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RESUMO

USO DO MODELO CELULAR TRIDIMENSIONAL DE
ADENOCARCINOMA DE CANCER DE PULMAO NA TRIAGEM DE
COMPOSTOS ORGANOCALCOGENIOS

AUTORA: Jéssica Eduarda dos Santos Batista
ORIENTADOR: Félix Alexandre Antunes Soares

O adenocarcinoma pulmonar € uma das principais causas de morte no mundo associadas ao cancer,
mas a erradicacdo ou controle dessa doenca esta longe de ser realidade. O tratamento com
guimioterapicos como a cisplatina vem apresentando sucesso, levando ao aumento da sobrevida de
alguns pacientes. Seu modo de acdo ocorre através da ligacdo direta ao DNA impedindo a replicacao,
levando a morte celular. Porém, o desenvolvimento de resisténcia a cisplatina representa um sério
problema clinico. Estudos com foco em novas moléculas mais efetivas no tratamento do céncer vém
ganhando notoriedade, como as propriedades antitumorais dos compostos organocalcogénios que sao
utilizados em sinteses organicas. A identificacdo de compostos com potencial terapéutico
normalmente é iniciada no cultivo celular, pois permite o estudo de células humanas em um namero
maior de combinagOes, com diferentes pardmetros. Apesar disso, a cultura de células em monocamada
(2D) ndo reproduz a complexidade espacial das células neoplésicas, assim, ndo permite as mesmas
interacOes entre 0os ambientes celular e extracelular, por exemplo. Assim, ha um grande interesse em
modelos celulares que reproduzam caracteristicas in vitro fisiopatolégicas mais acuradas encontradas
in vivo, como, o cultivo tridimensional. Culturas tridimensionais (esferoides) permitem que as células
realizem interagBes célula-célula ou célula-matriz. Essas interagcbes levam ao aumento da
diferenciagdo celular, ativam a sinalizacdo celular devido a componentes da matriz extracelular,
modificam o padrdo de expressdo génica previamente observado em cultura 2D e alteram a expressao
de moléculas envolvidas na adesdo de matriz e célula-célula. Na cultura tridimensional as células estdo
dispostas em vérias camadas conferindo uma barreira bioldgica a difusdo de farmacos, que terdo que
se difundir entre essas camadas, semelhante ao que ocorre in vivo. No cancer, essa cultura tem sido
amplamente utilizada, por exemplo, em pesquisas que testam a eficiéncia de medicamentos. Dessa
maneira o objetivo geral deste trabalho foi a padronizacdo do modelo de cultivo celular tridimensional,
na linhagem de adenocarcinoma de pulmao A549, e utilizar esse modelo no rastreio de moléculas com
potencial antitumoral. Primeiramente foram testados protocolos que utilizaram ou matrigel ou gel de
agarose para a formacdo dos esferoides. Apds a padronizagdo, os parametros morfométricos foram
avaliados por analise de imagem e a area quantificada. Adicionalmente, os esferoides foram tratados
com nove compostos organocalcogénios e comparados com o quimioterdpico cisplatina, a
citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio de mtt, todos 0os compostos e a cisplatina foram diluidos em
DMSO. Neste estudo, tornamos confidvel a formacéo dos esferoides usando uma linhagem celular de
adenocarcinoma humano A549 somente no protocolo de gel de agarose testado.Todos os compostos e
a cisplatina diminuiram significativamente a viabilidade celular quando comparados com o grupo
controle apds 48 horas. O composto 3 apresentou 0 menor valor de IC50 entre todos 0s compostos
testados apds 48h de exposicdo. Considerando os dados aqui apresentados, demonstramos que um
modelo tridimensional de adenocarcinoma é adequado para o rastreio de possiveis agentes
antitumorais.

Palavras-chave: cultura tridimensional, esferdides, agentes antitumorais, cisplatina.



ABSTRACT

USE OF THE THREE-DIMENSIONAL CELL MODEL OF LUNG CANCER
ADENOCARCINOMA IN THE SCREENING OF ORGANOCALCOGEN
COMPOUNDS

AUTHOR: Jéssica Eduarda dos Santos Batista
ADVISOR: Félix Alexandre Antunes Soares

Pulmonary adenocarcinoma is one of the leading causes of death in the world associated with cancer,
but eradication or control of this disease is not possible yet. Treatment with chemotherapeutic drugs
such as cisplatin has been successful, leading to increased survival of some patients. Its mode of action
occurs through direct binding to DNA preventing replication, leading to cell death. However, the
development of cisplatin resistance represents a serious clinical problem. Studies focusing on new
molecules that are more effective in treating cancer have gained notoriety, such as the antitumor
properties of organocalcogen compounds that are used in organic syntheses. The identification of
compounds with therapeutic potential is usually initiated in in vitro studies, as it allows the study of
human cells in a larger number of combinations, with different parameters. Nevertheless, monolayer
(2D) cell culture does not reproduce the spatial complexity of neoplastic cells, thus does not allow the
same interactions between cellular and extracellular environments, for example. Thus, there is great
interest in cellular models that reproduce more accurate pathophysiological in vitro characteristics
found in vivo, such as three-dimensional cultivation. Three-dimensional cultures (spheroids) allow
cells to perform cell-cell or cell-matrix interactions. These interactions lead to increased cell
differentiation, activate cell signaling due to extracellular matrix components, modify the gene
expression pattern previously observed in 2D culture, and alter the expression of molecules involved
in matrix and cell-cell adhesion. In three-dimensional culture the cells are arranged in several layers
giving a biological barrier to drug diffusion, which will have to diffuse between these layers, similar to
what happens in vivo. In cancer, this culture has been widely used, for example, in research that tests
drug efficiency. Thus, the general objective of this work was to develop a three-dimensional cellular
model using a lung adenocarcinoma lineage and to use this model to screen for molecules with
antitumor potential. Protocols were first tested using either matrigel or agarose gel for spheroid
formation. After establishment, the morphometric parameters were evaluated by image analysis and
the quantified area. In addition, spheroids were treated with nine organocalcogen compounds and
compared with cisplatin chemotherapy, cytotoxicity was evaluated by the mtt assay, all compounds
and cisplatin were diluted in DMSO. In this study, we made spheroid formation reliable using an A549
human adenocarcinoma cell line only in the tested agarose gel protocol. All compounds and cisplatin
significantly decreased cell viability when compared with the control group after 48 hours. Compound
3 had the lowest IC50 value among all compounds tested after 48h exposure. Considering the data
presented here, we demonstrate that a three-dimensional adenocarcinoma model is suitable for
screening for possible antitumor agents.

Keywords: three-dimensional culture, spheroids, antitumor agents, cisplatin.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer

A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) define o cancer como um conjunto de
centenas de doenga caracterizadas pelo crescimento desordenado de células anormais,
podendo ocorrer metastase e invadir tecidos adjacentes e espalharem-se para outros 6rgaos do
corpo (OMS, 2019). O céancer é uma preocupacdo de saude mundial, sendo uma das principais
causas de morte e com maior prevaléncia em paises em desenvolvimento (Jemal et al, 2008).
Pode ser desencadeado por fatores enddgenos (hereditarios, imunoldgicos e hormonais) ou
fatores exdgenos (fatores dietéticos, tabagismo, radiacdo, parasitas especificos, bactérias e
virus e hormonios exdgenos) (Sinha & EI-Bayoumy, 2004).

Inquestionavelmente estamos enfrentando uma epidemia mundial, e como mostram as
estatisticas, a sua incidéncia crescera em torno de 70% nas proximas duas décadas. Para o
biénio 2018-2019 é estimado cerca de 600 mil novos casos de cancer, para cada ano, nao
contabilizando o cancer de pele ndo melanoma devido a dificuldade em coletar e contar tais
tumores (Brody, 2014; Ferlay et al., 2014; INCA, 2019(a)).

O cancer é caracterizado por uma acumulacao sucessiva de mutacdes em oncogenes
chave e supressores tumorais. O acumulo dessas caracteristicas em células somaticas tem sido
considerado a base de um modelo de desenvolvimento de progressdo tumoral, em que as
células passam de um estado normal e saudavel para fendtipos pré-malignos, malignos e
migratorios (Kleppe & Levine, 2014). Hanahan e Weinbergexplanaram alguns fatores que
estdo envolvidos na progressdo desta doenca (Figura 1) que sdo: (1) auto-suficiéncia dos
sinais para proliferacdo celular, (2) inativacdo de supressores de proliferacdo, (3) escape ao
combate imunoldgico, (4) aquisicdo de potencial replicativo imortal, (5) promoc¢do de
inflamacéo pelo tumor, (6) ativacdo de invasdo e mestastase, (7) inducdo da formacdo de
NoVos vasos sanguineos, (8) instabilidade gendmica e mutacéo, (9) escape dos mecanismos de
apoptose e (10) desregulacdo do metabolismo energético celular (Hanahan & Weinberg,
2011).

Figura 1. Os Hallmarks of cancer, ou em traducgdo livre: as caracteristicas do cancer. O esquema ilustra as
condicBes necessarias para a progressdo do cancer. Essas caracteristicas podem ser adquiridas em diferentes
estagios do desenvolvimento do cancer em varias etapas, através de mecanismos distintos em diferentes tipos de
cancer humano. Pode existir uma variacdo de caracteristicas adquiridas para cada tipo de cancer, que podem ser
mais ou menos predominantes. Fonte: Adaptado de Hanaham e Weinberg 2011.
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Para um maior entendimento do cancer, devemos levar em consideracdo que 0s
tumores sdo heterogéneos, apresentam diversidade genética complexa e possuem fenétipos
morfologicos diversificados. A heterogeneidade ocorre de duas maneiras, intratumoral
(quando ocorre dentro do tumor), e intertumoral (quando se refere a heterogeneidade entre 0s

diferentes tipos de tumores) (Figura 2)(Marusyk et al., 2012).

Figura 2. Heterogeneidade do cancer. Fonte: Marusyk et al., 2012

Inter-tumour
L heterogeneity

Intra-tumour
heterogeneity

Dominance of clone 1 Dominance of clone 2 Mixed dominance

Nature Reviews | Cancer

O entendimento que temos nos dias atuais para explicar a heterogeneidade tumoral, é
baseado nos principios basicos evolutivos propostos por Charles Darwin, sendo a esséncia do

crescimento e desenvolvimento neoplasico. Esse principio afirma que uma unica célula
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somatica possui caracteristica hereditaria para a proliferagdo com mutacdo, que confere uma
vantagem de sobrevivéncia sobre aquelas células sem essa caracteristica (Kleppe & Levine,
2014; Almendro et al, 2013).

O céancer é uma doenca que pode se desenvolver por fatores geneéticos, habitos
alimentares, estilo de vida e condi¢gdes ambientais. Mas para que 0 cancer ocorra € necessario
que acontecam varias mutagdes, que ao mesmo tempo ndo sejam letais para a célula, e causem
lesGes estruturais suficientes para acarretar uma desregulacdo no mecanismo de crescimento e
multiplicacdo. A selecdo natural ird atuar selecionando varios subclones com diferentes
capacidades para a proliferacdo, migracdo e invasdo. Os fatores que promovem a
sobrevivéncia do tumor sdo mantidos entre os subclones, ja as mudancas nos microambientes
do local do tumor irdo influenciar a diversidade genética e os resultados fenotipicos, levando a
instabilidade gendnima, como resultado sera a heterogeneidade como observada nos genomas
do céancer (Figura 3). (Poliak, 2014; Meachman & Morrison, 2013; Greaves & Maley, 2012).

Figura 3. Explicacdo da heterogeneidade do cancer, com base nos principios evolutivos propostos por Charles
Darwin. A) Pressdes seletivas permitem que alguns subclones mutantes se expandem, enquanto outros se tornam
extintos ou permanecer dormentes. As linhas verticais representam restri¢cdes ou pressdes seletivas. As caixasl-4
representam os diferentes ecossistemas de tecidos ou habitats. Cada circulo de cor diferente representa um
subclone geneticamente distinto. B) Arvore evolutiva ramificada de Darwin de especiagio, de seu caderno em
1837. Fonte: Greaves & Maley, 2012.
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1.2 Céancer de Pulmao

O cancer de pulméo lidera as estatisticas de mortalidade mundial em relacdo aos
outros tipos de cancer. S&o estimados cerca de 18.740 casos novos de cancer de pulméo entre
homens, sendo o segundo mais frequente e de 12.530 ocupando a quarta posi¢do nas mulheres
para cada ano do biénio 2018-2019 (Figura 4). O tabagismo € um dos principais fatores
relacionados ao cancer de pulméo, sendo responsavel por mais de 80% dos casos. Entre os
fumantes, a chance de desenvolver essa doenca aumenta em cerca de 20 a 30 vezes. Existem
outros fatores relacionados ao cancer de pulmdo como a exposi¢cdo a carcinogénicos (ex:
fibras de amianto); infec¢des pulmonares frequentes, tuberculose e deficiéncia ou excesso de
vitamina A (INCA, 2019 (b)).

Figura 4 - Distribuicdo proporcional por género dos dez tipos de cancer mais freqlientes no Brasil, em 2018.
Fonte: INCA (b)*

Distribui¢ao proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2018 por

sexo, exceto pele ndo melanoma*

Prostata 68.220 31,7% Homens Mulheres  Mama Feminina 59.700 29.5%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 18.740 8,7% . Colon e Reto 18.980 9,4%
Colon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%
Estémago 13.540 6,3% Traqueia, Bronquio e Pulmdo  12.530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%
Esbfago 8.240 3,8% Estomago 7.750 3,8%
Bexiga 6.690 3.1% Corpo do Utero 6.600 3,3%
Laringe 6.390 3,0% Qvario 6.150 3,0%
Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%
Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.860 2,4%

 *Nameros arredondados para miltiplos de 10.

A maioria dos tumores pulmonares sdo classificados como: carcinoma de pequenas
de células (10-15% dos casos e associado com o fumo), tumores carcindides (menos de 5%
dos casos) e carcinoma de ndo pequenas células (do inglés NSCLC: non small cell
lungcancer, 85-90% dos casos); com os subtipos: adenocarcinoma, carcinoma de células

escamosas, e carcinoma de células grandes (Tabelal) (Sharma & Settleman, 2009).

Tabela 1. Classificagdo dos tumores do cancer de pulmao e as suas caracteristicas.

Carcinoma de pequenas células E 0 mais maligno dos canceres pulmonares

e, em geral, manifesta-se na forma de tumor central e
tende a estenosar os brbénquios por compressdo

extrinseca. Esta fortemente associado ao habito de

fumar. Os aspectos microscopicos incluem a presenca
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de pequenas células semelhantes aos grdos de aveia,
com pequena quantidade de citoplasma, sem
diferenciacdo escamosa ou glandular e com grénulos

neurossecretores.

Adenocarcinoma Constitui o cancer do pulm&o mais comum
em mulheres e homens. Com frequéncia manifesta-se
na forma de massa periférica. Seus aspectos
microscopicos caracteristicos incluem formacéo

glandular, geralmente com producdo de mucina.

Carcinoma de células escamosas Exibe a maior correlacdo observada com o

tabagismo. Esses tumores surgem, em sua maioria, no
hilo ou proximo a ele. Geralmente origina-se em um
brénquio central, tem crescimento endobrénquico e,
por isso, pode apresentar sintomas clinicos locais, tais
como tosse e hemoptise, e tem maior probabilidade
de ser diagnosticado nas suas formas iniciais, pela
citologia do escarro. Geralmente dissemina-se para 0s
linfonodos regionais e, em torno de dez por cento dos
€asos, apresenta-se com cavitacéo.
Microscopicamente  variam  desde  neoplasias
ceratinizantes bem  diferenciadas a tumores
anaplasicos com diferenciacdo ceratinizante apenas

focal.

Carcinoma de grandes células Provavelmente representa carcinomas de
células escamosas ou adenocarcinomas pouco
diferenciados, em certas ocasides com elementos

histologicos peculiares: células gigantes, células

claras, células fusiformes.

Apesar do grande conhecimento atual sobre o cancer de pulmado, os mecanismos
moleculares envolvidos na fisiopatologia e progressdo da doenca, bem como no
desenvolvimento de resisténcia a quimioterapicos ainda ndo estdo bem elucidados. Ademais,
modelos experimentais sao imprescindiveis para a investigacéo e avaliacdo da efetividade de
novos farmacos e/ou novas terapias. Assim, no estudo do cancer, linhagens celulares tém sido
amplamente utilizadas como modelos para a avaliagcdo rapida de um grande nimero de

compostos com predita capacidade antitumoral (Prestwich 2008).

1.3 Cultivo celular tridimensional
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O modelo de cultura de células é de grande valor para as descobertas cientificas, pois
permite a utilizagdo de células humanas no estudo de processos moleculares, minimizando o
uso de animais em pesquisas (Prestwich, 2008). Assim, existe um grande interesse no
desenvolvimento de culturas celulares, que reproduzem com mais precisdo caracteristicas
fisiopatologicas encontradas in vivo, permitindo a triagem de um grande nimero de drogas
anticancer no comportamento das células tumorais. A cultura celular em monocamada (2D), é
um modelo bastante utilizado. Mas este tipo de cultivo celular ndo reproduz as mesmas
caracteristicas in vivo, pois adere a superficie em que estdo inseridas, assim as células
tumorais sdo diretamente expostas a um composto em uma superficie planar, sem que haja
interacdo célula-microambiente tumoral (Talukdar et al., 2011; Prestwich, 2008). Dessa
maneira, as culturas tridimensionais (3D; ou também chamadas de esferdides) vém ganhando
espaco como importantes ferramentas de pesquisa em pesquisa basica e aplicada. No cancer,
essa cultura tem sido amplamente utilizada para testar a eficcia dos medicamentos (Luca et
al., 2013; Wenzel et al., 2014), principalmente porque as células estdo dispostas em varias
camadas, formandouma barreira bioldgica a difusdo dos medicamentos, muito semelhante ao
ambientein vivo (Prestwich, 2008). Nos tumores, os esferoides multicelulares apresentam
similaridades na heterogeneidade celular, morfologia e caracteristicas funcionais,
mimetizandoo microambiente tumoral. As células dos esferdides sdo expostas a um gradiente
de suprimento de oxigénio e nutrientes, as células da periferia representam a situacdo das
células tumorais proximas aos vasos sanguineos, que sdo totalmente ativas, enquanto as
células encontradas na em camadas mais internas se tornam quiescentes, e logo na regidao mais
central,formam um nucleo hipoxico e morrem por apoptose ou necrose (Figura 5) (Phung et
al., 2011). Essa técnica 3D de cultura é usada uma vez que € facil de manusear e possui
grande reprodutibilidade (Wenzel et al., 2014)

Figura 5: Micrografia representando as regides de um esferdide, mimetizando as situagbes encontradas in vivo.
Na regido periférica, encontram-se as células que estdo em constante proliferacdo, mimetizando aquelas
préximas a vasos sanguineos. Logo em seguida est4 a regido marcada pelas células quiescentes. Na regido
interna localizam-se as células necréticas, que formam um nicleo hipéxico. Fonte: adaptado de Zanoni et al.
(2016).
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O cultivo tridimensional tem sido bastante aplicado no estudo de novos farmacos
terapéuticos, pois representa de maneira mais fiel as condi¢Ges encontradas no microambiente
tumoral in situ (Goers et al., 2014). Portanto, o uso deste modelo para avaliacdo de novos

compostos com potenciais antitumorais se faz de extrema importancia



18

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

e O objetivo deste estudo foi desenvolver um modelo in vitro de
cultura celular tridimensional (3D) em linhagem humana de adenocarcinoma

pulmonar.
2.2 Objetivos Especificos

e Comparar protocolos disponiveis na literatura para geracao de esferoides celulares.
e Estabelecer as melhores condigdes de cultivo tridimensional, e avaliar os esferdides

em relacdo ao tamanho e concentracédo celular inicial.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Cultivo Celular

Para os ensaios realizados, foi utilizada a linhagem de adenocarcinoma de pulmao
humano A549 (CLL 185) obtida da American Tissue Culture Collection (ATCC ™,
Rockville, MD). As células foram cultivadas exponencialmente em meio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) 1640 (Gibco®) suplementado com soro fetal bovino na
concentracdo de 10% (Gibco®), penicilina (100 Ul/mL), estreptomicina (100ug/ mL) e
anfotericina B (0,25ug / mL) (Sigma Aldrich ™) ¢ mantidas em incubadora com condicdes de
armazenamento controladas, como atmosfera umidificada a 37°C contendo 5% de CO.. Todo
0 manuseio das células foi realizado em capela de fluxo laminar, os materiais de trabalho
foram submetidos a esterilizacdo por luz UV para evitar contaminagdes. A manutencdo das
células foi realizada a cada quatro dias, ou sempre que necessario para a realizacdo dos
experimentos.
3.2 Formacéo dos esferoides

Para o estabelecimento da cultura de esferdides foram testados diferentes protocolos,
conforme descritos detalhadamente a seguir. Os métodos foram divididos no uso de
Matrigel®, ou gel de agarose.
3.2.1 Matrigel®

Na geracdo dos esferdides com o uso de Matrigel®, o protocolo escolhido foi baseado
em Da Motta, 2016, com algumas adaptacdes. Nestes ensaios diferentes condi¢cdes foram
testadas (concentracéo inicial de células, adicio do Matrigel®, sem Matrigel®, e desaceleracéo
da centrifuga) com o proposito de avaliar a eficiéncia do protocolo e eliminar qualquer fator
que possa estar envolvido de forma negativa na formacdo dos esferdides. As células foram
cultivadas em placas de fundo redondo de 96 pocos, ndo aderente (Corning, Corning, NY,
EUA). A adicdo do Matrigel® foi dividida em dois métodos: Protocolo Matrigel®: 1 (Figura
6) e Protocolo Matrigel®: 2 (Figura 7).

Protocolo Matrigel® 1: Nessa etapa, primeiramente as células foram dissociadas com
0 auxilio de tripsina, e adicionadas as placas no volume final de 200 pL nas seguintes
densidades iniciais: 1000, 2000 e 5000 células por pogo. Apds esse processo, 0 Matrigel®
(sempre mantido no gelo) foi adicionado separadamente em cada pogo na concentragéo final
de 1:20 e homogeneizado com o auxilio da pipeta. E finalmente, as placas foram
centrifugadas a 1000 g por 10 minutos, e mantidas imdveis na incubadora a 37°C e 5% de CO;
por diferentes periodos (24 e 48h; 5 e 7 dias) para o estabelecimento dos esferdides. E no

Protocolo Matrigel® 2: As células foram dissociadas com o auxilio de tripsina,
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homogeneizadas em meio RPMI. O Matrigel® foi adicionado ao homogenato de células na

concentracéo final de 1:20, e e entdo as células foram adicionadas as placas nas densidades de

1000, 2000 e 5000 células por poco no volume final de 200 pL. Apds as placas foram

centrifugadas a 1000 g por 10 minutos, e mantidas imdveis na incubadora a 37°C e 5% de CO;

por diferentes periodos (24 e 48h; 5 e 7 dias) para o estabelecimento dos esferdides

Figura 6. Protocolo Matrigel®. Esquema do protocolo da tentativa de geracéo de esferdides.

As células foram  Plagueamento
dissociadas no volume final
enzimaticamente com o  de 200uL.

auxilio da tripsina.

concentracdo
final de 1:20.

Adicdo do
Matrigel na

placas

centrifugada
s a 1000 g

Figura 7. Protocolo Matrigel®: 2. Esquema do protocolo da tentativa de geracéo de esferdides.
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Para o ensaio sem adicdo de Matrigel®, as células foram dissociadas enzimaticamente

com tripsina, 200uL de meio foram adicionados as placas contendo a densidade de 2500

células por poco. As placas foram centrifugadas por 10 minutos a 1000 g, e mantidas imdveis
em incubadora a 37°C e 5% de CO: por diferentes tempos (24 e 48h; 5 e 7 dias) para 0
estabelecimento inicial de esferdides.

3.2.2 Gel de agarose
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Para estes experimentos, a geracdo de esferdides foi baseada no trabalho Friedrich et
al., 2009 com alguma modificacdes. Esferdides foram gerados em placas de 96 pogos com
uma superficie plana (TPP). Primeiro, foi adicionado em cada pogo 50uL de agarose diluida
em PBS 1x (1,5%) e autoclavada por 20 minutos. A adicdo da agarose possibilita a formacao
de uma superficie concava, para que as células ndo possam se aderir na superficie da placa.
Posteriormente, as placas contendo o gel de agarose foram esterilizadas por radiagdo UV
durante 30 minutos.

Entdo, a dissociacdo enzimatica da cultura de monocamada A549 com tripsina, 200uL
do meio foram adicionados as placas, nas densidades de 500, 1000, 2000, 4000, 6000 e 8000
células por poco, e centrifugadas por 10 minutos a 1000 g. As placas foram mantidas imdveis
em incubadora a 37°C e 5% de CO> por quatro dias para o estabelecimento inicial de
esferoides. Os esferdides foram mantidos por até 20 dias para realizar a analise morfométrica

utilizando o software ImageJ (Figura 8).

Figura 8. Esquematizacdo da formacdo de esferdides em placa TPP de fundo plano, revestida de gel de agarose.
Obtencdo das imagens e quantificagdo no software. a) placa com as células; b) representagdo dos esferdides na
placa c) microscopio Evos; d)

Slogan do software ImageJ

b

Imaged

Image Processing and Analysis in Java

3.3 Aquisicao de imagens para determinar a curva de crescimento



22

As imagens foram adquiridas a cada 4 dias durante 20 dias, ou de acordo com 0
protocolo utilizado, em um microscopio invertido, com uma ampliagdo de 40X (EVOS x|
Core, AMG, Waltham, MA, EUA) e o crescimento foi monitorado medindo-se as imagens no
software ImageJ.

3.4 Anélise estatistica
Experimentos de cultura de células foram realizados 3 vezes, cada um em triplicata. O

numero da amostra (1)) ¢ o comumente empregado em tais estudos.
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4. RESULTADOS

4.1 Formacéao dos esferoides.

4.1.1 Matrigel®
Os ensaios foram iniciados colocando 1000 células por poco, utilizando o Protocolo
Matrigel®: 1, a desaceleracdo mantida em 9. Foi observado que nessas condicdes, ndo houve a
formacéo de esferas homogéneas, e Unicas por pocos. As células foram acompanhadas até o
dia 7, porém néo houve formacéo de esferas (Figura 9).

Figura 9. Tentativa de formagao de esferdides multicelulares. (a) 24h (b) 7 dias Densidade inicial: 1000 células.

Desaceleracdo da centrifuga: 9. Com base na escala de 1000um. NUmero amostral=3.

Apesar de ndo formar esferas na densidade inicial de 1000, € visivel que as células estdo
agrupadas no centro do pogo. Assim testamos as mesmas condi¢fes mostradas acima, mas em
densidades diferentes. As densidades iniciais testadas foram de 2500 células (Figura 10) e
5000 células (Figura 11). E diferente da condi¢do de 1000 células iniciais, nestas densidades
em praticamente todos os pocos formaram-se esferas Unicas e compactas. Dessa maneira, as

esferas foram acompanhadas por 24 e 48h, e 5 e 7 dias

Figura 10. Esfer6ides multicelulares. (a) 24h (b) 48h (c) 5 dias e (d) 7 dias. Densidade inicial: 2500 células.

Desaceleracdo da centrifuga: 9. . Com base na escala de 1000um. NUmero amostral=3.
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Figura 11. Esferdides multicelulares. (a) 24h (b) 48h (c) 5 dias e (d) 7 dias. Densidade inicial: 5000 células.
Desaceleracdo da centrifuga: 9. . Com base na escala de 1000um. Nimero amostral=3.
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O préximo passo foi avaliar se a forma como o Matrigel® é adicionado nas células influencia
na formacdo dos esferdides, foi testado entfo o Protocolo Matrigel®®: 2 (Figura 12). Neste
ensaio as células ndo se agruparam, em nenhuma das densidades testadas, mantendo a

morfologia similar a cultura em monocamada.
Figura 12. Tentativa de formagdo de esferdides multicelulares. Densidade inicial: (a)1000 células, (b) 2500

células e (c) 5000 células. Desaceleracdo da centrifuga: 9. Com base na escala de 1000um. NUmero amostral=3.

Outra variavel que foi considerada durante a execucdo deste trabalho, foi se a desaceleracdo
da centrifuga influenciava de alguma maneira. Entdo os mesmos passos que foram realizados

até aqui, foram novamente aplicados, mas agora, a desaceleracdo da centrifuga foi mantida
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em 0. Com a utilizagdo deste método, ndo foi possivel a formacéo de esferdides em nenhuma
condigdo e/ou densidade testada, com auséncia da compactacgdo (Figura 13).

Figura 13. Tentativa de formacéo de esferéides multicelulares. Densidade inicial: 1000 células (a) e (a.1), 2500
células (b) e (b.1) e 5000 células (c) e (c.1). Desaceleracao da centrifuga: 0. . Com base na escala de 1000um.
NUmero amostral=3.

Protocolo Matrigel® : 1 Protocolo Matrigel® : 2

Com interesse de verificar, se a placa ndo aderente forma esferdides sem o uso de
Matrigel®, as células foram plaqueadas na densidade inicial de 2500 células, e acompanhadas
por 24h, 48h, 5 e 7 dias (Figura 14). Utilizando esse método, foi possivel observar que houve
um alto rendimento na formacao de esferas, alcancando a totalidade dos pogos.
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Figura 14. Tentativa de formag8o de esfer6ides multicelulares, sem o uso de matrigel em placa ndo aderente.
Densidade inicial 2500 células. 24h (a) 48h (b) 5 dias (c) e 7 dias (d). Desaceleracao da centrifuga: 9. Com base

na escala de 1000pum. Nimero amostral=3

4.1.2 Gel de agarose

Como foi mostrado até aqui, para que haja a formagdo de esferdides, é necessario
impedir que haja aderéncia das células a placa. Outro método para a formacao de esferoides
utiliza gel de agarose no fundo do poc¢o. Nessa técnica, é sugerida a geracdo dos esferdides em
placas com o fundo coberto com gel de agarose, a fim de que essa substancia forme uma
concavidade e, aproveitando-se da forca gravitacional, o esferdide seja estabelecido através da
sedimentacgdo das células nessa concavidade. (Friedrich et al., 2009; Weiswald, 2015).

Para a realizag8o desta técnica iniciou-se uma curva de densidade para determinar qual
a concentracao de células iniciais é a mais eficiente. Observou-se que em baixas densidades
de 500 e 1000 células, as células se agregaram no meio do po¢o (Figura 15). Porém ndo
houve a compactacdo, e quando houve tentativa de trocar 0 meio em que estavam sendo
cultivadas, essas celulas se desintegraram.

Mas em maiores densidade de células, com: 2000 4000, 6000 e 8000, foi possivel
observar que as células se uniram, formando agregados multicelulares. Porém, com excecao
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da densidade de 2000, esses agregados eram muito irregulares, e formavam mais de um por
poco. E na maioria dos pocos, as células se mantinham suspensas e desagregadas (Figura 16).

Como citado acima, na concentracao de células iniciais de 2000 células/poco (Figura
17) com o uso de placa revestida de agarose , a eficiéncia deste protocolo foi bastante alta.
Portanto, os demais ensaios de acompanhamento de crescimento, e de viabilidade apds o
tratamento com alguns compostos organocalcogénios selecionados, foram baseados neste
experimento. Os dados referentes estdo descritos como artigo cientifico submetido a revista

cientifica Tumor Biology.

Figura 15. Tentativa de formacéo de esferdides multicelulares, em placa de fundo plano forrada com gel de

agarose. Densidade inicial: 500 células (a) e (b)1000 células. Desaceleracdo da centrifuga: 9. . Com base na

escala de 1000pum. NGmero amostral=3.

Figura 16. Tentativa de formacdo de esferdides multicelulares, em placa de fundo plano forrada com gel de
agarose. Densidade inicial: 4000 células (a), 6000 células (b) e 8000(c). Desaceleracdo da centrifuga: 9. . Com

base na escala de 1000pum. Ndmero amostral=3.
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Figura 17. Tentativa de formacéo de esferdides multicelulares, em placa de fundo plano forrada com gel de
agarose. Densidade inicial: 2000 células. Desaceleracdo da centrifuga: 9. Com base na escala de 1000um.

Numero amostral=3.
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Abstract

Lung adenocarcinoma is the major cause of cancer-related deaths worldwide, and existing

therapies remains unsatisfactory. Since high levels of oxidative markers are related to cancer
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aggressiveness (multidrug resistance and metastatic potential), and can predict poor outcome
of lung adenocarcinoma patients, any compounds or drugs that interfere with their aberrant
redox biology should be rationally explored as novel interventional regimens. This study was
designed to screen potential anticancer activities in nine new synthetic organochalcogen
compounds — molecules with oxygen (O), sulfur (S), or selenium (Se) elements in their
structure with antioxidant activity — and compared their performance with cisplatin, the
therapeutic foundation of lung adenocarcinoma patients. We first determined the best
condition to establish single tumor spheroids using A549 human lung adenocarcinoma cell
line. Four days in vitro (DIV) was an initiation interval for spheroid formation. These single
spheroids were able to growth during 20 DIV, and toxic dose response curves were obtained
for each compound for 24 and 48 h of incubation. We demonstrate that at least two of the
synthetic organochalcogen compounds tested presented anticancer activity with better
performance (i.e. lower LDso, higher activity area and maximum amplitude of effect) as
compared to cisplatin, and are promising for futures studies in the treatment of lung
adenocarcinomas.

Key-words: tumor spheroids; anticancer agents; organochalcogen; drug screening; lung

adenocarcinoma.

1. Introduction

Lung adenocarcinomas are the major cause of cancer-related deaths in the world (1).
Since most of the cases are diagnosed with advanced pathologic (p)-stages of disease, curative

pulmonary resection is no longer a therapeutic option and multimodality treatment became the
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indicative management of the disease. However, the effect of current therapies in improving
patients survival remains far from satisfactory and reflects the poor prognosis, with a 5-year
survival of 49% for early stages and less than 2% for advanced stages (2). Therefore, there is
an urgent need for more effective therapies, drugs, or treatments that could help increase the
overall survival of lung cancer patients. Indeed, compounds or drugs that interfere with any
aberrant pathways or pathophysiological processes known to be altered in lung
adenocarcinomas should be rationally explored in order to identify potential adjuvant

strategies or novel interventional regimens.

In many malignancies, footprints of oxidative damage, the markers of the imbalance
between oxidants and antioxidants, act as endogenous drivers of the oncogenic phenotype, by
the modulation of cellular proliferation, migration, survival, and multidrug resistance (3). The
presence of oxidative stress in lung adenocarcinomas has received increasing attention,
specifically because these types of cancers are able to grow in a highly oxidative environment
derived from the combination of atmospheric oxygen pressure and cigarette smoke / air
pollutants, in combination with the bulk amount of reactive species generated by pro-
inflammatory cells in the pulmonary circulation (4—7). All of which are believed to contribute
to tumor progression and metastasis (3). Moreover, clinical data have shown that lung cancer
patients have increased oxidative stress markers in the blood (8), epithelium lining fluid,
breath condensate and tumor biopsies (9-11), and the inadequate ingest of antioxidants
constitutes a risk factor for lung cancer development (12). More important, an imbalance in
antioxidant mechanisms plays a significant role in the pathogenesis of lung adenocarcinomas,
where high levels of oxidative markers are related to tumor aggressiveness (multidrug
resistance and metastatic potential) and can predict poor outcome of early-stage lung

adenocarcinoma patients (13).
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Several strategies have been proposed to use the presence of oxidative stress in cancer
cells to selectively target tumors without damaging healthy tissue; nonetheless, it is surprising
that no antioxidant drug or intervention has been successfully translated to the oncologic
clinical setting yet (3). While several proposed antioxidants target reactive oxygen species
(ROS) levels in cells indiscriminately, various compounds have been developed that are able
to modulate the existing intracellular redox balance via catalysis. A catalytic process
combines high efficiency with selectivity, because it requires not only a suitable catalyst but
also the presence of an appropriate substrate(s) (14). Several reports have confirmed the
notion of redox catalysts as effective(and selective) agents able to kill cancer cells (15). One
example of these molecules are synthetic organochalcogen compounds. This class of
molecules is known as Glutathione peroxidase (GPx) mimetics, which target redox sensitive
thiol proteins and enzymes. In the presence of elevated levels of ROS, these chalcogen-based
catalysts turn toxic against a range of tumoral cells in vitro (16,17). This study was designed
to screen in vitro between new synthetic organochalcogens compounds to select the most
eligible ones for further anticancer therapies. For this purpose, we used single A549 human
lung adenocarcinoma spheroids as in vitro model, and utilized cisplatin-treated spheroids as
cytotoxic parameter. Our data demonstrate that at least two different organochalcogen tested
(compound #3 and #9) (Fig. 1) present a better anticancer activity as compared to cisplatin
(i.e. lower LDso, higher activity area and maximum amplitude of effect), and are promising

candidates for further investigations for lung adenocarcinoma therapeutic management.

2. Methods

2.1 Cell culture

The A549 human lung adenocarcinoma cell line (CLL 185) was obtained from the American

Tissue Culture Collection (ATCC™, Rockville, MD). Exponentially growing cells were
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cultured using RPMI 1640 medium (Gibco®), supplemented with 10% heat-inactivated fetal
bovine serum (Gibco®), penicillin (100 IU/mL), streptomycin (100 ug/mL) and amphotericin
B (0.25 pg/mL) (Sigma Aldrich™), and maintained in a humidified atmosphere at 37°C

containing 5% CO..
2.2 Single tumoral spheroids formation

Single lung adenocarcinoma spheroids were generated in 96-well plates with a flat surface, as
described (18). Briefly, 50 pL of sterile agarose solution (1,5% of agarose diluted in 1X PBS,
pH 7.4, and autoclaved for 20 minutes) was added to each well to form a concave surface.
After enzymatic dissociation of A549 cells cultured in monolayer with trypsin, 200 puL of the
medium was added to each 96-wells, with a density of 2,000 cells/well, and centrifuged for 10
minutes at 1,000g(18). Plates were kept in incubators at 37°C and 5% CO; for 4 days for the
initial establishment of single spheroid per 96-well. Then spheroids were maintained for 20

days to perform the morphometric analysis and viability assay.
2.3 Image acquisition and Growth curve

Images of single spheroids were acquired every 4 days over 20 days in vitro (DIV) using an
inverted microscope (EVOS xI Core, AMG, Waltham, MA, USA) with a magnification of

40X, and spheroid growth was monitored using a plugin on ImageJ software.
2.4 Compounds treatments

The organochalcogens compounds were synthesized in the Department of Chemistry, Federal
University of Santa Maria (UFSM)/Brazil, and available for toxicity assays. Two new series
of 1,2,3-triazoles-1,4-disubstituted obtained by the reaction of 1,3-dipolar cycloaddition, were
synthesized between the alkaloids derived from benzocalcogenoanilines and the azides of 1,3-
chalcogenazoles-2-substituted with the objective of joining three classes of interesting

heterocyclic compounds, as previously described (19). The compounds (#1 to 9) (Fig. 1) and
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cisplatin (Sigma Aldrich™) were diluted in ultrapure, cell culture grade, DMSO (Sigma
Aldrich™) at the concentrations of 6.25 puM; 12.5 uM; 25 uM and 50 puM, and single
spheroids were treated at 121" DIV for further 24h or 48h to obtain dose response curves (Fig.
2). Data of control group was obtained using only the culture medium. The vehicle (DMSO)
never exceeded the final concentration of 0.01%, and exhibited no significant difference when

compared to the control group (data not shown).
2.5 Viability assay

To evaluate cytotoxic dose response curves of compounds against the single spheroids,

cellular viability was evaluated by the quantification of 3-(4,

5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide(MTT) reduction to a blue
formazan crystals by cellular dehydrogenases (20).Before the addition of MTT solution to
determine spheroids’ viability, treated spheroids were transferred to a new non-coated 96-
wells plate, eliminating the interference of agarose on the spectrophotometric reading. Twenty
pL of 5 pg/mL MTT solution was added directly the wells and then the plates were incubated
for additional 4 hours in an incubator at 37°C and 5% CO,. After that, plates were centrifuged
at 1,000g for 5 min, followed by the aspiration of the media (150 pL) and addition of 100 pL
of DMSO in each well. Finally, absorbance was measured at 560 and 630 nm (20) and results

are presented as percentage of untreated (control) spheroids.

2.6 Statistical analysis

Experiments were performed 3 to 6 times (n = 3 - 6), each one in triplicate. Data were
expressed as mean + standard deviation (SD). The significant differences were determined by

one-way ANOVA (for spheroids growth experiments) or Student’s t test when comparing
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each compound means with cisplatin, and considered significant when p<0.05. Statistical

analyses were performed using the GraphPad® Prism 6 software.

3. Results

3.1 Spheroids formation, Growth curves and Drugs screen

In this work, we first intended to establish a spheroid-based screen with clear
pathophysiological gradients at the onset of treatment, and challenge them with different
synthetic organochalcogens (compound #1 to 9) (Fig. 1). Four days in vitro as an initiation
interval for spheroid formation was found to reproducibly create a single spheroid per well of
A549 human lung adenocarcinoma cell line, with a success rate of 90 to 100% per experiment
(data not show). The obtained single spheroids present an average diameter of 150 pum that
were able to growth to 220 um after 20 DIV (Fig. 2). Since the culture of small spheroids with
a size of up to 200 um is frequently carried out for drug testing and may indeed be sufficient
to reflect 3D cell-cell and cell-matrix interactions (21—-23), we challenged them at the 12"DIV
with new synthetic organochalcogens for further 24 or 48 h of incubation to screen for

anticancer activity, and compared their performance with cisplatin (Fig. 3).

The dose response curves of synthetic organochalcogen compounds are exhibited in Figure 4,
demonstrating that the growth inhibition was carried out in time and concentration-dependent
manner. Data of lethal dose 50 (LDso), maximum amplitude of effect (Amax), and activity area
for each treatment were derived from Figure 4 and presented in Table 1. Bold data represent
the better performance of compounds as compared to cisplatin (Table 1). All compounds
tested were able to decrease the spheroids viability, even in the lower concentrations,
compared to the control group (p<0.05). Cisplatin and all organochalcogen compounds (#1 to
9) depict LDsp values lower than 20 uM after 48h of treatment against the single A549 human

lung adenocarcinoma spheroids.
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Our data demonstrate that at least two of the synthetic organochalcogen compounds
tested (#3 and 9) presented anticancer activity with better performance (i.e. lower LDsp,
higher activity area and maximum amplitude of effect) as compared to cisplatin, and are

promising for futures studies in the treatment of lung adenocarcinomas.

4. Discussion

Platinum-based chemotherapy such as cisplatin, carboplatin, or oxaliplatin and usually
given in combination with other agents such as paclitaxel and etoposide, is the therapeutic
foundation of treatment both in the metastatic and adjuvant setting of lung adenocarcinoma
patients (24). DNA double-strand breaks are reported as the main mechanism of action of
cisplatin, leading to inhibition of replication and consequent cell death (25). Despite all the
advances in chemotherapy, many patients still acquire drug resistance. Although this cancer
treatment is effective in some cases, in advanced stages the conventional treatment is

ineffective and there is no treatment option currently.

Synthetic organochalcogens have been documented as promising pharmacological
agents against a number of diseases associated with oxidative stress(26),and considering their
potential pharmaceutical applications, became critical points in tumor prevention and
therapeutic studies (27-30). Organochalcogen compounds have been extensively studied and
reported as anticancer agents able to inhibit cell proliferation and to induce death of cancer
cells (15,36,41). These molecules have several features that support their potential role in the
management of cancer cells, such as their low-molecular weight, high antioxidant potential
with high availability and hydrophobicity, all qualities that improve its therapeutic potential
(33). Even though promising, most of these studies focusing on new anticancer drug
screening were performed using two-dimensional (monolayer) cell culture models, although

they fail to reproduce physiological characteristics found in vivo (34,35).
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There is a great interest in the development of cell culture models that more accurately
reproduce in vitro pathophysiological features found in vivo, allowing the study of anticancer
drugs on tumor cell behavior. In this context, tridimensional (3D) cell cultures (also known as
multicellular tumor spheroids) have attracted attention as an important research tool in basic
and applied research. Compared to solid tumors, multicellular spheroids have similarities in
cell heterogeneity, morphology and functional characteristics. In vitro 3D culture systems
show intermediate complexity reflecting particular aspects of tumor tissues, and better
simulates pathophysiological milieu in a patient tumor showing similar therapy responses
(such as the chemoresistance found in solid tumors). According to Sutherland (1988) (36),
multicellular tumor spheroids have an early phase of cell growth, characterized by cell
aggregation and proliferation with the formation of desired 3D cell-cell and cell-matrix
interactions, followed by a stationary phase, that represents the cell nonproliferation,
occurring the formation of a nucleus with necrotic characteristics, as seen in solid tumors.
This happens due to the size of the spheroid, once the adequate arrival of nutrients and oxygen
to the spheroid nucleus is difficult, affecting the cell viability in the central layers (34,37). The
spheroids sizes are directly related to viability, so the establishment of a correct protocol that
could reproduce a growth pattern is fundamental for the spheroids. One of the pioneering
studies in this area has shown that the tendency of spheroid diameter from tumor lineages
tends to increase and may reach 800 um (38). In our data, the average diameter of the
spheroids was approximately 150 pm on the 4" DIV, reaching 220 um on the 20" DIV. Using
single tumor spheroid model in vitro is a better way to easily screen between new compounds
with potential in vivo application, making this type of cell culture a better tool for evaluating
the efficacy of new drugs with possible anticancer properties (39,40). To our best knowledge,
this is the first time that synthetic organochalcogen compounds were screened for anticancer

activity using single tumor spheroids.
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From structure-activity relationship perspective compounds 3 and 9 show two
structural differences in the triazole unit: 1) the presence of a thiazole ring at position 1 and a
disubstituted amine at position 4; (ii) the presence of a selenazole ring at position 1 and a
trisubstituted amine at position 4. These two particulars might play crucial roles for the
observed activity differences, that is, the presence of chalcogen (sulfur or selenium) in the

heterocycle structure.

Our data demonstrate that the proposed model is effective for drug screening assays,
and the compounds used are strong candidates as potential therapeutic agents in the treatment
of lung cancer. Thereby, it seems plausible that imbalance in redox metabolism is pivotal to
lung adenocarcinoma malignancy, and besides the positive outcome obtained here for
compound #3 and 9 when compared to cisplatin, future studies should focus on the specific
mechanism of redox imbalances that the synthetic organochalcogens are interfering for the

improvement of cancer therapy.
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Figure Legends:

Figure 1: Structure of the synthetic organochalcogens evaluated in this study. They were
derived from two new series of 1,2,3-triazoles-1,4-disubstituted obtained by the reaction of
1,3-dipolar cycloaddition, were synthesized between the alkaloids derived from

benzocalcogenoanilines and the azides of 1,3-chalcogenazoles-2-substituted.

Figure 2: Routine monitoring of single spheroid formation and growth for A549 human lung
adenocarcinoma cell line. Exponentially growing cells were dissociated, harvested, counted,
and plated on flat, agarose-coated, 96-well plates with a seeding density of 2 x 10° cells/well
in 200 mL of 10% serum-conditioned RPMI medium. After a 96h initiation interval time for
single spheroid formation, they were left to growth until 20 days in vitro (DIV). With this cell
density, we were able to routinely and reproducibly obtain single spheroids with a diameter of
150 to 220 pm. Insert boxes: Phase-contrast images of single A549 human lung
adenocarcinoma spheroid formed after 4 (left) and 20 DIV (right). Original magnification,

X40 objective. Size bar: 50 pm.

Figure 3: Lethal dose curves after 24 and 48 h of treatment with cisplatin against A549
human lung adenocarcinoma single spheroids, where: (a) model of plot curve and main
parameters evaluated; (b) 24 h and (c) 48 h of treatment. Data represent mean + SD of four

independent experiments (n = 4) performed in triplicates.

Figure 4: Lethal dose curves after 24 (top) and 48 h (down) of treatment with

organochalcogen compounds against A549 human lung adenocarcinoma single spheroids: (a)
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compound 1; (b) compound 2; (c) compound 3; (d) compound 4; (e) compound 5; (f)
compound 6; (g) compound 7; (h) compound 8 and (i) compound 9. Data represent mean =

SD of four independent experiments (n = 4) performed in triplicates.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Devido a necessidade de técnicas que possibilitem estudo do comportamento de
células em ambiente tumoral, e que a0 mesmo tempo sejam reprodutiveis. Este trabalho
trouxe a padronizacdo de um modelo celular tridimensional em linhagem humana de
adenocarcinoma, permitindo seu uso em estudos de rastreio de drogas com potencial
terapéutico. Para a execugdo deste estudo, foi selecionado entre uma grande variedade o
modelo de esferdide tumoral multicelular utilizando gel de agarose, na densidade inicial de
2000 celulas por poco. Este modelo foi escolhido por ser reprodutivel, rapido e em termos de
valores financeiros, ser mais barato do que as técnicas disponiveis na literatura. Como
perspectiva para futuros estudos a utilizagdo de mais linhagens celulares, para serem
acompanhadas por um tempo maior, juntamente com a utilizacdo de marcadores para

proliferacdo, necrose e hipoxia.
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