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RESUMO

A migragao celular € um importante processo envolvido em diversos eventos
biolégicos, tais como cicatrizagdo, inflamagdo, desenvolvimento embrionario,
transformacgdo celular e metastase de tumores. Portanto, o processo depende de
uma regulagdo precisa tanto dos sinais mecénicos, quanto dos bioquimicos
percebidos pelas células. Nesse sentido, a influéncia do meio extracelular no
comportamento das células, vem recebendo atengido especial, pelo seu destaque
nos processos biolégicos. A partir disso, a necessidade de melhor representar este
ambiente nos experimentos in vitro se torna evidente, uma vez que os experimentos
com culturas de células sdo comumente realizados sobre as superficies de vidro ou
plastico das placas de cultura. Assim, o0 presente tfrabalho traz a tona outras
abordagens possiveis para o estudo de migragéo celular, que englobam os aspectos
envolvidos no processo, inclusive a influéncia do meio extracelular, através da
utilizagio de técnicas, que ja vem sendo estudadas, que visam a semelhanca da
realidade celular. As interferéncias no processo migratério aqui abordadas sé&o
externas, incluindo desde o meio externo, como a rigidez do substrato e o papel das
adesdes, até a atividade de moléculas biologicamente ativas, presentes em venenos
animais como o da lagarta Lonomia obliqua. Em suma, as técnicas aqui
apresentadas pretendem auxiliar na obten¢fo de informagdes relevantes a respeito
da influéncia do meio externo sobre as célular, de forma a agregar conhecimento a
esta importante area da biologia celular.

Palavras-chave: migragdo celular; substratos macios; polarizagdo; Lonomia
obliqua



ABSTRACT

Cell migration is a key process involved in several biclogical events as wound
healing, inflammation, embryonic development, cell transformation and metastasis of
tumors. Therefore, the process relies on the precise adjustment of both mechanical
and biochemical signals. Thus, the influence of the extracellular environment on cells
behavior has received particular attention, once it is emphasized on biological
processes. From this, the need to better represent this environment in experiments
becomes evident since the present assays with cell cultures are commonly
performed on glass or plastic surfaces of culture plates. Thus, we bring here other
possible approaches to cell migration studies which consider aspects of the process,
including the influence of extracellular environment through the use of techniques,
that are being used already, that aim the similarity of cell reality. Here we discuss
external interferences in the migratory process, including from the external
environment, such as the stiffness of the substrate and the role of adhesions, to the
activity of biological active molecules such those found in animal venoms, as
Lonomia obliqua venom, In short, the techniques presented here are intended to
assist in obtaining relevant regarding the influence of the external environment on
cells, in order to add knowledge to this important area of cell biology.

Keywords: cell migration; soft substrates; polarization; Lonomia obliqua
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1 INTRODUGAO

A migragéo celular desempenha papel central em uma série de fendbmenos
bioldgicos (LAUFFENBURGER & HORWITZ, 1996). Entre eles destacam-se eventos
fisiolégicos essenciais como a morfogénese e o desenvolvimento dos sistemas
organicos animais (AMAN & PIOTROWSKI, 2010), durante a embriogénese; a
cicatrizagdo e a infiltragao de leucécitos para fagocitose na resposta inflamatéria, no
organismo maduro (LAUFFENBURGER & HORWITZ, 1996). Nao obstante, a
migracdo € um aspecto marcante também em condigdes patolégicas como visto na
invasdo de células tumorais, através do endotélio vascular, no estroma de tecidos
circundantes e na difuséo e propagacéo das mesmas em locais distantes, através da
circulacéo (SHARMA, et al., 2012). Na diabetes, no entanto, a migragdo celular se
torna marcante por ser deficiente, o que prejudica a cicatrizagdo. Para que o
processo migratério ocorra, as células devem estar intimamente conectadas a seus
meios circundantes, de forma que a percep¢do e a consequente conversdo dos
estimulos externos em uma resposta sejam possiveis e resultem no movimento
celular. Este é, portanto, um processo complexo, o qual requer regulagéo espago-
temporal coordenada das vias mecéanica e bioquimica de sinalizagdo celular
(TKACHENKO, et al., 2011). A resposta resultante & diretamente dependente da
reorganiza¢do dos componentes internos da célula, 0 que modifica a estrutura do
corpo celular, permitindo o movimento. Durante todo o processo, esta estrutura
formada pelo citoesqueleto é remodelada diversas vezes.
1.1 COMPONENTES DO CITOESQUELETO

O funcionamento celular depende diretamente da ambientag&o das células no
espago e de suas interagbes com 0 meio circundante. A organizagdo espacial e as
propriedades mecéanicas das células séo determinadas pelo citoesqueleto, que, na
maioria das células animais, € composto por trés familias de proteinas que se
agrupam para formar trés tipos principais de filamentos. Tais flamentos organizam-
se em arranjos helicoidais a partir de subunidades que se autoassociam. Diferengas
na estrutura das subunidades e na forma de associagdo delas conferem
propriedades mecanicas e, consequentemente, funcionais distintas aos filamentos:
(1) os filamentos intermediarios curvam-se facilmente, mas sfo resistentes ao
rompimento, e, portanto, fornecem forga mecanica as células; {2) ja os microtibulos
(formados de subunidades de tubulina) s&o tubos ocos, rigidos e fortes, e
determinam tanto as posi¢cbes das organelas, quanto o transporte intracelular direto;



por fim, (3) os filamentos de actina (formados por subunidades de actina) s&o finos
e faciimente rompiveis, determinam a morfologia da superficie celular, além de
serem responsaveis pela locomoc¢ac das células. Apesar de possuirem fun¢des
bioldgicas e propriedades mecénicas particulares, os trés tipos de filamentos atuam
em conjunto para assegurar forma, resisténcia e capacidade de locomogdo as
células. Além deles, proteinas acessoérias séo essenciais, uma vez que controlam a
associagdo dos filamentos em regides especificas no corpo celular e estabelecem as
conexfes dos filamentos entre si e com os demais componentes celulares,
possibilitando uma série de alteragdes morfolégicas (ALBERTS et al., 2007, p. 965-
1052).
1.2 POLARIZACAO E ADESAO CELULAR

O primeiro passo para a migragdo celular &€ a polarizagdo (ETIENNE-
MANNEVILLE & HALL, 2001 apud LIM et al., 2008). De maneira geral, a polaridade
reflete as diferengas moleculares e funcionais entre a frente (regido mais préxima da
direcdo do movimento) e a parte traseira (regido oposta a frente) da célula, o que,
em células eucaridticas, pode ser atingido espontaneamente, ou direciocnado por
sinais extracelulares, como pela formagdo de adesdes ao substrato ou de contatos
entre si. Os estimulos externos induzem a polarizagdo, pois ativam, de forma
assimétrica, receptores celulares especificos, que se distribuem homogeneamente
na membrana; isto gera uma sinalizagdo interna heterogénea que resulta na
morfologia polarizada. A partir desta sinalizagdo, a frente celular é formada,
principalmente, através da ativagdo de receptores pertencentes a superfamilia dos
receptores acoplados a proteina G (GPCR), os quais se agregam e amplificam o
estimulo assimétrico, e, assim, este pode ser propagado ao longo de uma complexa
rede de comunicagdo até atingir os efetores do sistema. Entre os efetores, as
proteinas da familia das Rho GTPases destacam-se por serem centrais na migragéo
celular, uma vez que atuam nos processos de polimerizagdo, organizagdo e
contragdo do citoesqueleto de actina e na polimerizacdo e estabilizagdo de
microtabulos. Assim, a frente do corpo celular é uma regido extremamente ativa,
caracterizada por intensa polimeriza¢do de filamentos de actina e pela presenca de
protrusbes, que sédo extensdes da membrana celular que apontam na dire¢do do
movimento. A formacédo dessas protrusfes é mediada pela GTPase Rac e depende
da integrag@o entre polimerizagdo dindmica do citoesqueleto de actina, que forga a
expanséo da membrana, e adesédo da célula ao substrato, para sua estabilizagdo.



Em contrapartida & frente, a parte traseira da célula é uma area sem protrusdes. Por
acdo da GTPase RhoA, ocorre a contragéo dos filamentos de actina e a formagéo de
feixes espessos de actomiosina, o que juntamente com o estabelecimento de
adesdes estaveis possibilita a retragdo do corpo celular durante a migragéo.

Tdo importante quanto polarizar para o processo migratério & o
estabelecimento de adesbes. As adesbes sdo sitios de convergéncia entre o
citoesqueleto de actina e as fibras da matriz extracelular que auxiliam na interagdo
fisica entre a célula e o0 seu meio externo. Tais interagfes variam em termos de
composicdo e estabilidade podendo relacionar-se a momentos e tipos celulares
distintos. Células com perfil migratério formam adesdes fracas (faciimente
desassociaveis) e transientes que geram sinalizacdo para ativacdo de Rac,
promovendo, assim, polimerizacdo de actina. Estas adesfes sdo importantes no
sentido de estabilizar as protrusdes, servindo como ancoras durante o movimento.
Entretanto, algumas destas podem amadurecer e tornar-se mais estaveis,
transformando-se em adesdes focais através do engrossamento e crescimento da
estrutura, somado a conexdo com feixes de actomiosina. Este tipo de adesdo é
associado a atividade de Rho, sendo inversamente relacionado a mobilidade celular.

Uma vez atingida a polaridade, o movimento celular transcorre através de
ciclos de protrusdo na frente da célula, seguida da translocagdo do corpo celular e,
finalmente, de retragéo da parte traseira. Enquanto a translocagdo do corpo celular é
independente de polimerizagdo de actina, a retracdo requer a contragdo do
citoesqueleto de actina coordenada com a desassociacéo de adestes estabelecidas
na borda. Assim, ao longo de todo processo, diversas estruturas do citoesqueleto
sao formadas e desassociadas (CELL MIGRATION GATEWAY).

1.3 AMBIENTES EXTRACELULARES

O ambiente extracelular ¢ um importante regulador do comportamento das
células. Alem da regulacdo bioquimica classica, fatores mecéanicos apresentados
pelo meio externo — como aplicagdo de forga ou rigidez da matriz, também exercem
influéncia na forma e, consequentemente, na fungdo celular. A mecanotransdugéo,
que & a conversdo da for¢a mecénica em informag¢do bioquimica relevante, contribui
tanto para processos fisiolégicos, como para patoldégicos também (ORR, et al,
2006). Estudos em embrides de Caenorhabditis elegans demostraram que, através
da mecanotransducgao, jungdes de oclusédo foram formadas em resposta ao estresse
ocasionado pela tens&o exercida sobre os hemidesmossomos, afim de reforgar as



adesdes célula-célula (ZHANG et al., apud FREUND et al., 2012). Tendo em vista
que a rigidez dos tecidos afeta diversos processos biolégicos, tem sido demonstrado
que a progressao de tumores, frequentemente identificados por palpagéo devido a
rigidez aumentada do tecido, é causada justamente por esta alteracdo mecénica do
ambiente (LEVENTAL, ef al., 2009).

Tendo em vista a importancia do meio extracelular para as células, esforgos
para melhor representar este ambiente nos ensaios com culturas de células séo
validos. O ambiente da maioria dos organismos multicelulares é muito mais macio do
que as superficies das placas de vidro ou plastico usadas nos estudos in vitro
(YEUNG, ef al., 2005); a rigidez dos tecidos animais, por exemplo, varia de < 1kPa
no cérebro a ~10Gpa nos ossos (GUTIERREZ, et al., 2011). Assim, a for¢ca gerada
pelo citoesqueleto, que deveria ser capaz de deformar outra membrana proxima a
célula, ndo é igualmente suficiente quando exercida sobre a superficie rigida das
placas de cultura convencionais e, dessa forma, em condigdes de sinalizagédo
quimica constante, morfologia e fungéo celulares podem ser condicionadas a rigidez
do substrato (YEUNG, et al., 2005). Nesse sentido, sabe-se que células exercem
menos forga em substratos macios do que o fazem em materiais mais rigidos
(HOFFMAN, et al., 2011) e que, além disso, guiam seu movimento sondando a
rigidez do substrato (LO, ef al., 2000). Assim, a resposta celular & matriz pode variar
de acordo com o tipo celular e depende da estrutura de adesdo envolvida na ligagédo
entre célula e substrato (YEUNG, et al., 2005).

Nesse contexto, a interferéncia do ambiente externo no comportamento das
células, assim como os mecanismos de resposta celular envolvidos, compdem uma
importante area de estudo dentro da biologia celular, o que vem sendo trabalhado,
principalmente, através da utilizagdo de substratos macios para cultura de células
(YEUNG, et al., 2005).

1.4 INTERFERENTES DOS PROCESSOS BIOLOGICOS: VENENO DE LONOMIA
OBLIQUA

Dentre os diversos interferentes dos processos biologicos existentes na
natureza, 0s venenos animais compdéem uma fonte rica de substancias ativas.
Venenos animais sdo complexas misturas de proteinas, peptideos e outras
moléculas orgénicas capazes de interferir nos processos fisiolégicos das vitimas
(coagulagdo, agregag¢do plaquetaria, cicatrizagdo, entre outros) resultando em
prejuizo das fungbes vitais das mesmas. Assim, a influéncia de determinadas



moléculas, oriundas dos venenos animais, em eventos como migragéc celular e
invasédo metastatica de tumores, vem sendo estudada (NASCIMENTO-SILVA, et al.,
2012). Neste sentido, o veneno da lagarta Lonomia obliqua (Figura 1), endémica do
sul do Brasil, é de especial interesse devido a sindrome hemorragica que causa, a
dor e ardéncia no local de contato com os animais, e geralmente sdo seguidos por
manifestacbes clinicas mais graves, com forte hemorragia, sangramento em
ferimentos cicatrizados, hematuria, hemorragia cerebral, insuficiéncia renal aguda e
melena (PINTO, et al., 2010). Sendo assim, o veneno da lagarta L.obligua contém
principios ativos com inimeras propriedades, os quais podem ocasionar disfun¢des
nas ceélulas endoteliais (NASCIMENTO-SILVA, et al, 2012) das vitimas
envenenadas. Por outro lado, se estudados, estes principios ativos compdem uma
potencial fonte para novos farmacos. Portanto, ainda que muito ja se saiba, novos
estudos sobre as propriedades do veneno sdo necessarios. Nesse sentido, visando
novas abordagens, os métodos propostos neste trabalho tem aplicabilidade para
agregar conhecimento a respeito dessas propriedades.
1.5 OBJETIVO

Diante do exposto acima, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver
novas técnicas e, assim, novas abordagens para o estudo da migracdo celular
relacionada a estimulos mecénicos e outros interferentes externos.
1.5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Fabricar placas com substrato macio para cultura de células, projetadas
especialmente para realizagcdo de ensaios de polaridade celular, pela
utilizagdo de linhas de fibronectina;

2. Fabricar placas, com substrato macio para cultura de células, com diferentes
densidades de pontos para adesdo celular, visando avaliar a influéncia do
meio na atividade celular;

3. Realizar experimento, utilizando placas de substrato macio para cultura de
células, com células endoteliais expostas a acdo do veneno da lagarta
Lonomia obliqua, para avaliacdo de atividade sobre as estruturas de adeséo
celular.



2 METODOLOGIA

A metodologia apresentada neste trabalho foi realizada nos laboratérios
Microfluidics Biophysics Lab e Ginsberg Lab - Division of Rheumatology, Allergy &
Immunology, na University of California San Diego (UCSD), em San Diego, CA,
Estados Unidos.
2.1 CONSTRUGAO DAS PLACAS PARA CULTURA DE CELULAS

Para a construgdo das placas, uma camada de silicone foi depositada sobre a
ldmina de vidro do fundo da placa. Esta camada pode variar de acordo com dois
pardmetros: rigidez e espessura, o que é atingido pela proporgéo diferencial dos
componentes do gel e pela rotagéo diferencial durante o revestimento da superficie,
respectivamente. Para preparar a camada de silicone, componentes do pré-polimero
de gel com alto indice de regragdo — HRI (High Refractive Index), ou seja, partes A e
B do gel Qgel 920 (Quantum Silicones LLC, Richmond VA) sdo misturados (para
rigidez de 18 kPa a proporgao utilizada é de 1 parte de A para 2 partes de B) e
vertidos sobre laminulas de vidro, para que, através de rotagdo (1920 rpm), a
camada de silicone seja depositada. Depois deste processo, as laminas séo
deixadas em repouso por 2 h, a 100 -C, para posteriormente serem utilizadas nos
ensaios. A Figura 2 esquematiza o processo de produgao das placas.
2.1.1 TECNICA PARA INDUGAO DE POLARIZAGAO

A polarizagdo celular é induzida através da cobertura, em listras, de
fibronectina na placa. Este padréo de listras € marcado na placa com o auxilio de
uma espécie de carimbo feito de agarose (Figura 3), confeccionado artesanalmente
para esta finalidade. A partir disto, a “estampa” é obtida como segue: o carimbo de
agarose &€ embebido em solugéo de Sil-PEG-NHz {1 %, 2 K) em tampdo HEPES pH
7.0, durante 5 minutos e aplicado na superficie de silicone, durante 1 min. Depois
de marcado, o gel (ou seja, as areas ndo marcadas) € bloqueado com Sil-PEG
(Silane-Poly Ethylene Glycol) (1 %, 20 K) em tampdo HEPES pH 7.0, por pelo
menos 1 h. Somente apés esta etapa, a solugéo de fibronectina (10 ug/mL & 0,01
ug/mL EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide)) é adicionada a placa
(para ligar-se na regido carimbada, que ndo foi bloqueada), por 15 min, para depois
ser lavada por tampdo HEPES. Por fim, esferas (de 40 nm) carboxiladas
fluorescentes, suspensas em tampéo HEPES, séo incubadas na superficie do gel e
lavadas ap6s 10 min.



2.1.2 TECNICA PARA VISUALIZAGAO DA INFLUENCIA DO MEIO
EXTRACELULAR

Para esta técnica, as placas sdo incubadas com Sil-PEG-NHz (0,01 %, pH
7.0) durante 10 min, e esferas carboxiladas (na presenga de EDC), por 15 min. Feito
isto, as placas, em solugdo de 20 % Irga, sdo expostas a luz ultravioleta (U.V.)
durante 10 min, para bloqueio da superficie. Além deste, os grupamentos amina,
presentes em Sil-PEG-NH., sdo também blogueados por solu¢gdo de NHS-PEG-Acryl
(5 K, pH7.0). Por fim, as placas sdo tratadas com NHS (N-hydroxysuccinimide) e
EDC (2 mg/mL), antes da adigéo de fibronectina (10 mg/mL), que deve ligar-se a
superficie das esferas (Figura 4).
2.2 CULTURA DE CELULAS

Células endoteliais (Human Umbilical Vein Endothelial Cells — HUVECS)
foram cultivadas em meio basico (EBM-2) com suplementagdo de fatores de
crescimento (EGM-2 bullet kit, Lonza). Fibroblastos (NIH 3T3) foram cultivados em
meio DMEM (Invitrogen) com 10% de soro fetal bovino e antibiéticos. Para os
experimentos, fibroblastos e células endoteliais foram plaqueados nas placas com
substrato de silicone, e incubados por tempo suficiente para adesdo das células no
substrato (de 24 a 48 h). Depois de aderidas, o comportamento celular foi observado
por microscopia Time Lapse em microscépio invertido (Nikon Diaphot). As imagens
obtidas foram processadas no programa Image J (NIH, hitp://rsb.info.nih.qov/ij/).
2.3 ENSAIO COM VENENO DA LAGARTA LONOMIA OBLIQUA

Células endoteliais (HUVECs) confluentes e expressando Paxilina

fluorescente foram plagueadas em placa com substrato de silicone revestida por
fibronectina. Para o experimento, 44 ug de veneno foram adionadas sobre as células
(concentragdo final de 44 ug/uL), para observagdo do comportamento celular ao
microscopio, durante 30 min.
2.3.1 VENENO DA LAGARTA LONOMI OBLIQUA

O veneno da lagarta Lonomia obliqua é obtido a partir da maceragdo de
espiculas de lagartas (fornecidas pelo Centro de Informagéo Toxicolégica do Estado
do Rio Grande do Sul — CIT-RS) em solugdo aquosa, como previamente descrito
(BERGER, et al., 2010). O extrato obtido é centrifugado a 14000 rpm, por 10 mi,
para utilizacdo do sobrenadante, que tem contetdo protéico determinado por BCA
(Pierce, Rockford, USA).



2.3.2 COBERTURA DE FIBRONECTINA

A placa com substrato de silicone utilizada foi previamente revestida por
fibronectina, através de incubacdo com solucdo de fibronectina 10 ug/mL (com
EDC), durante 30 min, e bloqueio da superficie com BSA 1 %, por 15 min.
2.3.3 PAXILINA

A paxilina fluorescente observada no teste foi obtida através da amplificagédo
da sequéncia de acidos nucléicos codificante para ela, por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), e fusdo desta com Halo-Tag usando ¢ kit InFusion (Clontech), de
acordo com o protocolo do fabricante. O mesmo kit foi utilizado para subclonar a
fusdo Paxilina-Halo-Tag no vetor lentiviral.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste trabalho foram obtidos durante realizagio
de estagio sanduiche nos laboratérios Microfluidics Biophysics Lab e Ginsberg Lab -
Division of Rheumatology, Allergy & Immunology, na University of California San
Diego (UCSD), como bolsista da CAPES — Processo ne 12008-12-5.

A busca por técnicas que tornem os estudos com células mais fidedignos é
necessaria uma vez que o conhecimento atual a respeito da estrutura e das fungdes
celulares in vitro é basicamente fundamentado em estudos com células plaqueadas
em substratros rigidos, como plastico e vidro, que n&o s&ao macios como 0s materiais
nos quais a maioria dos organismos multicelulares é aderido naturalmente (YEUNG,
et al., 2005). Nesse sentido, a utilizagdo de substratos macios, como poliacrilamida
(PELHAM & WANG, 1997), vem sendo estudada. Aqui, visando melhor representar
o ambiente extracelular, as placas para cultura de células foram produzidas
utilizando-se silicone como substrato. O uso do silicone (e ndo de poliacrilamida, por
exemplo) é justificado por propiciar a gera¢do de imagens de alta resolugdo e
possibilitar a utilizacdo de microscopia TIRF, devido ao seu indice de refragédo
(GUTIERREZ, et al., 2011). Como resultado, as células aderem bem ao silicone,
comportando-se, aparentemente, dentro da normalidade e sobrevivendo da mesma
forma (dados ndo demonstrados).

Uma vez que a utilizagéo do silicone como substrato macio para a cultura de
células parece ser uma boa alternativa como representag¢do do ambiente celular,
outras técnicas foram testadas, utilizando-se as placas construidas:

3.1 TECNICA PARA INDUCAO DE POLARIZACAO

Com o intuito de avaliar aspectos da migracgéo celular, as superficies dos géis
das placas de cultura foram marcadas com faixas lineares e paralelas de
fibronectina. O que se pretende nessa técnica € mimetizar ainda mais 0 meio
extracelular, inserindo seus componentes no contexto do experimento. Com isso,
espera-se que as células polarizem tdo logo estabelecam adesfes com o substrato,
no caso preferencialmente com a fibronectina (Figura 5). A técnica foi desenvolvida
utilizando-se dois tipos celulares distintos (células endoteliais e fibroblastos), 0 que
trouxe a tona um aspecto interessante de ser discutido. As células endoteliais no
responderam da forma esperada, ou seja, ainda que tenham aderido ac substrato,
ndo migraram, apesar do estimulo ocasionado pela fibronectina. Além disso, néo
foram capazes de sobreviver por muito tempo. Por outro lado, fibroblastos



responderam bem aco propésito do experimento, polarizando e migrando. Nesse
caso, logo depois de alinhar-se sobre as faixas de fibronectina, as células
prontamente comeg¢aram a migrar, e de forma rapida, ao longo das mesmas. A
observacdo destes fatos remete & biologia das células endoteliais. Estas formam
fortes adesdes umas com as outras, estabelecendo contato intimo entre si, de forma
que dependem da manutencdo destas para o préprio funcionamento (ALBERTS et
al., 2007, p. 1445-1450). A monocamada formada pelo endotélioc vascular,
exemplifica o comportamento desse tipo celular, e, durante a técnica, as células ndo
podem estabelecer contato entre si, em consequéncia da densidade plaqueada, o
gue possivelmente explique a diminuigdo na sobrevida delas.

Assim, embora ndo valida para células HUVECs, a marcacdo e consequente
delimitagdo da superficie da placa com fibronectina, demonstrou ser eficiente no que
se propde, para fibroblastos da linhagem NIH 3T3. Portanto, sendo a polarizagéo o
primeiro passo requerido para a migracdo celular direcionada (ETIENNE-
MANNEVILLE & HALL, 2001 apud LIM et al., 2008), esta técnica compde uma
ferramenta Util para o estudo deste processo. Sabe-se, inclusive usando-se
ferramentas semelhantes as apresentadas neste estudo, que para macréfagos, por
exemplo, as fibras da matriz extracelular exercem papel importante na facilitagdo do
movimento celular (SHARMA, et al., 2012). No entanto, por tratar-se de um processo
complexo coordenado espacgo-temporalmente (LAUFFENBURGER & HORWITZ,
1996), a identificagdo e a forma de participagdo dos diversos componentes
moleculares envolvidos na migragdo celular, assim como a forma de integracéo
destes ainda precisa ser melhor elucidada,.

3.2 TECNICA PARA VISUALIZAGAO DA INFLUENCIA DO MEIO EXTRACELULAR

O principio desta técnica baseia-se na ideia de restringir os pontos para
adesdo das células no substrato a superficie de esferas fluorescentes e, assim,
relacionar a movimentac¢éo destas ao movimento celular. Para tanto, a superficie da
placa deve ser bloqueada e estas esferas fluorescentes carboxiladas ligadas a
fibronectina; com isso, as células podem ligar-se apenas na superficie das esferas,
onde esta ligada a fibronectina disponivel. Assim, a movimentacdo das esferas
permite a deteccido das zonas de adesdo, o que reflete o movimento do
citoesqueleto através da ligacdo com a fibronectina. A partir disso, outras
abordagens podem ser testadas, como a utilizagdo de diferentes densidades de
esferas, o que se reflete no nimero de adesdes possiveis para as células, ou ainda,



a utilizacao de diferentes tamanhos de esferas, o que permite a formagéo variada de
areas e tipos de adesé&o. Portanto, combinagGes entre densidades e tamanhos de
esferas podem ser dteis para um melhor entendimento das dinamicas do
citoesqueleto, bem como de processos de polarizag@o ou ainda da resposta celular
a rigidez do meio. A Figura 6 mostra a co-localizagao de esferas e fibronectina como
esperado, demonstrando a possibilidade de utilizagéo da técnica.
3.3 ENSAIO COM VENENO DA LAGARTA LONOMIA OBLIQUA

O experimento realizado com o veneno da lagarta Lonomia obliqua revelou
uma ac¢ao de efeito agudo do veneno sobre as células. Foi observado que o veneno
ocasionou a perda do contato das células entre si e destas com o substrato, o que
fez com que as mesmas perdessem a aparéncia saudavel, logo nos primeiros 30
minutos da aplicagdo. Esse quadro, provavelmente, foi ocasionado por uma
alteragdo na estrutura do citoesqueleto resultante da acdo do veneno, que
sabidamente contém diversas moléculas ativas (VEIGA, et al., 2005). Entretanto,
pouco tempo apés a observagido do efeito do veneno (aproximadamente 1 h apés
aplicagdo do mesmo), as células foram capazes de refazer suas adesbes e,
portanto, recuperaram sua aparéncia natural (saudavel). O veneno da lagarta
L.obliqua vem sendo estudado ao longo dos anos, por possuir uma série de
principios ativos com propriedades que podem ocasionar disfun¢bes das células
endoteliais (NASCIMENTO-SILVA, et al, 2012). O que foi observado neste
experimento pode indicar a presenga de uma atividade do tipo proteolitica, uma vez
as adesbes celulares, que possivelmente foram alvo do efeito do veneno, séo
formadas por proteinas celulares e de matriz e foram desfeitas durante o tratamento.
No entanto, a atividade do veneno ndo pareceu ser significativa ao longo do tempo,
uma vez que as células foram capazes de sobreviver frente a sua agéo. Entretanto,
uma vez que 0 veneno foi aplicado de forma diluida no meio de cultura presente na
placa, sua atividade pode ter sido inibida em consequéncia disto. Embora muito se
tem descoberto no que diz respeito aos componentes e atividades do veneno da
lagarta Lonomia obliqua (VEIGA, et al., 2005), estudos que visem compreender suas
acOes in vitro sdo importantes para elucidar seus efeitos nos envenenamentos.



4 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A biologia celular € uma area de extrema relevancia, principalmente quando
se considera o impacto que novas descobertas podem ter tanto para a comunidade
cientifica, quanto, em um segundo momento, para o ptblico geral. Nesse sentido,
alternativas que se somem aos métodos tradicionais de estudo, aumentando as
possibilidades disponiveis para a construgéo do conhecimento s&o de grande valia.
As técnicas desenvolvidas, e aqui apresentadas, sdo simples e de relativo baixo
custo, podendo ser aplicadas mesmo em laboratérios de pesquisa de pequeno porte
e compondo uma potencial fonte para novas descobertas. O uso do silicone
possibilita a representacio de diversos ambientes celulares, o que permite a
elaboracido de uma gama de desenhos experimentais para teste de inumeras
condigbes ambientais.

Como perspectivas, estdo o aprimoramento das técnicas testadas, bem como
o uso destas, inclusive para avaliagdo de diversos aspectos do envenenamento pela
lagarta Lonomia obliqua.
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ANEXO A - FIGURAS

Figura 1: A lagarta Lonomia obliqua. Foto; CIT/SC
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Filgura 2: Esquema representativo das etapas de produgdo das placas de
cultura. A mistura dos pré-polimeros é depositada na lamina de vidro, e, através de
rotacéo, a deposicao se da de forma homogénea. Posteriormente, as placas sdo
incubadas em estufa a 100 -C, durante 2 h.



Figura 3: Carimbo para marcagio de substrato. A esquerda, a imagem do
carimbo, feito de agarose, usado para marcar os substratos macios de silicone. Na
imagem a direita, o carimbo colocado na posi¢éo correta para uso (indicado pela
seta vermelha), na qual é mantido por imds sobre o aparato, onde também &
apoiada a placa a ser marcada.
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Figura 4: Esquema representativo da técnica. Através do bloqueio da superficie
da placa, a fibronectina adicionada ao final do processo encontra pontos para
adeséo apenas sobre as esferas fluorescentes previamente adicionadas.



Figura 5: Indugio de polarizagao — listras de fibronectina. Células endoteliais
(HUVECs) expressando actina com marcag3o fluorescente {em verde) aderidas ao
substrato de silicone {com rigidez de 17 kPa), sobre as listras de fibronectina com

marcagéo fluorescente (em azul)



A Esferas Carboxiladas Fibronectina Sobreposigao
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Figura 6: Co-locallzagdo das esferas carboxlladas com flbronectina. Esferas e
proteina (fibronectina) foram marcadas, por marcadores com emissdes de
fluorescéncia distintas, para detecg@o de localizagdo na placa. Em A, as imagens
individuais obtidas (Esferas Carboxiladas e Fibronectina), processadas no programa
Image J, para obteng@o da sobreposigdo de ambas (Sobreposicéo) . Em B, fragfes
de cada imagem em maior aumento.



