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ABSTRACT

Cell culture is characterized by maintaining live cells in the laboratory regardless of the
organism in which they originated. This technique has contributed to better
understanding of molecular cell mechanisms, permitting important scientific advances,
for example, concerning vaccine production and tumor cell biology. Three-dimensional
(3D) cell culture initially derived from commonly used cell cultures (monolayer cell
cultures). As a particularity, a 3D cell culture permits cells to explore the three
dimensions of the space thereby increasing cell-cell interactions, as well as interaction
with the environment. When grown in this system, cells form structures known as
multicelullar spheroids. The interior of these spheroids present cell heterogeneity,
microenvironment formation and different exposure to factors, such as nutrients and
oxygen. Owing to the fact that these characteristics are very similar to those of in vivo
avascular tumors, 3D cell culture advanced in various research lines, thus becoming a
widely used model in radiology and chemotherapy essays. In studies related to breast
cancer biology, spheroids are becoming widely used in the aim to comprehend luminal
space morphogenesis.
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RESUMO

A cultura celular é caracterizada por permitir a manutencdo de células vivas em
laboratério independente do organismo que a originou. A utilizacdo desta técnica
possibilitou a melhor compreensao dos mecanismos moleculares da célula permitindo
importantes avancgos cientificos no que se refere, por exemplo, a producao de vacinas e
a biologia da célula tumoral. A cultura de células em 3-dimensdes (3D) derivou-se
inicialmente da cultura de células comumente utilizadas (células em monocamada). O
diferencial da cultura 3D é permitir que as células explorem as 3-dimensdes do espaco,
aumentando assim as interagdes com o ambiente e entre as células. Quando crescidas
neste sistema, as células formam estruturas denominadas de esferdides multicelulares.
Estes esferdides apresentam em seu interior uma heterogeneidade celular, formacdo de
microambiente e exposicao diferencial a diversos fatores como nutrientes e oxigénio.
Pelo fato destas caracteristicas se mostrarem muito semelhantes a tumores avasculares
in vivo, a cultura de células 3D avancou em diversas linhas de pesquisa tornando-se um
modelo bastante utilizado em ensaios radioldgicos e de quimioterapicos. Em estudos
relacionados a biologia do cancer de mama, vem ganhando espaco a utilizacdo de
esferdides para estudos que visam a compreensao da morfogénese do espaco luminal.

Palavras-chave: histéria da cultura de células em trés-dimensdes, modelos in vitro,
mama, esferdides multicelulares.



CULTURA DE CELULAS- UM BREVE HISTORICO

O pioneirismo de Ross Granville Harrisson (1870-1959) Influenciados pelas
descobertas de Santiago Ramon y Cajal e Camillo Golgi, varios autores, no inicio do
século 20, debrucavam-se sobre seus resultados (muitas vezes divergentes) com o
objetivo de melhor se compreender o sistema nervoso (Keshishian, 2004). Harrison
inseria-se neste contexto por trabalhar, entre outras linhas de pesquisa, com
processos relacionados a formacao de fibras nervosas. Visando compreender como
estas se originavam e como ocorria a inervagao dos 6rgaos em direcdo ao sistema
nervoso central, ele desenvolveu um método que possibilitava a retirada de células
de embrides de anfibios mantendo-as vivas em laboratério (Harrison, 1907). Esse
experimento consistia em colocar um fragmento de tecido (normalmente medula
espinhal) imerso em uma gota de linfa de anfibio vedado entre uma laminula e uma
ldmina de vidro (Figura 1). Tal procedimento mostrou-se bastante eficaz por permitir
que Harrison acompanhasse o crescimento e a formacao das fibras nervosas,
mostrando pela primeira vez que somente o tecido nervoso possuia essa
propriedade. Ndo limitado a area de neurociéncias o método de cultura celular
assumiu um importante papel na pesquisa cientifica, sendo seu uso circunstancial
para a compreensao da biologia da célula.
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Figura 1. Esquema mostrando o experimento desenvolvido por Ross Granville Harrisson
Alexis Carrel e o coracao imortal de galinha (1873-1944)

Apesar de possuir notoriedade no meio cientifico devido aos seus ensaios
sobre suturas em vasos sanguineos (sendo até posteriormente laureado com o
prémio Nobel de Fisiologia e Medicina em 1912), Alexis Carrel possuia particular
interesse na viabilidade e manutengdao de 6rgdos in vitro em seus estudos com
transplantes. Devido a isso, em paralelo com trabalhos que envolviam a
experimentagdo animal, Carrel iniciou seus estudos com culturas de células. Ao
entrar em contato com o trabalho desenvolvido por Harrison, ele focou os seus
esforcos nao somente no estabelecimento da cultura celular in vitro, mas também na
manutencao destas por periodos mais longos fora de organismos. Apds enviar um
auxiliar para aprender as técnicas de cultura de células no laboratério de Harrison,
Carrel comecou a desenvolver adaptacdes que as melhorasse. Inicialmente,
adicionou uma série de banhos em solucdes salinas para o preparo das culturas. Em

paralelo a esse procedimento, substituiu o meio de cultura de linfa de anfibio para
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plasma de galinha e desenvolveu uma garrafa de cultura com uma entrada inclinada
(Frasco de Carrel), o qual permitia a adicao e substituicao deste meio com maior
facilidade. Outra modificacdo, talvez a mais importante e inovadora da época, foi a
aplicacdo de um rigido controle de assepsia (sendo esta metodologia muitas vezes
mantidas em segredo) (Witkowski, 1979). Com o sucesso de suas culturas em
monocamada (Figura 2), a divulgacao de seus trabalhos tomou tamanha proporgao
gue muitos cientistas da época atribuiam a ele a descoberta da técnica de cultivo
celular.
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FIGURA 2. Esquema mostrando a diferenga entre o arranjo espacial de culturas em
monocamada e em 3 dimensdoes.

Neste contexto, um de seus assistentes chamado Eberling modificou a técnica
desenvolvida por Carrel permitindo que a cultura de células derivadas de coragdes de
galinha fosse sub-cultivada. O sucesso foi tao grande que Eberling repetiu este
processo por 34 anos. Surgia assim a lenda do coragao imortal de galinha (Friedman
e Friedland, 2000). Foi analisando estas culturas de cardiomidcitos que Carrel notou
gue o maior contato das células com o meio de cultura tinha relagcdao direta com a
viabilidade celular e com uma maior taxa de proliferacdo. Ele percebeu que, devido a
essas caracteristicas, a regido mais central de suas coldnias apresentava elevado
indice de necrose. Para resolver este problema ele cultivou os cardiomiocitos sobre
uma superficie constituida por fios de seda.
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FIGURA 3. O crescimento das células sobre uma trama de seda permitiu uma maior
interacdo com o ambiente. Este esquema ilustra o que talvez seja a primeira
técnica de cultivo de células em 3-dimensodes desenvolvida por Alexis Carrel.
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Tal adaptacao permitiu uma maior interacdao das células com o ambiente,
sendo que este maior contato ocorreu em diferentes planos do espaco (Carrel,
1912). Com este experimento ocorria pela primeira vez uma descricao de uma
cultura celular em 3 dimensdes (Figura 2 e 3). Apds os trabalhos de Carrel, o uso e
aperfeicoamento do cultivo celular em monocamada fizeram com que grandes
descobertas cientificas fossem alcancadas levando, por exemplo, a produgdao em
larga escala de vacinas; maior compreensao dos mecanismos moleculares da célula
e, entre outras aplicacdes, a exploracdo em maior detalhe da biologia da célula
tumoral (Friedman e Friedland, 2000). Passariam aproximadamente 30 anos para
que os trabalhos desenvolvidos Johannes Holtfreter, Aron Arthur Moscona e Joseph
Leighton explorassem e conseqlentemente divulgassem a cultura 3D no meio
cientifico.

A CULTURA DE CELULAS EM 3 DIMENSOES-HOLTFRETER, MOSCONA E
LEIGHTON

A obtencdo de resultados cientificos utilizando fragmentos de tecidos mantidos
in vitro ganhou um espaco significativo em estudos da biologia do desenvolvimento.
Tal fato ocorreu, principalmente, devido ao sucesso da utilizacdo de embrides nestes
trabalhos. Com o freqliente uso desta metodologia era de se esperar que, em um
primeiro momento, a cultura de células em 3 dimensodes tivesse como divulgadores
alguns embriologistas.

Johannes Holtfreter (1901-1992)

Devido aos seus trabalhos relacionados a morfogénese do embrido, Holtfreter
tornou-se um dos mais reconhecidos pesquisadores na area de biologia do
desenvolvimento. A sua relacao com experimentos que envolvessem a cultura em 3
dimensdes ocorreu inicialmente em estudos que mostraram a afinidade entre os
tecidos de um organismo, evidenciando neste contexto a importancia da adesdao
celular. Em um dos seus experimentos este autor separou os diferentes folhetos
embriondrios de um embrido e, em laboratdrio, os colocou novamente em contato.
Além das células se reagruparem nos seus respectivos folhetos, estes agrupamentos
celulares possuiam um grau de diferenciagao equivalente a sua origem embrionaria
(Byrnes, 2009). Em 1944, Holtfreter descreveu um método para a geracdo de
agregados celulares esféricos que consistia em adicionar agar na superficie de placas
de Petri, evitando assim que as células aderissem ao fundo da placa (Holtfreter,
1944). Posterior a isso, em 1947, ele derivou o método de formagao de culturas 3D
adicionando um aparato que permitisse o movimento das placas de Petri, reduzindo
ainda mais a interacao das células com o substrato (Holtfreter, 1947).
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Aron Arthur Moscona (1921-2009)

Os trabalhos desenvolvidos por Moscona entre 1950 e 1970 tinham como eixo
comum a anadlise de como as células embriondrias individuais se organizavam
originando tecidos e érgaos. Utilizando enzimas como tripsina e hialuronidase ele
dissociou tecidos de diferentes organismos e percebeu, em uma analise inicial, que
as células de érgaos diferentes ndao se misturavam. Desta maneira, células derivadas
de cartilagem de embrides de aves ficavam unidas com suas congéneres e nao se
misturavam com células de rim, por exemplo. Moscona também foi um dos pioneiros
na producdo de quimeras, método o qual consiste na manutencdo de células
originadas de diferentes organismos os quais permanecem unidas por possuirem
moléculas de superficie de membrana que tenham afinidade (Moscona, 1957).
Moscona também descreveu a importancia do reconhecimento célula-célula é trouxe
a luz informagdes importantes sobre a complexidade inerente aos organismos. Os
desdobramentos dos seus resultados levaram a descoberta de estruturas importante
nas células, entre elas podemos citar como exemplo as caderinas (Winzler, 1970).

Joseph Leighton 1921-1999

Em 1951, o cultivo de células in vitro era, predominantemente, baseado no
crescimento celular em monocamada. Leighton, que na época trabalhava com
diagndsticos patoldgicos e histogénese, viu que mesmo sendo muito importante para
essa época, esse paradigma possuia limitacdes. Para ele, a idéia de um mundo
achatado estava distante de um organismo e uma visdo reducionista abalizada em
estudos com células individuais teria que ser modificado (Schaeffer, 1999). Foi neste
contexto que este autor revisitou os trabalhos desenvolvidos por Carrel (Carrel,
1912), visando agora desenvolver um método que levasse em conta a
tridimensionalidade. Em seu trabalho (Leighton, 1951), adicionou células e/ou
fragmentos de tecidos em um substrato constituido por esponjas de celulose. Em
seguida, Leighton adicionou a esse conjunto um pouco de plasma extraido de
embrides de aves. Apds a coagulacdo, os agregados formados por plasma, células e
a esponja foram colocado em um recipiente com agitacdao com posterior adicao de
nutrientes.

A preocupacao com a manutencao da arquitetura tecidual fez com que
Leighton se diferenciasse dos autores descritos até agora. Em seu trabalho de 1954
(Leighton, 1954) ele descreveu alguns aspectos importantes da cultura em 3
dimensodes, sendo eles:

J O arranjo tridimensional possibilita que células migrem para todas as
direcoes.

o O sistema 3D permite um aumento da superficie celular.

. A difusdao presente no interior dos agregados pode reter fatores

secretados pelas células
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. O modelo pode permitir um gradiente de difusao capaz de gerar uma
alteracdo na morfologia celular, podendo iniciar processos relacionados a
diferenciacao tecidual

O gradativo aprimoramento nas técnicas de cultura de células em 3-dimensdes

fez com que, apds os trabalhos de Leighton, houvesse uma distincdo muito clara
entre os resultados em monocamada e os desenvolvidos em ambiente 3D. A
decorrente irradiacao desta técnica em diferentes métodos e aplicagdes é somente
uma amostra da importancia daquele ano de 1951 onde, em laboratoério, a cultura de
células comecaria a se aproximar a experimentos in vivo.

O SURGIMENTO DOS TUMORES ESFEROIDES MULTICELULARES
Células tumorais e cultura 3D

A utilizacdo da cultura de células tumorais crescidas em ambiente
tridimensional ja era feita desde os trabalhos iniciais desenvolvidos por
Moscona(Moscona, 1957), o qual analisou a interacdo de células de melanoma em
agregados celulares que ele denominou de quimeras. Esses agregados apresentavam
uma morfologia semelhante aos tumores que os originaram, mantendo até as
propriedades invasivas quando estas eram crescidas em associacdo com células
normais. Ja Halpern e seus colaboradores (Halpern, Pejsachowicz et al., 1966)
mostraram que o arranjo destes agregados bem como a sua tumorigenicidade eram
diferentes quando se utilizava células normais do que quando se utilizava células
tumorais. Como ja comentado, foi o trabalho de McAllister e colaboradores
(Mcallister, Reed et al., 1967) que realmente abordou o comportamento diferenciado
das células malignas. A morte das células normais na presenca de uma superficie de
agar era, para esses autores, uma prova das células normais dependiam da
ancoragem desta célula ao substrato. Sabia-se ja naquela época que células
derivadas de tumores malignos perderiam essa dependéncia de ancoragem, sendo
esta caracteristica entdo refletida na sobrevivéncia das células na cultura 3D.

Apesar de iminente, a sistematizacdo e padronizacdo de um modelo que
mimetizasse o ambiente e metabolismo de um tumor ainda nao tinham sido
concretizadas. Isso iria mudar apds os trabalhos desenvolvidos por Sutherland e
seus colaboradores em 1970.

Pequenos tumores in vitro - o surgimento dos esferdides

A criacao de modelos que permitissem testes de efeito e de intensidade de
radiacdo direcionou Robert M. Sutherland e outros pesquisadores a utilizacdao de
cultura de células em 3D. Trabalhando inicialmente com linhagens derivadas de
pulmdo de Hamster, esse grupo desenvolveu uma técnica que utilizava frascos que
permitiam um fluxo do meio de cultura no seu interior (spinner flasks), impedindo
assim adesdo das células com o substrato. Como conseqiiéncia, os agregados de
células assumiram uma morfologia esférica a qual fez com que esses autores os
denominassem de esferdides multicelulares (Inch, Mccredie et al., 1970; Sutherland,
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Mccredie et al., 1971). Como a formacao de esferdides também era observada em
células derivadas de carcinomas mamarios bem como de outros canceres
(Sutherland e Durand, 1972), iniciou-se o desenvolvimento de estudos que
buscassem similaridades entre os resultados encontrados na cultura 3D com os
encontrados in vivo. O desdobramento destes experimentos levou o grupo de
Sutherland a conseguir mostrar que, quando submetidos a um tratamento com
radiacdo, os esferdides! multicelulares apresentavam curvas de sobrevivéncia celular
analogas as de tumores sélidos (Sutherland, Inch et al., 1970; Sutherland, Mccredie
et al., 1971). Diferentes linhas de pesquisa agora focariam um aspecto importante
deste modelo- a heterogeneidade celular.

Em ambiente 3D as células ndao sdo igualmente expostas ao meio. Tal fato faz
com que haja a formagao de microambientes que, no interior dos esferdides, podem
levar a selecao de diferentes grupos celulares (Kim, 2005). Decréscimos
regionalizados de tomada de oxigénio e nutrientes podem levar, neste contexto, a
formacao de dreas de necrose nestes esferdides. Ao se olhar para essas
caracteristicas, paralelos com tumores sélidos (principalmente avasculares) sao
inevitaveis. Diferentes frentes de anadlise que exploram essas similaridades foram
desenvolvidas, sendo algumas representadas na Figura 4.

Esferoides: semelhancas entre modelos, vantagens e aplicacoes

Como ja comentado, estudos envolvendo a terapia radioldgica foram uma das
primeiras linhas de pesquisa bastante exploradas por meio de cultivo celular 3D.
Resultados mostrando as diferencas entre o ambiente 2D e 3D, principalmente no
que se refere a resisténcia das células (Durand e Sutherland, 1972), direcionaram
esta abordagem experimental para diversas linhas de pesquisa, como por exemplo
estudos relacionados a radiacdo ionizante, a geracao de radicais livres, inibicao da
respiracao celular e toxicidade preferencial em regioes de hipdéxia (Durand e Brown,
1980; Siemann e Sutherland, 1980). Posteriormente ao grande nimero de trabalhos
produzidos na década de 70 e 80, experimentos que envolvam cultura 3D e ensaios
radioterapicos atualmente vém trazendo informagdes importantes a respeito do
papel de substancias radiosensibilizantes (Stephanie, Inga et al., 2009) e
radioprotetoras (Stephanie, Iris et al., 2009) em algumas vias de sinalizacao
celulares. Outros autores (Storch, Eke et al., 2010) mostraram que o arranjo da
cromatina de células organizadas em esferdides é alterado, apontando assim para
uma inter-relacao entre morfologia e radiosensibilidade celular.

Aplicacdo importante dos esferdides é também o seu uso em ensaios que
envolvam testes de sensibilidade a drogas. Inicialmente, este tipo de aplicacao
esteve sempre associado a cultura de células crescidas em monocamada. Todavia,
percebeu-se que o efeito de algumas concentracdes de drogas nao tinham
equivaléncia in vivo dos valores encontrados na cultura 2D. Muitas evidéncias tém
mostrado que células arranjadas em esferdides, principalmente as localizadas no
interior destes agregados, sdao muito mais resistentes a agentes citotdxicos do que

"' No decorrer de todo o texto sera utilizado o termo esferdide ao invés de tumores esferdide multicelulares
7 Naturalia, Rio Claro, v. 34, p. 1-20, 2011



células em suspensao na cultura. Dos varios trabalhos inicialmente desenvolvidos,
podemos citar como exemplos estudos que mostraram maior resisténcia aos
qguimioterapicos doxorrubicina, vincristina e mitoxantrona em esferdides do que em
linhagens em monocamada (Sutherland, Eddy et al., 1979; Bichay e Inch, 1987;
Kerr, Wheldon et al.,, 1988). Tal diferenca ndao é apenas uma resultante de
problemas de difusdo destas drogas no interior do esferdide. Fatores como
alteracdes de pH, hipdxia e diferentes taxas de proliferacao celular também estao
envolvidos nesta maior resisténcia (Jaaskelainen, Kalliomaki et al., 1989; Lin e
Chang, 2008). A presenca destes diferentes fatores faz com que o modelo de cultura
de células em 3D seja o modelo in vitro que mais se aproxima com modelos in vivo
(Mueller-Klieser, 1987; Friedrich, Ebner et al., 2007; Hirschhaeuser, Menne et al.,
2010), pois, similarmente ao ja mostrado em ensaios de radioterapia, esferdides
também apresentam curvas de resisténcia a drogas semelhantes as encontradas em
alguns tumores sdlidos (Miller, Miller et al., 1985; Steeg, Alley et al., 1994; Kunz-
Schughart, Freyer et al., 2004).

—
el
Suprimento de Estrutura e crescimento Liberagio de produtos
nutrientes (morfogénese) do catabolismo
Dependéncia das Problemas de
propriedades da célula penetragio
com a localizagSo

FIGURA 4. Ilustracao esquematica mostrando diferentes linhas de pesquisa que podem
ser estudadas nos tumores esferdides multicelulares. Adaptado de (Carlsoon
e Yuhas, 1984)

A cultura de esferdides também se destaca por conseguir restabelecer
caracteristicas morfoldgicas e funcionais de seu equivalente tecido in vivo. Um dos
fatores responsaveis por isto é a crescente producao de componentes de matriz
extracelular o qual permite a criagdao de uma complexa rede tridimensional onde
protagoniza um grande numero de interagdes célula-célula bem como célula-matriz.
A descricao e localizagao de fatores (pato)fisioldgicos, bem como penetracdo, ligacao
e bioatividade de drogas podem ser entao simulados nestes modelos que exploram
esse arranjo 3D (Cukierman, Pankov et al., 2001; Elliott e Yuan, 2011)
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Tanto a similaridade com regides avasculares de pequenos tumores, quanto
com as regides intervasculares de grandes tumores sdlidos tornam o modelo 3D
peculiar. Como explicado anteriormente, tal caracteristica mostrou-se muito util em
estudos que envolviam testes com radioterapia. Adicionado a este fato, os esferdides
mostram uma cinética de crescimento que nao somente podem ser calculada pela
equacao de Gompertz, como também por diferentes outros modelos matematicos
relacionados ao crescimento de tumores (Chignola, Schenetti et al., 2000; Kim, Park
et al., 2009). Conseqiientemente, sdao também estabelecidos paralelos no tocante ao
gradiente de proliferacdo. Como nos tumores, a periferia dos esferdides (regido
cortical) é o local onde ocorre o maior indice de proliferacdo celular. A partir deste
ponto, se tracarmos uma linha radial em direcao ao centro (regiao medular do
esferdide) torna-se evidente o crescente nimero de células que ndao estao em ciclo
celular. Ao redor de 400 ym da superficie do esferdide, é possivel observar o inicio
de areas de necrose. A complexidade do modelo ocorre devido a presenca de
microambientes com diferentes exposicoes a nutrientes, fatores de crescimento e a
trocas gasosas. O agrupamento de células também altera o fluxo de liberacdo de
catabolitos, tornando a sua forma de liberacdo bastante heterogénea. Estas
variacOes afetam diretamente a fisiologia celular tanto em esferdides quanto em
tumores. Desta forma, experimentos com esferdides podem in vitro mimetizar
alguns aspectos da complexidade tumoral (Kunz-Schughart, Kreutz et al., 1998;
Mazzoleni, Di Lorenzo et al., 2009; Hirschhaeuser, Menne et al., 2010)

A cultura de esferdides também permite que em laboratdério se utilize do uso
de co-cultivo de diferentes linhagens celulares (esferdides heterdlogos). Tal
abordagem possibilita crescer em associacdo uma célula de origem tumoral com
diversas outras derivadas de linhagens normais. A adicdao, por exemplo, de
fibroblastos, células endoteliais e células do sistema imune permite simular cada vez
mais uma maior interacdo estroma-parénquima, caracteristicas inerente de um
arranjo tecidual (Feder-Mengus, Ghosh et al., 2008; Morales e Alpaugh, 2009;
Pietras e Ostman, 2010).

Com o gradual aperfeicoamento da técnica para a producdao de esferdides,
cada vez mais se observa a utilizacdo deste modelo como método de varredura de
alto desempenho. Isso significa que, anteriormente a grandes testes clinicos, as
indUstrias estao utilizando esferdides com o objetivo de validar o efeito de
determinados compostos. Tal mudancga é decorrente de alguns fatores:

e Reducao de custos (Dimasi, Hansen et al., 2003; Dimasi e Grabowski, 2007)

e Inadequacao de determinados modelos animais para a compreensao de vias de
sinalizacdo de células humanas (Rangarajan, Hong et al., 2004)

e Aspectos bioéticos relacionados ao uso de animais (Elliott e Yuan, 2011)

e Em determinadas condigcdes, resultados obtidos em cultura 2D mostram-se muito
distantes dos organismos analisados exigindo uma gradual substituicdo deste
modelo por culturas 3D (Mueller-Klieser, 2000; Abbott, 2003).

Em sintese, é possivel verificar que as muitas similaridades com modelos in vivo

4

habilitam o uso esferoides como uma eficiente ferramenta de estudo in vitro. E
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evidente que tanto a cultura em monocamada bem como modelos animais possuem
um importante papel na pesquisa cientifica. Todavia, por possuir caracteristica de
ambas as técnicas, o seu crescente uso se justifica.

SIMULANDO A ORGANIZACAO DO TECIDO MAMARIO: MORFOGENESE
LUMINAL E CANCER

Como mostrado anteriormente, a alta incidéncia de casos bem como o elevado
numero de mortes mostram a importancia da melhor compreensao dos mecanismos
relacionados ao cancer de mama. Dentro deste objetivo, diversas frentes de
pesquisa vém utilizando a cultura de células em 3-dimensdes visando, por exemplo,
a obtencao de informacdes sobre:

o Papel das forgas tensionais no arranjo tridimensional (Ingber, 2008)

J Processos relacionados a regulacdo da polaridade apico-basal tanto epitélio
normal quanto em epitélio tumoral (Schmeichel e Bissell, 2003).

o Arquitetura e homeostase tecidual (Ingram, Techy et al., 2010).

. Interferéncia na expressao fenotipica decorrente de interagdes célula-célula e
célula matriz (Dhimolea, Maffini et al., 2010).

o A formacdo e manutencao do arranjo glandular associado a presenca de um

limen e a sua desorganizacdao decorrente de genes relacionados ao cancer
(Kenny, Lee et al., 2007).

Meio extracelular e alteracoes na morfologia dos esferodides

A utilizacdo de células derivadas de tecidos mamarios ja vem ocorrendo desde
as primeiras tentativas de cultura de células em 3D. Um dos primeiros experimentos
utilizando essas células foi feito por Dabrowska-Piaskowska em 1959 (Dabrowska-
Piaskowska, 1959). Esta autora dissociou diversos tipos de adenocarcinomas
(inclusive mamario) e percebeu que quando as células formavam agregados elas
desenvolviam a “capacitacao histoformativa”, que segundo a autora seria a
capacidade das células se organizarem de maneira semelhante ao tecido que a
originou. Posteriormente, com os avangos na técnica de cultivo, muitos trabalhos
mostravam que a adicao de componentes de matriz extracelular possibilitava
modificagcdes na morfologia celular. Tendo em vista estes processos, no final da
década de 70, Yang e seus colaboradores (Yang, Richards et al., 1979) perceberam
que células derivadas de tecidos mamarios (normal e tumoral) se arranjavam
diferencialmente em ambiente 3D. Segundo eles, a presenca de colageno no meio de
cultura possibilitou uma maior sobrevivéncia das células durante o experimento.
Associado a isto, também se verificou alteracdes morfoldgicas que remetiam a
formacao de dutos, arranjo este que era somente encontrado in vivo. Passado
alguns anos, Hall e seus colaboradores perceberam que ao utilizar método
semelhante com células de mama normais era possivel observar um arranjo luminal
(Hall, Farson et al., 1982). Eles observaram que na presenca de colageno tipo 1 as
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células se organizavam de forma polarizada, formavam juncdes e a suas regioes
apicais se voltavam para um espago comum de maneira semelhante ao de uma
glandula mamaria. Desta maneira, cada vez mais, a pesquisa em cancer de mama se
aproximava da geragao modelos que mimetizavam a formacao de IGmen.

Petersen e seu trabalho com componentes de membrana basal

Petersen e colaboradores (Petersen, Ronnov-Jessen et al., 1992) perceberam
que a diferenciacdo decorrente do ambiente 3D e da adicdao de colageno tipo 1,
mostrava-se pobre quando comparado com a organizacao tecidual. Devido a esse
panorama, estes autores resolveram substituir a suplementacao de colageno por
Matrigel ®. O experimento consistia em verificar o arranjo de células mamarias
normais e tumorais em frente a essa nova condicao. Os resultados encontrados
mostraram que linhagens normais (MCF-10A e HMT-3522) bem como células
extraidas de tecido mamario rapidamente assumiam um arranjo acinar. As células
reorganizavam-se de forma polarizada, com juncgdes celulares bem estabelecidas e
apresentando também uma maior expressao de glicoproteinas na regidao apical bem
como colageno tipo IV na regido basal. Quando comparadas com as células que
eram crescidas em monocamada, ficava evidente que a presenca do Matrigel e o
ambiente 3D atuavam na diferenciacdo dos esferdides de células normais. Todavia,
quando este protocolo era aplicado em células derivadas de tumor de mama e em
linhagens tumorais, ndo era observada nestas células nenhuma diferenciacdo. Dois
pontos devem ser aqui enfatizados:

J A utilizacdo de Matrigel, apos este trabalho, consolidou-se na pesquisa com
esferdides de células mamarias por permitir em um curto espaco de tempo
diferenciacao e formacao de estruturas acinares.
o Aspectos que diferenciassem linhagens tumorais de normais poderiam ser
agora mais detalhados, pois vias de sinalizacdo celulares eram diferentemente
ativadas em ambiente rico em laminina.

Assim, os resultados apresentados por este grupo instigavam a comunidade
cientifica a voltar o seu olhar para a matriz extracelular. Eles mostrariam, 5 anos
mais tarde, que no contexto da biologia do cancer isso seria de grande importancia.

Weaver e a reversao tumoral

Em 1987, Briand e colaboradores estabeleceram em laboratério uma nova linhagem
celular chamada de HMT-3522. Originaria de uma fibrose da mama, essa célula
caracterizava-se por manter-se dipldide apds varias passagens e também por nao
apresentar tumorigenicidade (Briand, Petersen et al., 1987). O seu frequente uso fez
que alguns pesquisadores selecionassem a partir dela duas novas linhagens
celulares: a nao tumoral S1 e a tumoral T4-2. Weaver et al. (Weaver, Petersen et
al., 1997) iniciaram os seus trabalhos crescendo ambas as células em monocamada
e cultura 3D. Apesar destas células possuirem uma origem comum, somente as
células S1 se reorganizaram em estruturas acinares quando crescidas em culturas
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3D com Matrigel. Ja as células T4-2, nas mesmas condicdes, mostraram-se
extremamente desorganizadas. A partir destes resultados, este grupo verificou que
um receptor de matriz extracelular-a integrina Bl-era muito mais expressa em T4-2
do que a linhagem nao tumoral S1. Utilizando de anticorpos anti- integrina B1, eles
conseguiram diminuir a ligacao deste receptor o com meio extracelular. Tal fato
desencadeou uma mudanga na morfologia destas células, fazendo com que as
células T4-2 formassem acinos muito semelhantes aos encontrados na linhagem nao
tumoral S1. Os fendtipos observados eram reversiveis quando as células eram
dissociadas e os anticorpos removidos. Esses resultados apontaram para o fato de
que, pelo menos in vitro, que a matriz extracelular e seus receptores poderiam ditar
o fendtipo de células epiteliais de mama. Esse novo paradigma fez com que a triade
constituida por células mamarias, Matrigel e cultura de células em 3-dimensdes fosse
amplamente utilizada.

Processos relacionados a formacgao do limen

Como apresentado até agora, em esferdides de células mamarias a formacgao
do Ilimen se da por uma gradativa diminuicdo do numero de células da regido
medular. Ao final do desenvolvimento, o esferdide assume um arranjo acinar
caracterizado por uma Unica camada de células ao redor de um espaco comum
(Bissell e Radisky, 2001; Debnath, Muthuswamy et al., 2003; Mills, K. R., Reginato,
M. et al., 2004). Visando entender como a apoptose atuava na formacdo desta
cavidade, Jayanta Debnath e colaboradores comecaram a estudar esferdides
originados da linhagem nao tumoral de mama MCF-10A [para saber mais sobre a
origem desta linhagem ver (Soule, Maloney et al., 1990)]. Neste trabalho (Debnath,
2002), eles modularam diferentes genes relacionados a proliferacao celular (ciclina
D1 e HPV E7) e ao controle da apoptose (proteinas anti apoptética da familia Bcl-2).
Diferentemente do esperado, a inibicao da apoptose e o aumento da proliferacao
celular ndo foram capazes de impedir a formacdao do Iumen. Estes autores
mostraram entdo que talvez a morte celular por apoptose nao seria a Unica
responsavel por essa diminuicdo do nimero de células. Fatores como a distancia dos
componentes da matriz extracelular e a crescente diminuicao de nutrientes na regido
medular, apontavam para o também envolvimento de outra via de sinalizagao
celular: a via autofagica .

A autofagia (macroautofagia) refere-se a qualquer via de degradacao celular a
qual, por meio de vesiculas, envolva a entrega de elementos citoplasmaticos aos
lisossomos. Este processo fisioldgico, fortemente regulado pelo estresse celular e
pela reciclagem de componentes intracelulares, possui importante papel no estudo
da biologia da célula tumoral por associar-se a vias regulatérias que permitem
ambiguamente tanto a supressdo quanto a sobrevivéncia do tumor (Levine, 2007;
Levine e Kroemer, 2008; Maiuri, Tasdemir et al., 2008). No contexto descrito até
agora, a maior concentracdao de células em autofagia encontra-se na regido central
dos esferdides (Debnath, Muthuswamy et al., 2003; Mills, Kenna R., Reginato,
Mauricio et al., 2004; Underwood, Imbalzano et al., 2006). Kenna R. Mills e
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colaboradores exploraram a relagao da morte por apoptose e autofagia também no
modelo de esferdide com células MCF-10A (Mills, K. R., Reginato, M. et al., 2004).
Eles descreveram que o receptor TRAIL (tumor necrosis factor related apoptosis
inducing ligand) ativava a producao de autofagossomos nas células epiteliais. Ao se
bloquear esse receptor juntamente com a apoptose, eles notaram um aumento de
esferdides preenchidos por células, isto €, com a menor formacao de cavidades.
Além da formacdo luminal, a autofagia pode também atuar na regidao central dos
esferdides diminuindo a morte celular decorrente por anoikis (Fung, Lock et al.,
2008). A literatura vem mostrando que ambas as vias sao importantes para a
formacao do espacgo luminal, todavia, a origem da linhagem de mama também pode
impossibilitar a organizagao acinar destas células crescidas em ambiente 3D (Inman
e Bissell, 2010).

Kenny e colaboradores (Kenny, Lee et al., 2007) exploraram em seu trabalho
as diferencgas tanto morfoldgicas quanto de expressao génica em linhagens de mama
crescidas em ambiente 3D. Foram analisadas 25 linhagens, as quais poderiam
apresentar um fendtipo normal ou um fendtipo tumoral (com diferentes graus de
agressividade). Novamente, estes autores confirmaram que a formacdo de
estruturas acinares somente ocorria em células normais. Ja nas células tumorais,
eles perceberam que quanto maior era o grau de tumorigenicidade, mais fraca era a
interacdo das células no esferdide. Seguindo esta mesma abordagem, Han e
colaboradores (Han, Chang et al., 2010) conseguiram relacionar marcadores
moleculares com expressdo fenotipica de linhagens celulares de mama. Por meio
deste método, foi possivel estabelecer diferentes classes morfoldgicas (observadas
somente em ambiente 3D) e, em cada uma destas classes, avaliar aspectos comuns-
como por exemplo a expressdo de ERBB2 (aspecto importante para o progndstico).

Devido a sua origem, a célula MCF-7 é uma linhagem mamaria que apresenta
um fendtipo tumoral (Soule, Vazguez et al., 1973). Esferdides desta célula sao
bastante utilizados em diversos ensaios que envolvam testes de drogas e
radioterapia (Ivascu e Kubbies, 2007; Debeb, Xu et al., 2010). Células MCF-7
guando crescidas em ambiente 3D com Matrigel, formam esferdides que nao
apresentam estruturas luminais. Esse fato fez com que alguns autores utilizassem
essa linhagem para melhor compreender a formacao luminal. A modulacdo de
moléculas de adesdo (Kirshner, Chen et al., 2003), a utilizacdo de co-cultura com
fibroblastos (Krause, Maffini et al., 2010) bem como um maior tempo de cultura 3D
(Do Amaral, Urabayashi et al., 2010) apontam para a possibilidade de reversao de
algumas caracteristicas tumorais.

Como apresentado até aqui, a pluralidade de fatores associados a formagao do
l[imen exige, cada vez mais, diferentes abordagens experimentais. Devido a isso, 0
gradual aumento da complexidade de interagdes celulares vem possibilitando em
laboratério a geracao de microambientes que emulem a realidade encontrada in
vivo(Ghajar e Bissell, 2010). Neste contexto, diferentes linhas de pesquisa vém
mostrando a importancia da interacdo de componentes de matriz extracelular e
esferdides, principalmente no que se refere a alteragdo na morfologia (Do Amaral,
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Urabayashi et al., 2010),progressao tumoral (Bissell, Kenny et al., 2005; Eritja,
Llobet et al., 2010) e expressao génica (Spencer, Xu et al., 2010).

CONCLUSOES

Ha quase 100 anos atras, decorrente de uma pequena intervengao feita por
Carrel em suas culturas, iniciavam-se os estudos com cultura de células em 3D.
Desde entdao, o crescente uso e a diversidade de aplicacbes desta técnica,
possibilitaram um olhar mais intimista ao que se refere as interagdes célula-célula e
com o ambiente. Hoje, a cultura de células em 3D assume importante papel nos
estudos relacionados a morfogénese luminal, permitindo acompanhar in vitro fatores
regulatérios deste processo. Desta forma, o desenvolvimento de novos modelos de
cultura de células em 3D sdo cada vez mais importantes devido a permitir uma
melhor compreensao da formagao do lumen.

10 yum 10 ym
— —

Monocamada (2D) Esferoide com 3 dias de  Esferdide com 50 dias
cultura de cultura

F

30 um
[

Esferdide com 75 dias Esferdide com 10 dias Esferdide com 10 dias
de cultura de cultura de cultura

FIGURA 5. Prancha mostrando as alteragdes na morfologia de células tumorais de mama
(MCF-7 de A-D e T47-D em E e F) quando crescidas em ambiente 3D. Imagens
obtidas ao microscopio confocal de varredura a laser (A, B, D e E), microscopio
eletrénico de varredura (F) e microscopia de luz com campo claro (C). Em
vermelho é possivel observar o nucleos das células, em verde filamentos de
actina e em azul os microtubulos.
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