/ Universidade: urkes
| |
presente. XXX| SIC

(W
Q
J)elﬂl’ & 21 25 « OUTUBRO ¢ CAMPUS DO VALE

re ,,, qu

Evento Saldo UFRGS 2019: SIC - XXXI SALAO DE INICIACAO
CIENTIFICA DA UFRGS

Ano 2019

Local Campus do Vale - UFRGS

Titulo Analise da sincronia do ciclo celular entre células tumorais
clonais e sua relagao com a variacao de sensibilidade a
quimioterapia

Autor DAPHNE TORGO DE LEMOS

Orientador

GUIDO LENZ




Anélise da sincronia do ciclo celular entre células tumorais clonais e sua relacdo com a
variacao de sensibilidade a quimioterapia
Autora: Daphne Torgo de Lemos. Orientador: Guido Lenz. Laboratorio de Sinalizagdo e
Plasticidade Celular, Departamento de Biofisica do Instituto de Biociéncias da UFRGS.
Introducéo: O céncer é uma doenca de alta relevancia na pesquisa cientifica devido aos
frequentes casos de recorréncia em pacientes, que se submetem a diferentes estratégias
terapéuticas com agentes quimioterapicos. Esse comportamento tolerante das células
tumorais é possivel devido a diversos mecanismos moleculares que conferem a essas células
a capacidade de sobreviverem a pressdes e condigdes especificas impostas por um ambiente
nocivo. Esse é o caso de células que sobrevivem a tratamentos com agentes alquilantes, por
ndo estarem em fase de sintese de DNA. Ao trabalhar com col6nias de células, que sdo
derivadas da mesma célula Unica, podemos acompanhar qual o nivel de herdabilidade de
qualquer fendtipo, como por exemplo de tolerancia. Dessa forma, investigar a herdabilidade
do tempo de divisdo entre células-maes e filhas pode ajudar na investigacao da relacdo entre
fases do ciclo celular, que pode ter uma duracéo de 18 horas até dias, e sua correlacdo com a
sensibilidade a terapia. Ao analisar diretamente a flutuacao do fenétipo de células individuais
através do marcador FUCCI (que marca em fluorescéncia verde as fases G2/S/M), podemos
acompanhar a sincronia de ciclo celular entre células da mesma col6nia, de forma que se
todas as células dentro das colbnias estiverem sincronizadas, teriamos colénias verdes e
colénias sem fluorescéncia. Se as células perdem sincronia conforme a coldnia cresce e
ocorrem mais divisdes celulares, a porcentagem de fluorescéncia verde dentro das col6nias
tera variacdo, e isso fard com que o numero de col6nias com células fluorescentes e nao-
fluorescentes misturadas aumente. A analise do nimero de geracdes necessarias para que
células clonais, que teoricamente possuem parentesco proximo e portanto compartilham o
mesmo DNA, sejam dessincronizadas mostra a existéncia de possiveis diferentes respostas a
qguimioterapia de células com relacdo de parentesco proximo pelo simples fato de elas terem

sido dessincronizadas ao longo das geragoes.
Objetivo: Analisar quantas geragdes sdo necessarias para que as células clonais constituam
uma col6nia com fendtipo dessincronizado.

Métodos: Células tumorais da linhagem U251 foram transduzidas com o plasmideo FUCCI
e cultivadas em DMEM LOW suplementado com 10% de soro fetal bovino e mantidas em
estufas a 37°C e 5% de CO2. Trezentas células foram plagueadas por poco, em uma placa de
6 pocos, e mantidas em cultura até formarem col6nias. As colénias foram fotografadas com
o0 aparelho SpectraMax® MiniMax Imaging Cytometer ap6s a sua formacdo, seguidas de
mais duas fotos separadas por intervalos de 3 dias. A contagem de células por coldnia foi
feita através do software Imagel. Foram feitas simulacdes para col6nias de tamanhos
diferentes e com diferentes tempos de fase (que representa o quao dessincronizadas sdo as
células, pois ele é a diferenca de tempo no ciclo entre duas células). A distribui¢do simulada
que mais se aproximou da distribui¢do experimental nos indicou qual € o tempo de fase entre
as células de uma mesma coldnia. Através da andlise desses dados obtém-se o valor de
Cev50, que é o0 numero de geracdes necessarias para alcangar o que representa metade da
dessincronizagéo méaxima.
Resultados e Conclusdo: Os resultados obtidos até o momento indicam que o valor de
CeV50 € 3.8, o que significa que em 3.8 geracdes (que resulta em torno de 14 células) as
celulas tém metade da dessincronizagdo maxima. Isso quer dizer que essas coldnias ja podem
responder de forma diferente a quimioterapia porque o tempo de dessincronizacao ja estaria
com a metade do tempo maximo.



