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RESUMO

A resisténcia de células tumorais a terapia consiste na principal causa de falha
terapéutica no tratamento de cancer e esta diretamente relacionada a
heterogeneidade tumoral. Estudos populacionais falham em demonstrar as
particularidades de cada célula em uma massa tumoral e, com isso, técnicas de
andlises de células Unicas emergiram para o auxilio da compreensdo da biologia
tumoral. Entretanto, essas andlises sado ainda muito incipientes e dependem de
pessoas altamente capacitadas e equipamentos e reagente de alto valor monetério e
baixa disponibilidade nos centros de pesquisa. Tendo isso em vista, foi construida
uma célula com marcacdo gendmica de fluorescéncia de processos celulares
importantes (quebra de fita duplas no DNA, apoptose e autofagia) para o estudo de
células individuais vivas. Estas marcagbes foram, respectivamente: 53BP1
(vermelho), IMS simulando DIABLO (vermelho) e LC3B (ciano). Também foi
desenvolvida uma ferramenta personalizada para analise automatizada de foci de
dano ao DNA. Apesar de algumas alteracbes nas marcacfes celulares serem
necessarias, foi possivel mostrar que o sistema de tripla marcacao é eficiente para o
estudo de células Unicas e nao interfere o funcionamento celular de maneira a

atrapalhar analises posteriores.

Palavras chave: células individuais, cancer, autofagia, apoptose, dano ao DNA,

marcacdes por fluorescéncia.



ABSTRACT

Therapy resistance is one of the main causes of therapeutic failures in cancer
treatment and it is directly related to tumoral heterogeneity. Populational studies fail in
demonstrate the particularities of single cells in a tumor, and so single cell analysis
techniques emerged to assist in the tumoral biology comprehension. However, these
analyses are still incipient and demand highly skilled persons and high cost of reagent
and equipment, not always available in all research centers. Thereby a cell transduced
with three sensors for important processes in cancer biology (DNA damage, autophagy
and apoptosis) was constructed for single-cell studies. We also developed a
personalized tool for automated analysis of DNA damage foci. Despite the need of
some changes in the chosen vectors, it was possible to show that a triple staining

system is efficient for single-cell studies and it does not interfere in the cell function.

Keywords: single-cell, cancer, autophagy, apoptosis, DNA damage, fluorescence

SEensors.
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1. INTRODUCAO

1.1 RESISTENCIA TUMORAL

Um dos principais desafios no tratamento de cancer consiste na resisténcia a
terapia, onde uma célula ou grupo de células possui previamente ou adquire fenotipos
gue facilitardo sua sobrevivéncia, levando ao repovoamento do tumor e consequente
agravo no tratamento e na sobrevida média dos pacientes %2 345 Estudos mostram
gue cerca de 50% de todos os pacientes de cancer ja possuem células resistentes
antes do inicio do tratamento ¢ e 90% de todas as falhas na quimioterapia ocorrem

durante a invasdo e metastase de tumores resistentes’.

Os principais recursos empregados pelas células tumorais que geram resisténcia
sdo transporte do farmaco para o meio extracelular, reducdo da absorcdo de
farmacos, compartimentalizacdo do farmaco, alteracdes nas rotas de metabolismo do
farmaco, modificacdes no alvo ou nos niveis desse, aumento de reparo ao dano no
DNA, evasdo da apoptose, entre outros ’, e tais mecanismos podem ser adquiridos

ou intrinsecos.

Mecanismos intrinsecos ja estavam presentes na massa tumoral antes do inicio
do tratamento, sendo somente selecionados com este. Por outro lado, mecanismos
adquiridos sdo obtidos durante a terapia através da selecdo de clones capazes de
atenuar o efeito do farmaco ou que possuem mutacdes favoraveis a manutencéo do
crescimento celular % 2, Com isso, a resisténcia ao tratamento esta diretamente
relacionada com heterogeneidade tumoral 2, na qual as células de um tumor possuem

assinaturas moleculares diferentes entre si.

1.2 HETEROGENEIDADE TUMORAL

A heterogeneidade tumoral pode ocorrer de maneira intertumoral, que se refere a
tumores de mesma origem histolégica em diferentes pacientes, e intratumoral, na qual
células tumorais de um mesmo paciente sao diferentes espacial e temporalmente. A

heterogeneidade espacial se refere a distribuicdo desigual de subpopulacdes



geneticamente diversas dentro de um mesmo tumor ou em sitios secundarios, e a
temporal trata de diferencas entre as células de uma mesma massa tumoral ao longo

do tempo &.

A heterogeneidade intratumoral pode ser explicada por trés teorias: a teoria da
evolucdo clonal, a teoria das células tronco tumorais e a teoria da plasticidade 1012,
No modelo de evolugdo clonal, uma célula adquire mutacdes estocasticas e as
propaga para suas filhas, que serdo selecionadas por pressdes seletivas do
microambiente e da terapia, de acordo com a sele¢do natural 2. Por outro lado, o
modelo das células tronco tumorais propde que existem células com caracteristicas
tronco na massa tumoral, as quais sdo responsaveis por se dividir e gerar novas
células, que irdo se diferenciar em uma variedade de tipos celulares né&o
tumorigénicos, com diferentes fendtipos %', Em contrapartida, a do modelo da
plasticidade surge para unir as teorias anteriores e sugere que o estado indiferenciado
de células tronco tumorais ndo é estavel, podendo ser revertido. Do mesmo modo,
diferentes pressoes seletivas podem fazer com que uma célula ndo tronco adquira

caracteristicas de célula tronco tumoral 11

Sob condicdes de pressdo seletiva proporcionada pela terapia, algumas
populacdes celulares ja presentes na massa tumoral podem ser selecionadas ou
favorecidas, sendo resistentes ou tolerantes ao tratamento “%8. Essas células
posteriormente irdo se multiplicar, repovoando o tumor e levando a reincidéncia, que
pode variar de cerca de 8 a 20% em alguns tipos tumorais, como osteosarcomas e
cancer colorretal, respectivamente, e chega a atingir valores de até 100% em

glioblastoma e sarcoma de partes moles avangado®® 14 15,

A reincidéncia e a heterogeneidade tumoral sdo extremamente relacionadas e
juntas explicam as falhas terapéuticas na clinica 2. Ambas constituem o maior desafio
para a oncologia de precisdo e tém ganhado cada vez mais destague e compreensao

com o surgimento das tecnologias de analise de células Unicas.

1.3 CELULAS UNICAS E CANCER



Analises tumorais a nivel de células Unicas tém sido de extrema importancia no
entendimento da heterogeneidade, progressdo tumoral, invasdo e metastase 1,
fazendo um contraponto as andlises populacionais, nas quais uma pequena por¢ao
de individuos pode alterar drasticamente as médias aferidas e esconder
comportamentos relevantes para a progressdo da doenca 7. Em Psico et al., 0 uso
de estudos de células Unicas possibilitou a compreensao do fendétipo de resisténcia a
guimioterapia, mostrando que este segue um principio Lamarckista, o que nado é
possivel visualizar em estudos populacionais. Outro exemplo onde estudos de células
Unicas apresentaram desfecho diferente do aferido em analises populacionais é
descrito por Filippi-Chiela et al. onde foi mostrado que, ap6s dano ao DNA, autofagia
e senescéncia estavam presentes em subpopulacdes celulares diferentes, ao
contrario do esperado onde dano provocaria uma inducédo de autofagia seguido por

senescéncia’s.

Aléem dos exemplos mencionados, ensaios com células Unicas possibilitaram
entendimento de como mutacdes sdo propagadas entre células, como diferentes
citocinas e quimiocinas influenciam uma célula, como células Unicas respondem a
inibidores ou hipdxia, e como células conseguem influenciar umas as outras *’. Essas
analises estdo abrindo portas para a busca de novos tratamentos, focando em

caracteristicas singulares e evidenciando particularidades de cada tipo tumoral.

Metodologias como sequenciamento, hibridizacdo in situ por fluorescéncia,
protedmica, ensaios de microscopia e citometrias emergiram como grandes aliadas
ao estudo de células unicas, entretanto ainda existem diversos desafios devido ao
complexo preparo das amostras, pouca disponibilidade de equipamentos e
ferramentas de analises, necessidade de habilidades especificas e grupos
multidisciplinares, uso de reagentes de alto custo monetario e altas taxas de erros

associadas 17:18:19: 20,

1.3.1 Metodologias para analises de células Unicas

1.3.1.1 Obtencédo de células unicas

Existem diversas metodologias para a separagdo de células Unicas, e sua

performance é caracterizada pela eficiéncia, pureza e recuperacdo da amostra ao final

10



do processo ?1. Os métodos mais comumente utilizados para a separacéo de células

Gnicas, bem como suas vantagens e desvantagens estéo listados no quadro 1.

Quadrol. Técnicas para a separacao de células Unicas

Técnica Descricdo Vantagens Desvantagens Custo
Diluicdo seriada®?> | Consiste na diluicdo de Ndo ha grande | Alta probabilidade de
2 células. necessidade de | células mdltiplas ou
qualificagcéo nenhuma célula nos $
técnica. pogos, uma vez que a
N&o necessita | amostragem €
marcacgao estatistica.
celular.
Micromanipulacdo | Isolamento de células Alta preciséo. Baixa eficiéncia
23 Gnicas com uso de Ndo necessita $$
micropipetas ou marcacao
micropipetas robotizadas | celular.
Separador celular | Separa células de acordo | Alta eficiéncia e | Necessita de grandes
ativado por com marcacOes de preciséo. populagdes iniciais,
fluorescéncia fluorescéncia. As células pode provocar danos
(FACS) 2t sdo submetidas a uma as células devido ao
citometria de fluxo e a alto fluxo e demanda | $$$$
selecdo de células é profissionais
realizada de acordo com altamente
diferentes caracteristicas. qualificados
Immunopanning | Consiste na transferéncia | Alta eficiéncia. | Demanda tempo e
(PAN)? de uma suspensdo de | Nao agride | ndo pode ser utilizado
células para diferentes | tanto as células | para células que néo
superficies contendo | quando em | expressam $$5$
anticorpos, que se ligardo | comparacdo ao | marcadores
aos tipos celulares | FACS especificos.
indesejados, removendo-
0S.
Separador celular | Depende de marcadores Ndo demanda | Isola células baseado
ativado por ima celulares de superficie alta capacidade | somente em sele¢do
(MACS) 2L 24 conjugados a imas. A técnica. positiva e negativa,
populacéo celular é Mais rapida que | sem considerar niveis
submetida a um campo outras técnicas | de expresséo. $$$
magnético, que separara | similares, como | Captura células
as células entre marcadas | FACS e PAN. inespecificamente.
e ndo marcadas. Possui alta
eficiéncia.
Microdissecacé@o a | Consiste na escolha de Alta preciséo. Demanda alta
laser 2% 24 células Unicas através da | N&o necessita | capacidade técnica,
visualizag&o sobre marcacao por possui baixa
microscopio invertido e anticorpos. eficiéncia e altas
corte realizado com laser | Permite a probabilidades de $$
para o isolamento da extracdo de contaminacao celular.
célula desejada. células de Gera dano ao
tecidos intactos. | material genético.
Melhor opcao
para analises
de tumores
sélidos
Microfluidica?® 2% 24 | Separacéo de células Alta eficiéncia | Métodos
utilizando equipamentos Ndo necessita | extremamente
que suportam o aporte de | marcacéo complexos com $$
pequeno volume e celular.  Baixo
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diferenciam células de consumo de | necessidade de alta
acordo com mecanismos | amostra. capacidade técnica
ativos, utilizando
eletrodos e imas, e
mecanismos passivos,
dependendo propriedades
fisicas da célula, como
tamanho, deformabilidade
e densidade.

1.3.1.2 Técnicas Gendmicas

Andlises genbmicas de células Unicas necessitam de uma etapa previa de
amplificagdo do material genético e para isso diversas técnicas baseadas no PCR
tradicional foram desenvolvidas, a exemplo do linker-adapter PCR (LA-PCR) 25, PCR
de sequéncias repetitivas interespacadas (IRS-PCR) %6, PCR de pré-amplificacédo da
extensdo do primer (PEP-PCR) ?’ e o PCR de oligonucleotideo degenerado (DOP-
PCR) 28, Entretanto essas metodologias possuem muitas limitacdes, como baixa
cobertura e perda de alelos 2t 24, Em contrapartida, outras técnicas desenvolvidas
possuem maior confiabilidade em comparacdo com as metodologias baseadas em
PCR, como a amplificacdo de deslocamento multiplo (MDA) 2°, varios ciclos de
anelamento e amplificacdo baseada em loop (MALBAC) * e amplificagdo linear via
insercdo por transposon (LIANTI) 3!, mas ainda precisam aumentar a fidelidade e

cobertura do genoma e diminuir a amplificacéo de erros.

Apés amplificacdo, o genoma pode ser avaliado através de diversas técnicas,
como microarranjos de DNA, arranjos de polimorfismos de nucleotideo Unico e
sequenciamento de nova geracao. Entretanto essas técnicas podem reproduzir 0s
erros e mutacdes geradas na amplificacdo e ruidos adicionais advindos do isolamento

de células Unicas.

1.3.1.3 Transcriptomicas

Para analises transcriptbmicas, o RNA deve ser primeiramente convertido em
cDNA para depois poder passar por etapas posteriores de amplificacdo, que sao

semelhantes as aplicadas ao DNA, podendo se basear em PCR, microfluidica e

12



barcoding molecular 32 33, Entretanto essas técnicas sdo muito incipientes e enfrentam
problemas na manutencao da proporcéo inicial dos transcritos e gerar amplificacao de

contaminantes 17: 32,

Ao final do processo de amplificacdo o transcriptoma pode ser analisado por RNA-seq
e outras tecnologias que surgiram recentemente, como CytoSeq, que € baseado em
microchips e InDrop e DropSeq, baseados em nanolitros de solugdo 3# 35, Contudo,
essas tecnologias também reproduzem os erros de amplificacdo e isolamento e
carecem de pipelines e ferramentas de processamento dos dados obtidos, o que torna

a andlise dificil e trabalhosa 2.

1.3.1.4 Protebmica
1.3.1.4.1 scWestern Blot

Baseia-se na técnica classica de Western Blot, porém utiliza microchips que
permitem a corrida de uma célula por poco. Essa metodologia possibilita a
guantificacéo relativa dos niveis de proteina e permite o uso de marcador de peso das
proteinas, mas s admite o uso de pequenas quantidades de amostra — em torno de
100 a 1000 células — e, como toda técnica baseada em anticorpos, depende da

especificidade dos anticorpos e disponibilidade comercial dos mesmos 1736,
1.3.1.4.2 Microengraving

Técnica que consiste no uso de microchips com pocos cobertos por anticorpos,
gue irdo se ligar as proteinas secretadas pela célula, ou as proteinas celulares
liberadas pos lise celular. Permite analise de mais de 10.000 células simultaneamente
e possibilita uma analise cinética da secrecao proteica. Assim como o scWestern Blot,

depende da especificidade e disponibilidade dos anticorpos 1737,
1.3.1.4.3 Citometrias

I) Citometria de Fluxo: consiste na passagem de uma suspensdo de células por
laser, e a luz espalhada é medida em detectores. Essa técnica € amplamente utilizada,
muito bem estabelecia e permite a analise multiparamétrica de células Unicas.

Entretanto, o preparo da amostra é manual, requer grande quantidade de amostra,

13



apresenta sobreposicéo de espectro quando varios marcadores sdo analisados e ndo

permite analisar a localizac&o subcelular da fluorescéncia. 2.

Il) FACS: permite as mesmas andlises da citometria de fluxo com a possibilidade
de separacdao de células com o uso de eletroimas. Além das dificuldades da citometria

convencional, exige alta capacitacdo técnica e equipamento de maior custo /.

[II) Citometria de Massas (CyTOF): utiliza anticorpos conjugados a metais raros
gue ndo sdo encontrados em sistemas bioldgicos. As células séo ligadas a esses
anticorpos e injetadas no equipamento, que 0s aguece e ioniza, formando uma nuvem
de ions. O tempo de retencao dos ions dos metais conjugados em um espectrémetro
de massas € aferido. Apesar de permitir a analise de mais de 35 marcadores
simultaneos, a citometria de massas destroi as células, tem um baixo rendimento e
baixa velocidade de analise, demanda preparo de amostra extremamente
dispendioso, exige alta capacidade técnica e pouco equipamentos estdo atualmente

disponiveis no mundo 173,

V) Citometria de imagem: células sdo marcadas com anticorpos e injetadas em
um citdmetro de fluxo que possui um sistema de deteccdo acoplado a uma ou mais
objetivas de microscopio. Essa técnica permite a visualizacdo de eventos e suas
localizagBes através de imagens. Entretanto € uma técnica lenta, o sinal exibido pode
ser muito fraco para deteccdo e demanda equipamentos que nao estdo disponiveis

em larga escala 1738,

1.3.1.3.4 Técnicas de microscopia

I) Corantes fluorescentes: sdo utilizados para marcar processos ou porcoes
celulares, permitindo sua visualizacdo por microscopia. Apesar de ser uma técnica
populacional, permite a visualizacdo de células Unicas e, em alguns casos,
acompanhamento de sua dinamica ao longo do tempo. Contudo, as interacdes do
corante com a superficie celular podem alterar suas propriedades, ndo ha a
possibilidade do uso de varios marcadores ao mesmo tempo e o custo de alguns

marcadores pode ser alto 39,

II) Imunocitoquimica: baseia-se na marcacéo de células com anticorpos ligados a

moléculas fluorescentes, permitindo a visualizacdo de organelas, proteinas e
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peptideos “°. A imunocitoquimica exige a fixacdo celular, ndo permitindo o
acompanhamento das caracteristicas fenotipicas ao longo do tempo. Essa
metodologia também emprega o uso de anticorpos, que vao apresentar diferentes
especificidades e marcadores, dependendo da disponibilidade comercial dos
mesmos. Outras desvantagens do método séo o preparo trabalhoso da amostra, baixa

eficiéncia e alto custo da preparacgéo.

[II) Marcacdes gendmicas: dependem da insercdo de material genético exdgeno
para o interior da célula. Pode ser feito de maneira transiente, com transfec¢ées, ou
de maneira estavel, com o uso de transposons, Crispr-Cas9 e sistemas virais 4% 42,
Embora ndo possibilite o uso de diversas marcac¢des simultdneas e envolver alta
capacidade técnica para a producdo de uma célula, apés a expressao estavel a
ferramenta se torna acessivel e pode ser utilizada sem necessidade de reagentes
dispendiosos, preparo de amostra e isolamento de células Unicas. E, a despeito da
baixa velocidade de obtencdo dos dados e pouca automatizacdo na analise, essa
técnica permite o acompanhamento da cinética de processos celulares e requer
apenas um microscopio de fluorescéncia, se destacando como uma ferramenta

simples e barata de andlises de células Unicas .

1.4 PROCESSOS IMPORTANTES NO ESTUDO DA BIOLOGIA TUMORAL

1.4.1 Dano e reparo do DNA

O dano ao DNA pode ser provocado por radiacfes ionizantes, exposicdo a
guimicos ou radiacdo e produtos do metabolismo celular, como espécies reativas de
oxigénio, e leva ao surgimento de mutacdes que também podem surgir de maneira
espontanea devido as falhas nos mecanismos de replicacdo e reparo do DNA 44,
MutacBes podem ativar oncogenes, inativar genes supressores tumorais e causar
instabilidades genémicas e rearranjos estruturais do mesmo, levando ao surgimento
de tumores #°. Por outro lado, a capacidade de reparo do DNA pode ser um grande
obstaculo durante a quimio e radioterapia, que em sua maioria tém como alvo gerar

guebras na fita de DNA e desencadear a morte celular®: 47,
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A resposta ao dano no DNA ocorre através de diversos mecanismos, como a
excisdo de base, reparo de bases mal pareadas, sintese translesdo, reparo por
excisdo de nucleotideos, recombinacdo homologa (HR) e juncdo de extremidades
(NHEJ) ndo homoélogas?’, dos quais os dois Ultimos dizem respeito ao reparo de
guebras da dupla fita do DNA. As quebras de dupla fita s&o de extrema importancia
para a terapia, pois enquanto células podem se adaptar a alguns niveis de dano
irreparavel, uma simples quebra na dupla fita do DNA néo reparada pode ser suficiente
para desencadear a apoptose e eliminar a célula em questio*® .

O reparo de quebra de fitas dupla por HR ocorre somente durante as fases S e G2
do ciclo celular, pois é dependente do uso da croméatide irma como molde para
substituicio do DNA que flanqueia o sitio de quebra. Em mamiferos, é
majoritariamente empregado durante quebras envolvendo o colapso da forquilha de
replicacdo durante a fase S “6. De outra forma, o reparo por NHEJ, que é predominante
em células de mamiferos, ocorre durante todas as fases do ciclo celular e, apesar de
apresentar a possibilidade da insercéo de erros, € uma alternativa veloz para o reparo
de quebras de fita dupla *°. Quebras duplas de DNA levam a formacdo de um
complexo proteico contendo a 53BP1. Que por sua vez recruta proteinas de reparo,

promove sinalizacdo de checkpoint e atua como regulador positivo de NHEJ 592,
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Figura 1. O papel de 53BP1 naresposta ao dano no DNA. Em sitios de quebra da dupla fita do DNA
a variante de histona H2A, yH2A.X, é fosforilada. Esse evento possibilita sua ubiquitinacdo na lisina 13
ou 15, que é necessaria para o recrutamento de 53BP1 ao sitio de quebra dupla. A proteina 53BP1
também é responséavel por amplificar a atividade de ATM, que promove a sinalizagédo de checkpoint, e

controlar negativamente BRCAL, envolvida em HR. Adaptado de Lambrus G. et al., 2017.

1.4.1.1 Visualizacdo de dano ao DNA

Uma maneira de avaliar o processo de dano ao DNA é através da marcacao
estavel com fluorescéncia, utilizando-se o plasmideo Apple 53bpl-trunc, que
expressa, de maneira constitutiva, a proteina 53BP1 fusionada a proteina fluorescente
vermelha mAppple, permitindo sua visualizacédo no nucleo das células transduzidas®’.

A leitura da quantidade de sitios de quebra se d& pela contagem de pontos no ndcleo.
1.4.2 Apoptose

Apoptose € o processo de morte celular programada que possui um papel

extremamente importante no controle do crescimento celular e pode se dar de maneira
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extrinseca e intrinseca. Na via extrinseca a apoptose é ativada por mecanismos
externos a célula através da ativacédo de receptores de morte, sendo 0s mais comuns
o receptor de fator de necrose tumoral 1 (TNFR1) e a proteina Fas (CD95). No interior
da célula, essas proteinas levam a formacdo do complexo de sinalizacéo indutor de
morte (DISC), que é responsavel pela ativacdo da caspase 8, que é uma caspase
iniciadora, sendo responsavel pela clivagem e consequente ativacdo de outras

caspases executoras®®.

A via intrinseca, por sua vez, ocorre através e estimulos internos como dano no
DNA, hipdxia, stress oxidativo e deplecao de fatores de crescimento. Esses estimulos
resultam na mudanga conformacional de duas proteinas da familia Bcl-2, BAX e BAK,
gue migram para a membrana da mitocondria formando poros e gerando a
permeabilizacdo da mesma. Com a permeabilizagdo da membrana mitocondrial a
proteina citocromo C é liberada, formando um complexo com as proteinas Apaf-1 e
caspase 9, que também ¢é iniciadora. Nesse processo também sao liberadas do
espaco inter-membrana outras proteinas apoptoéticas, como o fator indutor de
apoptose (AIF) e inibidores de proteinas da familia das IAPs (proteinas inibidoras de
apoptose), como SMAC/DIABLO.

A partir desse momento, ambas as rotas convergem na clivagem da caspase 3,
responsavel pela apoptose nuclear, e de outras caspases que clivardo proteinas do
citoesqueleto, cinases, proteinas de reparo ao dano no DNA, entre outras, levando a
morte celular %% %2, Defeitos que geram atenuacdo nesse processo, como disrrupcgao
do balanco de proteinas pré e anti-apoptéticas e reducéo da funcédo de caspases ou
de receptores de morte, sdo extremamente importantes para a carcinogénese, uma

vez que células tumorais possuem capacidade de evadir a morte celular apoptatica.
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Figura 2. Rotas intrinseca e extrinseca de ativacdo da apoptose. Ativacdo de receptores
de morte ou estresse celular levam a permeabilizacdo da membrana mitocondrial, permitindo
0 extravasamento de proteinas inter membrana, e a ativagcdo das caspases efetoras 3 e 7,
gue levardo a morte celular. Adaptado de McArthur, K. et al., 2018.

1.4.2.1 Visualizacdo de Apoptose

A morte apoptotica pode ser visualizada com o uso de diferentes marcadores
intracelulares, como pBabe-puro-IMS-RP e pCDH-puro-CMV-VC3Al. O primeiro
consiste na fusdo de uma proteina do espaco intermembranas da mitocéndria com a
proteina vermelha mRFP1. Em situacBes de apoptose essa sera liberada ao
citoplasma e sua dindmica de liberacdo simula a proteina DIABLO. O segundo

consiste na marcacao da poteina Vénus de uma sequéncia peptidica que é clivada
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por caspase-3 e similares. A clivagem desse peptideo permite com que a proteina

Vénus forme sua estrutura tridimensional capaz de emitir fluorescéncia® .

1.4.3 Autofagia

Autofagia é um processo celular fisiolégico de degradacao e reciclagem de
proteinas e organelas disfuncionais ou desnecessarias e é fundamental para a

manutencdo da homeostase do metabolismo celular 5362,

Em situacdes de estresse celular, como privacdo de nutrientes e dano a organelas,
a proteina alvo de rapamicina (mTOR) & inibida, possibilitando a ativagdo do complexo
de ULK1, que ativa uma PI3K de classe Il que, por sua vez, forma um complexo com
Beclina-1. A formacdo desse complexo € essencial para o recrutamento de outras
proteinas da familia atg que seré&o criticas para a formacgéo do autofagossomo, que &
gerado a partir de uma dupla membrana lipidica. Durante esse processo, diferentes
proteinas da familia atg adicionam um grupamento lipidico a forma citosolica da
proteina LC3 gerando sua forma capaz de se ligar as membranas, LC3Il, que é
recrutada a membrana do autofagossomo. Entdo essa proteina liga-se a proteina
sequestrossomo 1 (p62), responsavel por facilitar a degradacdo de agregados

proteicos ubiquitinados.

Apés a formacédo do autofagossomo, ocorre sua fusdo aos lisossomos, dando
origem aos autolisossomos, nos quais as organelas e proteinas contidas em seu
interior serdo degradados gerando nutrientes que serdo reutilizados no metabolismo
celular 53 %4 Em condicdes de estresse celular, a autofagia pode ser modulada para
providenciar nutrientes necessarios ou degradar componentes defeituosos com maior
eficacia. Em células tumorais, essa modulagdo da autofagia pode ser utilizada para
suprir demandas metabolicas e energéticas das células, bem como deficiéncias do

microambiente, especialmente no interior de tumores sélidos 3.
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Figura 3. O processo de autofagia. Abounit K. et al.,2012.

1.4.3.1 Visualizacao da autofagia

As principais proteinas utilizadas como descritoras de autofagia sdo LC3 e p62 e
ambas podem ser fusionadas a proteinas fluorescentes para visualizacdo. Dois
sistemas para marcacéo de LC3 consistem nos plasmideos pBABEpuro mTurquoise2
LC3B e pBABE-puro mCherry-EGFP-LC3B. O primeiro consiste na fusdo de LC3Il a
proteina ciano mTurquoise2. Em organelas da autofagia essa proteina € acumulada
formando pontos luminosos no citoplasma que podem ser visualizados por
microscopia®2. Do mesmo modo, o pBABE-puro mCherry-EGFP-LC3B consiste na
fusdo de LC3 as proteinas EGFP e mCherry, que formardo pontos mais fluorescentes
gue o basal no citoplasma da célula. Entretanto, esse sistema € seletivo em relacéo a
autofagossomo e autolisossomos, uma vez que nas condicdes de pH acido do
segundo a proteina EGFP perde sua fluorescéncia, fazendo com que somente a

fluorescéncia vermelha seja observada®.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETVO GERAL

Construcéo de uma célula com marcacao gendmica de fluorescéncia dos

processos de autofagia, apoptose e dano ao DNA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
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e Producao de células mono e multi-fluorescentes;

e Caracterizacdo da funcionalidade de células com marcagdo individual e
multiplas marcacdes;

e Caracterizacao do uso da mesma cor de proteina em sublocaliza¢fes celulares
diferentes;

e Desenvolvimento de uma ferramenta personalizada para automatizar a

avaliacdo de foci de dano ao DNA.

3. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista que o estudo de células Unicas é extremamente importante na
compreensdo da heterogeneidade tumoral, que por sua vez esta fortemente
correlacionada com a resisténcia a terapia, principal causa da reincidéncia tumoral,
Nnovos instrumentos para essa finalidade se fazem necessarios. Assim, a criacao e
validacédo de uma célula com diferentes marcacdes gendmicas por fluorescéncia gera
uma ferramenta simples e barata para estudos de células Unicas vivas, permitindo o
acompanhamento de fendtipos celulares ao longo do tempo e possibilitando
correlacdes de diferentes caracteristicas entre si e com o destino da célula. Essa
ferramenta também abrira portas para uma melhor compreenséo da heterogeneidade
tumoral e mecanismos de sobrevivéncia e resisténcia de células unicas, trazendo
novos insights para a biologia tumoral basica e para a clinica, podendo ser utilizada
também para a triagem de novos farmacos. Ainda, uma ferramenta de baixo custo e
facil manuseio contribui para uma maior universaliza¢do da ciéncia, especialmente
entre paises subdesenvolvidos, que carecem de estrutura e investimentos nesse

campo.

4. METODOLOGIA

4.1 CULTIVO CELULAR

Células da linhagem de glioblastoma Al172 e HEK 293T provenientes da
ATCC® (American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, EUA) foram
cultivadas em meio DMEM Low glucose e High glucose (Dulbecco’s Modifiesd Eagle’s
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Medium) (GIBCO Laboratories, Grand Island, NY, EUA), respectivamente. O meio foi
suplementado com 10% de soro fetal bovino (GIBCO) e as células foram mantidas em
incubadora a 37°C e 5% de CO2. A tripsinizacao foi feita uma ou duas vezes na

semana, com tripsina suina (GIBCO).

4.2 OBTENCAO DE PLASMIDEOS

Os plasmideos pBabe-puro-IMS-RP (#24535), Apple 53bpl-trunc (#69531),
CDH-puro-CMV-VC3AI (#78907) e pBABEpuro mTurquoise2 LC3B (#78518) foram
adquiridos da Addgene® e recebidos em bactérias transformadas.

Para extracdo dos plasmideos foram realizados minipreps e midiprep com kits
PureLink™  (Invitrogen™, K210010 e K210004) de acordo com protocolo
recomendado pelo fornecedor.

4.3 TRANSFECCOES

As transfeccOes foram realizadas com o polimero catiénico Polyethylenimine
(Polysciences Inc #23966) ou com o reagente de transfeccéo Lipofectamine™ 3000
(Invitrogen™, L3000001).

Para transfeccfes com PEI, células foram plaqueadas e um mix contendo o
DNA de interesse e PEI 1:3 em DMEM Low néo suplementado foi gotejado as células.

Apods 16h o meio foi trocado. As células foram visualizadas 24 e 72h apds transfeccéo.

As transfeccdes com lipofectamina foram realizadas de acordo com o protocolo

descrito pelo fornecedor.

4.4 PRPODUCAO VIRAL

4.4.1 Producéo Lentiviral

Para a producéo viral dos plasmideos Apple 53bpl-trunc e pCDH-puro-CMV-
VC3AI foi utilizado um sistema lentiviral de terceira geracdo. Para isso, células da

linhagem HEK 293T foram transfectadas com plasmideos responsaveis pela produgéo
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viral, REV, RRE e VSV-G, e o DNA de interesse nas proporcdes 4:2:1,5:4,
respectivamente, e PEI na propor¢éo 1:3. Apdés 16 h o meio foi trocado e as coletas
virais ocorreram 48 e 72 h ap6s. O sobrenadante viral foi filtrado com filtros de 0,45
pm (Millipore Millex-LCR) e estocado em ultra freezer a -80°C até o momento do uso.

4.4.2 Producao retroviral

Para a producéo viral dos plasmideos pBabe-puro-IMS-RP e pBABEpuro
mTurquoise2 LC3B foi utilizado um sistema retroviral. Para isso, células da linhagem
HEK 293T foram transfectadas com plasmideos responsaveis pela producéo viral,
VSV-G e GAG-Pol, e o DNA de interesse nas proporc¢des 4:1,5:3, respectivamente, e
PEI na proporgao 1:3. Apos 16 h o meio foi trocado e as coletas virais ocorreram 48 e
72 h apo6s. O sobrenadante viral foi filtrado com filtros de 0,45 pum (Millipore Millex-
LCR) e estocado em ultra freezer a -80°C até o momento do uso.

4.5 TRANSDUCOES

Para as transducdes, tanto lentivirais quanto retrovirais, 0 sobrenadante viral
foi adicionado a células da linhagem A172 com adicdo de Polybrene 8ug/ul. As células
foram centrifugadas por 45 min a 700 g e 25°C e mantidas em incubadora a 37°C e
5% de CO2. Todos os procedimentos envolvendo retrovirus ou lentivirus foram
realizados em uma sala de cultura com biosseguranca NB2 e com protecdo pessoal
de duas luvas, 6culos de seguranca, mascara facial, touca e um jaleco descartavel.
Todos os materiais em contatos com virus foram lavados com SDS 1% e depois

autoclavados antes do descarte.
4.6 FARMACOS
Para o cultivo bacteriano, foi utilizada Ampicilina 100ug/ml.
Para selecdo de células transduzidas foi utilizada puromicina 1 puM.

Para fins de validacéo, células foram tratadas com cisplatina 16 uM ou 100 puM,
rotenona 1, 3 ou 5 pM, rapamicina 200nM e Bafilomicina A1 100 nM em diferentes

intervalos de tempo.
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4.7 AQUISIQAO DE IMAGENS

As imagens foram adquiridas nos seguintes equipamentos:
- Microscopio invertido de fluorescéncia Zeiss AxioVert 200;
- Sistema de imageamento de fluorescéncia EVOS M7000 Thermo Fisher Scientific;
- IN Cell Analyzer 2200, Ge Healthcare Lifesciences;

- Microscoépio Confocal Espectral FluoView™ FV 1000, Olympus.

4.8 ANALISE DE IMAGENS E ESTATISTICAS
A analise das imagens foi realizada utilizando o software Image-J.

A andlise estatistica foi realizada no software Graph Pad Prism 6 com 0 uso

de teste t, ANOVA e correlacéo.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TRANSDUCOES CELULARES

Células da linhagem A172 foram transduzidas com os virus contendo a
sequéncia de Apple 53bpl-trunc, referenciado aqui como “P”, pBABEpuro
mTurquoise2 LC3B, referenciado com “L”, pBabe-puro-IMS-RP, referenciado como
“‘D” e pCDH-puro-CMV-VC3AI, nomeado “V”, de maneira individual e em duplas e
triplas transducbes. As células Al72 P foram previamente transduzidas e
selecionadas com puromicina em nosso laboratério e as transduc¢des seguintes foram
feitas sobre essa. As células A172 V também foram selecionadas com puromicina. A
Tabela 1 apresenta a lista das células produzidas, sua homenclatura e eficiéncias de

transducéo.
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Tabela 1. Eficiéncia das transdugdes e nomenclatura das linhagens produzidas.

Transdugdes Processos avaliados Nomenclatura Eficiéncia
Apple 53bpl-trunc Dano Al72P ~100%
pBABEpuro mTurquoise2 LC3B Autofagia Al172 L 44,30%
pBabe-puro-IMS-RP Apoptose Al172D 26%
pBabe-puro-IMS-RP + pBabe-puro-IMS-RP Apoptose A172 DD 25,48%
pCDH-puro-CMV-VC3AI Apoptose A172V ~100%
Apple 53bp1l-trunc + pBabe-puro-IMS-RP Dano e Apoptose Al172 PD 14%
Apple 53bpl-trunc + pBABEpuro mTurquoise2 LC3B Dano e Autofagia Al172 PL 15%
Apple 53bp1-trunc + pCDH-puro-CMV-VC3AI Dano e Apoptose Al72 PV -
pBabe-puro-IMS-RP +pBABEpuro mTurquoise2 LC3B Apoptose e Autofagia Al172 DL -
Dano, Apotose e Autofagia A172 PDL 14%

Apple 53bp1l-trunc + pBabe-puro-IMS-RP +pBABEpuro mTurquoise2 LC3B

As caracteristicas das células transduzidas, bem como o0s espectros de

emissao e excitacao das proteinas fluorescentes utilizadas para marcacéo, podem ser

observadas na imagem a seguir.
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Figura 3.Transducdes celulares. A) Imagem representativa das diferentes linhagens. B) Espectro de
emissao das proteinas utilizadas.

5.2 AUTOFAGIA

Células A172 L e A172 PDL foram validadas através da comparacdo com
células A172 mCGL, que € uma linhagem bem estabelecida e utilizada pelo grupo.
Como mencionado anteriormente, as células mCGL possuem fluorescéncias nas
cores vermelha, que permanece fluorescente durante todo o fluxo autofagico, e
verde, que devido ao seu alto pKa, perde a fluorescéncia no interior dos
autolisossomos. Visto que o pKa da proteina mTurquoise2 é de 4,5 e esse é
idéntico ao da proteina mCherry, a analise da area dos pontos das células L e PDL

foram comparadas aos pontos vermelhos das células mCGL 6465
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Figura 4. Imagem representativa de LC3B fusionada as diferentes proteinas. A) mTurquoise2. B)
mCherry. C) eGFP.

Imagens das células com magnificacdo de 100x foram obtidas e a medida da
area dos pontos de LC3 em relacéo a area das células foi aferida. Como € possivel
observar na figura 5, ndo existe diferenca significativa entre a area relativa dos
pontos entre as células L e PDL em comparacdo a mCGL. Esse dado evidencia
gue a marcacdo de LC3B com mTurquoise2 se comporta de maneira similar a
marcacao de mCherry em células mCGL e a tripla marcacdo néo influenciou na

formacéo de pontos.
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Figura 5. Comparacgdo da area relativa dos pontos de células A172 L, A172 PDL e A172 mCGL.
P=0,16.

Para aferir se existem alteragcdes no fluxo autofagico dessas células, foi
realizada a inducéo da autofagia com tratamento de 24h com rapamicina 200nM
seguido por bloqueio da degradacdo autofagica através do impedimento da
acidificacao dos lisossomos com Bafilomicina A1 100nM por 2h. Esse regime de
tratamentos acarreta um aumento das organelas da autofagia, que foram medidas

através da contagem de pontos no interior das células.
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Figura 6. Inducdo de autofagia em células A172 L (p=0,03) e A172 PDL (p= 0,04).

Na figura, € possivel observar que ha um aumento no numero de pontos
aferidos nas condi¢des de tratamento mostrando que € possivel medir alteracdes na
autofagia em células transduzidas com pBABEpuro mTurquoise2 LC3B e que 0 uso

de 3 marcacdes simultaneas ndo afetou o processo de autofagia dessas células.

Também foi possivel observar que as células apresentaram elevadas taxas de
autofagia mesmo em situacdes controle, fato que também foi observado para células
MCGL. Uma vez que a autofagia € aumentada em situacdes de estresse celular, como
deplecdo de nutrientes e infeccdo por patdégenos, as células foram testadas para a
presenca de contaminacdo com micoplasma, uma bactéria comumente encontrada
na cultura celular e apontada como promotora de alteracdes na autofagia ¢’ , mas o
resultado foi negativo. Com isso, suspeitas quanto as condicfes de cultivo foram

levantadas, mas mais investigacdes se fazem necessarias.

Outro problema encontrado durante essa analise consiste no amplo espectro
da proteina mTurguoise2, como observado na figura 3, que varia de comprimentos no
espectro do azul (450nm) ao verde (510nm) com pico maximo em 475nm. Isso traz
diversas complica¢cbes durante a analise, uma vez que a maioria dos equipamentos

disponiveis ndo apresenta filtro especifico para a mesma e seu amplo espectro
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interfere a visualizacao de outras fluorescéncias, sendo um impeditivo para posterior

adicdo de mais proteinas marcadas, como mostrado na figura 7.

Figura 7. LC3B mTurquoise2 em diferentes filtros. A) 515-565 nm. B) 445-450 nm.

5.3 DANO AO DNA

5.3.1 Ferramenta para automatizacado da medida de foci de 53BP1

O método mais utilizado para aferir a marcacdo de dano ao DNA por 53BP1 é
através da contagem dos pontos visualizados, mas diversos autores também utilizam
estratégias de medida de area e intensidade da fluorescéncia detectada, ndo havendo
um consenso determinado®. Nesse contexto, a andlise manual dos pontos
geralmente € trabalhosa, imprecisa e gera dados pouco reprodutiveis. Ainda, foi
mostrado por Feng et al, 2017, que a contagem dos pontos apresenta limitacdes
referentes a imagens com foci densos e sobrepostos. Isso expde a necessidade de
ferramentas para a andlise em larga escala de imagens de foci de 53BP1 que

aumentem a precisao do método e garantam a reprodutibilidade dos dados.

Ferramentas para essa finalidade ja foram desenvolvidas e utilizadas em diversos
trabalhos 57 %% 70: 79 'mas essas medidas dependem de equipamentos especificos,
coleta de varios campos de profundidade do nucleo, uso de programas de computador
pagos ou emprego de etapas semi-manuais. Com isso, torna-se evidente a

necessidade de uma ferramenta personalizada para andlise dos pontos, que permita
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0 uso de apenas um campo e faca analises ndo somente de nimero, mas de area e

intensidade integrada dos pontos também.

Utilizando a linguagem de macros do software livre imageJ, foi desenvolvido um
codigo capaz de medir o nimero, area a intensidade dos foci de 53BP1 em cada
ndcleo. Para isso, o macro utiliza fungBes disponiveis no programa para remover a
fluorescéncia de fundo das imagens e selecionar nucleos individuais. A partir desses
nacleos individuais é feita uma primeira afericdo das intensidades maxima e minima
de fluorescéncia para que nucleos com uma diferenca pequena entre esses valores
sejam considerados como ndo possuindo foci. Depois, € feita uma normalizacéo da
fluorescéncia de 0 a 255 e definiu-se um limiar que melhor se ajustava aos foci das
imagens para delimitar regidées que serdo consideradas. Apos isso, um limiar de
tamanho é aplicado para eliminar quaisquer erros e os foci sdo selecionados. Essa
selecdo é entdo aplicada aos nucleos originais, que serédo aferidos, gerando uma
tabela no formato csv com os dados gerados. A figura 8 mostra um esquema
representativo do funcionamento do macro. A organizacado dos arquivos csv em uma

nova tabela e separacédo da medida dos nucleos e pontos € feita de maneira manual.
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Nucleos séo selecionados a partir da imagem original
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Figura 8. Esquema representativo do funcionamento do macro.

Para validacao, 42 células foram aferidas manualmente e comparadas as afericoes
realizadas pelo macro, tanto para area dos nucleos como para area dos pontos. Como
€ possivel observar na figura 9, existe forte correlacdo para a medida de area dos
nacleos, evidenciando que o macro é capaz de identificar e avaliar corretamente 0s
ndcleos presentes nas imagens. Para a area dos pontos por nucleo, foi encontrada
uma correlacdo com indice p de Pearson de 0,67, semelhante ao encontrado na
literatura para medidas de foci de yH2AX? e que, apesar de fraca, pode ser utilizada

para mostrar diferencgas entre situagcdes controle e tratamentos.
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Figura 9. Correlacédo entre afericbes manuais e afericGes realizadas pelo macro. A) Correlagcédo
da medida da area dos ntcleos; p=0,89; R?= 0,86. B) Correlacdo da medida da area dos foci de
dano; p=0,67; R?= 0,44.

Uma vez que a etapa inicial de selecdo de nucleos com e sem foci depende da
diferenca de intensidade entre o pixel mais intenso em relacdo ao menos intenso no
interior de um nucleo, algumas células acabam ficando fora dos limites de deteccéo
do macro, como exemplificadas na figura 9. Para o nucleo 1, a baixa intensidade geral
da imagem, que pode ser causada tanto por diferencas no foco e iluminacdo como
pelo numero de copias do gene inseridas no genoma, faz com que a diferenca entre
0s pixels mais e menos intensos fique fora do limiar determinado. J4 no caso do nucleo
2, as irregularidades da fluorescéncia podem estar ocorrendo devido diferencas no
foco, podendo representar pontos que ndo sao estimados pelo olho humano, mas com
diferentes intensidades de fluorescéncia que sao aferidas pelo macro. Uma solucéo
para que ocorra uma afericdo mais acurada consiste nha modificacdo do macro para

exclusao dos nucleos que ficam fora do limiar de deteccao.

5.3.2 Caracterizacao
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Para caracterizacao de células A172 P e A172 PDL, células foram tratadas com
cisplatina (CDDP) 100 uM e rotenona (ROT) 5 uM durante 15h. As imagens foram

analisadas com o macro desenvolvido nesse trabalho.

A172P A172 PDL
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Figura 10. Caracterizacdo de células transduzidas com 53BP1. A) Células A172 P. B) Células
Al172 PDL.

E possivel observar que ha a formac&o de pontos no ntcleo apos tratamento e
gue células triplamente transduzidas respondem de maneira igual a inducdo de dano
ao DNA do que células transduzidas apenas com o marcador de 53BP1. Entretanto,
€ possivel observar que o macro utilizado para avaliacdo ndo possui sensibilidade
suficiente para aferir pequenas mudancas na area dos pontos no interior dos nucleos,
sendo sensivel somente a mudancas mais drasticas, como observado para o
tratamento com rotenona. Com isso, fica evidente a necessidade de se efetuar
melhorias no macro a fim de que esse se torne uma ferramenta mais acurada para

andlise de dano no DNA.

5.4 APOPTOSE

5.4.1 DIABLO

Para a caracterizacdo de células transduzidas com pBabe-puro-IMS-RP, as
células A172 D e A172 PDL foram tratadas com rotenona 5 uM durante 19 horas e

acompanhadas por imagens a cada 30 minutos. A rotenona € um farmaco inibidor do
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complexo 1 da mitocondria e ja foi apontada como indutora de apoptose’. Para
andlise, a variagdo da densidade integrada da fluorescéncia foi medida em células
com morfologia apoptética e em células que ndo apresentam tal morfologia ao final do

tratamento.

A172 D
2.04108

1.5x108

1.0x108

5.0x107

A Densidade Integrada

-5.0x107

Figura 11. Apoptose aferida em células A172 D. A) Visualizacédo de células ao longo do tempo. B)
Quantificacdo da variacdo de da densidade integrada da fluorescéncia de diablo em células com
morfologia apoptética e ndo apoptoética apds tratamento.

Como é possivel observar, existe uma tendéncia na reducdo da densidade
integrada da fluorescéncia em células com morfologia apoptotica, sinalizando que a
fluorescéncia ndo se encontra concentrada no interior da mitocéndria, e sim dispersa

no citoplasma da célula.

Contudo, néo foi possivel realizar a afericdo da densidade integrada em células
co-marcadas com 53BP1, pois foi observada uma grande diferenca de deteccéao entre
ambas as fluorescéncias, como observado na figura 13. Isso se deve ao fato que,
apesar de ambas as proteinas apresentarem promotores constitutivos e niveis
similares de expresséo, o brilho da proteina mApple, que é utilizada para marcar
53BP1, € 2,94 vezes mais intenso que o da proteina mRFP1, usada na marcacéo do
DIABLO"? 73, fazendo com que o tempo de exposicdo para analise de DIABLO seja

estendido.

Visando aumentar a intensidade de fluorescéncia e proporcao de células A172
D, foi realizada uma segunda transducdo com o mesmo plasmideo, porém essa nao

foi capaz de gerar os efeitos desejados e foi descartada das analises posteriores.

Isso indica que, apesar de ser possivel o uso de duas proteinas de mesma cor em

sublocalizagbes celulares diferentes, o brilho dessa proteina deve ser levado em
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consideracao, elegendo-se proteinas fluorescentes de brilho maior para marcacéo de
proteinas com menores niveis de expressdo 4. Ainda, maiores tempos de exposicéo
a luz utilizada para excitacdo das proteinas fluorescentes gera o efeito de
photobleaching, que consiste na perda de fluorescéncia de fluoréforos expostos a luz
sendo irreversivel. No caso de proteinas fluorescentes, quando o photobleaching
ocorre, novas proteinas devem ser sintetizadas para que a fluorescéncia volte a

aparecer.

Figura 12. Diferencas de exposicdo e photobleaching. A) A172 PD com baixo e alto tempo de
exposicdo. B) Photobleaching observado no mTurquoise2 de células A172 PDL apés alto tempo de
exposicao.

Devido a baixa diferenca entre células apoptoticas e ndo apoptoticas e aos
problemas relacionados ao brilho da proteina mRFP1, a marcacdo de apoptose por
DIABLO néo se mostrou efetiva para um sistema de célula com multiplas marcacoes.

Portanto, novas alternativas foram buscadas.

5.4.2 Caspase

Como o processo de apoptose possui alta relevancia no estudo da biologia
tumoral, uma nova abordagem foi adotada com a transducéo de células A172 e A172
P com o plasmideo pCDH-puro-CMV-VC3I. A marcacao de LC3B foi excluida dessa

nova construcao celular devido ao seu amplo espectro de fluorescéncia.

As células A172 V foram selecionadas com puromicina e para testar a marcacao
de apoptose, células foram tratadas com rotenona 1 uM durante 24 horas. Na figura
14 pode-se observar que houve indugdo de apoptose, porém, mesmo apoés selecéo,

poucas células foram capazes de expressar o marcador e houve baixa capacidade de
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deteccdo de imagem, visto que os filtros dos microscépios utilizados séo otimizados

para fluorescéncias verdes, e ndo amarelas.

Figura 13. Ativacdo de apoptose em células A172 V selecionadas com puromicina e tratadas
com rotenona 1uM.

5.5 LIMITACOES DA METODOLOGIA

Apesar de marcacao gendémica por fluorescéncia consistir em uma alternativa
simples e barata, alguns cuidados devem ser tomados durante a construcdo das
células. Como ja mencionado, amplos espectros de fluorescéncia e diferencas no
brilho da proteina fluorescente devem ser considerados no momento da escolha
da mesma. Ainda, fatores como forca do promotor e taxas de degradacédo da
proteina fusionada a proteina fluorescente também devem ser levados em conta,
de modo que proteinas menos abundantes sejam marcadas com fluorescéncias

de maior brilho”®.

Além disso, o compartimento celular onde a proteina fluorescente estara
localizada pode afetar a andlise, uma vez que cada proteina possui um
determinado pKa e alteragbes drasticas no pH do meio onde essa esta inserida
podem levar & uma perda de conformagdo e, consequentemente, de

fluorescéncia™ .

A escolha da proteina de fluorescéncia também deve levar em conta a
conformacdo das subunidades e possibilidade de formacdo de agregados.
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Atualmente, existem disponiveis diversas proteinas em sua forma monomeérica,
com diversas otimizagdes para a ndo formacéo de agregados proteicos, reduzindo

as interferéncias na analise”3 76,

Outro fator de extrema importancia no uso de proteinas fluorescentes € a
formacao de espécies reativas de oxigénio durante a absor¢ao de luz. Quanto mais
abundante a proteina marcada e maior o nimero de marcacfes, maior € a
producdo de ROS associada. Também, quanto maior o tempo de exposicdo
dessas proteinas a fonte de luz, maior sera a geracdo de ROS e maiores serao os
efeitos do photobleaching™ ",

6. CONCLUSOES

Nesse trabalho foi possivel o desenvolvimento de uma célula com tripla marcacéo
gendbmica de fluorescéncia para trés processos celulares importantes na biologia
tumoral. A célula foi caracterizada para as marcacoes individuais e triplas, e com isso
foi decidido pela retirada da marcacédo pBABE puro IMS-RP devido seu baixo brilho
em comparacdo a proteina nuclear. Ainda durante a caracterizacdo foi possivel
observar que o amplo espectro de emissdo de algumas proteinas pode interferir nas
demais marcacoes, fazendo com que estas nao sejam boas alternativas em sistemas

de co-marcacéo.

Também foi possivel o desenvolvimento de uma ferramenta personalizada para
analise de foci nuclear, que foi sensivel a alteracdes na area dos pontos nucleares

durante tratamentos intensivos.

Apesar de existirem diversos desafios no emprego de proteinas fluorescentes para
marcacao celular, um bom planejamento e posterior caracterizacdo da célula
construida e cuidados com tempos de exposicdo a luz sédo suficientes para eliminar

guase completamente essas barreiras.

7. PERSPECTIVAS
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a) Caracterizar a marcagédo com o plasmideo pCDH-puro-CMV-VC3I;

b) Modificar a proteina fusionada a LC3B, a fim de garantir um menor espectro
de fluorescéncia,;

c) Aperfeicoar o macro de contagem de foci a fim de garantir uma maior
sensibilidade na alteracao da area dos pontos;

d) Automatizar a organizacdo dos arquivos csv gerados pelo macro utilizado
para a andlise dos foci de 53BP1, para que se obtenha uma andlise
completamente automatizada;

e) Correlacionar os processos de autofagia, dano ao DNA e apoptose entre si
e com o desfecho celular;

f) Adicionar marcacdes para mais proteinas importantes na biologia tumoral,

para que mais fenoétipos possam ser avaliados simultaneamente.
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APENDICE A: CODIGO DO MACRO PARA ANALISE DE FOCI NUCLEAR NA

LINGUAGEM MACRO IMAGEJ

input = getDirectory("Choose input directory");

output = getDirectory("Choose where to save");

files = getFileList(input);
for (i=0; i<files.length; i++)

apply_function(input, output, files][i]);

function apply_function(input, output, file){
open(input + file);
selectWindow(file);

run("Duplicate...", " ");

rename("2");

run("Subtract Background...”, "rolling=100");

setAutoThreshold("Triangle dark no-reset");
setOption("BlackBackground", false);

run("Convert to Mask™);

run("Options...", "iterations=20 count=1 do=[Fill Holes]");
run("Options...", "iterations=2 count=1 do=Erode");
run("Options...", "iterations=2 count=1 do=Dilate");

run("Analyze Particles...", "exclude add");

if (roiManager("count”) == 0){
selectWindow(file);
run ("Close");
selectWindow("2");
run ("Close");

}

else{

roiManager("Select", 0);

if (Roi.getType == "composite") {

roiManager("'Split");
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}
setBackgroundColor(0, 0, 0);

/l[roiManager("Delete™);

close();
selectWindow(file);
run("8-bit");
run("Set Measurements...", "area mean standard min bounding shape

integrated display redirect=None decimal=3");

size = roiManager("count");
setOption("ExpandableArrays", true);
array = newArray;,
for (i=0; i<size; i++)

array[i] = i;

medidas_no_resultado = getValue("results.count”);
roiManager("deselect");
roiManager("measure");

nucleos_do_roi = roiManager("count");

for (i=0; i<array.length; i++)
if (i < array.length) {
area = getResult("Area", i);
if (area > 30) {
select(i, file);

1

Table.deleteRows (medidas_no_resultado, medidas_no_resultado +
nucleos_do_roi-1);

selectWindow("ROI Manager");
run("Close");
selectWindow (file);

run ("Close");

b3

function select(i, file) {
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selectWindow(file);
nRoiBefore = roiManager("count");
roiManager('select", i);

run("Duplicate...", "title=nucleOriginal" + i+1);

run("Duplicate...", "title=nucleoNormalizado" + i+1);

run("Clear Outside");
isDot (i);

function splitRoi (i) {
roiManager ("Select”, nRoiBefore);
if (Roi.getType == "composite") {
roiManager("Split");
roiManager("Select", nRoiBefore);

roiManager("delete");

1}

function filter (i) {
for (i=nRoiBefore; i<=nRoiAfter-1; i++)

MeasureRoi (i);

for (i=nRoiAfter-1; i>=nRoiBefore; i--)
del (i);

Table.deleteRows(nRoiBefore,(nRoiAfter-1));

function MeasureRoi (i){

roiManager ("Select", i);

run ("Measure");

function del (i) {
if (getResult("Area", i) < 0.05) {
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roiManager('select", i);
roiManager("delete");
Table.deleteRows(i, i);

}

else if (getResult("Circ.", i) < 0.35) {
roiManager('select", i);
roiManager("delete");
Table.deleteRows(i, i);

}

else if (getResult("Area", i) > 6.0) {
roiManager('select", i);
roiManager("delete");
Table.deleteRows(i, i);

1}

function makeMeasures (i){
nRoiFiltered = roiManager("Count”);
for (i=nRoiBefore; i<=nRoiFiltered-1; i++)

MeasureRoi (i);

function deleteExtraRoi (i){
roiManager("select", i);

roiManager("delete");

function isDot (i) {
difference = Table.get( "Max", i) - Table.get("Min", i);
if (difference > 120) {

dotmax (i);
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else {
selectWindow ("nucleOriginal” + i+1);
close ();
selectWindow ("nucleoNormalizado" + i+1);
close();

1}

function dotmax (i) {

run("Find Maxima...", "prominence=30 output=Count");

if ((getResult("Count", (nResults-1))) == 0) {
waitForUser(" nothing hereee");
Table.deleteRows((nResults-1), (nResults-1));
waitForUser("confere");
selectWindow ("nucleOriginal” + i+1);
close ();
waitForUser("fechou?");
selectWindow ("nucleoNormalizado” + i+1);

close();

else {
Table.deleteRows((nResults-1), (nResults-1));
contin (i);

1}

function contin (i) {
run("Enhance Contrast...", "saturated=0 normalize");
setThreshold(180, 255);
/IsetThreshold(180, 255);
setOption("BlackBackground", false);
run("Convert to Mask");
run("Fill Holes");
run("Create Selection");

roiManager("add");



1}

splitRoi (i);

nRoiAfter = roiManager("count");

filter(i);

selectWindow("nucleoNormalizado"+i+1);

run ("Close");

selectWindow("nucleOriginal"+i+1);

makeMeasures (i);

FinalCount = roiManager("Count");

selectWindow("nucleOriginal” +i+1);

run("Close");

imageName= File.getName(file);

Table.save(output + " Results" + imageName + (i+1));

Table.deleteRows(nRoiBefore, FinalCount);

selectWindow("ROI Manager");

for (i=FinalCount-1; i>=nRoiBefore; i--)
deleteExtraRoi (i);
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