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ANALISE DA SINCRONIA DO CICLO CELULAR ENTRE
CELULAS TUMORAIS CLONAIS E SUA RELACAO COM A
VARIACAO DE SENSIBILIDADE A QUIMIOTERAPIA

O comportamento tolerante das células tumorais, Autora: Daphne Torgo de Lemos Orientador: Guido Lenz
frente a quimioterapicos, € possivel devido a
diversos mecanismos moleculares que conferem a
elas a capacidade de sobreviverem a pressoes
seletivas impostas por um ambiente nocivo. Esse é Analisar quantas geracOes sao necessarias para que as celulas clonais constituam
o caso de células que experimentam os principais uma colonia com fendtipo dessincronizado.
efeitos toxicos dos agentes alquilantes quando
requerem passagem pela fase S do ciclo celular.
Ao trabalhar com colonias de células, que séao
derivadas da mesma celula Uunica, podemos
acompanhar qual o nivel de herdabilidade de
qualquer fendtipo, como, por exemplo, o de
tolerancia. Dessa forma, investigar a herdabilidade
do tempo de divisao entre células-maes e filhas
pode ajudar na investigacao da relacao entre as
fases do ciclo celular, que pode apresentar uma
duracdo de 18 horas ou até mesmo dias, e sua
correlacdo com a sensibilidade a terapia. Ao
analisar diretamente a flutuacdo do fendtipo de
células individuais através do marcador FUCCI
(que marca em fluorescéncia verde as fases
G2/S/M), podemos acompanhar a sincronia de
ciclo celular entre células da mesma colonia, de
forma que se todas as células dentro das colonias O i B O
estiverem sincronizadas, teriamos colonias verdes ® - >P- — o
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e colonias sem fluorescéncia. Se as ceélulas genomes 1° foto «—1_]
perdem sincronia conforme a colonia cresce e
ocorrem mais divisoes celulares, a porcentagem

de fluorescéncia verde dentro das colonias tera c—3
variacao, e isso fara com que 0 numero de S
colonias com celulas fluorescentes e nao-

fluorescentes misturadas aumente. A analise do T —
numero de geracOes necessarias para que células (G1/8) (SIG2/M)
clonais, que teoricamente possuem parentesco
proximo e portanto compartiiham o mesmo DNA,

sejJam dessincronizadas mostra a existéncia de 7/
possiveis diferentes respostas a quimioterapia de / (

Das células tumorais da linhagem U251 transduzidas com o plasmideo FUCCI
(Addgene pBOB-EF1-FastFUCCI-Puro) mantidas em cultura, 300 células foram
plagueadas por poco, em uma placa de 6 pocos, e cultivadas até formarem
colonias. As colonias foram fotografadas com o aparelho SpectraMax® MiniMax
Imaging Cytometer, seguindo a linha do tempo mostrada abaixo. A contagem de
células por colonia foi feita através do software ImageJ. Foram feitas simulacoes
para colonias de tamanhos diferentes e com diferentes tempos de fase (que
representa o quao dessincronizadas sao as celulas, pois ele € a diferenca de tempo
no ciclo entre duas células) e a distribuicdo simulada que mais se aproximou
da distribuicao experimental nos indicou qual é o tempo de fase entre as células de
uma mesma coldnia. Através da analise desses dados obtem-se o valor de Cev50,
gue € o numero de geracOes necessarias para alcancar o que representa metade
da dessincronizacao maxima. Calulas

plaqueadas

Modified Viral Plasmids

dias

2° foto«— |

dias

células com relacdo de parentesco préoximo, pelo
simples fato de elas terem sido dessincronizadas
ao longo das geracoes.
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— - Os resultados obtidos até o momento
indicam que o valor de CeV50 € 3.8, 0
gue significa que em 3.8 geracoes (que
resulta em torno de 14 celulas) as
células tém metade da
dessincronizacao maxima. Isso significa
gque essas colonias Jja podem
responder de forma diferente a
guimioterapia porque numa coldnia ja 0

k() existem ceélulas em diferentes fases do

— ciclo celular.
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