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RESUMO

O céncer de mama, a neoplasia mais diagnosticada globalmente em 2020,
permanece como um grande desafio a saude publica, exigindo inovagdes para
compreender melhor seus mecanismos e tratamentos. Os modelos bidimensionais,
amplamente utilizados, apresentam limitacbes em reproduzir o microambiente
tumoral de forma realista, o que torna o cultivo tridimensional (3D) de esferoides
uma alternativa promissora por simular condicdes mais proximas das observadas in
vivo. Este estudo adaptou um protocolo para a formacgao de esferoides utilizando as
linhagens tumorais MCF-7 e MDA-MB-231. Para a formagdo dos esferoides, as
células foram subcultivadas para microplacas de de 96 pocos com fundo ndo
aderente. O primeiro passo deste trabalho foi testar varias densidades celulares para
determinar a quantidade ideal, sendo selecionada a densidade de 1x10° células por
esferoide. Os esferoides formados foram expostos por 15 dias aos contaminantes
quimicos metoxicloro, 2,4-dihidroxibenzofenona (BP-1), bisfenol-A (BPA) e acido
perfluorooctandico (PFOA). A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio do
metabolismo do Resazurin, conduzido em quatro experimentos independentes. Os
resultados mostram que, enquanto os esferoides da linhagem MCF-7 apresentaram
comportamento semelhante ao controle, os da linhagem MDA-MB-231 exibiram
aumento significativo na metabolizagédo do corante, com variagdes nos tempos 24
(180%) e 48 horas (170%) para o composto PFOA. Para o BPA,0 aumento ocorreu
somente em 24 horas (280%). O composto BP-1 teve alteragdes nos tempos 24
(150%) e 48 horas (140%). Na avaliacédo do tamanho dos esferoides, n&do houve
diferencas significativas com relagdo a area para ambas as linhagens celulares.
Com isso, o protocolo proposto mostrou-se eficiente na formacao de esferoides e
destaca o potencial do modelo 3D para investigacdes relacionadas a exposicao a
contaminantes quimicos.

Palavras-chave: Poluentes ambientais, cancer de mama, MCF-7, MDA-MB-231,
esferoides, cultivo 3D.



ABSTRACT

Breast cancer, the most diagnosed neoplasm globally in 2020, remains a major
public health challenge, requiring innovations to better understand its mechanisms
and treatments. Widely used two-dimensional models have limitations in reproducing
the tumor microenvironment in a realistic way, which makes three-dimensional (3D)
spheroid culture a promising alternative because it simulates conditions closer to
those observed in vivo. This study adapted a protocol for spheroid formation using
the MCF-7 and MDA-MB-231 tumor cell lines. For spheroid formation, the cells were
subcultured into 96-well microplates with non-adherent bottoms. The first step of this
work was to test several cell densities to determine the ideal amount, with the density
of 1x10° cells per spheroid being selected. The spheroids formed were exposed for
15 days to the chemical contaminants methoxychlor, 2,4-dihydroxybenzophenone
(BP-1), bisphenol-A (BPA) and perfluorooctanoic acid (PFOA). Cell viability was
evaluated by the Resazurin metabolism assay, conducted in four independent
experiments. The results show that, while the spheroids of the MCF-7 cell line
presented similar behavior to the control, those of the MDA-MB-231 cell line
exhibited a significant increase in the metabolization of the dye, with variations at
times 24 (180%) and 48 hours (170%) for the PFOA compound. For BPA, the
increase occurred only at 24 hours (280%). The BP-1 compound showed changes at
times 24 (150%) and 48 hours (140%). In the evaluation of the size of the spheroids,
there were no significant differences regarding the area for both cell lines. Thus, the
proposed protocol proved to be efficient in the formation of spheroids and highlights
the potential of the 3D model for investigations related to exposure to chemical
contaminants.

Keywords: Environmental contaminants, breast cancer, MCF-7, MDA-MB-231,
spheroids, 3D culture.
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1. INTRODUGAO

O cancer de mama € o tipo de cancer mais comum entre as mulheres em todo o
mundo, representando cerca de 25% de todos os casos, sendo uma das principais
causas de morbidade, incapacidade e mortalidade (SIEGEL, 2021), o que destaca a
necessidade de compreender e combater essa doenca. Com isso, € necessario
investigar diferentes modelos de estudo, considerando os aspectos biolégicos
intrinsecos ao cancer de mama.

O modelo tradicional em monocamada de cultivo 2D de células mamarias,
embora amplamente utilizado em estudos iniciais, apresenta limitagdes especificas
na simulagdo do microambiente tumoral in vivo (CHEN; LIU; YAN, 2022). Devido ao
fato que estas culturas 2D formam uma monocamada, a falta de tridimensionalidade
nessas culturas pode subestimar a complexidade das interacbes celulares, nao
refletindo completamente a heterogeneidade presente nos tecidos (RUSSO; CEJAS;
PITINGOLO, 2022). Além disso, o uso de animais na ciéncia continua a gerar
preocupacgdes éticas e metodoldgicas importantes, reforcando a importancia de
alternativas e padronizagdo de outros modelos para a pesquisa (AKKAYA e
GUNGOR, 2022). Com isso, o cultivo 3D de esferoides surge como uma abordagem
inovadora e mais representativa. Os esferoides tém a capacidade de mimetizar as
condigdes tridimensionais do ambiente tumoral, fornecendo uma perspectiva mais
fiel das interacdes celulares e do comportamento do cancer de mama (HOLUB et al.,
2020).

Neste contexto, € importante compreender ndao apenas as caracteristicas
intrinsecas do céancer de mama, mas também como contaminantes quimicos
presentes no ambiente podem influenciar o desenvolvimento e a progressao da
doenga. Assim, o presente estudo teve como objetivo padronizar um protocolo para
a formacdo de esferoides utilizando as linhagens de cancer de mama humano
MCF-7 (horménio-responsiva) e MDA-MB-231 (triplo-negativa), bem como investigar
os efeitos dos contaminantes quimicos metoxicloro (MTX), benzofenona-1 (BP-1),
bisfenol-A (BPA) e acido perfluorooctandico (PFOA), nesse modelo tridimensional
apos exposicdo crbénica (15 dias) a concentragdes encontradas em amostras

biolégicas humanas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. O CANCER DE MAMA

Desde 1990, o cancer tornou-se uma das trés principais causas de
mortalidade no mundo (BRAY et al., 2018). A piora da doenga ocorre quando células
malignas deixam o tumor primario e sdo capazes de completar uma série de etapas
do processo conhecido como metastase, que é responsavel por mais de 90% das
mortes relacionadas ao cancer (LAMBERT; PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2016).

Desde o ano de 2000, houve um aumento significativo no numero de pessoas
diagnosticadas com cancer, passando de cerca de 10 milhdes em 2000 para 19,3
milhdes em 2020 (WHO, 2021). Neste periodo, também houve um aumento no
numero de mortes por cancer, de 6,2 milhdes em 2000 para quase 10 milhdes em
2020 (WHO, 2021). Varios fatores de risco estdo associados ao cancer de mama,
incluindo idade avangada, histérico familiar, obesidade, alimentagdo, consumo de
alcool e exposigao a estrogénios exogenos (DUMITRESCU, 2007).

Em 2020, o carcinoma de mama tornou-se a neoplasia mais diagnosticada,
superando o cancer de pulmao pela primeira vez na histéria (WHO, 2021). Essa
patologia € uma das principais causas de morbidade e mortalidade em mulheres,
correspondendo a 25% dos casos de cancer de mama globalmente nas mulheres
(SIEGEL, 2021).

O estudo do cancer de mama envolve diversas abordagens, incluindo a
pesquisa em culturas celulares. No cultivo 2D de células mamarias, as células sao
cultivadas em superficies planas e em monocamada. Esse método fornece um
ambiente bidimensional que facilita a observagao e manipulagao das células, sendo
amplamente utilizado em estudos iniciais para compreender os processos celulares
basicos, como o crescimento celular (CHEN; LIU; YAN, 2022). No entanto, é
importante notar que as culturas 2D podem néao refletir completamente a
complexidade do ambiente tridimensional presente no tecido mamario in vivo, o que

levou ao desenvolvimento de métodos mais avangados (CHEN; LIU; YAN, 2022).



2.2. CULTIVO TRIDIMENSIONAL DE CELULAS

O cultivo 3D de células de mama surge como uma abordagem mais
sofisticada, buscando mimetizar as condi¢cbes tridimensionais encontradas no
organismo. Nesse meétodo, as células sdo cultivadas em matrizes tridimensionais,
proporcionando um ambiente mais proximo do que ocorre no tecido mamario real
(XIAO et al., 2023). Isso permite uma interagdo celular de maneira mais natural,
sendo crucial para compreender melhor a fisiologia celular e as interagdes que
ocorrem no contexto do cancer de mama (XIAQO et al., 2023).

Existem varios métodos para cultivar células em 3D, e um dos modelos mais
comuns é o de esferoides. Os esferoides sao aglomerados tridimensionais de
células que se assemelham a pequenas esferas. Eles podem ser formados a partir
de uma variedade de tipos celulares e sdo cultivados em condigbes que permitem a

formacao dessas estruturas tridimensionais (COELHO et al., 2021).
2.2.1. ESFEROIDES CELULARES

Os esferoides tumorais oferecem uma recriacdo in vitro de caracteristicas
tumorais, incluindo a heterogeneidade celular e a capacidade metastatica (COELHO
et al., 2021). A formacdo de esferoides € mediada pela interagdo célula-célula e
célula-matriz extracelular (MEC), regulada por mecanismos como a ligagdo mediada
por integrinas e caderinas. Essas interagcdes estruturam os esferoides em trés zonas
distintas: zona externa (com proliferagéo celular ativa), zona intermediaria (células

quiescentes) e nucleo central (células necroticas) (PAOLILLO et al., 2019).

A principal vantagem do cultivo 3D em relagdo ao 2D é a criagao de
microambientes fisiologicamente relevantes, permitindo uma avaliagdo mais precisa
de interagdes celulares e respostas a tratamentos (PULZE et al., 2020). Modelos de
esferoides sdo ferramentas robustas para estudar a eficacia de terapias antitumorais
(COELHO et al.,, 2021). Além disso, os sistemas 3D possibilitam coculturas
multicelulares, como a combinacado de células tumorais com células do sistema
imunoldgico, para investigar o microambiente tumoral e terapias alternativas
(SARAIVA et al. 2020). Essas culturas recriam interagdes fisiologicas, incluindo
gradientes nutricionais e nucleos necroéticos, fundamentais para estudar a

progressao tumoral e a eficacia de medicamentos (BOO et al., 2016).



O cultivo de esferoides celulares representa um avanco significativo na
modelagem tumoral, combinando relevancia fisioldgica com versatilidade
experimental. A escolha da técnica deve ser guiada pelos objetivos especificos da
pesquisa, considerando as vantagens e limitagcbes de cada abordagem. Ao
proporcionar microambientes mais préximos da realidade in vivo, os esferoides
continuam a ser uma plataforma essencial para o estudo da biologia tumoral e o

desenvolvimento de terapias inovadoras (PULZE et al., 2020).

2.3. LINHAGEM CELULARES
2.3.1. MDA-MB-231

A linhagem celular de cancer de mama MDA-MB-231 € comumente usada em
pesquisas. A MDA-MB-231 € uma linhagem que apresenta formato fusiforme, sendo
considerada um adenocarcinoma epitelial. Essa linhagem foi estabelecida em 1973,
no M.D. Anderson Cancer Center, a partir de uma amostra de derrame pleural de

uma paciente com carcinoma invasivo (WELSH, 2013).

Essa é uma linhagem triplo-negativa, ou seja, ndo expressa o receptor de
estrogénio (ER), receptor de progesterona (PR) e receptor 2 do fator de crescimento
epidérmico humano (HER2) (ZHAOMING; PANPAN; JIANHUI, 2020). Possui
caracteristicas associadas a transicao epitélio-mesenquimal (TEM), que esta ligada
a formacdo de metastases. Além disso, essa linhagem tem uma alta capacidade

migratoria e maior resisténcia a compostos antitumorais (YING, et al., 2020).
2.3.2. MCF-7

A linhagem celular MCF-7 é uma das linhagens celulares mais utilizadas em
pesquisas sobre cancer de mama (COMSA et al.,, 2015). Essa linhagem foi
estabelecida a partir de uma biopsia de um tumor de mama humano em 1970 e é
considerada uma linhagem celular de adenocarcinoma de mama (SOULE et al.,
1973). Desde entdo, a linhagem MCF-7 tem sido amplamente utilizada como um
modelo in vitro para estudos sobre cancer de mama (SOULE et al., 1973). Essa
linhagem celular € ER-positiva e PR-positiva, caracterizando-se como pouco
agressiva e nao invasiva (COMSA et al. 2015). Essa -caracteristica de
responsividade a horménios é fundamental, uma vez que a maioria dos casos de
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cancer de mama ¢é influenciada por horménios, especialmente o estrogénio. Quando
as células MCF-7 sao classificadas como ER-positivas, isso indica que elas
possuem receptores de estrogénio na sua superficie celular. Esses receptores de
estrogénio permitem que as células respondam aos sinais hormonais do estrogénio,

promovendo seu crescimento e proliferacdo (SWEENEY et al., 2012).
2.4. CONTAMINANTES QUiMICOS

Os contaminantes quimicos sao substancias com potencial téxico que podem
ser encontradas no ar, agua e solo, causando efeitos adversos e prejudiciais,
principalmente no meio ambiente e na saude humana. Podem ser encontrados na
natureza, mas em sua grande maioria sao liberados pela atividade humana, como
atividade industrial (THOMPSON, 2019).

Além disso, os contaminantes podem funcionar como desreguladores
enddcrinos, que sdo compostos quimicos que interferem no sistema enddcrino
humano, afetando a regulagdo hormonal (YAZAR, 2022). Esses contaminantes estédo
presentes em produtos como plasticos, cosméticos e produtos de limpeza. A
exposicao a esses compostos pode levar a problemas de saude reprodutiva,
incluindo infertilidade e cancer de mama, Utero, ovarios e prostata (BALABANIC e
KLEMENCIC, 2018). Algumas dessas substancias s&@o conhecidas como
sensibilizadores celulares, podendo afetar mecanismos envolvidos em processos
celulares, como a proliferagdo e migragcdo, promovendo e aumentando
caracteristicas tumorais (STEIL, 2022). Por isso, estudos que analisem as respostas

celulares em relagédo a exposi¢ao a contaminantes sdo de grande importancia.
2.5. COMPOSTOS QUIMICOS UTILIZADOS NESTE ESTUDO

O metoxicloro é um inseticida fabricado nos Estados Unidos para o controle
de moscas, mosquitos, baratas e uma grande variedade de outros insetos (Figura
1A). O uso do metoxicloro tem sido proibido ha mais de quinze anos em diversos
paises, no entanto, alguns paises ainda utilizam o inseticida (ECHA, 2020). No
Brasil, 0 metoxicloro e outros agrotoxicos organoclorados sao proibidos desde 1985
(MINISTERIO DA SAUDE, 1985). O composto esta presente em todo meio ambiente
tanto em areas rurais, como em urbanas, tendo uma meia-vida na agua de 208 dias

(ECHA et al., 2020). Além disso, o metoxicloro € considerado um desregulador
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endoécrino capaz de interferir no sistema hormonal de organismos expostos. Estudos
em animais demonstraram que a exposi¢gao ao metoxicloro pode afetar a produgao
de hormdnios sexuais, incluindo a testosterona e o estradiol (STOKERAB, 1999). Em
humanos, a exposicdo ao metoxicloro tem sido associada a alteragdes no ciclo
menstrual e a diminuicdo da qualidade do sémen em homens (HAUSER et al.,
2003).

A 2,4-dihidroxibenzofenona, também chamada de benzofenona-1, € um
composto bastante utilizado na industria de cosméticos como filtro solar e
absorvedor de luz ultravioleta (PUBCHEM, 2023). Esse composto € um derivado da
benzofenona e apresenta dois grupos hidroxila nas posigdes 2 e 4 da molécula
(Figura 1C) (PUBCHEM, 2023).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o uso de
benzofenona-1 em cosméticos € permitido em concentracdes de até 5%, desde que
ndo cause risco a saude dos consumidores (ANVISA, 2006). Além disso, a
exposicao ao benzofenona-1 pode ser prejudicial a saude humana. Em estudos
recentes o BP-1 demonstrou atividade estrogénica ou antiandrogénica in vitro,
apresentando risco ao meio ambiente e a saude humana (ZOU et al. 2021).

O bisfenol A (BPA) é um composto quimico organico amplamente utilizado na
producao de plasticos policarbonatos e resinas epodxi (Figura 1B). Ele é comumente
encontrado em uma variedade de produtos de uso diario, como garrafas plasticas,
recipientes de alimentos, revestimentos de latas e mamadeiras (KORDBACHEH e
KARAHALIL, 2023). No entanto, a preocupagédo com os potenciais efeitos adversos
a saude associados ao BPA tem crescido nos ultimos anos. Estudos sugerem que o
BPA pode agir como um desregulador enddcrino, interferindo no sistema hormonal e
contribuindo para problemas de saude, como disturbios reprodutivos e
desenvolvimento anormal (HAMEED; AKHTAR; SHEIKH, 2023).

O acido perfluorooctanoico (PFOA) é um composto quimico pertencente a
classe dos acidos perfluorados, caracterizados por sua estabilidade térmica e
resisténcia quimica (Figura 1D). Ele foi amplamente utilizado na produgdo de
revestimentos antiaderentes, como o teflon, e em processos industriais, incluindo a
fabricacdo de produtos quimicos e téxteis (IKUO, 2016). No entanto, o PFOA
ganhou destaque devido a preocupac¢cdes ambientais e de saude publica. Estudos

associaram a exposicdo ao PFOA a diversos problemas de saude, incluindo
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disturbios enddcrinos, problemas no figado e riscos para o desenvolvimento fetal
(CHAPARRO-ORTEGA et al.,, 2018). Esses impactos negativos levantam uma
discussdo sobre a necessidade de regulamentagao e redu¢ao do uso do PFOA em

varias partes do mundo.

A. | B. q

Figura 1. Estruturas dos compostos quimicos. A: Metoxicloro (MTX). B: Bisfenol A (BPA). C:
Benzofenona-1 (BP-1). D: Acido Perfluorooctanoico (PFOA). FONTE: Adaptado de PUBCHEM
(2024).

3. HIPOTESE

A hipotese deste estudo é que a implementacdo de um protocolo
padronizado para o cultivo de esferoides das duas linhagens de células tumorais,
MCF-7 e MDA-MB-231, permitira a formacado de estruturas tridimensionais mais
representativas do microambiente tumoral, nas quais havera efeitos no tamanho e
viabilidade das células apdés a exposicdo aos quatro contaminantes quimicos
selecionados.

4. JUSTIFICATIVA

O estudo de modelos tridimensionais (3D) de cultivo celular, como os
esferoides, tem ganhado crescente destaque na pesquisa. Esses modelos oferecem

uma representagcao mais fiel do microambiente tumoral, o que é uma limitagdo dos
12



modelos bidimensionais tradicionais (JENSEN e TENG, 2020). Enquanto as culturas
em 2D nao conseguem replicar de forma adequada as complexas interagdes entre
células tumorais, estroma e componentes da matriz extracelular, os esferoides sao
capazes de simular melhor a arquitetura e as condigdes do tumor in vivo (JENSEN e
TENG, 2020), sendo uma parte fundamental para a compreensdo da biologia
tumoral, incluindo a proliferagao celular, migragao, invasao e resisténcia a terapias,
além de permitir a analise da interagcédo entre as células tumorais e 0 microambiente
circundante (JENSEN; TENG, 2020). A implementacdo de um protocolo para o
cultivo de esferoides de células tumorais de cancer de mama pode, portanto,
fornecer informacdes valiosas sobre a resposta dessas células a estimulos externos,
como a exposi¢cao a poluentes ambientais, um fator importante para a progressao

tumoral.

O uso de modelos 3D também contribui para a redu¢ao do numero de animais
utilizados na pesquisa. Com a crescente pressao ética para diminuir a utilizagao de
animais em experimentos, modelos como os esferoides oferecem uma alternativa
promissora. Esses sistemas de cultura in vitro possibilitam a realizagdo de
experimentos que, tradicionalmente, exigiriam o uso de modelos animais
(CAMPUZANO; PELLING, 2019).

A exposicao da populagdo aos contaminantes ambientais, como compostos
quimicos, ocorre diariamente, seja pela ingestao de alimentos e agua contaminados,
pela inalagdo de ar poluido ou pelo contato com produtos quimicos presentes no
ambiente de trabalho ou em produtos de consumo (THOMPSON, 2019). Essas
substancias podem afetar negativamente a saude humana, e, especificamente,
estao relacionadas ao aumento da incidéncia de varios tipos de cancer, incluindo o
cancer de mama (BALABANIC; KLEMENCIC, 2018).

Estudar os efeitos desses contaminantes na progressao tumoral € importante
para entender como esses agentes contribuem para a progressao tumoral e para
identificar os mecanismos biolégicos envolvidos. Além disso, ao compreender 0s
impactos dessas substéncias no ambiente tumoral, podemos gerar dados cientificos
importantes para a formulagdo de regulamentagdes mais eficazes e politicas

publicas que visem a reducdo da exposi¢cao a esses poluentes, promovendo a
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prevencdo e melhorando o tratamento de doencas relacionadas a exposicao

ambiental.

5. OBJETIVO GERAL

Padronizar e implementar um protocolo eficiente para o cultivo de células de
cancer de mama humano MDA-MB-231 e MCF-7 na forma de esferoides visando a
aplicacao do modelo para avaliagdo do efeito de contaminantes quimicos sobre as

células tumorais.

5.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecer condigbes adequadas de cultivo tridimensional para as duas
linhagens de células tumorais;

e Padronizar o protocolo para garantir a formagao consistente e reprodutivel
de esferoides;

e Testar o modelo através da exposigao aos contaminantes ambientais;

e \erificar o tamanho dos esferoides e a viabilidade celular apés a

exposicao.

6. METODOLOGIA

6.1. CULTIVO CELULAR

As células da linhagem MCF-7 foram cultivadas em meio RPMI 1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 40 mg/mL de gentamicina e 0,01
mg/mL de insulina humana. As células MDA-MB-231 foram cultivadas em meio
RPMI 1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 40 mg/mL de
gentamicina. As células foram mantidas em uma incubadora a 37°C e com 5% de
CO..
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6.2. SENSIBILIZAGAO DAS PLACAS

Uma solucéo de agarose a 2% foi preparada em agua ultrapura e foi realizado
ciclos de aquecimento em micro-ondas, com intervalos de 2 min, até completa
dissolugdo. Antes da utilizagdo, a solugao foi reaquecida no micro-ondas até atingir o
estado liquido. Posteriormente, 80 uL da solugdo de agarose foram distribuidos em
cada poco de uma placa de 96 pocos com fundo chato utilizando uma pipeta
multicanal. Para evitar a formagao de bolhas, foi empregada a técnica de pipetagem
reversa. A placa preparada foi submetida a exposigcéo a luz ultravioleta (UV) por 30

min para esterilizagéo.
6.3. CULTIVO TRIDIMENSIONAL

As células foram plaqueadas em placas previamente sensibilizadas com agar
(matriz de baixa ades&do) em 200 yL de meio, e movimentos circulares manuais
foram realizados para concentrar as células no centro dos pogos. As placas foram
incubadas a 37°C, com 5% de CO:. A manutencdo do cultivo foi realizada com
trocas de meio a cada 2 ou 3 dias. Para isso, 100 uL do meio foram cuidadosamente
removidos de cada poco, evitando o contato com os esferoides. A remocao foi feita
com a ponta da pipeta inclinada em 45° para aspirar suavemente do topo dos poc¢os.
Em seguida, 100 yL de meio suplementado fresco foram adicionados. Apds cada
troca de meio, as placas foram incubadas nas mesmas condi¢des de temperatura e
pCO..

6.4. EXPOSIGAO AOS CONTAMINANTES

Foram primeiramente preparadas solucbes-estoque concentradas dos
contaminantes em dimetilsulféxido (DMSO) e estocadas a -20°C.

As células foram cultivadas e plaqueadas 1x10° por po¢go em microplacas de
96 pocos ja sensibilizadas com agarose, apos 2 dias de formacgao dos esferoides,
foram expostas aos contaminantes (MTX, BPA e PFOA: 1 uM; BP-1: 10 uM; DMSO;
0,05%.) em meio de cultura com suplementagdes por 15 dias, com passagens a
cada 2-3 dias.

Foram realizados quatro experimentos independentes e as médias das
replicatas de cada experimento independente foram calculadas e utilizadas para
comparar os contaminantes testados com o controle.

15



6.5. VIABILIDADE CELULAR

O ensaio de Resazurin € baseado na capacidade das células viaveis de
reduzir o corante resazurina em resorufina, um composto fluorescente, refletindo a
atividade metabdlica celular. No experimento, o meio de cultura foi substituido por
meio contendo 20 pg/mL do corante Resazurin. Como controle positivo, foi
adicionado 10% de saponina. A quantificagao da absorbancia foi realizada no Leitor
de Microplacas Multimodal Varioskan LUX, utilizando o comprimento de onda de 540
nm, nos intervalos de 0, 24, 48, 72 e 96 h.

6.6. TAMANHO DOS ESFEROIDES

Apds o cultivo, imagens dos esferoides foram capturadas utilizando um
microscopio invertido (Leica Microsystems, modelo DMIL LED, Wetzlar, HE,
Alemanha) e as areas dos esferoides foram medidas utilizando o programa Fiji

Imaged.

6.7. ANALISE ESTATISTICA

Foram realizados 4 experimentos independentes para cada teste.
Posteriormente as médias das replicatas de cada experimento independente foram
calculadas. A normalidade dos residuos e a homogeneidade das variancias foram
verificadas por meio dos testes de Shapiro-Wilk e Brown-Forsythe, respectivamente.
Os dados foram analisados utilizando ANOVA, seguido pelo teste de Dunnett, e
apresentados como média. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.

7. RESULTADOS
7.1 TESTES DE CONCENTRAGAO

7.1.1. LINHAGEM MCF7

Os esferoides foram cultivados em diferentes densidades iniciais de células

(250, 500, 1000, 1500 e 2000 ceélulas/esferoide) e monitorados ao longo de 7 dias.
16



Observa-se a evolugcdo do tamanho e compactacao dos esferoides com o aumento

da densidade inicial e formagao de um nucleo necrético (Figura 2).

Dia1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia7

«
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Figura 2: Formagéao e crescimento de esferoides de células de cancer de mama da linhagem MCF-7.
FONTE: A autora (2024).

7.1.2. LINHAGEM MDA-MB-231

Os esferoides foram cultivados em diferentes densidades iniciais de células
(250, 500, 1000, 1500 e 2000 células/esferoide) e monitorados ao longo de 7 dias.
Diferentemente da linhagem MCF7, os esferoides MDA-MB-231 apresentaram uma
estrutura menos compacta e esferoidal, e com sinais de desagregacgao ao longo do

tempo (Figura 3).
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Figura 3. Formacédo e crescimento de esferoides de células de cancer de mama da linhagem
MDA-MB-231. FONTE: A autora (2024).

7.2 TAMANHO DOS ESFEROIDES

7.2.1. LINHAGEM MCF-7

Na linhagem MCF-7, os esferoides formados utilizando 1000
células/esferoides, foram expostos a quatro diferentes contaminantes quimicos por
um periodo de 15 dias. A analise dos resultados demonstrou que nao houve
diferencga significativa no tamanho médio dos esferoides em comparag¢ao ao controle
(Figura 4).
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Figura 4. Tamanho médio dos esferoides formados pela linhagem MCF-7 apds exposi¢cdo aos

contaminantes quimicos por 15 dias. Barra horizontal: média e SD; trés experimentos independentes.
ANOVA + teste de Dunnett. FONTE: A autora (2024).

7.2.2. LINHAGEM MDA-MB-231

Os esferoides formados pela linhagem MDA-MB-231, também utilizando 1000
células/esferoides, foram expostos aos contaminantes quimicos por 15 dias. Assim
como para as células MCF-7, ndo houve diferenga significativa no tamanho médio
dos esferoides em relagdo ao controle (Figura 5).
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Figura 4. Tamanho médio dos esferoides formados pela linhagem MDA-MB-231 apo6s exposi¢cao aos
contaminantes quimicos por 15 dias. Barra horizontal: média e SD; trés experimentos independentes.
ANOVA + teste de Dunnett. FONTE: A autora (2024).

7.3. VIABILIDADE CELULAR
7.3.1. LINHAGEM MCF-7

Para a linhagem MCF-7, as células expostas aos contaminantes nao
apresentaram alteragdes significativas na viabilidade celular quando comparadas ao

grupo controle (Figura 6).
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Figura 6. Ensaio de viabilidade celular da linhagem MCF7. Células expostas ao PFOA (A), BPA (B),
MTX (C) e BP-1 (D). Controle, circulos pretos; Controle positivo, quadrado preto; tratado, triangulo
verde. Barra horizontal: média e SD (ou Cl 95%). Quatro experimentos independentes. ANOVA +
teste de Dunnett ou Kruskal-Wallis + teste de Dunn. FONTE: A autora (2024).
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7.3.2. LINHAGEM MDA-MB-231

Para as células expostas ao PFOA houve um aumento do metabolismo do
corante resazurin apos 24h (180%) e 48h (170%). Para as células expostas ao BPA
houve um aumento apos 24h (280%). O composto BP-1 alterou significativamente
as células expostas apés 48h (150%) e 72h (140%) (Figura 7).
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Figura 7. Ensaio de viabilidade celular da linhagem MDA-MB-231. Células expostas ao PFOA (A),
BPA (B), MTX (C) e BP-1 (D). Controle, circulos pretos; Controle positivo, quadrado preto; Tratado,
tridngulo verde. Barra horizontal: média e SD (ou Cl 95%); Quatro experimentos independentes.
ANOVA + teste de Dunnett ou Kruskal-Wallis + teste de Dunn. *p<0,05, **p<0,01. FONTE: A autora
(2024).
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8. DISCUSSAO

A utilizacdo de esferoides tumorais em cultura 3D tem se destacado por
simular melhor o microambiente tumoral in vivo. As linhagens MCF-7 e MDA-MB-231
sdao amplamente utilizadas, apresentando caracteristicas distintas. Essas
caracteristicas influenciam diretamente o comportamento das células em modelos
3D, destacando a importancia desses modelos para estudos de terapias e

toxicidade.

Os resultados deste estudo destacam diferencas fundamentais no
comportamento das linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231 na formacédo e
viabilidade de esferoides tumorais, aspectos que refletem suas caracteristicas
bioldgicas intrinsecas. A linhagem MCF-7 demonstrou maior eficiéncia na formacgao
de esferoides compactos e bem definidos, mesmo em densidades variadas. Esse
comportamento pode ser explicado pela sua natureza epitelial e tendéncia a formar
colénias organizadas (COMSA et al. 2015). Estudos prévios corroboram essas
observacgbes, relatando que os esferoides apresentaram proteinas de jungao
aderente e produziram sua propria matriz extracelular (COELHO et al., 2021). Essas
caracteristicas podem contribuir para o melhor desempenho dos esferoides MCF-7

em experimentos de cultura 3D.

Em contrapartida, os esferoides da linhagem MDA-MB2-31 apresentaram
menor compactagdao e maior suscetibilidade a fragmentagcao, o que esta alinhado a
sua natureza mesenquimal e altamente invasiva (WELSH, 2013). A elevada
expressao de marcadores associados a TEM, como PD-L1 e CD47, bem como a
maior resisténcia a compostos antitumorais, também ja foram documentadas para
esta linhagem (HUANG et al., 2020; SARAIVA et al., 2020). Esses fatores podem
justificar a menor estabilidade dos esferoides observada neste estudo. Além disso,
apesar de apresentarem maior capacidade migratéria em culturas 2D apds
transferéncia, o ambiente tridimensional parece Ilimitar sua proliferacao,
evidenciando diferengas importantes no comportamento celular entre as condigdes
de cultura 2D e 3D (HUANG et al., 2020).

Quanto a exposicdo aos contaminantes quimicos, ambos os modelos

celulares demonstraram menor citotoxicidade em relacdo a estudos anteriores, o
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que corrobora com estudos que mostram que células cultivadas em esferoides
podem exibir respostas diferentes as terapias em comparagdo com culturas

bidimensionais, refletindo melhor a resisténcia observada in vivo (XIAO et al., 2023).

No presente estudo, a linhagem MCF-7 ndo apresentou alteragdes
significativas na viabilidade celular, ja para a linhagem MDA-MB-231 houve aumento
expressivo no metabolismo do corante resazurin (alamar blue), especialmente em
resposta ao PFOA, BPA e BP-1. Esses dados indicam uma maior atividade
metabodlica na linhagem apds a exposi¢cdo, sugerindo potencial ativagdo de

mecanismos de adaptacao celular.

No entanto, o modelo 3D também apresenta limitacdes. Apesar de replicar
melhor o ambiente tumoral, ele ndo consegue incorporar todos os aspectos da
complexidade in vivo, como a vascularizagédo e a resposta imunolégica completa, o
que pode restringir a predigdo de alguns comportamentos biologicos (JENSEN;
TENG, 2020). Além disso, a formagdo e manutencdo de esferoides exigem
condigdes especificas, que podem variar dependendo da linhagem celular ou do
método de cultivo utilizado, o que pode tornar os protocolos mais dificeis de
padronizar e reproduzir (JENSEN; TENG, 2020).

Essas diferengas destacam a importancia de considerar o contexto bioldgico
das linhagens celulares ao projetar modelos tridimensionais para estudos de
toxicidade ou resposta a tratamentos. A linhagem MCF-7, com sua tendéncia a
formar esferoides bem estruturados, pode ser mais adequada para estudar
respostas em ambientes tridimensionais organizados, enquanto a MDA-MB-231 é
um modelo mais desafiador, porém relevante para explorar aspectos relacionados a

invasao e resisténcia tumoral.

9. CONCLUSAO

Foi possivel padronizar protocolos para a formacdo de esferoides nas
linhagens MCF-7 e MDA-MB-231. A linhagem MCF-7 formou esferoides mais
compactos e organizados, refletindo sua menor agressividade, aspecto mais epitelial

e maior capacidade de estruturacao celular. Além disso, a exposicdo aos
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contaminantes quimicos nao alterou significativamente a viabilidade ou o tamanho
dos esferoides dessa linhagem, sugerindo baixa toxicidade e uma resisténcia
intrinseca ou barreiras estruturais que limitam a interagao direta com os compostos
testados. Por outro lado, os esferoides de MDA-MB-231 apresentaram maior menor
compactagdo e respostas metabdlicas significativas aos contaminantes, com
aumentos expressivos na viabilidade celular em resposta ao BPA, PFOA e BP-1,
indicando maior plasticidade metabdlica e adaptagdo a condi¢cbes adversas. Esses
resultados reforcam a importancia dos esferoides como modelos representativos
para estudos de toxicidade, avaliagdo da modulacido do fendtipo celular por

contaminantes ambientais e terapias antitumorais.
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