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Resumo

Cancer é a segunda maior causa de morte atualmente, perdendo apenas para doencas
cardiovasculares. A maior parte dos pacientes que vem a ébito decorrente de algum tipo de
cancer apresentou metastase de um ou mais tumores primdrios. Dessa forma, estudar o pro-
cesso que leva a metastase e que decorre dele é essencial para que se possa aumentar o indice
de cura desses pacientes. Para que ocorra metastase, as células cancerosas devem passar pela
Transicdao 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.

Para poder caracterizar a invasividade de linhagens celulares, vérios estudos foram pro-
postos, com o intuito de correlacionar a 'mesenquimalidade' (e consequente capacidade de
entrar em metastase) dessas linhagens. O objetivo desse trabalho é propor uma caracterizacdo
de linhagens celulares a partir da difusividade, dimensdo fractal e do processo de agregacao
apresentadas por culturas de células in vitro, para entdo correlacionar essas medidas com o
perfil mesenquimal (previamente descrita na literatura) de cada linhagem.

A linhagem celular escolhida foi a MCF7 (cancer de mama de Homo sapiens), que tem
capacidade de invasdao moderada e crescimento normal. As células foram cultivadas em meio
DMEM Low-Glucose, suplementadas com soro fetal bovino a 10% e antibidtico (Ampicilina e
Streptomicina) a 1% e foram mantidas em estufa a 37°C a 5% de CO,. Para a aquisi¢do de ima-
gens, foi adicionado ao meio de cultura HEPES 20mM para que o meio se mantivesse tampo-
nado. As imagens foram obtidas durante intervalos de tempo que variaram de 20 a 70 horas,
com as objetivas de 10x e 20x. A aquisicdo de imagens foi feita por microscépio dptico inverti-
do e pelo programa QCapture Pro. O processamento de imagens foi feito pelo programa Ima-
gel.

As células apresentaram-se ndo como um sistema difusivo, mas como um sistema onde
as células apresentam um movimento direcionado, acelerado ndo uniformemente, dentro dos
intervalos de tempo observados. Os agregados formados se fusionaram com o passar do tem-
po, com a tendéncia de formar agregados cada vez maiores e em menor numero. Por fim, a-
gregados de células com varia¢do gradual de tamanho mostraram-se mais fractais que outros,
sendo que imagens contendo agregados muito desiguais apresentaram dimensao fractal me-
nor.

Analisando os resultados obtidos, a explicacdo é focada na complexidade das culturas,
além da heterogeneidade entre as células. O ensaio provou ser valido para indicar o perfil me-
senquimal de uma linhagem, entretanto mais experimentos em condig¢Oes iguais, assim como
em condig¢des diferentes devam ser feitos para uma validacdo adequada.

Palavras-chave: cancer, EMT, mobilidade celular, cultura de células, microscopia




Abstract

Currently, cancer is the second major cause of death, second only to cardiovascular dis-
eases. The majority of patients which die due to some kind of cancer presented metastasis of
one or more primary tumours. Regarding this, understanding the leading process to metastasis
is essential. For metastasis to occur, cancer cells must go through Epithelial-Mesenchymal
Transition (EMT), which grants mobility to the cells, which renders possible migration, tissue
invasion, and the eventual establishment of secondary tumor foci.

To characterize the invasiveness of cell lines, several methods have been proposed to
correlate mesenchymal phenotype with metastasis. The present work proposes a characteri-
zation of cell lines based on the cell diffusivity, fractal dimension and clustering coefficient
presented by in vitro cell culture, aiming at the correlation with the mesenchymal phenotype
(previously described in literature) of each cell line.

The chosen cell line was MCF7 (breast cancer, Homo sapiens), which is moderately inva-
sive and presents normal growth. The cells have been cultured in medium DMEM Low-
Glucose, supplemented with 10 % Bovine Calf Serum and 1% antibiotics (Ampicillin and
Streptomicyn), and incubated at 37°C and 5% CO,. For image acquisition purposes, it was add-
ed to the medium HEPES 20 mM. The images were obtained by inverse optical microscope
with the objectives of 10x and 20x, at time intervals of one and three minutes, varying from 20
up to 70 hours. Image acquisition was performed with the software QCapture Pro. Image pro-
cessing was performed using the software ImageJ.

The cells weren’t presented as a diffusive system, but as a system, where the cells move
with uniform acceleration, during the observed time intervals. The clusters have merged as
time passes, tending to form larger clusters, in a smaller number. Concluding, systems with
cellular clusters varying more in size have a smaller fractal dimension.

When analyzing the results, most of the explanation focus on complexity of the cultures,
besides the heterogeneity among cells. The assay has proven to be valid to indicate the
mesenchymal profile of a cell line, however more experiments in equal conditions as well as
varying conditions as different substrates and cell lines must be performed.

Keywords: cancer, EMT, cell mobility, cell culture, microscopy
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1. Introdugao

1.1. Cancer

Cancer é uma doenca multifatorial que consiste no crescimento descontrolado de teci-
dos e na falta de regulacao deste pelas rotas bioquimicas responsdveis, o que faz com que as
células acumulem cada vez mais mutac¢des e diminuam o controle que o organismo tem sobre

elas, possibilitando o desenvolvimento da doenca.

James Ewing foi um dos primeiros autores a considerar cancer um conjunto de doencas
complexas, de forma que uma Unica alternativa de tratamento para a doencga era considerado
invidvel (EWING, 1935). Atualmente, é considerada um dos maiores e mais complexos proble-
mas de saude (SPANO et al., 2012). Essa doenga, por ser muito heterogénea, é altamente dificil
de tratar ou erradicar, sendo que o indice de reincidéncia (mesmo que seja em outro 6rgdo) é
bastante alto. Além disso, aspectos sociais contribuem significativamente para o desenvolvi-
mento de tumores especificos em faixas etarias, etnias e populacdes especificas. Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (http://www.who.int), o nimero de pessoas desenvolvendo
cancer vem aumentando consideravelmente, e as alternativas de tratamento ndo acompa-

nhem esse ritmo.

Para que uma doenga seja considerada cancer, Hanahan et al. propuseram que seis re-
quisitos devem ser atendidos: proliferacdo descontrolada e continua, evasdao de supressores
de crescimento, ativa¢do de invasdo de outros tecidos e metastase, imortalidade replicativa,
indugdo de angiogénese e resisténcia a morte celular (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Como
essa doenga pode ocorrer em qualquer tecido e qualquer parte do corpo, os mecanismos que
a envolvem ndo sdo totalmente claros, o que faz com que a abordagem envolvendo o cancer

seja por areas (por exemplo, abordagens bioquimicas, biofisicas, matematicas, entre outras).
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1.2. Transi¢ao Epitelial-Mesenquimal

De longe, a maior causa de morte por cancer é metastase. Uma das primeiras descrigdes
para o processo de metdstase é definido como “dependéncia da semente no solo”, exemplifica
gue a célula que adquiriu a capacidade de metastase deve ser compativel com o tecido em que
ird parar para conseguir estabelecer focos de tumor secunddrios, que geralmente estdo rela-
cionados com os padrdes circulatérios envolvendo o microambiente do tumor primario

(SPANO et al., 2012).

Para que as células adquiram capacidade de metastase, primeiro elas devem passar pela
Transicdo Epitelial-Mesenquimal, a qual confere caracteristicas de células mesenquimais: uma

maior capacidade de movimento e consequente invasdo de tecidos (SPANO et al., 2012).

Nesse processo, hd uma importante alteracdao em rotas de sinalizacdo bioquimica, como
apontado em uma revisdao por Talbot et al. Segundo esses autores, algumas familias génicas
estariam mais envolvidas em desencadear a transicdo Epitelial-Mesenquimal. As principais
seriam as associadas as rotas de sinalizacdo do TGF8, do Wnt, do Notch e do Hedgehog, as
quais, quando mal reguladas, podem desencadear o processo de EMT e formacdo de tumores

(TALBOT; BHATTACHARYA; KUO, 2012).

Células que passaram pelo processo de EMT, tém maior facilidade para se desconectar
do tecido em que se encontram e maior afinidade por componentes da Matriz Extracelular,

utilizada como substrato para a locomocao e espalhamento do tumor.

1.3 Mobilidade Celular

Entre todos os tipos de células existentes, algumas desenvolveram a capacidade de se
locomover no meio em que se encontram, seja esse uma superficie, um fluido ou mesmo um
tecido. A mobilidade celular é um assunto amplamente pesquisado, tanto em pesquisa aplica-
da — como em doencgas —, quanto em pesquisa bdsica — para ver como 6rgaos se desenvolvem,
qual o padrao de movimento de células especificas. Como essa é uma area multidisciplinar, a
abordagem de cada grupo para caracterizar a mobilidade celular é distinta: alguns grupos op-

tam por uma caracterizagao bioquimica, para conhecer como e quais proteinas fazem parte do
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processo (PARSONS; HORWITZ; SCHWARTZ, 2010; SCHMIDT; FRIEDL, 2010); outros optam por
uma caracterizacao biofisica, para que a maneira e o padrdao do movimento possam ser estu-
dados (DOYLE et al., 2009); outros optam por uma caracterizacdo a partir de simulagées com-
putacionais, para depois correlacionar os dados obtidos com modelos teéricos (MEHES et al.,

2012), com o intuito de que o comportamento de tipos celulares possa ser previsto.

Para que células possam se mover, ha uma ampla variedade de maneiras pelas quais es-
se processo pode ocorrer. Algumas células possuem estruturas, como flagelos e cilios, algumas
utilizam substancias secretadas para deslizamento, algumas se movimentam a partir da reor-
ganizagdo do citoesqueleto (GINGER; PORTMAN; MCKEAN, 2008; PARTRIDGE; HARSHEY, 2013;
TAYLOR et al., [s.d.]; VINCENSINI; BLISNICK; BASTIN, 2011). Em microrganismos, os dois primei-
ros tipos de movimento sdo mais comuns, embora ainda existam microrganismos com o ter-
ceiro tipo de movimento (ANNESLEY; FISHER, 2009). Em vertebrados, a grande maioria das
células se desloca por modificacdes no citoesqueleto direcionadas para o lado para o qual a

célula irad se deslocar (HUBER et al., 2013).

Neste trabalho, o foco principal serd a mobilidade celular decorrente de modificacdes no
citoesqueleto, as quais sdo dependentes da adesividade do substrato (SCHMIDT; FRIEDL, 2010;
THERY et al., 2006) Nesse processo, acontece a formagdo de estruturas especificas para cada
tipo celular, em cada momento e em cada localizacdo celular, o que é mediado pela concen-
tracdo de proteinas especificas nos pontos alvo (laterais ou bases da célula), sendo que algu-
mas dessas proteinas sdo as mesmas para os diferentes processos (HUBER et al., 2013). O mo-
vimento mecanico da célula é decorrente da organizagao do citoesqueleto, que, por ser dife-
rente em diferentes células, possibilita que apenas alguns tipos celulares se movimentem de

maneiras pré-estabelecidas.

Na migracdo celular sobre substratos planos, envolvendo o citoesqueleto, ha dois tipos
de movimentos mais importantes que envolvem protrusées: o “blebbing” e o rastejamento (do
inglés crawling) celular. Blebbing é um processo causado pela formacgdo de protrusdes chama-
das blebs, que sdo causados pela pressao intracelular devida a desestruturagao local e suse-
guente contragdo das redes de actina e miosina que forma o cértex celular. Ja o rastejamento
celular é um processo que ocorre no eixo anterior-posterior da célula, fazendo com que a par-
te frontal (o lado voltado a dire¢do na qual a célula quer se locomover) da célula constante-
mente reorganize seu citoesqueleto para expandir as redes de actina e miosina, permitindo
gue se mova para frente uma curta distancia a cada protrusdo (SIXT; LA, 2009). A respeito de

células cancerosas, sabe-se que a migra¢do dessas é baseada em ambos os movimentos e esse
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tipo de migracdo estd correlacionado com o processo de metdastase (FRIEDL; WOLF, 2003,
2009; WIRTZ; KONSTANTOPOULQS; SEARSON, 2011). Quando comparados esses dois tipos de
movimento, o “blebbing” possibilita que as células se movam mais rapidamente e mais facil-
mente através de poros, redes de proteinas (como a ECM) e substratos em trés dimensGes
(CHARRAS; PALUCH, 2008; FRIEDL; WOLF, 2003); o rastejamento é um processo mais controla-
do e mais complexo, mas é o processo que ocorre mais frequentemente em substratos em
duas dimensGes — o que acontece em quase todos os experimentos in vitro. Para que o raste-
jamento ocorra em trés dimensdes, normalmente ha a degrada¢do da ECM por proteinas pro-

teoliticas (FRIEDL; WOLF, 2003; GEFEN, 2013).

Considerando que os experimentos deste trabalho serdo feitos em duas dimensdes, o
tipo de movimento a ser avaliado sera o rastejamento celular. Esse processo ocorre de uma
maneira bastante mecanica, comecando com a propulsdo da parte frontal da célula, causada
pela polimerizacdo de redes de actina. Apds, ha a adesao da parte frontal ao substrato, segui-
da da contracdo da parte posterior da célula e, por fim, o deslocamento do centro de massa da
célula para frente (HUBER et al., 2013). Para efetuar esse deslocamento, a célula se utiliza da
formacdo e degradacdo de lamelipddios e filopdédios para se aderir ao substrato e se mover
para frente. Essas estruturas sdo formadas pela constante organizagao, polimerizagdo e despo-
limerizacdo de actina — mediada por uma ampla gama de proteinas, entre as quais se desta-
cam as Rho GTPases (PARSONS; HORWITZ; SCHWARTZ, 2010) —, formando fibras que pressio-
nam a parte frontal da célula, obrigando-a a se langar para a frente. Filopddios sdo prolonga-
mentos menores, mas mais compactados, de redes de actina polimerizada que ficam perpen-
diculares as bordas da célula, com a funcdo de explorar o meio em que a célula se encontra e
com fung¢des importantes na embriogénese e cicatrizagdo. Lamelipddios sdao prolongamentos
formados por redes de actina mais uniformes e menos concentradas, abrangendo areas maio-
res quando comparadas aos filopddios. Esta estrutura parece ser responsavel pela maior velo-
cidade de movimento, visto que queratécitos de peixe — células que ndo possuem formacgdo de

filopddios — apresentam alta mobilidade celular (HUBER et al., 2013).

Atualmente, foi mostrado que o movimento celular em uma dimensdo é muito mais se-
melhante ao movimento celular em trés dimensdes (o equivalente in vivo) do que em duas
dimensdes (o equivalente in vitro), pois 0 movimento das células tende a ser para frente e ndo

para os lados (DOYLE et al., 2009), sendo guiados por fibras presentes na ECM.

Em um trabalho recente, Friedl et al. fizeram uma revisdo voltada para o movimento ce-

lular coletivo. Nesse trabalho, é mostrado que had mais de uma maneira de as células se move-
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rem coletivamente, as quais sdo muito dependentes da adesdo entre proteinas especificas
entre as células e entre as células e a ECM (FRIEDL et al., 2012). Devido a importancia que o
movimento celular coletivo possui (natural ou patologicamente), alguns grupos simularam a
segregacdo e o comportamento migratdrio desses sistemas (BEATRICI; BRUNNET, 2011;

KABLA, 2012).

Nesse trabalho, a andlise quantitativa e qualitativa da mobilidade celular sera feita por
meio do cdlculo da difusividade de algumas células. Um sistema difusivo pode ser caracteriza-

do pela maneira como os deslocamentos |Ax| dependem do tempo At, isto é
) D
tllm |Ax| = EM“ , (D

. - e 1 . e 1
em que D é o coeficiente de difusdo e a = 5 caracteriza uma difusdo normal, a > > um pro-

e 1 e . .
cesso superdifusivo e a < 2 Um processo subdifusivo Um a maior do que um descaracteriza

um sistema difusivo. Aqui deslocamentos entende-se pela distancia entre as posicdes do cen-
tro de massa da célula em um dado tempo e o tempo inicial. Desvios da difusdo normal indi-
cam a presenca de outros fatores além de um movimento aleatério, ou seja, células que apre-
sentem um padrao difusivo normal ndo tendem a ter fatores influenciando seu movimento,
seja para algum lado ou com alguma velocidade. Para a caracterizacdo do movimento celular
como subdifusivo, normal ou superdifusivo, pode-se tragar em escala log-log o grafico da mé-
dia dos deslocamentos celulares versus os intervalos de tempo: o coeficiente angular da reta
resultante é o expoente a da Equacdo 1. Uma vez determinado o expoente, pode-se tragar o
grafico, em escala linear, de |Ax| versus At®. Tragando um grafico da distancia até o ponto
inicial versus o tempo em escala logaritmica, podemos determinar a o Coeficiente de Difusao,

calculado como o coeficiente angular da reta.
1.4. Dimensao Fractal

Mandelbrot foi o primeiro matematico a usar a ideia de fractais como uma geometria
aplicavel a formas naturais (MANDELBROT, B.; 1983). Fractais sdo padrbes que ndo se encai-
xam na descri¢do feita pela geometria classica, visto que a medida adequada a formas fractais

escala com expoentes fraciondrios da medida de comprimento.
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Por exemplo, considere a superficie de Koch, construida como ilustrado na Figura 1: par-
tindo de um segmento de reta de comprimento € = 1, divide-se o segmento em trés partes

iguais e introduz-se na porc¢do central dois segmentos de 1/3 do segmento inicial, fazendo um
angulo de 60° com a horizontal. O comprimento total dos 4 segmentos fica, ent3o, %. A se-
guir, repete-se o procedimento para cada um dos 4 segmentos, ficando entdo com 16 segmen-
tos de 1/9 de comprimento, isto €, o comprimento total fica %. Repetindo ad infinitum, dado

que a cada passo o comprimento total aumenta, temos infinitos segmentos de reta cujo com-
primento total vai a infinito. Neste caso, comprimento ndo é uma medida adequada para essa
figura. Por outro lado, pode-se mostrar que drea a = €2 de também n3o é adequada: a area

da borda da figura de Koch vai a zero. H3, no entanto uma medida finita para o tamanho dessa

Figura 1. Superficie de Koch. A. Processo de construcdo da superficie de Koch. B. Figura

figura.

apods 5 passos de construcdo.

Computacionalmente essa medida pode ser realizada seguindo diferentes algoritmos.
Focaremos no algoritmo conhecido como box counting (MANDELBROT, B.; 1983). Inicia-se com
uma grade quadrada de lado £ sobre a figura. Conta-se o numero de quadrados que contém
alguma parte de imagem de interesse, deixando de lado aqueles quadrados vazios. Repete-se
esse procedimento para redes com tamanho € cada vez menor. Em um grafico de escala loga-
ritmica o comportamento do nimero de quadrados preenchidos versus o inverso do tamanho
dos quadrados tende a uma reta. A inclinacdo da reta é a dimensao fractal da figura. (Ver ma-

teriais e métodos).

Padrdes fractais ja foram descritos diversas vezes na biologia, como por exemplo para

correlacionar o padrao de crescimento de folhas com o tamanho de artrépodos encontrados
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(MORSE, D. R.; LAWTON, J. H.; DODSON, M. M.; WILLIAMSON, 1985), na vascularizacdo
(ZAMIR, 2001), no padrdo parenquimal mamografico (CALDWELL et al., 1990) e na patologia
(CROSS, 1997).

Figuras com dimensdo fractal tém caracteristicas geométricas nao triviais. No caso de
nosso trabalho, o traco interessante é a existéncia de lacunas de diferentes tamanhos, o que
reflete a falta de regularidade dos agregados e/ou suas bordas. Assim, a aplicacdo do conceito
de fractalidade ao estudo de linhagens tumorais pode trazer informac¢des em relagdo ao com-

portamento segundo o qual essas linhagens tendem a crescer.

1.5. Medidas de Migracao e Invasao Celular

Em um estudo recente, Kramer et al. fizeram uma revisdo sobre os modelos e ensaios
existentes para avaliar migracdo e invasao celular (KRAMER et al., 2013). A revisdo esta sepa-
rada em trés tipos de experimentos: ensaios de migracdo, ensaios de migracdo em capilar e

ensaios de invasao.

No geral, os ensaios possuem o mesmo principio (por exemplo, medida da migracdo ce-
lular através da area ocupada pelas células ao decorrer do tempo), desenvolvido de formas

diferentes.

Alguns dos ensaios de migracdo consistem em avaliar a drea na qual as céluas migram
(Wound Healing, Cell Exclusion Zone Assay, Fence Assay, Micro-Carrier Bead Assay,Fence As-
say, Spheroid Migration Assay), ou seja, como as células migram em um determinado espaco
de tempo, com monitoramento por meio de imagens obtidas por microscépio em intervalos
de tempo determinados. Outros consistem em avaliar a distancia de migragdo das células (Sin-
gle Cell Motility Assays), que também podem ser monitorados via microscopia. Outros ainda
consistem na contagem de células que migraram por uma membrana (Transwell Migration
Assay) ou que migram através de uma ponte (Capillary Chamber Migration Assay), ambos os
testes tendo como principio as células migrando em dire¢do a uma condicdo preferencial (um
guimioatrator ou um meio mais nutritivo), e o resultado é obtido através da contagem de célu-
las.Entre os ensaios descritos, o Wound Healing é um dos mais usados, por ser um experimen-

to bastante simples, de facil analise e praticamente sem custos, mas que permite avaliar a
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migracdo celular através da seccdo; ndo podendo, entretanto, ser submetido a um tempo mais

longo de exposicao, pois a multiplicacdo celular pode ser confundida com a migracgao.

Em relacdo aos ensaios, alguns deles também consistem em avaliar a area de alguma
condicdo, seja a drea de invasdo ou a area de ECM degradada. Ensaios como o Platypus Invasi-
on Assay e o Spheroid Invasion Assay podem ser avaliados pela drea de invasdo e facilmente
monitorados através de imagens de microscopia, enquanto o Gelatin Degradation Assay mede
a drea de degradacdo de uma ECM fluorescente conforme a célula se move, podendo também
ser monitorada por microscépio. Também hd ensaios de invasdo que utilizam a contagem do
numero de células como método de avaliagdo, como o Transwell Invasion Assay (praticamente
igual ao Transwell Migration Assay, mas com uma camada de ECM sobre a membrana pela
qual as células passam) e o Sheroid/Monodispersed Cell Invasion Assay, no qual as células pre-
sentes em uma suspensao invadem pequenas esferas de células de outro tipo, podendo o re-
sultado ser medido em fluorescéncia e, a partir dai, contagem de células. Por fim, ha os estu-
dos de invasdo baseados na distancia percorrida (3d Cell Ttracking) e na profundidade da inva-
sdo (Vertical Gel Invasion Assay), o primeiro sendo facilmente avaliado por microscopia e o

segundo por contagem de células marcadas fluorescentemente.

Analisando, nenhum dos métodos descritos pelos autores é universal, isto é, eles preci-
sam ser adaptados para certas condi¢cdes dependendo de como o experimento é feito (e.g.
tamanho dos poros das membranas, tipo de meio envolvido, tipo celular, tempo de analise) e
alguns ndo podem tdo facilmente ser desenvolvidos (e. g. a demanda de tempo é muito gran-
de, possuem um alto custo, é necessario que se tenha um alto conhecimento técnico na érea).
Dessa forma, ensaios que possam caracterizar mobilidade celular fazem-se necessarios, tanto

na area de migra¢do, quanto na area de invasao.

Além disso, os mecanismos de migracdo celular sdo bastante complexos, o que faz com
que o processo esteja longe de ser completamente elucidado. Abordagens experimentais ca-
pazes de acompanhar células individualmente fazem-se necessarias, principalmente para o
desenvolvimento de simulagdes mais coesas com a realidade. Alguns experimentos desse tipo
ja foram desenvolvidos, embora os parametros analisados sejam, quase que na totalidade dos

experimentos, velocidade, distancia percorrida e caminho.

Esse trabalho apresenta uma proposta desse tipo de experimento, sem que interferen-

tes (por exemplo, marcadores) sejam utilizados.
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2. Objetivos

2.1. Objetivos Gerais

Objetivos gerais desse trabalho consistem na proposta de uma nova medida in vitro para
migracao e invasao celular e correlacdo entre o potencial metastdtico de uma linhagem celular
e suas caracteristicas (dimensdo fractal, difusividade e tamanho dos agregados formados), no
intuito de desenvolver uma nova metodologia para a caracterizacdo de linhagens e tipos celu-

lares.

2.2. Objetivos Especificos

Entre os objetivos especificos, podemos citar

e A caracterizagdo do processo difusivo, da dimensao fractal e dos tamanho dos
agregados formados (clusters);
e acorrelacdo entre essas caracteristicas e o perfil de cada linhagem;

e 0 estabelecimento de um protocolo para efetuar as medidas.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Escolha das Linhagens

Para esse trabalho, foi usada uma linhagem celular: a MCF7, proveniente de cancer de
mama humano (Homo sapiens). Essa linhagem é de células com crescimento moderado e um
perfil intermedidrio entre epitelial e mesenquimal, de forma que ndo sdo muito invasivas, mas
mantém a capacidade de invasdo de tecidos, além de possuirem uma menor capacidade de
migracdo (http://www.atcc.org/Products/All/HTB-22.aspx#357C3571006A4259B64650D34DF
19048). A linhagem foi gentilmente cedida pelo laboratério do Prof. Dr. Guido Lenz, pertencen-

te ao Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

3.2. Cultivo Celular

As células foram cultivadas em meio DMEM Low-Glucose (Invitrogen), suplementadas
com 10% de Soro Fetal Bovino e 1% de antibidtico (Ampicilina e Streptomicina), sendo manti-
das a 37°C em estufa de CO, a 5%. Para a manutencgao das culturas, as células foram tripsiniza-
das com uma solugdo de tripsina (Sigma-Aldrich) e EDTA (ZHANG; LONG; DING, 2012) uma vez
por semana, e uma quantidade de 1x10° células/mL foi depositada em cada garrafa apds cada

tripsinizagao.

3.3. Aquisi¢cao de Imagens

Para os experimentos, as células foram tripsinizadas em fase estacionaria, com conflu-
éncia de 90-95% da garrafa. As células foram contadas em Camara de Neubauer e a viabilidade
celular foi medida com Azul de Trypan a 0,2%, e um numero entre 5 x 10% e 1 x 10° células/mL

foi colocado em placas de 24 pogos. Durante a aquisi¢do de imagens, HEPES (Invitrogen) a 20
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mM foi adicionado ao meio de cultura utilizado, segundo protocolo do fabricante. A tempera-
tura foi mantida durante todo o experimento. Durante as trés primeiras horas, as células fo-

ram deixadas para sedimentar, sem que fotos fossem tiradas.

As imagens foram adquiridas por microscépio éptico invertido (Olympus, modelo 1X70),
com as objetivas de 10x e 20x. O programa utilizado para a obtencdo de imagens foi o QCaptu-
re Pro (http://www.gimaging.com/products/software/qcappro7.php), o qual registrava as

imagens em intervalos de um ou trés minutos, durante periodos entre 20 e 72 horas.

3.4. Processamento de Imagens, Medidas de Difusividade, Tamanho dos Agregados e Dimen-

sao Fractal

Para as analises, dois sets de imagens adquiridos em dois dias e duas condi¢cGes experi-
mentais diferentes (quantidade de células e aumento da objetiva) foram utilizados, de forma
que s3o experimentos para fins distintos: o primeiro set (5 x 10° células/mL e objetiva de 10x)
foi utilizado para a medida da difusividade e o segundo (1 x 10° células/mL e objetiva de 20x).
Para o processamento, capturamos imagens com intervalo de 30 minutos cada, totalizando

1080 minutos.

As imagens foram processadas com software especifico para processamento de ima-
gens, Imagel (http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html), o qual foi desenvolvido pelo NIH (National
Institute of Health). As imagens adquiridas foram passadas para 8-bits e, em seguida, o plugin
“enhance contrast” foi utilizado com a saturagdo de 0.9% e as opgdes “normalize” e “equalize

histogram” marcadas.

Para as medidas de difusividade, as imagens obtidas a cada trinta minutos foram soma-
das, de forma que a posicao das células escolhidas ficasse marcada na imagem composta pela
sobreposicdo da anterior e da posterior, mostrando o local em que as células estavam nas
duas imagens (Figura 2). Para verificar a distancia da célula até sua posig¢ao inicial, anotamos a
posicdo de cada célula na imagem inicial e em cada tempo posterior, de modo que cada célula

. s e~ - P . e .. .~ - AT .
possuira uma posi¢do 1, = (i, j) na imagem inicial e uma posi¢do 7. = (i’,j') na de interesse. A

distancia foi calculada em pixels como

IAx] = -2+ G-j)*  , (2
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e, com os resultados obtidos, foi tragcado um grafico logaritmico da distancia versus o tempo, e

o expoente a da Equacdo 1 foi obtido medindo-se o coeficiente angular da reta neste grafico.

Figura 2. Exemplo de figura sobreposta para calcular a distancia percorrida por uma cé-

lula. As setas vermelhas indicam a posicdo de uma célula em t1 e t2, com intervalo entre eles
de trinta minutos. As setas verdes indicam as células que em algum momento do intervalo 0-
1080 minutos migraram de alguma forma, podendo ou ndo serem pertencentes a clusters
(setas em azul). Os numeros indicam as células escolhidas para serem acompanhadas. Nime-

ros repetidos sdo devido a sobreposi¢cdo de imagens.

Para as medidas de tamanho dos agregados, foram escolhidas quatro imagens do au-
mento da objetiva de 20x. As imagens escolhidas tinham uma diferenga de 330 minutos cada.
Em cada imagem, os agregados de tamanhos 1, 2, 3-5, 6-10 e maiores que 10 células foram

contados, e os resultados obtidos sdo mostrados em um grafico.

Para a analise da dimenséo fractal, as imagens utilizadas foram a da figura 6A (as das ob-
jetivas de 4x) do trabalho desenvolvido por Horiuchi et al. (HORIUCHI et al., 2012). Nesse expe-

rimento, os autores cultivaram as células de quatro linhagens celulares diferentes em uma
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matriz tridimensional, o que possibilita ver o comportamento do crescimento dos agregados
celulares. As imagens escolhidas (Figura 3) foram seccionadas em quadrados de lado 3; 2,5; 2;
1,5; 1;0,8; 0,7; 0,6; 0,5; 0,4; 0,3 e 0,2 centimetros, formando redes quadradas com um deter-
minado comprimento de lado. Apenas quadrados que contivessem uma célula ou ao menos
uma parte de célula foram contados. Para o célculo da dimensdo fractal, foi tragado um grafico
logaritmico do niumero de quadrados contados versus o lado, e o coeficiente da dimensdo

fractal foi calculado como a inclinagdo da reta.

A DMSO Purvalanol A Dinaciclib
Day 0 Day 6 Day 6 Day 6
o)
= [=]
115
g_ =
5
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5[5
T2

Triple-negative

4X Objective

Figura 3. Figuras escolhidas para a medida da dimensdo fractal. Em retangulos amarelos,
as figuras escolhidas para o calculo da dimensdo fractal, retiradas do experimento de Matrigel

3D de Horiuchi et al.
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4, Resultados

4.1. Coeficientes de Difusao e a

Imagens para o calculo do a, obtidas utilizando-se as objetivas de 10x e 5x10” células/mL

(Figura 4).

Figura 4. Imagem da cultura de células MCF7 obtida com aumento de 10x. A. Imagem
obtida diretamente do software, sem processamento. B. Imagem obtida apds processamento

descrito no item 3.4.
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Na andlise da difusdo, foram encontradas células que ndo se moveram em momento
nenhum, células que estavam sozinhas e se moveram e células que se dissociaram do cluster
em que estavam e se moveram. O numero de células pertencentes a cada grupo pode ser visto
abaixo (Tabela 1). Com o passar do tempo, mais células individuais foram observadas, o que
pode ser explicado pelo aumento de células precipitadas ou a dissociacdo de células de seus

clusters.

Tabela 1. Nimero de células pertencentes a cada grupo. G1: Total de células individuais;
G2: Total de células individuais que movem-se ao menos uma vez durante o intervalo 0:1080

minutos; G3: Células inicialmente pertencentes a clusters que dissociaram-se e movem-se.

Tempo
0 30 60 90 120
G1 16 17 19 21 20
G2 4 5 5 6 6
G3 3 3 4 5 4

Por ndo ter um movimento difusivo considerdvel, a célula 11 (mostrada na Figura 1) foi

excluida do calculo.

Pelo experimento, foi possivel constatar que a porcentagem de células que migram apds
terem se dissociado de um cluster foi de 40%. Além disso, foi possivel constatar que a porcen-
tagem de células que se movimentam em rela¢gdo ao nimero de células individuais foi de 50%.
Entretanto, devido ao pequeno nimero de células, tais valores devem ainda ser validados por

experimentos mais extensivos.

As dez células monitoradas durante o intervalo de tempo 0-1080 minutos apresentaram
comportamentos migratérios bastante diferentes. Algumas células se moveram distancias
consideraveis, enquanto outras se moveram durante uma pequena distancia e depois pararam
de se mover. Em relagdo as células pertencentes a clusters, pode ser notado um esforgo para
que as células se dissociassem do cluster, permanecendo por um certo tempo préoximas do

mesmo local.

Na Figura 5, o valor de |Ax| de cada célula em cada tempo foi plotado, possibilitando
que a trajetéria de cada célula durante o experimento pudesse ser monitorada. Se tragarmos

um circulo onde a posicdo em um tempo t da célula esta sobre a circunferéncia e a posicdo
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inicial (t=0) é o centro, o raio do circulo indicard o |Ax|. Isso significa que inclina¢bes positivas
da linha que liga os pontos indica um maior afastamento em |Ax| do centro, enquanto inclina-
¢Oes negativas indicam uma reaproximacado do centro. Pode-se notar que algumas células osci-
lam entre uma certa regido, ao passo que outras parecem ter uma direcdo mais especifica,

distanciando-se do ponto inicial, indicando a possibilidade de um movimento aleatério.
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Figura 5. Deslocamento das células em relagdo a posicdo inicial durante o experimento.
Nessa figura, é possivel ver o monitoramento do deslocamento a partir do ponto inicial (em
modulo) em pixels de dez células diferentes ao passar do tempo. Inclinagdes positivas indicam

distanciamento do ponto inicial, enquanto inclinagdes negativas indicam aproximacao.
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Deslocamento Médio
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Figura 6. Deslocamento médio das células. As barras indicam o Erro Padrdo da média de

|Ax|. A linha preta indica a tendéncia da difusividade, com a equag¢do mostrada. R? é o Coefici-

ente de Determinacdo.

Logaritmo do Deslocamento Médio

log|Ax| =1,5186(logt) - 1,5541
2,9 R?=0,9695

log | Ax| (pixels)
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Figura 7. Logaritmo do deslocamento médio das células. A linha preta indica a tendéncia

do logaritmo do deslocamento, com a equacdo mostrada. R? é o Coeficiente de Determinacio.
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A inclinagdo desta linha da uma estimativa do coeficiente de difusdo destas células neste expe-

rimento.

Pela Figura 7, pode-se notar que que o deslocamento médio das células no grafico log-
log, embora apresentem flutuagdes, é bem descrito por uma reta, o que poderia indicar uma

difusdo normal.

No entanto, a inclinacao da reta de tendéncia da Figura 6, obtém-se que o valor de a =
1,5186. Como o t da Equacao 1 estd sendo elevado a um expoente maior do que %, o Coeficien-
te de Difusdo ndo sera calculado, pois esse sistema se apresentou como nao difusivo, podendo
ser considerado balistico. Este valor significa que os intervalos de tempos escolhidos para a
monitora¢do dos deslocamentos é da ordem ou menor que os intervalos de tempo tipicos em

gue a direcdo dos movimentos celulares perdem autocorrelacao.
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4.2. Distribuigdao de Tamanhos de Agregados

Imagens escolhidas para a distribuicdo de tamanho dos agregados, obtidas com a objeti-

va de 20x e 1x10’ células/mL (Figura 8).

Figura 8. Imagem da cultura de células MCF7 obtida com aumento de 20x. A. Tempo de

experimento igual a 0 minutos. B. Tempo de experimento igual a 330 minutos. C. Tempo de
experimento igual a 660 minutos. D. Tempo de experimento igual a 990 minutos. Os circulos
amarelos indicam exemplos de agregados que podem ser vistos fusionando-se com o passar

do tempo.

Os resultados das contagens mostraram que o numero inicial de agregados tende a di-
minuir conforme o tempo passa. Na Figura 9, podemos ver que os agregados de tamanho 1

sdo os que mais drasticamente diminuem de quantidade conforme o tempo passa.
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Distribuicao do Tamanho dos Agregados
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Figura 9. Distribuicdo do tamanho dos agregados.

Pode-se ver que os tamanhos mais comuns para os agregados sdo 1 (células separadas)
e de 3 a 5 células. A distribuicdo de tamanho de agregado varia com o tempo, conservando o

numero de células (morte ou mitose ndo foram observadas em numero significativo).

Como pode ser visto na Figura 8, os agregados tendem a se fundir, formando agregados
de tamanho cada vez maiores, principalmente no aumento do nimero de células nos agrega-

dos de tamanho acima de 10, indicando que a tendéncia é de agregacao celular.

4.3. Dimensao Fractal dos Agregados

As imagens retiradas de (HORIUCHI et al., 2012) mostraram-se capazes de validar o teste

da dimensdo fractal.

Na Figura 10, pode-se ver os resultados obtidos para cada figura. Nos graficos log-log es-
tao plotados todos os pontos obtidos de acordo com a contagem e os pontos escolhidos para o
ajuste da curva. Pode-se ver que os pontos finais (os que aparecem em azul) aparentemente
trocam de inclinagdo, mostrando que, para essa escala, a dimensao fractal seria diferente da
obtida. A figura que apresentou uma menor dimensdo fractal foi a E, que é mais irregular nos

quesitos tamanho e forma dos agregados.
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Figura 10. Graficos da Dimensao Fractal de cada figura. Barra de escala = 10 um. N: NU-
mero de quadrados contados. |: lado do quadrado em centimetros. Os pontos em azul corres-
pondem a todos os pontos obtidos com a contagem, enquanto os vermelhos sdo os utilizados
no ajuste da curva, escolhidos com o intuito de formar uma reta. O Coeficiente de Determina-

¢do indica que a curva ficou bem ajustada.

Tabela 2. Tamanho do ultimo lado anotado e valor da Dimensao Fractal obtido.

Figura Tamanho do Lado (Ultimo) Valor da Dimensao Fractal
A 0,5cm 1,6884
B 0,5cm 1,6671
C 0,6 cm 1,6058
D 0,6 cm 1,5332
E 0,2cm 1,4829
F 0,4cm 1,6988

Os valores de lado obtido foram para o uUltimo valor utilizado no ajuste da curva.

As figuras escolhidas para a obtencdo da dimensdo fractal apresentaram comportamen-
tos bastante parecidos dentro de uma escala especifica: para o aumento de 4x, pode-se dividir
as figuras em quadrados de lado até 0,5 cm para se tragar um perfil fractal; para valores meno-
res de lado, os quadrados ja sdo da ordem do tamanho das menores células, isto &, atinge-se o

cut-off inferior para o tamanho dos quadrados.

Duas das imagens mostraram um tamanho de lado do ultimo ponto escolhido menor
que 0,5 cm (Tabela 2). Todas as figuras apresentaram dimensdes fractais ao redor de 1,6, com
excecdo da figura A, com Dimensao Fractal da ordem de 1,4. Por inspecdo visual, pode-se no-
tar que o tamanho das células variam mais, apresentando muitas células isoladas, enquanto
que as outras figuras, apresentam cluster mais regulares e menos células isoladas. Essa é jus-

tamente o tipo de informagao que a medida de dimensao fractal pode fornecer.
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5. Discussao

5.1. Potencial Metastatico e Difusividade

A capacidade de migracdo é um processo preliminar a capacidade de invasdao de um te-

cido. Por isso, células com um alto grau de invasdo tendem a ser bastante moéveis.

Considerando que as células escolhidas para desempenhar os experimentos sdo células
intermedidrias entre perfis epitelial e mesenquimal, sendo mais para o epitelial, espera-se que
elas ndo apresentem o perfil de movimento cldssico de uma célula mesenquimal — migracao
elongada (FRIEDL; ZALLEN, 2010). O tipo de migracdo apresentado pelas células (movimento
ameboide — células com corpo redondo ou elipsoide, formacgdo principalmente de blebs, em-
bora também haja formacao de filipddios, e baixa adesdo ao substrato) é um indicativo de que
a EMT nessa linhagem celular ndo foi um processo tdo drdstico quanto o que acontece em
linhagens mais invasivas (KRAMER et al., 2013). E importante salientar que o substrato de ade-
s3o das células pode resultar em um processo migratério completamente diferente (THERY et

al., 2006).

Conforme esta mostrado na Figura 4, as células possuem um comportamento de migra-
¢do bastante heterogéneo, de modo que no mesmo tempo nem todas as células movem-se a
mesma distancia e para um lado preferencial para cada célula — até mesmo células que tive-
ram um raio de deslocamento maior apresentaram oscilagdes durante o trajeto. Esse tipo de
comportamento é visto em sistemas difusivos em geral, no qual os elementos que difundem

percorrem caminhos intermediarios até chegarem ao ponto final, conforme Figura 11:

®
] f

RN

Figura 11. Exemplo de trajetdria difusiva. Ponto inicial representado por i; o final, por f.

33

——
| —



Para as células que mostraram preferéncia de movimento em relacdo a uma diregao,
pode ser que possuam uma maior polarizacdo dos elementos responsaveis pelo deslocamento
em um lado especifico da célula, o que explicaria o deslocamento preferencial mesmo que nao
haja um quimioatrator especifico no meio. Comportamentos difusivos sao caracterizados pela
perda de correlacdo da direcdo do movimento em intervalos de tempo caracteristicos do sis-
tema. A difusdo atdmica em um gds, por exemplo, é caracterizada pelo movimento retilineo
dos atomos entre colisdes. Tais colises tém o efeito que pode ser modelado pela mudanca
aleatéria da direcdo do movimento dos atomos. O livre caminho médio é o tamanho tipico
entre colisGes sucessivas e é percorrido durante intervalos de tempos também tipicos para
cada sistema. Caso a observagdo acontega em intervalos de tempos menores que esse interva-
lo tipico, ndo serd observado o comportamento difusivo. Ndao podemos descartar que neste
experimento o intervalo de tempo de 30 horas n3o seja ainda pequeno para que caracteriza-

¢do da difusao.

Por outro lado, o movimento dos atomos entre colisdo é tipicamente uniforme, sem
aceleracdo. Isto significa deslocamentos que aumentam com a primeira poténcia de t, isto é,
|Ax|~t, enquanto que o comportamento difusivo |Ax|~t1/2. Assim, & medida que o tempo de
observacdo aumenta, observamos uma transicdo do expoente 1 para 1/2. O que observamos,
no entanto, é que os expoentes sdo maiores que 1, indicando que o movimento em tempos

pequenos parece ser acelerado.

Entretanto, ao efetuarmos os célculos da média da difusividade média das células, o sis-
tema mostrou-se nao difusivo. Na Figura 6, fica evidente que nesse sistema, o tempo influen-
cia com um expoente maior que 1, visto que a tendéncia ndo é linear, e menor que 2, o que
indica que ndo é uma parabola: um indicativo de um sistema acelerado, mas talvez ndo uni-
formemente. Um a intermedidrio entre esses dois nUmeros mostra que a relagdo do sistema
nao é balistica, ou seja, ndo pode ser descrito através de MRU, tampouco podendo ser descrito
como MRUYV, pois ndo apresenta uma acelera¢do constante. O sistema de migragao estudado
aparentemente é pode ser descrito como MRV, o que desqualifica ser um processo difusivo.
Isso indica que as células tem um componente de aceleragdo no sistema que ndo é constante,
de forma que a célula ndo mantenha a mesma velocidade nem a acelera¢do durante o seu
percurso. Devido ao alto valor obtido para o Coeficiente de Determinagdo, pode-se considerar
que o resultado é valido, mas experimentos mais extensivos devem ser realizados para validar

este resultado.
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Uma explicacdo possivel para o fato é que células sdo sistemas mais complexos que os
modelos cldssicos de difusao estudados, considerando ainda que a heterogeneidade bioquimi-
ca de cada célula influencia fortemente na sua migracdo, adesao ao substrato e fixacdo em um
local especifico (podendo ser uma outra célula, um substrato proteico ou simplesmente uma
superficie), portanto possuem um comportamento mais irregular em relacdo a modelos ja

descritos (SCHMIDT; FRIEDL, 2010).

Esse fato ndo invalida o estudo, mas mostra que condi¢des diferentes — como substrato
ou linhagem celular — podem (e provavelmente o fazem) mudar o comportamento migratério
de um sistema e as equacgdes que o descrevem. Segundo o experimento feito, células com um
perfil mesenquimal ndo elevado ndao podem ser classificadas segundo um padrdo difusivo
guando avaliadas in vitro, embora isso possa ndo ser vdlido quando avaliado in vivo. Em rela-
¢do a outras linhagens celulares mais ou menos mesenquimais, ndo se pode afirmar que esse
comportamento se repetiria, necessitando que mais experimentos sob os mesmos moldes,
mas variando condicGes diferentes (substrato, linhagem, presenca de quimioatrator) para que

se tire mais conclusdes.

5.2. Potencial Metastatico e Tamanho dos Agregados

Células em geral tendem a formar tecidos, mas nem sempre estes sdo de mesmo tama-
nho e mesma compactagdo. Enquanto células epiteliais tendem a formar laminas bastante
confluentes, fibroblastos, por outro lado, possuem um maior espalhamento, bem como uma

maior quantidade de intersticio entre eles.

Células que passaram pelo processo de EMT tendem a adquirir caracteristicas mais me-
senquimais, entre as quais esta a preferéncia pela migracdo individual, embora casos em que
células mais mesenquimais apresentem migracdo coletiva sejam observados. Seguindo essa
légica, as células possuem mais ou menos proteinas de adesdo célula-célula, o que torna pos-
sivel se desgrudar do cluster e migrar ou migrar juntamente com algumas células (FRIEDL et

al., 2012).

Ao mesmo tempo, o movimento coletivo de células pode ser utilizado para questdes fi-
sioldgicas normais, como em processos de embriogénese e cicatrizagdo, necessarios para

qualguer animal (KABLA, 2012). Em relagdo ao tamanho dos agregados formados, foi notada a
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tendéncia de adquirir confluéncia por parte das células. Como pode ser visto na Figura 8, o
numero de células individuais cai consideravelmente conforme o tempo de experimento pas-
sa. Além disso, pode ser constatado que o tamanho dos clusters tende a aumentar, como é

mostrado na Figura 7, formando cada vez menos agregados, porém, com um tamanho maior.

Como ja foi discutido anteriormente, o perfil das células da linhagem MCF7 ndo é muito
mesenquimal, o que é um indicio de um alto nimero de moléculas de adesdo célula-célula.
Entretanto, fica claro que, com o passar do tempo, os clusters movem-se para fusionarem-se,
em condi¢Ges que ja foram previamente descritas (FRIEDL et al., 2012; KABLA, 2012) e que, de
certa forma, podem ser vistos como 0 mesmo processo que acontece em um experimento de

Wound Healing (KRAMER et al., 2013).

Quando se fala em movimento coletivo, sabe-se que a densidade celular do sistema em
questdo interfere no comportamento das células (KABLA, 2012), portanto uma variagdo na
quantidade de células envolvidas no experimento pode resultar em um resultado completa-
mente diferente, mesmo que a mesma linhagem seja usada e as condi¢Ges experimentais se-

jam mantidas.

5.3. Potencial Metastatico e Dimensao Fractal

O crescimento de tumores é um processo complexo, pois nem sempre tumores crescem
na mesma velocidade (considerando migragdo e divisdo celular). Sabe se que tumores mais
ramificados costumam ser mais invasivos, tanto por causa da velocidade de espalhamento,
qguanto por causa da distancia do centro. Simulagdes mostraram que tumores crescem com
ramificacGes, fato que indica a malignidade de um tumor, bem como a morfologia e as irregu-

laridades (BEARER et al., 2009).

A caracterizacdo de um tumor a partir da sua dimensao fractal € um bom indicativo de
malignidade, visto que quanto mais irregular for um tumor, maior sera sua fractalidade. A figu-
ra que apresentou o menor valor para a inclina¢do da reta foi a Figura E (da Figura 3), pois
dentro de um mesmo tamanho de analise que as outras, é a que tem a maior variagdo no ta-
manho de cada agregado em crescimento, e é justamente a amostra menos simétrica (em
forma e tamanho). Figuras como a 1, a 2 e a 6, que possuem uma mudanca drastica no tama-

nho de cada agregado, ndo possuem uma dimensdo fractal tdo grande justamente por que o
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tamanho de quadrado a ser analisado fica inadequado, ou para os agregados maiores, ou para

Ou menores.

Olhando a parte dos graficos, pode se notar que quando o tamanho do quadrado esco-
Ihido é muito pequeno, o agregado tende a perder a sua caracteristica fractal, pois muitas ve-
zes o que estd sendo considerado como irregularidade pertence a célula em si e ndo ao agre-
gado. Isso pode ser confirmado pela mudanca na inclinacdo da reta a partir dos pontos marca-

dos em azul.

Considerando que o crescimento irregular de um tumor ndo possui mudancas drasticas
de tamanho, tumores mais invasivos provavelmente teriam um dimensao fractal menor que

tumores com mudangas mais drasticas no tamanho de suas ramificacdes (BEARER et al., 2009).

Para que seja possivel avaliar a irregularidade da borda de um agregado, o tamanho do
quadrado escolhido deve ser diminuido, além de adaptar o algoritmo para medidas de Dimen-

sdo Fractal de bordas.

Uma alternativa seria medir a borda de agregados com objetivas de maior aumento,

tornando possivel utilizar o mesmo tamanho de quadrado sem perder a qualidade da andlise.
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6. Conclusoes

6.1. Conclusao Geral

No geral, os objetivos do trabalho foram concluidos, tornando esse um ensaio bastante
simples sob o qual é possivel avaliar a malignidade de uma linhagem celular. Pelo que pbde ser
constatado, as condi¢bes e pardmetros analisados serviram para descrever uma linhagem,
mas, como é um ensaio novo, este precisa ser validado em outras condi¢cdes, como linhagens

diferentes e substratos.

6.2. Conclusoes Especificas

6.2.1. Condigoes de Experimento

No geral, as condi¢des de experimento foram satisfatérias, pois os resultados foram ob-
tidos sem que houvesse interferéncias (morte celular devido ao tamponamento ou a tempera-
tura; células em condi¢bes inadequadas, como mitose). Para os testes de difusividade, o au-
mento de 10x se mostrou propicio, pois permite que as células sejam monitoradas por uma
longa distancia e a quantidade de células utilizadas foi adequada para manter uma média, ao
passo que as células tinham espago para migrar. No entanto, falta ainda determinar quais in-
tervalos de tempo seriam os mais adequados. Para os testes de tamanho dos agregados, o
aumento utilizado possibilitou ver as fusdes de clusters muito préximos, de forma que o tama-
nho do cluster possa ser controlado. O niumero de células utilizado conseguiu validar o expe-
rimento, porém um numero menor de células deve ser testado para ver qual a melhor condi-
¢do e aumentar a estatistica, possibilitando uma melhor caracterizacdo. Em relacdo aos expe-
rimentos de dimensao fractal, é necessario um tempo maior, para que o crescimento das cul-

turas possa ser monitorado. Entretanto, pode ser constatado que, em imagens com aumento
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de 4x, pode-se estabelecer um perfil de dimensao fractal para a cultura, embora talvez seja

mais interessante fazé-lo em um aumento de 10x.

6.2.2. Parametros Avaliados

Em principio, os parametros avaliados se apresentam como bons candidatos de indica-
dores do perfil mesenquimal de uma linhagem celular. De maneiras diferentes o perfil da li-
nhagem péde ser correlacionado, condizendo com os dados existentes na literatura. A aborda-
gem por trés lados diferentes (velocidade e tendéncia de crescimento, capacidade de migracdo
e medida da irregularidade de agregados) da uma visdo geral em areas distintas, mas que se

correlacionam quando levada em conta a malignidade do tumor ou da linhagem
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