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Resumo:

O cancer cervical representa a quarta causa de morte entre as
mulheres no Brasil e no mundo, sendo que as opc¢les de tratamento séo
cirurgia, quimioterapia, radioterapia ou uma combinacdo entre elas. As
células cultivadas como modelos 3D sdo consideradas um excelente modelo
para estudos bioldgicos, pois exibem caracteristicas que estdo mais
proximas das condicdes in vivo. O objetivo do presente projeto foi padronizar
metodologia de modelo de cultura celular 3D, visando otimizar estudos in
vitro de acéo de drogas com atividade antitumoral. A metodologia de cultura
celular 3D a partir de utilizacdo de placas revestidas com agarose foi
padronizada, proporcionando obtencdo dos esferdides das linhagens
celulares HaCat, CaSki e HelLa, porém, C33A e SiHa apresentaram apenas
aglomeracédo celular, ndo sendo capazes de formar o esferbide, portanto,
s80 necessarios estudos para melhorar a metodologia, possibilitando a
obtencédo dos esferdides em diversas linhagens celulares.

Introducéo

O cancer cervical esta entre os principais canceres que atingem a
populacdo feminina. Atrds apenas do cancer de pele ndo melanoma, mama
e colorretal, representa a quarta causa de morte entre as mulheres no Brasil
e no mundo®. A infeccéo persistente pelo Papilomavirus humano (HPV) é
causa necessaria mas nao suficiente para o cancer cervical, e esta
associado também ao cancer anogenital e oral®.

O cancer cervical possui uma taxa de mortalidade muito alta devido
ao acesso limitado a tratamento adequado, por isso, varios estudos visam
desenvolver novas terapias para o cancer cervical ja estabelecido, utilizando
inclusive, técnicas de imunoterapia®. As células cultivadas como modelos 3D
sdo consideradas um excelente modelo para estudos biolégicos, pois 0s
esferdides obtidos a partir da técnica exibem caracteristicas que estdo mais
proximas das complexas condi¢des in vivo. As vantagens do modelo 3D
ainda incluem a possibilidade de estudos com biomarcadores,
desenvolvimento de novas drogas, aplicacdes farmacologicas e estudo de
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canceres”,

Levando em consideracdo as informacdes apresentadas, o objetivo
do presente projeto foi o de realizar uma padronizacdo de modelo de cultura
celular 3D para implantacdo no Laboratorio de Citologia Clinica da
Universidade Estadual de Maringa, com a finalidade de otimizar estudos in
vitro de acao de drogas com atividade antitumoral.

Materiais e métodos

Um levantamento bibliografico foi realizado para pesquisar as
metodologias possiveis para o modelo de cultura celular 3D em células
cervicais. Durante a escolha considerou-se a disponibilidade de reagentes,
equipamentos e outros recursos necessarios para obtencdo dos esferoides
no laboratério. Quatro metodologias para obtencdo dos esferdides foram
selecionadas: utilizacdo de placas especificas para cultura de esferoides,
utilizacdo de placas de cultura de células de 96 pocos revestidas com
agarose, utilizacdo de frascos spinner a partir de cultura de células em
placas de Petri e cultura da gota em suspenséao.
Linhagens celulares

Foram utilizadas as seguintes linhagens de células epiteliais
cancerosas cervicais para os testes: HelLa (HPV-18 positiva), SiHa (HPV-16
positiva), CaSki (HPV-16 e 18 positiva) e C33A (HPV negativa), além da
HaCaT, que é uma linhagem de queratinécitos humanos imortalizados
(controle negativo).
Condicoes de cultura e manutencgao das linhagens celulares

As células foram cultivadas em estufa de cultura celular a 37°C, em
frascos plasticos descartaveis com tampa de rosca e dispositivo para a
entrada de CO2, contendo meio de crescimento normal especifico para cada
linhagem, em atmosfera de 5% de CO2 / 97,5% de ar, para a manutencao
de pH proximo ao fisioldgico. As células foram sub-cultivadas sempre que
atingiram, aproximadamente, 80% da densidade de saturacao, utilizando,
para tanto, tripsina 0,1% em tampé&o fostato salino (PBS) contendo 1mM de
EDTA e tendo sido a cultura previamente lavada, uma vez, com solucéo de
PBS. Os estoques celulares foram mantidos em meio de cultivo contendo
10% dimetilsulféxido (DMSO) a -190°C, em reservatorio contendo nitrogénio
liquido.
Utilizacdo de placas de cultura de células de 96 pocos revestidas com
agarose

Para obtencdo dos esferdides foram utilizadas placas de 96 pocos
revestidas com 100 pL de agarose, que ficou na luz UV por 15 min. Foi
adicionado 200 pL de suspensédo de células na concentragdo de 0,5 x 104
células/ml de cada linhagem, sendo que cada linhagem celular foi testada
em quintuplicata. Na sequéncia, as placas foram centrifugadas por 1min a
2500 rpm. Apoés a centrifugacéo, a placa foi incubada (a 37°C, 5% CO2 e
95% de umidade) em repouso, sendo observadas em 48 e 72h. As placas de
96 pocos podem servir como suporte para a geracao de esferdides, ja que
podem ser revestidas com filme de agarose ou polimeros hidrofébico para
garantir que as células nao facam a adeséo na parede do poco.
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A partir de pesquisa bibliografica, 4 diferentes metodologias foram
selecionadas para possivel obtencdo dos esferdides: utilizacdo de placas
especificas para cultura de esferoides, utilizacdo de placas de cultura de
células de 96 pocos revestidas com agarose, utilizacdo de frascos Spinner a
partir de cultura de células em placas de Petri e cultura da gota em
suspensao.

As metodologias obtidas apo6s levantamento bibliografico foram
avaliadas quanto a viabilidade para sua realizacdo em laboratério,
respeitando as condicbes e limitacdes disponiveis para o trabalho. A
metodologia que utiliza placas de 96 pocos revestidas com agarose foi a
escolhida para a criagcdo do modelo de cultura 3D. Dentre suas vantagens
estdo: o baixo custo e facil manuseio, grande numero de esferdides obtidos
em um espaco limitado (96 ou 384 pocos), recuperacdo pos cultura facil e
pode ser facilmente utilizado para obtencdo de imagens bem como outras
avaliac6es ou metodologias®.

A utilizacdo de frascos Spinner a partir de cultura de células em
placas de Petri garante uma troca descomplicada de nutrientes e residuos
celulares. No entanto, uma distribuicio homogénea de células ndo é
alcancada, pois a maioria é encontrada predominantemente na periferia,
assim ela nao foi considerada para a criagdo de um modelo de cultura 3D°.

O método de cultura da gota em suspensao é considerado um dos
mais trabalhosos, uma desvantagem sendo que a viabilidade celular pode
ser afetada pela elevacdo da osmolaridade causada pela evaporacdo do
contelido das gotas durante os testes®.

Com relacdo a utilizacdo de placas especificas para obtencdo de
esferdides, a metodologia € relativamente simples, inclusive, mais simples
do que a utilizacdo de placas de 96 pocos revestidas com agarose, no
entanto, o valor das placas torna a metodologia inviavel, uma vez que,
atualmente no Brasil a pesquisa cientifica passa por um momento dificil
devido a falta de investimentos.

O protocolo desenvolvido com base na metodologia das placas de 96
pocos revestidas com agarose foi: 1) Pesar agarose e diluir em TBE (1,5%
gel) para quantidade necessaria. 100 ul de agarose por poco (placa de 96
pocos). Colocar a agarose dentro do fluxo, assim como o PBS. 2) Aquecer a
agarose no microondas até sua dissolucao. 3) Pipetar 100 ul de agarose em
cada poco. 4) Deixar a placa 1 hora em temperatura ambiente e depois mais
1 hora dentro da estufa. 5) Ressuspender as células. 6) Colocar as células
na placa com agarose 0,5 x 104 células/ml. 200l por poco. 7) Incubar estufa
de 48 a 72 dias 8) Coleta do esferdide: Com a pipeta de 1000 colocar no
volume 200 e coletar o pogo. Colocar em um tubo falcon e deixar decantar
por 1h. Com pipeta de 1000 colocar no volume de 200 e puxar — soltar —
puxar e transferir o esferéide para o local.

Os resultados obtidos para as linhagens celulares apés incubacao por
72 h séo apresentados na Figura 1. As linhagens C33A e SiHa formaram
pequenos aglomerados celulares, porém, ndo foram capazes de formar um

Resultados e Discussao

JA;UE == @CNPq M
A —

O
‘Canseino Necionsl de Desemoimento Apolo 6o Desenvolvimento Clentifico
Clentifco o Tecnokdgico  Tecnolégico do Porond




K UEm=
30°EAMIC
10°EAIGE

30° Encontro Anual de Iniciagao Cientifica
10° Encontro Anual de Iniciagao Cientifica Junior

11 e 12 de novembro de
2021

esferdide. Por outro lado, CaSki, HaCat e HelLa formaram os esferbides
como € possivel observar na Figura 1, indicando que o protocolo escolhido
foi capaz de permitir a obteng&o dos esferodides.

Figura 1 — Esferdides obtidos a partir da utilizagcao de placas de 96 pocos revestidas com
agarose apos 72 h de incubacédo

Conclusdes

A metodologia de cultura celular 3D a partir da utilizacdo de placas
revestidas com agarose para células cervicais foi padronizada. A partir dos
resultados obtidos é possivel observar que a metodologia escolhida foi
capaz de proporcionar a obtencdo dos esferdides. No entanto, isso ndo
ocorreu para todas as linhagens celulares selecionadas, uma vez que as
linhagens C33A e SiHa apresentaram uma pequena aglomeracdo celular,
porém, ndo foram capazes de formar o esferdide. Dessa forma, o presente
trabalho atingiu seu objetivo, uma vez que a obtencdo dos esferdides foi
alcancada, no entanto, sdo necessarios mais estudos para melhorar a
metodologia, possibilitando a obtencdo dos esferéides para diversas
linhagens celulares.
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