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RESUMO 

USO DO MODELO CELULAR TRIDIMENSIONAL DE 

ADENOCARCINOMA DE CÂNCER DE PULMÃO NA TRIAGEM DE 

COMPOSTOS ORGANOCALCOGÊNIOS 

AUTORA: Jéssica Eduarda dos Santos Batista 

 ORIENTADOR: Félix Alexandre Antunes Soares 

 

O adenocarcinoma pulmonar é uma das principais causas de morte no mundo associadas ao câncer, 

mas a erradicação ou controle dessa doença está longe de ser realidade. O tratamento com 

quimioterápicos como a cisplatina vem apresentando sucesso, levando ao aumento da sobrevida de 

alguns pacientes. Seu modo de ação ocorre através da ligação direta ao DNA impedindo a replicação, 

levando a morte celular. Porém, o desenvolvimento de resistência à cisplatina representa um sério 

problema clínico. Estudos com foco em novas moléculas mais efetivas no tratamento do câncer vêm 

ganhando notoriedade, como as propriedades antitumorais dos compostos organocalcogênios que são 

utilizados em sínteses orgânicas. A identificação de compostos com potencial terapêutico 

normalmente é iniciada no cultivo celular, pois permite o estudo de células humanas em um número 

maior de combinações, com diferentes parâmetros. Apesar disso, a cultura de células em monocamada 

(2D) não reproduz a complexidade espacial das células neoplásicas, assim, não permite as mesmas 

interações entre os ambientes celular e extracelular, por exemplo. Assim, há um grande interesse em 

modelos celulares que reproduzam características in vitro fisiopatológicas mais acuradas encontradas 

in vivo, como, o cultivo tridimensional. Culturas tridimensionais (esferoides) permitem que as células 

realizem interações célula-célula ou célula-matriz. Essas interações levam ao aumento da 

diferenciação celular, ativam a sinalização celular devido a componentes da matriz extracelular, 

modificam o padrão de expressão gênica previamente observado em cultura 2D e alteram a expressão 

de moléculas envolvidas na adesão de matriz e célula-célula. Na cultura tridimensional as células estão 

dispostas em várias camadas conferindo uma barreira biológica à difusão de fármacos, que terão que 

se difundir entre essas camadas, semelhante ao que ocorre in vivo. No câncer, essa cultura tem sido 

amplamente utilizada, por exemplo, em pesquisas que testam a eficiência de medicamentos.  Dessa 

maneira o objetivo geral deste trabalho foi a padronização do modelo de cultivo celular tridimensional, 

na linhagem de adenocarcinoma de pulmão 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 formação dos esferoides.  Após a padronização, os parâmetros morfométricos foram 

avaliados por análise de imagem e a área quantificada. Adicionalmente, os esferoides foram tratados 

com nove compostos organocalcogênios e comparados com o quimioterápico cisplatina, a 

citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio de mtt, todos os compostos e a cisplatina foram diluídos em 

DMSO. Neste estudo, tornamos confiável a formação dos esferoides usando uma linhagem celular de 

adenocarcinoma humano A549 somente no protocolo de gel de agarose testado.Todos os compostos e 

a cisplatina diminuíram significativamente a viabilidade celular quando comparados com o grupo 

controle após 48 horas. O composto 3 apresentou o menor valor de IC50 entre todos os compostos 

testados após 48h de exposição. Considerando os dados aqui apresentados, demonstramos que um 

modelo tridimensional de adenocarcinoma é adequado para o rastreio de possíveis agentes 

antitumorais.  

 

Palavras-chave: cultura tridimensional, esferóides, agentes antitumorais, cisplatina. 
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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. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Câncer 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) define o câncer como um conjunto de 

centenas de doença caracterizadas pelo crescimento desordenado de células anormais, 

podendo ocorrer metástase e invadir tecidos adjacentes e espalharem-se para outros órgãos do 

corpo (OMS, 2019). O câncer é uma preocupação de saúde mundial, sendo uma das principais 

causas de morte e com maior prevalência em países em desenvolvimento (Jemal et al, 2008). 

Pode ser desencadeado por fatores endógenos (hereditários, imunológicos e hormonais) ou 

fatores exógenos (fatores dietéticos, tabagismo, radiação, parasitas específicos, bactérias e 

vírus e hormônios exógenos) (Sinha & El-Bayoumy, 2004).  

Inquestionavelmente estamos enfrentando uma epidemia mundial, e como mostram as 

estatísticas, a sua incidência crescerá em torno de 70% nas próximas duas décadas. Para o 

biênio 2018-2019 é estimado cerca de 600 mil novos casos de câncer, para cada ano, não 

contabilizando o câncer de pele não melanoma devido à dificuldade em coletar e contar tais 

tumores (Brody, 2014; Ferlay et al., 2014; INCA, 2019(a)). 

O câncer é caracterizado por uma acumulação sucessiva de mutações em oncogenes 

chave e supressores tumorais. O acúmulo dessas características em células somáticas tem sido 

considerado a base de um modelo de desenvolvimento de progressão tumoral, em que as 

células passam de um estado normal e saudável para fenótipos pré-malignos, malignos e 

migratórios (Kleppe & Levine, 2014). Hanahan e Weinbergexplanaram alguns fatores que 

estão envolvidos na progressão desta doença (Figura 1) que são: (1) auto-suficiência dos 

sinais para proliferação celular, (2) inativação de supressores de proliferação, (3) escape ao 

combate imunológico, (4) aquisição de potencial replicativo imortal, (5) promoção de 

inflamação pelo tumor, (6) ativação de invasão e mestástase, (7) indução da formação de 

novos vasos sanguíneos, (8) instabilidade genômica e mutação, (9) escape dos mecanismos de 

apoptose e (10) desregulação do metabolismo energético celular (Hanahan & Weinberg, 

2011).  

Figura 1. Os Hallmarks of cancer, ou em tradução livre: as características do câncer. O esquema ilustra as 

condições necessárias para a progressão do câncer. Essas características podem ser adquiridas em diferentes 

estágios do desenvolvimento do câncer em várias etapas, através de mecanismos distintos em diferentes tipos de 

câncer humano.  Pode existir uma variação de características adquiridas para cada tipo de câncer, que podem ser 

mais ou menos predominantes. Fonte: Adaptado de Hanaham e Weinberg 2011. 
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Para um maior entendimento do câncer, devemos levar em consideração que os 

tumores são heterogêneos, apresentam diversidade genética complexa e possuem fenótipos 

morfológicos diversificados. A heterogeneidade ocorre de duas maneiras, intratumoral 

(quando ocorre dentro do tumor), e intertumoral (quando se refere à heterogeneidade entre os 

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

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

 

 

O entendimento que temos nos dias atuais para explicar a heterogeneidade tumoral, é 

baseado nos princípios básicos evolutivos propostos por Charles Darwin, sendo a essência do 

crescimento e desenvolvimento neoplásico. Esse princípio afirma que uma única célula 
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somática possui característica hereditária para a proliferação com mutação, que confere uma 

vantagem de sobrevivência sobre aquelas células sem essa característica (Kleppe & Levine, 

2014; Almendro et al, 2013). 

O câncer é uma doença que pode se desenvolver por fatores genéticos, hábitos 

alimentares, estilo de vida e condições ambientais. Mas para que o câncer ocorra é necessário 

que aconteçam várias mutações, que ao mesmo tempo não sejam letais para a célula, e causem 

lesões estruturais suficientes para acarretar uma desregulação no mecanismo de crescimento e 

multiplicação. A seleção natural irá atuar selecionando vários subclones com diferentes 

capacidades para a proliferação, migração e invasão. Os fatores que promovem a 

sobrevivência do tumor são mantidos entre os subclones, já as mudanças nos microambientes 

do local do tumor irão influenciar a diversidade genética e os resultados fenotípicos, levando a 

instabilidade genônima, como resultado será a heterogeneidade como observada nos genomas 

do câncer (Figura 3). (Poliak, 2014; Meachman & Morrison, 2013; Greaves & Maley, 2012). 

Figura 3. Explicação da heterogeneidade do câncer, com base nos princípios evolutivos propostos por Charles 

Darwin. A) Pressões seletivas permitem que alguns subclones mutantes se expandem, enquanto outros se tornam 

extintos ou permanecer dormentes. As linhas verticais representam restrições ou pressões seletivas. As caixas1-4 

representam os diferentes ecossistemas de tecidos ou habitats. Cada círculo de cor diferente representa um 

subclone geneticamente distinto. B) Árvore evolutiva ramificada de Darwin de especiação, de seu caderno em 

1837. Fonte: Greaves & Maley, 2012.

 

. 
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1.2 Câncer de Pulmão 

O câncer de pulmão lidera as estatísticas de mortalidade mundial em relação aos 

outros tipos de câncer. São estimados cerca de 18.740 casos novos de câncer de pulmão entre 

homens, sendo o segundo mais frequente e de 12.530 ocupando a quarta posição nas mulheres 

para cada ano do biênio 2018-2019 (Figura 4). O tabagismo é um dos principais fatores 

relacionados ao câncer de pulmão, sendo responsável por mais de 80% dos casos. Entre os 

fumantes, a chance de desenvolver essa doença aumenta em cerca de 20 a 30 vezes. Existem 

outros fatores relacionados ao câncer de pulmão como a exposição a carcinogênicos (ex: 

fibras de amianto); infecções pulmonares freqüentes, tuberculose e deficiência ou excesso de 

vitamina A (INCA, 2019 (b)). 

 

Figura 4 - Distribuição proporcional por gênero dos dez tipos de câncer mais freqüentes no Brasil, em 2018. 

Fonte: INCA (b)* 

 

A maioria dos tumores pulmonares são classificados como: carcinoma de pequenas 

de células (10-15% dos casos e associado com o fumo), tumores carcinóides (menos de 5% 

dos casos) e carcinoma de não pequenas células (do inglês NSCLC: non small cell 

lungcancer, 85-90% dos casos); com os subtipos: adenocarcinoma, carcinoma de células 

escamosas, e carcinoma de células grandes (Tabela1) (Sharma & Settleman, 2009). 

Tabela 1. Classificação dos tumores do câncer de pulmão e as suas características.  

Carcinoma de pequenas células 

 

É o mais maligno dos cânceres pulmonares 

e, em geral, manifesta-se na forma de tumor central e 

tende a estenosar os brônquios por compressão 

extrínseca. Está fortemente associado ao hábito de 

fumar. Os aspectos microscópicos incluem a presença 
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de pequenas células semelhantes aos grãos de aveia, 

com pequena quantidade de citoplasma, sem 

diferenciação escamosa ou glandular e com grânulos 

neurossecretores.  

Adenocarcinoma 

 

Constitui o câncer do pulmão mais comum 

em mulheres e homens. Com frequência manifesta-se 

na forma de massa periférica. Seus aspectos 

microscópicos característicos incluem formação 

glandular, geralmente com produção de mucina. 

Carcinoma de células escamosas 

 

Exibe a maior correlação observada com o 

tabagismo. Esses tumores surgem, em sua maioria, no 

hilo ou próximo a ele. Geralmente origina-se em um 

brônquio central, tem crescimento endobrônquico e, 

por isso, pode apresentar sintomas clínicos 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 os 

linfonodos regionais e, em torno de dez por cento dos 

casos, apresenta-se com cavitação. 

Microscopicamente variam desde neoplasias 

ceratinizantes bem diferenciadas a tumores 

anaplásicos com diferenciação ceratinizante apenas 

focal. 

Carcinoma de grandes células 

 

Provavelmente representa carcinomas de 

células escamosas ou adenocarcinomas pouco 

diferenciados, em certas ocasiões com elementos 

histológicos peculiares: células gigantes, células 

claras, células fusiformes. 

Apesar do grande conhecimento atual sobre o câncer de pulmão, os mecanismos 

moleculares envolvidos na fisiopatologia e progressão da doença, bem como no 

desenvolvimento de resistência a quimioterápicos ainda não estão bem elucidados. Ademais, 

modelos experimentais são imprescindíveis para a investigação e avaliação da efetividade de 

novos fármacos e/ou novas terapias. Assim, no estudo do câncer, linhagens celulares têm sido 

amplamente utilizadas como modelos para a avaliação rápida de um grande número 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 científicas, pois 

permite a utilização 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 precisão características 

fisiopatológicas encontradas in vivo, permitindo a triagem de um grande número de drogas 

anticâncer no comportamento das células tumorais. A cultura celular em monocamada (2D), é 

um modelo bastante utilizado. Mas este tipo de cultivo celular não reproduz as mesmas 

características in vivo, pois adere à superfície em que estão inseridas, assim as células 

tumorais são diretamente expostas a um composto em uma superfície planar, sem que haja 

interação célula-microambiente tumoral (Talukdar et al., 2011; Prestwich, 2008). Dessa 

maneira, as culturas tridimensionais (3D; ou também chamadas de esferóides) vêm ganhando 

espaço como importantes ferramentas de pesquisa em pesquisa básica e aplicada. No câncer, 

essa cultura tem sido amplamente utilizada para testar a eficácia dos medicamentos (Luca et 

al., 2013; Wenzel et al., 2014), principalmente porque as células estão dispostas em várias 

camadas, formandouma barreira biológica à difusão dos medicamentos, muito semelhante ao 

ambientein vivo (Prestwich, 2008). Nos tumores, os esferóides multicelulares apresentam 

similaridades na heterogeneidade celular, morfologia e características funcionais, 

mimetizandoo microambiente tumoral. As células dos esferóides são expostas a um gradiente 

de suprimento de oxigênio e nutrientes, as células da periferia representam a situação das 

células tumorais próximas aos vasos sanguíneos, que são totalmente ativas, enquanto as 

células encontradas na em camadas mais internas se tornam quiescentes, e logo na região mais 

central,formam um núcleo hipoxico e morrem por apoptose ou necrose (Figura 5) (Phung et 

al., 2011). Essa técnica 3D de cultura é usada uma vez que é fácil de manusear e possui 

grande reprodutibilidade (Wenzel et al., 2014) 

Figura 5: Micrografia representando as regiões de um esferóide, mimetizando as situações encontradas in vivo. 

Na região periférica, encontram-se as células que estão em constante proliferação, mimetizando aquelas 

próximas a vasos sanguíneos. Logo em seguida está a região marcada pelas células quiescentes. Na região 

interna localizam-se as células necróticas, que formam um núcleo hipóxico. Fonte: adaptado de Zanoni et al. 

(2016). 
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O cultivo tridimensional tem sido bastante aplicado no estudo de novos fármacos 

terapêuticos, pois representa de maneira mais fiel as condições encontradas no microambiente 

tumoral in situ (Goers et al., 2014). Portanto, o uso deste modelo para avaliação de novos 

compostos com potenciais antitumorais se faz de extrema importância 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

• O objetivo deste estudo foi desenvolver um modelo in vitro de 

cultura celular tridimensional (3D) em linhagem humana de adenocarcinoma 

pulmonar. 

     2.2 Objetivos Específicos 

• Comparar protocolos disponíveis na literatura para geração de esferóides celulares.  

• Estabelecer as melhores condições de cultivo tridimensional, e avaliar os esferóides 

em relação ao tamanho e concentração celular inicial. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Cultivo Celular 

Para os ensaios realizados, foi utilizada a linhagem de adenocarcinoma de pulmão 

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 

concentração de 10% (Gibco®), penicilina (100 UI/mL), estreptomicina (100μg/ mL) e 

anfotericina B (0,25μg / mL) (Sigma Aldrich ™) e mantidas em incubadora com condições de 

armazenamento controladas, como atmosfera umidificada a 37°C contendo 5% de CO2. Todo 

o manuseio das células foi realizado em capela de fluxo laminar, os materiais de trabalho 

foram submetidos à esterilização por luz UV para evitar contaminações. A manutenção das 

células foi realizada a cada quatro dias, ou sempre que necessário para a realização dos 

experimentos. 

3.2 Formação dos esferóides 

Para o estabelecimento da cultura de esferóides 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 geração dos esferóides com o uso de Matrigel®, o protocolo escolhido foi baseado 

em Da Motta, 2016, com algumas adaptações. Nestes ensaios diferentes condições foram 

testadas (concentração inicial de células, adição do Matrigel®, sem Matrigel®, e desaceleração 

da centrífuga) com o propósito de avaliar a eficiência do protocolo e eliminar qualquer fator 

que possa estar envolvido de forma negativa na formação dos esferóides. As células foram 

cultivadas em placas de fundo redondo de 96 poços, não aderente (Corning, Corning, NY, 

EUA). A adição 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 

o auxílio de tripsina, e adicionadas às placas no volume final de 200 µL nas seguintes 

densidades iniciais: 1000, 2000 e 5000 células por poço. Após esse processo, o Matrigel® 

(sempre mantido no gelo) foi adicionado separadamente em cada poço na concentração final 

de 1:20 e homogeneizado com o auxílio da pipeta. E finalmente, as placas foram 

centrifugadas a 1000 g por 10 minutos, e mantidas imóveis na incubadora a 37°C e 5% de CO2 

por diferentes períodos (24 e 48h; 5 e 7 dias) para o estabelecimento dos esferóides. E no 

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

concentração final de 1:20, e e então as células foram adicionadas às placas nas densidades de 

1000, 2000 e 5000 células por poço no volume final de 200 µL. Após as placas foram 

centrifugadas a 1000 g por 10 minutos, e mantidas imóveis na incubadora a 37°C e 5% de CO2 

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

Figura 6.  Protocolo Matrigel®. Esquema do protocolo da tentativa de geração de esferóides. 

 

 

 

 

Figura 7.  Protocolo Matrigel®: 2. Esquema do protocolo da tentativa de geração de esferóides. 

 

 

Para o ensaio sem adição de Matrigel®, as células foram dissociadas enzimaticamente 

com tripsina, 200μL de meio foram adicionados às placas contendo a densidade de 2500 

células por poço. As placas foram centrifugadas por 10 minutos a 1000 g, e mantidas imóveis 

em incubadora a 37°C e 5% de CO2 por diferentes tempos (24 e 48h; 5 e 7 dias) para o 

estabelecimento inicial de esferóides.  

 

3.2.2 Gel de agarose  
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Para estes experimentos, a geração de esferóides foi baseada no trabalho Friedrich et 

al., 2009 com alguma modificações. Esferóides foram gerados em placas de 96 poços com 

uma superfície plana (TPP). Primeiro, foi adicionado em cada poço 50μL de agarose diluída 

em PBS 1x (1,5%) e autoclavada por 20 minutos. A adição da agarose possibilita a formação 

de uma superfície côncava, para que as células não possam se aderir na superfície da placa. 

Posteriormente, as placas contendo o gel de agarose foram esterilizadas por radiação UV 

durante 30 minutos. 

 Então, a dissociação enzimática da cultura de monocamada A549 com tripsina, 200μL 

do meio foram adicionados às placas, nas densidades de 500, 1000, 2000, 4000, 6000 e 8000 

células por poço, e centrifugadas por 10 minutos a 1000 g. As placas foram mantidas imóveis 

em incubadora a 37°C e 5% de CO2 por quatro dias para o estabelecimento inicial de 

esferóides. Os esferóides foram mantidos por até 20 dias para realizar a análise morfométrica 

utilizando o software ImageJ (Figura 8). 

 
Figura 8. Esquematização da formação de esferóides em placa TPP de fundo plano, revestida de gel de agarose. 

Obtenção das imagens e quantificação no software. a) placa com as células; b) representação dos esferóides na 

placa c) microscópio Evos; d) 

Slogan do software ImageJ  

 

 

 

3.3 Aquisição de imagens para determinar a curva de crescimento 

d c 

a b 
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As imagens foram adquiridas a cada 4 dias durante 20 dias, ou de acordo com o 

protocolo utilizado, em um microscópio invertido, com uma ampliação de 40X (EVOS xl 

Core, AMG, Waltham, MA, EUA) e o crescimento foi monitorado medindo-se as imagens no 

software ImageJ. 

3.4 Análise estatística 

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

número da amostra (η) é o comumente empregado em tais estudos.  
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Formação dos esferóides. 

4.1.1 Matrigel® 

Os ensaios foram iniciados colocando 1000 células por poço, utilizando o Protocolo 

Matrigel®: 1, a desaceleração mantida em 9. Foi observado que nessas condições, não houve a 

formação de esferas homogêneas, e únicas por poços. As células foram acompanhadas até o 

dia 7, porém não houve formação de esferas (Figura 9).  

 

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

Desaceleração da centrífuga: 9.  Com base na escala de 1000µm. Número amostral=3. 

 

Apesar de não formar esferas na densidade inicial de 1000, é visível que as células estão 

agrupadas no centro do poço. Assim testamos as mesmas condições mostradas acima, mas em 

densidades diferentes. As densidades iniciais testadas foram de 2500 células (Figura 10) e 

5000 células (Figura 11). E diferente da condição de 1000 células iniciais, nestas densidades 

em praticamente todos os poços formaram-se esferas únicas e compactas. Dessa maneira, as 

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

 

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

Desaceleração da centrífuga: 9. .  Com base na escala de 1000µm. Número amostral=3. 

 

 

(a) (b) 
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Figura 11. Esferóides multicelulares. (a) 24h (b) 48h (c) 5 dias e (d) 7 dias.  Densidade inicial: 5000 células. 

Desaceleração da centrífuga: 9. .  Com base na escala de 1000µm. Número amostral=3. 

 

 

 

(a) (b) 

(c) (d) 

(a) (b) 
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O próximo passo foi avaliar se a forma como o Matrigel® é adicionado nas células influencia 

na formação dos esferóides, foi testado então o Protocolo Matrigel®®: 2 (Figura 12). Neste 

ensaio as células não se agruparam, em nenhuma das densidades testadas, mantendo a 

morfologia similar a cultura em monocamada.  

Figura 12. Tentativa de formação de esferóides multicelulares. Densidade inicial: (a)1000 células, (b) 2500 

células e (c) 5000 células. Desaceleração da centrífuga: 9.  Com base na escala de 1000µm. Número amostral=3. 

 

 

 

Outra variável que foi considerada durante a execução deste trabalho, foi se a desaceleração 

da centrífuga influenciava de alguma maneira. Então os mesmos passos que foram realizados 

até aqui, foram novamente aplicados, mas agora, a desaceleração da centrífuga foi mantida 

(c) (d) 

(a) (b) 

(c) 
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em 0. Com a utilização deste método, não foi possível a formação de esferóides em nenhuma 

condição e/ou densidade testada, com ausência da compactação (Figura 13).  

 

Figura 13. Tentativa de formação de esferóides multicelulares. Densidade inicial: 1000 células (a) e (a.1), 2500 

células (b) e (b.1) e 5000 células (c) e (c.1). Desaceleração da centrífuga: 0. .  Com base na escala de 1000µm. 

Número amostral=3. 

           Protocolo Matrigel® : 1                        Protocolo Matrigel® : 2                                 

 

 

 

Com interesse de verificar, se a placa não aderente forma esferóides 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 possível observar que houve 

um alto rendimento na formação de esferas, alcançando a totalidade dos poços.  

(a) (a.1) 

(b.1) 

(c.1) 

(b) 

(c) 
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Figura 14. Tentativa de formação de esferóides multicelulares, sem o uso de matrigel em placa não aderente. 

Densidade inicial 2500 células. 24h (a) 48h (b) 5 dias (c) e 7 dias (d). Desaceleração da centrífuga: 9.  Com base 

na escala de 1000µm. Número amostral=3 

 

. 

4.1.2 Gel de agarose 

Como foi mostrado até aqui, para que haja a formação de esferóides, é necessário 

impedir que haja aderência das células à placa. Outro método para a formação de esferóides 

utiliza gel de agarose no fundo do poço. Nessa técnica, é sugerida a geração dos esferóides em 

placas com o fundo coberto com gel de agarose, a fim de que essa substância forme uma 

concavidade e, aproveitando-se da força gravitacional, o esferóide seja estabelecido através da 

sedimentação das células nessa concavidade. (Friedrich et al., 2009; Weiswald, 2015). 

Para a realização desta técnica iniciou-se uma curva de densidade para determinar qual 

a concentração 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 poço (Figura 15). Porém não 

houve a compactação, e quando houve tentativa de trocar o meio em que estavam sendo 

cultivadas, essas células se desintegraram.  

Mas em maiores densidade de células, com: 2000 4000, 6000 e 8000, foi possível 

observar que as células se uniram, formando agregados multicelulares. Porém, com exceção 

(a) (b) 

(c) (d) 
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da densidade de 2000, esses agregados eram muito irregulares, e formavam mais de um por 

poço. E na maioria dos poços, as células se mantinham suspensas e desagregadas (Figura 16).  

Como citado acima, na concentração de células iniciais de 2000 células/poço (Figura 

17) com o uso de placa revestida de agarose , a eficiência deste protocolo foi bastante alta. 

Portanto, os demais ensaios de acompanhamento de crescimento, e de viabilidade após o 

tratamento com alguns compostos organocalcogênios selecionados, foram baseados neste 

experimento. Os dados referentes estão descritos como artigo científico submetido à revista 

científica Tumor Biology. 

Figura 15. Tentativa de formação de esferóides multicelulares, em placa de fundo plano forrada com gel de 

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

escala de 1000µm. Número amostral=3. 

 

 

Figura 16. Tentativa de formação de esferóides multicelulares, em placa de fundo plano forrada com gel de 

agarose. Densidade inicial: 4000 células (a), 6000 células (b) e 8000(c). Desaceleração da centrífuga: 9. .  Com 

base na escala de 1000µm. Número amostral=3. 
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Figura 17. Tentativa de formação de esferóides multicelulares, em placa de fundo plano forrada com gel de 

agarose. Densidade inicial: 2000 células. Desaceleração da centrífuga: 9.   Com base na escala de 1000µm. 

Número amostral=3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) (b) 

(c) 
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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 LD50, 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 LD50, 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 μg/mL) and amphotericin 

B (0.25 μg/mL) (Sigma Aldrich™), and maintained in a humidified atmosphere at 37°C 

containing 5% CO2. 

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 μL 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 μL 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% CO2 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 xl 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 µM; 12.5 µM; 25 µM and 50 µM, and single 

spheroids were treated at 12th 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 

μL of 5 μg/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% CO2. After that, plates were centrifuged 

at 1,000g for 5 min, followed by the aspiration of the media (150 µL) and addition of 100 µL 

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 μm that 

were able to growth to 220 μm after 20 DIV (Fig. 2). Since the culture of small spheroids with 

a size of up to 200 µm 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 12thDIV 

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 (LD50), 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 LD50 values lower than 20 μM 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 LD50, 

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 µm (38). In our data, the average diameter of the 

spheroids was approximately 150 µm on the 4th DIV, reaching 220 µm on the 20th 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 103 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 µm. 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 µm.  

 

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. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Devido à necessidade de técnicas que possibilitem estudo do comportamento de 

células em ambiente tumoral, e que ao mesmo tempo sejam reprodutíveis. Este trabalho 

trouxe a padronização de um modelo celular tridimensional em linhagem humana de 

adenocarcinoma, permitindo seu uso em estudos de rastreio de drogas com potencial 

terapêutico.  Para a execução deste estudo, foi selecionado entre uma grande variedade o 

modelo de esferóide tumoral multicelular utilizando gel de agarose, na densidade inicial de 

2000 células por poço. Este modelo foi escolhido por ser reprodutível, rápido e em termos de 

valores financeiros, ser mais barato do que as técnicas disponíveis na literatura. Como 

perspectiva para futuros estudos a utilização de mais linhagens celulares, para serem 

acompanhadas por um tempo maior, juntamente com a utilização de marcadores para 

proliferação, necrose e hipóxia. 
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