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Objetivos 

Padronizar a técnica de obtenção e isolamento 
de modelo tridimensional de esferoides, tendo 
como base testes com diferentes proporções de 
melanoma e fibroblastos; observar o 
comportamento do agregado celular 3D em um 
modelo de pele humana reconstruída (PHR); e 
investigar a heterogeneidade do tumor e a 
expressão de proteínas das vias de proliferação 
e invasão do melanoma a partir da análise de 
clones de células humanas de melanoma 
SKMEL-28, de forma a avaliar a possibilidade de 
usar esta plataforma para testes de novos 
compostos visando a descoberta de 
medicamentos anti-melanoma. 

Métodos e Procedimentos 

As subpopulações clonais do tumor de SKMEL-
28-parental foram isoladas de forma estocástica 
em três clones distintos – C1, C2 e C3. 
Posteriormente, em uma placa de 48 poços 
preparada utilizando 1.5% de soft-agar, o ensaio 
de obtenção de esferoides se sucedeu pela 
técnica de Hanging drop (descrito em Moraes et 
al., 20201), no qual 2,5.104 células foram 
plaqueada em 30 µL, em diferentes proporções 
de melanoma e fibroblasto. Após o período de 
incubação, os agregados 3D foram obtidos, 
analisados e posteriormente fixados para 
processamento histológico. 
Para a PHR, foi seguido o protocolo já 
estabelecido no laboratório, sendo as culturas 
celulares preparadas em meio a uma matriz de 
colágeno tipo I, e no equivalente dérmico foram 
acrescidos os esferoides com diferentes 
concentrações celulares de melanoma e 

fibroblastos, sendo posteriormente incluídos em 
parafina e com análise histológica em coração 
com H&E. A avaliação dos níveis de proteína 
das vias de proliferação, invasão e relacionadas 
ao metabolismo oxidativo foi, inicialmente, 
testada e padronizada para obtenção de estrato 
proteico concentrado de forma a utilizar a 
técnica de Western Blot para o ensaio. 

Resultados 

Os esferoides obtidos contendo apenas 
melanoma apresentaram amorfismo e 
dificuldade de compactação. À medida que a 
proporção de fibroblastos aumenta, observa-se 
a formação de agregados celulares mais 
concêntricos, compactos e densos em formato 
esferoidal (Fig. 1). 

 
Figura 1: Esferoides em diferentes proporções de 

melanoma e fibroblastos, obtidos por Hanging drop. 
 

Em análise de corte histológico dos agregados 
tridimensionais de proporção 1:1 é possível 
notar certa fragmentação, o que será revisto e 
otimizado, contudo, a modelagem 3D dos 
esferoides reflete com muita precisão o 
comportamento in vivo do melanoma e o 
fenótipo tumoral 3D esperado, visto que se 
observa as células agregadas e seus núcleos 
irregulares (Fig. 2). 



 

 

 
Figura 2: Análise histológica microscópica dos 

esferoides 1 de proporção 1:1 com coração em H&E. 
(A/B) sob lente de 10x (C) 20x, (D) 100x.  

 

De modo a mimetizar de forma mais fidedigna a 
influência do microambiente nas células 
tumorais, foi adotada a inserção dos esferoides 
no modelo de pele humana reconstruída (PHR). 
Foram testadas diferentes concentrações de 
suspensão celular para a formação de 
esferoides sólidos, compactos, densos e que 
não ocupassem grande volume pela formação 
de ninhos de esferoides agregados após a 
contração da matriz de colágeno. A 
padronização protocolar deste método foi 
possível, sendo observada a presença dos 
esferoides na derme, apresentando fenótipo 
invasivo - característico da linhagem celular 
SKMEL-28, bem como a diferenciação da 
camada da epiderme e formação de uma 
camada córnea (Fig. 3). 

 
Figura 3: Modelos de PHR com agregados celulares 
3D no compartimento dérmico. (A) PHR sob lente de 

20x; (B) PHR e esferoides de 250/cél em 20x; (C) 
PHR e esferoides de 500/cél em 20x; (D) PHR e 

esferoides de 1000/cél em 20x. 
 

Além disso, a reprogramação metabólica no 
câncer é um mecanismo que promove 
adaptação da célula aos ambientes de estresse. 
Dados anteriores do grupo revelaram que os 
clones apresentam perfis metabólicos diferentes 
e que se correlacionam com a expressão de 

MITF, PGC1α, Prdx1 e Prdx2. De forma a obter 

uma comparação mais robusta entre o modelo 

de monocamada 2D e dos agregados celulares 
3D, é necessária a finalização das replicatas 
amostrais após a padronização da técnica de 
Western Blot para amostras de esferoides.  

Conclusões 

A cultura celular tridimensional promove 
parâmetros fisiológicos de órgãos e tumores, 
interações célula-célula/matriz extracelular, bem 
como imita o ambiente tumoral facilitando o 
entendimento no comportamento das células 
tumorais, testes de novos medicamentos, 
avaliação da heterogeneidade do câncer em 
perspectiva 3D, além da metástase do câncer2. 
A literatura atual aborda que o tamanho do 
esferoide não é determinado apenas pelo 
número de células e que efeitos de interação de 
indutores de compactação são importantes, 
bem como podem aumentar na presença de 
fibroblastos3, o que é consoante com os dados 
obtidos neste projeto. Ademais, o protocolo de 
PHR com a incorporação de esferoides é a 
união de dois modelos tridimensionais, que 
somados permitem mimetizar o microambiente 
tumoral mais fielmente, sendo interessante para 
avaliação de heterogeneidade, resistência e 
comportamento de células tumorais em uma 
perspectiva 3D. 
Como prospectivo, mais estudos são 
necessários para comparar os resultados dos 
modelos 2D e 3D, e elucidar mecanismos de 
ação de fármacos e surgimento de resistência, 
com possibilidade de uso desta plataforma 
padronizada para testar compostos anti-
melanoma.  
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