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Objetivos

Padronizar a técnica de obtencao e isolamento
de modelo tridimensional de esferoides, tendo
como base testes com diferentes proporcgoes de
melanoma e fibroblastos; observar o
comportamento do agregado celular 3D em um
modelo de pele humana reconstruida (PHR); e
investigar a heterogeneidade do tumor e a
expressado de proteinas das vias de proliferacdo
e invasao do melanoma a partir da analise de
clones de células humanas de melanoma
SKMEL-28, de forma a avaliar a possibilidade de
usar esta plataforma para testes de nhovos
compostos visando a descoberta de
medicamentos anti-melanoma.

Métodos e Procedimentos

As subpopulagdes clonais do tumor de SKMEL-
28-parental foram isoladas de forma estocastica
em trés clones distintos — C1, C2 e C3.
Posteriormente, em uma placa de 48 pocos
preparada utilizando 1.5% de soft-agar, o ensaio
de obtencdo de esferoides se sucedeu pela
técnica de Hanging drop (descrito em Moraes et
al., 2020%), no qual 2,5.10* células foram
plagueada em 30 pL, em diferentes propor¢coes
de melanoma e fibroblasto. Ap6s o periodo de
incubacdo, os agregados 3D foram obtidos,
analisados e posteriormente fixados para
processamento histoldgico.

Para a PHR, foi seguido o protocolo ja
estabelecido no laboratério, sendo as culturas
celulares preparadas em meio a uma matriz de
colageno tipo I, e no equivalente dérmico foram
acrescidos os esferoides com diferentes
concentracbes celulares de melanoma e

fibroblastos, sendo posteriormente incluidos em
parafina e com analise histolégica em coracéo
com H&E. A avaliagdo dos niveis de proteina
das vias de proliferacéo, invasdo e relacionadas
ao metabolismo oxidativo foi, inicialmente,
testada e padronizada para obtenc&o 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 compactacdo. A medida que a
proporcao de fibroblastos aumenta, observa-se
a formacdo de agregados celulares mais
concéntricos, compactos e densos em formato
esferoidal (Fig. 1).
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Figura 1: Esferoides em diferentes proporcdes de
melanoma e fibroblastos, obtidos por Hanging drop.

Em analise de corte histolégico dos agregados
tridimensionais de proporgdo 1:1 é possivel
notar certa fragmentagéo, o que sera revisto e
otimizado, contudo, a modelagem 3D dos
esferoides reflete com muita precisdo o
comportamento in vivo do melanoma e o
fendtipo tumoral 3D esperado, visto que se
observa as células agregadas e seus nlcleos
irregulares (Fig. 2).
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Figura 2: Andlise histoldgica microscopica dos
esferoides 1 de proporgéo 1:1 com coragao em H&E.
(A/B) sob lente de 10x (C) 20x, (D) 100x.

De modo a mimetizar de forma mais fidedigna a
influéncia do microambiente nas células
tumorais, foi adotada a insercé@o dos esferoides
no modelo de pele humana reconstruida (PHR).
Foram testadas diferentes concentracdes de
suspensdo celular para a formagdo de
esferoides solidos, compactos, densos e que
ndo ocupassem grande volume pela formacao
de ninhos de esferoides agregados apds a
contracdo da matriz de coladgeno. A
padronizacdo protocolar deste método foi
possivel, sendo observada a presenca dos
esferoides na derme, apresentando fenotipo
invasivo - caracteristico da linhagem celular
SKMEL-28, bem como a diferenciagdo da
camada da epiderme e formacdo de uma

camada cérnea (Fig. 3).

A B
PHR PHR + E (250)

PHR + E (1000)

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 reprogramagdo metabdlica no
cancer é um mecanismo que promove
adaptacao da célula aos ambientes de estresse.
Dados anteriores do grupo revelaram que os
clones apresentam perfis metabdlicos diferentes
e que se correlacionam com a expressdo de
MITF, PGC1a, Prdx1 e Prdx2. De forma a obter
uma comparacdo mais robusta entre o modelo

de monocamada 2D e dos agregados celulares
3D, é necesséria a finalizacdo das replicatas
amostrais apés a padronizacdo da técnica de
Western Blot para amostras de esferoides.

Conclusodes

A cultura celular tridimensional promove
parametros fisiolégicos de 6rgdos e tumores,
interacdes célula-célula/matriz extracelular, bem
como imita o ambiente tumoral facilitando o
entendimento no comportamento das células
tumorais, testes de novos medicamentos,
avaliacdo da heterogeneidade do céncer em
perspectiva 3D, além da metastase do cancer?.
A literatura atual aborda que o tamanho do
esferoide ndo é determinado apenas pelo
ndmero de células e que efeitos de interagao de
indutores de compactagdo sdo importantes,
bem como podem aumentar na presenca de
fibroblastos?, o que é consoante com os dados
obtidos neste projeto. Ademais, o protocolo de
PHR com a incorporacdo de esferoides é a
unido de dois modelos tridimensionais, que
somados permitem mimetizar o microambiente
tumoral mais fielmente, sendo interessante para
avaliagdo de heterogeneidade, resisténcia e
comportamento de células tumorais em uma
perspectiva 3D.

Como  prospectivo, mais estudos séo
necessarios para comparar os resultados dos
modelos 2D e 3D, e elucidar mecanismos de
acao de farmacos e surgimento de resisténcia,
com possibilidade de uso desta plataforma
padronizada para testar compostos anti-
melanoma.
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