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“Aqueles que passam por nós, não vão sós, não 

nos deixam sós. Deixam um pouco de si, levam 

um pouco de nós. ” 

ANTOINE DE SAINT-EXUPÉRY 



Resumo 

A próstata é uma glândula acessória do trato reprodutor masculino responsável pela produção 

e armazenamento do líquido prostático. Esta glândula é alvo de várias afecções como prostatite, 

hiperplasia e câncer, doenças que comprometem a saúde e bem-estar do homem e são 

responsáveis por grande número de mortes. A nível histológico podem ser identificados três 

compartimentos nesta glândula: o epitelio, o lúmen e o estroma. As células musculares lisas 

(CMLs) são o principal componente do estroma e apresentam uma modulação fenotípica 

dependendo de diferentes fatores, sendo que um deles é a matriz extracelular (MEC). Neste 

trabalho avaliamos o efeito de diferentes componentes de MEC (colágeno, fibrina e Matrigel) 

na adesão, morfologia, fenótipo e localização da quinase de adesão focal (FAK) nas CMLs de 

próstata. Os resultados preliminares nos levaram estudar a adesão das células no colágeno e o 

posterior bloqueio das proteínas Rho GTPases. Por último, estudamos o efeito do TGFα e TGFβ 

na migração celular. Os resultados mostram que o colágeno favorece uma rápida adesão das 

CMLs, que fibrina é degradada na presença destas e que no Matrigel elas se agrupam. No 

colágeno, o citoesqueleto de actina se organiza em grandes fibras de estresse, que não são 

observadas na fibrina nem no Matrigel. A FAK apresentou uma localização nuclear nas células 

semeadas no colágeno. Na fibrina e no Matrigel a marcação nuclear estava ausente e sua 

distribuição no citoplasma estava em forma de agregados. A forma fosforilada da FAK na 

tirosina 925 apresenta uma maior co-localização com a cadeia pesada da miosina (MYH11) no 

colágeno. As CMLs na fibrina e no Matrigel apresentaram diminuição nos marcadores do 

fenótipo contrátil, sugerindo que esses componentes de MEC favorecem o fenótipo sintético. 

Enquanto aos efeitos da inibição das proteínas Rho GTPases na adesão das CMLs sobre o 

colágeno, Rac1, Rac3 e Cdc42 são importantes para a adesão das células, enquanto a inibição 

de ROCK não inibiu a adesão das CMLs ao colágeno e, posteriormente, permitiu a migração  ̶ 

evento que não acontecia quando as CMLs estavam somente sobre o colágeno. A exposição ao 

inibidor de ROCK nas CMLs desencadeou alterações na morfologia celular, no citoesqueleto 

de actina, na distribuição de α-actinina e na diminuição da expressão de SM-actina e MYH11. 

Finalmente observamos que o TGFα estimula a migração das CMLs, mesmo em concentrações 

baixas. Os resultados aqui apresentados demostram que a MEC influencia o comportamento e 

o fenótipo das CMLs de próstata. As GTPases Rac e Cdc42 são importantes para a adesão das 

células enquanto que ROCK tem efeito na manutenção do fenótipo contrátil. 

     



Abstract 

The prostate is an accessory gland of the male reproductive tract and is responsible for the 

production and storage of prostate fluid. This gland is affected by numerous diseases such as 

prostatitis, hyperplasia and cancer. These diseases compromise men’s health and well being 

and are responsible for a large number of deaths, worsening with the advanced age. At 

histological level three compartments can be identified: epithelium, lumen and stroma. Smooth 

muscle cells (SMCs) are the main component of the stroma and showing a phenotypic 

modulation depending on different factors, one of them being the extracellular matrix (ECM). 

In this work we evaluated the effect of different components of ECM (collagen, fibrin and 

Matrigel) on adhesion, morphology, phenotype and focal adhesion kinase (FAK) localization 

in prostate SMCs. Preliminary results led us to study cell adhesion in collagen and subsequent 

blockade of Rho GTPases proteins. Finally, we study the effect of TGFα and TGFβ on cell 

migration. The results show that collagen promote a fast adhesion of SMCs, whereas, fibrin is 

degraded by the cells and that on Matrigel they formed cell clusters. In collagen, the actin 

cytoskeleton organizes into large stress fibers, which are not observed in fibrin or Matrigel. 

FAK had a nuclear localization in the cells seeded on collagen. On fibrin and Matrigel nuclear 

labeling was absent and its distribution in the cytoplasm was in as aggregates. The 

phosphorylated form of FAK on tyrosine 925 shows a greater co-location with the myosin 

heavy chain (MYH11) on collagen. SMCs on fibrin and Matrigel decreased markers of 

contractile phenotype, suggesting that these components of ECM favor the synthetic phenotype. 

The effects of inhibition of Rho GTPases proteins on the adhesion of CMLs on collagen, Rac1, 

Rac3 and Cdc42 are important for cell adhesion, while ROCK inhibition did not inhibit 

adhesion of SMCs to collagen and subsequently allowed migration - an event that did not 

happen when SMCs were only on collagen. Exposure to ROCK inhibitor triggered changes in 

cell morphology, actin cytoskeleton, α-actinin distribution, and decreased expression of SM-

actin and MYH11. Finally, we observed that TGFα stimulates the migration of CMLs, even at 

low concentrations. The results presented here demonstrate that ECM influences the behavior 

and phenotype of prostate CMLs. Rac and Cdc42 GTPases are important for cell adhesion while 

ROCK has an effect on the maintenance of contractile phenotype. 
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O que mais se conhece sobre CMLs são os trabalhos realizados com células musculares 

lisas vasculares (CMLv). Tem sido descrito que estas células apresentam uma plasticidade 

fenotípica (Owens, 1995; Owens et al., 2004) e têm capacidade de modular o seu fenótipo 

dependendo de situações fisiológicas e patológicas, o que é caracterizado pela mudança na 

expressão de genes específicos. Essa plasticidade celular permite que as células musculares 

lisas sejam observadas em duas formas principais: aquelas com fenótipo sintético (secretor e/ou 

proliferativo) e aquelas com fenótipo contrátil. Acredita-se que essa notável plasticidade é 

necessária para o crescimento das células e reparo após a lesão, quando funções adicionais 

como proliferação e secreção são necessárias (Louis and Zahradka, 2010) (Fig. 2). Além disso, 

hormônios esteroides e citocinas estão envolvidos no controle desta plasticidade (Hong et al., 

2004; Leimgruber et al., 2017; Peehl and Sellers, 1997). 

Têm sido descritos vários marcadores para as CMLs, os quais estão associados ao 

fenótipo contrátil e, geralmente, relacionados com a estruturação e funcionamento do aparelho 

contrátil do músculo liso, como α-actina de músculo liso (SM-actina), SM-calponina, SM22α, 

smoothelin, h-caldesmona e miocardina (Owens et al., 2004; Rensen et al., 2007). Já as 

proteínas moesina, gelsolina, profilina e cofilina são predominantes nas CMLs sintéticas 

(Doevendans and van Eys, 2002).  

 

1.2 Efeito da Castração Sobre as Células Prostáticas 

Depois da castração, há uma grande redução do tamanho e peso da próstata. Esta 

redução é atribuída inicialmente a uma parada na síntese dos produtos de secreção e uma 

acelerada liberação do conteúdo luminal. Seguem-se a diminuição do tamanho das células 

epiteliais e a eliminação de um grande número delas por processos como apoptose e 

descamação, resultando em lóbulos menores formados por um epitélio cúbico baixo (Brandes, 

1966; Brandstrom et al., 1994; Hu et al., 1998; Kerr and Searle, 1973; Rosa-Ribeiro et al., 

2014). 

A diminuição do tamanho e do peso da próstata devido à privação de testosterona é 

antecedida pela diminuição do fluxo sanguíneo para o tecido prostático (Lekas et al., 1997). As 

células endoteliais e algumas estromais entram em apoptose 12 horas após a orquiectomia, 

enquanto as células epiteliais atingem o maior nível de apoptose somente 72 horas depois da 

cirurgia (Shabisgh et al., 1999). A apoptose das células endoteliais ocorre simultaneamente com 

algumas mudanças no sistema vascular da glândula, como uma drástica restrição do leito dos 
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Figura 6. Microscopia eletrônica de varredura de fibroblastos do tecido conjuntivo. Observa-se 
que a MEC, semelhante a uma rede, está em contato com a superfície das células. Adaptado de Alberts 
et al. (2015). 

 

A MEC é composta de diferentes proteínas e polissacarídeos que formam complexos 

macromoleculares estáveis. Esses componentes são localmente secretados pelas células e 

montados em uma rede organizada com estreita associação à superfície celular. Colágenos, 

proteoglicanos, glicoproteínas e elastina são os principais tipos de macromoléculas presentes. 

Cada tipo de tecido tem uma única composição desses elementos que é adquirida durante o 

desenvolvimento. A comunicação das células com a MEC é mediada através de receptores 

localizados na superfície da membrana. As duas famílias principais envolvidas nessa 

comunicação são as integrinas e sindecans (Frantz et al., 2010).  

Na próstata, os colágenos estão fazendo parte do estroma e da membrana basal das 

células epiteliais e musculares. Os tipos de colágeno com maior presença nesta glândula são o 

tipo I, III e IV. Após a castração e durante a carcinogenese o ambiente prostático é alterado, a 

MEC sofre remodelação permitindo as células migrarem, também há diferença na expressão 

das integrinas (de Carvalho and Line, 1996; Nagle, 2004). A principal função do colágeno tipo 

I é proporcionar resistência à tração, mas não é a única já que também regulam a adesão, 

proliferação e migração de diferentes tipos celulares (Rozario and DeSimone, 2010; Schor, 

1980).   

 

1.5 A Quinase de Adesão Focal (FAK) 

A MEC tem a capacidade de modular o comportamento das células, processo que é 

mediado através da adesão com proteínas transmembrana que atuam como receptores a 

componentes da MEC. Esses receptores ligam-se aos componentes da MEC no seu domínio 

extracelular e no domínio intracelular ao citoesqueleto.  

MEC 

Fibroblasto 
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As adesões são formadas principalmente pelas células aderentes e apresentam 

heterogeneidade quanto a sua morfologia, tamanho e distribuição subcelular. Várias dessas 

adesões compartilham duas características: são mediadas pelas integrinas e interagem com o 

citoesqueleto de actina no interior da célula. As adesões focais são as mais estudadas, onde 

medeiam a forte adesão ao substrato e ancoram os feixes de microfilamentos de actina através 

de placas que contém diferentes tipos de proteínas (Geiger et al., 2001). 

As adesões focais são um grupo dinâmico de proteínas estruturais e regulatórias que 

traduzem os sinais externos para o interior da célula, desencadeando uma resposta efetora para 

um sinal específico. Entre as proteínas que fazem parte desse grupos estão: a talina, a paxilina, 

a Src, a p130Cas, a vinculina, a α-actinina e a FAK, entre outras (Mitra et al., 2005) (Fig. 7).     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Principais proteínas envolvidas nas adesões focais. As integrinas ligam-se a componentes 
específicos de MEC do lado extracelular, enquanto que no seu domínio citoplasmático elas interagem 
com proteínas que estabilizam a adesão e comunicam a MEC com o citoesqueleto de actina. Mitra et al. 
(2005). 

 

A FAK é uma enzima associada às adesões focais, atuando como elemento integrador 

das interações entre o citoesqueleto e a matriz extracelular por ser ativada particularmente por 

integrinas ativadas (ou seja ligadas aos seus ligantes cognatos da matriz extracelular) 

(Bershadsky et al., 2003; Janmey and McCulloch, 2007; Mitra et al., 2005). A FAK é composta 

por 4 diferentes domínios: um domínio N-Terminal (FERM), um domínio central com atividade 
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tirosina quinase, um domínio C-terminal (FAT) e uma região rica em prolina, situada entre o 

domínio central e o domínio FAT (Schaller, 2010). A FAK responde aos sinais enviados pela 

MEC e regula processos como proliferação, migração, sinalização célula-célula, sobrevivência, 

entre outros (Arold, 2011; Mitra et al., 2005). Alterações nesses processos celulares estão 

associados com o desenvolvimento e progressão de doenças (Schaller, 2010). 

O mecanismo de ativação da FAK envolve a interação com outro monômero de FAK. 

Os monômeros se encontram na sua forma autoinibida na célula. Na autoinibição da FAK, o 

domínio FERM e o domínio quinase interagem bloqueando a sua autofosforilação na posição 

Y397. O domínio FERM apresenta uma sequência composta de aminoácidos básicos 

(KAKTLR) que permite a ligação do fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PI-4,5-P2), essa interação 

induz mudanças conformacionais na FAK, embora sem uma completa ativação. Além da 

ligação do (PI-4,5-P2), há também interação entre os monômeros de FAK através dos seus 

domínios FERM:FERM e FAT:FAT o que permite a autofosforilação em Y397. Essa interação 

pode ser aumentada pela proteína paxilina. A fosforilação em Y397 cria um sitio de ligação 

para Src que fosforila FAK em vários sítios induzindo sua ativação completa terminando a 

inibição dos domínios FERM e quinase (Kleinschmidt and Schlaepfer, 2017). 

Nos cardiomiócitos, a FAK transita entre uma distribuição específica nos costâmeros 

para uma associação particular com os componentes do sarcômero, estando particularmente 

relacionada com a hipertrofia cardíaca (Santos et al., 2012). Muito do que se conhece da 

presença e função da FAK em CMLs refere-se às células musculares lisas vasculares (CMLv). 

Na próstata, tem sido observado que um aumento da fosforilação da FAK (pY925) o qual está 

envolvido com a capacidade invasiva das células prostáticas (Senapati et al., 2010). Também, 

os altos níveis de FAK estão relacionados com a progressão do carcinoma prostático (Rovin et 

al., 2002). Inibidores da FAK são capazes de reduzir a força de contração do músculo liso, 

demonstrando participação desta proteína na geração de forças de contração e na sua 

transmissão dentro do órgão. Neste mesmo trabalho, o estímulo da atividade contrátil com 

fenilefrina promoveu um aumento na fosforilação da FAK nas Y397 e Y925 (Kunit et al., 2014).  

 

1.6 Rho GTPases 

As células respondem a sinais extracelulares através de receptores presentes na 

membrana plasmática. A resposta a esses estímulos é controlada por proteínas monoméricas da 

superfamília Ras (Rat sarcoma) que ligam GTP e estão reguladas pelos GEFs (fatores de troca 
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de nucleotídeos de guanina) e os GAPs (proteínas de ativação da GTPase) que atuam como 

ativadores ou inibidores, respectivamente (Fig. 8). A superfamília Ras é dividida em cinco 

grandes famílias: Ras, Rho, Arf/Sar, Ran e Rab que regulam processos como a transcrição 

gênica, migração, crescimento e diferenciação (Rojas et al., 2012; Schwartz, 2004).  

 

  

 

 

 

 

 

Figura 8. Regulação de uma proteína GTPase monomérica. As GAPs inativam as GTPases 
(estimulam a hidrólise do seu GTP a GDP). Os GEFs as ativam por estimularem a liberação do GDP. 
Como a concentração citosólica do GTP é 10 vezes maior do que a do GDP, a proteína liga GTP e torna-
se, assim, ativa. Alberts et al. (2015). 

 

A família de proteínas Rho (Ras homologous) é composta de 23 membros que estão 

envolvidos na sinalização que regula a organização do citoesqueleto, a adesão celular, a 

polaridade da célula, a progressão do ciclo celular e a expressão gênica. Os membros mais 

conhecidos e estudados desta família são o Rho, a Rac e o Cdc42, que atuam como interruptores 

moleculares na célula (Goitre et al., 2014; Hall, 2012). 

 Diferentes estudos demostram que os membros da família Rho alteram a organização 

do citoesqueleto de actina em modos distintos. A ativação da proteína Rho leva à formação de 

fibras de estresse associadas às adesões focais, controlando a via de sinalização que liga os 

receptores de membrana com o citoesqueleto. A Rac, por sua vez, estimula a ramificação dos 

filamentos de actina que se organizam em forma de rede na periferia da membrana celular, 

levando à formação de lamelipódios. O terceiro membro mais conhecido da família Rho é o 

Cdc42, que induz a formação de protrusões conhecidas como filopódios (Hall, 1998; Hall, 

2012; Mackay and Hall, 1998).  Durante a migração celular Rac e Cdc42 são ativadas levando 

à polimerização da actina e posteriormente a protrusões de membrana, como lamelipódios e 

filopódios, em direção ao sinal. Enquanto Rho é predominantemente ativa na região traseira da 
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célula onde participa da maturação das adesões focais, formação de fibras de estresse e 

contração dos filamentos de actina-miosina (Parsons et al., 2010) (Fig. 9).   

 

Figura 9. Controle do citoesqueleto pelas Rho GTPases durante a migração celular. RhoA, Rac1 e 
Cdc42 atuam em diferentes regiões da célula. Na frente de migração, a Rac1 induz a formação de 
lamelipódios enquanto que o Cdc42 induz a formação de filopódios. RhoA encontra-se na parte traseira 
da célula controlando a maturação das adesões focais e a formação de fibras de estresse. Adaptado de 
Mayor, R. and C. Carmona-Fontaine (2010). 

 

Embora tenha sido dada grande importância às relações entre epitélio e estroma na 

biologia e nas patologias prostáticas (Cunha et al., 1996) e que as CMLs tenham sido implicadas 

no fenômeno “estroma reativo” (Tuxhorn et al., 2001), pouco tem sido abordado sobre os 

aspectos de sinalização e comportamento das CMLs em condições isoladas. Neste trabalho 

exploramos aspectos específicos da sinalização celular, regulação da expressão de componentes 

do citoesqueleto e interações com a MEC de forma reducionista, mas com grande 

aprofundamento e detalhamento. 
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2. Hipótese 

A matriz extracelular influencia o fenótipo e comportamento das células musculares 

lisas de próstata. 

3. Objetivos 

 

3.1 Geral 

Caracterizar os efeitos de diferentes componentes de matriz extracelular nas células 

musculares lisas prostáticas in vitro. 

 

3.2 Específicos 

 Determinar a influência dos diferentes componentes de MEC (colágeno tipo I, fibrina e 

Matrigel) na adesão, morfologia e expressão de marcadores do fenótipo contrátil em 

células musculares lisas de explantes de próstata.  

 Analisar a localização e ativação da FAK em células musculares lisas de próstata 

semeadas em diferentes substratos;  

 Estudar o efeito da inibição da ROCK, da Rac e da Cdc42 nas células musculares lisas 

de próstata semeadas sobre colágeno tipo I; 

 Avaliar o efeito do TGFα, do TGFβ1 e do TGFβ3 na migração das células musculares 

lisas de próstata. 
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4. Capítulos 

Esta tese está dividida em quatro capítulos, enumerados a seguir: 

I. Influência de diferentes componentes de MEC nas CMLs; 

II. Quinase de adesão focal (FAK) e distribuição nas CMLs; 

III. Importância das Rho GTPases para adesão e espalhamento das CMLs no colágeno; 

IV. Efeito do TGFα, do TGFβ1 e do TGFβ3 na migração das CMLs.  
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(CEMIB) da UNICAMP e mantidos no biotério do IB até a data de eutanásia (8-10 semanas de 

idade) com agua filtrada e ração ad libitum.  

 

1.2 Obtenção das CMLs da Próstata Ventral de Ratos Wistar 

As CMLs foram obtidas seguindo o procedimento descrito por Gerdes e colaboradores 

(Gerdes et al., 1996) com algumas modificações. Durante os 4 anos de doutorado foram usados 

25 ratos Wistar (8-10 semanas de idade). A próstata ventral (PV) dos animais foi coletada e 

imersa em solução de PBS (Salina tamponada com fosfato) e antibiótico 

(penicilina/estreptomicina 2% -Sigma, Cat: P4333-). Posteriormente, em ambiente estéril, a PV 

foi dissociada mecanicamente em fragmentos de 1-2 mm3 e foram colocados em placas de 24 

poços contendo meio de cultura DMEM (Sigma, cat: D1145) suplementado com 10% de soro 

fetal bovino (SFB), penicilina/estreptomicina 1%, cipionato de testosterona 0,5 µg/mL e de 

insulina 5 µg/mL (Novolin® N 100 UI/mL). O meio de cultura foi trocado a cada 48 horas. 

Após atingirem 80% de confluência, as CMLs foram tripsinizadas (Tripsina/EDTA 0.25%, 

Sigma cat: T4049) e plaqueadas em garrafas de cultura de 25cm2 para amplificação do número 

de células. Os experimentos foram realizados com as CMLs nas passagens 4 até 7, como 

padronizado em nosso laboratório, as CMLs de explantes de próstata ventral nessas passagens, 

expressam os marcadores do fenótipo contrátil.  

 

1.3 Obtenção de colágeno tipo I a partir da cauda de rato 

As caudas dos animais foram reaproveitadas para a extração de colágeno tipo I. As 

caudas de rato foram coletadas imediatamente após a eutanásia, submetidas a assepsia em etanol 

70%, por 2 h, seguidas de banho em água destilada. Os tendões das caudas foram isolados com 

auxílio de pinças e colocados em uma solução de ácido acético 3%, por 48 h, a 4°C em agitação.  

A solução obtida foi centrifugada a 2000g, por 30 min, a 4ºC, para a remoção de material 

insolúvel. Posteriormente, a solução de colágeno obtida foi dialisada em água destilada, por 72 

h, a 4°C em agitação. A solução final de colágeno foi liofilizada e armazenada a 4ºC até seu 

uso. 

 



32 
 

1.4 SDS-PAGE do colágeno obtido 

Antes da liofilização, reservou-se uma alíquota da solução de colágeno para confirmar 

o êxito da extração mediante eletroforese. Para isso, foi preparado um gel de 

acrilamida/bisacrilamida (10%). A amostra de colágeno foi misturada com tampão de amostra 

contendo beta-mercaptoetanol e aquecida a 95ºC, por 5 min. Após a polimerização dos géis, 

foram colocados 14 µL da solução colágeno/tampão de amostra em cada poço. O gel foi 

depositado na cuba com tampão de corrida e deixou-se correr a 80 V por 30 min e, 

posteriormente a 120 V, por 1.5 h. Após o tempo de corrida, o gel foi corado com solução de 

Coomassie Blue até a visualização das bandas. Em seguida, o gel foi tratado com solução 

descolorante (30% Etanol e 10% ácido acético diluídos em água) para conseguir uma melhor 

definição das bandas. O gel foi preservado numa solução de metanol 30% e glicerol 3% em 

água. 

 

1.5 Cultura de CMLs sobre componentes de MEC  

Foram utilizados os seguintes componentes da MEC: colágeno tipo I, fibrina e Matrigel. 

Para preparar a matriz de colágeno, 2.5 mg de colágeno liofilizado foram pesados e diluídos em 

1 mL de ácido acético 0.34 N. O fundo da placa de 24 poços foi coberto com 100 µL da solução 

de colágeno. A placa com colágeno foi seca ao ar no fluxo laminar e esterilizada por iluminação 

com UV. O gel de fibrina foi feito a partir de plasma humano com baixa concentração de 

plaquetas obtido no Hemocentro da UNICAMP. Para 1 mL de plasma foram adicionados 50 

µL de uma solução estéril de CaCl2 10%. Em placas de 24 poços, foram colocados 100 µL da 

solução plasma-CaCl2 e o gel de fibrina era formado após 25 min a 37°C.  Outro substrato 

utilizado foi o Matrigel reduzido em fatores de crescimento (Geltrex/Gibco, Cat: A14132-02), 

que contém os principais constituintes da membrana basal das células: colágeno tipo IV e 

laminina. Na hora de uso, cuidadosamente foram colocados 100 µL dessa matriz no fundo da 

placa de 24 poços. A placa foi levada à incubadora a 37°C, durante 1 h, tempo no qual o gel foi 

formado. As CMLs foram semeadas nos diferentes géis e o comportamento delas foi filmado 

no microscópio invertido por 48 h usando o sistema time-lapse do software ZEN (Zeiss). Após 

esse tempo, as células foram fixadas com paraformaldeído (PFA) 4%, durante 20 min, lavadas 

com PBS e marcadas com Faloidina-TRITC e DAPI para a análise morfológica e do 

citoesqueleto.  
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Para o estudo de adesão, do espalhamento e da morfologia das células através do tempo, 

as CMLs foram semeadas sobre os diferentes substratos e filmadas durante 7 h. As medidas 

foram feitas com intervalo de uma hora no sistema time-lapse. 

 

1.6 Degradação de fibrina fluorescente 

 A degradação da fibrina foi observada por fluorescência, para isso, preparou-se uma 

solução tampão de bicarbonato-carbonato 1M e pH 10. Posteriormente, 200 mg de gelatina 

(Sigma, Cat: G8150) foram misturados com 90 mL de água destilada pré-aquecida até dissolver 

completamente. Em seguida, foram adicionados 10 mL de tampão bicarbonato-carbonato 

(0,1M). Usou-se como fluoróforo o isotiocianato de fluoresceína (FITC), sendo 1 mg para 100 

mL de solução gelatina-tampão. A solução resultante foi dialisada em água destilada, por 24 h, 

em agitação leve. Por último, a solução gelatina-tampão-FITC foi filtrada por membrana e 

liofilizada para seu armazenamento. 

 

 

1.7 Imunofluorescência  

Foram semeadas 5000 CMLs/poço (placa de 24 poços) sobre lamínulas de vidro. Após 

48 h de cultura, as CMLs foram fixadas com PFA 4% contendo 0,6 % de Triton X-100 e 

sacarose 4% durante 20 min e lavadas com PBS (3 vezes, por 5 min cada). Posteriormente, foi 

adicionado PBS-T 0,1% (Tween 20), por 5 min. Após esse tempo, foram realizadas lavagens 

novamente com PBS (3 vezes, por 5 min cada). O bloqueio de ligações inespecíficas foi feito 

com solução de albumina de soro bovino (BSA) 3% diluída em PBS por 1 h, contendo 0,8% de 

Triton X-100. As células foram então incubadas com anticorpo primário (Tabela 1) overnight, 

a 4ºC em câmera úmida. No dia seguinte, foram feitas lavagens com PBS (3 vezes, por 5 min 

cada) e em seguida realizou-se a incubação com anticorpos secundários específicos (Tabela 1) 

e DAPI por 1 h, em câmara úmida, no escuro. As imagens foram adquiridas usando o 

microscópio confocal LSM780 (Carl Zeiss).  
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Anticorpo 

Primário 

Fabricante/Catálogo Diluição 

SM-actina Thermo Fisher/MA5-11547 1:100 

MYH11 Abcam/ab683 1:200 

 

Anticorpos 

Secundário 

Fabricante/Catálogo Diluição 

Alexa Fluor 488 Invitrogen/ A32723 1:2000 

Alexa Fluor 546 Invitrogen/ A11035 1:2000 

Tabela 1. Anticorpos primários e secundários usados nos experimentos de imunofluorescência. 

 

1.8 Microscopia eletrônica de CMLs sobre componentes de MEC 

CMLs sobre colágeno, fibrina e Matrigel foram mantidas em cultura por 48 h. Após esse 

tempo, as células foram fixadas com uma solução de tampão fosfato 0,2M, glutaraldeído 5% e 

sacarose 2%. Em seguida, as amostras foram lavadas no respectivo tampão e pós-fixadas em 

tetróxido de ósmio 1%, por 3 h, em temperatura ambiente. Subsequentemente, as células foram 

desidratadas em séries crescentes de acetona (50 a 100%), infiltradas em soluções de 

resina/acetona e incluídos em resina Epoxy a 60ºC, por 72 h, para polimerização. Os cortes 

ultrafinos foram realizados em ultramicrótomo LEICA, sendo os mesmos contrastados em 

soluções de acetato de uranila 2% e citrato de chumbo 0,1%. Posteriormente, os cortes foram 

posicionados em telas de cobre e microfotografias foram adquiridas no microscópio eletrônico 

de transmissão LEO 906 do Centro de Microscopia Eletrônica do Instituto de Biologia da 

Universidade Estadual de Campinas. 

 

1.9 Western blotting (WB) 

CMLs foram colocadas sobre os diferentes substratos e, após 48 h de cultura, o meio foi 

removido e as células foram lavadas com PBS, coletadas e incubadas com tampão RIPA, por 

30 min. Posteriormente, o resíduo insolúvel foi removido por centrifugação a 12000 rpm, por 

20 min, a 4°C. O conteúdo de proteínas na solução foi quantificado pelo método de Bradford. 

50 µg de proteínas foram aplicados em gel de eletroforese (SDS-PAGE). Após a eletroforese, 

as proteínas foram transferidas para membrana de nitrocelulose em sistema úmido da BioRad. 

Subsequentemente, as membranas foram bloqueadas com BSA 5% em TBS-T e então 

incubadas com o anticorpo primário para SM-actina e GAPDH (gliceraldeído-3-fosfato 
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desidrogenase) (Tabela 1) e colocadas overnight, a 4°C em agitação. No outro dia, a membrana 

foi incubada com os anticorpos secundários específicos (Tabela 2). O controle de carregamento 

do gel foi determinado pela quantidade de GAPDH. A detecção da proteína foi feita por 

quimioluminiscência usando o kit de revelação da Santa Cruz Biotechnology (SC-2048).  

Anticorpo 

Primário 

Fabricante/Catálogo Diluição 

SM-actina Thermo Fisher/MA5-11547 1:1000 

GAPDH Abcam/ab9485 1:1000 

 

Anticorpos 

Secundário 

Fabricante/Catálogo Diluição 

Anti-camundongo Bio-Rad/1706516 1:5000 

Anti-coelho Bio-Rad/1706515 1:5000 

Tabela 2. Anticorpos primários e secundários usados nos experimentos de WB. 

 

1.10 Real Time - PCR 

O RNA foi extraído usando o reagente TRIzol (Life Tecnologies, Cat:15596018) 

seguindo as recomendações do fabricante. Foram semeadas 20000 células/poço (placa de 24 

poços) e, após 48 h de cultura, foi adicionado o TRIzol (400 µL/poço). O RNA foi separado 

com clorofórmio (200 µL para cada 1000 µL de TRIzol) e precipitado com Isopropanol 

absoluto (500µL para cada 1000µL de TRIzol). Uma etapa de lavagem foi realizada usando 

Etanol 75% e, finalmente, o RNA foi ressuspendido em 15 µL de água DEPC. O RNA foi 

quantificado e a síntese de cDNA foi realizada usando o Kit para transcrição reversa (Thermo 

Scientific, RevertAid First Strand cDNA Synthesis, Cat: K1622), seguindo as recomendações 

do fabricante. 

O Real Time – PCR foi realizado no equipamento da Applied Biosystems (7300 Real 

time PCR System) usando os ensaios TaqMan™ (Thermo Fisher) (Tabela 3) junto com o 

TaqMan™ Universal Master Mix II, com UNG (ThermoFisher Cat: 4440038), seguindo as 

recomendações do fabricante. 
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Gene Referência/Catálogo 

ACTA2 Rn01759928_g1/4331182 

MYH11 Rn01530328_g1/4351372 

Smoothelin Rn01453095_m1/4331182 

GAPDH Rn99999916_s1/4331182 

Tabela 3. Ensaios TaqMan™ usados nos experimentos de RT-PCR 

 

1.10 Análises de imagens  

A análise das imagens foi realizada usando o software ImageJ (Fiji). Na análise 

morfométrica, cada célula foi circundada para a obtenção dos valores de área, perímetro e 

circularidade. A trajetória de migração de cada célula foi realizada usando o plugin Manual 

Tracking.  

O agrupamento das CMLs no Matrigel foi realizado quantificando a distância inicial 

entre uma célula e sua vizinha mais próxima no tempo 0 h, observando a formação dos grupos 

celulares em um tempo de 15 h.    

 

1.11 Análises estatísticas  

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 6. Os 

dados foram analisados utilizando o teste de Student ou Mann Whitney, para dois grupos, ou 

teste ANOVA ou Kruskal-Wallis, para múltiplos grupos com pós-teste de comparação. A 

significância estatística foi definida como p<0,05. Os dados estão apresentados como média ± 

erro padrão da média (EPM). 
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Figura 7. CMLs marcadas com Faloidina-TRITC e DAPI após 48 h de cultura. As células controle 
(a) e aquelas semeadas no colágeno tipo I (b) apresentaram grandes fibras de estresse. Enquanto esse 
padrão de organização não foi observado nas CMLs sobre fibrina (c) e nem sobre Matrigel (d). 

 

 

 

 

 

Figura 8. CMLs semeadas sobre os diferentes substratos após 48 h de cultura. Colágeno (a), 
observa-se contração da matriz de colágeno (setas). Fibrina (b), CMLs promoveram a degradação da 
matriz de fibrina (linha pontilhada amarela), fibrina com a incorporação de 5% de gelatina conjugada 
com FITC (em destaque no canto superior direito). Matrigel (c) as CMLs formaram grupos celulares, 
também se observou contração do gel (seta). Barra de escala: 20µm. 

 

Na microscopia eletrônica de transmissão, as CMLs controle e semeadas sobre colágeno 

apresentaram grandes feixes de actina, onde é possível a visualização dos corpos densos. Em 

alguns locais, pode ser observado a ramificação de grandes feixes de actina (Fig. 9a-b). 

Entretanto, o citoesqueleto de actina das células sobre fibrina e Matrigel estava organizado em 

forma de malha (Fig. 9c-d).        
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Figura 11. RT-PCR para alguns dos genes relacionados ao fenótipo contrátil. Fibrina e Matrigel 
apresentaram uma diminuição de ACTA2 e MYH11. Smoothelin diminuiu em todos os grupos (n=3). 
Média ± EPM. 
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3. Discussão 

Neste trabalho apresentamos o comportamento das CMLs derivadas de explantes de 

próstata semeadas sobre diferentes componentes de MEC. Começamos observando a adesão 

destas células aos diferentes substratos, sendo que o colágeno foi o componente que favoreceu 

a mais rápida adesão das células. A adesão da célula ao substrato depende do reconhecimento 

da superfície por parte da célula, evento que acontece em um tempo menor a um segundo. Os 

receptores de membrana desempenham um papel chave na adesão ao substrato pois a interação 

receptor-substrato levará à formação de adesões e ao posterior espalhamento da célula (Cohen 

et al., 2004). Sendo que os receptores envolvidos na adesão das células ao colágeno são as 

integrinas α1β1 e α2β1, provavelmente há uma alta quantidade destes receptores que favorecem 

a rápida adesão (Cohen et al., 2004; Huttenlocher and Horwitz, 2011; Moiseeva, 2001).  

A ausência de componentes de MEC na superfície da placa de cultura dificulta a adesão 

das células como observado no grupo controle durante as primeiras horas de cultura. No 

entanto, as características morfológicas e a organização do citoesqueleto são semelhantes entre 

células que foram semeadas sem substrato e aquelas sobre colágeno tipo I após 48 h. 

Componentes presentes no SFB, como fibronectina e vitronectina, dariam condições para a 

adesão das células, e posteriormente a produção de mais constituintes de matriz por parte das 

células (Hayman et al., 1985).  

Na próstata de roedores, sob condições normais, as CMLs estão em contato com sua 

membrana basal e com os componentes fibrilares do estroma, mas após a castração, as CMLs 

entram em contato com um novo componente que não é habitual sua presença na próstata, trata-

se da fibrina, formada devido à apoptose das células endoteliais e extravasamento de 

fibrinogênio (Shabisgh et al., 1999). Na presença de fibrina, as CMLs apresentaram uma 

morfologia alongada com vários prolongamentos, efeito que tem sido observado também nas 

CMLv (células musculares lisas vasculares) in vitro (Naito et al., 1996) e que assemelha muito 

ao que acontece com as  CMLs de próstata in vivo, após a privação androgênica (Antonioli et 

al., 2004). 

Géis de fibrina são usados como carregadores de células devido a sua fácil obtenção, 

ausência de resposta imunológica e degradação natural após o enxerto (Li et al., 2015). As 

CMLv, quando colocadas sobre a matriz de fibrina, promovem a degradação desse substrato e 

o depósito de componentes da MEC, como colágeno e elastina (Ahmann et al., 2010; Allen and 

Wang, 2011). O processo de degradação da fibrina, na presença de CMLv, está relacionado à 
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ativação da plasmina, que tem como substrato a fibrina. Os mecanismos envolvidos na ativação 

dessa serina protease podem estar relacionados ao uso endógeno de ativadores de 

plasminogênio, como o uPA (ativador de plasminogênio tipo uroquinase) (Ahmann et al., 

2010). As CMLs de próstata semeadas sobre fibrina por 48 h têm a capacidade de degradar a 

matriz, sugerindo que eventos similares aos observados com as CMLv acontecem nesta 

condição.  

Tem sido reportado que em condições in vitro, o fibrinogênio, um componente solúvel 

do plasma, pode funcionar como um fator quimiostático para as CMLv e a migração das células 

é diretamente proporcional à concentração de fibrinogênio (Naito et al., 1996). O fibrinogênio, 

mediante a ação da trombina sofre conversão a fibrina, que é insolúvel. Posteriormente, Naito 

e colaboradores (1996) descreveram que a malha de fibrina que está em contato com as CMLv 

induz haptotáxis, que junto com a quimiotaxia estão envolvidos na patogênese vascular (Naito 

et al., 1996). Embora haja semelhanças entre as CMLs de próstata e as CMLv, não foi observado 

migração das CMLs prostáticas quando semeadas sobre a fibrina. 

A capacidade das CMLs de modular seu fenótipo frente a diferentes condições permite 

identificar dois fenótipos das células musculares lisas (contrátil e sintético/proliferativo), que 

podem estar presentes no mesmo tecido. A principal caraterística do fenótipo contrátil é a 

presença de um aparato contrátil totalmente estruturado, enquanto que o fenótipo 

sintético/proliferativo se caracteriza pela ampla produção de proteínas da matriz extracelular, 

alta taxa proliferativa (Beamish et al., 2010), e a presença de um extenso sistema sintético- 

secretor (Vilamaior et al., 2005). 

As CMLv em cultura perdem suas características de célula contrátil através das 

sucessivas passagens e adquirem um fenótipo mais proliferativo. A expressão de marcadores 

como SM-actina, MYH, SM-2, vinculina e calponina diminuem, enquanto β-actina e vimentina 

aumentam, processo que é acompanhado com a reorganização do citoesqueleto (Worth et al., 

2001). No caso de CMLs provenientes de explantes de próstata, elas expressaram marcadores 

do fenótipo contrátil como SM-actina, MYH11 entre outros, através das sucessivas passagens, 

indicando que elas ganham características do fenótipo contrátil diferente das CMLv. 

Chang e colaboradores (2014), usando moldes de litografia com padrão definido e 

recobertos com laminina e fibronectina, demostraram que o fenótipo sintético das CMLv em 

cultura, após 7 passagens, pode ser revertido a um fenótipo contrátil em um período de 24 h 

(Chang et al., 2014). Em um experimento similar, Hayward e colaboradores (1995) estudaram 
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os efeitos no fenótipo nas CMLv dos principais componentes da MEC com os quais estão em 

contato. Assim, CMLv da aorta de coelho foram expostas, de maneira separada, a colágeno tipo 

I, colágeno tipo IV, laminina e fibronectina. Segundo seus resultados, Hayward concluiu que a 

laminina é o componente que mais favorece o fenótipo contrátil, seguido pelo colágeno tipo IV. 

Já o colágeno tipo I e fibronectina são o que menos favorecem a diferenciação das CMLv 

(Hayward et al., 1995). O colágeno tipo IV tem sido usado para manter o fenótipo diferenciado 

das CMLv após o seu isolamento do tecido e os efeitos na organização das proteínas do 

citoesqueleto foram analisados em diferentes componentes de MEC durante as sucessivas 

passagens (Worth et al., 2001). Esses resultados indicam que fibronectina e colágeno tipo I 

promovem o fenótipo sintético, enquanto laminina e o colágeno tipo IV favorecem o fenótipo 

contrátil (Baker and Southgate, 2008; Hirst et al., 2000). As CMLs de próstata semeadas sobre 

Matrigel, cujos principais componentes são laminina e colágeno tipo IV, diminuíram os 

marcadores de diferenciação, indicando diferenças entre as CMLv e as CMLs de próstata em 

resposta a componentes de MEC.  
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4. Conclusões 

 O colágeno tipo I propicia a rápida adesão e espalhamento das CMLs. 

 O colágeno tipo I favorece a formação de grandes fibras de estresse nas CMLs. 

 O Matrigel desencadeia a migração das CMLs e a formação de grupos celulares. 

 O citoesqueleto de actina nas CMLs semeadas sobre fibrina e Matrigel encontra-se 

organizado em forma de rede. 

 CMLs semeadas sobre fibrina e Matrigel reduzem a expressão de ACTA2 sem alterar 

os níveis da proteína SM-actina, após 48 h de cultura.  

 Componentes de MEC regulam a expressão de ACTA2, MYH11 e Smoothelin nas 

CMLs, após 48 h de cultura. 
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úmida, no escuro. As imagens foram adquiridas usando o microscópio confocal LSM780 (Carl 

Zeiss). 

Anticorpo 

Primário 

Fabricante/Catálogo Diluição 

SM-actina Thermo Fisher/MA5-11547 1:100 

MYH11 Abcam/ab683 1:200 

FAK A17 (Total) Santa Cruz 

Biotechnology/SC-557 

1:100 

FAKpY397 Novus Biologicals 1:100 

FAKpY925 GeneTex/GTX50185 1:100 

 

Anticorpos 

Secundário 

Fabricante/Catálogo Diluição 

Alexa Fluor 488 Invitrogen/ A32723 1:2000 

Alexa Fluor 546 Invitrogen/ A11035 1:2000 

Tabela 1. Anticorpos primários e secundários usados nos experimentos de imunofluorescência. 

 

1.2 Análises de imagens  

A análise das imagens foi realizada usando o software ImageJ (Fiji). A intensidade da 

FAK e suas formas fosforiladas nas células foram visualizadas usando Lookup Tables > Fire.  

Na co-localização foi traçada uma linha através da célula que permitisse criar um perfil 

de intensidade de cada proteína e, posteriormente, comparar graficamente a sobreposição entre 

elas.  
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2. Resultados 

2.1 Localização de FAK total e co-localização com componentes do citoesqueleto após 48h 

Células semeadas sem substrato (controle) e no colágeno tipo I apresentaram marcação 

citoplasmática para FAK total, principalmente na região da membrana celular onde faz parte 

das adesões focais. No citoplasma, há distribuição em forma de feixes e uma alta quantidade de 

FAK na região nuclear e perinuclear (Fig. 1a-b). Na fibrina e no Matrigel, a FAK não está 

presente no núcleo, mas pode ser observada no citoplasma como agregados (Fig. 1c-d).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Imunofluorescência para FAK total, SM-actina e MYH11 nas CMLs após 48h de cultura 
sobre componentes de MEC. Microfotografias de um único plano focal (Z). No controle e colágeno 
(a, b), a FAK está presente nas adesões focais (seta) e no núcleo (cabeça de seta). A FAK forma 
agregados no citoplasma na fibrina e no Matrigel (seta) (c, d), não há localização nuclear (linha tracejada 
branca). A actina se encontra formando filamentos no controle e no colágeno (e-f), esse padrão de 
organização não é observado nas células semeadas na fibrina e no Matrigel (g-h). A FAK acompanha 
os filamentos de actina. A MYH11 encontra-se no citoplasma com uma marcação acentuada na região 
perinuclear no controle e no colágeno (i-j). Na fibrina e no Matrigel (k-l), a MYH11 está difusa no 
citoplasma. A linha amarela foi usada como referência para fazer análise de co-localização.   
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Figura 3. Imunofluorescência para FAKpY397, SM-actina e MYH11 nas CMLs após 48h de 
cultura sobre componentes de MEC. Microfotografias de um único plano focal (Z). A FAKpY397 no 
controle e colágeno (a, b) apresentou uma organização em forma de feixes e também se localiza nas 
adesões focais. Há uma baixa quantidade no núcleo (linha tracejada branca). No Matrigel, FAKpY397 
(i, j) está ausente no núcleo (linha tracejada branca) e se mantem os agregados no citoplasma (seta fina). 
A linha amarela foi usada como referência para fazer análise de co-localização. 
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Figura 5. Imunofluorescência para FAKpY925, SM-actina e MYH11 nas CMLs após 48h de 
cultura sobre componentes de MEC. Microfotografias de um único plano focal (Z). A FAKpY925 no 
controle e colágeno (a, b) está localizada nas adesões focais, no núcleo e na região perinuclear, também 
é possível visualizar a organização em forma de feixes. No Matrigel a FAKpY925 (c) está ausente no 
núcleo (linha tracejada branca), mas presente no citoplasma como agregados (pontos vermelhos). A 
FAKpY925 acompanha uns filamentos de actina (d-e) e apresenta uma distribuição similar à da MYH11 
(g-h). No Matrigel, as proteínas estão difusas (f-i). A linha amarela foi usada como referência para fazer 
análise de co-localização.  
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3. Discussão 

A proteína FAK é conhecida principalmente por estar localizada nas adesões focais. 

Contudo, está proteína não atua simplesmente como proteína adaptadora nesses locais. A FAK 

interage com um grande grupo de proteínas para realizar diferentes funções. Algumas dessas 

estão relacionadas com o desenvolvimento embrionário e na homeostase dos tecidos normais. 

Além disso, ela está presente nas junções aderentes, endossomos e no núcleo (Arold, 2011; 

Kleinschmidt and Schlaepfer, 2017). No núcleo, favorece a sobrevivência celular promovendo 

a degradação da p53 (Lim et al., 2008).  

Os resultados de imunofluorescência mostraram marcação para FAK e suas formas 

fosforiladas (Y397 e Y925) nas CMLs semeadas em diferentes componentes de MEC. Nas 

células controle e naquelas semeadas sobre colágeno, a FAK estava localizada nas adesões 

focais e, em altas quantidades, no núcleo. Nestas duas condições, a FAK está interagindo com 

os filamentos de actina nas adesões focais. A marcação total da FAK parece acompanhar os 

filamentos de actina, mas há uma maior sobreposição da forma Y925 com a MYH11 como 

apresentado nos gráficos de co-localização. In vitro, tem sido reportada a interação da FAK 

com o complexo Arp2/3 que induz a polimerização de actina para a formação de lamelipódios 

e espalhamento da célula. A autofosforilação em Y397 está envolvida na regulação dessa 

interação (Serrels et al., 2007). 

Na fibrina e no Matrigel, as CMLs não apresentaram marcação nuclear sugerindo que a 

presença dessa proteína pode estar envolvida na manutenção do fenótipo contrátil, já que os 

marcadores deste fenótipo diminuíram nessas condições, como foi apresentado no capitulo I. 

Na próstata, a FAK está localizada predominantemente nas células basais do epitélio e 

nas CMLs. Uma elevada expressão de FAK foi observada nos estágios iniciais de transformação 

maligna, podendo ser usada como um marcador no diagnóstico de câncer (Rovin et al., 2002; 

Tai et al., 2015). A FAK também pode ser uma proteína alvo para o tratamento de câncer, por 

sua elevada expressão em células cancerosas, mas o funcionamento desses inibidores deve estar 

associado às diferentes funções e localização da FAK para serem efetivos (Arold, 2011). 
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4. Conclusões  

 A fibrina e o Matrigel induzem agregados de FAK no citoplasma. 

 A MYH11 e FAKpY925 apresentam uma maior co-localização no colágeno. 

 Ausência nuclear de FAK nas células semeadas sobre fibrina e Matrigel pode estar 

relacionada ao fenótipo sintético das CMLs. 

 As formas fosforiladas da FAK (Y397 e Y925) podem estar relacionadas mais a funções 

estruturais e interação com componentes do citoesqueleto de actina. 
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contendo 0,6 % de Triton X-100 e sacarose 4%, durante 20 min e lavadas com PBS (3 vezes 

por 5 min). Posteriormente, foi adicionado PBS-T 0,1% (Tween 20), por 5 min. Após esse 

tempo foram realizadas lavagens com PBS (3 vezes por 5 min). O bloqueio de ligações 

inespecíficas foi feito com solução de albumina de soro bovino (BSA) 3% por 1 h, diluída em 

PBS, contendo 0,8% de Triton X-100. As células foram então incubadas com anticorpo 

primário (Tabela 1) overnight, a 4ºC em câmera úmida. No dia seguinte, foram feitas lavagens 

com PBS (3 vezes, por 5 min cada) e em seguida realizou-se a incubação com anticorpos 

secundários específicos (Tabela 1) e DAPI por 1 h, em câmera úmida, no escuro. As imagens 

foram adquiridas usando o microscópio confocal LSM780 (Carl Zeiss). 

Anticorpo 

Primário 

Fabricante/Catálogo Diluição 

SM-actina Thermo Fisher/MA5-11547 1:100 

α-actinina Novusbio/NBP1-22630 1:100 

 

Anticorpos 

Secundário 

Fabricante/Catálogo Diluição 

Alexa Fluor 488 Invitrogen/ A32723 1:2000 

Alexa Fluor 546 Invitrogen/ A11035 1:2000 

Tabela 1. Anticorpos primários e secundários usados nos experimentos de imunofluorescência. 

 

1.2 Marcação com Faloidina-TRITC e DAPI 

As células foram fixadas com paraformaldeído (PFA) 4%, por 20 min, lavadas com PBS 

e marcadas com Faloidina-TRITC e DAPI para a análise morfológica e do citoesqueleto. 

 

1.3 Western blotting 

CMLs foram colocadas sobre os diferentes substratos e, após 48 h de cultura, o meio foi 

removido e as células foram lavadas com PBS, coletadas e incubadas com tampão RIPA 

(contendo inibidores de protease e fosfatase), por 30 min. Posteriormente, o resíduo insolúvel 

foi removido por centrifugação a 12000 rpm, por 20 min, a 4°C. O conteúdo de proteínas na 

solução foi quantificado pelo método de Bradford. 50 µg de proteínas foram aplicados em gel 

de eletroforese (SDS-PAGE). Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas para 

membrana de nitrocelulose em sistema úmido da BioRad. Subsequentemente, as membranas 
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foram bloqueadas com BSA 5% em TBS-T e então incubadas com o anticorpo primário (Tabela 

2) e colocadas overnight, a 4°C em agitação. No outro dia, a membrana foi incubada com os 

anticorpos secundários específicos (Tabela 2). O controle de carregamento do gel foi 

determinado pela quantidade de GAPDH. A detecção da proteína foi feita por 

quimiluminescência usando o kit de revelação da Santa Cruz Biotechnology (SC-2048). 

Anticorpo 

Primário 

Fabricante/Catálogo Diluição 

SM-actina Thermo Fisher/MA5-11547 1:1000 

GAPDH Abcam/ab9485 1:1000 

FAK A17 (Total) Santa Cruz 

Biotechnology/SC-557 

1:1000 

FAKpY397 Novus Biologicals 1:1000 

 

Anticorpos 

Secundário 

Fabricante/Catálogo Diluição 

Anti-camundongo Bio-Rad/1706516 1:5000 

Anti-coelho Bio-Rad/1706515 1:5000 

Tabela 2. Anticorpos primários e secundários usados nos experimentos de WB. 

 

1.4 Real Time - PCR 

O RNA foi extraído usando o reagente TRIzol (Life Tecnologies, Cat:15596018) 

seguindo as recomendações do fabricante. Foram semeadas 20000 células/poço (placa de 24 

poços) e, após 48 h de cultura, foi adicionado o TRIzol (400 µL/poço). O RNA foi separado 

com clorofórmio (200 µL para cada 1000 µL de TRIzol) e precipitado com Isopropanol 

absoluto (500µL para cada 1000µL de TRIzol). Uma etapa de lavagem foi realizada usando 

Etanol 75% e, finalmente, o RNA foi ressuspendido em 15 µL de água DEPC. O RNA foi 

quantificado e a síntese de cDNA foi realizada usando o Kit para transcrição reversa (Thermo 

Scientific, RevertAid First Strand cDNA Synthesis, Cat: K1622), seguindo as recomendações 

do fabricante. 

O Real Time – PCR foi realizado no equipamento da Applied Biosystems (7300 Real 

time PCR System) usando os ensaios TaqMan™ (Thermo Fisher) (Tabela 3) junto com o 

TaqMan™ Universal Master Mix II, com UNG (ThermoFisher Cat: 4440038), seguindo as 

recomendações do fabricante. 
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Gene Referência/Catálogo 

ACTA2 Rn01759928_g1/4331182 

MYH11 Rn01530328_g1/4351372 

Smoothelin Rn01453095_m1/4331182 

GAPDH Rn99999916_s1/4331182 

Tabela 3. Ensaios TaqMan™ usados nos experimentos de RT-PCR 

 

1.5 Efeito de inibidores da família Rho na adesão das CMLs 

 As CMLs foram semeadas sobre colágeno tipo I e diferentes concentrações dos 

inibidores foram usadas para testar o efeito da inibição das GTPases da família Rho na adesão. 

O comportamento das células foi filmado por um período de 7 h usando o sistema time-lapse. 

Rhodblock 6 foi usado para inibir ROCK (Sigma, Cat: R1283-5mg), EHop-016 (Sigma, Cat: 

SML0526-5mg) para a inibição de Rac1 e Rac3 e CASIN (Sigma, Cat: SML1253-5mg) para a 

inibição de Cdc42. Os inibidores foram diluídos em DMSO (dimetilsulfoxido) seguindo as 

recomendações do fabricante.  

 

1.6 Teste de migração (wound healing assay) nas CMLs  

A obtenção e cultura de CMLs a partir de explantes de próstata ventral de ratos segue a 

mesma metodologia usada no capítulo I item 1.1. Posteriormente, foram semeadas 30000 

células/poço (placa de 24 poços) até atingir 90% de confluência. As células foram deixadas 

overnight em meio de cultura sem SFB e, posteriormente, foi feito um “risco” sobre a 

monocamada de células usando ponteira (200 µL) de micropipeta. A seguir, as células 

removidas foram retiradas após lavagem com PBS e as células aderidas foram mantidas com 

meio de cultura suplementado com 1% de SFB ou com a adição do inibidor de ROCK. A 

quantificação da área de migração foi feita a cada 8 h, por um intervalo total de 24 h. 

 

1.7 Análises de imagens  

A análise das imagens foi realizada usando o software ImageJ (Fiji).  

Na análise morfométrica, cada célula foi circundada para a obtenção dos valores de área, 

perímetro e circularidade. A trajetória de migração de cada célula foi realizada usando o plugin 

Manual Tracking por um tempo 7 h, a cada 20 min. Um gráfico com as coordenadas de 
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migração foi feito no Excel. A velocidade e distância percorrida por cada célula foram também 

mensuradas. 

Na análise de migração (wound healing assay), a área do risco no tempo 0 h foi 

considerada como 100% e a redução dessa área no decorrer do tempo foi quantificada.  

A intensidade de fluorescência foi mensurada circundando cada célula e selecionando 

os valores de área, integrated density e mean gray value. A seguir, os valores foram colocados 

na seguinte fórmula, levando em consideração o background:  

Intensidade corrigida = Integrated Density - (Área da célula  X  media de 

fluorescência das repetições do background) 

 

1.8 Análises estatísticas  

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 6. Os 

dados foram analisados usando o teste de Student ou Mann Whitney, para comparar dois grupos 

ou o teste ANOVA, com pós teste de comparação, para três grupos ou mais. A significância 

estatística foi definida como p<0,05. Os dados estão apresentados como média ± erro padrão 

da média (EPM). 
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Figura 19. Comparação na redução da área do “gap” em 8, 16 e 24 h após realizado o risco na 
monocamada confluente. O tratamento com inibidor de ROCK estimulou a migração das células e, 
consequentemente, a redução da área inicial da ferida (n = 3). 
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3. Discussão 

 No capítulo I observamos que as CMLs de explante de próstata semeadas sobre 

colágeno tipo I se aderem rapidamente a este substrato e apresentam valores de área e perímetro 

maiores que aquelas semeadas na ausência de matriz. Embora as diferenças morfológicas 

durante as primeiras horas de cultura sejam notórias, estas já não são bem evidenciadas após 48 

h, pois as CMLs apresentaram morfologia, organização do citoesqueleto, conteúdo de SM-

actina e ativação da FAK semelhantes. Eventos que poderiam ser explicados pela presença de 

componentes de MEC presentes no SFB que favorecem a adesão das células.  48 h seria um 

tempo suficiente para que as células semeadas sem substrato pudessem adaptar e organizar seu 

citoesqueleto semelhante a aquelas semeadas no colágeno tipo I (Hayman et al., 1985).  

 O colágeno tem sido usado como scaffold em processos de engenharia de tecidos por 

sua fácil obtenção e a capacidade de estimular a adesão de diferentes tipos celulares incluindo 

células tronco mesênquimais (Drury and Mooney, 2003; Somaiah et al., 2015) e CMLs, como 

apresentado neste trabalho. As células se aderem ao colágeno através das integrinas que são 

receptores transmembrana. A ligação ao colágeno é mediada pelas integrinas α1β1 e α2β1 que 

reconhecem o motivo GFOGER presente no colágeno (Heino, 2014; Huttenlocher and Horwitz, 

2011).  Proteínas adaptadoras que interagem com o domínio citoplasmático das integrinas se 

conectam com o citoesqueleto de actina, que por sua vez interagem com o complexo LINC 

regulando a expressão gênica em resposta a componentes específicos de MEC (Alam et al., 

2016).  

 Fibroblastos de pâncreas semeados sobre colágeno expressam maiores níveis de SM-

actina que se organiza em grandes feixes (Stylianou et al., 2019). Nas CMLs de próstata após 

7 h em cultura, o colágeno estimulou a rápida organização do citoesqueleto de actina em fibras 

de estresse e as células apresentavam adesões focais bem definidas, que não eram observadas 

na ausência de MEC. Isso ressalta a importância do colágeno na organização do citoesqueleto 

de actina formando grandes feixes nas CMLs de próstata. 

 As proteínas Rho GTPases regulam a formação de filamentos de actina e participam 

como interruptores moleculares envolvidos na migração celular. O uso de inibidores de 

proteínas Rho tem sido usado para estudar os efeitos do bloqueio dessa via de sinalização em 

diferentes tipos celulares. O ácido lisofosfatidico (LPA) tem sido amplamente usado para ativar 

a sinalização através de Rho-ROCK. A inibição de ROCK tem efeito negativo na migração das 

CMLv (Ai et al., 2001). Em células endoteliais a inibição provocou mudanças no citoesqueleto 
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e perda das adesões focais e aumento da migração (Breyer et al., 2012). Desencadeia também 

alterações na morfologia (Cheng et al., 2017), perda de adesões na periferia da célula e 

diminuição da fibras de estresse (Meekins et al., 2016). Além disso, uma prolongada exposição 

ao inibidor de Rho pode provocar apoptose nas células (Liu et al., 2002). Esses efeitos podem 

ser revertidos colocando um novo meio de cultura sem inibidor (Katoh et al., 2001).  O 

tratamento com o inibidor de ROCK durante 7h provocou alterações nas CMLs de próstata 

similares às descritas anteriormente.  

Uma característica evidente das CMLs de próstata após o tratamento com o inibidor de 

ROCK é a presença de uma longa cauda, efeito da inibição da contração a qual é indispensável 

para a desmontagem das adesões no eixo posterior da célula. Efeitos similares foram observados 

em fibroblastos, associados à falta de contração na célula que é regulada pela MLC (cadeia leve 

da miosina) (Totsukawa et al., 2004). 

Neste trabalho observamos que Rac e Cdc42 são importantes para a adesão das células 

e que uma concentração de 10 µM do inibidor EHop-016 e Casin foi suficiente para impedir as 

células de aderirem ao colágeno, como foi apresentado no capitulo I, demonstrando que essas 

células aderem rapidamente a este substrato. Estas GTPases tem sido alvo de pesquisas para o 

desenvolvimento de fármacos durante o tratamento do câncer, especialmente tem sido 

demonstrado que o tratamento com EHop-016 pode reduzir o tamanho do tumor, a capacidade 

de invasão e a angiogênese (Castillo-Pichardo et al., 2014; Maldonado and Dharmawardhane, 

2018). Estas proteínas também estão implicadas na transição epitélio-mesênquima (Maldonado 

and Dharmawardhane, 2018), evento que acontece durante a progressão do câncer de próstata 

(Odero-Marah et al., 2018), servindo como alvo para o tratamento. 

Embora tenha sido mais estudado o papel da GTPases na migração das células, esta não 

é a única função que desempenham, pois também estão relacionadas na modulação fenotípica 

das CMLs. A sinalização através de Rho-ROCK é importante para a diferenciação da CMLs, 

já que aumenta a expressão de marcadores do fenótipo contrátil (Kolyada et al., 2003; Worth et 

al., 2004). Nossos resultados demonstram que o bloqueio de Rho em um período de 7h de 

exposição desencadeia uma diminuição significativa dos marcadores do fenótipo contrátil 

ACTA2 e MYH11. Assim a via de sinalização RhoA-ROCK favorece formação de fibras de 

estresse e por sua vez o estado contrátil da célula, que é característica do fenótipo contrátil.  
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4. Conclusões 

 Rac e Ccd42 são indispensáveis para a adesão das CMLs sobre o colágeno. 

 Inibição da ROCK não impede que as CMLs se aderirem ao colágeno. 

 Inibição da ROCK induz migração das CMLs semeadas sobre o colágeno. 

 Inibição da ROCK afeta a organização do citoesqueleto e distribuição das adesões nas 

CMLs semeadas no colágeno. 

 Inibição da ROCK está associada a diminuição das proteínas envolvidas na contração 

da célula. 
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(Tabela 1), em experimentos independentes. A quantificação da área de migração foi feita a 

cada 8 h, por um intervalo total de 24 h. 

Citocina Fabricante/Catálogo Concentração (ng/mL) 

TGFα PeproTech/100-16A 0,1 - 0,3 - 0,5 - 10 - 30 - 50  

TGFβ3 PeproTech/100-36E 1 - 3 - 5 

TGFβ1 PeproTech/100-21-2UG 10 - 30 - 50 

Tabela 1. Citocinas e concentrações utilizadas nos experimentos de migração 

 

1.2 Análises de imagens  

A análise das imagens foi realizada usando o software ImageJ (Fiji). A área do risco no 

tempo 0 h foi considerada como 100% e a redução dessa área no decorrer do tempo foi 

quantificada nos diferentes grupos.  

 

1.3 Análises estatísticas  

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 6. Os 

dados foram analisados usando o teste ANOVA com pós teste de comparação. A significância 

estatística foi definida como p<0,05. Os dados estão apresentados como média ± erro padrão 

da média (EPM). 
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2. Resultados  

 No tempo 0 h a área foi considerada como 100% e a redução através do tempo foi 

mensurada.  As CMLs na presença do TGFα apresentaram um maior índice de migração que 

os outros grupos. Após 16 h em cultura, houve uma diminuição significativa da área inicial que 

continuou até as 24 h (Fig. 1e-l e Fig. 2a-b). Em 24 h, as concentrações de 0,1 e 0,3 ng/mL de 

TGFα apresentaram maior redução da área inicial com valores de 34±6 µm2 e 29±2 µm2, 

respectivamente, quando comparados com o controle (64±9 µm2) (Fig. 1e-h e Fig. 2a). Nas 

concentrações de 1 e 3 ng/mL de TGFβ3, não foram observadas diferenças significativas na 

redução da área decorridas 24 h (TGFβ3 1 ng/mL: 72±2 µm2 e TGFβ3 3 ng/mL: 67±2) quando 

comparados com o controle (71±0,1 µm2) (Fig. 1m-p e Fig. 2c), enquanto na concentração de 

5 ng/mL houve uma redução significativa somente decorridas 24 h (62±3 µm2) (Fig. 1m-p e 

Fig. 2c). O TGFβ1 não apresentou diferenças na migração das CMLs quando comparado com 

o grupo controle (Fig. 1q-t e Fig. 2d).   
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3. Discussão 

 A família TGFβ (Transforming growth factor-β) abrange vários fatores incluído os 

TGFβs, BMPs (bone morphogenetic proteins), Nodal, Activin entre outros que regulam 

processos como proliferação, diferenciação, migração e apoptose (Derynck and Budi, 2019). 

Os receptores (TβRI e TβRII) são transmembrana e seu domínio citoplasmático contém um 

domínio catalítico (com atividade Serina/Treonina quinase). Acredita-se que o receptor do tipo 

II está constitutivamente ativo, assim, uma vez ocorrida a união ligante-receptor, o receptor do 

tipo II fosforila o receptor do tipo I permitindo a propagação do sinal através da fosforilação 

das proteínas Smad. As Smads são subdivididas em 3 classes funcionais: R-Smad, Co-Smad e 

I-Smad (Massague, 2000). As R-Smad são ativadas pelo receptor tipo I que, posteriormente, se 

associam com a Co-Smad. O resultado é a formação de um dímero ou trimero de R-Smad-Co-

Smad, o qual é traslocado ao núcleo. O complexo de Smad no núcleo se liga ao DNA e junto 

com outros fatores de transcrição regula a expressão de genes. As Smad inibitórias, regulam 

negativamente a sinalização TGFβ por competição com as R-Smad pelos receptores ou a 

interação com as Co-Smad. Além disso, as I-Smad podem desencadear a degradação dos 

receptores (Massague, 2000; Massague, 2012; Massague and Chen, 2000; Shi and Massague, 

2003). 

 As 3 isoformas do TGFβ têm sido identificadas na próstata, apresentando diferenças de 

expressão no tecido normal adulto e durante a progressão tumoral (Gerdes et al., 1998b; Perry 

et al., 1997). Ausência do TβRI, do TβRII e diminuição na expressão do TGFβ3, na próstata 

está relacionada a processos malignos (Danielpour, 2005; Djonov et al., 1997; Gerdes et al., 

1998b). 

 Os andrógenos desempenham funções importantes para o desenvolvimento, maturação 

e homeostase na próstata. Após a privação androgênica, há uma alta expressão dos ligantes 

TGFβ, dos seus receptores e ativação das Smads, que estão envolvidos na apoptose das células 

epiteliais (Lee et al., 1999). Assim, durante o primeiro dia após a castração, foi identificado um 

aumento de 10 vezes no RNAm para o TGFβ que, junto com seus receptores, atingem o pico 

máximo de expressão no 4o dia. O tratamento com reposição de andrógeno diminui 

significativamente os níveis do RNAm para TGFβ quase a valores semelhantes aos observados 

na próstata normal, indicando que essa citocina está regulada pela presença desse hormônio 

(Kyprianou and Isaacs, 1988; Kyprianou and Isaacs, 1989).  
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Um dos efeitos mais conhecidos do TGFβ nas CMLs é capacidade de diferenciação, 

mais especificamente o TGFβ1, pois estimula um aumento na expressão de SM-actina. Nas 

CMLs de próstata, o TGFβ1 desencadeia uma redistribuição subcelular do AR (receptor de 

andrógenos) do núcleo ao citoplasma e inibição da proliferação, efeitos que não são observados 

com o TGFβ2 (Gerdes et al., 1998a; Gerdes et al., 2004). Nossos dados mostraram que o TGFβ1 

e TGFβ3 não alteraram a migração das CMLs em comparação com o grupo controle, 

corroborando com estudos anteriores de que o TGFβ1 está envolvido com a diferenciação 

celular e não com a migração, que é uma característica de CMLs indiferenciadas.  

 O TGFα pertence à família do EGF (Epidermal Growth Factor) e se liga ao seu receptor 

(EGFR) presente na membrana plasmática induzindo a dimerização deste como homo ou 

heterodímeros. O domínio citoplasmático tem atividade de tirosina quinase. Após a ativação, 

as proteínas Grb2 e Sos se ligam diretamente ao receptor, desencadeando mudanças 

conformacionais na proteína Sos que, posteriormente, recruta a Ras, responsável por ativar Raf-

1. A cascata de sinalização termina com a ativação da ERK, através de ativação de MAPK. As 

proteínas quinases têm como alvo outras proteínas efetoras que atuam como fatores de 

transcrição, que podem movimentar-se ao núcleo e regular a expressão de genes (Jorissen et al., 

2003). 

 Na próstata adulta normal, o EGFR encontra-se localizado nas células epiteliais, não 

obstante, seu ligante, o TGFα, está exclusivamente nas CMLs (Leav et al., 1998). In vitro, a 

testosterona aumenta a expressão do TGFα e do seu receptor, indicando uma forte relação entre 

o hormônio e essa citocina, pois através da produção do TGFα há um aumento na proliferação 

de células cancerosas (Wilding et al., 1989). In vivo, a próstata com hiperplasia e com 

carcinoma apresentam níveis elevados de TGFα e do EGFR. O aumento da citocina como do 

receptor podem levar ao aumento na proliferação e transformação celular para um fenótipo 

maligno (Ching et al., 1993). O TGFα também estimula as CMLs para um fenótipo sintético, 

no qual elas são mais proliferativas e adquirem capacidade migratória, enquanto o TGFβ induz 

a diferenciação adquirindo mais componentes do citoesqueleto envolvidos com a contração 

(Guo and Chen, 2012; Stamatiou et al., 2012). CMLs de explantes de próstata tratadas com 

TGFα apresentam uma maior migração que aquelas sem a presença desse fator, sugerindo a 

aquisição de um fenótipo mais desdiferenciado. 

 Os efeitos migratórios das citocinas nas CMLs são estudados principalmente nas células 

vasculares, pois estão associados a patologias, como arteriosclerose. Nosso trabalho é pioneiro 
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em mostrar o efeito de citocinas presentes no soro na migração das CMLs de próstata. Embora 

existam relatos na literatura apresentando diferenças na expressão e sua relação com doenças 

prostáticas, podemos observar, que em condições reducionistas, o TGFβ1 e o TGFβ3 não têm 

efeitos migratórios na CMLs. Futuros trabalhos devem ser realizados para saber se realmente 

essas células não são responsivas pela ausência ou redução dos receptores, bem como, se os 

efeitos migratórios do TGFα estão associados a mudanças nos marcadores do fenótipo contrátil 

e qual seria a possível sinalização envolvida. 
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4. Conclusões  

  Diferentes concentrações do TGFα estimulam a migração das CMLs de próstata. 

 O TGFβ1 e TGFβ3 não têm efeitos na migração das CMLs. 
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