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RESUMO

Modelos de cultura 2D convencionais tém limitacées significativas para estudos
farmacéuticos de entrega e distribuicdo de nanocarreadores, tornando o desenvolvimento
de modelos 3D, como os esferdides, altamente necessarios. Assim este trabalho teve como
objetivo estabelecer um protocolo para a formagéo de esferdides da linhagem de carcinoma
mamario 4T1.2 (monocultura) e em co-cultura com fibroblastos NIH/3T3, utilizando a técnica
de gota suspensa a fim de investigar a diferenga na biodistribuicdo de nanocarreadores em
modelos 2D e 3D. O ajuste nos parametros de produgao dos esferdides permitiu identificar
que a utilizando, um total de 220 células em gotas de 10 pL resultou na maior taxa de
sucesso, gerando esferéides com a morfologia esférica e compacta desejada, enquanto
concentragdes superiores levaram a formagao de agregados amorfos. Para a co-cultura, a
propor¢cao de 90% de células 4T1.2 para 10% de NIH/3T3 foi a mais eficaz, produzindo
esferdides com melhor compactagdo. O acompanhamento do crescimento dos esferdides
até o dia 9 confirmou a viabilidade do modelo , e foi também demonstrado que o manuseio
cuidadoso das placas com as gotas é um fator critico para o sucesso do protocolo, uma vez
que o estresse mecanico prejudica ou inviabiliza formacdo dos esferdides. Os
nanocarreadores poliméricos sintetizando apresentaram uma monodistribuicdo de tamanho
médio de particula de 114,4 nm sendo capazes de incorporar o fluoréforo Rodamina 123 a
sua estrutura. Este trabalho estabeleceu com sucesso um protocolo para gerar modelos de
esferodides, validando parametros criticos e preparando a plataforma para futuros ensaios de
biodistribuicdo de nanocarreadores.

Introducao

O estudo de sistemas de entrega de farmacos ¢é fundamental para o
desenvolvimento de novas terapias que geralmente é feito em estudos in vitro para as
triagens iniciais. Porém os modelos de cultura 2D convencionais apresentam limitacbes
significativas, principalmente devido a geometria achatada e a exposicao uniforme das
células ao meio de cultura. Essas formas artificiais ndo refletem a arquitetura tridimensional
dos tecidos, o que pode levar a resultados que ndo se traduzem para o ambiente in vivo,
subestimando a complexidade das barreiras de difusdo e das interagdes célula-célula
encontradas em tumores sélidos.

Para superar essas limitagbes, modelos de cultura de células em 3D, como os
esferdides tumorais, representam uma ferramenta essencial para a investigacao da
progressao do cancer, oferecendo maior complexidade e confiabilidade em comparagao
com as culturas 2D tradicionais. Tais modelos estabelecem uma ponte mais precisa entre
estudos in vitro e a complexidade dos experimentos in vivo.

O microambiente tumoral € um componente critico da progressao do cancer, neste
os fibroblastos desempenham um papel fundamental. Eles sdo responsaveis pela producao
de fatores de crescimento, quimiocinas, moléculas de adesao e pela deposicdo de matriz
extracelular, elementos que influenciam diretamente a arquitetura e o comportamento do
tumor. A incorporacgao de fibroblastos, como a linhagem NIH/3T3, em modelos de esferdides
€, portanto, crucial para minimizar essa interagao.

Trabalhos anteriores demonstraram a viabilidade da co-cultura de células tumorais e
fibroblastos para a formagédo de esferdides. Almugbil (2021), por exemplo, otimizou a
proporgado de células NIH/3T3 e A549 (adenocarcinoma de pulméo), concluindo que uma



populacéo inicial de 10% de fibroblastos era ideal para a formacgao de esferdides compactos
e regulares.

O presente estudo teve como objetivo estabelecer um protocolo robusto e
reprodutivel para gerar esferdides 3D de monocultura da linhagem de carcinoma mamario
murino 4T1.2 e de co-cultura com a linhagem de fibroblastos murinos NIH/3T3. Para tal,
adaptamos as condicdes experimentais descritas na literatura e melhoramos os parametros
como concentragao celular, volume de gota e a proporgdo entre as linhagens celulares
utilizando a técnica de gota suspensa

Métodos

Materiais e Métodos

2.1 Manutencao de Culturas Celulares 2D

As linhagens celulares 4T1.2 (carcinoma mamario de BALB/cfC3H) e NIH/3T3
(fibroblastos de camundongo NIH/Swiss) foram mantidas em frascos de cultura T25 ou T75.
As células foram cultivadas em meio MEM suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) e 1% de antibidtico (penicilina/estreptomicina). As culturas foram mantidas em estufa
a 37°C com atmosfera umida e 5% de CO2.

Para a passagem celular, o meio de cultura foi removido e as monocamadas foram lavadas
com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) com pH 7.4. Em seguida, as células
foram incubadas com solugao de tripsina por 5 a 10 minutos a

37°C. Apos o desprendimento das células, a tripsina foi inativada pela adigdo de meio de
cultura completo. A suspensdo celular foi transferida para um tubo cbnico de 15 mL e
centrifugada a 1500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o

pellet celular foi ressuspendido em meio fresco para contagem em camara de Neubauer ou
para plagueamento em um novo frasco.

2.2 Formacao de Esferoides 3D por Gota Suspensa

Os esferoides foram gerados utilizando a técnica de gota suspensa. Suspensodes
celulares foram preparadas em meio DMEM completo. Gotas de 10 uL foram depositadas
na superficie interna da tampa de uma placa de Petri de 100 mm. Para manter a umidade e
evitar a evaporagao das gotas, a base da placa foi preenchida com PBS estéril.

2.3 Analise Morfologica e Aquisicao de Imagens

O desenvolvimento e a morfologia dos esferoides foram monitorados nos dias 3 e 7
de cultivo por microscopia de campo claro. As imagens foram capturadas utilizando um
microscopio invertido (LAMEB). A analise morfolégica e a medicdo do didmetro de Feret
foram realizadas com o software ImageJ.

2.4 Sintese de Nanoparticulas de PMMA Contendo Rodamina 123

As nanoparticulas foram sintetizadas por polimerizagdo com miniemulsao, adaptada
de Cordeiro et al. (2020) . Inicialmente, a fase organica foi preparada misturando-se 2 g de
MMA contendo 0,1% (m/v) de Rodamina 123 , 90 mg de lecitina de soja, e 40 mg de AIBN
sob agitacdo magnética até homogeneizacgao. A fase aquosa foi composta por 20 g de agua



destilada. A fase organica dispersa foi adicionada a fase aquosa continua, e o sistema foi
imediatamente colocado em um dispersor ultrassénico (Ultrasonic Dismembrator Modelo
500, Fischer Scientific) em banho de gelo por 5 min (modo pulsado: 10 s ligado, 5 s
desligado) com amplitude de 70% para formar as nanogotas da miniemulsdo. O processo
de polimerizacao foi conduzido a 70 °C por 4 h.

As nanoparticulas de PMMA contendo Rodamina 123 foram purificadas pelo processo de
didlise por 24h para remover os tragcos de monémero que eventualmente nio reagiram no
processo de polimerizacao, bem como o excesso de Rodamina que nao foi encapsulado no
processo.

2.5 Caracterizagdo das Nanoparticulas de PMMA Contendo Rodamina 123

O diametro hidrodindmico das Nanoparticulas foi determinado em termos de
didmetro médio de intensidade e dispersividade por espalhamento dindmico de luz (DLS)
(Nanosizer, Malvern Instruments, Reino Unido). Como o trabalho n&o tinha por objetivo
estudar o aprimoramento na encapsulagcdo da Rodamina 123, a incorporagao do fluoréforo
foi apenas confirmada via microscopia éptica de fluorescéncia utilizando lente objetiva de
100x (Olympus BX41 with CCD camera).

2.6 Microscopia de Fluorescéncia

Para verificar a presencga e distribuicdo das células 4T1.2 expressando a Proteina
Verde Fluorescente (GFP), os esferdides de co-cultura foram analisados em um
microscopio de fluorescéncia invertido. As imagens foram capturadas utilizando um conjunto
de filtros apropriado para a excitagao e emissao do GFP.

Resultados e discussao

Ajustes da Concentragao Celular para Monocultura de 4T1.2

Para estabelecer as condi¢des ideais de formacgao de esferoides, foi realizado um
experimento para otimizar o numero de células por gota. Foram testadas concentragdes de
220, 600, 1000 e 2000 células/gota em volumes de 10 uL, 15 yL e 20 uL. A formacao e a
morfologia dos agregados foram avaliadas por microscopia.



FEELY

Figura 1: Ajuste da concentragido celular para a formacao de esferdides de 4T1.2. Analise por microscopia de campo
claro da morfologia dos agregados celulares apds 7 dias de cultivo com diferentes nimeros de células iniciais todas em 10 pL
de volume de gota.. (A) Esferéide formado com 220 células/gota, apresentando a morfologia esférica e compacta desejada.
(B) Agregado celular formado com 600 células/gota. (C) Massa amorfa formada com 1000 células/gota. (D) Massa amorfa
formada com 2000 células/gota. A concentracdo de 220 células/gota foi a que apresentou a maior taxa de sucesso na
formacgao de esferdides.

A condigdo que resultou na maior taxa de sucesso na formagao de esferdides com
morfologia esférica e compacta foi a de 220 células em um volume de 10 pL.
Concentracbes celulares mais altas ou volumes de gota superiores resultaram em uma
diminuicdo acentuada na taxa de sucesso, frequentemente levando a formacgao de
agregados amorfos e desestruturados. Este resultado indica que um numero excessivo de
células ou um volume de gota inadequado podem interferir nos processos de auto
agregacao celular, essenciais para a formag¢ao de uma estrutura 3D coesa.

Ajuste da Proporgao Celular para Co-cultura (4T1.2:NIH3T3)

Utilizando os parametros escolhidos (220 células totais em 10 pL), investigamos a
proporcéao ideal entre células 4T1.2 e NIH/3T3 para a formagao de esferdides de co-cultura.
Foram testadas as proporgoes 95:5, 90:10 e 80:20 (4T1.2:NIH/3T3).



Figura 2: Otimizacao da proporcao entre células 4T1.2 e NIH/3T3 para a formacao de esferéides de co-cultura. Andlise
por microscopia de campo claro da morfologia dos agregados ap6s 7 dias. (A) Proporgéo 95:5, onde se observa um agregado
com células mais dispersas em sua periferia.(B) Proporgdo 90:10, demonstrando ser a condi¢do mais eficaz, com a formagao
de um esferoide esférico e compacto.(C) Proporgéo 80:20, observamos uma diminuigdo na esfericidade e menor compactagéo
do esferdide. Barra de escala = 100 um.



A proporcdo de 90% de células 4T1.2 para 10% de NIH/3T3 foi a mais eficaz,
resultando em uma taxa de formacéo de aproximadamente 90% e esferoides com maior
esfericidade e compactagéo. Este resultado corrobora os achados de Aimugbil (2021), que
também identificou a proporgao de 10% de fibroblastos como 6tima para a formagao de
esferdides de co-cultura, ainda que com uma linhagem celular tumoral diferente. Nas
demais proporgdes testadas (95:5 e 80:20), observou-se uma maior incidéncia de falhas,
como a formacao de multiplos agregados por gota ou a presencga de células desagregadas
ao redor do esferdide principal. Isso sugere que a presencga de 10% de fibroblastos promove
um equilibrio ideal, possivelmente mediando a adeséo intercelular e a deposi¢cdo de matriz
de forma mais eficiente.

Validacao do Protocolo e Influéncia de Fatores Mecéanicos

Para validar a reprodutibilidade do protocolo otimizado (220 células/gota, 10 pL,

proporcao 90:10), o experimento foi repetido. Em uma das tentativas, a taxa de sucesso foi
drasticamente reduzida para cerca de 10%. A observacdo microscopica revelou que as
gotas na placa correspondente estavam morfologicamente deformadas, sugerindo que um
estresse mecanico (agitacdo ou impacto) durante o manuseio das placas comprometeu a
formacao dos esferodides.
Para confirmar essa hipotese, um experimento de validacao foi conduzido em triplicata.
Uma das placas foi intencionalmente submetida a um leve impacto lateral para deformar as
gotas. Os resultados confirmaram que a integridade esférica da gota € um fator critico: na
placa impactada, ndo houve formacao de esferdides, enquanto as duas placas de controle,
manuseadas com cuidado, exibiram a taxa de sucesso esperada de aproximadamente 90%.
Este achado é de grande importancia pratica, pois destaca um ponto critico de falha no
protocolo de gota suspensa: a necessidade de um manuseio extremamente cuidadoso para
garantir que a tensdo superficial mantenha a gota em um formato hemisférico perfeito,
condi¢cdo necessaria para que a gravidade promova a agregacgao celular em um unico ponto
central.

Acompanhamento do Crescimento dos Esferdides de Co-cultura

Apds a padronizagdo dos esferdides de co-cultura (propor¢gdo 90:10) foram
acompanhados em cultura para avaliar seu crescimento e estabilidade em dias distintos. A
Figura 3 ilustra o desenvolvimento de dois esferdides representativos, monitorados nos dias
6e9.



Figura 3: Monitoramento do crescimento de esferoides dia 6 e o dia 9. Microscopia de campo claro de dois esferoides
para avaliar a viabilidade. (A) Esferoide 1 no dia 6 (didmetro de Feret = 323 um). (B) O mesmo esferoide no dia 9, mostrando
um crescimento para 333 pm. (C) Esferoide 2 no dia 6 (didmetro de Feret = 329 pm). (D) O mesmo esferoide no dia 9, com
diametro aumentado para 396 ym e um leve desprendimento de células periféricas. Barra de escala = 100 um.

Foi observado um crescimento, indicando que o modelo se mantém viavel por um
periodo prolongado. No primeiro esferéide (Figuras 3A-B) apresentou um aumento
modesto em seu didmetro de Feret, passando de 323 um no dia 6 para 333 uym no dia 9,
mantendo sua integridade estrutural e compactacao. O segundo esferdide (Figuras 3C-D)
exibiu um crescimento mais pronunciado, com o didmetro aumentando de 329 uym para 396
pUm no mesmo periodo. No entanto, no dia 9, foi possivel observar um leve deslocamento de
algumas células na periferia deste esferdide. Em conjunto, esses dados sugerem que os
esferodides continuam a proliferar, mas que alteragdes morfolodgicas, como o desprendimento
celular, podem comegar a ocorrer em culturas mais longas.

Verificagcdo da Fluorescéncia dos esferéides (4T1.2:NIH3T3) e da nanoparticulas
carregadas com Rodamina 123

Para verificar a manutencado da expressao da Proteina Verde Fluorescente (GFP)
nas células 4T1.2 geneticamente modificadas apdés a formagédo dos agregados 3D, os
esferoides de co-cultura foram analisados por microscopia de fluorescéncia (Figura 4).
A analise revelou um sinal verde intenso e distribuido por toda a estrutura do esferéide. Este
resultado confirma que as células 4T1.2-GFP mantém sua fluorescéncia e viabilidade
mesmo apos o0 processo de agregacgao e cultivo em trés dimensbes. A estabilidade da



expressdo de GFP é um requisito fundamental para futuros ensaios que utilizem este sinal
para rastrear a populagdo de células tumorais. J& em relagcdo aos nanomateriais
sintetizados, as nanoparticulas de PMMA contendo Rodamina 123 apresentaram tamanho
média de particula de 114,4 nm e indice de polidispersdo de 0,13. Assim, a verificacado da
presenca do fluoréforo em sua estrutura é possivel apenas nas maiores nanoparticulas e
em alguns aglomerados, devido a baixa ampliacdo do microscépio (aumento maximo de
100x) (BECKER PERES, 2016).

Figura 4: Verificagdo da fluorescéncia das células 4T1.2-GFP no esferoide. (A) Esferoide de co-cultura
(4T1.2-GFP/NIH/3T3) no dia 7. O sinal verde intenso demonstra que as células 4T1.2 mantém a expressao da Proteina Verde
Fluorescente (GFP) apods o processo de agregacgéo e cultivo 3D Barra de escala = 100 um. (B) Imagem de aglomerados de
nanoparticulas com a rodamina 123, visto no filtro de fluorescéncia vermelho Barra de escala 10 um.

Desafios e Perspectivas Futuras

A padronizacdo de um modelo de esferdide 3D de co-cultura reprodutivel, conforme

detalhado neste relatério, representa a conclusdo bem-sucedida da primeira fase deste
projeto. A perspectiva futura e objetivo principal é utilizar este modelo para ensaios
funcionais, testando a interacdo com as nanoparticulas de PMMA contendo rodamina 123.
O préximo passo fundamental consiste em avaliar a capacidade de penetragdo das
nanoparticulas no microambiente tumoral tridimensional simulado pelos esferoides. Para
isso, os esferdides de co-cultura (4T1.2-GFP/NIH-3T3) serdo incubados com as
nanoparticulas fluorescentes. A andlise sera realizada por microscopia de fluorescéncia,
fazendo a sobreposicdo das imagens dos canais verde (proveniente da GFP das células
4T1.2) e vermelho (da rodamina 123). Esta abordagem permitird visualizar a profundidade
de penetracao e a distribuicdo das nanoparticulas em relacéo as células tumorais.
A realizacado destes experimentos, embora planejada, nao foi possivel de ser concluida no
periodo de um ano deste projeto de iniciagao cientifica. O principal desafio encontrado foi
de ordem logistica, como a alta demanda e a agenda para utilizacdo de equipamentos de
analise essenciais, como o microscopio de fluorescéncia. Adicionalmente, intercorréncias
pontuais na estufa de cultura celular impactaram o cronograma experimental, exigindo
tempo para a reestabilizacdo das linhagens. Superados estes desafios, a continuidade do
projeto permitira a geragao de dados valiosos sobre a eficacia deste nanossistema em um
modelo tumoral mais complexo e relevante.



Conclusao

Utilizando o método de gota suspensa foi possivel estabelecer um protocolo para a
formacao de esferdides 3D, tanto de monocultura (4T1.2) quanto de co-cultura (4T1.2 e
NIH/3T3), com caracteristicas morfolégicas desejaveis para serem utilizados como um
modelo de estudo na biodistribuicdo de nanocarreadores. Ainda, foi possivel produzir e
caracterizar as nanoparticulas que seriam utilizadas no estudo dos esferéides como modelo
de biodistribuicdo de nanocarreadores,porém, como apresentado na se¢do de desafios e
perspectivas futuras, nao foi possivel realizar os experimentos pretendidos de interacéo e
distribuicdo dos nanocarreadores no modelo 3D..

Foi demonstrado que o modelo de esferdide se mantém viadvel e em crescimento por
pelo menos nove dias e que a estabilidade mecanica das gotas durante 0 manuseio € um
fator critico para o sucesso do protocolo. Portanto, este estudo apresenta um protocolo
para a geragcao de modelos de esferdides 3D, preparando uma plataforma experimental
para futuras investigagcbes sobre a interacdo e distribuicdo de nanossistemas em um
microambiente tumoral tridimensional, superando diversas limitacbes dos modelos de
cultura 2D.

Avaliagao

Quanto a minha experiéncia nesta iniciacdo cientifica, foi muito positiva, pois

acompanhado do meu orientador Arthur consegui aprender a rotinas importantes para a
carreira cientifica, como maneiras corretas de estudar as fontes confiaveis para entender os
projetos em trabalho no laboratoério, pude acompanhar e aprender a rotina de bancada, com
técnicas de cultura de célula e biomol, além de acompanhar alguma dificuldade que
podemos nos deparar no dia a dia da pesquisa, como problemas nos equipamentos,
dificuldade de conseguir agenda nos equipamentos multiusuarios entre outros.
Vou continuar no mesmo laboratério até o final do da minha graduagdo tendo um dos
professores responsavel pelo mesmo como meu orientador do TCC, em resumo gostei
muito dessa experiéncia e recomendo a muitos colegas na universidade entrarem neste
mesmo laboratério para terem a oportunidade de trabalhar com pessoas incriveis.
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