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RESUMO 

Durante processos patológicos como o câncer, a atividade migratória de células 

neoplásicas aumenta, sendo um passo crítico para a disseminação dessas células a órgãos 

distantes. O processo migratório dessas células depende da formação de protrusões 

citoplasmáticas chamadas invadopódios, através da nucleação e polimerização de actina e 

degradação da matriz extracelular (MEC). A MEC é uma rede complexa de proteínas que 

fornece sustentação e moléculas sinalizadoras responsáveis pela homeostase dos tecidos. 

Dentre essas proteínas, a fibronectina (FN) é uma glicoproteína multiadesiva fundamental 

no comportamento celular normal e apresenta-se aumentada no tecido tumoral. Esse 

trabalho teve como objetivo avaliar a influência da FN, isolada ou em associação com 

componentes da membrana basal, no processo migratório de células tumorais prostáticas, 

com ênfase no mecanismo de formação dos invadopódios. Para isso, as linhagens celulares 

LNCaP e PC-3 foram divididas nos seguintes grupos experimentais: Controle, FN solúvel 

(10µg/mL), FN coating (10µg/mL), FN+Geltrex e Geltrex com exposição aos 

componentes por 4 dias. Nas células LNCaP, foi possível observar alterações morfológicas 

dos grupos expostos a FN (solúvel, coating e em associação com Geltrex) com diminuição 

na área celular em comparação ao grupo controle. A proliferação celular aumentou nos 

grupos com recobrimento da superfície (FN coating, FN+Geltrex e Geltrex). Também foi 

possível observar a diminuição na taxa de motilidade dessas células em todos os grupos 

expostos. A expressão das proteínas chaves para formação dos invadopódios (Cortactina, 

Dinamina-2 e Actina-F) também mostraram-se diminuídas na presença dos componentes 

da MEC e ainda, as proteínas pFAK e ERK, mostraram-se aumentadas. Já na linhagem 

celular PC-3, podemos observar redução na taxa de proliferação celular nos grupos com 

recobrimento da superfície (FN coating, FN+Geltrex e Geltrex) e aumento na taxa de 

motilidade nos grupos com recobrimento de Geltrex (FN+Geltrex e Geltrex). A Cortactina 

mostrou menor expressão no grupos FN+Geltrex quando comparada ao controle, e os 

demais grupos não apresentaram diferenças. Para a proteína Dinamina-2, observamos 

aumento na expressão no grupo FN solúvel quando comparada ao controle, e diminuição 

nos grupos FN coating e FN+Geltrex. Nas células PC-3, podemos observar a 

inconsistência nos dados obtidos, já que essa linhagem possui características avançadas na 

biologia dos tumores, como independência androgênica e a fatores de crescimento. Na 

linhagem celular LNCaP, foi possível observar maior suscetibilidade das respostas 

celulares ao microambiente oferecido, sendo assim, a FN e os componentes da MB, 

inibiram a formação dos invadopódios e a capacidade móvel dessas linhagem. Fica claro 
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que a FN tem papel supressor na motilidade celular para essas células tumorais, porém o 

processo de formação dos invadopódios é complexo e dependente de várias vias de 

sinalização. Os nossos resultados são importantes, em sua maioria inéditos, pois revelam a 

importância e a influência da FN na inibição do comportamento migratório e formação das 

projeções citoplasmáticas de células tumorais e encorajam estudos adicionais sobre essa 

relevante temática de migração celular no câncer. 
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        ABSTRACT 

During pathological processes like cancer, the migratory activity of neoplasic cells increases, 

being a critical step for the dissemination of these cells to distant organs. The migratory 

process depends on the formation of cytoplasmic protrusions called invadopodia, through 

actin polymerization and extracellular matrix degradation (ECM). ECM is a complex protein 

network that provides support and molecules responsible for tissue homeostasis. Among these 

proteins, fibronectin (FN) is an essential adhesive glycoprotein in normal conditions however, 

is unregulated in tumor tissue. The objective of this study was to evaluate the influence of FN, 

alone or in association with basement membrane (BM) components, within migratory process 

of prostatic tumor cells, with emphasis on the mechanism of invadopodia. For this, the 

LNCaP and PC-3 cell lines were divided into the following experimental groups: Control, FN 

soluble (10μg / mL), FN coating (10μg / mL), FN + Geltrex and Geltrex. Exposure time was 

established into 4 days. We could observe morphological alterations of the groups exposed to 

FN in LNCaP cells, with a decrease in the cellular area in comparison to the control group. 

Cell proliferation was increased in the groups with surface coating (FN coating, FN + Geltrex 

and Geltrex). It was also possible to observe a decrease in the motility rate of these cells in all 

the exposed groups. Key proteins expression important to invadopodia formation (Cortactin, 

Dynamin-2 and Actin-F) was also shown to be decreased in the presence of the ECM 

components, and the pFAK and ERK proteins were also increased. PC-3 cell line, was 

observed a reduction in cell proliferation rate in the groups with surface coating (FN coating, 

FN + Geltrex and Geltrex). Besides, an increase in the motility rate in the Geltrex coated 

groups (FN + Geltrex and Geltrex). Cortactin showed lower expression in the FN + Geltrex 

groups when compared to control, and the other groups did not present significant differences. 

FN soluble group showed an increase in the expression of Dynamin-2 when compared to the 

control, and a decrease in FN coating and FN + Geltrex groups. We note an inconsistency in 

data to PC-3 cells, since this lineage has advanced characteristics in the tumor biology, as 

androgen and growth factors independence. It was possible to observe a higher susceptibility 

of the cellular responses to LNCaP microenvironment, thus, the FN and BM components 

inhibited invadopodia formation and mobile capacity of this lineage. It is clear that FN plays a 

suppressive role in cell motility for these type of tumor, but the process of invadopodia 

formation is complex and depends on several signaling pathways. Our results showed 

important data, as they reveal the importance and influence of FN in inhibiting migratory 

behavior and formation of cytoplasmic projections of tumor cells and encourage further 

studies on this relevant issue of cell migration concerning cancer.
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I. INTRODUÇÃO 

 
1. Migração Celular 

A migração celular é um processo fisiologico essencial ao desenvolvimento 

embrionário, reparo de feridas e sistema imunológico para combate de patógenos. Diferentes 

tipos celulares devem migrar através da membrana basal (MB) e tecidos como parte de suas 

funções normais ou em resposta ao microambiente (FRIEDL; WOLF, 2010). A migração das 

células depende do tipo celular e do ambiente extracelular, podendo estas migrar em  

agrupamentos ou individualmente (single cell) como ocorre na transição epitelial-

mesenquimal e no movimento amebóide (FRIEDL; WOLF, 2010). 

Uma característica chave da migração celular é a adesão da célula à matriz extracelular 

(MEC) e a formação de estruturas coletivamente chamadas de invadossomos (MURPHY; 

COURTNEIDGE, 2011). Em células normais, essas especializações incluem as estruturas 

lamelipódios, filopódios e podossomos e em células neoplásicas, os invadopódios. Tais 

estruturas são pequenos complexos, compostos de múltiplas moléculas, formados na membrana 

plasmática, conectando filamentos de actina à MEC via receptores transmembrana (ADAMS, 

2001; WOLF et al., 2003). 

A interação entre as proteínas e os eventos sinalizadores que constituem a base da 

mudança morfológica e que regulam a migração celular é integrada no conceito da adesão 

celular (BURRIDGE; CHRZANOWSKA-WODNICKA, 1996) e polimerização e contração 

da actina (Figura 1) (ADAMS, 2001; LAUFFENBURGER; HORWITZ, 1996). As protrusões 

celulares entram em contato com elementos da MEC adjacente via moléculas de adesão, com 

grande influência dos receptores transmembrana da família das integrinas (HYNES, 2002), 

que ativam quinases de adesão focal (FAKs), responsáveis pelo início da cascata de 

motilidade celular (MENG et al., 2009). As integrinas acoplam a actina do citoesqueleto via 

proteínas adaptadoras e em seguida agrupam-se para formar um pequeno complexo focal 

inicial, que pode crescer e se estabilizar dentro de minutos para formar um contato focal 

(BURRIDGE; CHRZANOWSKA-WODNICKA, 1996; HYNES, 2002; OTEY; BURRIDGE, 

1990; ZAMIR et al., 2000). 
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Figura 1: Esquema de formação do processo de adesão focal e proteínas envolvidas. Modificado de 

Humphries et al., 2007. 

 
Nas células tumorais, estudos mostraram que FAK regula os invadopódios de uma 

maneira indireta, promovendo a localização espaço temporal de Src, membro da família de 

não receptores tirosina kinase frequentemente super expresso no câncer, além de ser um 

substrato para a proteína Tks5, responsável pela liberação de proteases (BURGER et al., 

2014; CHAN; CORTESIO; HUTTENLOCHER, 2009). A eleção ou desarranjo dos 

componentes de sinalização como paxilina, FAK, p130Cas, RhoA-ROCK e calpaina, 

mostraram afetar a expansão dos invadopódios, polimerização de actina e degradação da MEC 

(BADOWSKI et al., 2007; BERDEAUX et al., 2004; BRÁBEK et al., 2004; PAN; CHEN; 

CHEN, 2011; TATIN et al., 2006). Durante o desenvolvimento do contato focal destinado à 

migração celular, filamentos de actina reúnem-se e se alongam localmente, através da ação de 

proteínas reticuladas como a α-actina e miosina II (CRAMER, 1999). Redes de actina 

ramificadas abaixo do folheto interno da membrana plasmática formam a actina cortical, 

enquanto as fibras de estresse são formadas por cabos alongados e abundantes de filamentos de 

actina (Figura 2) (BYERS; FUJIWARA, 1982). 
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Figura 2: Detalhes da interação e do arranjo das moléculas de actina para a formação do processo de 

adesão focal. Usado e modificado com a permissão de MBInfo: www.mechanobio.info; 

Mechanobiology Institute, National University of Singapore. 

 

Além disso, a polimerização de actina é mediada pelo complexo Arp 2/3 e membros da 

família WASP, que ao se ligarem a filamentos já existentes, induzem a formação de novos 

filamentos, que são estabilizados por proteínas como a Cortactina e a α-actinina (KELLEY et 

al., 2010). A desmontagem dos filamentos antigos irá gerar novos monômeros de actina 

necessários para formar novas protrusões nas extremidades frontais que dirigem o processo 

migratório, tarefa essa executada por membros da família Cofilina (WELCH; MULLINS, 

2002). 

A migração e invasão celular através das barreiras teciduais é importante para inúmeras 

condições fisiológicas e patológicas, como a transmigração de células do sistema imune e 

disseminação de células tumorais durante a metástase. A MEC funciona como uma barreira 

para a invasão celular, podendo também modular comportamento celular por interações 

diretas através de receptor (DOYLE et al., 2009; PROVENZANO et al., 2008; WOLF et al., 2003, 2007; 

WYCKOFF et al., 2006). A invasão celular em matrizes densas como a MB requer proteólise e 

remodelamento da MEC, a fim de criar rotas na qual as células podem migrar eficientemente 

(HOTARY et al., 2006; SABEH et al., 2004). 

Desarranjos na sinalização de fatores de crescimento por mudanças na disponibilidade 

de ligantes ou mutação em moléculas de sinalização é uma característica comum na 

tumorigênese e progressão do câncer (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Embora alguns tipos 
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de adesão focal também tenham a função de ancorar a célula à MEC, os invadopódios são 

formados com a finalidade de invasão celular e, apesar de possuírem funções e morfologia 

distintas aos prolongamentos de células normais, compartilham muitas similaridades como 

descrito adiante (BUCCIONE; ORTH; MCNIVEN, 2004). 

 

2. Invadopódios 

Invadopódios são estruturas adesivas e invasivas que favorecem a migração de células 

neoplásicas através dos tecidos durante a metástase (REVACH; GEIGER, 2014). Embora os 

invadopódios tenham algumas similaridades moleculares com os podossomos, sabe-se que os 

invadopódios tem maior tempo de vida, chegando a horas (SHARMA et al., 2013), diferente 

dos podossomos que podem durar poucos minutos (YAMAGUCHI et al., 2005). Outra 

diferença é que os invadopódios projetam-se a partir do corpo celular e tem maior capacidade 

de degradação, comparado aos podossomos nas células não neoplásicas (MURPHY; 

COURTNEIDGE, 2011). 

A formação dos invadopódios ocorre em três estágios: iniciação do invadopódio 

precursor, estabilização e maturação dos invadopódios (Figura 3) (BEATY; CONDEELIS, 2014). 

O primeiro passo é marcado pela formação de um prolongamento de actina, que ocorre em 

resposta a ativação de uma cascata de sinalização (ARTYM et al., 2011; OSER et al., 2009; 

YAMAGUCHI et al., 2005). A iniciação dos invadopódios envolve o recrutamento de 

proteínas como N-WASP, complexo Arp2/3 e cofilina em torno do complexo cortactina-

actina. Esse processo envolve diversas proteínas como Tks5, Mena, SHIP2, Arg cinase, 

capazes de consolidar o complexo de proteínas envolvidas no processos de iniciação (EDDY 

et al., 2017). A proteína cortactina é frequentemente usada como marcador do prolongamento 

de actina e sua localização pode ocorrer simultaneamente (OSER et al., 2009) ou minutos 

depois (ARTYM et al., 2011) da chegada de proteases chaves como a metaloproteinase de 

membrana do tipo 1 (MT1- MMP ou MMP14). 



5  

 
Figura 3. Estágios de formação dos invadopódios. Cada etapa de formação está representada em três 

níveis: i) a forma da estrutura em relação a célula; ii) representação simples das proteínas chave; e iii) 

visão molecular detalhada. a) No início da formação do invadopódio, as células estabelecem adesão 

focal com a matriz extracelular; b) A formação do invadopódio ocorre através do recrutamento e 

ativação da actina; c) Durante a maturação, o invadopódio promove a degradação da matriz 

extracelular através da ação de metaloproteinases de matriz. (Modificado de Murphy & Courtneidge 

2011). 

 

 
A fase de estabilização envolve a formação de novos filamentos de actina através de um 

mecanismo sinérgico entre a cofilina e Arp2/3, responsável pela polimerização da actina. Em 

suma, a polimerização de actina mediada pela cofilina gera filamentos-filhos que ativam vias 

de polimerização mediadas por N-WASP e complexo Arp 2/3 (BRAVO-CORDERO et al., 

2013). Ambas proteínas, cofilina e N-WASP, mostraram-se capazes de ativar Arp2/3, um 

precursor de invadopódio, sugerindo que o papel central de Cdc42 na manutenção da ativação 

de Arp2/3 no invadopódio maduro. O Cdc42, membro da família de Rho GTPase, é essencial 

na polimerização de actina nos invadopódios, devido a habilidade de ativar diretamente N-

WASP e então promover a nucleação de actina pelo complexo Arp 2/3 (MOREAU et al., 

2003; NAKAHARA et al., 2003; ROHATGI et al., 1999; YAMAGUCHI et al., 2005). Apesar 

do papel central de Cdc42 na polimerização de actina nos invadopódios, fica claro o papel de 

a) Iniciação b) Estabilização  C) Maturação 
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outros membros da família de Rho GTPses modulando a sinalização ou dinâmica de actina 

após ativação do Cdc42 (BRAVO-CORDERO et al., 2011). E por fim, a maturação do 

invadopódio se dá com a consolidação da polimerização da actina alongando o invadopódio e 

formando uma protrusão capaz de recrutar Metaloproteinases de Matriz (MMPs) e degradar a 

MEC (Figura 4). 

Além das proteínas responsáveis pela nucleação, alongamento e ramificação dos 

filamentos, os invadopódios possuem estruturas em forma de anel constituídas por integrinas e 

proteínas relacionadas (MURPHY; COURTNEIDGE, 2011). As integrinas promovem uma 

ligação transmembrana entre a actina e a MEC, por intermédio de proteínas circulares como 

paxilina, talina e vinculina. 

A formação dos invadopódios é iniciada em resposta a eventos de sinalização 

promotores de fenótipo migratório e invasivo, como adesão a MEC, fatores de crescimento, 

citocinas, proteínas da MEC, microRNAs, cálcio e espécies reativas de oxigênio (ROS) 

(DESTAING et al., 2011; HOSHINO; BRANCH; WEAVER, 2013; MURPHY; 

COURTNEIDGE, 2011). Cinases possuem papel crítico como transdutores de sinal para 

regular a iniciação dos invadopódios, pois muitas dessas moléculas mostraram estar 

envolvidas em eventos de fosforilação. 

Muitos fatores de crescimento são importantes na formação e atividade de 

invadopódios, como o fator de crescimento epidermal (EGF) (MADER et al., 2011; 

YAMAGUCHI et al., 2005), TGF-β (PIGNATELLI et al., 2012) e VEGF (LUCAS et al., 2010), 

capazes de aumentar o número de invadopódios. Muitas dessas vias de fatores de crescimento 

culminam no mesmo eixo de sinalização, especialmente cinases Src e família Rho GTPases, 

que controlam invadopódios (LINDER; AEPFELBACHER, 2003; MURPHY; 

COURTNEIDGE, 2011). Dentre os fatores que controlam a formação e função dos 

invadopódios, as cinases Src são a classe relacionada com mais vias de sinalização 

(BRANCH; HOSHINO; WEAVER, 2012). E ainda, ERK (AYALA et al., 2008; TAGUE; 

MURALIDHARAN; D’SOUZA-SCHOREY, 2004), outra proteína cinase, tem mostrado 

controlar a formação e maturação dos invadopódios (WEBB et al., 2005). Dinamina-2 é uma 

proteína da família de GTPases responsável pela ativação de ERK (MCNIVEN et al., 2000) e 

ainda, pode ser localizada em sítios de adesão focal e protrusões citoplasmáticas como 

lamelipódios e invadopódios. A dinamina-2 é responsável por desagregar as proteínas 

formadoras de adesão focal através da interação com FAK (EZRATTY; PARTRIDGE; 

GUNDERSEN, 2005). 
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Figura 4. Proteínas precursoras da formação e maturação dos invadopódios. As proteínas cortactina, 

Arp 2/3, N-WASP formam um complexo de proteínas ligados à actina. Esse complexo é estabilizado 

com a chegada de Tks5 e inicia a nucleação e polimerização de actina. Com a formação do 

invadopódio, há o recrutamento de metaloproteínases de matriz responsáveis pelo remodelamento da 

MEC (Modificado: Eddy et al. 2017). 
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Invadopódios são tipicamente analisados em modelos de cultura bidimensional, 

facilitando a avaliação da habilidade de degradação da MEC. A formação de invadopódios e 

degradação da MEC ocorre em diversos tipos de células tumorais humanas (CLARK et al., 2007; 

MONSKY et al., 1994; SEALS et al., 2005) e trata-se de um mecanismo importante na atividade 

invasiva (COOPMAN et al., 1998; SCHOUMACHER et al., 2010). Em superfícies com 

substrato de MEC, invadopódios geralmente degradam matriz e projetam-se mais 

eficientemente que os podossosmos (ALEXANDER et al., 2008; LINDER; WIESNER; 

HIMMEL, 2011; MURPHY; COURTNEIDGE, 2011). Em estudos usando técnicas 

tridimensionais, a atividade proteolítica tem sido localizada na base das protrusões 

invadopodiais (TOLDE et al., 2010; WOLF et al., 2007). 

A interação dinâmica e bidirecional entre as células e a MEC pode regular migração, 

invasão, proliferação, morte, e também a diferenciação (HYNES, 2009; SCHULTZ et al., 

2011). Diferentes propriedades físicas da MEC, como composição biomecânica, rigidez, 

elasticidade, densidade, ou a extensão da comunicação pode alterar o comportamento celular; 

em contrapartida, as células podem remodelar a MEC localmente usando proteases 

(HOTARY et al., 2006; TANG et al., 2013). 

 

3. A matriz extracelular e o câncer 

A MEC, um componente abundante nos tecidos, consiste em uma rede que interliga 

fibras proteicas, glicoproteínas e polissacarídeos incluindo colágeno, elastina, laminina e 

fibronectina. Nos tecidos, a MEC prove um arcabouço físico para  ancoragem celular e gera 

força (MOTT; WERB, 2004). Além disso, regula processos como crescimento, migração, 

diferenciação, sobrevivência e morfogênese celular (NASCIMENTO et al., 2011; 

THEOCHARIS et al., 2015).  

A MEC funciona como substrato e também como barreira para o avanço celular 

(ABERCROMBIE; DUNN; HEATH, 1977; FRIEDL; BRÖCKER, 2000; 

LAUFFENBURGER; HORWITZ, 1996), sendo uma estrutura dinâmica que ao interagir com 

as células controla seu comportamento por meio de sinais cíclicos (DALEY; PETERS; 

LARSEN, 2008). Dependendo do tipo celular e substrato extracelular, a formação do contato 

focal e a migração podem ser regulados por diferentes integrinas, como integrina α5β1 que se 

liga à FN (CUKIERMAN et al., 2001); α6β1 ou α6β4 que se liga à laminina (RABINOVITZ; 

MERCURIO, 1997); e α2β1 que se liga ao colágeno fibrilar (MAASER et al., 1999). 

 O envolvimento desses receptores de adesão leva ao recrutamento de proteases de 

superfície, como as MMPs, que degradam componentes da MEC próximos a superfície 
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celular (MAASER et al., 1999). A degradação da MEC por essas enzimas aumenta no 

desenvolvimento do câncer, levando ao remodelamento das propriedades biomecânicas, 

bioquímicas e físicas desse microambiente (SCHAEFER; REINHARDT, 2016). Esse 

remodelamento da MEC fornece um arcabouço para o avanço da protrusão celular, permitindo 

espaço para expansão e migração (FRIEDL et al., 1997). 

A interação entre as células e o microambiente, seja a MEC ou células adjacentes, é 

vital para a manutenção dos processos celulares (BISSELL; HINES, 2011). Durante a 

tumorigênese, a interação com a MEC pode tornar-se desregulada pela alteração na expressão 

das integrinas e proteínas relacionadas a adesão focal, e também, devido ao rearranjo da 

arquitetura local e alteração na composição, estrutura e densidade da MEC (BRADBURY; 

FABRY; O’NEILL, 2012)(BRADBURY; FABRY; O’NEILL, 2012)(BRADBURY; FABRY; 

O’NEILL, 2012)(BRADBURY; FABRY; O’NEILL, 2012). In vivo, as células tumorais 

invasoras se deparam com dois grupos principais de MEC: a MB que interage diretamente 

com as camadas epiteliais e endoteliais, e a MEC intersticial. In vitro, componentes da MEC 

são comumente usadas como recobrimento da superfície de cultivo e, atualmente, 

componentes da MB sintéticos, como Matrigel ou Geltrex, tem sido usados a fim de 

mimetizar o microambiente in vivo (BRADBURY; FABRY; O’NEILL, 2012; LEE, 2007). 

A MB é um polímero formado por laminina, com sítios de adesão para células 

epiteliais, e colágeno do tipo IV formando uma rede estabilizadora da estrutura, entre outros 

componentes (HALFTER et al., 2015). Dentre os componentes da MB, as lamininas são 

glicoproteínas formadas por três diferentes polipeptídeos, denominados α, β e γ. Tem sido 

mostrado que a laminina modula diferentes processos celulares como adesão, migração, 

crescimento e diferenciação (AUMAILLEY, 2013). Um passo crucial no desenvolvimento do 

tumor é a quebra proteolítica dos componentes da MB, como a laminina, através da ação de 

proteases específicas secretadas pelas células tumorais e também pelas células estromais 

adjacentes (BONNANS; CHOU; WERB, 2014). Esse processo não apenas remove as 

barreiras físicas da invasão celular mas também revela peptídeos bioativos (SCHENK; 

QUARANTA, 2003). Um crescente número de evidências tem mostrado que os peptídeos 

derivados da quebra de lamininas pode controlar o comportamento do tumor (CAPUANO; 

JAEGER, 2004; KIKKAWA et al., 2013). Dentes esses peptídeos, podemos destacar o C16, 

derivado do canal γ da laminina-111, peptídeo relacionado a migração celular atividade 

metastática e angiogênese (KURATOMI et al., 2002; NASCIMENTO et al., 2011), 

mostrando ser um regulador na formação e atividade dos invadopódios (NASCIMENTO et 

al., 2011). 
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Dentre os componentes da MEC, a FN (Figura 5) é uma glicoproteína multifuncional 

encontrada no plasma e na MEC dos tecidos, expressa por muitos tipos celulares, possuindo 

papel chave na adesão celular e no comportamento migratório (MAGNUSSON; MOSHER, 

1998). A molécula funcional de FN consiste em duas subunidades similares de 220-250 kDa 

ligadas por duas ligações dissulfeto na extremidade C-terminal formando um dímero. Cada 

monômero possui três tipos de unidades de repetições chamadas: tipo I, II, III. Dentre as suas 

propriedades estão: a manutenção da morfologia normal, adesão, migração, diferenciação e 

proliferação celular (WHITE; BARALLE; MURO, 2008). 

   

   

 

Figura 5: Estrutura da fibronectina (FN)  e seus domínios de ligação. A. Cada braço é composto por 

uma combinação de repetições FI, FII e FIII com inserções ou deleções nas regiões de splicing 

alternativo; B. Representação simplificada do dímero de FN e os domínios de ligação à outras 

moléculas; C. Estrutura tridimensional repetição de FN tipo III com ligação à integrina. (Modificado de 

Becker et al., 2005; Gee et al., 2013). 
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Embora as moléculas de FN sejam codificadas por um único gene, as proteínas 

resultantes possuem diversas isoformas decorrentes de splicing alternativo do RNAm,  gerando 

aproximadamente 20 variantes de FN humana. A principal região de splicing ocorre nas 

repetições do tipo III, levando a duas repetições conhecidas como EDB e EDA (PANKOV; 

YAMADA, 2002). 

Com base na solubilidade, a FN pode ser subdividida em duas formas: FN plasmática e 

FN celular. A FN solúvel é um constituinte abundante no plasma (300µg/ml) e outros fluídos 

corporais; já a forma insolúvel é encontrada como componente da MEC. A FN plasmática é 

sintetizada pelos hepatócitos no fígado e mostra padrões de splicing relativamente simples. Já 

a FN celular consiste em um grupo heterogêneo de isoformas da FN resultante dos padrões de 

splicing dependente do tipo celular (PANKOV; YAMADA, 2002). 

Componente ubiquitinado da MEC, a FN provê conexões com as células através das 

integrinas e outros receptores, além de regular a diferenciação, adesão, e migração das células. 

Embora a FN seja amplamente conhecida como promotora de adesão das células ao substrato, 

esta proteína multidomínio tem muitas características estruturais e funcionais interessantes 

aquém da adesão celular (SCHWARZBAUER; DESIMONE, 2011). 

A FN apresenta expressão desregulada em células neoplásicas com elevado potencial 

metastático e por possuir papel crucial na adesão e motilidade celular, representa portanto, um 

elemento determinante no sucesso metastático de células neoplásicas (URTREGER et al., 

2006). Contudo, ainda não existe consenso se a FN auxilia ou suprime a progressão tumoral. 

Alguns autores propõem que a FN possui um papel supressor, pois mesmo em baixa 

concentração poderia diminuir invasão e metástase por aumentar a coesão entre as células e 

impedir o seu desprendimento da massa tumoral (JIA et al., 2012; ZHANG et al., 2009). No 

entanto, outros grupos de pesquisa acreditam que a FN ao invés de suprimir o potencial 

metastático e invasivo pode, pelo contrário, auxiliar na proliferação e invasão celular 

(KNOWLES; MALIK; PILCH, 2013; PENTYALA et al., 1998). 

Deep et al. (2014) analisaram a influência da silibinina, um flavonóide natural, no 

processo de sinalização relacionada a motilidade celular induzida pela FN. Para isso, células 

neoplásicas prostáticas (PC-3) foram semeadas em placas recobertas com FN (5µg/ml) e 

expostas ou não a silibinina em diferentes concentrações. O estudo mostrou que o flavonóide 

diminui a morfologia móvel e aderência das células PC-3, além de diminuir a motilidade das 

células nos ensaios de migração e invasão. Porém as células expostas apenas a FN mostraram 

citoesqueleto robusto com filamentos de actina formando projeções citoplasmáticas, e ainda, a 

exposição a FN ativou importantes componentes da via de sinalização responsáveis pela 
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motilidade celular como integrina α5β1, FAK e seu resíduo Tyr925, Src, Cdc42, Rac, Arp2/3, 

Cortactina, entre outras. Dessa forma, fica evidente que a FN tem importante influência na 

motilidade e capacidade de invasão das células tumorais (DEEP et al., 2014). 

Resultados recentes do nosso grupo de pesquisa mostraram que a exposição à FN 

(25µg/mL) diminuiu a migração das células tumorais neoplásicas LNCaP e PC-3 nas 

primeiras 24 horas de exposição (dados não publicados). Outros achados do nosso grupo, 

mostram que a exposição das células a FN (10 µg/mL), em associação ou não ao Geltrex, 

modifica a expressão de genes relacionados a adesão celular, como as caderinas, e genes 

relacionados a proliferação, como STAT3. Tais achados, em processo de publicação, nos 

mostram que a FN modula o comportamento celular, diminuindo a migração. Dessa forma, 

esse dados suportam nossa hipótese que a FN diminui as modificações estruturais que 

ocorrem no processo de motilidade celular. 

O complexo padrão de alterações adquiridos pelas células tumorais pode influenciar em 

uma variedade de funções celulares, incluindo proliferação, migração, invasão, sobrevivência 

e capacidade de induzir a angiogênese (HANAHAN; WEINBERG, 2000, 2011). Além das 

alterações moleculares adquiridas pelas células tumorais, durante a progressão do tumor as 

células mantem uma complexa interação com o microambiente ao redor, o qual pode 

influenciar o comportamento tumoral (NIENHUIS et al., 2015). 

Fica claro, portanto, que a MEC é uma estrutura dinâmica que provem sinais para as 

células normais. A FN é um importante componente da MEC e tem sido amplamente estudada 

para a identificação de propriedades que levariam a variação em suas funções (WHITE; 

BARALLE; MURO, 2008). Assim, é de grande importância entender também a interação 

da FN com células neoplásicas, seja in vivo como in vitro, para comprovar e descrever mais 

detalhadamente a influência dessa molécula em diversos tipos de câncer (HYNES, 1990; 

ZHANG et al., 2009). 

 

4.  Modelos de estudo in vitro 

A cultura celular humana e animal são ferramentas importantes amplamente usadas na 

ciência. Diferentes tipos de cultura celular são modelos de estudo para doenças (dentre elas o 

câncer), técnicas de fertilização in vitro, células tronco, produção de anticorpos monoclonais e 

medicina regenerativa (JEDRZEJCZAK-SILICKA, 2017). Desde o estabelecimento das 

células HeLa, linhagens celulares tumorais imortalizadas são estudadas como modelos 

biológicos para investigar a biologia dos tumores (por exemplo, a iniciação, progressão, 

metástase, microambiente tumoral e célula tronco tumoral) e o desenvolvimento de novas 

terapias (JEDRZEJCZAK-SILICKA, 2017). Sabe-se que dados obtidos na pesquisa básica 
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usando cultura de células não são clinicamente representativos devido a heterogeneidade das 

células tumorais e os mecanismos relacionados a resistência às terapias (MITRA; MISHRA; 

LI, 2013). As linhagens celulares usadas como ferramenta de estudo podem possuir 

limitações, como: aberrações genéticas durante o cultivo; microambiente diferente do in vivo; 

contaminação cruzada com outros tipos celulares; mudanças na morfologia, expressão gênica 

e várias vias celulares; contaminação por micoplasma e outros patógenos, perda da 

heterogeneidade natural do tecido ou tumor (EDMONDSON et al., 2014; SOUZA et al., 

2016). Pesquisas com linhagens tumorais são a oportunidade de entender a biologia dos 

tumores e permitir um alto nível de conhecimento para o desenvolvimento de novas drogas 

(MITRA; MISHRA; LI, 2013; VALYI-NAGY, 2014). Atualmente, estudos estão 

direcionando os tratamento para o uso de marcadores moleculares específicos ao genoma do 

paciente, promovendo uma terapia personalizada contra o câncer (MITRA; MISHRA; LI, 

2013). 

 O cultivo bi-dimensional (2D) em monocamada tem várias limitações como por 

exemplo a perda da arquitetura específica do tecido e interação célula-célula (SOUZA et al., 

2016; TECHNOLOGIES, 2012). Novas técnicas de cultivo celular aprimoraram o 

microambiente das culturas, como por exemplo, os modelos de cultura tri-dimensional (3D). 

Esse tipo de cultura 3D de células dependentes de ancoragem usam hidrogéis sintéticos de 

componentes da MEC ou MB, como o Matrigel e o Geltrex (HÄRMÄ et al., 2010; 

HUTMACHER et al., 2010; ZAMAN, 2013), mimetizando a MEC e formando um arcabouço 

para as células (RODRÍGUEZ-HERNANDEZ, 2014) e ainda, permitem analisar e 

compreender o crescimento, migração e resistência a terapia em células tumorais. Dentre as 

vantagens da cultura 3D, podemos destacar: modelo in vitro mais fidedigno ao tecido; 

propriedades bioquímicas e morfológicas específicas para cada tecido; interação célula-célula 

e célula-MEC (essenciais para processos como diferenciação e proliferação); aumenta a 

acurácia da arquitetura tecidual; apresenta maior fidelidade em experimentos relacionados a 

biologia dos tumores e drogas (SOUZA et al., 2016). 

 Inúmeros estudos mostram a associação do microambiente na progressão de diversos 

tumores como pulmão, ovário, cólon e o câncer de próstata (CaP), através de mecanismos de 

migração como formação dos invadopódios e vias de sinalização relacionados a cascata da 

motilidade (MENG et al. 2009; DOCHEVA et al. 2010; BURGER et al. 2014; SIQUEIRA et 

al. 2016; BEGUM et al. 2017; NARGIS et al. 2018). Dentre os diversos tipos de tumores que 

acometem os homens, o CaP apresenta alta taxa de reincidência associada à migração celular, 

com metástases ósseas diminuindo em até 25% a sobrevida dos pacientes acometidos por essa 
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malignidade (BUBENDORF et al., 2000; HELLERSTEDT; PIENTA, 2002; NØRGAARD et 

al., 2010; STURGE; CALEY; WAXMAN, 2011).  

Durante o desenvolvimento do CaP, um fator indispensável é a sinalização mediada 

por andrógenos e seus receptores (RISBRIDGER et al., 2010). Os tratamentos convencionais 

mais aceitos são radiação e prostectomia radical (ROSENTHAL; SANDLER, 2010), sendo 

estratégias terapêuticas com alta taxa de sucesso (PAYNE, 2009), porém após uma média de 

12-33 meses, a doença reincide apesar dos tratamentos anti-androgênicos (HELLERSTEDT 

& PIENTA 2002). A insensibilidade ao tratamento anti-androgênicos está associado a 

progressão da doença levando a metástases múltiplas, mais frequentemente no tecido ósseo 

(BUBENDORF et al., 2000; NØRGAARD et al., 2010). 

Duas das linhagens de células humanas de CaP mais utilizadas para estudos in vitro  

são a LNCaP e a PC3 (PEEHL, 2005). A linhagem celular LNCaP, dependente de andrógeno, 

é proveniente do linfonodo supraclavicular esquerdo de um homem caucasiano de 50 anos 

com diagnóstico de CaP metastático. As células LNCaP produzem fosfatase ácida prostática e 

o antígeno específico prostático (PSA), além de expressarem AR, ER, EGF e TGF α e β 

(Murphy, 1980). A LNCaP possui morfologia fusiforme com presença de finas projeções 

citoplasmáticas e núcleo volumoso em relação ao citoplasma. Geralmente expandem 

agrupadas umas sobre as outras (processo denominado cluster em inglês) formando massas 

disformes. Sua morfologia consiste em células fusiformes e alongadas, núcleo grande e 

picnótico, além de grande contato célula-célula. Já a linhagem celular PC3 é independente de 

andrógeno, é proveniente de metástase óssea de um homem caucasiano de 62 anos com 

diagnóstico de CaP mestátatico, além de apresentarem baixa atividade da fosfatase ácida e da 

di-hidrotestosterona 5-α redutase (KAIGHN et al., 1979). As células PC-3 apresentam padrão 

morfológico variado, sendo possível observar células com formato poligonal e fusiforme com 

diferentes tamanhos, além de serem multinucleadas. A morfologia da linhagem celular PC- 3 

permite observar melhor os detalhes do citoesqueleto e o comportamento da actina-F, pois as 

células apresentam grandes e variados prolongamentos citoplasmáticos como lamelipódios e 

filopódios. Algumas dessas células se destacam pelo seu formato aberrante e presença de 

múltiplos núcleos.  

Utilizando tais linhagens celulares no estudo da motilidade das células neoplásicas e 

visto a dualidade de evidências sobre o papel da FN, o nosso estudo espera contribuir com 

novas respostas consistentes sobre a influência desse componente da MEC nos mecanismos 

moleculares da migração celular e na formação dos invadopódios, estruturas fundamentais 

para a migração e invasão tumoral. 
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II. HIPÓTESE 
 

Considerando as informações acima descritas, nossa hipótese é a de que a FN possua 

impacto significativo, retardando o processo de migração celular e controlando negativamente 

proteínas responsáveis pela formação dos invadopódios em células neoplásicas malignas. 

 
III. OBJETIVOS 

 

Avaliar a influência da FN, isolada ou em associação com componentes da MB, no 

processo migratório de células neoplásicas malignas, com ênfase nos mecanismos de 

formação dos invadopódios. 

 
IV. OBETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 Cultivar células neoplásicas malignas expostas à FN: i) solúvel; ii) polimerizada como 

cobertura em placa de cultura; ou iii) associada a uma MB sintética; 

 

 Analisar a morfologia das células, através de marcação para Actina-F, com especial atenção à 

formação de prolongamentos citoplasmáticos, nos grupos expostos; 

 

 Verificar as taxas de proliferação celular através do ensaio de MTT; 

 

 Analisar o processo de migração das células expostas e não expostas à FN, empregando placas 

com sistema de insertos transwell; 

 

 Localizar por imunofluorescência as proteínas Cortactina e MMP-14, envolvidas na formação 

dos invadopódios; 

 

 Quantificar, por Western Blotting, as proteínas Actina-F, Cortactina, Dinamina-2, ERK 1/2, 

pFAK. 
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V. MATERIAL E MÉTODOS 
 

1. Linhagens celulares neoplásicas e condições de cultura 

O nosso trabalho utilizou as células metastáticas prostáticas LNCaP e PC-3, adquiridas 

junto à empresa American Type Culture Collection (ATCC) e constituintes do nosso banco de 

células neoplásicas malignas, como ferramentas biológicas para o desenvolvimento dos 

experimentos. A linhagem celular LNCaP (clone FGC - ATCC® CRL-1740TM) tem 

características de um adenocarcinoma prostático dependente de andrógeno, enquanto a 

linhagem celular PC-3 (ATCC® CRL-1435TM) independe de estímulos hormonais. Ambas 

linhagens celulares foram cultivadas em meio RPMI 1640 (GibcoTM; 11875093) suplementado 

com 10% de soro fetal bovino (GibcoTM; 16000044) e 1% de antibiótico/antimicótico (GibcoTM; 

15240062). Os meios foram trocados a cada 2 dias durante a expansão e utilização das células 

e foi realizado o monitoramento das culturas empregando microscópio invertido (Zeiss 

Axiovert
®

, Alemanha). Todas as células foram mantidas em estufa com 5% de CO2 em 

atmosfera úmida a 37ºC. O comitê de ética não se faz necessário por tratar-se de linhagens 

celulares estabelecidas e patenteadas pela ATCC, que mantém a responsabilidade sobre as 

células. 

 

2. Teste para detecção de Micoplasma nas linhagens celulares 

  Um teste molecular para detecção de micoplasma foi realizado como medida 

preventiva antes de iniciar a exposição das diferentes linhagens celulares aos componentes da 

MEC. O kit utilizado foi o VenorTMGeM Mycoplasma Detection Kit, PCR-based (Sigma-

Aldrich™) e as indicações do fabricante foram seguidas durante a sua execução. Optamos em 

realizar o teste durante a expansão celular prévia à montagem das placas para os experimentos 

com componentes da MEC. Para isso, o sobrenadante celular foi coletado e preparado para a 

técnica de PCR em gel de agarose. O teste molecular para detecção de micoplasma nas 

linhagens celulares LNCaP, PC3 e RWPE-1 (linhagem de células prostáticas normais, não 

utilizada nesse trabalho) teve resultado negativo para todas as amostras (Figura 6). Esses 

resultados garantem a qualidade das células utilizadas nesse projeto e nos demais projetos do 

nosso laboratório, já que a contaminação por micoplasma compromete o metabolismo da 

célula e a sua sobrevivência. 
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Figura 6: Resultado do teste molecular para detecção de Mycoplasma sp. Linha 1: padrão de peso 

molecular. Linha 2: Controle positivo. Linha 3: Controle Negativo. Linha 4: Amostra LNCaP. Linha 5: 

Amostra PC-3. Linha 6: Amostra RWPE-1. 

 

3. Exposição das células à fibronectina 

As células LNCaP e PC-3 foram divididas em cinco grupos experimentais: Controle, 

FN solúvel, FN coating, FN+ Geltrex e Geltrex. O período de exposição foi de 4 dias. Cada 

grupo experimental está detalhadamente descrito a seguir: 

i. Controle: As células do grupo controle foram semeadas diretamente no plástico da 

placa de cultura e receberam meio padrão como descrito no tópico 1. 

ii. FN solúvel: Para esse método a FN foi dissolvida em meio de cultura padrão na 

concentração de 10 µg/mL (Li et al. 2011) que, posteriormente foi adicionado às 

células semeadas; 

iii. FN Coating: a técnica de coating permite o contato com a molécula da MEC em 

apenas uma das superfícies celulares, o que acarreta polaridade na cultura. Dessa forma 

a FN (Sigma-Aldrich™, St. Louis, MO) foi diluída em D-PBS (GIBCO BRL, Grand 

Island, NY) na concentração de 10 µg/mL (Docheva et al. 2010) e colocada no fundo 

dos poços da placa, revestindo-o. Após secar em temperatura ambiente por 45 min, o 

excesso foi aspirado e as células foram semeadas e cultivadas em meio padrão.  

iv. FN + Geltrex: Foi utilizada uma MB sintética com fatores de crescimento 

reduzidos (Geltrex - GIBCO BRL, Grand Island, NY) e a técnica baseou-se nos 
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protocolos de Lee et al., (2007). Dessa forma, os poços da placa de cultura (Millipore 

Corp., Billerica, MA, USA) foram preenchidos por Geltrex (50 µL/cm2) e incubados 

por 30 min a 37°C para permitir a polimerização dessa matriz. Posteriormente, as 

células foram semeadas na superfície da MB e ficaram incubadas com 1mL de meio 

padrão para aderirem a superfície. Após a adesão das células, foi adicionado mais 25% 

de Geltrex + 10 µg/mL de FN solúvel.  

v. Geltrex: Foi utilizado o mesmo procedimento descrito no item iv. Dessa forma, os 

poços da placa de cultura (Millipore Corp., Billerica, MA, USA) foram preenchidos 

por Geltrex (50 µL/cm2) e incubados por 30 min a 37°C para permitir a polimerização 

dessa matriz. Posteriormente, as células foram semeadas em superfície com 

componentes da MB e ficaram incubadas com 1mL de meio padrão para aderirem a 

superfície. Após a adesão das células, foi adicionado mais 25% de Geltrex. 

 

4. Viabilidade Celular. 

Após exposição aos componentes da MEC por quatro dias, a viabilidade celular foi 

avaliada e o resultado comparado à viabilidade das células LNCaP e PC-3 do grupo controle 

(cultivadas apenas em meio padrão). As células com viabilidade igual ou maior que 90% 

foram utilizadas, afim de garantir a confiabilidade dos experimentos. Para isso, as células 

foram tripsinizadas e as amostras tratadas com azul de tripano 0,4% (Gibco/Invitrogen™) 

(volume 1:1), contadas em câmara de Neubauer e visualizadas por microscopia de luz. Foram 

consideradas viáveis as células translúcidas e inviáveis as células coradas pelo azul de tripano. 

 

5. Ensaio de proliferação celular por MTT 

As taxas de proliferação das células expostas aos componentes da MEC foram avaliadas 

através do ensaio de MTT (3,4,5- dimethilthiazol-2yl-2,5 difenil tetrazolium bromide). Esse 

ensaio baseia-se na capacidade das desidrogenases mitocondriais clivarem o anel de 

tetrazolium, promovendo a formação de cristais roxos. 

  O ensaio de proliferação foi feito através do MTT Cell Proliferation Assay (Sigma-

Aldrich
TM

, M2128), seguindo as instruções do fabricante. Os experimentos utilizaram 

triplicatas experimentais e três experimentos independentes foram realizados. As concentrações 

das células foram estabelecidades de acordo com a taxa de crescimento de cada linhagem 

celular mostrado pela empresa American Type Culture Collection (ATCC), sendo: 0,5x10
4
 

células/poço para LNCaP e 0,1x10
4 
células/poço para PC-3.  
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Após exposição aos diferentes componentes da MEC por 4 dias, colocamos 100µL de 

MTT (5mg/mL) diluído em meio sem SFB nos poços de cultura (placa de 96 poços). A 

incubação do MTT foi realizada por 4 horas à 37°C. O sobrenadante foi então removido e a 

cada poço adicionou-se 200µL DMSO antes da leitura, realizada em um aparelho de leitura 

ELISA em filtro de 580nm.  

 

6. Análise da Morfologia e da Morfometria Celular 

A morfologia geral e a análise do citoesqueleto das células LNCaP e PC-3, expostas 

ou não aos componentes da MEC, foram analisadas após a conjugação da sonda fluorescente 

Alexa Fluor™ 568 Phalloidin. Pra isso, as células foram fixadas em Formalina 10% por 8 

min, lavadas com PBS, permeabilizadas com triton 0,1% e bloqueadas por 40 min com BSA 

3%, a temperatura ambiente. Em seguida foi feita a exposição das células à faloidina 

conjugada com Alexa Fluor 568 (fluorescência vermelha, 1:200). O núcleo das células foi 

marcado em azul fluorescente com DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) no momento da 

montagem das lâminas. As células foram analisadas e fotografadas no aumento de 63X em 

Microscópio Confocal de Varredura a Laser (Leica
®

-TCS-SPE) do Centro de Microscopia 

Eletrônica do Instituto de Biociências de Botucatu-UNESP.  

Dez imagens das células marcadas com Alexa Fluor™ 568 Phalloidin no aumento de 

63X foram utilizadas para analisar área celular e contagem de projeções citoplasmáticas das 

células LNCaP e PC-3. A análise da intensidade de fluorescência (Pixel count) vermelha da 

faloidina foi realizado a partir de cinco fotos, onde o contorno das células foi delimitado e 

analisado pelo software Image J. A contagem das projeções citoplasmáticas foi realizada 

utilizando o contador Interactive Mensurement Counting do programa Leica
® 

Kwin. A área 

celular foi mensurada multiplicando-se a largura pelo comprimento das células fotografadas 

em Microscópio Confocal de Varredura a Laser (Leica
®

- TCS-SPE), a partir do programa 

Image J. 

 

7. Ensaio de Migração em Sistema de Inserto Transwell 

Para a avaliação do potencial migratório das células foram utilizados insertos Thin 

Cert™ com membranas contendo poros de 8μm (Greiner Bio-One) em placa de 24 poços. Os 

experimentos utilizaram duplicatas experimentais. Na parte superior do inserto as células das 

linhagens tumorais foram semeadas na quantidade de 1x10
5
 células/poço para LNCaP e 2x10

4
 

células/poço para PC-3. Receberam meio padrão RPMI sem SFB, adicionado ou não dos 
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componentes da MEC: FN solúvel, coating ou agregada ao Geltrex. Já na parte inferior, foi 

adicionado apenas meio RPMI contendo 10% de SFB. Insertos contendo apenas meio de 

cultura padrão ou Geltrex também foram montados. 

Posteriormente as placas com os insertos foram incubadas durante 24 horas para as 

células LNCaP e 18 horas para PC-3, de acordo com o tempo de duplicação de cada linhagem 

celular mostrado pela empresa American Type Culture Collection (ATCC). Após incubação as 

células foram fixadas com metanol por 10 min, e aquelas que não migrarem, ou seja, que 

permaneceram na parte superior do inserto, foram retiradas por raspagem. As células que 

migraram através dos poros da membrana foram coradas com solução de azul de toluidina a 

0,1% durante 10 segundos e fotografadas com a objetiva de 5x em microscópio invertido 

(Zeiss Axiovert
®

, Alemanha). 

 

8. Imunofluorescência 

As lamínulas de vidro contendo as células LNCaP e PC-3 dos grupos experimentais foram 

lavadas com PBS (3x) e fixadas com metanol P.A. por 8 min. Após fixadas, as células foram 

lavadas novamente com PBS, permeabilizadas com triton 0,1% e bloqueadas por 40 min com BSA 

3%, a temperatura ambiente. 

Em seguida, os anticorpos primários citados na Tabela I, diluídos em BSA 1%, foram 

aplicados e incubados durante 2 horas em temperatura ambiente. Após, as células foram lavadas 

com PBS e incubadas com os anticorpos secundários apropriados, também diluídos e BSA 1% 

(Tabela I) durante 1 hora em temperatura ambiente. O excesso de anticorpo secundário foi 

retirado com PBS e as lamínulas contendo as células foram montadas sob lâminas em meio de 

montagem para fluorescência VECTA SHIELD


, mounting medium for fluorescence with 

DAPI – Vector Laboratories, para posterior observação ao Microscópio Confocal de 

Varredura a Laser (Leica


-TCS-SPE) do Centro de Microscopia Eletrônica do Instituto de 

Biociências de Botucatu-UNESP. 

 

 

 

 

 

 



21  

 

Tabela I: Relação dos anticorpos primários e secundários usados para a técnica de imunofluorescência. 

 

Anticorpo Primário Fabricante Código Catálogo Diluição 

Cortactina Abcam ab81208 1:1000 

MMP-14 Santa Cruz sc12367 1:200 

Anticorpo Secundário Fabricante Código Catálogo  

Anti Rabbit Santa Cruz sc2012 1:200 

Anti Goat Santa Cruz sc2024 1:200 

 

9. Western Blotting 

A expressão das proteínas Actina-F, Cortactina, Dinamina-2, ERK 1/2, pFAK e 

GAPDH foi analisada e quantificada por meio de Western Blotting. Foi feita triplicata 

experimental para cada grupo experimental e ainda, foram feitos três experimentos 

independentes, sendo três replicatas biológicas. 

Após serem lavadas com PBS, as células receberam tampão de lise RIPA (Pierce, IL, 

EUA), adicionado de coquetel inibidor de protease/fosfatase (Sigma CO, Saint Louis, MO, 

USA). Após 24 horas de incubação a -20°C com o tampão de lise, as amostras foram 

descongeladas e centrifugadas a 12000 rpm a 4°C por 10 min. Em seguida, foi feita a coleta 

do sobrenadante e a quantificação das proteínas resultantes usando espectofotometro 

NanoVue® (GE Healthcare). Alíquotas do extrato celular (30μg) foram diluídas em tampão de 

amostras, aquecidas e separadas em SDS-PAGE a 10% em sistema de eletroforese Mini 

Protean III (BioRad, Califórnia, USA). As proteínas separadas no gel foram transferidas para 

membranas de nitrocelulose 0,2 µm (BioRad, Califórnia, USA) e, posteriormente bloqueadas 

com leite desnatado 3% diluído em TBS-Tween e incubadas com os diferentes anticorpos 

primários descritos na Tabela II durante aproximadamente 16 horas. Depois de lavadas em 

TBS-Tween, as membranas foram incubadas com anticorpo secundário (Tabela II) por 2 

horas e reveladas pelo sistema de detecção ECL
® 

Selected Western Blotting Detection 

Reagent (GE Healthcare, Uppsala, Suécia). Após a captura da imagem em transiluminador G-

Box foi feita a quantificação densitométrica das bandas utilizando o programa Image J. 
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Tabela II: Relação dos anticorpos primários e secundários usados para a técnica de western blotting. 

Anticorpo Primário Fabricante Código Catálogo Diluição 

Cortactina Abcam ab81208 1:15000 

Dinamina Abcam ab3457 1:5000 

Actina-F Santa Cruz sc1615 1:800 

ERK 1/2 Santa Cruz sc514302 1:1000 

pFAK Santa Cruz sc81493 1:1000 

GAPDH Santa Cruz sc47724 1:5000 

Anticorpo Secundário Fabricante Código Catálogo Diluição 

Anti Rabbit Santa Cruz sc2030 1:5000 - 1:10000 

Anti Mouse Abcam ab6789 1:5000 - 1:10000 

Anti Goat Santa Cruz sc2378 1:2000 

 

10. Análises Estatísticas 

Foi realizado o teste de homocedasticidade e normalidade (Shapiro-Wallis test) para 

averiguar como os dados se comportam em relação a sua distribuição, classificando-os como 

paramétricos ou não-paramétricos. Posteriormente, utilizamos o teste estatístico para análise de 

variância – ANOVA, com “a posteriori” de Tuckey- Kramer. As diferenças foram consideradas 

estatisticamente significativas quando p≤0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



23  

VI. RESULTADOS 

 

1. Viabilidade 
A viabilidade das células LNCaP e PC-3 não foi afetada por nenhuma das exposições. 

Os valores foram obtidos através da contagem relativa de células vivas e mortas utilizando o 

corante azul de tripan (Figuras 7A e B). Destaca-se que a média geral (contendo o resultado de 

todos os grupos experimentais/célula) da viabilidade celular para as células LNCaP e PC-3 foi, 

respectivamente, 83,53% (SEM = 3,39) e 94,25% (SEM = 1,54). 

 

2. Proliferação Celular 

Células da linhagem LNCaP (Figura 8A) apresentaram aumento na taxa de proliferação 

celular nos grupos com recobrimento da superfíce: FN coating, FN+Geltrex e Geltrex em 

comparação com o grupo controle. O grupo FN solúvel não apresentou diferença em relação ao 

grupo controle. Para as células PC-3 (Figura 8B), o ensaio de proliferação mostrou diminuição 

nos grupos com recobrimento FN coating, FN+Geltrex e Geltrex em relação ao controle. O 

grupo FN solúvel não apresentou alterações em comparação com o grupo controle. 

 

3. Morfologia e Morfometria Celular 

Para investigar as mudanças morfológicas das linhagens LNCaP e PC-3, utilizamos 

marcação com faloidina-rodamina, que define a actina-F presente no citoplasma, e observamos 

através microscopia confocal de fluorescência. 

 

Células LNCaP 

A LNCaP possui morfologia fusiforme com presença de finas projeções citoplasmáticas e 

núcleo volumoso em relação ao citoplasma (Figura 9A). Na presença de FN solúvel, as células 

LNCaP apresentaram grandes prolongamentos com acúmulo de actina na região citoplasmática 

cortical, principalmente na extremidade dos prolongamentos (Figura 9B). Ainda no grupo FN 

solúvel, algumas células adjacentes mostraram comunicação através de projeções mais finas e 

alongadas. Quando expostas a FN coating, as células apresentaram-se isoladas, com 

prolongamentos mais curtos (e predomínio de actina na região cortical do citoplasma) ou 

agregadas e mantendo os prolongamentos citoplasmáticos visíveis (Figura 9C). 

Na presença de componentes da MB, em associação ou não à FN, as células LNCaP 

mostraram-se mais agregadas, com morfologia menos fusiforme e mais arredondadas, com 

curtos prolongamentos citoplasmáticos (Figuras 9D e 9E). Nesses grupos é possível observar 
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que a actina-F concentrou-se logo abaixo da membrana citoplasmática, contornando as células. 

Quanto à marcação para actina-F, o grupo FN solúvel apresentou maior intensidade e o 

grupo FN coating teve menor intensidade, em relação ao grupo controle (Figura 9F). Os demais 

grupos FN+Geltrex e Geltrex não apresentaram diferenças na intensidade de marcação para 

actina-F. 

O número de projeções citoplasmáticas não foi diferente entre os grupos experimentais 

e o grupo controle (Figura 10A), apesar dos grupos FN coating, FN+Geltrex e Geltrex 

apresentarem projeções mais curtas, como citado acima. 

Agrupadas e analisadas pelas suas dimensões na forma de área celular, as células LNCaP 

revelaram variação de 100 a 2000 µm2 (Figura 10B). O grupo controle e o grupo FN coating 

tiveram predomínio de tamanho celular entre 500 e 1000 µm2. Já os demais grupos (FN solúvel, 

FN+Geltrex e Geltrex) apresentaram predomínio de células menores, com tamanho variando 

entre 100 e 500 µm2. 

Células PC-3 

As células PC-3 apresentam padrão morfológico variado, sendo possível observar 

células com formato poligonal e fusiforme com diferentes tamanhos, além de serem 

multinucleadas (Figura 11A). A morfologia da linhagem celular PC- 3 permite observar melhor 

os detalhes do citoesqueleto e o comportamento da actina-F, pois as células apresentam grandes 

e variados prolongamentos citoplasmáticos como lamelipódios e filopódios. Nesses 

prolongamentos, a actina se organiza na região cortical do citoplasma e na forma de fibras de 

estresse (Figura 11A, detalhe). 

Quando expostas à FN solúvel, foi possível observar maior número de projeções 

citoplasmáticas do tipo lamelipódios nas células PC-3 (Figura 11B). Nos lamelipódios (Figura 

11B, detalhe), a actina-F se organiza na região cortical suportando a formação dessas estruturas 

e as fibras de estresse mantem a organização citoplasmática e exercem força de tração para a 

célula. Na exposição à FN coating, as células apresentaram morfologia arredondada e 

disposição em aglomerados (Figura 11C). As células apresentaram regiões com longos 

prolongamentos contendo actina cortical e filopódios (Figura 11C, detalhe). 

Células PC-3 expostas a FN+Geltrex mostraram-se mais arredondadas, com excessiva 

concentração de actina cortical e numerosos prolongamentos do tipo filopódios (Figura 11D). 

Quando expostas apenas ao Geltrex, essas células apresentaram-se volumosas e aglomeradas, 

compostas por grande quantidade de actina cortical e poucos prolongamentos citoplasmáticos e 

filopódios (Figura 11E). 

A intensidade de marcação para actina-F foi menor no grupo FN coating em 
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comparação com o grupo controle e se manteve semelhante nos demais grupos FN solúvel, 

FN+Geltrex e Geltrex (Figura 11F). 

A contagem das projeções citoplasmáticas (Figura 12A) revelou aumento dessas 

estruturas no grupos FN solúvel e FN+Geltrex, como previamente avaliado na análise da 

morfologia celular desses grupos. Já o grupo Geltrex apresentou uma diminuição no número de 

projeções citoplasmáticas em relação ao grupo controle. Não houve diferença no número de 

projeções das células do grupo FN coating, em relação ao grupo controle. 

A avaliação da área celular comprovou a grande variação do padrão morfológico para a 

linhagem PC-3, com variação entre 1000 a 20000 µm2 (Figura 12B). Todos os grupos avaliados 

(experimentais e controle) tiveram um predomínio de células com tamanho de 1000-5000 µm2. 

 

4. Motilidade Celular 

O potencial de motilidade das células LNCaP dos diferentes grupos experimentais foi 

acessado através de ensaios de migração celular utilizando insertos com membrana porosa de 

8µm. Após 24 horas de incubação, células LNCaP de todos os grupos experimentais migraram 

significativamente menos que as células do grupo controle (Figura 13). 

Já as células PC-3, foram incubadas por 18 horas e apresentaram aumento na taxa de 

migração nos grupos expostos a FN+Geltrex e Geltrex. O grupo FN solúvel e FN coating não 

apresentaram diferenças significativas quando comparadas ao grupo controle (Figura 14). 

 

5. Imunolocalização das Proteínas Cortactina e MMP-14 

Para investigar a localização de proteínas chaves no processo de formação de 

invadopódios, realizamos imunofluorescência das proteínas cortactina e MMP-14. 

  

Células LNCaP 

Na imunomarcação para Cortactina (Figura 15), o grupo controle apresentou marcação 

citoplasmática difusa e menos intensa. Já os grupos FN solúvel e FN coating apresentaram 

marcação com maior intensidade na região cortical dos prolongamentos citoplasmáticos. Os 

grupos FN+Geltrex e Geltrex tiveram marcação mais intensa, quando comparadas ao grupo 

controle. 

A proteína MMP14 distribui-se delicadamente por toda a área de membrana plasmática 

das células (Figura 16). Para essa proteína, os grupos FN solúvel e FN+Geltrex apresentaram 

marcação mais intensa que o grupo controle. Os grupos FN coating e Geltrex tiveram 

intensidade de marcação semelhante à do grupo controle. 
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Células PC-3 

Nas células PC-3, a imunomarcação para Cortactina (Figura 17) teve a mesma 

intensidade em todos os grupos experimentais, sendo que nos grupos FN solúvel, FN coating e 

FN+Geltrex houve predomínio de marcação na região cortical do citoplasma, destacando o 

contorno celular na região em que acontece a montagem dos filamentos de actina. 

As células marcadas para MMP-14 (Figura 18) tiveram imunomarcação mais intensa 

apenas no grupos exposto ao Geltrex, quando comparado ao grupo controle. Os demais grupos 

tiveram marcação semelhante à do grupo controle. 

 

6. Expressão de proteínas chaves na motilidade celular 

A expressão das proteínas Actina-F, Cortactina, Dinamina-2, ERK 1/2 e p-FAK foi 

investigada nos diferentes grupos experimentais.   

Células LNCaP 

As proteínas Actina-F (Figura 19) e Dinamina-2 (Figura 21) tiveram a expressão 

diminuída em todos os grupos expostos a FN e aos componentes da MB, em relação ao grupo 

Controle. Já a expressão da proteína Cortactina (Figura 20) diminuiu nos grupos FN coating e 

Geltrex.   

A quantificação da proteína ERK 1/2 (Figura 22) apresentou aumento nos grupos FN 

solúvel, FN+Geltrex e Geltrex e não houve diferença no grupo FN coanting, quando 

comparado ao grupo controle. A proteína pFAK (Figura 23) mostrou-se aumentada nos grupos 

FN coating e FN+Geltrex, enquanto os grupos FN solúvel e Geltrex não apresentaram 

diferenças significativas quando comparadas ao grupo controle. 

Células PC-3 

A quantificação da proteína Actina-F (Figura 24) mostrou-se aumentada apenas nos 

grupos FN solúvel e FN coating. A expressão da proteína Cortactina (Figura 25) diminuiu no 

grupo FN+Geltrex em compração ao grupo controle. A expressão dessa proteína não variou nos 

demais grupos experimentais. Já a proteína Dinamina-2 (Figura 26) aumentou no grupo FN 

solúvel e diminuiu nos grupos FN coating e FN+Geltrex. O grupo Geltrex não apresentou 

diferença quando comparada ao grupo controle. 

A quantificação da proteína ERK 1/2 (Figura 27) mostrou-se diminuída no grupo 

Geltrex e não apresentou diferença nos demais grupos expostos. A proteína pFAK (Figura 28) 

teve a sua expressão aumentada nos grupos expostos FN solúvel e FN+Geltrex e não variou nos 

grupos FN coating e Geltrex. 
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Figura 7. Efeito da exposição da FN solúvel, coating ou associada ao Geltrex (e dos seus controles) sobre a 

viabilidade das células LNCaP (A) e PC-3 (B). Não houve diferença entre os grupos experimentais. Os 

resultados são expressos como média ± SEM. 
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Figura 8. Efeito de 4 dias de exposição da FN solúvel, coating ou associada ao Geltrex (e dos seus 

controles) sobre a proliferação das células LNCaP (A) e PC-3 (B). A FN coating, associada ao Geltrex e 

apenas o Geltrex foram capazes de aumentar a taxa de proliferação nas células LNCaP. Nas células PC-3, o 

efeito foi oposto e as mesmas exposições diminuíram a proliferação dessas células. Os resultados são 

expressos como média ± SEM. 
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Figura 9. Imunofluorescência das células LNCaP marcadas para actina-F (coradas com faloidina-rodamina e 

contracoradas com DAPI). As células cresceram expostas a diferentes condições: aderidas à placa de cultura 

celular em meio padrão (Controle, A), em meio de cultura contendo fibronectina solúvel (FN solúvel, B), 

aderidas à superfície recoberta por fibronectina (FN coating, C), aderidas à superfície recoberta por Geltrex e 

embebidas em meio de cultura contendo fibronectina (FN+Geltrex), D) ou somente aderidas à superfície 

recoberta por Geltrex (Geltrex, E). Os pontilhados destacam detalhes de prolongamentos celulares de cada 

grupo experimental. Barra de escala: 50µm. F) Quantificação da intensidade fluorescente de marcação para 

actina-F, com resultados expressos como média ± SEM. As células do grupo FN solúvel apresentaram maior 

intensidade de marcação (*p ≤ 0,05) e as células do grupo FN coating menor intensidade de marcação (*p ≤ 

0,05) que o grupo controle.  
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Figura 10A: Número de projeções citoplasmáticas das células LNCaP dos diferentes grupos experimentais. 

Apesar das células LNCaP expostas à FN coating apresentarem tendência ao aumento do número de 

projeções, não houve diferença significativa entre os grupos. Os resultados são expressos como média ± 

SEM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10B: Quantificação da área das células LNCaP (em µm
2
) dos diferentes grupos experimentais, 

realizada no programa Image J.  
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Figura 11. Imunofluorescência das células PC-3 marcadas para actina-F (coradas com faloidina-rodamina e 

contracoradas com DAPI). As células cresceram expostas a diferentes condições: aderidas à placa de 

cultura celular em meio padrão (Controle, A), em meio de cultura contendo fibronectina solúvel (FN 

solúvel, B), aderidas à superfície recoberta por fibronectina (FN coating, C), aderidas à superfície recoberta 

por Geltrex e embebidas em meio de cultura contendo fibronectina (FN+Geltrex), D) ou somente aderidas à 

superfície recoberta por Geltrex (Geltrex, E). Os pontilhados destacam detalhes de prolongamentos 

celulares de cada grupo experimental, como lamelipódios em A, B, C e filopódios em D. Barra de escala: 

30µm. F) Quantificação da intensidade fluorescente de marcação para actina-F, com resultados expressos 

como média ± SEM. As células do grupo FN coating apresentaram intensidade de marcação menor (*p ≤ 

0,05) que o grupo controle (***p ≤ 0,001).  
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Figura 12A: Número de projeções citoplasmáticas das células PC-3 expostas às diferentes exposições. Os 

resultados são expressos como média ± SEM. Células PC-3 expostas à FN solúvel e à FN+Geltrex 

apresentaram aumento no número de projeções (*p≤ 0,05), enquanto as mesmas células expostas apenas ao 

Geltrex apresentaram diminuição dessa variável (p≤0,05). Os resultados são expressos como média ± SEM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12B: Quantificação da área das células PC-3 (em µm
2
) dos diferentes grupos experimentais, realizada 

no programa Image J.  
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Figura 13. Efeito dos diferentes tipos de exposição na motilidade das células LNCaP. As imagens de A a E 

ilustram a membrana porosa do inserto utilizado e as setas indicam células que atravessaram os poros de 8 

μm e que foram contadas após coradas. O gráfico representativo mostra que a FN inibiu a migração celular 

em todas as situações estudadas, com p ≤ 0,003 (***). Os resultados são expressos como média ± SEM. 
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Figura 14. Efeito dos diferentes tipos de exposição na motilidade das células PC-3. As imagens de A a E 

ilustram a membrana porosa do inserto utilizado e as setas indicam células que atravessaram os poros de 8 

μm e que foram contadas após coradas. O gráfico representativo mostra que a FN associada ao Geltrex e 

apenas o Geltrex estimularam a migração celular, com p≤0,001 (***) e p≤0,01 (**) respectivamente. Os 

resultados são expressos como média ± SEM. 
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Figura 15. Imunofluorescência das células LNCaP para a proteína Cortactina. Grupo Controle (A), FN 

solúvel (B), FN coating (C), FN+Geltrex (D) e Geltrex (E). A proteína Cortactina está distribuída por todo 

citoplasma, com maior intensidade nas áreas de adesão celular e em pontos de ligação entre células 

vizinhas. Barra de Escala: 30 μm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Imunofluorescência das células LNCaP para a proteína MMP14. Grupo Controle (A), FN 

solúvel (B), FN coating (C), FN+Geltrex (D) e Geltrex (E). A proteína MMP14 distribui-se pontualmente 

por toda a área de membrana plasmática e mostrou maior intensidade de marcação nas células dos grupos 

FN solúvel e FN+Geltrex. Barra de Escala: 30 μm. 
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Figura 17. Imunofluorescência das células PC-3 para a proteína Cortactina. Grupo Controle (A), FN solúvel 

(B), FN coating (C), FN+Geltrex (D) e Geltrex (E). A proteína Cortactina está distribuída por todo 

citoplasma, mostrando maior concentração nas áreas de adesão celular. Barra de Escala: 30 μm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Imunofluorescência das células PC-3 para a proteína MMP14. Grupo Controle (A), FN solúvel 

(B), FN coating (C), FN+Geltrex (D) e Geltrex (E). A proteína MMP14 distribui-se delicadamente por toda a 

área de membrana plasmática e mostrou maior intensidade de marcação nas células do grupos Geltrex. Barra 

de Escala: 30 μm. 
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Figura 19. Efeito dos diferentes tipos de exposição na expressão da proteína Actina-F (~43 kDa) nas células 

LNCaP. A) Houve diminuição na expressão da proteína nas células de todos os grupos experimentais 

(p<0,001). B) Bandas representativas da expressão da proteína Actina-F e da proteína constitutiva GAPDH 

(~37 kDa), utilizada na normalização dos resultados. Os resultados são expressos como média ± SEM. 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 20. Efeito dos diferentes tipos de exposição na expressão da proteína Cortactina (~62 kDa) nas 

células LNCaP. A) Houve diminuição na expressão da proteína nas células do grupo FN coating e Geltrex 

(p<0,033). B) Bandas representativas da expressão da proteína Cortactina e da proteína constitutiva GAPDH 

(37 kDa), utilizada na normalização dos resultados. Os resultados são expressos como média ± SEM. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Efeito dos diferentes tipos de exposição na expressão da proteína Dinamina-2 (~100 kDa) nas 

células LNCaP. A) Todos os grupos experimentais apresentaram diminuição na expressão dessa proteína 

(p<0,0031), quando comparado ao grupo controle. B) Bandas representativas da expressão da proteína 

Dinamina-2 e da proteína constitutiva GAPDH (37 kDa), utilizada na normalização dos resultados. Os 

resultados são expressos como média ± SEM. 
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Figura 22. Efeito dos diferentes tipos de exposição na expressão da proteína ERK 1/2 (~43 kDa) nas células 

LNCaP. A) Houve aumento na expressão da proteína nas células do grupo FN solúvel, FN+Geltrex e Geltrex 

(p<0,033). B) Bandas representativas da expressão da proteína ERK 1/2 e da proteína constitutiva GAPDH 

(37 kDa), utilizada na normalização dos resultados. Os resultados são expressos como média ± SEM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Efeito dos diferentes tipos de exposição na expressão da proteína pFAK (~125 kDa) nas células 

LNCaP. A) Apenas os grupos FN coating (p≤0,01) e FN+Geltrex (p≤0,05) apresentaram aumento na 

expressão da proteína. B) Bandas representativas da expressão da proteína pFAK e da proteína constitutiva 

GAPDH (37 kDa), utilizada na normalização dos resultados. Os resultados são expressos como média ± 

SEM. 
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Figura 24. Efeito dos diferentes tipos de exposição na expressão da proteína Actina-F (~43 kDa) nas células 

PC-3. A) Houve aumento na expressão da proteína nas células dos grupos experimentais FN solúvel e FN 

coating (p<0,001). B) Bandas representativas da expressão da proteína Actina-F e da proteína constitutiva 

GAPDH (~37 kDa), utilizada na normalização dos resultados. Os resultados são expressos como média ± 

SEM. 

 

 

 

 

 

 
Figura 25. Efeito dos diferentes tipos de exposição na expressão da proteína Cortactina (~62 kDa) nas 

células PC-3. A) Houve diminuição na expressão da proteína nas células do grupo FN+Geltrex (p<0,033). B) 

Bandas representativas da expressão da proteína Cortactina e da proteína constitutiva GAPDH (37 kDa), 

utilizada na normalização dos resultados. Os resultados são expressos como média ± SEM. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Efeito dos diferentes tipos de exposição na expressão da proteína Dinamina-2 (~100 kDa) nas 

células PC-3. A) A proteína mostrou-se mais expressa no grupo FN solúvel (p<0,01) e menos expressa nos 

grupos FN coating e FN+Geltrex, com p≤0,05 e p≤0,01, respectivamente. B) Bandas representativas da 

expressão da proteína Dinamina-2 e da proteína constitutiva GAPDH (37 kDa), utilizada na normalização 

dos resultados. Os resultados são expressos como média ± SEM. 
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Figura 27. Efeito dos diferentes tipos de exposição na expressão da proteína ERK 1/2 (~43 kDa) nas células 

PC-3. A) O grupo Geltrex apresentou menor expressão da proteína (p<0,05). B) Bandas representativas da 

expressão da proteína ERK 1/2 e da proteína constitutiva GAPDH (37 kDa), utilizada na normalização dos 

resultados. Os resultados são expressos como média ± SEM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Efeito dos diferentes tipos de exposição na expressão da proteína pFAK (~125 kDa) nas células 

PC-3. A) Os grupos FN solúvel e FN+Geltrex (p≤0,001) apresentaram aumento na expressão da proteína. B) 

Bandas representativas da expressão da proteína pFAK e da proteína constitutiva GAPDH (37 kDa), utilizada 

na normalização dos resultados. Os resultados são expressos como média ± SEM. 
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  Tabela III. Resumo dos resultados dos diferentes parâmetros analisados comparado ao grupo Controle. 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Abreviações: IFF= imunofluorescência; WB= Western Blotting;     = diminui;     = aumenta;            = nenhuma mudança observada; 

 LNCaP PC-3 

Grupos experimentais 
FN 

solúvel 

FN 

coating 

FN + 

Geltrex 
Geltrex 

FN 

solúvel 

FN 

coating 

FN + 

Geltrex 
Geltrex 

Viabilidade celular 
        

Área celular 
        

Contagem de projeções 
        

Intensidade de 

fluorescência (actina-F) 

        

Proliferação Celular 
        

Motilidade celular 
        

IFF (Cortactina) 
        

IFF (MMP-14) 
        

WB (Actina-F) 
        

WB (Cortactina) 
        

WB (Dinamina-2) 
        

WB (ERK 1/2) 
        

WB (pFAK) 
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 VII. DISCUSSÃO 

 

As células tumorais migram através da MEC para invadir tecidos adjacentes e se alojar 

em órgãos distantes (metástase). Os invadopódios, protrusões citoplasmáticas ricas em actina-

F e com intensa capacidade de degradação da MEC, têm sido relacionados à invasão de células 

tumorais (LABELLE; HYNES, 2012; PAREKH; WEAVER, 2016). O presente estudo 

avaliou características específicas da migração de células tumorais e da formação dos 

invadopódios nos diferentes microambientes onde as células se encontram, sendo a MB a 

primeira barreira a ser degradada e posteriormente outros componentes da MEC, como a FN. 

Características moleculares da formação dos invadopódios tem sido amplamente 

avaliadas em estudos in vitro (BUCCIONE et al. 2004; LINDER 2007; DESAI et al. 2008; 

ARTYM et al. 2011). A formação dos invadopódios demanda ativação de proteínas 

específicas como a Cortactina, que auxilia na polimerização dos monômeros de actina, e a 

Dinamina-2, responsável pela ramificação dos filamentos de actina, além de moléculas 

transdutoras de sinal altamente dependentes da cascata de sinalização iniciada pelo ambiente 

extracelular (CLAINCHE; CARLIER, 2008; KELLEY et al., 2010; LEE et al., 2015).  

Para determinar a morfologia, atividade e função dos invadopódios, utilizamos células 

tumorais prostáticas LNCaP e PC-3, ambas com grande potencial invasivo e amplamente 

usadas como importantes ferramentas biológicas no estudo e entendimento dos mecanismos 

de motilidade celular no câncer (DESAI et al. 2008; LIBERIO et al. 2014). A MEC constitui 

parte do microambiente tumoral e tem grande influência na formação dos invadopódios e 

motilidade celular. Nosso estudo procurou mimetizar o ambiente in vitro e verificar o 

potencial da FN na supressão da motilidade dessas células, utilizando a exposição da FN, 

sendo solúvel ou na forma de recobrimento, além da associação com o Geltrex, que traz em 

sua composição elementos da MB como laminina e colágeno IV, proporcionando condições 

para avaliarmos a formação e manutenção dos invadopódios no câncer. 

 

Células LNCaP 

A adesão ao substrato é característica fundamental para a sobrevivência de células 

epiteliais (LABAT-ROBERT et al., 1990). Os nossos resultados mostraram que células 

LNCaP expostas a FN solúvel ou na forma de cobertura, em associação ou não a MB 

artificial, não apresentaram diminuição na viabilidade celular, sendo a média de viabilidade 

em todos os grupos experimentais de 80%. A viabilidade abaixo de 90% para as células 

LNCaP justifica-se pelo comportamento peculiar dessas células durante a expansão, pois 
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tendem a crescer não apenas em monocamada, mas também por sobreposição e formando 

agrupamentos (clusters). Esse comportamento faz com que células sobrepostas se soltem, 

diminuindo a viabilidade geral para esse tipo celular (LIBÉRIO et al. 2014). Maramag e 

colaboradores (1997) mostraram que a viabilidade das células LNCaP é menor quando 

cultivadas em meio padrão, em comparação com o cultivo suplementado com vitamina C. 

Apesar de não inviabilizar a confiabilidade no resultado final, a baixa aderência das células 

LNCaP diminui o seu uso em alguns tipos de técnicas. Assim, utilizar diferentes tipos de 

coberturas aumenta a sua adesão e facilita a sua aplicação nos experimentos in vitro 

(ATIENZAR et al. 2011; LIBÉRIO et al. 2014). 

Este estudo também analisou se houve variação na dimensão da área celular e na 

distribuição de filamentos de actina-F. Todas as exposições testadas foram capazes de 

diminuir a área celular e a distribuição homogênea da actina-F pelo citoplasma das células 

LNCaP. Esses dados corroboram com a diminuição na expressão das proteínas chaves para a 

formação dos invadopódios (Cortactina e Dinamina-2), assim como da proteína actina-F, 

responsável pela protrusão citoplasmática. Mudanças morfológicas estão associadas com 

outras alterações como motilidade, diferenciação e atividade metabólica (LYDON; HUGHES, 

1981). A linhagem LNCaP mostrou suscetibilidade nas respostas às exposições aos diferentes 

componentes da MEC. Sabe-se que a densidade e a complexidade dos componentes do 

microambiente estão envolvidos no comportamento celular responsável pela motilidade e 

mecanosensibilidade das células (ARTYM et al. 2011). 

A taxa de motilidade, estabelecida por ensaio utilizando insertos transwell, apresentou 

evidente diminuição em todos os grupos das células LNCaP expostas aos componentes da 

MEC. Os nossos achados corroboram com Libério e colaboradores (2014), que expuseram 

células LNCaP à cobertura de FN, na concentração de 1 mg/mL, analisaram a migração celular 

através do ensaio de wound healing e observaram também a redução do potencial migratório, 

além de aumento na aderência das células ao substrato. E ainda, o estudo mostra que a 

presença de colágeno IV e laminina, componentes predominantes da membrana basal e do 

mimético Geltrex, promovem agregação celular e afetam a morfologia das células, 

corroborando expressivamente com os nossos resultados. Juntos, esses importantes achados 

refletem, de forma inédita, a influência da FN, isolada ou em combinação com elementos da 

membrana basal, na formação dos invadopódios, comprovando que esses elementos 

diminuem a formação dessas complexas estruturas nas células tumorais LNCaP, menos 

agressivas e responsivas a andrógeno.  

Sung et al. (2011) observaram em células de fibrosarcoma HT1080, com knockdown 
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para a proteína Cortactina, migração menos eficiente quando essa linhagem foi semeada sobre 

recobrimento de FN (10 µg/mL) em relação ao grupo controle que não recebeu nenhum 

recobrimento. Dessa forma, os nossos resultados não apenas confirmam a importância da 

proteína Cortactina no processo de migração celular, como apresentam, também de forma 

inédita, a influência repressora da FN quando em forma de recobrimento na expressão dessa 

proteína.  

A taxa de proliferação das células LNCaP mostrou-se elevada nos grupos com 

recobrimento de FN (FN coating) e Geltrex (FN+Geltrex e Geltrex). Sabe-se que o cultivo de 

células em sistema 3D, usando componentes da MEC, quando comparado com o cultivo 

clássico em 2D, promove melhorias nos mecanismos da biologia básica da célula, como 

viabilidade, morfologia, profileração, diferenciação, entre outros aspectos (ANTON et al., 

2015). Sendo assim, o nosso estudo confirma que o contato das células com a FN e 

componentes da MB proporciona microambiente estável e favorável à proliferação celular, 

similar àquele encontrado in vivo. 

Diversas proteínas colaboram com as integrinas para formar pontos de adesão entre a 

célula e a MEC, dentre essas moléculas podemos ressaltar a quinase de adesão focal (FAK), 

responsável pela adesão focal entre a célula e a MEC (MENG et al., 2009). O resultado da sua 

ativação está intimamente relacionada a ativação da quinase reguladora de sinalização 

extracelular (ERK). Shibue e colaboradores (2012) observaram que ambas as proteínas 

aumentaram a taxa de proliferação de linhagem celular de câncer de mama. Este estudo 

mostrou que as exposições FN solúvel, FN+Geltrex e Geltrex foram capazes de aumentar a 

expressão da proteína ERK e as exposições FN coating e FN+Geltrex a expressão de pFAK. 

Esses resultados são importantes e sugerem que a ativação dessas importantes quinases pelos 

recobrimentos de superfície utilizados contribua diretamente com o aumento da proliferação 

das células LNCaP. 

 

Células PC-3 

Kaighn e colaboradores (1979), caracterizaram a linhagem celular PC-3 pelo 

crescimento em monocama, independente de ancoragem e também pela insensibilidade a 

soros contendo fatores de crescimento, diferentemente das células epiteliais prostáticas sem 

alterações neoplásicas. Além disso, as células PC-3 não são responsivas a andrógenos, 

glicocorticoides e fatores de crescimento epidermal e os produzidos por fibroblastos. Análise 

por microscopia eletrônica revelou características semelhantes entre a PC-3 e outras células 

neoplásicas de origem epitelial, como numerosos microvilosidades, núcleo e nucléolos 
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alterados, mitocôndria anormal e lamelopódios abundantes, mostrando propriedades de um 

adenocarcinoma pouco diferenciado (KAIGHN et al., 1979).  

Visto as caracteríticas descritas das células PC-3 e os resultados encontrados no atual 

estudo, podemos afirmar que as células PC-3 apresentaram menor suscetibilidade à influência 

dos componentes da MEC, com resultados pontuais e desconexos. A população de células que  

originou tal linhagem celular foi retirada de um sítio metastático ósseo (DESAI; MA; 

CHELLAIAH, 2008; KAIGHN et al., 1979), e provavelmente tal população já havia 

adquirido habilidades de independência e subversividade ao microambiente tumoral, com 

características mais agressivas e peculiares dentro da biologia dos tumores. 

A formação de invadopódios é uma das maneiras das células tumorais migrarem, 

sendo a MEC uma barreira para esse processo. Porém, para as células PC-3 o substrato 

oferecido não proporcionou barreira e possivelmente funcionou como influência para o 

aumento da motilidade das células, como podemos observar nos grupos expostos ao mimético 

da MB. Contudo, os resultados obtidos na expressão das proteínas chaves para a formação dos 

invadopódios não foram conclusivos para afirmar que a FN influencia na formação dessas 

protrusões. E ainda, o aumento na expressão de pFAK no grupo exposto a FN solúvel pode 

indicar outro tipo de atividade móvel, dependente da atividade de proteínas quinases PKC e 

PTK relacionadas a mobilidade celular (ENTSCHLADEN et al., 1997; FRIEDL; 

BORGMANN; BRÖCKER, 2001). Essa hipótese permanece por ser avaliada e determinada. 

 

VIII. CONCLUSÕES GERAIS 

 

Os nossos resultados, revelam a importância e a influência da FN (em diferentes 

condições - solúvel ou coating - e em associação com componentes da membrana basal) no 

comportamento migratório, morfologia e fisiologia das projeções citoplasmáticas de células 

tumorais. Pudemos observar que a FN exerce papel supressor na migração celular, com ênfase 

na redução da atividade dos mecanismos associados a formação dos invadopódios no modelo 

de células LNCaP, corroborando com nossa hipótese a priori. Mas, visto a complexidade 

molecular na formação dos invadopódios, estudos adicionais devem ser feitos para 

complementar os efeitos da FN na formação dessas projeções citoplasmáticas envolvidas com 

a motilidade das células tumorais. 
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