caracterizar o comportamento de adesdo e interagao das células SK-MEL-28 quando
cultivadas na microestrutura 3D desenvolvida.

> Verificar a expressao génica de adesdo e proliferagao das células cultivadas nas

plataformas esféricas de BNC.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

A cepa Komagataeibacter hansenii ATCC 23769, adquirida da “Cole¢ao de Cultura
Tropical (CCT) ” (Fundagao André Tosello, Brasil), foi utilizada para a produgdo de esferas e
membranas de BNC. Aliquotas seguem sendo mantidas no ultra congelador a -80°C (Glacier
Ultralow Temperature Freezer) disponivel no LIEB/UFSC até necessidade.

Demais reagentes comercialmente disponiveis: fosfato de sodio dibédsico (Neon),
fosfato de potassico monobdasico (Neon), sulfato de magnésio heptahidratado (Neon), cloreto
de célcio dihidratado (Nuclear), hidroxido de sodio (Vetec), cloreto de amdnio (Vetec), glicose
(Sigma Aldrich), manitol (Sigma Aldrich), extrato de levedura (Sigma Aldrich), peptona
(Sigma Aldrich) e 4gar (Sigma Aldrich) foram utilizados como componentes dos meios de
reativacao de cepa e cultura de bactérias.

Células de melanoma humano imortalizadas SK-MEL-28 para cultura celular in vitro
foram cultivadas em meio de cultura contendo carbonato de so6dio (Sigma Aldrich), penicilina-
estreptomicina (pen/strep), meio Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), soro fetal
bovino (FBS). A enzima TrypLE Express® (Gibco), solugdio salina tamponada com fosfato
diluida para 1x (PBS 10X, pH 7,4 Gibco), CellTiter 96® Aquous One Solution (MTS)
(Promega Biotecnologia do Brasil), formaldeido e glutaraldeido também foram utilizados em
varios ensaios. DAPI [ (4°,6-diamidino-2-fenilindol, sal dicloridrato) Molecular Probes Inc.],
Alexa Fluor 546 conjugados com faloidina (Molecular Probes Inc.), Triton® X100 (Sigma
Aldrich) e Prolong® Gold (Molecular Probes Inc.) foram utilizados para as analises de
microscopia confocal.

Para as andlises de expressdo génica foram utilizados TRIzol® Reagent (Invitrogen),

seguido do kit comercial GoTaq®™ 2-Step RT-qPCR System (Promega).
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4.2 PRODUCAO DAS PLATAFORMAS DE NANOCELULOSE BACTERIANA

4.2.1 Reativacao da cepa Komagataeibacter hansenii

Para reativar a cepa de K. hansenii ATCC 23769, uma aliquota foi descongelada e
cultivada no meio manitol. Este meio manitol era composto de 25 g/L de manitol, 5g/L de
extrato de levedura e 3 g/L de peptona. Apos a mistura dos componentes, o pH foi ajustado para
6,5 (Hanna, modelo pH21) e o meio foi submetido a autoclavagdo por 20 min, a 121°C e 110
kPa. A cepa foi mantida em incubadora bacterioldgica (BOD Nova Etica) a 26 °C por 7 dias.

ApOs a etapa de reativagdo, foram testadas duas rotas para producao de indculo.

4.2.2 Rota A para producio do inéculo I

Foram produzidas inicialmente placas de manutengao, transferindo 100 pL do meio de
reativacao da cepa para placas de Petri contendo dgar manitol, previamente esterilizado. O agar
manitol era composto por 25 g/L. de manitol, 5 g/L de extrato de levedura, 3 g/L de peptona e
15 g/L de 4gar em pH ajustado para 6,5. As placas de manuten¢do foram incubadas em estufa
bacteriologica BOD (Nova Etica) a 26 °C por 7 dias. A partir das placas de manutengio foram
produzidas placas de trabalho, que foram também incubadas a 26 °C por 7dias.

A partir das placas de trabalho, produziu-se o inoculo I. Desse modo, todo o
crescimento bacteriano resultante foi transferido para frasco conico contendo 40 mL de meio
minimo de cultura. O meio minimo de cultura era composto por 4,64 g/L de fosfato de sodico
dibésico; 2,4 g/L de fosfato de potassico monobasico; 0,19 g/L de sulfato de magnésio hepta-
hidratado; 0,03 g/L de cloreto de calcio di-hidratado; 0,40 g/L de cloreto de aménio e 4,5 g/L
de glicose. O pH foi ajustado para 6,5 com solu¢ao 100 mM de hidroxido de sddio antes da
esterilizacdo. A composicdo do meio minimo de cultura bacteriano foi adaptada de De Souza e
colaboradores (2019), removendo daquela composi¢ao o cloreto de sodio e simplificando a
metodologia de producdo. Esse frasco contendo o conteudo bacteriano em meio minimo foi
submetido a agitacdo (Agitador Phoenix-Luferco AP56) na sua velocidade méxima por 1 min.
Apds 2 min de repouso, aguardando a sedimentagdo do lisado bacteriano, foi realizada leitura
da densidade optica (OD =1 — 1,3) do sobrenadante em espectrofotdometro (Thermoplate, A =
630 nm). Com auxilio de pipeta, 30 mL do sobrenadante foi transferido para frasco reagente
graduado, contendo 270 mL de meio minimo de cultura. Esse frasco reagente foi incubado em

BOD a 26 °C por 5 dias e denominado indculo 1.
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4.2.3 Rota B para producio do inoculo 11

Apds o periodo de incubagdo de 7 dias, destinado a etapa de reativagdo, ao frasco
reagente, contendo da cepa reativada, adicionou-se 300 mL de meio manitol, cuja composi¢ao
esta descrita acima. O frasco foi mantido em BOD a 26 °C por mais 7 dias. Passado este periodo

de incubagdo, o conteudo desse frasco reagente foi denominado inoculo II.

Todas as manipulagdes foram feitas estritamente em cabine de seguranca biologica

(Valiclean - Modelo: Classe II Al), a fim de garantir a esterilidade das amostras.

4.2.4 Producao das esferas de nanocelulose bacteriana sob fermentacio dinaAmica

As esferas de nanocelulose bacteriana (BNC-TS) foram sintetizadas por K. hansenii,
cultivadas em meio minimo de cultura. Dados como didmetro das esferas obtidas, nimero de
esferas por frasco, aspecto e pH final do meio de cultura foram considerados parametros para
decidir a melhor rota para sintese das plataformas esféricas.

Inicialmente, para que fossem estabelecidas as condi¢des de fermentacdo dinamica,
apenas o inoculo I foi utilizado para a sintese das esferas. Assim, foram variados os volumes de
inoculo empregado em cada experimento, bem como a velocidade de agitacao. Os experimentos
utilizaram volumes de 5%, 10% e 15% (v/v) do inoculo I, que foram adicionados ao meio
minimo de cultura e transferidos para os frascos de Erlenmeyer de 125 mL. Esses frascos foram
mantidos sob agitagdo de 1,33; 1,7 ¢ 2,0 Hz a 26 °C por 5 dias.

Os experimentos que utilizaram o indculo II empregaram apenas o volume de 10%
(v/v) em meio minimo de cultura, que foram transferidos para os frascos de Erlenmeyer de 125
mL e mantidos sob agitagdo de 1,7 Hz a 26 °C por 3 dias.

Todas as experiéncias foram conduzidas em um agitador rotativo (Nova Etica Modelo
430 / RDBP, Brasil). As BNC-TS obtidas foram purificadas por imersdo completa em solugao
de 0,1 M de hidroxido de sodio por 24 h a 50 °C. As BNC-TS foram lavadas com agua destilada
até o pH atingir 7,4. Em seguida, BNC-TS foram autoclavadas por 20 min, a 121 °C e 110 kPa;
e mantidas esterilizadas sob refrigeracdo a 4 °C até serem utilizadas na cultura de células e

demais caracterizagoes.
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4.2.5 Produciao das membranas de nanocelulose bacteriana sob condi¢des estaticas
Membranas de nanocelulose bacteriana foram sintetizadas por K. hansenii, cultivadas
em meio minimo sob condigdes estaticas, utilizando placas de cultura (Kasvi) de 24 pogos (1,53
cm de diametro). Assim, cada pogo recebeu o volume de 480 pL sendo 10% (v/v) do inodculo
II em meio minimo, e as placas foram incubadas em estufa bacteriologica (BOD, Nova Etica)
a26 °C por 7 dias. As membranas obtidas na interface liquido/ar de cada pogo foram purificadas
por imersdo completa em solucdo de 0,1 M de hidroxido de sddio por 24 h a 50 °C e lavadas
com agua destilada até o pH atingir 7,4. Em seguida, as membranas foram autoclavadas por 20
min, a 121 °C e 110 kPa, e mantidas esterilizadas sob refrigeracdo a 4 °C para serem utilizadas

na cultura de células.

43 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DE ESFERAS DE NANOCELULOSE
BACTERIANA

4.3.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microestrutura das BNC-TS foi analisada por microscopia eletronica de varredura
(MEV, JSM 6390LV, JEOL) no Laboratorio Central de Microscopia Eletronica
(LCME/UFSC). As imagens da microestrutura das amostras e redes de nanofibras foram
capturadas com uma aceleragao de 10 kV, usando diferentes ampliagdes.

Antes das andlises, as amostras foram secas por um secador de ponto critico (BERTI,
2012) nas dependéncias do Laboratorio de Materiais Elétricos (LAMATE/UFSC) e logo apos
armazenadas em dessecador de vidro até serem submetidas as etapas de preparagdo para a
microscopia. No LCME, as amostras foram imersas em nitrogénio liquido por 3 min e
rapidamente submetidas a seccdo por ldminas de corte. Logo apds, as secgdes obtidas foram
fixadas sobre fitas de carbono aderidas a suportes de aluminio (stubs) para posteriormente
serem pintadas com ouro usando um equipamento metalizador (EM SCD500, Leica). O
diametro das fibras e a porosidade alcancada no arranjo das estruturas foram avaliados através
da analise das imagens de MEV pelo software Imagel]® (versio 1.51k) disponivel em

https://imagej.nih.gov/ij/download.html.
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4.3.2 Espectrofotometria por Infravermelho por Transformada de Fourier ou analise
por FTIR

As BNC-TS foram previamente congeladas a -80 °C por 24 h em ultra congelador
vertical (Glacier Ultralow Temperature Freezer) e logo apos liofilizadas (Liotop L101) por 48 h
nas dependéncias do Laboratorio de Engenharia Biologica (LIEB/UFSC) e armazenadas em
dessecador até que fossem analisadas.

As amostras foram analisadas por espectrofotdometro, infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR), espectroscopico (modelo Cary série 600, Agilent) e os espectros foram
verificados na faixa de comprimento de onda de 4000 a 650 cm™, com resolu¢do de 4 cm™! e

acumulacdo de 32 varreduras no modo de refletancia total atenuada (ATR) com célula de

seleneto de zinco.

4.3.3 Analise termogravimétrica (TGA)

As curvas termogravimétricas das esferas de BNC secas por liofilizagdo foram
registradas (STA 449 F3 Jupiter). As amostras (10 mg) foram aquecidas em recipientes abertos
de a-alumina de 30 °C a 700 °C sob uma atmosfera de nitrogénio (taxa de fluxo: 60 mL/min) a

uma taxa de aquecimento de 10 °C/min.

4.3.4 Calorimetria Exploratoria Diferencial (Differential Scanning Calorimetry- DSC)
A analise de calorimetria exploratdria diferencial (DSC) foi realizada em um Jade-
DSC (Perkin Elmer) equipado com o sistema intracooler 2P. As amostras (10 mg) foram
dispostas em cadinhos fechados de aluminio, equilibradas por 1,0 min a 0 °C, ap6s o aumento
da temperatura para 400 °C a 5 °C/min, a isoterma foi mantida por 1 min e a amostra foi

resfriada a -50 °C na mesma taxa. A taxa de fluxo de nitrogénio foi de 20,0 mL/min.

4.4 CARACTERIZACAO E AVALIACAO DO COMPORTAMENTO CELULAR NAS
PLATAFORMAS DE BNC

4.4.1 Cultura celular e semeadura celular nas esferas e membranas de BNC

Células de melanoma humano imortalizadas SK-MEL-28 (P22) foram cultivadas em
meio de cultura celular Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado com
10% de soro fetal bovino (SBF) e 1% de penicilina/estreptomicina. As células foram mantidas

em uma incubadora com 5% de CO: (Ultrasafe HF 212UV, Brasil) a 37°C e 95% de ar
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umidificado durante os testes in vitro. O meio de cultura celular foi trocado a cada 2-3 dias até
que as células atingissem 80 — 90% de confluéncia. Apds esse periodo, as células foram lavadas
com PBS e adicionado 1 mL de uma solu¢do de TrypLE Express®. As placas de cultura de
tecido foram mantidas em estufa de CO; por 5 min para a ativagdo da tripsina e descolamento
das células aderidas na placa de cultura. As células foram entdo transferidas para tubos conicos
de plastico de 15 mL e centrifugadas por 3 min a 5000 rpm. A solu¢do sobrenadante foi
removida e as c€lulas foram ressuspendidas em meio de cultura para quantificagdo em camara
de Neubauer (SP Labor, Brasil). Com essa suspensdo celular, foram realizadas séries de
experimentos com diferentes densidades celulares sendo cultivadas dentro das esferas (BNC-
TS) e sobre membranas de BNC, ambas plataformas previamente esterilizadas e ambientadas
por 24-48 h em meio DMEM. Essas células foram empregadas nos seguintes experimentos:

a) Inicialmente foram utilizados dessa suspensdao 100 pL, contendo o equivalente a
5x10° células SK-MEL-28, que foram injetadas na regidio central de cada amostra
de BNC-TS (BNC-TS-C com compartimentagdo interna multipla e BNC-TS-H
com um unico espago interno limitado) com 7 a 8 mm de didmetro. Essas BNC-
TS, contendo as células SK-MEL-28, foram incubadas por 4, 8, 12 e 72 ha 37 °C
e 5% de CO; submersas em meio DMEM em placas de 6 pocos.

b) Em uma segunda série de testes foram utilizados 100 pL, porém contendo 10°
cé¢lulas SK-MEL-28, que foram injetados na regido central das BNC-TS-C com
tamanhos entre 7 ¢ 8 mm de didmetro. Essas esferas foram incubadas submersas
em meio DMEM, em placas de 24 pocos, por 1, 3,7, 14. 21 e 28 diasa 37 °C e 5%
de CO,. Cada pogo da placa de cultivo recebeu 1,5 mL de DMEM que foi trocado
a cada 2 — 3 dias.

c) Nessa mesma segunda série de testes, membranas de BNC foram acondicionadas
em placas de cultivo celular 24 pogos, sempre com a superficie tecidual esponjosa
(BERTI, 2012) da membrana voltada para cima, conhecida por ter uma menor
densidade de nanofibras (BACKDAHL et al., 2006). Cada membrana recebeu 30
uL da suspensdo celular, contendo 10° células SK-MEL-28. Essas membranas
foram incubadas submersas em 500 puL de meio de cultura DMEM e cultivadas
por 1,3, 7, 14. 21 e 28 dias a 37 °C e 5% de CO>. O meio de cultivo foi trocado a

cada 2 dias.
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d) Para o desenvolvimento do método de extracdo de RNA das células SK-MEL-28
cultivadas nas plataformas esféricas, foram utilizadas BNC-TS com 6 mm de
didmetro que receberam em seu interior 30 uL de suspensdo celular, contendo 10°
cé¢lulas/amostra. Essas BNC-TS foram incubadas em placas de 24 pogos, cobertas
por 1,5 mL de meio de cultura DMEM por 24 h. Transcorrido esse periodo, as
esferas de BNC foram lavadas com PBS duas vezes ¢ transferidas para tubos
conicos de 1,5 mL onde receberam 500 pL de tiocianato de guanidina e fenol em
uma solugdo monofisica (TRIzol® Reagent) e foram mantidas em -20 °C até etapa
de extracdo do RNA.

e) Em etapa seguinte, para os ensaios de expressao génica, novas amostras de BNC-
TS-C (7-8 mm diametro) receberam em seu interior 100 pL. de suspensao celular,
contendo o equivalente a 10° células/amostra e foram incubadas por 1, 3, 7, 14, 21
e 28 dias em meio DMEM (trocado a cada 2 — 3 dias). Decorrido cada periodo, as
amostras correspondentes foram lavadas duas vezes com PBS e transferidas para
tubos cdnicos de 1,5 mL, contendo 500 pL de TRIzol® Reagent cada. Os ensaios
foram realizados em triplicada biologica e as amostras mantidas sob refrigeragao
a -20 °C até seu processamento. Em paralelo, foram cultivadas 5x10° células SK-
MEL-28 em monocamada usando placas de petri (90 mm de didmetro), por 3 dias
(80-90% de confluéncia). Decorrido esse periodo as células passaram pelo
processo de tripsinizag¢do, contagem e ressuspensdao em meio de cultivo DMEM.
Aliquotas dessa suspensdo, contendo 10° células foram transferidas para tubos
conicos de 1,5 mL, contendo 500 uL de TRIzol® Reagent. As amostras foram

mantidas sob refrigeragdo a -20 °C até seu processamento.

4.4.2 Analise de atividade metabdlica — Ensaios MTS

A atividade metabdlica das células SK-MEL-28, cultivadas em esferas e membranas
de BNC, foi determinada pela atividade mitocondrial das células através de MTS [3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -5- (3-carboximetoxifenil) -2- (4- sulfofenil) -2H-tetrazdlio] colorimétrico.
O método baseia-se na capacidade de biorredu¢do do composto MTS e formacao do produto
(formazan) solivel em meio de cultura pelas enzimas mitocondriais de células vidveis. A
mudanca de coloracdo do meio reflete diretamente a atividade metabodlica celular e pode ser

medida em termos de absorbancia.
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Portanto, as células SK-MEL-28 que foram cultivadas durante 4, 8, 12 ¢ 72 ha 37°C
e 5% de CO,, assim como as células que foram cultivadas por 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias em BNC-
TS foram avaliadas. Assim como células SK-MEL-28 que foram cultivadas sobre membranas
de BNC (24 pogos) e acompanharam o periodo de cultivo de 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias. Apos cada
periodo de cultivo, o meio de cultura foi removido, as amostras esféricas ou membranares foram
lavadas duas vezes com 1 mL de PBS e transferidas para uma nova placa de cultura. Em
seguida, foi adicionado 300 uL de meio de cultura (DMEM) e 60 pL de reagente MTS a cada
amostra que foi mantida por 2 h em uma incubadora com 5% de CO; a 37 °C. Ap0s a incubagao,
cada amostra foi homogeneizada e 100 pL da solugdo sobrenadante foi transferida para uma
nova placa de 96 pogos para leitura da absorbancia. Para cada ensaio foram utilizados como
controle (branco) do experimento, BNC-TS ou membranas sem células, submetidas as mesmas
condigdes de incubacdo e tratamento para ensaio MTS. A densidade optica foi medida por

espectrofotometro (Molecular Devices, EUA) no comprimento de onda de 490 nm.

4.4.3 Adesao e morfologia de SK-MEL-28 cultivadas em esferas e membranas de BNC

A capacidade de adesao e a morfologia das células SK-MEL-28 cultivadas em esferas
de BNC foram analisadas. Amostras que receberam 5x10° células e foram incubadas por 12 e
72 h, bem como amostras que receberam 10° células, apds incubagio por 1, 7, 14 e 21 dias
foram examinadas por microscopia eletronica de varredura (MEV, JSM 6390LV, JEOL)
operada a 10 kV e microscopia confocal de varredura a laser (CLSM, modelo DMI6000 B,
Leica).

Para MEV as amostras foram previamente fixadas em glutaraldeido a 2,5%, lavadas
com 3 vezes com PBS e depois submetidas ao processo de desidratagao com séries de solugdes
de etanol (20%, 30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 100% (v/v)). Finalmente, as amostras foram
distribuidas nas redes de secagem da camara Balzer, para serem secas por ponto critico, do
equipamento de secagem onde foi realizada a troca de solventes (etanol/CO; liquido) nas
dependéncias do LAMATE/UFSC. Logo apds, as amostras secas foram acondicionadas em
dessecador de vidro e transportadas até o LCME/UFSC onde foram preparadas para MEV. As
amostras secas foram imersas em nitrogénio liquido por 3 min, rapidamente submetidas a
sec¢do por laminas de corte e fixadas sobre fitas de carbono aderidas a suportes de aluminio

(stubs) e aspergidas com ouro usando um metalizador (EM SCD500, Leica).
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Para analisar a morfologia das células SK-MEL-28 cultivadas em esferas de BNC pela
microscopia confocal, foram utilizados DAPI [(4’,6-diamidino-2-fenilindol), sal dicloridrato] e
Alexa Fluor 546 conjugados com faloidina. Para tanto, esferas contendo as células SK-MEL-
28 de diferentes tempos de incubagdo foram fixadas com formaldeido 4% por 2 h, seguida de
lavagem com PBS por 3 vezes (5 min cada). As esferas foram seccionadas com tesoura cirirgica
e cada meia esfera obtida foi permeabilizada com Triton X-100 a 0,1% (em PBS), em
quantidade suficiente para cobrir a meia esfera, por 5 min a temperatura ambiente, seguido de
lavagem com PBS por trés vezes. Apos, as amostras receberam 200 pL de albumina de soro
bovino (BSA) 1% adicionado de 5 pL de faloidina e deixadas em repouso por 20 min,
protegidas da luz. Entdo, as amostras foram lavadas 3 vezes com PBS. Em seguida, as amostras
foram cobertas com DAPI solucao (0,1% em PBS), incubadas por 30 segundos, seguido por
lavagem com PBS por 3 vezes (5 min cada). A faloidina e o DAPI foram utilizados para colorir
F-actina e nucleos celulares, respectivamente. As amostras foram montadas em laminas com a
utilizacdo do meio de montagem Prolong® Gold, utilizado para manutengio da fluorescéncia
das amostras. As imagens foram capturadas usando um microscopio confocal de varredura a
laser (CLSM, modelo DMI16000 B, Leica) no LCME/UFSC.

A morfologia das células SK-MEL-28, cultivadas em membranas de BNC, foram

acompanhadas por microscopia 6ptica (sistema EVOS Floid - Life Technologies Corporation).

4.5 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA

4.5.1 Extracdao do RNA total das células SK-MEL-28 cultivadas nas esferas de BNC

Para acessar o RNA total das células cultivadas no interior das esferas de BNC foram
empregadas vdrias técnicas para ruptura das nanofibras de celulose, além da aplicagdo em cada
amostra de 500 pL de tiocianato de guanidina e fenol em uma solu¢io monofasica (TRIzol®
Reagent) conforme o protocolo de uso do fabricante descrito a seguir. As técnicas utilizadas
envolveram o uso de: esferas metalicas (beads); maceragdo manual; corte das esferas com
tesoura cirtrgica; e o corte com tesoura seguido de tripsinizagdo das células.

As técnicas foram aplicadas em triplicatas biologicas, incluindo nesta fase, além das
BNC-TS de 6 mm que continham as células SK-MEL-28, cultivadas por 24h, também grupos
de amostras compostos por esferas de BNC sem células, apenas meio de cultura DMEM e por

células cultivadas em monocamada (2D). O RNA extraido dessas amostras foi entdo
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quantificado por espectrofotometro NanoDrop Lite (ThermoFischer). A técnica de extragdo que
resultou em maior concentracdo de RNA por amostra foi empregada para as proximas etapas.
Assim, as novas amostras, agora BNC-TS de 7-8 mm, armazenadas nos tubos conicos
foram transferidas para tubos de centrifugacao, contendo 4 esferas metélicas (beads) de =2 mm
de diametro cada, previamente esterilizadas. Entdo, foram submetidas ao processo de ruptura
estrutural e lise celular em MagNA Lyser (Roche) a 7000 rpm por 60 segundos, seguido de
centrifugacdo por 5 min a 12000 rpm. Amostras de células cultivadas em monocamada,
armazenadas em tubos cOnicos, também foram centrifugadas por 5 min a 12000 rpm. O
sobrenadante dessas amostras foi transferido para novo tubo conico que recebeu 100 pL de
cloroférmio, permanecendo em repouso por 3 min a temperatura ambiente. Os tubos foram
entdo centrifugados por 15 min a 12000 rpm, cuidadosamente angulados cerca de 45 °© para que
a primeira por¢ao do sobrenadante fosse transferida com auxilio de micropipeta para novo tubo
conico. Essa por¢ao recebeu 250 puL de isopropanol gelado. As aliquotas obtidas foram
incubadas por 10 min a 4 °C e em seguida mantidas em ultra congelador a -80 °C por 2h, de
modo a aumentar a quantidade de RNA capturado durante a precipitacdo com isopropanol.
Apbs, as aliquotas foram centrifugadas a 12000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi entdao
descartado, o sedimento obtido foi lavado com 500 pL de etanol 75% (v/v) e submetido ao
vortex por 3 segundos, seguido de centrifugagdo a 7500 rpm por 5 min. O sobrenadante foi
novamente descartado e aguardada a secagem do sedimento em temperatura ambiente. Apds, o
sedimento foi dissolvido em 10 uL de dgua (livre de RNase) e mantido no ultra congelador -80
°C. A concentragao e a pureza das aliquotas de RNA obtidas foram avaliadas pelas propor¢des
A260/280 e A260/230 em um espectrofotometro NanoVue (GE Healthcare), sendo as

propor¢des esperadas > 1,8 e > 2,0, respectivamente.

4.5.2 Expressido génica

O RNA total, extraido das SK-Mel-28 cultivadas em BNC-TS, foi submetido ao ensaio
de RT-qPCR (QuantStudio3, Applied Biosystems) em triplicata, usando o kit comercial —
GoTaq® 2-Step RT-qPCR System (Promega, #A6010), de acordo com as instrugdes do
fabricante. Foram avaliadas as expressoes relativas dos genes CDH1, BRAF e CDK4, usando
o gene constitutivo GAPDH como gene referéncia. Os iniciadores foram usados na
concentragdo final de 500 nM e suas sequéncias estdo descritas na Tabela 4. A especificidade

do produto amplificado (amplicon) foi verificada através da curva de dissociacdo (melting
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curve). O ensaio foi realizado nas seguintes condigdes: 95 © C por 2 min, seguido de 40 ciclos
de 15 segundos a 95 °C, para a desnaturagdo e encerrando com 1 min a 60 °C para anelamento
e extensdo da cadeia. Para todos os experimentos, o limiar de amplificagdo denominado de
Cycle threshold (Ct) foi determinado automaticamente pelo software. A expressdo relativa dos
genes alvo calculada conforme o método 24 (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), utilizando a
plataforma BNC-TS-C com 3 dias de cultivo como calibrador dos experimentos. Foram
consideradas expressoes positivas (upregulation) para Fold Change FC > 1, e expressoes

negativas (downregulation) para FC < 1.

Tabela 4: Sequéncia dos iniciadores utilizados na RT-qPCR.

Gene ID NCBI Sequéncia 5°- 3° Inicio | Final A E
F | CTGTTTTCCTTTACTTACTACACCTCAGAT 33 65

BRAF | NG _007873.3 63 92%
R CAACTGTTCAAACTGATGGG 95 76
F GGTCTCTCTCACCACCTCCA 1483 | 1503

CDH1 713009.1 133 | 93%
R GGATGTGATTTCCTGGCCCA 1615 | 1595
F GTGTATGGGGCCGTAGGAAC 62 81

CDK4 | NM_000075.4 147 | 99%
R CCATAGGCACCGACACCAAT 208 189
F CACCCACTCCTCCACCTTTG 943 963

GAPDH | NM_002046.7 111 | 92%

R CCACCACCCTGTTGCTGTAG 1053 | 1032

Legenda: F: sequéncia forward (senso); R: sequéncia reverse (antissenso); A: amplificacdo; E: eficiéncia dos iniciadores.

4.6 ANALISE DOS DADOS

A atividade metabdlica das células SK-MEL-28 e os resultados obtidos para expressao
génica foram analisados usando OriginPro® (OriginLab Corporation, Northampton,
Massachusetts, EUA) expressos como a média = desvio padrdo da média de trés ensaios
independentes e suas triplicatas. A avalia¢dao estatistica foi realizada por meio da analise de
variancia unidirecional (ANOVA), seguida do teste de Tukey com p < 0,05 considerado

estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PRODUCAO DAS PLATAFORMAS DE NANOCELULOSE BACTERIANA

Esferas translucidas de nanocelulose bacteriana (BNC-TS) foram produzidas sob
condicdes especificas de fermenta¢do dindmica da bactéria K. hansenii cultivada durante 3 e 5
dias a 1,7 Hz em meio minimo. O aspecto translicido do BNC-TS permaneceu sob cultivo
dindmico, utilizando meio de cultura de composicdo quimica definida com baixo custo
(SPEROTTO et al, 2021). Outros pesquisadores obtiveram membranas de nanocelulose
translucida produzida em cultivo estatico, utilizando o meio de cultura semelhante (DE SOUZA
et al., 2019). A translucidez das esferas de nanocelulose produzidas sob fermenta¢ao dindmica
¢ uma das caracteristicas fundamentais para o uso dessas plataformas esféricas na engenharia
de tecidos, pois facilita a visualizagao das células no microscopio Optico. As esferas de
nanocelulose produzidas até entdo, usando cepas do género Komagataeinbacter, valeram-se de
meios de cultivo classicos como Hestrin Schramm (CZAJA; ROMANOVICZ; BROWN, 2004)
ou outros meios que variaram a fonte de carbono (MOHITE; PATIL, 2014; BRANDES et al.,
2018), e resultavam em esferas opticamente opacas (ZHU et al., 2011; HU et al., 2018).

As esferas de nanocelulose normalmente sdo produzidas sob condi¢des especificas de
cultivo dinamico. Neste estudo, utilizou-se o indculo I produzido a partir da rota A, e ajustou-
se a frequéncia de agita¢do (1,33 Hz - 2 Hz), bem como a concentracdo de indculo (5% v/v —
15% v/v), respectivamente. A producdo de esferas translucidas de nanocelulose bacteriana
(BNC-TS) foi possivel quando se utilizou 10% (v/v) de indculo bacteriano sob agita¢do de 1,7
Hz. Corpos celuldsicos nao esféricos sao produzidos quando a frequéncia utilizada nao ¢ 1,7
Hz. Nesses casos, a variacdo do parametro de frequéncia resultou na agregacao de nanocelulose
com formas semelhantes a estrelas, fiapos e corpos alongados, corroborando com as evidéncias
encontradas por Brandes et al. (2018) e Mohite & Patil (2014) (MOHITE; PATIL, 2014;
BRANDES et al., 2018).

As BNC-TS apresentaram diametros que variaram de 6 a 10 mm e foram subdivididos
em dois grupos, identificados como BNC-TS-C com compartimentagdo interna multipla e
BNC-TS-H com um tnico espaco interno limitado. A Figura 3 mostra o esquema da produgao
das esferas e os respectivos grupos de BNC-TS apds purificagdo. Através do procedimento

proposto, foi possivel produzir BNC-TS em frascos conicos, dinamicamente incubados sob
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temperatura de 26°C. A reprodutibilidade do processo produtivo foi confirmada através da
repeticdo de dez bateladas independentes e consecutivas, o que foi superior ao indicado
previamente na literatura (AYDIN; AKSOY, 2014). O aspecto final do meio de cultura,
considerado adequado, era limpido sem a presenca de precipitados. O pH final do meio esteve
na faixa de 4,5 — 6,5; apresentando pelo menos uma esfera por frasco conico. Esta é a primeira
evidéncia na literatura sobre a produgao de esferas translicidas de nanocelulose sob condigdes
dindmicas de cultivo bacteriano utilizando meio minimo.

Buscando uma diminuicdo no tempo de obtengdo das BNC-TS, foi proposta uma
alteracdo na rota de producdo do inoculo utilizado. Assim, foram removidas as etapas de
producdo de placas de manutengdo e placas de trabalho. O inéculo II — rota B, passou a ser
produzido diretamente no ambiente de reativagdao da cepa, aumentando o volume de meio de
cultivo e mantendo-o constante, semanalmente. As condi¢des de fermentacdo dindmica para
producdo das BNC-TS foram mantidas em 10% (v/v) de in6cuo em meio minimo de cultura,
26 °C e 1,7 Hz de agitacao. Os parametros analisados foram os mesmos e ndo foram observadas
alteragcdes no aspecto limpido, auséncia de sedimentos, tampouco no pH final do meio de
cultivo, que se manteve na faixa de 4,5-6,5. Porém, o tempo de incubagdo de cada batelada
experimental, necessario para se obter as BNC-TS com tamanhos entre 6 — 10 mm, reduziu de
5 para 3 dias. Essa alteracdo de rota produtiva também provocou um aumento no numero de
esferas obtidas por frasco conico, que passou de 1 para pelo menos 2 unidades por frasco.
Apesar da nao investigacdo dos parametros de rendimento de esferas, a literatura sugere que
isso foi possivel porque o indculo II poderia conter uma densidade maior de cepas que,
combinadas com um maior suprimento de oxigénio fornecido pelo processo de agitagao, pode
ter originado maior rendimento de esferas por frasco (HU; CATCHMARK, 2010).

A partir desse mesmo in6culo II — rota B foram produzidas membranas de BNC sob
condicdes estaticas de cultivo em placas de 24 pogos. Foram obtidas membranas translicidas
apos 7dias de cultivo, com espessura média de 8 + 0,02 mm (DE SOUZA et al., 2019). Essas
membranas foram utilizadas nas etapas de cultivo celular, como plataforma 3D comparativa

para morfologia e atividade metabdlica.
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Figura 3: Representacdo esquematica das rotas de produgdo das Esferas Translucidas de
Nanocelulose Bacteriana (BNC-TS), produzidas por Komagataeibacter hansenii (ATCC

23769) 10% (v/v), em meio minimo de cultura por cinco e trés dias a 1,7 Hz sob 26°C.

Rota A Rota B

Legenda: Rota A-5dias: A) reativagdo da cepa, B) indculo bacteriano I (10% v/v). Rota B-3dias: C) aliquota da
cepa, D) indculo bacteriano 11 (10% v/v). E) Fermentagdo dinamica. F) Purificacdo. G) Esferas com espago

interno limitado tnico (BNC-TS-H'). H) Esferas compartimentadas (BNC-TS-C?). As barras de escala para G e
H sdo de 10 mm. Fonte: A autora

! BNC-TS-H: esferas translucidas de nanocelulose bacteriana ocas, com um tnico espago interno
limitado.

2 BNC-TS-C: esferas translicidas de nanocelulose bacteriana que apresentam a regido central
multicompartimentada.
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5.2 CARACTERIZACAO QUIMICA E FiSICA DAS ESFERAS TRANSLUCIDAS DE
NANOCELULOSE BACTERIANA (BNC-TS)

A literatura informa que meios de cultura distintos, variantes de parametros de
processo ou cepas ndo produzem variagdo quimica no BNC (SINGHSA; NARAIN;
MANUSPIYA, 2018; OSORIO et al., 2019a). Do mesmo modo que a purificagdo quimica com
NaOH 0,1 M ¢ eficaz para a producao de celulose pura (GEORGE et al., 2005). Contudo,
buscou-se confirmar se a combinacdo de fermentagdo dindmica ¢ o uso de meio minimo
alteraria as caracteristicas fisico-quimicas da nanocelulose resultante da biossintese bacteriana.

A composicao quimica da BNC-TS foi analisada por FTIR. A Figura 4A mostra as
bandas do espectro em regides tipicas relacionadas a presenca de celulose na regidao de 3343
cm’! atribuida as vibragdes de estiramento O-H dos grupos hidroxila. A banda em 1650 cm’!
correspondente a dgua absorvida (MOHITE; PATIL, 2014). Além dos estiramentos de C—H em
2897 cm’!, uma banda em 1060 cm™ que pode ser associada ao éter C—O—C; uma banda fraca
e larga em 899 cm™! (ligagdes P glicosidicas) e uma banda forte em 1429 cm™ (deformagdes
angulares CH2) (BARUD et al., 2008; SUN et al., 2021), demonstram que os BNC-TS sao
quimicamente constituidos unicamente por celulose bacteriana (STUMPF et al., 2013;
MOHITE; PATIL, 2014; BRANDES et al., 2018).

As amostras de BNC-TS foram submetidas aos ensaios de calorimetria diferencial de
varredura (Differential Scanning Calorimetry - DSC) e analise termogravimétrica (TGA) para
avaliacao das suas propriedades térmicas. O DSC mede o calor absorvido ou liberado por um
material em fungdo da temperatura ou do tempo (PA’E et al., 2019) e os resultados obtidos sao
mostrados na Figura 4B. Pode-se notar que a temperatura de transicdo vitrea (Tg) ocorre a
temperatura de 44,7 °C (GEORGE et al., 2005) e a temperatura de degradacdo das BNC-TS foi
de 342.,8 °C, confirmando dados da literatura para BNC quimicamente tratadas com NaOH

(GEORGE et al., 2005; MOHITE; PATIL, 2014).
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Figura 4: Avaliagdo fisico quimica de Esferas Translucidas de Nanocelulose Bacteriana (BNC-

TS) produzidas em um agitador rotativo operando a 1,7 Hz por 5 e 3 dias a 26 °C.
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Legenda: A) FTIR; B) DSC (endo: endotérmico) C) Espectro TGA. Fonte: A autora

A analise termogravimétrica das BNC-TS (Figura 4C) mostra uma perda de cerca de
4% de massa na faixa de temperatura ambiente até 100 °C. Essa perda de massa pode estar
associada a vaporizacdo da agua adsorvida nas amostras. A decomposi¢ao da nanocelulose
(BNC) ocorre a 280-380 °C, que inclui de acordo com a literatura, desidratacdo,
despolimeriza¢do das unidades glicosidicas e decomposicdo das unidades de glicose, seguida
pela formagao de um carbono residual, deixando ao final dessa faixa de temperatura cerca de
19% em peso residual (ZENG; LAROMAINE; ROIG, 2014; POTIVARA; PHISALAPHONG,
2019).

As propriedades estruturais do BNC, como tamanho e disposi¢ao das nanofibras, grau
de cristalinidade (CZAJA; ROMANOVICZ; BROWN, 2004; BI et al., 2014; HU et al., 2018)
e morfologia (HU; CATCHMARK; VOGLER, 2013) sdo afetadas por variagdes no processo
de produgdo (BRANDES et al., 2018). Essas varia¢des também afetam a capacidade produtiva
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(HU; CATCHMARK, 2010) e as caracteristicas fisicas e mecanicas do BNC (RECOUVREUX
et al., 2011; AYDIN; AKSOY, 2014; MOHITE; PATIL, 2014).

Com base nisso, as caracteristicas morfologicas das BNC-TS foram avaliadas por
microscopia eletronica de varredura. A Figura SA ¢ 5B mostram as esferas produzidas em seu
estado hidratado, acondicionadas em agua purificada. Os resultados do corte transversal das
BNC-TS-C e BNC-TS-H, apds secagem em ponto critico, explorando a parte interna das esferas
estdo mostrados nas Figuras SC e 5D, seguidos respectivamente por sua representacao
esquematica (C1 e D1). A Figura 5C mostra detalhes microestruturais da BNC-TS-C com
destaque para a regido central multicompartimentada, composta por um emaranhado de
nanofibras dispostas aleatoriamente em seu interior. A superficie, resultante desse
desordenamento das nanofibras, mostra a presenga de microporos, cuja drea média superficial
¢ de 114 £ 0,05 um?. A Figura 5D mostra que as BNC-TS-H sdo esferas ocas que contém um
espaco vazio central, delimitado por uma membrana com densa distribui¢ao de nanofibras de
BNC. Na BNC-TS-H as nanofibras estdo ordenadas paralelamente, organizadas de maneira a
contornar o espago vazio central que se formou durante a incubagao (CZAJA; ROMANOVICZ;
BROWN, 2004). A area superficial disponivel nesta BNC-TS ¢ de 30,8 mm?. As esferas aqui
desenvolvidas apresentaram nanofibras com diametro médio de 11,5 + 2,2 nm, sem diferencas
significativas entre as nanofibras presentes nas bordas ou nas regides centrais de ambos os
BNC-TS. Os pesquisadores avaliaram por microscopia eletronica de varredura o didmetro das
nanofibras de celulose bacteriana produzidas em cultura estdtica por duas linhagens,
Gluconacetobacter xylinus e Gluconacetobacter europaeus, obtendo um diametro médio de 18
+ 2 nm (ZENG; LAROMAINE; ROIG, 2014). Outros autores relatam que o didmetro da
nanofibra BNC foi medido entre 20 e 100 nm (KLEMM et al., 2018). As esferas desenvolvidas
em cultura estatica, utilizando superficies hidrofobicas para controle morfologico e utilizando
a cepa K. xylinus, apresentam nanofibras com didmetros que variam de 1,5 a 60 nm

(LAROMAINE et al., 2018).
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Figura 5: Caracteristicas morfologicas das Esferas Translucidas de Nanocelulose Bacteriana

(BNC-TS).

Legenda: A) BNC-TS-C 3¢ B) BNC-TS-H*, imersas em 4gua destilada ap6s purifica¢io e autoclavacio (as barras
de escala para A e B sdo de 10 mm). As imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura, C e D, sdo de
secOes transversais das BNC-TS, juntamente com representacoes esquematicas (C1 e D1). Fonte: A autora

A Figura 6 mostra as amplificagdes das imagens das esferas produzidas e compara as
regides centrais com as regioes proximas as bordas em cada BNC-TS (Figura 6A1 ¢ 6A2; 6B1
e 6B2, respectivamente). Podemos verificar que essas diferentes formas de organizagdo das
nanofibras ddo origem a tamanhos médios de poros variaveis. A regido central (Figura 6A2)
do BNC-TS-C apresenta maior desorganizacdo entre as fibras e, portanto, maior tamanho de
poro, quando comparada a sua regido de borda (Figura 6A1). A esfera oca aqui denominada
BNC-TS-H, entretanto, mantém a mesma caracteristica de porosidade, tanto na borda (Figura
6B1) quanto na regido central da esfera, mostrando detalhes da organizagdo paralela de suas

fibras (Figura 6B2).

3 BNC-TS-C: esferas translucidas de nanocelulose bacteriana que apresentam a regidio central
multicompartimentada.

4 BNC-TS-H: esferas translticidas de nanocelulose bacteriana ocas, com um {inico espago interno
limitado.
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Figura 6: Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) do corte transversal das esferas

translicidas de nanocelulose bacteriana (BNC-TS).

Legenda: As micrografias A e B mostram BNC-TS-C e BNC-TS-H, respectivamente. A distribui¢@o de nanofibras
de nanocelulose nas bordas e na regido central de cada esfera ¢ mostrada nas micrografias Al, A2 e Bl, B2,

respectivamente (500x) (as barras de escala para Al, A2, Bl e B2 sdo de 5 um). Fonte: A autora

%

Outros pesquisadores também observaram variagdes na microestrutura de esferas de
nanocelulose produzidas por Acetobacter xylinus na presenga de hemiceluloses e pectina (HU;
CATCHMARK, 2010; GU; CATCHMARK, 2012). Variagdes na organiza¢do microestrutural
das nanofibras sao observadas em processos fermentativos estaticos e dinamicos de plataformas
de nanocelulose por outros pesquisadores da area (RECOUVREUX et al., 2011; Bl et al., 2014;
SINGHSA; NARAIN; MANUSPIYA, 2018). Macrocorpos de nanocelulose, produzidos em
condigdes dindmicas de cultivo bacteriano, foram caracterizados por fluido dindmico. O grupo
de pesquisadores mostrou a existéncia de compartimentos internos nesses macrocorpos,
comprovando que existem areas onde as nanofibras de nanocelulose encontram-se densamente
organizadas (bordas) e nas regides centrais essas nanofibras sdo mais porosas, ressaltando que
a organizacdo das nanofibras é inerente ao processo de fabricacdo de cada plataforma de
nanocelulose (PORTO et al., 2019).

A caracterizacao microestrutural dos scaffolds 3D de nanocelulose € essencial quando
a intengado ¢ utiliza-los para engenharia de tecidos. Estruturas poliméricas construidas a partir
de nanocelulose podem mimetizar a estrutura organizacional da matriz extracelular (MEC)

(OLIVEIRA BARUD et al., 2015). Portanto, o didmetro médio dos poros das BNC-TS também
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foram avaliados, uma vez que alteragdes nas condi¢des de cultivo, incluindo fonte de carbono,
podem dar origem a diferentes arranjos de nanofibras (SALEH et al., 2020). Sabe-se que em
um hidrogel fibroso como o composto por BNC, as nanofibras podem ser afastadas pela
migracio de células (BACKDAHL et al., 2006). Entdo, conhecer a distribui¢do e o tamanho
dos poros da plataforma construida pode nos auxiliar a compreender melhor o comportamento
celular (YANG et al., 2020). O tamanho de poro mais frequentemente encontrado para a borda
da esfera compartimentada (BNC-TS-C) foi de 58,9 + 3,2 nm e para a borda da esfera oca
(BNC-TS-H) foi de 52,7 + 1,3 nm. As regides centrais apresentaram poros com tamanhos de
129,2 + 3,1 nm para BNC-TS-C e de 52,9 £ 1,2 nm para BNC-TS-H. Esses resultados

encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5: Area porosa, didmetro da fibra na borda e regido central do BNC-TS-C° ¢ BNC-
TS-H®, obtidas das imagens MEV analisadas pelo software ImageJ®.

Grupo Regiao Area porosa (nm>) Diametro da fibra (nm)
BNC-TS-C Al 58,85 £ 3,21 11,2+2,7
BNC-TS-C A2 129,2 + 3,05 8,6+2,6
BNC-TS-H B1 52,68 + 3,05 12,8 +3,0
BNC-TS-H B2 52,87 £ 3,05 13,5+2,7

Fonte: A autora.

Essa diferenca encontrada quando sdo comparadas as regidoes centrais das esferas
compartimentadas e ocas podem ser observadas também nas amplificacdoes da Figura 6. O
método de produgdo proposto aqui, portanto, possibilita a obtencao de esferas que, além de
possuirem uma organizacao heterogénea no arranjo das fibras, fator importante para uma matriz
3D (OLIVEIRA BARUD et al., 2015), também oferece a possibilidade de se obter esferas com

espaco interno oco, compartimentadas e de tamanho definido.

> BNC-TS-C: esferas translucidas de nanocelulose bacteriana que apresentam a regido central
multicompartimentada.

© BNC-TS-H: esferas translicidas de nanocelulose bacteriana ocas, com um {inico espago interno
limitado.
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5.3 CARACTERIZACAO E AVALIACAO DO COMPORTAMENTO CELULAR NAS
PLATAFORMAS DE BNC

Com relacdo as propriedades microestruturantes das BNC-TS, avaliou-se a
possibilidade de usar essas esferas de nanocelulose como uma plataforma 3D arredondada para
analisar o crescimento de células de melanoma. Considerando a auséncia de nanofibras na parte
mterna das amostras de BNC-TS-H, a atividade metabolica das células de melanoma humano
crescendo dentro do espaco vazio foi analisada. As cé€lulas de melanoma humano foram
injetadas em amostras de BNC-TS-C e BNC-TS-H em um nimero de 5 x 10° células/amostra.

A atividade metabolica das células SK-MEL-28 (ensaio MTS) foi investigada apos 4,
8, 12, e 72 h de cultura celular in vitro, Figura 7. Apds 4 h, as células de melanoma humano
estavam 383% mais ativas metabolicamente quando cultivadas em BNC-TS-H do que em BNC-
TS-C. Apos 72 h de incubacdo, as células de melanoma humano cultivadas em BNC-TS-C

mantiveram a mesma atividade metabodlica observada as & h de cultura in vitro.

Figura 7: Ensaio MTS, mostrando a atividade metabolica das células SK-Mel-28, cultivadas

em amostras de BNC-TS-H ’e BNC-TS-C?, durante 72 h de cultura in vitro.
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Fonte: A autora

7 BNC-TS-H: esferas transliicidas de nanocelulose bacteriana ocas, com um {inico espago interno
limitado.

8 BNC-TS-C: esferas translicidas de nanocelulose bacteriana que apresentam a regido central
multicompartimentada.
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Esses achados destacam a importidncia da microestrutura dos scaffolds para a
aplicagdes na engenharia de tecidos. Enquanto o BNC-TS-C fornece varios pontos de
ancoragem da nanofibra para a ligacao de células de melanoma humano, o BNC-TS-H oferece
um espago vazio. A plataforma BNC-TS-H aumentou a interagdo célula-célula, enquanto o
BNC-TS-C parece fornecer interagdes célula-BNC mais eficazes. Como mostrado na Figura
7, a presenca de pontos de ancoragem da BNC foi relevante para estabilizar a atividade
metabolica das células de melanoma humano durante 72 h de cultivo. Ao final de 72 h, as
células de melanoma humano estavam 240% metabolicamente mais ativas no BNC-TS-H do
que no BNC-TS-C, Figura 7. Nossos resultados mostraram que a presenca ou auséncia de
pontos de ancoragem dos biomateriais sdo relevantes para determinar a atividade metabolica
das células de melanoma.

A Figura 8 mostra micrografias MEV e imagens microscopicas confocais de células
de melanoma humano cultivadas em BNC-TS-H e BNC-TS-C ap6s 12 e 72 h de cultura in
vitro. Essas células foram capazes de se ligar as nanofibras de BNC na regido central do BNC-
TS-C, enquanto as células cultivadas em BNC-TS-H aderiram umas as outras e as bordas das
nanofibras da esfera do BNC.

A Figura 8 mostra que, apos 12 h de cultivo, tanto nas estruturas compartimentadas
quanto nas ocas, as células SK-MEL-28 foram distribuidas dentro das esferas de BNC. Em uma
visdo geral, as células SK-MEL-28 aderiram as nanofibras internas das esferas da BNC-TS-C
e a parede envoltoria central da esfera oca (BNC-TS-H). Além disso, as SK-MEL-28 também
aderiram entre si formando agregados celulares. A partir do ensaio MTS, fica claro que, apds
12 h, a cultura de células SK-MEL-28 no interior das esferas ocas de nanocelulose (BNC-TS-
H) era 265,5% metabolicamente mais ativa do que as células cultivadas no interior das esferas
BNC-TS-C. Comparando a informagdo quantitativa da atividade metabdlica das células SK-
MEL-28 com os resultados obtidos por MEV e microscopia confocal, observou-se que ambas
as amostras proporcionaram fortes intera¢des célula-célula e célula-nanofibras. Essas imagens,
capturadas por MEV e microscopia confocal, foram amplificadas para avaliar as caracteristicas
morfologicas das células SK-MEL-28 e sua interacdo com a rede de nanofibras dentro de BNC-

TS-C e BNC-TS-H.
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Figura 8: Micrografias MEV e imagens microscdpicas confocais de células de melanoma
humano (SK-MEL-28) cultivadas em BNC-TS-H e BNC-TS-C.
BN_C_ TS.C BNC-TS.H
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Legenda: Da esquerda para a direita, esferas de BNC compartimentadas (BNC-TS-C) e esferas de BNC ocas
(BNC-TS-H), respectivamente. Os filamentos de actina-F foram corados com Alexa Fluor 546 conjugado com
faloidina (vermelho) e o nticleo corado com DAPI (azul). I) MEV e imagens confocais, usando amplia¢ao de 200x
e 20x, para esferas BNC (BNC-TS) contendo SK-MEL-28 ap6s 12 e 72 h de cultura. A barra de escala representa
100 pm e 250 pum, respectivamente. II) MEV e imagens confocais, com ampliacdo de 2000 e 63X, esferas BNC
(BNC-TS) contendo SK-MEL-28 apds 12 e 72 h de cultura. A barra de escala representa 10 um e 50 pm,
respectivamente. Fonte: A autora

As imagens mostradas na Figura 8 revelam a formacao de agregados celulares apos
12 h cultivando essas células em BNC-TS-C e BNC-TS-H, [Figura 8 (A-D, I-L) ], onde as
células SK-MEL-28 tém uma forma arredondada. Apds 72 h de cultivo, as células aderiram as
nanofibras de ambas as estruturas e apresentaram uma mistura de células com fenotipo
arredondado, formas alongadas e presenca de filopodios [Figura 8 (E-H, M-P) ]. Observa-se
que, apds 72 h, as células apresentam uma morfologia mais alongada e seu citoesqueleto corado
revela filamentos de actina sendo projetados entre as células, bem como grupos de células
interagindo com nanofibras de BNC.

Diferentemente de outros scaffolds apresentados na literatura (KUZMENKO et al.,
2013; MULLER et al., 2013; OLIVEIRA BARUD et al., 2015; COURTENAY et al., 2017,
REIS et al., 2018; WANG et al., 2018), o modelo 3D desenvolvido aqui mostra a interagdo das

células com a estrutura da matriz sem a necessidade de modifica¢cdes quimicas na rede de
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nanofibras celuldsicas. A composicdo polimérica foi mantida como nanocelulose pura e
original, sem outras derivagdes ou modificagdes quimicas produzidas a fim de aumentar a
capacidade do BNC de mimetizar a MEC e fornecer uma configuragdo ideal para a adesdo
celular.

A BNC possui diferentes propriedades que podem ser aumentadas por modifica¢des
quimicas, de acordo com sua aplicacdo (STUMPF et al., 2013; SHARMA; BHARDWAJ, 2019;
POPA et al., 2022). Por exemplo, a interagdo célula-BNC foi verificada quando células-tronco
mesenquimais (MSCs) foram cultivadas em estrutura 3D de membranas BNC. Essas células
foram especialmente escolhidas nesse estudo, devido a capacidade de detectar seu ambiente
bioquimico e biomecanico, em relacdo a proximidade com outras células (VIELREICHER et
al., 2018). Outro estudo utilizou estruturas esféricas de BNC, obtidas estaticamente a partir do
cultivo de Komagataeibacter xylinus, para cultivar células-tronco embrionarias de
camundongos dentro de uma estrutura BNC esférica oca, indicando sua biocompatibilidade
(LAROMAINE et al., 2018). Além disso, pesquisadores (HU; CATCHMARK; VOGLER,
2013) propuseram o uso de esferas BNC para o crescimento de células osteoblasticas humanas
em sua superficie como proposta de engenharia de tecido 6sseo.

Em outro estudo, a interagdo célula-célula e célula-matriz, caracterizada pelos
agregados celulares e filopodios de células tumorais, injetadas no scaffold de BNC, sao
alcancadas apenas 3 dias apds a cultura. E um modelo de membranas BNC, produzidas por
cultivo estatico, que também utilizou modificacdo quimica em nanocelulose para obter seu
melhor desempenho de adesdo (WANG et al., 2018). Comparativamente, nosso modelo
mostrou forte adesdo mesmo que para tempos de cultura curtos, por exemplo, por 12 h, como
mostrado na Figura 8, ¢ continua a manifestar essa caracteristica mais fortemente ao longo do
tempo de cultura celular.

Portanto, a forma esférica e suas caracteristicas intrinsecas como topografia e
morfologia parecem favorecer a interacao das células com as nanofibras, tornando-as estruturas
convenientes para a construcao de uma plataforma 3D para cultura de células, particularmente
para modelos de crescimento de tumores, como no caso do melanoma. Esse formato permite a
interacdo intima célula-a-célula, de maneira tridimensional, devido a disposi¢do natural das
células em seu espaco interior. E precisamente esse espaco interno, limitado pela forma esférica
e suas caracteristicas morfologicas, que poderiam favorecer, por exemplo, 0os mecanismos

indutores de hipoxia. Isso levaria essas células a induzir apoptose e a selecionar células
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agressivas que expressariam fatores ligados a glicdlise, angiogénese, interagdo célula-matriz,
transicdo epitelial para mesenquimal e capacidade metastitica como observadas por
(LIVERANI et al., 2019) na matriz de colageno tipo I para células de cancer de mama.

Avaliar a intera¢do célula-matriz, através de eventos relacionados a proliferacio e
adesdo, utilizando as células de melanoma SK-MEL-28, sabidamente agressivas, cultivadas nas
estruturas desenvolvidas de BNC, ajudaria a compreender a validade da plataforma
desenvolvida como futuro dispositivo para avaliacao de candidatos a farmacos.

Considerando todas as propriedades discutidas acima, chama a atengdo que as esferas
compartimentadas favoreceram a interagao célula-matriz e que as células se mantiveram ativas.
Entao, buscou-se saber se a plataforma proposta (BNC-TS-C) conseguiria sustentar maior
densidade de células em seu interior € por quanto tempo isso seria possivel. Também, qual o
impacto da restricdo de espaco e de pontos de ancoragem da plataforma esférica no
comportamento celular. Assim, foi injetado o dobro da quantidade de células utilizadas nos
primeiros ensaios, mantido o volume de injecdo e o tamanho da esfera, o tempo total planejado
foi de 28 dias de incubagdao. Comparativamente, foi semeada a mesma quantidade de células
em membranas de BNC (24 pocos) e mantido o mesmo tempo de cultivo. A Figura 9 mostra o
resultado alcangado no ensaio de atividade metabolica para ambas plataformas 3D. Pode-se

observar distintos perfis de atividade metabdlica nas diferentes plataformas.

Figura 9: Ensaio MTS, mostrando a atividade metabolica das células SK-Mel-28, cultivadas

em amostras de BNC-TS-C e Membranas de BNC, durante 28 dias de cultura in vitro.

A B
_TS- B BNC-Membran
150 B BNC-TS-C 150 C-Membrana
E 1,25 1 E 1,25 - d d
= 1,00 = 1,00 2 . .
© ] - (1] 5 —
'© ‘O L] b b
c c i
& 0,75 b b & 0,75 N
O H i O C
= a a a 5 [
® 0501 m L c ® 0,50
o [ | o
< <
0,25 — 0,25 -
0.00 T T T T T T 0,00 T T T T T T
1 3 7 14 21 28 1 3 7 14 21 28
Tempo (dias) Tempo (dias)

Legenda: Atividade metabdlica de SK-MEL-28, cultivadas na densidade de 10° células por amostra por 28 dias,
nas plataformas: A) BNC-TS-C: Esferas Compartimentadas de BNC. B) Membranas de BNC. (Letras diferentes
indicam diferenga significativa (ANOVA, seguido por Teste de Tukey; p < 0,05). Fonte: A autora
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Nas primeiras 24 h as células cultivadas em membrana de BNC sdo 98% mais ativas
metabolicamente que as células cultivadas dentro da esfera de BNC. Apos 3 dias de cultivo, ha
um aumento de 32% na atividade metabolica das células que estdo enclausuradas nas esferas
de BNC em relacdo ao primeiro dia. As células cultivadas nas membranas apresentam um
declinio de 21% em relagdo ao seu primeiro dia, todavia, seguem 19% mais ativas que as células
cultivadas dentro da esfera de nanocelulose.

Aos 7 dias de cultivo as células cultivadas nas esferas parecem retornar ao limiar de
atividade encontrado do primeiro dia de cultivo, enquanto que o metabolismo das células
cultivadas sobre as membranas de nanocelulose segue declinando. Aos 14 dias ambas
plataformas demonstram aumento da atividade metabolica, ascendendo ainda mais nas
plataformas membranares, enquanto que nas plataformas esféricas ha nova queda aos 21 dias,
seguido de um novo aumento aos 28 dias.

Através da microscopia Optica foi possivel acompanhar a morfologia das células
cultivadas sobre as membranas de BNC (Figura 10) e imagens por MEV e microscopia
confocal mostraram as células cultivadas dentro das BNC-TS-C (Figuras 11 e 12,
respectivamente). Os resultados parecem indicar que h4, novamente, influéncia da estrutura
nanofibrosa das diferentes plataformas sobre o perfil de atividade metabolica desenvolvido
pelas células SK-MEL-28.

Nas imagens obtidas por microscopia optica (Figura 10), as células cultivadas nas
plataformas membranares de BNC, apesar do acesso facilitado aos nutrientes e ao oxigénio,
percebem os efeitos da superficie nanofibrosa.

No primeiro dia de cultivo, as células parecem aglomerar (Figura 10A), e no terceiro
dia esses, aglomerados celulares estdo mais definidos (Figura 10B). No sétimo dia, esse
comportamento resulta na formacdo de massas tumorais cuja interacdo célula-célula parece
superar a interacdo célula-BNC (Figura 10C). Apesar das células terem sido cultivadas na
superficie tecidual esponjosa da membrana, face com menor densidade de nanofibras
(BACKDAHL et al., 2006; BERTI, 2012), parece haver dificuldade de adaptagdo dessas células
a tal superficie nesses primeiros dias. Esse periodo de rearranjo e adequagdo celular confirma
os resultados de queda mostrados nos ensaios de atividade metabdlica. Pesquisadores que
cultivaram SK-MEL-28 sobre membranas de BNC por 7 dias também perceberam a formagao
de aglomerados celulares e dificuldades de interagado célula-BNC. Essa dificuldade foi superada

pela imobilizagdo quimica do peptideo IKVAV nas fibras de BNC, o que melhorou a interagao
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célula-BNC, aumentou a adesdo e proliferacdo das células tumorais (REIS et al., 2018). Outro
estudo comparou o cultivo de células de cancer de ovario (A2780) em scaffolds membranares
de BNC pura e de BNC impregnada com quitosana para avaliar a interagdo célula-célula e
célula-BNC. O sucesso foi alcangado com os scaffolds de BNC impregnados com quitosana

cujo desenho experimental previu 7 dias de cultivo (UL-ISLAM et al., 2019).

Figura 10: Imagens, obtidas por microscopia Optica, das células SK-MEL-28 cultivadas sobre

membranas de BNC por 28 dias.
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Legenda: Células SK-MEL-28, cultivadas sobre membranas de BNC, sendo A) 1 dia; B) 3 dias; C) 7 dias; D) 14
dias; E) 21 dias e F) 28 dias de cultivo. A barra de escalas representa 100um. Fonte: A autora

A partir do sétimo dia, porém, mesmo com membranas de BNC pura, sdao observados
prolongamentos e intercomunicacdo entre os aglomerados celulares. Essa alteragdo na
morfologia dos aglomerados celulares mostram a capacidade adaptativa das células tumorais as
caracteristicas topograficas de escala nanométrica da plataforma (BAKER; CHEN, 2012). Ap6s
esse periodo, as células seguem aderidas, proliferativas e em atividade metabdlica ascendente
até os 28 dias programados (Figuras 10D, E, F), sem sofrer quaisquer limitacdes relativas ao
espago disponivel para sobrevivéncia celular.

Nas plataformas esféricas BNC-TS-C, imagens obtidas por MEV (Figura 11)
demonstram que a resposta das células SK-MEL-28 ao microambiente nanofibroso da esfera
difere daquela obtida no cultivo em membranas de BNC. As células sdo influenciadas pelo
interior compartimentado da BNC-TS-C e pela disposicdo aleatdria das nanofibras. Quando

comparado com o cultivo em plataformas membranares, o formato esférico confere espago
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delimitado e acesso diferenciado aos nutrientes e ao oxigénio pelas células. Apesar da
nanocelulose permitir a passagem de oxigénio e nutrientes através de seus poros
interconectados (BERTI, 2012; HALIB et al., 2019) a camada externa de BNC, responsavel
pelo formato esférico da plataforma, também influenciou os momentos de adaptacao celular a

esse microambiente.

Figura 11: Micrografias MEV de células de melanoma humano (SK-MEL-28) cultivadas nas
plataformas BNC-TS-C °por 1; 7; 14 e 21 dias.
‘ \ N v G

representa 10um. Fonte: A autora

A Figura 11A mostra que no primeiro dia de cultivo as forgas de adesao célula-célula
se sobrepde as de interagdo célula-BNC. Podemos visualizar agregados celulares e o inicio do
processo de reconhecimento e adesdo ao microambiente nanofibroso. No sétimo dia (Figura

11B), assim como verificamos uma queda na atividade metabodlica, as micrografias mostram as

? BNC-TS-C: esferas translicidas de nanocelulose bacteriana que apresentam a regido central
multicompartimentada.
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células morfologicamente arredondadas, formando agregados com poucos pontos de adesdo a
estrutura nanofibrosa da BNC-TS-C. Outros pesquisadores também atribuiram a queda na
viabilidade celular as frouxas interagdes entre as células tumorais ¢ as redes nanofibrosa de
BNC (UL-ISLAM et al., 2019). Todavia, o perfil morfolégico muda quando atingimos o
décimo quarto dia de incubacdo (Figura 11C). Neste momento, as células se apresentam
interagindo mais intimamente as nanofibras de BNC e fortemente aderidas, o que ¢ evidenciado
pela presenca de prolongamentos celulares. Essa morfologia ¢ acompanhada pelos dados
mostrados de aumento da atividade metabolica. Nao foi possivel obter micrografias do terceiro
dia de cultivo para ilustrar o possivel comportamento celular. Mas, numericamente, a atividade
metabolica das células com 3 e com 14 dias estdo no mesmo patamar e ndo apresentaram
diferenga significativa, o que pode indicar um comportamento morfologico semelhante, mais
ativo metabolicamente que os demais momentos observados. As micrografias mostram ainda o
que aos 21 dias de cultivo (Figura 11D) hd diminui¢cdo da densidade celular e as células estao
distantes umas das outras, apresentando morfologia arredondada com pouca interagdo com a
superficie da BNC. Menos ativas, parecem estar sofrendo negativamente os impactos do espaco
interno limitado, sendo necessaria nova fase de readaptacao.

As imagens obtidas por microscopia confocal, e apresentadas na Figura 12, mostram
as morfologias celulares para os tempos de cultivo programados de 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias. O
emprego dessa técnica busca ilustrar as jungdes intercelulares e o resultado da interagao célula-
BNC (VANSLEMBROUCK et al., 2022).

Assim como nas micrografias obtidas por MEV, as células apresentam morfologia
diversa para cada tempo de cultivo, correspondendo aos periodos de reconhecimento do
microambiente nanofibrilar, onde ha aglomerados celulares compartilhando espago com células

que iniciaram a adesdo na estrutura de BNC (Figura 12A).
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Figura 12: Imagens microscopicas confocais de células de melanoma humano (SK-MEL-28)

cultivadas em BNC-TS-C por 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias.
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Legenda: Imagens confocais (20x) de SK-MEL-28 com A) 1dia; B) 3 dias; C) 7 dias; D) 14 dias; E) 21 dias; F)
28 dias de incubagdo, em esferas de BNC (BNC-TS-C). Os filamentos de actina-F foram corados com Alexa Fluor
546 conjugado com faloidina (vermelho) e o nucleo corado com DAPI (azul. A barra de escala representa 50 um.
Fonte: A autora

Apos a adesdo, ha intensa atividade metabdlica, proliferacao e o alinhamento celular.
Os filamentos de actina confirmam a acomoda¢ao celular ao microambiente esférico e a
formacao de multicamadas celulares que preenchem o espago delimitado disponivel (Figura
12B). Na Figura 12C, as células refletem o esfor¢o para vencer a limitagao de espago, alguma
dificuldade de acesso aos nutrientes e oxigénio. Os filamentos de actina estdo retraidos e a
morfologia celular esta arredondada, com aglomerados celulares presentes e com queda na
atividade metabolica. Porém, hd um rearranjo celular na Figura 12D, correspondente aos 14
dias de incubagdo, onde as células se encontram ativas, proliferativas e a morfologia se semelha
ao mostrado na Figura 12B. O microambiente torna possivel novamente a formagdo de
multicamadas e alinhamento celular. Na terceira semana de incubagdo as imagens mostram

poucas células no campo da microscopia confocal, periodo que correspondeu também a menor

19 BNC-TS-C: esferas translicidas de nanocelulose bacteriana que apresentam a regido central
multicompartimentada.



68

taxa de atividade metabdlica observada (Figura 12E). A Figura 12F ilustra os 28 dias de
incubagdo e propde o inicio de nova etapa de acomodagdo para as células que permaneceram
viaveis até aqui.

Na cultura de células 3D, uma plataforma de cultura adequada deve ser capaz de imitar
componentes da matriz extracelular (MEC), fornecendo suporte estrutural com propriedades
semelhantes 8 MEC nativa e uma rede de poros interconectados para ancoragem celular
eficiente e transferéncia de nutrientes e oxigénio as células (RODRIGUES et al., 2021).

E sabido que a remodelagdo dos filamentos de actina traduzem processo de adequagio
das células ao seu microambiente, in vitro € in vivo, e tem relevancia na cascata de eventos da
carcinogénese como a angiogénese, proliferacdo, invasao (IZDEBSKA et al., 2020).

A plataforma esférica desenvolvida impds as células diferentes estagios do cultivo
celular. As diversas morfologias, traduzidas pelos filamentos de actina, mostram momentos em
que as células estao interagindo tridimensionalmente entre si ou mais fortemente com a BNC.
Porém, a proliferacdo ¢ interrompida pelo espaco delimitado que impede que esse
comportamento perdure. Entdo, a sobrevivéncia celular diminui o suficiente para dar espaco
para novas células, e novos estagios proliferativos se iniciam a partir das células remanescentes.
A modulagdo das estruturas do citoesqueleto de actina sao reflexos da regulagao dinamica das
fun¢des celulares tipicas de células aderentes. Durante a interfase, as células estdo aderidas e se
espalham assumindo a forma suportada pelo citoesqueleto de actina, e durante a mitose,
assumem formato arredondado com maior rigidez cortical. Esses sinais bioquimicos sdo
traduzidos a jusante nas taxas de atividade metabdlica das células (EBATA; HIRATA;
KAWAUCHI, 2016).

5.4 EXPRESSAO GENICA

A capacidade de adesdao e proliferacdo das células de melanoma humano nas
plataformas BNC-TS-C também foram avaliadas com base na expressao relativa dos genes de
adesao CDHI1 e de proliferacio BRAF e CDK4.

Para obten¢do do material genético de interesse (RNA) foram empregadas varias
técnicas que mesclaram for¢a mecénica e reagentes quimicos. A Tabela 6 informa a quantidade
de RNA total obtido nos ensaios iniciais, de acordo com o método mecanico empregado no

processo de extragao.
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Tabela 6: Resultados das extracdes de RNA das células SK-MEL-28, cultivadas em BNC-TS
com 6 mm de didmetro.

Método Amostra 260/280 Concentracio (ng/pL)
1 1.990 747,9
Esferas metalicas 2 2.020 1229,0
3 * *
4 1.940 771,6
Maceragdo manual 5 1.980 540,2
6 1.910 926,2
7 1.950 287,7
Sec¢do com tesoura cirurgica 8 1.930 262,2
9 1.950 5443
10 1.940 181,0
Secc¢do + tripsinizagdo 11 1.970 428.4
12 1.840 40,2
BNC-TS sem células 13 1.940 16,8
Meio DMEM sem células 14 2.050 12,3
Células cultivadas em monocamada 15 1.990 1336,1

Nota: *leitura indisponivel (amostra escura). Fonte: A autora

A plataforma de BNC ¢ composta por 99% de 4gua (CURVELLO; RAGHUWANSHI;
GARNIER, 2019; R et al., 2021), o que torna ardua a tarefa de remo¢ao de moléculas
hidrofilicas, tais como os 4cidos nucleicos, de sua estrutura nanofibrosa. Avila, et. al (2015)
obtiveram sucesso extraindo material genético de plataformas 3D de BNC, porém,
membranares (MARTINEZ AVILA et al., 2015), diferentemente da estrutura tridimensional
apresentada neste trabalho. Ainda, durante o estudo sobre os mecanismos moleculares
envolvidos na biossintese de BNC, De Souza (2017) relata as dificuldades enfrentadas para
obter RNA de alta qualidade de células de bactérias K. hansenii, devido a grande quantidade de
polissacarideos e fibras (DE SOUZA, 2017). Os polissacarideos podem interferir nos ensaios
de expressdo génica, inibindo as reagdes em cadeia de polimerase (PCR), reduzindo a
capacidade de ressuspensdo do RNA extraido ou perturbando o processo enzimatico
(SCHRADER et al., 2012). O método de extragdo escolhido para obter o RNA das células
cultivadas nas BNC-TS foi o que empregou a combinacdo do reagente Trizol e esferas

metalicas, uma vez que foram obtidas a maior concentracdo € a0 mesmo tempo maior pureza
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do RNA extraido, medindo a absorbancia em 260 nm para determina¢do da concentracio; bem
como calculo das razdes 260/280 (A260/280) e 260/230 (A260/230) para avaliacdo da pureza
do RNA (SCHRADER et al., 2012; SINITSKY et al., 2018). Assim, as novas amostras de BNC-
TS contendo células de melanoma humano foram submetidas ao processo de extragdo de RNA

e os resultados das quantificagdes estdo sumarizados na Tabela 7.

Tabela 7: Resultados da extragdo de RNA total de células SK-MEL-28, cultivadas em BNC-
TS e em monocamada (2D).

Amostra 260/280 260/230 Concentracio (ng/pL)
1 dia rep.1 1.975 1.837 901,0
1 dia rep. 2 1.512 1.248 729,2
1 dia rep. 3 2.015 1.849 1148,0
3 dias rep. 1 1.961 1.431 640,0
3 dias rep. 2 1.993 1.486 682,0
3 dias rep. 3 1.999 1.315 877,2
7 dias rep. 1 1.960 1.521 489,2
7 dias rep. 2 1.936 1.122 324,4
7 dias rep. 3 2.014 1.897 7444
14 dias rep. 1 1.931 1.839 156,0
14 dias rep. 2 1.948 1.024 271,0
14 dias rep. 3 1.888 1.827 168,4
21 dias rep. 1 1.937 1.699 158,8
21 dias rep. 2 1.896 1.240 87,2
21 dias rep. 3 1.907 1.730 171,6
28 dias rep. 1 1.845 1.760 109,2
28 dias rep. 2 1.833 1.757 170,8
28 dias rep. 3 1.917 1.682 92,8
2D-3 dias rep. 1 1.980 1.000 4969,0
2D-3 dias rep. 2 1.870 1.730 4665,0
2D-3 dias rep. 3 1.920 1.122 2854,0

Legenda: rep.: replicata. Fonte: A autora

A superficie dos materiais podem influenciar o comportamento celular desde a adesdo
até a expressao génica (WANG et al.,, 2021). Portanto, para conhecermos a influéncia da
plataforma de BNC sobre a capacidade de adesdo e proliferacdo das células, iniciamos os

estudos comparando a expressdo desses trés genes nas células SK-MEL-28 cultivadas em



71

monocamada (2D) e em BNC-TS-C apo6s 3 dias de cultivo. Este tempo foi escolhido porque
com 72 h de cultivo tanto as células cultivadas em 2D quanto as células cultivadas em BNC-
TS-C ja superaram os processos de adesdo, e apds esse periodo a sobrevivéncia celular no
cultivo em monocamada seria prejudicada pelo aumento exponencial no niumero de células
cultivadas na placa (RAVI et al., 2015). Assim, a Figura 13 (A, B ¢ C) ilustra os resultados
alcancados e demonstra que os genes CDHI1, BRAF e CDK4 estdo relativamente mais
expressos em c¢lulas incubadas nas plataformas BNC-TS-C que quando cultivadas em

monocamada pelo mesmo periodo de incubagao.

Figura 13: Analise da expressao génica de células de melanoma humano (SK-MEL-28)

semeadas em monocamada (2D) e em plataformas BNC-TS-C (3D), ap6s 3 dias de cultivo.
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Legenda: Niveis de expressdo génica de A) CDHI, B) BRAF e C) CDK4 em relacdo ao gene constitutivo GAPDH
(n=3, as barras de erro representam o desvio padrdo da média e * diferenca significativa, p <0,05). Fonte: A autora.

Em seguida, foram avaliadas as expressoes génicas das células SK-MEL-28 cultivadas
nas plataformas BNC-TS-C, por 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias (Figura 14 A, B e C) para os mesmos
marcadores de adesao e proliferacdo. A Figura 14A ilustra o perfil de expressao do gene CDHI1,
marcador de adesdo, que desempenha papel importante na tumorigénese uma vez que atua na
manuten¢do do contato célula-célula e coesdo dos tecidos (GALL; FRAMPTON, 2013). Apesar
de expresso no primeiro dia de incubagdo, o gene CDH1 apresentou maior expressao no terceiro
dia, seguido de queda (4,5 vezes menos expresso) no sétimo dia de incubag¢do das células. No
decorrer do experimento, com 14 dias de incubagdo, o gene CDHI se apresenta 2,3 vezes mais
expresso que em sete dias, porém esse aumento alcanga valores compardveis a aqueles
encontrados no primeiro dia, sem diferenga significativa. Os demais periodos observados
mostraram queda nos niveis de expressao do gene de adesao.

A Figura 14B revela o perfil de expressao do gene BRAF, marcador de proliferagao

celular (STRICKLAND et al., 2015), ao longo dos 28 dias de experimento. Pode-se observar
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que no terceiro dia o gene esta 35,5 vezes positivamente mais expresso que no primeiro dia de
incubacdo. E, apesar de apresentar queda com expressdo negativa para o sétimo dia (3,7 vezes
menos expresso), 0 gene torna a ser expresso positivamente no décimo quarto dia de incubacao
(1,3 vezes mais expresso). Nos demais tempos o perfil mostra expressdo génica negativa, sem
diferengas significativas entre os periodos.

O perfil de expressdo do gene CDK4 est4 na Figura 14C. Marcador de proliferacao
(GARUTTT et al., 2021), nota-se que o gene esta mais expresso no terceiro e décimo quarto dia
(1,7 vezes mais expresso positivamente que em 3 dias). O perfil desse gene também apresenta
flutuagdes, mostrando queda de expressao no sétimo dia (14,2 vezes menos expresso que em 3
dias), aproximando os resultados daqueles mostrados para o primeiro dia de incubacdo. Em 14
dias héd expressao positiva, sendo 24,2 vezes mais expresso que no sétimo dia, seguido de
expressao negativa (8,9 vezes menos expresso) no vigésimo primeiro dia e breve aumento em

28 dias (1,6 vezes menos expresso que em 3 dias).

Figura 14: Expressao génica de células SK-MEL-28 cultivadas na plataforma BNC-TS-C por

28 dias.
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Legenda: Niveis de expressdo génica de CDH1, BRAF, CDK4 em relagdo ao gene constitutivo GAPDH. Sendo
em A) CDHI, B) BRAF e C) CDK4 as expressdes génicas das células SK-MEL-28, cultivadas por 28 dias em

BNC-TS-C. Letras diferentes indicam diferenca significativa (ANOVA, seguido por Teste de Tukey; p < 0,05).
Fonte: A autora

Comparando os niveis de expressao das células SK-MEL-28, incubadas na plataforma
BNC-TS-C, para os genes escolhidos, parece possivel afirmar que no primeiro dia de incubagao
h4 predominancia do fenétipo de adesdo, considerando que, apesar das expressdes negativas,
CDHI se apresenta 18 vezes mais expresso que o BRAF e 9 vezes mais expresso que o CDK4,
ambos marcadores de proliferacdo. Resultados que apontam para o reconhecimento e adaptagao

das células as nanofibrilas de BNC (YANG et al., 2020).
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Como o terceiro dia foi utilizado como calibrador do experimento, ndo ¢ possivel
apontar a razao de expressao entre os genes escolhidos, mas mostrar que ha expressao tanto do
gene CDHI1, quantos dos genes BRAF e CDK4. Esses resultados confirmam a plasticidade
fenotipica das células de melanoma relatada por outros pesquisadores que apontam expressao
positiva para CDH1 em células proliferativas, mantendo persistentemente a morfologia
epitelioide (JOSHI; HORNYAK, 2020; WENZINA et al., 2020). Nos ensaios anteriores o
periodo de 3 dias apresenta intensa atividade metabdlica e as imagens obtidas por microscopia
confocal mostram células com morfologia proliferativa (epitelioide), mas também hé células
fusiformes, o que indicaria fendtipo invasivo, o que nao foi investigado neste estudo. Em sete
dias, hd queda expressiva de todos os marcadores, dados que corroboram com os experimentos
anteriores que indicaram queda na atividade metabolica e menor interacdo célula-BNC para
esse periodo.

No décimo quarto dia de incubagdo, o fenotipo proliferativo supera novamente os
demais marcadores. O gene CDK4 estd 1,4 vezes positivamente mais expresso que o gene
BRAF e 3,2 vezes mais expresso que o gene CDHI1. O gene BRAF, por sua vez, estd 2,4 vezes
positivamente mais expresso que o CDH1. As células proliferam conforme a delimitagao do
espaco interno da esfera BNC-TS-C permite, o que parece causar impacto importante sobre as
células visto que, com vinte e um dias de incubacao, ha queda nos niveis de expressao desses
marcadores, 0s quais apresentam expressao negativa para o periodo. Com 21 dias de incubagao
0s genes parecem retornar aos niveis de expressao alcancados com sete dias de experimento,
apresentando o gene CDH1 com 1,3 vezes mais expresso que o gene BRAF e 1,2 vezes mais
expresso que o gene CDK4, e o fendtipo de adesdao prevalece. Novamente, ha correlagdo com
os dados de reducdo da atividade metabolica e diminuicao da densidade celular mostrada nas
imagens obtidas por MEV e confocal. Quando o experimento alcanga o vigésimo oitavo dia de
incubagdo o fenotipo proliferativo estd presente, pois o gene CDK4 estd 10,6 vezes mais
expresso que CDHI1 e 1,3 vezes mais expresso que BRAF, mas as imagens confocais também
revelam células fusiformes, porém, marcadores de invasdo nao foram objeto do estudo.

A ligagdo de células a matriz extracelular (ECM) ou outras células tem sido implicada
na regulacdo do ciclo celular (SALVATIERRA et al., 2015). A plataforma BNC-TS-C mostrou
flutuagdes importantes na expressdo de CDHI, carateristicas marcantes de células tumorais,
onde a transicdo entre momentos de adesdo e as alteracdes de polaridade membranar

reorganizam o citoesqueleto de actina. Essa sinalizagdo garante a plasticidade e capacidade de
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adaptacdo celular a diferentes ambientes. Nos epitélios malignos, o descontrole da cooperacao
entre a actina e as adesdes pode resultar na perda da organizacao epitelial polarizada e aumento
na capacidade de invasio e disseminagio (HENG; KOH, 2010; KOVAC; MAKELA;
VALLENIUS, 2018). Ainda, foi possivel manter na plataforma a presenca de regulagdo positiva
dos processos de transcricdo controlados por cinases dependentes de ciclinas, como no
marcador CDK4, que promove a transicao do ciclo celular G1-S, assim como do marcador
BRAF, ambos reguladores colaborativos da proliferacdo celular tipicas do melanoma

(SHEPPARD; MCARTHUR, 2013; GUO et al., 2020; GARUTTI et al., 2021).
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Plataformas bidimensionais para cultura de células sdo incapazes de reproduzir o
microambiente tumoral in vitro. Na busca por plataformas e materiais ideais para estudar o
complexo microambiente tumoral, propds-se um novo método para produzir uma plataforma
esférica transliicida composta por nanocelulose bacteriana. Este método originou dois tipos de
esferas de nanocelulose bacteriana que, inicialmente, foram utilizadas em paralelo para cultivo
de SK-MEL-28 in vitro por 72 h. As diferengas entre essas plataformas (BNC-TS-H e BNC-
TS-C) estdo no espaco interno disponivel (Unica cavidade) e no arranjo das nanofibras
hierarquicamente distribuidas (multiplas cavidades dispostas). Os primeiros resultados
mostraram que as células tumorais foram capazes de aderir a matriz ¢ demonstrar interagdes
tridimensionais tipicas célula-célula e célula-matriz em ambas as plataformas, além de manter
sua atividade metabolica ao longo das 72 h de observacao planejadas. No entanto, a esfera oca
privilegiou as interagdes célula-célula, enquanto que na esfera compartimentada prevaleceram
as interagoes cé¢lula-BNC, ou seja, o microambiente interno das plataformas esféricas
produzidas ¢ relevante para determinar o destino das células tumorais.

Assim, o estudo realizado no microambiente da esfera compartimentada (BNC-TS-C),
com maior densidade celular e 28 dias de incubagdo, confirma que o comportamento celular ¢
afetado pelas condi¢des espago-tempo disponiveis para a adesdo e proliferacao. Ao longo dos
28 dias de avaliacdo as células apresentaram flutuagdes na atividade metabolica, perfil
morfoldgico, cujos resultados alcangados estao refletidos nos ensaios de expressao génica. Esse
comportamento flutuante pode oportunizar distintos momentos de estudo do microambiente
tumoral e atender a diferentes necessidades dos pesquisadores que buscam por plataformas 3D
de cultivo celular. Todavia, consideramos que esse foi o inicio do estudo da plataforma BNC-
TS. Ha gargalos ainda nao resolvidos, como a necessidade de ampliacdo da escala produtiva de
BNC, que permita maior producdo de esferas e, portanto, disponibilize biomaterial para
multiplos desenhos experimentais. Para isso se faz necessario investigar e compreender os
mecanismos moleculares envolvidos na sintese das esferas de nanocelulose bacteriana.
Também ¢ necessario submeter os cultivos celulares em BNC-TS a farmacos consagrados, de
acordo com o mecanismo de interesse, de modo a reavaliar a expressdao génica. Dar sequéncia
ao estudo do microambiente tumoral proporcionado pela BNC torna importante explorar o

cocultivo com diferentes tipos celulares tanto no interior, quanto na superficie das BNC-TS.
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Sugerimos cultivos que combinem células de sustenta¢do ndo tumorais como os fibroblastos, e
imunologicas como os macrofagos, para enriquecer as respostas alcancadas nesse
microambiente tumoral e possibilitar tragar um paralelo com os modelos in vivo. Do mesmo
modo, sdo necessarios estudos sobre os mecanismos de invasdo e morte celular que nao foram
abordados até aqui, assim como investigar a presenca de células tronco tumorais. Ainda,
avaliagOes histologicas da plataforma, cujo método ndo foi possivel concluir, possibilitara
caracterizar se ha migracdao celular para camadas mais externas da plataforma esférica e o
emprego de técnicas, como a citometria de fluxo, podera avaliar o ciclo celular em cada um dos

tempos de cultivo.
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