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Introducao

Autofagia € um processo pelo qual os constituintes citoplasmaticos e
organelas sao direcionados para degradacao por enzimas lisossomais. O
processo autofagico inicia com o sequestro do material alvo por uma
vesicula de membrana dupla chamada autofagossomo, seguido da fusao
do autofagossomo com o lisossomo para formar o autofagolisossomo,
onde ocorre a completa digestao do material autofagocitado por hidrolases
acidas.

As caracteristicas do corante
laranja de acridina (AO) permitem o
seu uso como marcador de
autofagossomos maduros. A
Intensidade da fluorescéncia
, y vermelha é proporcional ao grau de
Fluorescéncia vermelha acldez. Com isso, o volume de
Retido em compartimentos celulares acidos
compartimentos acidos  pode ser quantificado.
A figura ao lado mostra a marcacao
de células da linhagem PC3 com
AO, onde o citoplasma fluoresce
verde, enguanto Organelas
Vesiculares Acidas (AVOS)
fluorescem vermelho.
A quantificacao da fluorescéncia é
feita por citometria de fluxo.

O tamanho celular é controlado por inUmeros sinais e condi¢coes, tais como
atividade de mTOR. Com isso, aguando da analise da marcacao com AO
por citometria de fluxo nao se deveria ser considerado somente a
intensidade absoluta da fluorescéncia vermelha, uma vez que celulas
menores irdo incorporar uma menor quantidade da substancia.

Laranja de Acridina (AO)
pKa=5,6

Fluorescéncia verde
Disperso pelo
citoplasma

Uma celula passando da
situacao de A para B esta com
tamanho aumentado e,
conseguentemente, a
Intensidade de fluorescéncia
verde e vermelha sao maiores,
porem a relacdo é mantida a

7 % positive

. proposed FN: mesma, significando que o
) % nivel de autofagia delas &
SR e mesmo; logo com o método

threshold

atual ela seria um falso
positivo. Ja na situacido de A
para C a célula reduz o
tamanho, porém em C possui
uma razao de vermelho por
verde muito maior, sendo um
falso negativo no método atual.
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Com isso, esse trabalho tem principalmente os objetivos de comparar 0s
resultados do metodo de analise atual para quantificar a formacao de
AVOs com a marcacdo com AO com um novo metodo que permite a
guantificacao nao somente da intensidade absoluta de fluorescéncia
vermelha, mas a intensidade relativa da fluorescéncia vermelha e verde e

Propor o seu uso como meétodo para a quantificacao de AVOs.
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Materiais e métodos

Celulas das linhagens U87 expressando estavelmente a proteina GFP-LC3
e U251 foram tratadas com Temozolomida, um agente alquilante que pode
iInduzir autofagia, por trés dias nas concentracoes indicadas.

Ao final do tratamento, as celulas foram marcadas com AO l1lug/uL e a
fluorescéncia fol quantificada por citometria de fluxo. A avaliacao da
proteina p62 e a conversdo de LC3 foram feitas por Western Blot e a
contagem de pontos verdes de GFP-LC3 foi feita com microscopia de
fluorescéncia.

Resultados

O tratamento com TMZ na linhagem U251 provocou um aumento na
porcentagem de células consideradas autofagicas pela quantificacdo com
AO guando a analise ¢é feita com o0 método de analise atualmente utilizado
(que leva em conta somente a intensidade de fluorescéncia vermelha).
Quando a andlise é feita utilizando a limiar proposto (que considera a
relacdo de fluorescéncias verde e vermelha) essa inducao de autofagia
nao € observada. Da mesma forma, ndo foi observado aumento na
conversao de LC3-l para LC3-ll. O aumento da relagcao de LC3-1l/l € um
metodo bem estabelecido para mostrar inducao de autofagia (Fig. 1).
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Para a linhagem U87 a avaliacao da inducao de autofagia foi feita pela
marcacao com AO, contagem de pontos verdes de GFP-LC3 e Western
Blot para as proteinas LC3 e p62 (0os niveis de p62 estao aumentados
guando a autofagia esta inibida e diminuidos quando ha atividade
autofagica). Na tabela abaixo esta apresentado as correlacbes entre os
metodos utilizados, dentre eles levando em conta a quantificacao de AO
com a abordagem convencional (limiar perpendicular) e a proposta
(inclinado). Observa-se que utilizando a abordagem proposta obtém-se
correlacao mais fortes com os resultados obtidos pelos outros métodos.

Conversao de LC3 GFP-LC3 puncta p62

Conversao de LC3 0,93 0,81
GFP-LC3 puncta 0,96
Perpendicular 0,99 0,93 0,82
Inclinado 0,98 0,97 0,89

Discussao

A analise com a metodologia proposta, que considera a fluorescéncia
vermelha relativa a verde, reduz os falsos positivos e falsos negativos
considerados na metodologia convencional, que sao situacdées em que as
células apresentam intensidades de fluorescéncia vermelha menor ou
maior pelo fato de possuirem tamanhos diferentes e, consequentemente,
Incorporarem diferente quantidade de AO e nao propriamente por estarem
mais ou menos autofagicas.
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