Producao de esferéides mistos de células epiteliais prostaticas humanas e
de adenocarcinoma prostatico para testes de antitumorais.

Leonardo Wilans Pereira de Souza Rocha e Maria Helena Bellini Marumo
IPEN/CNEN-SP

INTRODUCAO

A neoplasia maligna prostatica, € um dos
tipos de cancer mais frequente no Brasil,
com numero de casos previstos para 2020
de 65840 para prostata, sendo que, em
homens o cancer de prostata € o mais
comum, apresentando incidéncia de 29,2%.
O presente estudo utilizou duas linhagens
de prostata diferentes, sendo estas a
linhagem LNCap (Lymph Node Cancer
Prostate), clone FGC (ATCC CRL-1740)
como linhagem tumoral, que €& uma
linhagem de adenocarcinoma invasivo
isolada do linfonodo, a segunda linhagem
foi RWPE-1 (ATCC CRL-11609), de origem
epitelial e que possui a capacidade de
formar estruturas acinares em cultivos em
3D. Essas diferentes linhagens celulares
foram avaliadas wusando o modelo
tridimensional celular (esferoide) por
levitagdo magnética, visto que, esse modelo
proporciona maior interagao célula-célula,
simulando a distribuicdo espacial natural
das células no tecido [1], apresentando
caracteristicas mais préoximas ao teste in
Vivo.

OBJETIVO

Produzir modelo de cultivo celular
tridimensional de adenocarcinoma de
prostata, contendo células tumorais e nao-
tumorais, utilizando sistema de
agregacaol/levitagao magnética.

MATERIAL E METODOS

As linhagens de células LnCap (ATCC CRL-
1740), linhagem de células de
adenocarcinoma prostatico humano, e
células prostaticas humanas nao-tumorais
RWPE-1 (ATCC CRL-11609), foram
cultivados em meio RPMI 1640. Para a
producao dos esferdides foram utilizadas
placas de 96 pocos previamente tratadas
com Pluronic® F-127 (0,5g/mL em 2-
propanol). Para formagao dos esferoides,
as células foram tratadas com adi¢cao de
nanoparticulas de ferro produzidas como
descrito [2] por 24 horas. Apos esse periodo
suspensoes celulares foram depositadas
nas placas tratadas com Pluronic® F-127
(10°  células/pogo), em proporgoes
diferentes de cada linhagem (0 a 100% de
cada uma das linhas estudadas), deixando
os agregados celulares por 3 dias com agao
do ima. Para avaliar a viabilidade dos
esferoides foram utilizados dois corantes, o
corante SYTOX™ Green (utilizado para
avaliacao das células mortas) e Hoechst
33342 (se integra ao DNA nuclear de todas
as células). As imagens foram adquiridas
com o microscopio INCell Analyzer 2500 HS

(Cytiva)
RESULTADOS

Os esferoides foram fotografados durante
diferentes dias, corados com SYTOX™
Green (corando em verde as células
mortas) e Hoechst 33342 (corando em azul
todas as células.
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Figura 1. Seis esferoides com quatorze
dias de experimento, com diferentes
concentragcdes celulares, corados por 24h
em SYTOX™ Green e 90 min. em Hoechst
33342.

Figura 2. Imagem retirada utilizando o
microscopio INCell Analyzer 2500 HS,
contendo esferoides com 14 dias de
formagao corados com Hoechst 33342 por
uma hora e meia e SYTOX™ Green por
vinte e quatro horas.

A técnica de adicdo de Pluronic® F-127 em
placas de cultura para impedir a adesao
celular foi eficaz. A formacao de esferoides
decorrentes a co-cultura entre as células
LNCap e RWPE-1 foi executada com
sucesso, permitindo avaliar sua viabilidade
até o 14 dia do experimento, sem troca de
meio de cultura, permitindo avaliar a
duracao do esferoide em diferentes
concentragdes celulares, concluindo que a
concentragcao de 60% RWPE-1 40% LNCap
apresentou maior resisténcia e menor
numero de células mortas.

CONCLUSOES

Foi possivel determinar que esferoides de
co-cultura de células RWPE-1 e LNCap séao
viaveis até, pelo menos, 14 dias em cultura
com meio convencional sem suplementacao
hormonal ou nutricional. Esferoides
formados com propor¢cdes de células
RWPE-1 entre 20 a 60% mostraram-se
mais eficientes em manter a proporcao de
células mortas em niveis minimos.
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