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1. Introdugao

A migragdo celular direcionada representa um processo fundamental em diversos
contextos bioldgicos, desde o desenvolvimento embrionario até a cicatrizacdo de feridas e a
progressao tumoral. A capacidade das células de estabelecer polaridade frente-tras e migrar
de forma direcionada depende criticamente de sinais espacialmente definidos no
microambiente extracelular?. Estes sinais incluem gradientes de moléculas soluveis
(quimiotaxia), distribuicdo assimétrica de proteinas da matriz extracelular (haptotaxia) e
caracteristicas topograficas e mecanicas do substrato (durotaxia).

A compreensdao dos mecanismos que regem a polarizacdo celular durante a migracao
direcionada permanece incompleta, particularmente no que diz respeito a integracdo de
multiplos sinais ambientais. Tradicionalmente, estudos de migracdo celular utilizam sistemas
simplificados que ndo capturam adequadamente a complexidade do microambiente in vivo.
Camaras de quimiotaxia convencionais ndo permitem o controle espacial preciso de proteinas
de matriz, enquanto substratos com padrbes proteicos uniformes falham em recriar os
gradientes e assimetrias encontrados em tecidos nativos.

A tecnologia de micropatterning PRIMO (Alvéole), baseada na fotoablagdo assistida
por laser, oferece uma oportunidade Unica para superar estas limitacdes. Esta plataforma
permite a criagdo de microambientes celulares com alta precisdo espacial (~1-2um),
possibilitando o desenho de gradientes e padrdes assimétricos de proteinas de matriz
extracelular que podem direcionar a polarizacdo e migracdo celular. Este projeto propde
utilizar a PRIMO para criar microambientes celulares que mimetizem aspectos criticos da
geometria e gradientes de matriz extracelular encontrados durante processos migratérios in
vivo, com potencial para elucidar mecanismos fundamentais de polarizacado celular, identificar
diferencas entre células normais e patoldgicas, e estabelecer bases para o desenvolvimento de
terapias que modulem a migragao celular em contextos patoldgicos.

2. Estado da Arte
A migracdo celular direcionada depende do estabelecimento e manutengdo de
polaridade frente-trds, um processo complexo que envolve reorganizacdao do citoesqueleto,
reposicionamento de organelas e trafego assimétrico de vesiculas®. Este processo é governado
por reguladores moleculares que incluem as GTPases da familia Rho (RhoA, Racl, Cdc42),
fosfolipidios de membrana (PIP2, PIP3) e complexos proteicos envolvendo PTEN, PAR, e
Scribble®. Na frente migratdria, a ativac3o localizada de Racl e Cdc42 promove a polimerizacdo
de actina e formacdo de protrusdes (lamelipddios e filopddios), enquanto a ativacdo de RhoA
na regido posterior regula a contratilidade mediada por miosina e a desestabilizagdo de
adesdes. Esta polarizacdo bioquimica é reforcada por ciclos de feedback entre sensores
mecanicos (como as integrinas) e reguladores de citoesqueleto, permitindo que a célula
responda dinamicamente a sinais do ambiente®.
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Diversos sinais espaciais podem direcionar a migracao celular, incluindo gradientes
soltveis (quimiotaxia) formados por moléculas sinalizadoras como quimiocinas, fatores de
crescimento e citocinas; gradientes de matriz extracelular (haptotaxia) caracterizados pela
distribuicdao diferencial de proteinas como fibronectina, laminina e coldgenos; gradientes de
rigidez (durotaxia) representados por variacbes na rigidez mecdnica do substrato; e
caracteristicas topograficas (topografia de contato) evidenciadas pela presenca de trilhas,
sulcos ou outros elementos estruturais no substrato®’. As células integram estes multiplos
sinais para determinar a direcdo e velocidade da migra¢do, sendo que estudos recentes
sugerem que diferentes linhagens celulares priorizam diferentemente estes sinais, e que
células patoldgicas, como as tumorais, podem apresentar respostas significativamente
alteradas a estes estimulos direcionais®.

Técnicas de micropatterning tém sido cada vez mais utilizadas para investigar a
resposta celular a sinais espaciais controlados. Trabalhos pioneiros demonstraram que
restricdes geométricas influenciam o posicionamento do centrossomo, Golgi e orientagao do
eixo de migracdo °. Estudos subsequentes revelaram que a distribuic3o espacial de proteinas
de matriz influencia a formac3o de protrusdes e a dindmica das adesdes focais!!. A tecnologia
PRIMO, diferentemente de técnicas convencionais de micropatterning que requerem
fotomadscaras fisicas, utiliza fotoblacdo direcionada por laser, oferecendo maior flexibilidade
no desenho experimental e permitindo a criac3o de padrdes complexos em multiplas etapas??.

3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Investigar como a distribuicdo espacial de proteinas de matriz extracelular controla a
polarizacdo celular e direcionalidade durante a migracao, utilizando a plataforma PRIMO para
criar microambientes definidos com alta precisdo espacial.

3.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver e caracterizar gradientes e padrdes assimétricos de proteinas de
matriz extracelular (fibronectina, laminina, colageno tipo I) com parametros
espaciais definidos utilizando a plataforma PRIMO;

e Analisar a polarizacdo do citoesqueleto, distribuicdo de organelas e dindmica de
adesdes focais em células expostas a distintas configuracbes de matriz;

e Comparar a resposta a gradientes de matriz extracelular entre células normais e
tumorais (linhagens de cancer de mama com diferentes potenciais metastaticos);

e Investigar a integracdo de multiplos sinais direcionais em células expostas
simultaneamente a gradientes de proteinas de matriz e de rigidez do substrato;

4. Metodologia

3.1 Desenvolvimento de Microambientes Controlados via PRIMO

Os substratos serdo limpos, tratados com plasma de oxigénio e passivados com PLL-g-
PEG para prevenir adesdo celular ndo-especifica. Utilizando a plataforma PRIMO, trés tipos de
padrées proteicos serdo criados: gradientes lineares (5-50% variagdo/mm) de fibronectina,
laminina ou colageno tipo |; padrdoes geométricos assimétricos; e padrées compostos com
multiplas proteinas. Para experimentos com sinais mecanicos, hidrogéis de poliacrilamida com
gradientes de rigidez (3-40 kPa) serdo preparados. A validacdo serd realizada com proteinas
fluorescentes e microscopia confocal.
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3.2 Estudo da Resposta Celular aos Microambientes Engenheirados

3.2.1 Modelo Celular e Cultura

Como modelos celulares, serdo utilizados fibroblastos NIH/3T3, que representam um
sistema estabelecido para estudos de interacdo célula-matriz e migracdo, além de duas
linhagens de cancer de mama com distintos potenciais metastaticos: MCF-7 (baixo potencial
invasivo, fendtipo epitelial) e MDA-MB-231 (alto potencial invasivo, fenétipo mesenquimal).
Todas as linhagens serdo cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino e mantidas em condig¢des padrdo de cultura (37°C, 5% CO,, umidade controlada).

3.2.2 Analise de Polarizagao Celular

A andlise de polarizagdo celular serd realizada apds fixacdo das células com
paraformaldeido 4% e permeabilizagdo com Triton X-100 0,1%, seguida de imunomarcagdo
para visualizacdo do citoesqueleto e organelas. Os microfilamentos de actina serdo marcados
com faloidina-TRITC, enquanto microtibulos e filamentos intermedidrios serdo visualizados
usando anticorpos anti-a-tubulina e anti-vimentina, respectivamente. O posicionamento de
organelas serd analisado através da localizagdo do centrossomo (anti-y-tubulina) e do
complexo de Golgi (anti-GM130) em relagdo ao nucleo e a direcdo do gradiente.
Adicionalmente, serd realizada andlise quantitativa da formacdo de protrusGes celulares,
incluindo lamelipddios e filopddios, avaliando seu nimero, comprimento e orientagdo em
relacdo aos gradientes, permitindo determinar o grau e direcdo da polarizacdo celular induzida
pelos microambientes.

3.3 Comparagao entre Células Normais e Patolégicas

Para comparacdao entre células normais e patoldgicas, serd realizada andlise
morfoldgica comparativa entre fibroblastos NIH/3T3 e linhagens tumorais MCF-7 e MDA-MB-
231, expostos a gradientes proteicos idénticos. A analise incluira quantificacdo de parametros
morfoldgicos, orientacdo do eixo principal e distribuicdo de estruturas citoesqueléticas em
relacdo aos gradientes. Diferentes intensidades de gradientes serdao testadas para determinar
os limiares de deteccdo e resposta de cada tipo celular, avaliando a sensibilidade diferencial
entre células. Além disso, sera analisada a capacidade de adaptacdo morfoldgica frente a
mudancas na orientacdo ou intensidade dos gradientes, verificando a resposta adaptativa das
células a sinais espaciais varidveis. Para andlise da integracdo de multiplos sinais espaciais,
serdo desenvolvidos substratos com duplos gradientes, incluindo combinagGes de diferentes
proteinas de matriz (fibronectina/laminina em orienta¢des ortogonais) e gradientes proteina-
rigidez (fibronectina vs. rigidez do hidrogel). Estes microambientes apresentardo configuragdes
onde sinais espaciais atuam sinergisticamente (mesma direcdo) ou antagonisticamente
(direces opostas), permitindo investigar como as células integram e priorizam diferentes tipos
de informagdo espacial.

3.4 Analise de Dados

O processamento de dados incluird andlise quantitativa da polarizacdo celular com
segmentacao celular para extragao de parametros morfoldgicos e avaliagdo da distribuicdo de
marcadores especificos. Testes paramétricos e ndo-paramétricos serdo utilizador conforme
apropriado.
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5. Cronograma de atividades

Més  Atividades
- Treinamento na plataforma PRIMO e técnicas de micropatterning
1-2 - Padronizacdo de protocolos para funcionalizacdo de substratos
- Revisdo de literatura e planejamento detalhado dos experimentos
- Desenvolvimento e caracterizagdo de gradientes lineares de fibronectina
3-4 - Otimizacdo dos parametros de fotoablacdo para diferentes proteinas de matriz
- Validag¢do dos gradientes por microscopia confocal
- Desenvolvimento de padrdes geométricos assimétricos e padrdes compostos
5-6 - Preparacgao de hidrogéis com gradientes de rigidez
- Cultivo e manutencao das linhagens celulares
- Experimentos de polarizagdo celular em fibroblastos NIH/3T3
7-8 - Imunomarcacdo e analise do citoesqueleto e organelas
- Inicio do processamento e analise de imagens
- Experimentos comparativos com linhagens MCF-7 e MDA-MB-231
9-10 - Andlise de limiares de deteccdo de gradientes em diferentes linhagens
- Desenvolvimento de substratos com duplos gradientes

- Experimentos de integracdo de multiplos sinais espaciais
11 - Anadlise da hierarquia de sinais migratérios
- Finalizagdo da coleta de dados

- Andlise estatistica dos resultados
12 - Preparacgao de relatorio final
- Elaboracdo de manuscrito para publicacdo
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