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RESUMO

O diagnostico tardio do cancer oral esta relacionado a altas taxas de mortalidade e,
para aumentar as chances de cura com o tratamento quimioterapico, ha uma grande area de
pesquisa focada no desenvolvimento de drogas antitumorais. Porém, a maioria dos
experimentos in vitro sdo realizados em cultura celular bidimensional, o que geralmente ¢
seguido de ineficacia quando testados na etapa in vivo. A cultura celular tridimensional de
ensaio de esferoides estd sendo amplamente utilizada para testar potenciais substancias
antitumorais, pois essa metodologia mimetiza melhor o microambiente tumoral in vivo e,
portanto, produz resultados mais confiaveis que a tradicional cultura celular bidimensional.
No nosso estudo, o objetivo foi avaliar a capacidade de diferentes linhagens celulares em
formar esferoides — fibroblastos, queratinocitos, células endoteliais e linhagens tumorais de
carcinoma espinocelular oral — através da metodologia de esferoides e analisar os efeitos
desencadeados pelo tratamento com cisplatina, o quimioterapico padrao-ouro para tratamento
desse cancer. Foi observado que todas linhagens celulares testadas foram capazes de formar
esferoides tridimensionais - apesar de apresentarem diferentes comportamentos - ¢ quando
tratados com cisplatina, esses esferoides demonstraram efeitos relacionados a coesdo celular

vistos como um espalhamento das células.

Palavras-chave: neoplasias bucais; tratamento farmacologico; técnicas de cultura de células;

esferoides celulares; cisplatino.



ABSTRACT

The late diagnosis of oral cancer is related to high mortality rates and, to increase the
chances of cure with chemotherapy, there is a large research area focused on antitumoral
drugs development. However, most assays are performed in bidimensional conditions often
followed by failure on treatment effectiveness when performed in vivo. Tridimensional cell
culture has been widely used to test potential antitumoral substances for cancer treatment
because it mimics better the in vivo microenvironment and, therefore, it is more reliable than
traditional single layer culture. In this study we evaluated the capacity of different cells to
form tridimensional spheroids — fibroblasts, keratinocytes, endothelial cells and oral
squamous cell carcinoma (OSCC) cell lines — through spheroid assay and analyzed cisplatin
treatment effects on spheroids. It was observed that all cell lines tested were capable of form
tridimensional spheroids — although they showed different behaviors — and when treated with
cisplatin, the spheroids demonstrated effects related to cell-cell cohesion, seen as a spheroid

spreading.

Keywords: mouth neoplasms; drug therapy; cell culture techniques; spheroids; cisplatin.
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1 INTRODUCAO

1.1 DADOS DO CANCER

O cancer pode ser considerado um problema de saude publica, visto que resulta em
impactos na vida do individuo, como dor e desconforto, altos custos de tratamento e impacto
familiar, bem como o impacto na sociedade, com altas taxas de mortalidade e morbidade
(COSTA; VICTORA, 2006). Atualmente no Brasil, a incidéncia anual do cancer ¢ de 626.030
novos casos, sendo essa doenca responsdvel por 232.030 mortes anualmente. Mais
especificamente sobre o cancer oral, ele ¢ o quinto cancer mais prevalente em homens no
Brasil, sendo responsavel por 4,2% das mortes por neoplasias nessa populagao. Além disso,
as regioes Sul e Sudeste apresentam maiores taxas de incidéncia e de mortalidade
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2021).
Apesar da cavidade oral ser uma area de acesso facilitado para diagnostico do cancer oral se
comparado a outros tipos de cancer, como por exemplo de prostata e de colo do utero, ainda
ha altas taxas de mortalidade. Isso pode ocorrer devido a baixa demanda de pacientes aos
servigos odontoldgicos pela presenga de lesdo em boca — o que ¢ agravado pelo fato de
geralmente as lesdes de cancer serem assintomaticas — e pelo desconhecimento e despreparo
de cirurgides-dentistas em realizar o exame estomatologico completo. Esses aspectos levam

ao diagnostico tardio, quando o cancer ja estd em estagios avangados ou até mesmo

metastizado (ILHAN et al., 2020; SANTOS; BATISTA; CANGUSSU, 2010).

1.2 PROGRESSAO TUMORAL

O diagnéstico tardio estd relacionado geralmente a tratamentos mais invasivos e
mutiladores e a um pior progndstico devido ao tempo decorrido para a progressdo do tumor
(KOWALSKI; CARVALHO, 2001). Para entender essa relagdo, primeiramente, ¢ necessario
compreender o cancer € 0s mecanismos da carcinogénese.

O cancer ¢ caracterizado como um conjunto de mais de 100 doengas, onde mutacdes
no DNA celular levam as células do corpo a proliferarem descontroladamente (NATIONAL
INSTITUTE OF HEALTH, 2007). Dentre as neoplasias malignas orais, a sua maioria (90%)
se caracteriza como carcinoma espinocelular oral (CEC), também conhecido como carcinoma
epidermoide (MONTERO; PATEL, 2015). No CEC, sao as células do epitélio de revestimento

que sofreram mutagdes — por influéncia de diversos fatores, como tabagismo, exposi¢do a luz



UV, etilismo -, adquirindo seis caracteristicas comuns a todos os tipos de cancer invasivo.
Essas capacidades adquiridas pelas células tumorais durante o processo de carcinogénese
incluem prolifera¢do celular sustentada, evasdo dos mecanismos de supressdo de crescimento
(checkpoints), resisténcia a morte celular, capacidade de replicacdo continuada (imortalidade),
indugdo da angiogénese e ativacdo da invasdo e metastase (BRENER er al, 2006;

HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Sustaining proliferative
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Figura 1: as seis caracteristicas fundamentais comuns a todos tipos de cancer invasivos
citadas por Hanahan e Weinberg (2011): resisténcia a morte celular, sinalizagdo proliferativa
sustentada, evasdo dos supressores de crescimento celular, ativacdo da invasdo e metastase,
aquisi¢ao de imortalidade replicativa e inducao da angiogénese.

Todas essas capacidades, associadas a instabilidade gendomica e ao microambiente
tumoral complexo, influenciam as células tumorais a perderem as caracteristicas de seu tecido
de origem. Por exemplo, as células do CEC passam a expressar menos proteinas epiteliais de
adesdo celular como a E-caderina, e comecam a expressar mais marcadores mesequimais,
como a N-caderina e a vimentina - o que facilita a invasdo no tecido conjuntivo e intravasao
para os vasos sanguineos para a metastase. Esse ¢ o inicio do processo denominado transi¢cao
epitélio-mesénquima (EMT) (MITTAL, 2018).

Apds romper a membrana basal, as células neoplasicas invadem o estroma como um
cluster de células ou individualmente, dependendo de diversos fatores como por exemplo seus
marcadores de superficie (DONGRE; WEINBERG, 2019). As linhagens celulares de

carcinoma espinocelular oral mais invasivas, como SCC-9 e SCC-25, possuem alta expressao
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de marcadores mesenquimais, tendendo a uma migra¢do individual. Enquanto CAL 27,
linhagem menos invasiva e mais diferenciada, tende a migrar coletivamente devido a presenca

de marcadores epiteliais como E-caderina (MATTE et al., 2019; RAMOS et al., 2016).

1.3 MICROAMBIENTE TUMORAL

No tecido conjuntivo adjacente, as células tumorais encontram um microambiente
muito mais complexo, rico em vasos sanguineos e em diversos outros tipos celulares,
trocando inimeras sinalizagdes com esse meio, influenciando-o e sofrendo influéncia.

O microambiente tumoral € composto por fatores fisicos, quimicos e bioldgicos. Os
fatores fisicos envolvem a hipdxia decorrente da proliferagdo e do metabolismo celular
aumentado ¢ uma maior rigidez da matriz extracelular pela intensa deposi¢ao de colageno e
infiltragdo de células tumorais. J& os fatores quimicos envolvem uma maior secrecdo de
metaloproteinases (MMPs) — que sdo enzimas responsaveis por degradar a matriz extracelular
facilitando a invasdo e progressdao tumoral - € uma maior acidez no microambiente. Essa
queda do pH acontece devido ao acido latico como subproduto da glicolise anaerdbica
realizada pelas células tumorais como consequéncia da hipdxia. Entre os fatores bioldgicos,
podem ser ressaltados a presenca de cé€lulas do sistema imune, como macrofagos, fibroblastos
e células endoteliais (CORBET; FERON, 2017; GIALELI; THEOCHARIS; KARAMANOS,
2010).

Os fibroblastos presentes no estroma sofrem alteracdes pela influéncia das células
tumorais, expressando propriedades contrateis de miofibroblastos e aumento da capacidade
migratéria, sendo chamados entdo, de fibroblastos associados ao cancer (CAFs, do inglés
cancer-associated fibroblasts) (NURMIK et al., 2020). Os CAFs irdo contribuir para a
progressao do tumor pela deposi¢do e alinhamento de fibras colagenas, aumentando a rigidez
da matriz extracelular e criando caminhos para a migracao celular, ou até mesmo puxando
fisicamente as células com sua habilidade contratil (HAMIDI; IVASKA, 2018; PANKOVA et
al., 2016).

Além disso, como as células tumorais apresentam proliferacdo descontrolada, ha um
aumento na demanda de nutrientes para nutrir esse tumor. As células endoteliais desse tecido
sdo atraidas pelas células tumorais e outras células envolvidas no microambiente tumoral

através da secre¢do de fatores de crescimento pro-angiogénicos, para a formagdo de novos



11

vasos sanguineos e, consequentemente, aumentando a nutricdo e a progressao tumoral (DE

PALMA; BIZIATO; PETROVA, 2017).
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Figura 2: as células tumorais e o microambiente tumoral composto por células inflamatorias,
células endoteliais e fibroblastos associados os cancer (CAFs), proximos a vasos sanguineos

(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Todas essas caracteristicas tornam o cancer € o microambiente tumoral um alvo muito
complexo para o tratamento, sendo necessario o desenvolvimento de novas modalidades
terap€uticas para o tratamento com o maximo de eficicia e o minimo de efeitos colaterais

possiveis.

1.4 MODALIDADES DE TRATAMENTO

A compreensdo do cancer e seu tratamento foram evoluindo com o passar dos mais de
4 mil anos de historia dessa doenga. Ao longo dos anos, ela foi envolta por crengas, mitologia,
estudos clinicos com milhares de substancias e combinag¢des letais de substancias, tratamentos
extremamente mutiladores - como as cirurgias radicais de mastectomia que envolviam, além
da remocdo da mama, linfonodos do pescogo e da axila, musculos do peito, clavicula e
inclusive costelas -, até chegar no entendimento clinico e microscopico que se tem hoje, com
as mais diversas modalidades terapéuticas (MUKHERJEE, 2010).

Atualmente as modalidades de tratamento do cancer de boca englobam principalmente

a cirurgia, quimioterapia e radioterapia (NATIONAL COMPREHENSIVE CANCER
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NETWORK, 2021). Mas ha também outras modalidades de tratamento dependendo do tipo e
do estadiamento do tumor, como imunoterapia, terapia hormonal, terapia fotodinamica e
transplante de células pluripotentes (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2021).

O tratamento realizado através da cirurgia consiste na remogao total do tumor com
amplas margens de segurancga, realizado na maioria dos casos de tumores operaveis, ou seja,
tumores que ndo estejam atingindo estruturas vitais com grande risco de levar o paciente a
obito durante o procedimento. A quimioterapia consiste na administracio em ciclos de
farmacos que atuam a nivel celular sem especificidade, ou seja, acabam atuando, por
exemplo, em células com alto potencial de proliferagdo, o que engloba além de células
tumorais, células epiteliais e hematologicas. Em canceres de cabeca e pescoco, o
quimioterapico mais utilizado ¢ a cisplatina, que tem a capacidade de ligar-se as bases purinas
do DNA, interferindo assim nos processos de reparo e levando ao dano a esse DNA,
induzindo a apoptose (DASARI; TCHOUNWOU, 2014). Ja a radioterapia consiste em dano
celular direto através da incidéncia de raios-X, que pode levar as células tumorais a morte, ou
entdo diminuir sua capacidade proliferativa através do dano ao seu DNA e levar a uma
diminui¢do de volume do tumor (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2021).

O tratamento do cancer de boca ¢ iniciado ap6s a determinagdo do estadiamento, que
separa a doenca em graus de 1 a 4, de acordo com as caracteristicas do tumor, dos linfonodos
regionais ¢ se ha presenga de metastases a distancia, que ¢ o sistema TNM (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2020). Geralmente em casos iniciais, o tratamento ¢ realizado com a
excisdo cirurgica do tumor primario, associado ou ndo a radioterapia, € em casos mais
avangados, ¢ realizado também o tratamento quimioterapico (NATIONAL
COMPREHENSIVE CANCER NETWORK, 2021).

Atualmente, com os tratamentos disponiveis, a taxa de sobrevida em 5 anos para o
cancer de boca ¢ variavel de acordo com a localizagdo do tumor primario e o estadiamento,
sendo de 92% em labio, 67% em lingua e 51% em assoalho bucal, com taxas bem menores
para casos onde ja ocorreu metastases, tanto para linfonodos quanto para sitios mais distantes

(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2021).
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1.5 QUIMIOTERAPIA

Tendo em vista as baixas taxas de sobrevida de pacientes acometidos por cancer de
boca, ha uma intensa area de pesquisa em relacdo ao desenvolvimento de novos compostos
capazes de induzir as células tumorais a morte com o minimo de efeitos colaterais possiveis.
Porém, esse processo ¢ demorado e possui um custo financeiro elevado. Foi relatado na
literatura que o desenvolvimento de um quimioterapico demora cerca de 10 anos para passar
por todas essas etapas e custa em torno de 1 a 2 bilhdes de ddlares (SIDDIQUI; RAJKUMAR,
2012), além dos fatores éticos que envolvem pesquisas em animais.

O desenvolvimento de um novo farmaco inicia com estudos em células em laboratorio
(in vitro) e as substancias que demonstrarem efeitos promissores, avangam para a segunda
etapa in vivo, para serem testadas em animais. Apds isso, hd as etapas clinicas testadas em
seres humanos, passando pelas fases 1 a 4, até serem vendidas comercialmente e amplamente
utilizadas (CANCER TODAY MAGAZINE, 2021). Porém, apenas uma pequena parte dos
compostos triados na etapa inicial acabam evoluindo para a proxima etapa in vivo que, por se
tratar de um ambiente muito mais complexo, acabam demonstrando pouca eficicia, formando

um gap entre ambas etapas.

1.6 ENSAIO TRIDIMENSIONAL DE ESFEROIDES

Com o intuito de reduzir o gap presente entre as etapas iniciais dos estudos para
triagem de substancias antitumorais in vitro, hd uma intensa busca no desenvolvimento de
plataformas mais fidedignas que mimetizem melhor o microambiente tumoral, reduzindo
assim custos de tempo, financeiros e éticos que envolvem as pesquisas em animais.

A cultura celular bidimensional (2D) ¢ um importante e amplamente utilizado recurso
para ensaios de citotoxicidade, porém, pelo fato de as células estarem aderidas em uma
superficie plastica extremamente rigida e pela presenca de adesdes célula-célula apenas no
plano horizontal, muitos dos processos e sinalizacdes celulares que sdo importantes para o
funcionamento celular normal sdao perdidos e/ou alterados. Além disso, em um ambiente 2D,
as cé¢lulas apresentam proliferagdo desenfreada e o tratamento ocorre em contato direto com
todas as células, sem a presenca de gradientes de penetragdo de drogas, sendo uma abordagem

menos rigorosa para testes (ZANONI et al., 2019; BAKER; CHEN, 2012).
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Figura 3: comparacido culturas celulares 2D e 3D. A imagem a esquerda representa a
tradicional cultura celular monocamada cultivada em superficie plastica com alta rigidez,
onde as células apresentam adesdes restritas apenas aos eixos x € y. Além disso, as células
sofrem modificacdes na sua morfologia e no seu comportamento, adquirindo maior
capacidade de proliferacdo e migracdo nesse substrato. A imagem a direita representa um
exemplo de cultura celular tridimensional, onde as células encontram gradientes de oxigénio e
metabolitos e possuem adesdes celulares em todos os eixos (BAKER; CHEN, 2012).

Um ambiente tridimensional permite recapitular as dinamicas de sinalizagdo e
comportamento celulares que ocorrem no microambiente tumoral in vivo, bem como sua
arquitetura. Com isso, diversas metodologias tridimensionais foram desenvolvidas, sendo
agrupadas geralmente em metodologias liquid-based e scaffold-based. Nas metodologias
scaffold-based s3ao confeccionados uma espécie de arcabougo tanto de materiais naturais
quanto sintéticos para sustentar as células, como por exemplo os hidrogéis e scaffolds
bioimpressos. Ja as metodologias liquid-based ndo necessitam de arcabougo e como exemplo
podemos citar o ensaio de esferoides (ZANONI et al., 2016).

O ensaio de esferoides ¢ uma metodologia tridimensional que consiste em um
agregado de células aderidas entre si, que se assemelham a tumores principalmente em
relacdo ao seu gradiente metabdlico e de proliferacdo. Pela conformagdo das células nesse
ensaio, € possivel mimetizar gradientes de concentragdo de oxigénio e gas carbonico — com
presenca de hipdxia no centro do esferoide semelhante ao centro avascular do tumor in vivo -,
gradiente de penetracao de drogas e heterogeneidade da populagdo celular, com células das
camadas externas mais proliferativas e as do interior quiescentes ou entdo, formando um

nicleo necrotico pela falta de nutrientes. Além disso, pelo fato de ser um ensaio
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tridimensional, as células mantém sua morfologia e adesdes com as outras células mais
semelhantes possiveis como no ambiente in vivo, resultando em menor alteragdo na expressao

proteica e no comportamento celular (FRIEDRICH et al., 2009).
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Figura 4: representacio das areas de um esferoide. Na camada mais externa, ha a presenca
de maior quantidade de nutrientes, oxigénio e ATP e, portanto, células mais proliferativas.
Enquanto no centro do esferoide, pela escassez desses recursos e aumento de debris, gas
carbonico e acidos, ha a presenca de um nucleo necrético (ZANONI et al., 2016).

Esse ensaio tridimensional representa uma metodologia mais complexa que a
tradicional cultura de monocamada, porém ¢é de facil confec¢do e de baixo custo,
apresentando resultados em um curto periodo de tempo. Os esferoides podem ser
confeccionados através de diversas técnicas, como hanging drop, sistemas de cultura celular
rotatorios, uso de placas de cultura antiaderentes ou entdo de nanoparticulas magnéticas
(ZANONI et al., 2019).

Com isso, 0 objetivo do nosso trabalho foi avaliar a capacidade de diferentes linhagens
celulares em formar esferoides tridimensionais, utilizando ndo apenas células de carcinoma
espinocelular oral, mas também cé¢lulas presentes no microambiente tumoral, como
fibroblastos e células endoteliais, validando essa metodologia como uma plataforma

tridimensional para triagem de drogas in vitro.
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2  DESENVOLVIMENTO

O desenvolvimento do trabalho estd apresentado na forma de artigo cientifico de
periddico em inglés, o qual serd submetido para publicagdo no peridédico Archives of Oral

Biology.

Tumor spheroid model: a tridimensional approach for drug screening in vitro
Luiza Deitos Menti', Paloma Santos de Campos', Luise Pazutti’,

Lisiane Bernardi?, Marcelo Lazzaron Lamers' 2 *

1. Basic Research Center, Dentistry School, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil
2. Department of Morphological Sciences, Institute of Basic Health Sciences,
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ABSTRACT

The late diagnosis of oral cancer is related to high mortality rates, thereby, there is a
large research area focused on antitumoral drugs development. However, most assays are
performed in bidimensional conditions often followed by failure on treatment effectiveness in
vivo studies. Tridimensional cell culture has been widely used to test potential antitumoral
substances for cancer treatment because it mimics better the in vivo microenvironment and,
therefore, it is more reliable than traditional single layer culture. In this study we evaluated
the capacity of different cells to form a tridimensional assay —the spheroid method- and be
used as an approach for drug screening in vitro. Our results indicate that different cell lines —

not only oral squamous cell carcinoma (OSCC) cells, but also those that become involved in
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tumor’s microenvironment- can be used in the spheroid assay, being a very versatile method.
And when treated with Cisplatin, all cell lines demonstrated effects, suggesting the drug
penetration capacity and loss of cell-cell cohesion - seen as an increase of spheroid area. This
effect was also pronounced in keratinocytes, indicating drug’s low selectivity and cytotoxicity.

Keywords: oral squamous cell carcinoma, treatment, 3D culture, spheroids, cisplatin.

INTRODUCTION

Lip and oral cavity cancer is the fifteenth most common cancer worldwide in male
with over 354.000 new cases being found each year and the number of death cases is
worrying, around 177.000 cases per year (BRAY et al., 2018). Although oral cancer lesions
are easier to access and diagnose compared to certain types of cancer, e.g. prostate and uterus
cancer, there is a high death rate. According to Santos, Batista and Cangussu (2010), this
scenario may be due to low demand of patients to dental care — fact aggravated by cancer
lesions being asymptomatic — and the low or none frequency of routine stomatologic exams.
These aspects lead to late diagnosis, when cancer is in an advanced stage or even
metastasized.

Cancer progression depends on neoplastic cell characteristics that allow cell invasion
and proliferation in adjacent tissue. Hanahan and Weinberg (2011) suggested the hallmarks of
cancer - six biological capabilities acquired during cancer progression and tumor growth.
According to them, the tumoral cells are capable of — among other characteristics - sustain
proliferative signaling, resisting cell death and activating invasion and metastasis. All this
linked to genomic instability and a complex tumor microenvironment. By breaking down the
basement membrane, neoplastic cells enter and invade the stroma either as clusters of cells or
individually, depending on their surface markers (BERI et al., 2018). More invasive oral
squamous cell carcinoma (OSCC) cells, such as SCC-9 and SCC-25, have high mesenchymal
markers expression, tending to an individual migration. Whilst CAL 27 — less invasive and
more differentiated cell line — tend to migrate collectively by the presence of epithelial
markers such as E-cadherin (RAMOS et al., 2016; MATTE et al., 2019). By invading
underlying connective tissue, the tumoral cells exchange innumerable signaling with the
microenvironment full of blood vessels and fibroblasts, e.g., influencing and undergoing
influence. The fibroblasts in the stroma are influenced by the cancer cells, becoming

cancer-associated fibroblasts (CAFs) that will contribute on cancer progression by collagen
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deposition and alignment, increasing matrix stiffness (MATTE et al., 2019), and creating
tracks for cell migration, or even pushing physically the cells with its contractile ability
(HAMIDI; IVASKA, 2018). Also, endothelial cells are attracted by neoplastic cells through
pro-angiogenic growth factors, for the formation of new blood vessels and, thus, leading to
increased nutrition and tumor progression (de PALMA; BIZIATO; PETROVA, 2017). All
these characteristics make cancer a very complex disease with great necessity for new
therapies to emerge and enhance overall survival and life quality of the patients. Thereupon,
there is a major search regarding the OSCC treatments, which challenges researchers to find
substances with an antitumoral effect with minimal effect on normal cells of the body, i.e.,
minimal side effects.

The traditional bidimensional cell culture is a well-known culture method and it is
widely used to test antitumoral drugs, but it does not reproduce so reliably the tumor
microenvironment because cells adhere to a flat and plastic surface, changing their
morphology and behavior (ZANONI et al., 2016). Accordantly to Zanoni et al. (2019), half of
drugs fail on the Phase II and Phase III of clinical trials due to lack of efficacy — in monolayer
cultures they can demonstrate promising results, but when tested in vivo, there is poor
efficacy. So, one alternative to this is the spheroid assay, a well consolidated tridimensional
method that exhibits greater representativeness and accuracy compared to monolayer cell
culture as it is able to mimic the cytoarchitecture and morphology with cell-cell adhesion and
cell-matrix interactions, besides conditions of drug penetration gradient and hypoxia, that
occur in solid tumors in vivo (FRIEDRICH et al., 2009). Thus, the spheroid assay is a more
refined drug screening method that can be used as a carrier prior to animal experiments (WEN
etal.,2013).

The aim of this study was to evaluate different cell lines' ability to form three
dimensional spheroids and validate this model as a drug-screening approach for oral
squamous cell carcinoma. We observed that different cell lines, such as OSCC and
microenvironmental cells - fibroblasts, keratinocytes and endothelial cells - are capable to
form spheroids and are viable to be tested with antitumoral substances, demonstrating effects
when treated with Cisplatin - the golden standard for head and neck cancer treatment. Also, a
pronounced effect of Cisplatin was observed in keratinocytes, suggesting toxicity in normal

cells of the body and the non-selectivity of this drug.
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METODOLOGY

Reagents and cell culture

HaCaT (human aneuploid immortal keratinocyte — BCRJ® CRL — 0341 ™) CAL 27
(OSCC — ATCC® CRL-2095 ™), SCC-9 (OSCC — ATCC® CRL-1628 ™), SCC-25 (OSCC
— ATCC® CRL-1628 ™) HUVEC (umbilical vein/vascular endothelium - ATCC®
CRL-1730™) and NIH/3T3 (fibroblasts) were cultivated on Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM — Gibco, Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, USA) high glucose
(HaCaT, CAL 27 and SCC-9) or DMEM/DMEM F12 media (SCC-25) and (DMEM - Gibco,
Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, USA) low glucose (NIH/3T3 and HUVEC) . All
media were supplemented with 10% fetal bovine serum, 1% penicillin, and streptomycin
(Gibco, Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, USA). For SCC-25 medium,
hydrocortisone (400 ng/mL) was added. The cells were treated with 20pg/ml of Cisplatin
(C-platin, Blau Farmacéutica S.A., Cotia — SP).

Spheroid assay

Cells (HaCaT, CAL 27, SCC-9, SCC-25, HUVEC and NIH/3T3) were plated in a
non-adherent agarose-coated 96-well plate (1x104 cells/well) to form the spheroids
(FRIEDRICH; SEIDEL; EBNER; KUNZ-SCHUGHART, 2009). After 24h of spheroid
formation, the spheres were treated with 20ug/ml of Cisplatin or medium. Then, after 24, 48
and 72 hours, pictures from the spheroids were taken with a charge coupled device camera
(Axiocam vision, Zeiss, Gottingen, Germany) attached to an inverted microscope (Axio
Observer Z1, Zeiss, Gottingen, Germany) using AxioVision Software (Zeiss, Gottingen,

Germany).

Statistical analysis

The spheroid images were measured in ImageJ Software (National Institute of Health,
Bethesda, MA, USA), according to external and internal (denser) area at the treatment day
(24h), 48, 72 and 96 hours after the beginning of the experiment. Statistical analysis was
performed with the Microsoft Office Excel (Microsoft Co, Redmond, Washington, USA) and
GraphPad version 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Data were presented

as number, percentage, mean, and standard deviation. To compare means between groups, we
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applied analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s post-test. The level of statistical
significance was 5% (p < 0.05).

RESULTS

Different cell lines are able to form spheroids and are viable to be performed as
an antitumoral drug screening assay

In order to evaluate the capacity of different cells from the tumor microenvironment to
form 3D structures, epithelial cells (HaCaT), endothelial cells (HUVEC), NIH/3T3 and more
(CAL 27) or less (SCC-9 and SCC-25) differentiated OSCC cells were plated in a
non-adherent surface, imaged after 24h, 48h, 72h and 96h and submitted to area analysis. It
was observed that keratinocytes formed spheroids in 24h while endothelial cells took longer
to form a solid spheroid (72h). Fibroblasts formed a cohesive sphere already in 24h but
decreased almost 50% its total area overtime and became a more compact sphere. The OSCC
cell lines also showed different behaviors: while more differentiated cancer cell line (CAL 27)
formed a cohesive spherical 3D structure in 24h, more undifferentiated OSCC cells (SCC-9
and SCC-25) formed a spread low-cohesive spheroid. Despite fibroblast, all cell lines have
remained with constant area overtime, indicating that they are viable for being tested with

antitumoral substances.

Cisplatin triggers loss of cell-cell cohesion in all cell lines tested

In order to evaluate spheroids’ behavior exposed to the golden standard drug for
OSCC treatment, 24 hours after the cells were seeded, they were treated with 20pug/ml of
Cisplatin. In HaCaT cells, it was observed an increase of spreading area when compared to
the control group. This increase of the spreading area associated with poorly defined edges,
was also observed in cancer cell lines when compared to the non-treated group, indicating loss
of cell-cell cohesion. In CAL 27 it was not observed significantly effects but in SCC-9 treated
cells, it was shown an increase in the spreading area compared to control group. These results

indicate that Cisplatin leads to cytotoxic effects in cancer cells but also normal cells.
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DISCUSSION

The growing cancer incidence and mortality rates alarms researchers to study further
the mechanisms behind this disease and develop novel therapies. A great number of
substances with promising antitumoral effect that are tested in the traditional bidimensional
cell culture, when tested in vivo shows little or no effect. This happens due to the complexity
of a living organism and its cancer’s microenvironment that monolayer culture cannot
reproduce (PAMPALONI; REYNAUD; STELZER, 2007).

The spheroid model is a tridimensional cell culture method largely used for cytotoxic
tests to assess treatment efficiency of well-established chemotherapeutic drugs or in the
screening for novel substances and therapies (RIAZ et al., 2019; PATRA et al., 2019). This
methodology reproduces hypoxia and drug penetration gradients (ZANONI et al., 2016),
maintain cell morphology, cell-cell and cell-matrix interactions and, moreover, it is cheaper
and faster when compared to others organotypic models (ROLVER; ELINGAARD-LARSEN;
PEDERSEN, 2019). For these reasons, it can fill the gap between monolayer cell culture and
in vivo trials, reducing biological and financial expenses (ZANONI et al., 2019;
PAMPALONI; REYNAUD; STELZER, 2007; LEE, 2018). The spheroid model is described
in a considerable number of studies using different tumoral cells, such as brain, lung, ovarian
and colorectal cancers (PLUMMER et al., 2019; FRIEDRICH et al., 2009).

It is acknowledged that tumors are formed not only by tumoral cells, but also by
macrophages, fibroblasts associated to tumors (CAFs) and endothelial cells, that are attracted
by cancerous cells to contribute to tumor nutrition and progression (DE PALMA, BIZIATO,
PETROVA, 2017; ROMA-RODRIGUES et al., 2019).

In our study, we used different cell lines such as keratinocytes (HaCaT), OSCC cells
(SCC-9, SCC-25 and CAL 27), endothelial cells (HUVEC) and NIH/3T3 to assess if these
cells are capable to form spheroids and posteriorly analyze the effects of the golden standard
for OSCC chemotherapy — Cisplatin - on them. We showed that all the cells previously cited
can be used in the spheroid model, not only OSCC cells, but also those involved in tumor
microenvironment (SIEVERS et al., 2017). We also showed that the cells presented different
behaviors, e.g., fibroblast spheroids decrease their total area overtime and become a more
solid and compact sphere, probably because of their contract ability (MULLIGAN; FENG;
ADIE, 2019). Meanwhile endothelial cells take more time to form a solid spheroid (72h),

keratinocytes form spheroids already in 24h, most likely because of the presence of its
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epithelial marker E-cadherin which increase cell-cell adhesion (DESROCHERS et al., 2012).
OSCC cell lines also shows different behaviors: while CAL 27 is a more differentiated cancer
cell line and forms a spherical spheroid, SCC-9 and SCC-25 - more undifferentiated cancer
cell lines — forms a spread spheroid, more pronounced in SCC-25, due the presence of its
mesenchymal marker N-cadherin (PAN et al., 2015).

Once we observed that all these cells formed spheroids, we analyzed the cytotoxic
effect of 20png/ml Cisplatin in OSCC cell lines and also its effects on normal tissue cells. The
results showed an increase in the spreading area of HaCaT and SCC-9 spheroids, suggesting
drug penetration and loss of cell-cell cohesion, indicating toxicity for both cell lines and, thus,
the low selectivity of this drug.

One recent alternative to improve treatment efficacy is the personalized medicine,
which tumoral cells are individually collected from each patient to be tested with different
chemotherapeutic drugs in vitro, including in short-term spheroids (JEPPESEN et al., 2017,
PLUMMER et al., 2019) and then, used as a chemotherapeutic individual agent.
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Figure 1: All cell lines tested are capable to form spheroids and are viable to be
performed as an antitumoral drug screening assay. (A) It was performed the spheroid
assay with agarose to form a non-adherent surface, the cells were platted and the spheroid
formation was observed in 24h, 48h, 72h and 96h. Fibroblasts, HaCaT and SCC-9 form a
more spherical and solid spheroid compared to SCC-25, which forms a spread sphere. Scale
bar of 0.3 mm. (B) To evaluate quantitatively the area of spheroids, the spheroids were
measured by ImageJ Software. The obtained data were grouped and the graphs confectioned
by GraphPad Software. The statistical analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s multiple

comparison test, p < 0.05.
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Figure 2: HaCaT, CAL 27 and SCC-9 cell lines were treated with cisplatin. (A) After 24h
the cells were platted, cell lines were treated with 20pug/ml of Cisplatin. In keratinocytes, it
was observed an increased external area compared to the control group. The increase of
spreading area in the treated group was also observed in cancer cell line SCC-9 associated
with not defined edges, indicating loss of cell-cell adhesion. Scale bar of 0.3 mm. (B) After
72h cells were treated, it was observed an increase in the spreading area for both HaCaT and
SCC-9 cells when compared to the control group. Although Cisplatin demonstrates
antitumoral effect, it also has effects on normal keratinocytes, indicating low selectivity. The
statistical analysis of variance (One-way ANOVA) and Tukey’s multiple comparison test,

p<0.05.
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3 CONCLUSAO

Com esse trabalho foi demonstrado que diferentes linhagens celulares, tanto células de
carcinoma espinocelular oral mais invasivas quanto menos invasivas, além de células
envolvidas no microambiente tumoral, sdo capazes de formar esferoides tridimensionais de

forma estavel, validando esse modelo como uma plataforma de triagem de drogas in vitro.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

As tentativas de mimetizar in vitro o microambiente tumoral para melhor compreender
seu funcionamento e obter maior fidedignidade na triagem de compostos antitumorais vém
tendo cada vez mais espago nas pesquisas. O ensaio de esferoides ¢ uma metodologia capaz
de demonstrar em laboratério a heterogeneidade celular e gradientes de concentracao de
oxigénio, gas carbdnico e outros metabolitos, além de outras caracteristicas observadas em
tumores solidos in vivo, como manuten¢do da morfologia celular e de adesdes célula-célula.
Esse ensaio pode ser realizado de diversas maneiras, mas, para tornd-lo um método ainda
mais acessivel, neste trabalho foram confeccionadas as placas de cultura antiaderentes
utilizando agarose, representando um método que, apesar de ser mais complexo que a cultura
bidimensional, é barato e de facil realizacao.

Foi demonstrado em outros estudos que o ensaio de esferoides ¢ passivel de ser
realizado cultivando células de diferentes tipos de tumor. Neste trabalho, foi demonstrado o
uso da metodologia de esferoides utilizando células de cancer de boca, tanto células mais
invasivas quanto menos invasivas, bem como aquelas envolvidas no microambiente tumoral,
como fibroblastos e células endoteliais.

No tratamento com cisplatina - o padrdo-ouro para tratamento de cancer de cabeca e
pescogo - foi demonstrado além de efeitos nas células tumorais, efeitos em queratindcitos,
demonstrando citotoxicidade em células normais. Isso pode ser correlacionado com os efeitos
colaterais observados em pacientes submetidos a esse tratamento quimioterdpico, que
apresentam muitas vezes mucosite, alopecia, entre outros. Por isso, o ensaio de esferoides
pode ser utilizado para refinar o processo de desenvolvimento de novos agentes antitumorais
com o maximo de efeito nas células tumorais e 0 minimo de efeitos colaterais possiveis.

Os resultados obtidos com esse trabalho permitem a observag¢do da arquitetura dos
esferoides e da coesdo celular tanto na presenga ou auséncia de tratamento. Com essa
metodologia € possivel realizar também analises mais especificas com coloragdo com
hematoxilina e eosina para visualizagdo da morfologia celular, imunohistoquimica para
marcadores de proliferacdo e morte celular, entre outros testes dependendo do objetivo do

estudo e, assim, enriquecendo ainda mais os resultados.
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