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RESUMO

A prevaléncia dos canceres do trato gastrointestinal vem aumentando nos
primeiros anos do século XXl na populacdo brasileira. Ha a necessidade de
ampliar os estudos desta patologia, sobretudo num contexto de cultivo celular
tridimensional, que possibilita a formacdo de modelos celulares que emulem,
mesmo que minimamente, a fisiologia dos tecidos ou tumores in vivo. O trabalho
pretendeu padronizar a producéo de agregados celulares (esferoides) de células
de adenocarcinoma intestinal (HT29-MTX) utilizando técnicas de levitagdo
magnética. Esferoides formados desta forma, foram avaliados por microscopia
de fluorescéncia e os parametros morfolégicos foram comparados. Os
experimentos mostraram a possibilidade de formacdo de tais agregados

celulares e sua manutencéo in vitro.

Palavras chave: Esferoide, adenocarcinoma intestinal, HT29-MTX.



ABSTRACT

The prevalence of cancers of the gastrointestinal tract has been increasing in the
first years of the 21st century in the Brazilian population. There is a need to
expand the studies of this pathology, especially in a context of three-dimensional
cell culture, which allows the formation of cell models that emulate, even if
minimally, the physiology of tissues or tumors in vivo. The work aimed to
standardize the production of cell aggregates (spheroids) of intestinal
adenocarcinoma cells (HT29-MTX) using magnetic levitation techniques.
Spheroids formed in this way were evaluated by fluorescence microscopy and
morphological parameters were compared. The experiments showed the

possibility of formation of such cell aggregates and their maintenance in vitro.

Keywords: Spheroid, intestinal adenocarcinoma, HT29-MTX.
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1 INTRODUCAO

Modelos de cultivo celular in vitro tradicionais, baseados
majoritariamente em cultivos em monocamada, vem sendo comparados com
sistemas celulares cuja construcdo permite a organizacdo tridimensional das
células. Assim, as interacdes entre as células sao favorecidas e aumentam as
possibilidades de formacé&o de nichos que imitem a (ou se aproximem da)
distribuicdo espacial natural de tecidos. A disposicdo das células em trés
dimensdes proporciona certa dispersao de forcas mecanicas que se relacionam
com sua morfogénese (PAPUSHEVA; HEISENBERG, 2010). Em outros termos,
pode-se considerar que o comportamento fisiolégico de um agrupamento celular
€ resultante ndo s6 do tipo celular em questdo, mas também, da organizacdo
espacial dessas células (GALLE ET AL., 2006) e também da distribuicdo das
zonas de comunicacdo existentes nas suas superficies (MANZ; GROVES,
2010).

No processo de desenvolvimento de novas drogas, observa-se baixo
percentual de sucesso apesar de muitas moléculas apresentarem significativa
atividade antitumoral em ensaios pré-clinicos. De fato, o que se observa é que
menos de 5% das moléculas com efeito antitumoral in vitro demonstram
capacidade antitumoral em ensaios clinicos (HUTCHINSON; KIRK, 2011). Este
fendmeno ¢é atribuido a incapacidade dos modelos bidimensionais de simularem
adequadamente a fisiologia tumoral (HICKMAN ET AL., 2014).

Algumas metodologias s&o capazes de criar agrupamentos
tridimensionais de células e estdo em desenvolvimento. A forma mais simples
de cultivo de tais agrupamentos € constituida pela deposi¢cdo das células em
substratos cuja carga elétrica seja nao-adesiva ou repelente as células.
Tradicionalmente, a cobertura de placas ou garrafas de cultura com agarose
permite a formacéo de esferoides, que sdo agregados celulares com formato
carateristico (KUWASHIMA ET AL., 1993). Esferoides também podem ser
formados em garrafas rotativas, cujo movimento impede a adeséo das células

no substrato, causando a agregacédo celular (SONG ET AL., 2004). Além da



organizacdo em esferoides, as células podem ser cultivadas em substratos
porosos (scaffolds), compostos de polimeros biocompativeis (JANORKAR,
2010), organizados em redes compostas por derivados do &cido hialurénico
(VINDIGNI ET AL., 2009), fibroina (GOTOH ET AL., 2004), hidrogéis de alginato
(BALAKRISHNAN; JAYAKRISHNAN, 2005) ou polietilenoglicol (PEG)
(UNDERHILL ET AL., 2007), entre outras técnicas possiveis (NATH; DEVI,
2016).

Uma alternativa para o cultivo tridimensional, é a levitacao de células
cultivadas na interface ar-liquido (SOUZA ET AL., 2010). A suspensdo das
células se da pela internalizacdo de microparticulas paramagnéticas
biocompatibilizadas (JEONG ET AL., 2016) ou pela adesdo de nanoparticulas
na superficie celular (HAISLER ET AL., 2013; SENSENIG et al., 2012; SOUZA
ET AL., 2006, 2008, 2010).

Sem induzir toxicidade significativa nas células, o cultivo por levitacao
magnética pode produzir esferoides de até varios milimetros de diametro e
mantidos por até quatro semanas em cultura (JEONG ET AL., 2016), em escala
de tempo e dimensfes fisicas impraticaveis em cultivos bidimensionais. Sua
estrutura e sua capacidade de manutencdo em cultivo tornam os esferoides
candidatos a analises prolongadas em relacdo as usuais 4 ou 24 horas de
exposicao a compostos-teste. Sao, portanto, adequados modelos para estudos

in vitro de tumores.

De acordo com as estimativas do Instituto Nacional do Céncer (INCA)
para 2020, eram esperados aproximadamente 320.000 novos casos de
neoplasias (exceto pele ndo melanoma), e entre estes, 40.990 (17,70%) seriam
casos de cancer de colon e /ou reto. (20.470 em mulheres e 20.520 em homens).
E o segundo tipo mais frequente entre as mulheres e o terceiro mais comum
entre os homens e, no geral, é o terceiro tipo de cancer mais prevalente no Brasil,
ficando atras apenas de préstata e mama. A incidéncia da doenca esta
relacionada diretamente a idade, dieta, estilo de vida, sedentarismo e fatores

hereditarios.
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Entre os tipos de tumores intestinais, ha os adenocarcinomas, 0s
carcinoides, os estromais gastrointestinais (GIST), e os linfomas e sarcomas. A
maioria dos casos (cerca de 95%) é do tipo adenocarcinoma (NEGOI ET AL.,
2015). A origem de tais tumores € costumeiramente associada a aparicao de
pequenos polipos, dai a sua importancia como achado endoscopico tipico. Ha
entdo o acumulo de transformacdes malignantes nas células destes
aglomerados, até a evolugdo para o estagio de adenocarcinoma. Instala-se
entdo a fase sintomética, com sangramentos pela mucosa, fraqueza, anemia e
diversas alteracdes na composicao das fezes (KHARARJIAN ET AL., 2019). O
tratamento destes canceres é baseado na remocao cirirgica de areas afetadas,
especialmente quando no célon (WU ET AL., 2013).

Ainda assim € protocolar a utilizacdo de quimioterapia baseada em
agentes citotoxicos como capecitabina, 5-fluoracil, irinotecano, bevacizumabe,
cetoximabe panitumumabe (MARMOL ET AL., 2017). Embora existam varios
tipos de tratamentos disponiveis envolvendo a combinacdo de cirurgia e
guimioterapia, essas estratégias terapéuticas apresentam algumas
desvantagens. Por exemplo, a cirurgia ndo € efetiva em casos de metastases e
o tratamento quimioterapico pode levar a resisténcia, além da baixa
especificidade, que pode atingir células saudaveis e provocar muitas reacdes

indesejaveis e até mesmo fatais para o paciente (MATHIJSSEN ET AL., 2014).

E importante a introducéo de melhorias que permitam a producéo de
modelos in vitro que representem melhor tais patologias, com o intuito de
melhorar a avaliagdo experimental de drogas antitumorais e assim, aumentar as

chances de sobrevida de pacientes acometidos.

Ha modelos de cultivos tridimensionais em esferoides que visam a
producdo de sistemas-teste dedicados aos estudos dos canceres intestinais
usando linhagens estabelecidas (FAN ET AL., 2011; RIEDL et al., 2017) ou
células primarias de pacientes acometidos (JEPPESEN ET AL., 2017; MIYOSHI
ET AL., 2018). Ha estudos que avaliaram os efeitos toxicos de farmacos diversos
(ACHARYA ET AL., 2020) e das radiacdes (BRUNINGK ET AL., 2020), ou em
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conjunto (KARLSSON ET AL., 2019; PONNURANGAM ET AL., 2012). Embora
relativamente bem estudados, tais modelos possuem complexidades variaveis,

sendo desejavel a padronizacdo de um modelo de baixo custo e facil realizacéo.
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2 OBJETIVO
2.1 Geral

Produzir modelo de cultivo celular tridimensional de adenocarcinoma

de célon utilizando sistema de agregacao/levitacdo magnética.

2.2 Especificos

Avaliar a agdo da radiacéo ionizante (8°Co) em esferoides de células

de adenocarcinoma de colon no que se refere a mortalidade celular, e

comparacao com 0os mesmos efeitos em culturas bidimensionais.

Avaliar a acdo de dois farmacos consagrados (camptotecina e
mitomicina C) em esferoides de células de adenocarcinoma de co6lon no que se
refere a mortalidade celular, e compara¢do com 0os mesmos efeitos em culturas

bidimensionais.
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3 JUSTIFICATIVA

Conforme descrito, o nUmero de casos de canceres do trato digestivo
encontra-se em expansao. E importante que sejam direcionados esforgos para
estudos de canceres além dos mais estudados (mama e prostata), sem, no
entanto, enfraguecer os grupos que os estudam. O trabalho se coloca como
consolidacdo da intencdo do grupo de pesquisa em questdo (Laboratoério de
Radiobiologia, CEBIO) em compor tais esforgos.

1) Impacto: Assim que concluido, o estudo pretende contribuir com os
estudos que buscam combater os tumores colorretais, oferecendo um modelo
simples e factivel de producdo de microtumores in vitro. A solucdo tem a
vantagem de ser potencialmente mais semelhante a um tumor in vivo dada a sua
configuracdo tridimensional. Ha ainda a expectativa de reducdo do uso de
animais experimentais pela sua substituicdo por um modelo in vitro mais
representativo. Finalmente, o produto do trabalho ajudara futuros pesquisadores

a trabalhar com cultivos tridimensionais.

2) Aplicabilidade: O trabalho propfe a construcdo de microtumores
em alguns dias, aumentando a quantidade de pontos de dados utilizados em

pesquisas.

3) Inovacgédo: O cultivo celular tridimensional € condicdo minima para
a interface das tecnologias aditivas com biossistemas. Embora praticado ha
décadas, seu desenvolvimento passa por um periodo de grande salto

tecnoldgico, inclusive sendo uma das propostas da denominada “Industria 4.0”.

4) Complexidade: O trabalho relaciona conhecimentos em Biologia

Celular, Oncologia e Nanotecnologia.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Adenocarcinoma intestinal

O céancer de célon e reto € aquele que se inicia na parte do intestino
grosso (chamada colon) e no reto (final do intestino) e também no anus. A
maioria desses tumores inicia-se a partir de polipos, que séo lesbes benignas
que podem crescer na parede interna do intestino grosso (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER, Brasil). Grande parte dos canceres colorretais sdo
adenocarcinomas, e se iniciam nas células mucosas responsaveis por lubrificar
o interior do célon e do reto, e além do adenocarcinoma, existem outros tipos de
cancer que acometem essa porcéo do intestino, sendo alguns eles, os tumores
carcinoides, que costumam se originar nas células produtoras de horménios no
intestino delgado ou grosso; o tumor estromal gastrointestinal (GIST), que é um
tipo de tumor raro no célon e se origina nas células presentes na parede dos
orgdos do trato digestivo, chamadas de células intersticiais de Cajal que sdo
responsaveis por enviar os sinais de contracdo e relaxamento que guiam 0S
alimentos e liquidos ao longo do intestino; os linfomas, que ocorrem nas células
do sistema linfatico, comecam principalmente nos ganglios, mas também podem
acontecer no colon, reto e outros 6rgaos; e o sarcoma, que geralmente tem inicio
Nos vasos sanguineos, tecidos muscular ou conjuntivo, mas que também podem
se originar no coélon ou reto. (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020).

7

Segundo dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA), esse é o
terceiro tipo mais frequente em homens, o segundo entre as mulheres, e o
terceiro mais incidente na populacdo geral, ficando atras somente dos casos de
prostata e mama. A estimativa é de que quase 41 mil casos novos sejam
diagnosticados no Brasil no triénio 2020/2022. A tendéncia no aumento no
namero de casos gera preocupacao em investir na atencéo primaria e deteccéo
precoce para reduzir a incidéncia e mortalidade da doenca no Brasil, a estimativa

€ gque até 2030 o numero de casos triplique em homens e mulheres (INCA).

Os principais fatores que podem ser responsaveis pelo aumento do

risco de desenvolver cancer de célon e reto, estdo intimamente ligados ao estilo
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de vida, inatividade fisica, obesidade, consumo excessivo de carne vermelha ou
alimentos ultraprocessados, abuso de alcool, tabagismo e alimentacéo pobre em
alimentos ricos em fibras, fatores hereditarios e condi¢cdes genéticas também
aumentam os riscos para o desenvolvimento da doenca (MARLEY AR, NAN H,
2016).

4.2 Linhagem HT29-MTX

A linhagem celular de adenocarcinoma do célon, HT29, foi
originalmente isolada de um tumor primario humano em 1964, e € um tipo celular
qgue retém caracteristicas das células de origem, constituindo-se como modelo
ideal para estudar mecanismos e aspectos moleculares da tumorigénese
(MARTINEZ-MAQUEDA, D., MIRALLES, B., RECIO, I., 2015).

Um dos diferenciais dessa linhagem celular € a sua capacidade de
produzir mucina em um nivel relativamente alto. A adaptacao gradual de células
HT29 a concentracdes crescentes de metotrexato (MTX) resulta, apdés uma fase
de alta mortalidade, no surgimento de células diferenciadas secretoras de muco
(LESUFFLEUR ET AL. 1990), como acontece em outras condi¢cdes de estresse
metabdlico, como privacdo de glicose e producédo de acido latico, fazendo com
que essas células in vitro tenham comportamento semelhante ao in vivo e sejam

ideais para producéo de esferoides.


https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-3-319-16104-4_11#ref-CR29
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Cultura celular

Células de adenocarcinoma retal humano, linhagem HT29-MTX
(ECACC HT29-MTX-E12 12040401), foram cultivadas em frascos de cultura
celular de 25 cm? contendo meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com
10% (v/v) de soro fetal bovino (Cultlab), e 1% (v/v) de solu¢édo de antibidticos
(10.000 Ul/ml de penicilina, 10 mg/ml de estreptomicina, Gibco) e mantidas em
uma incubadora a 37°C, 5% de CO2, com umidade controlada. O meio foi
substituido por aliquotas frescas (5 mL) a cada 48 horas em cultivo. . Ao atingir
a confluéncia entre 60-70%, as células foram lavadas com solu¢éo salina-fosfato
tamponada (PBS), pH 7,4, estéril, com 0,05M de EDTA e destacadas com
solucéo de tripsina-EDTA (Gibco).

5.2 Producao de nanoparticulas de magnetita (Fes0a4)

Nanoparticulas de magnetita com capacidade de adsorcdo pelas
membranas das células sdo produzidas rotineiramente no Laboratério de
Radiobiologia do Centro de Biotecnologia (CEBIO) do IPEN de acordo com
modificacdes de protocolo estabelecido pelo grupo (BONFIM et al., 2019). Apds
crescimento dos cristais em meio alcalino, as particulas foram recuperadas com
o auxilio de um ima, protonadas por banho em &cido acético sob ultrassonicacéo
e posterior adsorcao de poli-L-lisina (pH 7,4). O coloide foi mantido a 4°C até o

momento de uso.

5.3 Adsorcdo de nanoparticulas de magnetita na superficie das
células HT29-MTX

A suspensdo foi adicionada na propor¢cao 0,012M de Fe
(aproximadamente 20uL) para cada 2x10° células em suspensédo. As células
foram centrifugadas (1500 rpm por 5 minutos) e ressuspendidas trés vezes em
meio de cultura com nanoparticulas. Apos este procedimento, foram mantidas

em estufa incubadora por 24 horas conforme descrito.
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5.4 Producdao de esferoides

Placas de cultura celular de 96 pocos foram pré-tratadas com solugéo
de Pluronic® F-127 (0,5g / mL em 2-propanol). Cada poco recebeu 220 pL da
solucdo e permaneceu em temperatura ambiente por 24 horas. ApOs este
periodo, o liquido foi retirado por succéo e as placas foram postas para secagem
em capela de fluxo laminar estéril e sob irradiacdo UV por 30 minutos. Com este
procedimento, as moléculas do copolimero se arranjam em configuracdo
“‘pancake” (NEJADNIK et al., 2009), com sua porgao hidrofobica direcionada
para o centro do poco, impedindo assim a adeséao celular no plastico de cultura.
Em cada poco foi adicionado meio de cultura (100 pL/poco) com 5x102 células
com nanoparticulas por poco. Os agregados celulares foram formados por acdo
de imas de neodimio posicionados em cada po¢o para unir as células sob campo
magnético arranjados em placa plastica comercial (Magnetic Drive, Greiner
BioOne).

Figura 1 — Fluxograma da adicéo de Pluronic® F- 127 a placa de 96 poc¢os.
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Cada um dos 96 imas cilindricos do arranjo tem 1,5 mm de diametro,
produzindo campos magnéticos individuais que incidem em cada um dos pogos.
As células foram mantidas sob a acdo dos campos por no minimo 48 horas, ou
até a agregacdo ser mantida sem a acdo do campo magnético. Versdes
alternativas deste experimento foram realizadas utilizando placas de 24 pocos
tratados com 2200uL de Pluronic® F-127, e 5x10° células em 2mL de meio de

cultura.

5.5 Ensaios de microscopia de fluorescéncia

Apos sete dias em cultura, esferoides foram corados com solucéo de
Hoescht 33342 (10ug/mL) ou laranja de acridina (10ug/mL) em meio de cultura
por 60 minutos a 37°C. Apd6s 30 minutos foi adicionada solu¢do de brometo de
etidio (2ug/mL). O material foi visualizado nos aumentos 4, 10 ou 20X,
dependendo do experimento, no microscopio Nikon Ts100 existente na Sala de
Cultura Celular 1 do Centro de Biotecnologia (CEBIO/IPEN). Os esferoides foram
fotografados com luz branca e excitagcdo em violeta (evidenciando todos os
nacleos em azul, marcados pelo Hoescht 33342) e em verde (evidenciando os
ndcleos de células inviaveis em vermelho, marcados pelo brometo de etidio), ou

em azul, conforme especificado a seguir.

A proporc¢do entre nucleos marcados em azul e em vermelho foi um
parametro semi-quantitativo de viabilidade das células do esferoide. Também
foram realizadas aquisi¢coes de imagens pelo equipamento INCell Analyzer 2500
HS (Cytiva Lifesciences) presente no Laboratério de Microscopia do CEBIO.
Pilhas (“stacks”) de no minimo 20 imagens (eixo de profundidade; z) com
espacamento maximo de 10um foram adquiridas para o registro das emissdes
do Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, “azul”), SYTOX® Green (Thermo Fisher,
“verde”) e campo claro (discriminado pelo software de aquisigdo como “laranja”).
A incorporagdo de Hoechst 33342 foi utilizada como marcadora pan-nuclear,
aproveitando a capacidade do corante em se associar ao DNA dupla-fita de

qualquer tipo. SYTOX® Green s6 é permedvel a membranas de células
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despolarizadas e, portanto, inviaveis, sendo utilizado como marcador de células

mortas.

5.6 Analise e edicdo de imagens

Imagens de microscopia de fluorescéncia (RGB) foram tratadas com
o software ImageJ versao 1.52 (https://imagej.nih.goVv/ij/), com pacote de plugins
Fiji (https://imagej.net/software/fiji/) pré-instalado. Foi feita a redugéo de sinal no
fundo das imagens com o comando “Process >> Substract Background”, sem
suavizagao (parametro “Disable Smoothing” habilitado) e “Rolling Ball Radius”
ajustado em 50 pixels. ApOs este tratamento, as imagens foram decompostas
em seus canais de cor (R, G e B, correspondendo aos canais Vermelho, Verde

e Azul, respectivamente).

Para os experimentos com Hoechst 33342, a imagem apresentada &
resultado da sobreposicao dos canais G e B obtidos por excita¢do por violeta e
o canal R obtido com excitacdo em verde. As imagens finais sdo resultados dos
canais G e B obtidos por excitagdo em verde e o canal R obtido por excitacao
em azul. Desta forma, buscou-se evidenciar o maximo de emissédo de cada
fluorocromo com o minimo de interferéncia dos espectros de excitacéo utilizados
dentro das capacidades do equipamento e da técnica utilizada. Apés 3 e 6 dias
de incubacao, pilhas (“stacks”) de imagens obtidas pelo INCell Analyzer 2500 HS
foram analisadas também utilizando o pacote de plugins Bio-Formats
(https:/lwww.openmicroscopy.org/bio-formats/) para carregamento dos arquivos.
Apés tratamento de background e remocao de sinais espurios de fluorescéncia,
as ‘“stacks” foram avaliadas pelo plugin “3D Objects Counter”
(https:/limagej.net/plugins/3d-objects-counter) no canal que capturou o sinal dos
ndcleos marcados com SYTOX® Green (células inviaveis) para a quantificacdo

do nimero de células mortas em cada uma das aquisigoes.

O canal de aquisicdo do sinal de Hoechst 33342 foi tratado com o
comando “Image — Adjust — Threshold” para delimitagcdo apenas da area do

esferoide, excetuando-se as regides do fundo do material. ApOs este
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procedimento, as imagens foram binarizadas com o comando “Process — Binary
— Make Binary”, o que produziu imagens em apenas duas cores: branco (fundo)
e preto (esferoide). Apos binarizagéo, a area (em um?), o perimetro (em um) e
0os parametros de circularidade de redondeza foram avaliados pelo comando
“Analyze — Analyze Particles”. Dados foram colocados em gréficos usando o
software Prism 9.01 (GraphPad). Possiveis diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos (dias 3 e 6 ap0s a semeadura) foram avaliadas pelo
teste ndo-paramétrico bicaudal Kolmogorov-Smirnov, intervalo de confianca de
95%.

Preparacao para visualizacdo/apresentacao: Canais “azul”, “verde” e
“campo claro” de cada amostra foram separados em “stacks”, e cada conjunto
foi processado com o comando “Image — Stacks — Z Project”), com a opg¢ao
“Sum Slices”. O produto final representa a soma de todas as imagens num Unico
plano bidimensional, facilitando a visualizacdo de todos os eventos em péagina
impressa. As figuras foram organizadas em tabuas utilizando o software GIMP
verséo 2.10 (https://www.gimp.org/). Adicionalmente, as “stacks” das aquisi¢cdes
em verde foram renderizadas em projecdes tridimensionais com o comando
‘Image — Stacks — 3D Project”, com interpolagdo entre as camadas. Os
arquivos renderizados foram armazenados como videos em contéiners extensao

AVI, sem compressao a 7 fps (frames por segundo).

5.7 Tratamento com agentes quimioterapicos e Ensaios de

citotoxicidade

Mitomicina C e Camptotecina foram adicionadas ao meio de cultura
de esferoides em placas de 96 pocos. De acordo com a base de dados
“‘Genomics of Drug Sensitivity in Cancer” (disponivel para consulta em
www.cancerrxgene.org), a mitomicina C possui uma IC50 (concentracao
inibitéria de 50%) de 0,0607 uM, e a camptotecina 0,1172 pM. Os esferoides
foram incubados por 24 horas com o farmaco nestas concentracdes. Apos este

periodo, foram avaliados por espectrofotbmetro em absorvancia de 490nm.
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Como controle negativo, uma solucao de NaCl esteéril foi utilizada de
forma a adicionar o sal em meio de cultura na concentragao 0,045%. Solucéo de
dimetilsulféxido (DMSO) a 20% em meio de cultura foi utilizada como controle

positivo.

A viabilidade celular foi avaliada pela deposicédo do reagente MTS (3-
(4,5-dimetilltiazol-2-il)-5-(3-carboximethoxiphenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazélio))
e do acoplador de elétrons PMS (metosulfato de fenazina) seguindo orientacdes
do fabricante (CellTiter 96® AQueous NonRadioactive Cell Proliferation Assay,
Promega). Apoés incubacao por duas horas, a absorbancia a 490nm foi medida

em espectrofotdmetro de placa.

A viabilidade dos esferoides que foram submetidos a condi¢des
experimentais (farmacos) foi determinada pela sua absorbancia em relacéo a

absorbancia de esferoides nao tratados (% dos controles nao tratados).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Cultura de HT29-MTX com nanoparticulas de 6xido de ferro

Cultivos em 2D de células HT29-MTX foram expostos por 24 horas a
suspensao de nanoparticulas de magnetita funcionalizadas com poli-L-lisina. A
Figura 2 mostra o aspecto tipico das culturas utilizadas.

Figura 2 - Aspecto tipico de culturas de HT29-MTX com nanoparticulas de magnetita
adsorvidas e observadas campo claro em aumento de 10X (A) e 40X (B). Barras: 200um
(A), 100 um (B).

Conforme relatado anteriormente em trabalhos do grupo (BONFIM et
al., 2019), as particulas formam micro-agregados de coloracao castanha visiveis
na superficie das células por microscopia Optica, em aumentos triviais, mais
facilmente observaveis nos destaques.
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6.2 Avaliacéo dos esferoides por microscopia de fluorescéncia

Os esferoides foram corados com Hoechst 33342 ou laranja de
acridina conforme descrito. Foi constatado que nao foi possivel obter resolucéo
satisfatoria mediante a coloracdo com Hoechst 33342. Embora seja um corante
com afinidade ao DNA em dupla-fita (BUCEVICIUS et al., 2018; CHAZOTTE,
2011; LIN; GOODELL, 2011), aparentemente o protocolo adotado néo foi capaz
de destacar apenas os nucleos celulares do material. A Figura 3 mostra nucleos
reduzidos e pouco marcados em azul, além de coloracdo bastante difusa no
espaco intercelular, dificultando a obtencdo de imagens com grau cientifico
adequado. Algumas regides emitiram fluorescéncia em vermelho, indicando
incorporacao de brometo de etidio e, portanto, células inviaveis. No entanto, ndo

foi possivel discriminar com nitidez a ocorréncia de tais células.

Figura 3: Esferoide de células HT29-MTX obtido por levitagdo magnética (sete dias em
cultura). Esquerda: campo claro. Direita: fluorescéncia do esferoide corado com
Hoechst 33342 (azul) e brometo de etidio (vermelho). Aumento: 10X. Barra: 200um.

Esferoides marcados com laranja de acridina apresentaram melhor

resolucdo nos experimentos realizados. Foi possivel discriminar agregados
celulares aprisionados em matriz amorfa. A matriz extracelular de tumores

colénicos € composta majoritariamente por colageno tipo 1V, laminina e
fibronectina (ONFROY-ROY ET AL., 2020), e embora nédo tenham sido utilizados
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protocolos especificos para evidenciacao destas proteinas, a matéria amorfa que
circunda os agregados celulares na Figura 4 foi considerada putativamente
matriz extracelular. Usando o software ImageJ foi possivel demarcar as areas

com agregados celulares e diferencia-las das areas de matriz extracelular.

Figura 4: Esferoides de células HT29-MTX obtidos por levitagdo magnética (sete dias
em cultura). (A): campo claro. (B): fluorescéncia do esferoide corado com laranja de
acridina (verde) e brometo de etidio (vermelho). (C): agregados celulares (escuro) em

circundados por matriz extracelular (verde). Aumento: 10X. Barra: 200um.

Considerando a diferenca de performance das duas coloracfes, a
coloracdo por laranja de acridina foi utilizada em experimentos posteriores. A
Figura 5 mostra dois esferoides de HT29-MTX aprisionados em matriz

extracelular com aspecto tipico.

Figura 5: Esferoides de células HT29-MTX obtidos por levitagdo magnética (sete dias
em cultura). (CC): campo claro. (FL): fluorescéncia do esferoide corado com laranja de
acridina (verde) e brometo de etidio (vermelho). (A): aumento 10X. (B): zoom digital 2,4X
(24X). agregados celulares (escuro) em circundados por matriz extracelular (verde).

Barras: 100um (A), 240um.
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Utilizando o software ImageJ, foi possivel calcular o diametro do
esferoide marcado com a seta branca (d=151,106um) e vermelha
(d=132,064pum).

6.3 Avaliacéo da viabilidade dos esferoides

Os esferoides foram corados com Hoechst 33342 e SYTOX® Green
diluidos em meio de cultura, e colocados na estufa por 24 horas. Apés o periodo,
foram feitas aquisicdes de imagens através do INCell Analyzer 2500 HS, onde
foi realizada a comparacéo do crescimento e da morte celular. Pela utilizagao
dos corantes Hoechst e SYTOX® Green, foi possivel visualizar e contabilizar
células vivas e mortas, ja que o primeiro quando associado ao DNA nucleico das
células emite fluorescéncia em azul, e o segundo penetra a célula cuja teve sua
membrana rompida, emitindo fluorescéncia verde. Sendo assim, por
fluorescéncia, as azuis sédo células vivas e as verdes células mortas. Apos

avaliacao pelo software ImageJ, os dados sobre areas e perimetros (Figura 6),
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circularidade e redondeza (Figura 7) e niumero de células mortas (positivas para

SYTOX Green; Figura 8) foram analisadas.

Figura 6: Médias das areas (A) e dos perimetros (B) de esferoides de células HT29-MTX
obtidos por levitacdo magnética em cultura. Barras: Erro padréo das médias (SEM). (*):
p<0,05. (**): p<0,01.
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Foi observado um aumento das areas e dos perimetros dos
esferoides entre os dias 3 e 6 ap0s a levitacdo magnética (Figura 6), o que pode
ser explicado pela prépria multiplicacdo celular das células (VIRGONE-
CARLOTTA ET AL., 2017).

A Figura 7 mostra as quantificacdes de circularidade e redondeza dos
esferoides, onde os parametros avaliados se mostraram satisfatérios para um
esferoide. Apesar da diminuicdo das meédias para circularidade, a redondeza,
que é a medida de quao proxima a forma de um objeto se aproxima de um

circulo, teve apenas ligeira diminuigdo, mostrando-se apta para experimentos.

Figura 7: Médias da circularidade (A) e redondeza (B) de esferoides de células HT29-
MTX obtidos por levitagdo magnética em cultura. Barras: Erro padrdo das médias
(SEM). (*): p<0,05. (ns): ndo significante.
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A Figura 8 mostra a quantidade de células inviaveis nos esferoides
nos dias 3 e 6 apos a levitacdo. Houve um discreto aumento de células inviaveis,
0 que pode ser explicado pela degradacgéo natural do meio de cultura causando

morte natural das células.

Figura 8: Médias do niumero de células inviaveis em esferoides de células HT29-MTX
obtidos por levitagdo magnética em cultura dias 3 e 6. Barras: Erro padrdo das médias
(SEM) néo significante.
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A Figura 9 contém um compilado mostrando o aspecto tipico dos

esferoides analisados.

Figura 9: Médias do numero de células inviaveis em esferoides de células HT29-MTX
obtidos por levitagcdo magnética em cultura dias 3 e 6 horas ap6s levitacdo magnética,
em campo claro e microscopia de fluorescéncia. Azul: Hoechst 33342 (marcador pan-
nuclear). Verde SYTOX® Green (inviaveis). Barra: 200um.

Dia 3 Dia 6
Total SYTOX Green Total SYTOX Green

—

Renderizagbes em 3D de esferoides de 3 e de 6 dias em cultura foram
realizadas, e os links para os resultados em video estédo acessiveis através das

URL’s e/ou codigos QR no apéndice A.
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6.4 Avaliacao dos esferoides ap0s irradiacéo

Com o objetivo de avaliar a mortalidade das células apos irradiacéo,
os esferoides de HT29-MTX foram expostos a radiacdo gama em fonte de ¢°Co
através do Gammacell no Centro de Tecnologia das Radiagées IPEN/CNEN —
SP, em temperatura ambiente, com 1Gy e 2Gy respectivamente e taxa de dose
de 120 Gy/h. Apés a irradiacdo, as placas foram incubadas e foram feitas fotos
com 24, 48 e 72 horas, com adicdo do corante SYTOX™ Green, e duas horas
antes da aquisicdo das fotos, com adicdo do corante Hoechst 33342. As fotos
foram feitas no microscépio Nikon Ts100 existente na Sala de Cultura Celular |
do Centro de Biotecnologia (CEBIO/IPEN), a partir da analise e edicao de
imagens, foram obtidos graficos no software GraphPad Prism® 9 onde as

analises estatisticas foram feitas por meio da 2way-ANOVA.

A Figura 10 mostra as areas dos nucleos nao irradiados e apdés

irradiacao por 1Gy 2Gy.

Figura 10: Areas dos nucleos das células mortas encontradas em esferoides de HT-29-
MTX néo irradiados ou irradiados por 1 ou 2Gy. Dados agrupados por tempo (A) ou
dose (B) Barras: Erro padrédo das médias (SEM). (**): p<0,01. (****): p<0,0001; em relagéo
aos controles (A: 24h; B:0Gy).
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O tamanho dos nucleos de células tumorais é influenciado pela

atividade de proteinas do envelope nuclear, especialmente lamininas formadoras
dos andaimes proteicos da carioteca (JEVTIC, P.; EDENS, L. J.; LI, X;
NGUYEN, T.; CHEN, P.; LEVY, D. L. 2015) e por outras proteinas como as
nesprinas, que interligam a carioteca ao citoesqueleto e tem relagcdes com
processos de ciclo celular (LU, W.; SCHNEIDER, M.; ET AL., 2012).

A quantidade de DNA parece nédo alterar o tamanho dos nucleos
(CANTWELL, H.; NURSE, 2019), mas o processamento defeituoso de RNA,

levando ao acumulo de sequéncias nao usadas no interior do nucleo
(CANTWELL H., NURSE, P., 2017) pode ser o fenbmeno que causou o efeito

observado em células irradiadas a 1Gy apds 48 horas e por 2Gy em 72 horas.
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Outros trabalhos mostram que cadeias de RNA sofrem com a
exposicdo as radiacbes ionizantes em doses comparaveis as utilizadas neste
trabalho (TIE Y.; HU Z.; LU G.; ET AL., 2019), o que explicaria possivel aumento
de cadeias inateis acumuladas, levando a expansao nuclear. Ha inclusive
evidéncia sobre a predominancia da degradacéo encontrada na subunidade 16S
do rRNA (RNA ribossdémico) (GONG X..; TAO R.; LI Z., 2006).

A Figura 11 mostra as contagens de nucleos de células mortas em

esferoides néo irradiados ou apos irradiacdo com 1Gy e 2Gy.

Figura 11: Quantidade de nucleos de células mortas (marcadas com SYTOX® Green)
encontradas em esferoides de HT-29-MTX ndéo irradiados ou irradiados por 1 ou 2Gy.
Dados agrupados por tempo (A) ou dose (B) Barras: Erro padrdo das médias (SEM). (*):
p<0,05. (**): p<0,01. (***): p< 0,001. (****). p<0,0001; em relacdo aos controles (A: 24h;
B:0Gy).
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A dose de 2Gy induz morte celular por apoptose em células HT-29 em
cultivos em 2 ou 3 dimensfes (HEHLGANS, S., OPPERMANN, J., REICHERT,
S. ET AL., 2015), o que explicaria a onda de mortalidade com pico 24 horas ap0os
a irradiacao e decréscimo até 72 horas, refletindo a frequéncia acumulativa dos
eventos de morte. HT-29 é resistente a doses de 1Gy, ao menos em cultivos em
2D, conforme avaliado em outros trabalhos (LAMBIN, P.; COCO-MARTIN, J. ET
AL., 1994 e Tao, Y.; Zhang, P. ET AL., 2007). O efeito observado de aumento de
mortalidade 24 horas apos irradiacdo com 1Gy ndo pode ser explicado pelos

experimentos até o momento.

A Figura 12 mostra os resultados da citotoxicidade induzida por
Camptotecina (A) e Mitomicina C (B) em esferoides de HT-29.

Figura 12: Citotoxicidade da Camptotecina (A) e da Mitomicina C (B) em esferoides de
HT-29-MTX. Barras: Erro padrdo das médias (SEM). (*): p<0,05 (****): p<0,0001; em

relagdo aos controles (“07).
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A utilizagdo de modelos celulares tridimensionais visa emular a
fisiologia dos tecidos-modelo, e tal imitacdo acarreta também efeitos que,

embora observaveis nos tecidos, sao de certa forma indesejaveis.

A camptotecina é um alcalbide inicialmente descoberto em extratos
do caule da planta Camptotheca acuminata em meados do século XX (LI ET AL,
2017). A molécula e varios de seus analogos, bem como seus derivados, sé&o
descritos ha anos como paralisantes do ciclo celular nas fases S (TSAO ET AL,
1992) e G2 (GOLDWASSER ET AL, 1996) devido ao seu efeito de bloqueio
competitivo da DNA Topoisomerase | (LETEURTRE ET AL, 1993). Esta enzima
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€ responsavel pelo relaxamento do estado de super-enrolamento do DNA
durante a divisdo celular (CHAMPOUX, 2013), possibilitando sua duplicacdo e
consequentemente a progressao da divisdo celular. Ao se ligar a ela, a
camptotecina impede a divisdo celular (CHEN, 2019). Embora seja utilizada no
tratamento de canceres colorretais (VENDITTO & SIMANEK, 2010), sua eficacia
é prejudicada pela sua alta toxicidade sistémica (SCHMID ET AL, 2014), inducéo
de resisténcia (MARTINO ET AL, 2017) e baixa solubilidade em meio aquoso
(GHANBARI-MOVAHED ET AL, 2021; WEN ET AL, 2017).

A mitomicina C é um composto isolado do fungo Streptomyces
caespitosus e que possui, além de atividade antibidtica, uma caracteristica
atividade antitumoral (YONEDA ET AL, 2010). Seu mecanismo de acdo €
baseado na sua capacidade de inibicdo da sintese de DNA e inducéo de cross-
linking de fitas, especialmente durante a transi¢édo da fase G1 para a fase S do
ciclo celular, podendo também afetar as cadeias de RNA (GAD, 2014). Tal
capacidade € derivada dos fenémenos de alquilacédo que levam a ruptura de uma
ou as duas fitas de DNA (FINCH & BURNS-NAAS, 2014). Ao contrario da
camptotecina, é altamente sollvel em meio aquoso, (MYERS ET AL, 2017). Sua
atividade antineoplasica é bastante aumentada em ambiente hipoxico (SONG
ET AL, 2015; STRESE ET AL, 2013; MISTRY ET AL, 2017, CHEN ET AL, 2019).

Fatores sollveis tendem a atingir as camadas externas dos
esferoides, sem penetrar nas camadas mais profundas (LANGHANS, 2018). A
concentracdo maxima de camptotecina utilizada neste estudo é oito vezes maior
do que a IC50 para HT-29 cultivadas em duas dimensdes, e é a Unica que foi
capaz de induzir citotoxicidade estatisticamente relevante (e menor que 10%). A
baixa solubilidade da camptotecina em meio aquoso, além da configuragdo de
cultivo tridimensional que prejudica sua absorcdo, podem ter reduzido a

citotoxicidade do farmaco em cultura.

Esferoides multicelulares, com véarios micrémetros de diametro,
apresentam hipdxia interna (LEEK ET AL, 2016; BHATTACHARYA ET AL, 2020;
CLOSE & JOHNSTON, 2022; REFET-MOLLOF ET AL, 2021). Dada a alta
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solubilidade em meio aquoso e sua atividade aumentada em ambiente hipoxico,
é possivel que o aumento da citotoxicidade da mitomicina C, que se apresentou
toxica em concentracdo 16 vezes menor que a IC50 para cultivos de HT-29 em
duas dimensdes, tenha ocorrido pela avancada reducédo da molécula no interior

dos esferoides, aumentando assim sua atividade.
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7 CONCLUSOES

Os esferoides de HT-29-MTX mantém viabilidade satisfatéria por ao
menos 6 dias em cultivo, ou seja, em intervalo de tempo em que experimentos

(por exemplo, com irradiacdes) sejam factiveis.

Sao possiveis avaliagdes como area do esferoide, numero de células
mortas e area dos nucleos das células mortas, possibilitando estudos fisiol6gicos

por meio da microscopia de fluorescéncia.

O modelo in vitro proposto mostrou-se responsivo a agressao por
radiacdo ionizante e por farmacos com diferentes mecanismos de ac¢éo (inibicdo
enzimatica e alquilacdo), permitindo sua utilizacdo como plataforma de testes
para tratamentos antitumorais. Foi possivel inclusive observar efeitos de
citotoxicidade discrepantes dos encontrados em modelos bidimensionais,
confirmando a diferenciacdo fisiologica dos esferoides e sua suposta

aproximacao das situagdes in vivo.
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APENDICE A

APENDICE A - Renderizacdes em 3D de esferoides de 3 e de 6 dias em cultura

foram realizadas

Dias de cultivo URL Caddigo QR

3 https://www.youtube.co
m/watch?v=72NHtobfU

x8
6 https://www.youtube.co

m/watch?v=vbsvplenJ1
g
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APENDICE B

APENDICE B - Imagens produzidas a partir dos experimentos para
avaliacéo dos esferoides.
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FIGURA 1 - Aspecto tipico de culturas de HT29-MTX com nanoparticulas de magnetita

adsorvidas e observadas campo claro em aumento de 10X (A) e 40X (B).
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FIGURA 2 - Esferoide de células HT29-MTX obtido por levitagdo magnética (sete dias em
cultura). Abaixo: campo claro. Acima: fluorescéncia do esferoide corado com Hoechst

33342 (azul) e brometo de etidio (vermelho). Aumento: 10X. Barra: 200um.
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FIGURA 3 - Esferoides de células HT29-MTX obtidos por levitagdo magnética (sete dias em
cultura). (A): campo claro. (B): fluorescéncia do esferoide corado com laranja de acridina
(verde) e brometo de etidio (vermelho). (C): agregados celulares (escuro) em circundados

por matriz extracelular (verde). Aumento: 10X.




53

FIGURA 4 - Esferoides de células HT29-MTX obtidos por levitagdo magnética (sete dias em

cultura). (CC): campo claro. (FL): fluorescéncia do esferoide corado com laranja de
acridina (verde) e brometo de etidio (vermelho). (A): aumento 10X. (B): zoom digital 2,4X

(24X). agregados celulares (escuro) em circundados por matriz extracelular (verde).

FL
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FIGURA 5 - Médias do nimero de células inviaveis em esferoides de células HT29-MTX

obtidos por levitagdo magnética em cultura dias 3 e 6 horas ap6és levitagdo magnética, em

campo claro e microscopiade fluorescéncia. Azul: Hoechst 33342 (marcador pan-nuclear).

Verde SYTOX® Green (inviaveis).

Total SYTOX Green

SYTOX Green
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APENDICE C

APENDICE C - Procedimento Operacional Padrdo (POP) para geracéo de
esferoides de células de adenocarcinoma de c6lon humano HT29-MTX.



& Cadigo:
p en . . . Emissdo: 27/07/2022
CEBIO Procedimento Operacional Padrao Revisao: 01
(POP) para geracao de esferoides de Pagina: 1 de 62
Q CENTAOD DE SI0TECNALOGIS células de adenocarcinoma de célon Elaborado por: Larissa Guimarées;
Lab. Radiobiologia humano HT29-MTX Daniel Perez Vieira

Verificado por: -
Aprovado por: Daniel P.V.

OBJETIVO

Producdo de modelo tumoral tridimensional in vitro de células de adenocarcinoma de célon
humano, utilizando linhagem estabelecida e sistema de agregacao/levitagdo magnética. Apds a
producdo dos agregados (nomeados “esferoides™), os mesmos séo utilizados como modelo de
exposicao a radiacdo ionizante e a drogas antitumorais. A viabilidade celular em tais agregados
pode ser avaliada por incorporacdo de corantes fluorescentes e visualizagdo em microscopio de
fluorescéncia, ou por reducéo de sal de tetrazolio (MTS), avaliado por espectrofotometria.

MATERIAL NECESSARIO

Produtos quimicos, reagentes, consumiveis ou equipamentos podem ser adquiridos de qualquer
fornecedor idéneo, salvo quando indicado o modelo e o fabricante.

Parte 1: Produc¢éo de nanoparticulas de FesO. com capacidade de adsor¢do a membranas
- Glicina (CzHsNO-)

- Hidréxido de sodio (NaOH) em lentilhas

- Solugdo de hidroxido de sodio (NaOH) 2M (8g NaOh em 100mL de agua deionizada)

- Sulfato Ferroso Heptahidratado (Fe2SO4.7H,0)

- Poli—L-lisina, hidrobrometo, massa molecular > 300.000 (Sigma-Aldrich, P1524)

- Acido acético glacial

- Agua deionizada

- Nitrogénio gasoso (N.)

- Béquer de vidro (200mL)

- Proveta graduada: 100 e 500mL

- Agitador ultrassonico (banho)

- Agitador magnético

- Barra magnética para agitador

- Garrafa de vidro estéril para estoque de solug@es para cultura celular, vidro Pyrex®, 500mL
- Forno de micro-ondas (doméstico)

- pHmetro de sonda

Parte 2: Producéo de placas de cultivo celular antiaderentes.

- Placa de cultivo celular de 96 pocos, estéril e com tampa

- Pluronic® F-127 (Sigma-Aldrich, P2443)

- Isopropanol P.A. (para anélise)

- Garrafa de vidro estéril para estoque de solucdes para cultura celular, vidro Pyrex®, 500mL
- Proveta graduada— 500 ou 1000mL

- Balanga adequada (resolucdo em mg)

Parte 3: Cultivo celular em duas dimensdes (2D)
- Suspensao de células de adenocarcinoma de c6lon humano (HT29-MTX, ECACC General Cell
Collection: HT29-MTX-E12) em meio de cultura celular a escolha

l1de5
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- Meio de cultura celular a escolha @

- Garrafas plasticas estéreis para cultura celular — 25cm? de area de cultivo

- Tubos plésticos cbnicos estéreis para cultura celular — 15mL

- Meio de cultivo celular

- Solugdo de Tripsina/EDTA (0,05%)

- Pipetas soroldgicas plésticas estéreis — 5mL

- Ponteiras pléasticas estéreis com ou sem filtro para micropipetadores — 200 e 1000 pL
- Banho-mariaa 37° C

- Estufa incubadora (37° C, atmosfera com 5% de CO,)

- Centrifuga com capacidade para tubos de 15mL e velocidade méaxima de 5000 rpm

Parte 4: Producéo de cultivos tridimensionais (3D)

- Suspensao de nanoparticulas de 6xido de ferro produzidas conforme descrito na Parte 1

- Placas de 96 pogos produzidas conforme descrito na Parte 2

- Cultivo celular de HT29 — MTX em 2D produzido conforme descrito na Parte 3, devidamente
preparado em suspensdo celular (“single cell suspension’) em meio de cultura estéril

- Placa com 96 imas — 96-well Spheroid Drive (Greiner Bio-One, 655830).

PROCEDIMENTO

Producéo

Dia 1:

a) Producao de nanoparticulas de Fe304 com capacidade de adsor¢cdo a membranas
Protocolo originalmente publicado em:

Bonfim, L., de Queiroz Souza Passos, P., de Oliveira Gongalves, K. et al. Microwave-mediated
synthesis of iron-oxide nanoparticles for use in magnetic levitation cell cultures. Appl Nanosci 9,
1707-1717 (2019). https://doi.org/10.1007/s13204-019-00962-1

- Dissolver em agitador magnético 0,905 g de sulfato de ferro Il hepta hidratado (Fe2SO4.7H20)
e 0,439 g de Glicina (C2HsNO;) em 90 mL de agua deionizada desoxigenada pelo borbulhamento
de nitrogénio gasoso (N2) por 15 minutos anteriormente a adigdo dos reagentes;

- Sob agitacéo e sob avaliacdo do pH por um pHmetro de sonda, adicionar vagarosamente por
gotejamento a solucdo de NaOH 2M até a obtencdo de pH 12;

- Ajustar o volume para 100mL com agua deionizada;

- Transferir para garrafa Pyrex® e levar ao forno de micro-ondas (poténcia maxima: 930 W) por
2,5 minutos, monitorando possivel fervura;

- Lavar o coloide por agregacdo com imas e re suspensao em &gua deionizada até obtencéo de pH
préximo a 7,
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- Adicionar 15 mL de &cido acético e a solucdo mantida em ultrassom por 5 minutos para
dispersao;

- Separar as nanoparticulas com o auxilio de um ima e adicionar vagarosamente solucdo de
bromidrato de poli-L-lisina a 0,02 pg/mL em agua ultrapura a pH 7,0 sob agitacdo em ultrassom;
- Retirar a solucdo e re suspender em 2 mL de &gua deionizada estéril adicionada para
armazenagem em geladeira.

b) Producéo de placas de cultivo celular antiaderentes.

- Dissolver Pluronic® F-127 (0,5g / mL) em 2-propanol em banho-maria (37°C) até obtencéo de
solucdo completamente cristalina;

- Adicionar 2007 /L da solugdo em cada poco da placa de cultura de 96 pocos. Manter a placa
fechada em ambiente estéril overnight (14-20 horas) e temperatura ambiente;

- Remover completamente o liquido com pipeta ou bomba sugadora e manter a placa aberta sob
luz ultravioleta e ambiente estéril (capela de fluxo laminar) por 30 minutos;

- Fechar a placa e armazenar em temperatura ambiente por até uma semana antes do uso.

c) Cultivo celular em duas dimensdes (2D)

Necessaria suspensdo de células de HT29-MTX em meio de cultura

- Adicionar 10-20uL do coloide de nanoparticulas de ferro a 5mL de suspensdo celular (esta
quantidade de coldide é suficiente para 10° células). Homogeneizar por inverséo;

- Centrifugar (5 minutos, 1400 rpm) e re suspender o pellet de células sem descartar a solugao.
Repetir 3 vezes o procedimento;

- Re suspender mais uma vez e depositar todo o contetido numa garrafa de cultura de 25cm?;

- Manter a garrafa em estufa incubadora (37°C, 5% de CO,) até o dia seguinte

Dia 2:

d) Producdo de cultivos tridimensionais (3D)

- Preparar suspensdo de células com nanoparticula de acordo com o protocolo do laboratério,
utilizando solugéo de Tripsina/EDTA, Versene®, cell scraper ou qualquer outra metodologia;

- Preparar uma suspensdo de 8,4x10* células vidveis / mL em 10 mL de meio de cultura, utilizando
metodologia vigente no laboratério (azul de tripano, vermelho neutro ou qualquer outra
metodologia);

- Posicionar a placa com 96 imas — 96-well Spheroid Drive (Greiner Bio-One, 655830) encaixada
abaixo da placa tratada com Pluronic® F-127 produzida na Parte 2;

- Pipetar 60 uL da suspenséo celular em cada pogo, completando 5x103 células / poco;

- Manter em estufa incubadora por 4 dias, com a placa de imas posicionada abaixo da placa de 96
pOCOS por ao menos as primeiras 48 horas apds a semeadura.
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Experimentacao

Ap06s 96 horas em cultivo, verificar por microscopia se os esferoides estdo coesos e integros. Caso
positivo, proceder com a experimentacao.

) Citotoxicidade - Exposic&o a agentes quimicos ©

- DiluicGes de agentes quimicos (substancias-teste) e dos controles positivos e negativos devem
ser feitas no mesmo meio de cultura utilizado para a manutencéo das células e esferoides;

- As concentragdes necessarias devem ser realizadas para que apenas 20 uL de cada agente seja
adicionado por pogo;

- As incubag0es devem ser feitas conforme o protocolo utilizado;

- Reagente revelador (MTS, MTT, XTT, NTB, Resazurina, etc.) deve ser adicionado nos pogos
na concentragdo recomendada e no volume de apenas 20 ulL;

- A citotoxicidade deve ser calculada de acordo com o protocolo escolhido.

I1) Andlise por microscopia de fluorescéncia

- Hoechst 33324 (10 ug / mL, Sigma-Aldrich, B2261) e SYTOX® Green (5uM, Thermo-Fisher,
S7020) devem ser diluidos em meio de cultura num volume de 20 pL / poco;

- Ap0s receber os corantes, os esferoides devem ser incubados a 37° C e 5% de CO; por 45 a 90
minutos;

- A observagdo por microscopia de fluorescéncia deve ser feita em campo claro e nos
comprimentos de onda especificos para excitacéo e emisséo de Hoechst 33324 e SYTOX® Green;
- As imagens serdo analisadas com softwares especificos, (usualmente ImageJ) e avaliardo areas
do esferoide e dos nucleos das células, viaveis ou ndo (positivas para SY TOX® Green), bem como
suas quantidades @,

NOTAS

(1): Ndo ha modelo ou fabricante especifico de placas para este procedimento. No entanto,
produtos do fabricante Sarstedt ndo apresentaram bons resultados de recobrimento por Pluronic®
F-127 em experimentos prévios realizados no laboratério (até Agosto/2022).

(2): Meios de cultura (e fornecedores) testados com sucesso:

- RPMI 1640: Meio RPMI 1640 (Cultilab, Sigma-Aldrich ou Gibco), suplementado com 10% de
soro fetal bovino (Cultilab), 0,001% m/v de bicarbonato de sodio (NaHCOs) e 1% de solugao de
penicilina (10.000 U / mL) e estreptomicina (10.000 ug/ mL), filtrado para esteriliza¢do (0,22um)
- Opti-MEM™ [ Reduced Serum Medium, GlutaMAX™ Supplement (Thermo Fisher, 51985091)
suplementado com 5% de soro fetal bovino (Cultilab) e 1% de solucdo de penicilina (10.000 U /
mL) e estreptomicina (10.000 ug / mL).

(3) Protocolo testado com sucesso:

Os esferoides recebem 2 mg / mL de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -5- (3-carboximetoxifenil) -2- (4-
sulfofenil) - 2H-tetrazdlio (CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay
(MTS), Promega) e 0,9% de metossulfato de fenazina (PMS, Sigma-Aldrich, CAS 299-11-6)
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diluidos em meio de cultura (20 pL / pogo). O volume sera adicionado e a placa sera incubada
por 60 a 120 minutos e submetida a analise espectrofotométrica a 490 nm de comprimento de
onda em espectrofotdmetro de placa (Nota: o laboratério utiliza o equipamento Multiskan EX,
Thermo-Scientific). Como controle positivo serd utilizado DMSO 5% e negativo 1L de solucéo
de NaCl 0,9%.

(4) Protocolo de andlise de imagens

- Imagens de microscopia de fluorescéncia (RGB) devem ser tratadas com o software ImageJ
versdo 1.52 ou superior (https://imagej.nih.gov/ij/), com pacote de plugins Fiji
(https://imagej.net/software/fiji/) pré-instalado;

- Deve ser feita a redu¢do de sinal no fundo das imagens com o comando “Process >> Substract
Background”, sem suavizagdo (parametro ‘“Disable Smoothing” habilitado) e “Rolling Ball
Radius” ajustado em 50 pixels;

- Apbs este tratamento, as imagens serdo decompostas em seus canais de cor (R, G e B,
correspondendo aos canais Vermelho, Verde e Azul, respectivamente). Para 0s experimentos com
Hoechst 33342, a imagem apresentada é resultado da sobreposi¢édo dos canais G e B obtidos por
excitagdo por violeta e o canal R obtido com excitagdo em verde;

- Cada uma das imagens geradas deve ser binarizada com o comando “Process — Binary — Make
Binary”, o que produz imagens em apenas duas cores: branco (fundo) e preto (esferoide). Apos
binarizagdo, a 4rea (em um?), o perimetro (em pm) € os pardmetros de circularidade de redondeza
devem avaliados pelo comando “Analyze — Analyze Particles”.
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