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abstract 

Introduction: Gliomas are characterized by rapid proliferation and aggressive invasion into normal surrounding brain tissue. In medical 
laboratories, the in vitro wound healing assay stands out as a simple, easy, inexpensive and affordable method to evaluate cell migration 
and proliferation. Objective: To standardize the in vitro wound healing assay using antimicrotubule drugs as positive controls. Methods: 
U87MG glioma cells were seeded at different densities and, after 24 h, the monolayer was scratched using different micropipette tip size 
to create a gap with no cells. The cells were then treated with colchicine and paclitaxel in culture medium with the presence or absence 
of fetal bovine serum. The wound was photographed with the aid of an inverted microscope and the wound area was measured using 
the Image J software. Results: Better defined edges scratches and monolayer with approximately 90% confluence were obtained at 1.5 
and 2 × 105 cells/well density. The width and area of the scratch were, respectively, 948 μm/2.193221 mm2; 964 μm/2.266 mm2 and 
1448 μm/3.221 mm2 to 10. 200 and 1000 μl micropipette tips. Colchicine inhibited wound closure by 12.6% or 3.4%, both in the presence 
or absence of serum; paclitaxel 2.4 and 6.7% respectively. Conclusion: Under standardized conditions, colchicine and paclitaxel proved 
to be efficient positive controls into the in vitro wound healing assay.

Key words: colchicine; paclitaxel; glioma; cell proliferation; cell movement; antitumor drug screening assays.

resumo 

Introdução: Gliomas são caracterizados por terem rápida proliferação e invasão agressiva no tecido cerebral circundante 
normal. Em laboratórios médicos, o ensaio de ranhura – um teste in vitro – destaca-se por ser um método simples, fácil, barato 
e acessível para avaliar a migração e a proliferação celular. Objetivo: Padronizar o ensaio de ranhura, utilizando drogas 
antimicrotúbulos como controles positivos. Métodos: As células de glioma U87MG foram semeadas em diferentes concentrações 
e, após 24 horas, a monocamada foi arranhada usando ponteiras de diferentes tamanhos para criar uma fenda sem células. As 
células foram então tratadas com colchicina e paclitaxel, com meio em ausência ou presença de soro fetal bovino. A ranhura foi 
fotografada com auxílio de microscópio invertido, e a área da ranhura foi medida por meio do programa Image J. Resultados: 
Ranhuras com bordas mais bem definidas e monocamada com aproximadamente 90% de confluência foram obtidas com 
1,5 e 2 × 105 células/poço. A largura e a área das ranhuras obtidas foram, respectivamente, 948 μm/2,193 mm2; 964 μm/2,266 mm2; e 
1448 μm/3,221 mm2 para as ponteiras de 10, 200 e 1000 μl. A colchicina inibiu o fechamento das ranhuras em 12,6% ou 
2,4%, tanto na presença quanto na ausência de soro; o paclitaxel, em 3,4% e 6,7%, respectivamente. Conclusão: Em condições 
padronizadas, colchicina e paclitaxel podem ser usados como controles positivos eficientes no teste in vitro de ranhura.

Unitermos: colchicina; paclitaxel; glioma; proliferação celular; movimento celular; ensaios de seleção de medicamentos 
antitumorais.
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Resumen

Introducción: Gliomas se caracterizan por rápida proliferación e invasión agresiva del tejido cerebral normal circundante. 
En laboratorios médicos, el ensayo de cierre de herida – una prueba in vitro – se destaca por ser un método simple, fácil, de 
bajo costo y accesible para evaluar la migración y la proliferación celular. Objetivo: Estandarizar el ensayo de cierre de herida 
usando agentes anti-microtúbulos como control positivo. Métodos: Las células de glioma U87MG fueron sembradas en diferentes 
concentraciones y, después de 24 horas, la monocamada fue rayada con punteras de diferentes tamaños para crear una hendidura 
sin células. Las células fueron entonces tratadas con colchicina y paclitaxel, en medio con o sin suero fetal bovino. La ranura 
fue fotografiada con la ayuda de un microscopio invertido, y el área de la ranura fue medida mediante el programa Image 
J. Resultados: Ranuras con bordes más bien-definidos y monocamada con alrededor de 90% de confluencia se obtuvieron 
con 1,5 y 2 × 105 células/pozo. La anchura y el área de las ranuras obtenidas fueron, respectivamente, 948 μm/2,193 mm2; 
964 μm/2,266 mm2; y 1448 μm/3,221 mm2 para las punteras de 10, 200 y 1000 µl. La colchicina inhibió el cierre de las ranuras 
en 12,6% o 2,4%, tanto en presencia como en ausencia de suero; el paclitaxel, 3,4% y 6,7%, respectivamente. Conclusión: En 
condiciones estandarizadas, colchicina y paclitaxel pueden ser usados como control positivo en el ensayo de cierre de herida in vitro.

Palabras clave: colchicina; paclitaxel; glioma; proliferación celular; movimiento celular; ensayos de selección de medicamentos 
antitumorales.

Introdução

Metodologias para examinar a migração celular são muito 
úteis e importantes para uma ampla gama de testes e exames 
biomédicos, como a triagem de drogas anticâncer. Embora 
existam vários métodos para visualizar a migração celular no 
campo da medicina laboratorial, como o ensaio de câmaras 
Transwell/Boyden, ensaios de barreira e ensaios com base em 
microfluídica, esses métodos são frequentemente caros e não 
acessíveis a todos os laboratórios. O ensaio de cicatrização de 
feridas in vitro, também conhecido como “ensaio de ranhura”, 
é um método simples, versátil e econômico para estudar a 
migração celular. Nesta técnica, uma fenda é gerada em uma 
monocamada de células confluentes, e a taxa de fechamento 
da ranhura e a migração celular podem ser quantificadas 
fotografando com um microscópio invertido em vários intervalos 
de tempo(1).

A migração celular é essencial para muitos processos 
biológicos, como reparo e regeneração tecidual. Entretanto, a 
regulação aberrante desse processo impulsiona a progressão de 
muitas doenças, incluindo a invasão e metástase do câncer(2). 
Os componentes do citoesqueleto, como os filamentos de actina 
e tubulina, são cruciais para a migração celular. Essas proteínas 
formam polímeros dinâmicos altamente versáteis, capazes 
de organizar organelas citoplasmáticas e compartimentos 
intracelulares, definindo a polaridade celular e gerando forças 
de protrusão e contração(3, 4). Devido a isso, o citoesqueleto 

é considerado um dos alvos mais promissores na triagem 
de drogas anticâncer. Drogas capazes de atingir ambos os 
filamentos de actina(5), como a rede de microtúbulos, formada 
por tubulina(6), promovem a desregulação da estrutura celular e o 
interrompimento dos processos proliferativos. 

Estima-se que haverá 23,6 milhões de novos casos de câncer 
em todo o mundo, a cada ano, até 2030, se as tendências recentes 
de incidência de grandes cânceres e crescimento populacional 
forem vistas globalmente no futuro. Isso é 68% mais casos do que 
em 2012, com um crescimento ligeiramente maior nos países de 
baixo e médio índice de desenvolvimento humano (IDH) (66% 
mais casos em 2030 do que em 2012) do que nos países com IDH 
alto e muito alto (56% a mais em 2030 de 2012)(7). O glioblastoma 
é um glioma astrocítico maligno associado a prognósticos 
sombrios devido à sua capacidade de migrar e infiltrar-se 
difusamente no parênquima cerebral. Após a resseção cirúrgica 
desse tipo de tumor, a população residual de células invasivas dá 
origem a um tumor recorrente que, em mais de 90% dos casos, se 
desenvolve imediatamente adjacente à margem de resseção ou a 
vários centímetros da cavidade de resseção(8). 

O objetivo deste trabalho foi padronizar o ensaio de ranhura 
a ser utilizado na avaliação de substâncias com atividade 
proliferativa e migratória sobre o glioma e outras células 
cancerígenas. Colchicina(9-11) e paclitaxel(12-15), que possuem 
atividade antimicrotúbulos, foram utilizados ​​como controles 
positivos, uma vez que são capazes, respectivamente, de 
desestabilizar e estabilizar os microtúbulos.

Anticancer drug screening: standardization of in vitro wound healing assay
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métodos

Cultura de células

A linhagem de glioblastoma humano (GBM) U87MG (ATCC® 

HTB-14TM) foi mantida em meio DMEM/F12 suplementado com 
10% de soro fetal bovino (SFB) inativado pelo calor, 100 unidades/ml 
de penicilina e 100 μg/ml de estreptomicina. As células foram 
mantidas em atmosfera úmida com 5% de CO

2
 a 37°C.

Plaqueamento e realização da ranhura

A linhagem celular U87MG foi tripsinizada, contada em 
diferentes concentrações de células (0,5; 1; 1,5; 2; 2,5 e 3 × 
105 células/500 µl) e foram semeadas em placas de 24 poços. 
Após 24 horas de incubação a 37°C, as monocamadas foram 
arranhadas, criando uma fenda sem células, utilizando uma 
ponta de micropipeta estéril sob um ângulo de cerca de 90 graus 
para manter a largura do fenda limitada. Para determinar o 
tamanho apropriado da ranhura, três diferentes tamanhos de 
pontas de micropipeta (1000, 200 e 10 µl) foram utilizados. 
O meio foi removido e os poços foram lavados duas vezes com 
meio sem soro (500 μl) para remover as células no sobrenadante.

Ensaio de ranhura

O paclitaxel 10 (Sigma)(15) e a colchicina 1 (Sigma)(16) foram 
diluídos em meio DMEN/F12 e utilizados como controles positivos 
do ensaio na presença de (10%) ou ausência de SFB, utilizando 
1,5 × 105 células/500 μl/poço para formar a monocamada de 
células. Células tratadas com meio (500 μl) suplementadas com 
ou sem soro foram utilizadas como controle negativo.

Quantificação da ranhura

A área da ranhura foi fotografada utilizando um microscópio 
invertido (Bel Photonics inv 100) antes da adição da droga (tempo 0), 
bem como após 24 h do tratamento, utilizando uma objetiva 
que permite a visualização de ambas as bordas da ferida com 
aumento de 40×. As imagens foram salvas como arquivos *.tif. 
para obter o mesmo campo durante a aquisição da imagem. 
Os pontos de referência foram feitos desenhando uma linha 
reta, com uma caneta marcadora de ponta ultrafina, no fundo 
externo dos poços da placa. A marca de referência foi colocada 
fora do campo de imagem de captura, mas dentro do campo de 
visão microscópio. Duas áreas da fenda, acima e abaixo da linha 
guia, foram medidas em cada poço em 0 e 24 h de tratamento 
utilizando o software Image J (Software 1.48q, Rayne Rasband, 

National Institutes of Health, EUA; http://rsb.info.nih.gov/ij/)(17). 
O software Image J foi utilizado para detectar automaticamente 
a posição da extremidade da borda(18) e todo o procedimento foi 
descrito no Material Suplementar. O fechamento da ranhura (%) 
foi quantificado utilizando a mudança percentual na área de 
medição normalizada dividida pela área aberta original de acordo 
com: % fechamento da ranhura = [A (0) – A (t)/A (0)] × 100(18) 
onde a área no tempo zero (0) e a área após o tempo de incubação 
(t) foram utilizadas para calcular a porcentagem de fechamento 
da ranhura.

Análise estatística

Os resultados foram expressos como porcentagem do 
fechamento da ferida, considerando a área medida no tempo zero 
como 0%. As comparações entre os tratamentos foram realizadas 
utilizando o teste de análise de variância (Anova) seguido de 
comparação múltipla do teste de Dunnett (foram avaliados 
três conjuntos de dados), utilizando células não tratadas como 
controle. Os dados são apresentados como média ± desvio padrão 
(DP) e o valor de p < 0,05 foi considerado significativo. Os gráficos 
e as análises estatísticas foram realizados utilizando o software 
GraphPad Prism, versão 5.0 (San Diego, CA, EUA).

Resultados

Padronização do ensaio de ranhura utilizando 
células U87MG

Os passos realizados no ensaio de ranhura in vitro foram 
descritos na Figura 1. A densidade ideal para a linhagem celular 
U87MG foi 1,5 e 2 × 105 células (Figura 2A). Abaixo dessa 
densidade de células, a confluência era menor que 90% e, acima 
disso, as células começaram a se sobrepor e se desprenderam 
da placa durante o experimento. Diferentes concentrações de 
células também foram arranhadas com três tamanhos de ponta 
de micropipeta. O objetivo era criar uma zona livre de células 
com bordas retas por meio da monocamada de células a ser 
visualizada e fotografada após 24 horas. A densidade celular tem 
grande influência para uma ranhura homogênea. À medida 
que a concentração celular aumentava, as bordas da ranhura 
começavam a formar aglomerados de células que podiam 
atrapalhar a quantificação da ranhura e também, com a menor 
concentração de células, entalhes eram criados na borda da 
superfície da ferida (Figura 2B). Em 1,5 e 2 × 105 células, as 
três pontas da micropipeta foram eficientes para realizar a ferida 
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(Figura 2B), diferindo apenas na área (p < 0,05). As áreas da 
ranhura foram respectivamente 1.908, 2.508 e 2.787 mm2 para 
pontas de micropipeta branca (10 μl), amarela (200 μl) e azul 
(1000 μl). Mesmo na presença de soro (Figura 3A e 3B), as 
lacunas realizadas com ponta de micropipeta branca não foram 
totalmente fechadas após 24 horas de incubação; optou-se por 
realizar os experimentos utilizando a ponteira branca, pois ela 
apresentava a menor área riscada entre as duas outras pontas 
testadas nos poços.

Colchicina e paclitaxel como controles no ensaio 
de ranhura

O ensaio de ranhura foi realizado utilizando os fármacos 
colchicina e paclitaxel diluídos em meio com (Figura 3A) ou sem 
(Figura 3B) SFB (10%). Ambas as drogas foram capazes de inibir a 
migração celular na presença ou ausência de soro (p < 0,05) e, a 
presença de soro não teve influência na área da ferida (p > 0,05).

Discussão 

Monocamada de células U87MG e padronização do 
ensaio de ranhura

Embora o ensaio de ranhura in vitro seja uma fenda reta, a 
falta de padronização em sua execução dificulta a comparação de 
resultados e a reprodução de experimentos. O número necessário 
de células para formar uma monocamada confluente de 90%(19-21) 
precisa ser determinado de acordo com o tipo de célula e o tamanho 
dos poços da placa. A linhagem celular escolhida para o estudo foi 
U87MG, uma linhagem estabelecida de glioblastoma humano, 
caracterizada por sua alta taxa de proliferação e migração(22, 23), 
com tempo de duplicação da população de aproximadamente 34 h 
(ATCC, 2012) e tamanho de 12-14 μm (http://bionumbers.hms.
harvard.edu). Na literatura, o ensaio de ranhura foi descrito com 

500 µM

	 0,5 × 105	 1 × 105	 1,5 × 105	 2 × 105	 2,5 × 105	 3 × 105

figura 2 – Monocamada celular U87MG e padronização do ensaio de ranhuras in vitro

A) As células U87MG foram plaqueadas em diferentes densidades e, após 24 horas de 
incubação, foram fotografadas para observação da confluência das monocamadas celulares. 
Em 0,5 e 1 × 105 células por poço, a monocamada celular apresentou baixa confluência e, 
em 2,5 e 3 × 105 células por poço, as células começaram a se sobrepor; B) a monocamada 
foi então arranhada com três tamanhos de pontas de micropipeta. As densidades celulares de 
1,5 e 2 × 105/500 µl apresentaram confluência ideal para a realização do ensaio.

P10

P200

P1000

figura 3 – Fechamento in vitro da área de ferida do ensaio de ranhura após 24 horas de 
tratamento com colchicina ou paclitaxel na presença ou ausência de soro

As células U87MG cells foram plaqueadas a 1,5 × 105 células/poço e tratadas por 24 horas 
com 1 µM de colchicina ou 1 µM de paclitaxel diluído em DMEN/F12 com (A) ou sem (B) 
o soro. As imagens foram capturadas por câmera acoplada ao microscópio Bel inv 100, 
com ampliação de 40× antes do tratamento (tempo 0) e após 24 horas de tratamento e 
comparadas com o controle negativo sem drogas. As imagens foram analisadas no software 
Image J para avaliar a ranhura por quantificação das áreas ocupadas pela lesão. O gráfico 
mostra os valores médios e o erro padrão de três experimentos em quadruplicados. Teste 
Anova seguido pelo teste Dunnett post-hoc test; ***p < 0,001.

Anova: análise de variância; SFB: soro fetal bovino.
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figura 1 – Etapas para realizar o ensaio de cicatrização de ranhura in vitro

1. Tripsinização e contagem de culturas de células; 2. semeadura de placas com vários poços; 
3. as células puderam realizar ligações, se espalhar e formar uma monocamada confluente 
de 90% em um período de 24 horas; 4. fabricação das ranhuras; 5. lavagem dos poços com 
PBS gelado e aplicação de droga em meio com ou sem SFB; 6. desenho de uma linha reta 
no fundo das placas; 7. tempo de captura de imagem e medição do vão – 0 h; 8. tempo de 
incubação e captura de imagens e medição do vão – 24 h; 9. análise de dados.

PBS: solução salina tamponada com fosfato; SFB: soro fetal bovino.
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diferentes tipos celulares, como células de fibroblastos(24, 25) e células 
cancerígenas, incluindo glioblastoma(26-28), câncer de mama(20, 21, 29), 
e câncer de ovário(30-32). Além disso, foi encontrada uma elevada 
variação no número de células utilizadas para obter a monocamada 
celular a ser riscada, como 1 × 105(21, 30), 2 × 105(29, 33) e 1 × 106(19, 34). 
Outros autores descreveram que as células foram plaqueadas para 
obter uma confluência de 90% em placas de múltiplos poços(19-21). 
O uso de células U87MG no ensaio de ranhura também foi 
encontrado na literatura(35), porém utilizando placas de seis poços. 
O ensaio de ranhura pode ser realizado em qualquer configuração 
de placa disponível. A utilização de placas de 24 poços obtém uma 
triagem rápida em comparação com placas de 12 ou seis poços. 
Essas abordagens minimizam os custos de teste, reduzindo as 
quantidades de composto de teste e reagente utilizados. O intervalo 
ideal de densidade de linha celular U87MG foi 1,5 e 2 × 105, 
correspondendo a 80-107 × 103 células/cm2. Embora essa densidade 
possa ser utilizada como referência, o ensaio deve ser ajustado de 
acordo com o tipo de célula particular a ser estudado.

Para simular ferimentos em um tecido, a abordagem mais 
comum é criar uma lacuna arranhando uma monocamada 
confluente com uma ponta de pipeta, agulha ou outra ferramenta 
pontiaguda. O tamanho das pontas das micropipetas utilizadas 
para produzir a ferida também apresentou variação(26, 35-37). Todos 
os três tamanhos de ponta mostraram-se eficientes para realizar a 
ferida como relatado anteriormente(26, 35-37). No entanto, à medida 
que a concentração celular aumentava, as feridas se tornavam 
menos homogêneas, formando aglomerados celulares nas bordas 
da ferida. Como a ranhura é criada manualmente, pode ser difícil 
gerar ferimentos reprodutíveis. É importante inclinar a pipeta 
corretamente, assim como aplicar uma pressão consistente para 
criar uma largura de fenda consistente. Também é importante 
lavar duas vezes com solução salina tamponada com fosfato ou 
meio soro livre antes do tratamento e a aquisição da imagem serem 
iniciados. A lavagem removerá os detritos das células danificadas 
ou mortas, particularmente após arranhões mecânicos. 

Para reduzir o risco de proliferação celular e comprometer o 
estudo da migração, uma dose baixa do inibidor da proliferação 
mitomicina C pode ser utilizada. Mitomicina C (2-10 ml para parar 
a proliferação de 2-5 h antes de retirar), um antibiótico antitumoral 
que provoca cross-linking de ácido desoxirribonucleico (DNA) e 
inibição da síntese de DNA, pode ser utilizado para parar a mitose 
em várias etapas. No entanto, a dose precisa ser cuidadosamente 
otimizada para evitar efeitos tóxicos que possam afetar a migração 
celular. O método mais comum para suprimir a proliferação 
celular em ensaios de ranhura é o uso de baixas concentrações 
de SFB ou ausência completa no meio celular (privação de soro). 
No entanto, a duração da privação de soro e as concentrações de 
soro necessárias precisam ser rigorosamente determinadas para 
cada linhagem celular estudada, uma vez que as células primárias 

não toleram a privação sérica, bem como as linhagens celulares 
estabelecidas. 

As drogas escolhidas para serem testadas foram colchicina e 
paclitaxel. Ambos são fármacos conhecidos com atividade sobre os 
microtúbulos(38, 39) e têm ação comprovada na migração(39, 40) e na 
proliferação celular(41, 42). Na literatura, há uma grande variação, 
tanto na concentração quanto no tempo de exposição desses 
fármacos testados em diferentes tipos celulares. Na padronização 
do ensaio de ranhura, as concentrações de 1 µM para colchicina(43) 
e 1 µM para paclitaxel(44) foram estabelecidas utilizando-se, 
como base, a literatura. Tanto a colchicina como o paclitaxel 
demonstraram ser uma boa escolha de controles positivos para 
a realização do ensaio de ranhura, mesmo na presença de 10% 
de soro. 

Quantificação da ranhura

A migração celular pode ser quantificada utilizando a 
distância média da largura da ranhura entre as suas extremidades. 
Muitas medidas são necessárias devido à irregularidade das bordas 
e essa quantificação manual pode ser muito demorada. A largura 
da ferida (mm) deve diminuir à medida que a migração celular 
progride ao longo do tempo. A migração celular também pode ser 
medida utilizando as áreas da ranhura. A área da ranhura pode 
ser calculada rastreando manual ou automaticamente a área 
livre de células em imagens capturadas utilizando o software de 
domínio público Image J (NIH, Bethesda, MD). Diferentes tipos 
de fórmulas matemáticas foram utilizados para avaliar o 
fechamento da fenda em diferentes períodos de tempo. Alguns 
usam fórmulas cujos resultados são apresentados utilizando 
escalas métricas. As unidades de medida de comprimento 
podem gerar ambiguidades ao converter as proporções de uma 
imagem digital (representada por pixels) para mm. Portanto, a 
representação de um resultado que não utiliza unidades baseadas 
na medida de comprimento, como a utilizada neste estudo, pode 
contornar o problema. Em condições normais, a área da ferida 
(mm ou pixel) diminuirá com o tempo [área da ferida = A (0) – 
A (t)/t]. Alternativamente, a migração pode ser expressa como 
a alteração percentual na área de medição normalizada para a 
área aberta original [fechamento da ferida % = A (0) – A (t)/A 
(0) × 100]. 

A quantificação da ranhura manual utilizando software 
de imagem proporciona maior precisão nos valores da área da 
fenda, levando em consideração as diferentes irregularidades nas 
bordas proporcionadas pela implementação da medida manual 
ou automática. Outros softwares, além do Image J, são utilizados 
pela literatura e também têm sido eficientes nesses quesitos por 
possuírem ferramentas de quantificação semelhantes ao Image J(18).
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Conclusão

A padronização do ensaio de ranhura utilizando uma linha 
celular de glioma na placa de 24 poços múltiplos foi bem-sucedida. 
Tanto a colchicina como o paclitaxel mostraram inibição no 
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