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INTRODUCAO

Cancer é a segunda maior causa de morte atualmente, e a maior parte dos
pacientes que vem a Obito apresentou metastase de um ou mais tumores
primarios. Para que ocorra metastase, as células cancerosas devem passar
pela Transicao Epitélio-Mesenquimal (EMT, do inglés Epithelial-Mesenquimal
Transition), a qual confere mobilidade as células, de modo que possam migrar
para novos sitios, invadir outros tecidos e estabelecer focos de tumor
secundarios (Spano et al., 2012).

A mobilidade celular € um processo natural com alta importancia na
embriogénese, cicatrizacao e trafego de leucdcitos (Huber et al;, 2013). Neste
trabalho, o foco sera no deslocamento celular conhecido como ejamento,
o qual € um processo caracterizado como mecanico, mas mediado por
proteinas especificas — entre elas, Rho GTPases, actina, miosina e tubulina. A

Figura 1 exemplifica esse processo simplificadamente: \ 4‘

Figura 1. Rastejamento de uma célula. Primeiro ha a protrusao de uma parte
da membrana, seguida de adesao (1). Depois, ha a contracdao da parte oposta
da membrana (2). Porfim, ha o deslocamento do centro de massa da celula
(3). Retirado de Huber et al., 2013.
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OBJETIVO

O objetivouq?sse trabalho € propor uma nova medida
migracao e invasao celular e correlacao entre o pot,encial m
linhagem celular e sua difusividade.
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MATERIAIS E METODOS

Células da linhagem MCF7 foram cultivadas
literatura: em meio DMEM, suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino e 1%
de antibiotico (Ampicilina e Estreptomicina) a37°C e 5% de CO,.

Para os experimentos, as células foram tripsinizadas em fase estacionaria,
com confluéncia de 90-95% da garrafa e contadas em Camara de Neubauer, e
5 x 10* células/mL foram colocadas em placas de 24 pocos. Durante a
aquisicao de imagens, HEPES (Invitrogen) a 20 mM foi adicionado ao meio de
cultura utilizado, segundo protocolo do fabricante. A temperatura foi mantida
durante todo o experimento. Durante as trés primeiras horas, as células foram
deixadas para se aderirem, sem que fotos fossem tiradas.

As imagens foram adquiridas por microscopio oOptico invertido, com a
objetiva de 10x, através do programa QCapture Pro, o qual registrava as
imagens em intervalos de um minuto durante 20 horas.

Dez células que migraram durante o experimento foram acompanhadas,
calculando-se o deslocamento de cada uma através da posicao no tempo x
menos a posicao do tempo inicial.

A partir do deslocamento individual, calculou-se o deslocamento médio de
cada célula em um intervalo de tempo. Feito isso, calculou-se a equacao da
reta do logaritmo do deslocamento médio, segundo o qual caracteriza-se um
sistema difusivo.

mo descrito previamente na
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Figura 2. Deslocamentq'das células em relacdao a posicao inicial durante o
experimento. Nessa figura, € possivel ver o monitoramento do deslocamento
a partir do ponto inielal (em modulo) em pixels de dez células diferentes ao
passar do tempo. Inclinacdoes positivas indicam distanciamento do ponto
inicial, enguanto inelinacdes negativas indicam aproximacao.

Deslocamento Médio

Figura 3. Deslocamento médio
das células. As barras indicam
o Erro Padrao da média de . A
linha preta indica a tendéncia
da difusividade, com a equacao
mostrada. R? é o Coeficiente de
Determinacao.

Logaritmo do Deslocamento Médio
Figura 4. Logaritmo do

deslocamento meédio  das
células. A linha preta indica a
tendéncia do logaritmo do
deslocamento, com a equacao
mostrada. R? é o Coeficiente de
Determinacao.
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DISCUSSAO E PERSPECTIVAS

As células da linhagem utilizada nao apresentaram comportamento
difusivo, mostrando um padrao de movimento retilineo variado. Isso
provavelmente é decorrente da complexidade bioquimica que rege o processo
de rastejamento, o que explicaria o fato de as células terem direcOes
preferenciais de movimento, o que reflete a organizacao do citoesqueleto.

Como perspectivas futuras, testar essa metodologia em outras linhagens
de diferentes tipos celulares, tempos de experimento diferentes e diferentes
substratos de adesao ira ajudar a validar o método. Além disso, experimentos
envolvendo fluorescéncia de proteinas do citoesqueleto também sao validos.
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