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RESUMO
SOUZA, Alana Silva Oliveira. Padronizacéo da detec¢do em larga escala de morte
celular e autofagia em glioblastomas. Rio de Janeiro, 2018. Dissertacdo (Mestrado
Profissional em Formacdo em Pesquisa Biomédica) — Instituto de Biofisica Carlos

Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018

O céancer do sistema nervoso central esta entre os dez tipos mais incidentes no pais. Entre
eles, os glioblastomas sdo os mais agressivos e resistentes as terapias. A HCS (High Content
Screening), plataforma multiparamétrica em larga escala, trata-se de uma estacdo de
imageamento com rotinas de analise de imagens pré-definidas, sendo bastante usada para
descobertas de farmacos, e mais recentemente, no rastreamento de células tumorais a fim de
analisar morte celular. Seria, entdo, interessante o0 uso da HCS para avaliar a ampla gama de
quimioterapicos usados na clinica e suas combinacdes para o tratamento do cancer, juntamente
com as novas drogas disponiveis no mercado, os inibidores de CDKs, na morte das células
cancerigenas e também na inducéo de autofagia, provocada por alguns desses quimioterapicos.
A autofagia vem sendo descrita como um marcador para a terapia do cancer, podendo estar
relacionada ao desenvolvimento da quimiorresisténcia. Neste trabalho, a padronizagdo da
deteccdo em larga escala de morte celular e autofagia em glioblastomas é o principal objetivo.
Foram definidos parametros como: melhor sonda para identificacdo de morte celular e
autofagia, concentracdo, tempo de incubacdo e tempo de exposicdo das sondas, melhor lente
objetiva 20x a ser utilizada, densidade celular 6tima de plagueamento, calculo da intensidade
de fluorescéncia para deteccdo de autofagia, leitura da placa em células vivas e fixadas,
distribuicdo dos campos no poco para aquisicdo da imagem e o pipeline de andlise. O kit
LIVE/DEAD Cell, foi o mais eficiente para avaliar morte celular. Ndo houve diferencas entre
as sondas utilizadas para detectar autofagia. O tempo de exposicdo ideal das sondas para
aquisicdo da imagem foi de 200 ms. A melhor lente objetiva 20x foi a LD. A densidade étima
de plagueamento foi 1.500 células/0,34 cm? para T98G e 2.500 células/0,34 cm? para U87 em
placa de 96 pogos para tratamento de 72 horas. O célculo da intensidade de fluorescéncia se
mostrou mais adequado fazendo o RGIF. A leitura da placa com células vivas foi eficiente. A
distribuicdo de 17 campos espalhados pelo poco foi suficiente para analise das imagens. E foi
estabelecido um protocolo detalhado para analisar morte celular e autofagia em linhagens de

glioblastomas tratadas com quimioterapicos de primeira linha e inibidores de CDKs.

Palavras-chave: glioblastomas; rastreamento de alto contetido; morte celular; autofagia
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ABSTRACT

Cancer of the central nervous system is among the ten most incident types in Brazil. Among
them, glioblastomas are the most aggressive and resistant to therapies. The High Content
Screening (HCS), a large-scale multiparametric platform, is an imaging station with predefined
image analysis routines, and is widely used for new drug discovery and, more recently, for
tracking tumor cells with the purpose of analyze cell death. It would, therefore, be interesting
to use HCS to evaluate the wide range of chemotherapy used in the clinic and its combinations
for the treatment of cancer, along with new drugs available on the market, inhibitors of CDKs,
on death of cancer cells and also in the induction of autophagy, caused by some of these
chemotherapies. Autophagy has been described as a marker for cancer therapy and may be
related to the development of chemoresistance. In this work, the standardization or large-scale
detection of cell death and autophagy in glioblastomas is the main objective. We defined
parameters such as: best probe for identification of cell death and autophagy, concentration,
incubation time and exposure time of probes, best 20x objective lens to be used (LD or WA),
optimum cell density of plating, calculation of fluorescence intensity for autophagy detection,
reading of plaques in fixed and live cells, field distribution in the well for image acquisition and
the analysis pipeline. The LIVE/DEAD Cell kit was the most efficient probe to evaluate cell
death. It seems to be no differences between the probes used to detect autophagy. The ideal
exposure time for probes for image acquisition was 200 milliseconds. The best 20x objective
lens was LD. The optimum plating cell lines density was 1.500 cells/0,34 cm? for T98G and
2.500 cells/0,34 cm? for U87 in 96 well plates for treatment of 72 hours. The calculation of the
fluorescence intensity was more adequate by applying the RGIF. The plate reading with live
cells was efficient and distribution of 17 fields well spread per well was sufficient for analysis
of the images. Finally, a detailed protocol was established to analyze cell death and autophagy

in glioblastoma cell lines treated with first-line chemotherapy and CDK 4/6 inhibitors.

Key words: glioblastomas; high content screening; cell death; autophagy
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1 INTRODUCAO

O cancer pode ser definido como um conjunto de mais de 100 doencas em que ha
proliferacdo desordenada de células capazes de invadir tecidos e podendo ocasionar metéstase.
As células cancerosas tendem a ser bastante agressivas e incontrolaveis, e 0 acumulo dessas
células é determinante para formacdo dos tumores. (INCA, 2018a). Aproximadamente, um
terco das mortes por cancer, estdo relacionadas a 5 principais fatores: elevado indice de massa
corporal, sedentarismo, pouco consumo de frutas e vegetais, ingestdo de bebida alcodlica e uso
de tabaco (OMS, 2018).

Na clinica, os tratamentos para céncer englobam radioterapia, ressecgdo cirdrgica e
quimioterapia. Nesta, varios tipos de drogas sdo usadas para tratar pacientes com 0s mais
variados tipos de cancer ao longo dos diferentes estagios de progressdo da doenca, abrangendo
0 uso de varios quimioterapicos de primeira linha e segunda linha, que podem ser usados
individualmente ou em uma vasta gama de combinages.

Novas classes de drogas tém surgido como alternativas para o tratamento do cancer,
podendo ser usadas individualmente ou em combinacdo com drogas citotoxicas. E o caso dos
inibidores de cinases dependentes de ciclinas (CDKs). Estas sdo moléculas importantes no
processo tumoral, uma vez que permitem a progressdo do ciclo celular e consequentemente a
proliferacdo (BAI; LI; ZHANG, 2017).

A variedade de diferentes combinacfes, que podem ser usadas para o tratamento do
cancer, pode apresentar algum grau de incerteza na melhor escolha do coquetel anti-cancer a
ser usado. Dessa forma, testar essas combinagfes in vitro em linhagens tumorais é uma maneira
facil e rdpida de visualizar possiveis novas combinacGes na busca de novos tratamentos para o
cancer.

Nosso grupo de pesquisa, devido a alta letalidade, tem particular interesse em
glioblastomas. Estes tumores apresentam caracteristicas muito agressivas e sdo altamente
resistentes a radiacdo ionizante (LIMA et al., 2012).

A proposta € definir os melhores parametros a serem usados para aquisicdo e analise de
imagens, a partir de um rastreamento em nossas linhagens de glioblastomas, frente a
quimioterapicos de primeira e de segunda linha, e inibidores de CDK, usando uma plataforma
de analise multiparamétrica em larga escala (High Content Screening — HCS), colaboragdo com
a equipe do Prof. Stevens Rehen do Instituto D’OR de Pesquisa e Ensino (IDOR), com a

finalidade de identificar morte celular e autofagia.
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O rastreamento de alto contetdo tornou-se um método de avaliacdo bastante utilizado na
descoberta de farmacos, na andlise de toxicidade in vitro e na pesquisa do cancer (GILBERT;
BOUTROS, 2016). Porém, o estabelecimento de parametros (densidade celular, tempo de
exposicdo, lente objetiva, kit de sondas) torna-se importante, ja que as células apresentam
morfologia e forma de crescimento bastante diferente, que acabam interferindo na andlise da
imagem gerada pelo HCS.

A padronizacdo de técnicas para estabelecer a deteccdo de morte celular e autofagia em
glioblastomas, através do HCS, ir4 facilitar a aplicabilidade dos ensaios in vitro de sensibilidade
a diferentes drogas e combinagdes na terapia anti-cancer. A autofagia € um processo de
degradacdo e reciclagem dos componentes celulares para manutengdo da homeostase. No
cancer, o papel da autofagia se resume nas suas fungdes de pro-sobrevivéncia e pré- morte. Ela
pode ajudar as células cancerosas a sobreviverem mesmo na falta de nutrientes, levando-as a
desenvolverem quimiorresisténcia, ou pode funcionar como um mecanismo de morte para essas
ceélulas, espontaneamente ou devido & exposicdo a radioterapia e quimioterapia (PANDA et al.,
2015).

Esses ensaios, utilizando a plataforma HCS, por sua vez poderdo ajudar na escolha das
melhores drogas para o tratamento de determinado tipo de cancer. Futuramente, células
cancerigenas de pacientes poderiam ser expostas a esse rastreamento, ja que as respostas do
tratamento  quimioterapico sdo diferentes em cada individuo, possibilitando assim o
desenvolvimento de uma nova ferramenta para medicina personalizada com foco em

Oncologia.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL (SNC)

Canceres do SNC abrangem um grupo de tumores raros e heterogéneos, representando,
globalmente, cerca de 3% dos casos de cancer (MIRANDA-FILHO et al., 2017). Para esses
tumores, estima-se 5.810 novos casos em homens e 5.510 em mulheres para o biénio de
2018/2019 no Brasil, conforme observado na tabela 1 (INCA, 2017b).

Os tumores primarios do SNC sdo conhecidos pela alta morbidade e mortalidade que
ocasionam em adultos e criancas (DE ROBLES et al., 2015). Em 2015, no Brasil, 4.718 dbitos
em homens e 4.315 dbitos em mulheres, ocorreram por decorréncia de cancer no SNC (INCA,

2017b). Ainda, neste ano, nos Estados Unidos, cerca de 80 mil novos casos devem ser
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diagnosticados, sendo que, aproximadamente, 32% desses tumores do SNC sdo malignos
(AMERICAN BRAIN TUMOR ASSOCIATION, 2018).

Tabela 1: Distribuicao dos 10 tipos de cancer mais incidentes estimados, por sexo, para o ano de 2018

Prastata 68.220 31,7% Homens Mulheres  Mama Feminina 50.700 20,5%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 18.740 8,7% Calon & Reto 18.980 9,4%
Calon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8.1%
Estdmago 13.540 6,3% Traqueia, Bronquio e Pulmao  12.530 6.2%
Cavidade Oral 11.200 5,2% Gldndula Tireoide 8.040 4,0%
Esdfago 8.240 3.8% Estdmago 7.750 3.8%
Bexiga 6.690 31% Corpo do Utero 6.600 3,3%
Laringe 6.390 3.0% Ovario 6.150 3.0%
Leucemias 5.940 2,8% =P sistema Nervoso Central 5.510 2.7%
=P Sistema Nervoso Gentral 5.810 2.7% Leucemias 4.860 2,4%

*Numeros arredondados para miltiplos de 10.

Os tumores do SNC encontram-se em 10% posicdo emhomens e 9 posicdo em mulheres (INCA, 2017h).

Os gliomas representam, aproximadamente, 40% a 60%, dos tumores primarios do SNC e sdo
0s que ocorrem com mais frequéncia, principalmente em adultos (INCA, 2017b). O sistema de
classificacdo da organizacdo mundial da salde (OMS) reune os gliomas em 4 graus
histologicos, estabelecidos por algumas caracteristicas: aumento da indiferenciacdo, anaplasia
e agressividade (LOUIS, 2007a). Na classificacdo dos gliomas malignos, encontram-se: 0s 0s
glioblastomas e variantes (tumores de grau IV) e os astrocitomas, oligodendrogliomas e
oligoastrocitomas anaplasicos (tumores de grau Ill). Os tumores de grau | sdo benignos e podem
ser retirados através de cirurgia. Os de grau Il sdo mais diferenciados, podendo se desenvolver
em um tumor de grau mais agressivo com o tempo (OMURO; DEANGELIS, 2013). A tabela
2 mostra a classificacdo dos gliomas malignos e a porcentagem de sobrevivéncia. Esta é muito
baixa, cerca de 4,7% de pessoas com tumores de grau IV (glioblastomas) tém sobrevida de 5
anos, diferentemente dos tumores de grau Ill, em que a sobrevida chega a ser 6 vezes maior

nesse mesmo tempo.
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Tabela 2: Classificacéo dos gliomas malignos e sobrevivencia segundo o Programa de Registro de Vigilancia,
Epidemiologia e Resultados Finais (SEER).

Sobrevivéncia (%)

1 Ano 5 Anos
Tumores (a) de grau IV OMS
Glioblastomas e variantes (b) 35.7 4.7
Tumores (a) de grau lll OMS
Astrocitoma Anaplasico 60.1 25.9
Oligodendroglioma Anaplasico 81 49.4
Oligoastrocitoma Anaplasico NA NA

(@) A classificagcdo da OMS de grupos de gliomas dentro dos 4 graus com base no aumento da indiferenciacao,
anaplasia e agressividade. Os gliomas malignos segundo a OMS compreendem os tumores de grau Ill e IV. (b)
Gliossarcomas, glioblastomas de células gigantes e glioblastomas de pequenas células. Abreviagcdo: NA, ndo
avaliado (Modificada a partir de OMURO; DEANGELIS, 2013).

As causas do aparecimento dos tumores do SNC ainda ndo sdo bem estabelecidas, porém, sabe-
se que podem estar relacionadas a alguns fatores de risco. Dentre estes podemos observar que
0S tumores cerebrais acometem 2 vezes mais caucasianos do que negros e o pico de incidéncia
dos gliomas ocorre entre 75-84 anos de idade. Ha uma maior incidéncia em homens do que em
mulheres e o histérico familiar em sindromes genéticas, também sdo fatores de risco
(FLORIAN; UNGUREANU; BERCE, 2013). Braganza e colaboradores descrevem que a
exposicdo a doses moderadas a altas de radiacdo ionizante podem estar envolvidas no
desenvolvimento desses tumores (BRAGANZA et al., 2012).

2.1.1 Glioblastomas (GBMs)

O (glioblastoma multiforme (GBM) é o tumor primario do SNC que apresenta a maior
malignidade. A taxa de sobrevivéncia de pacientes com este tipo de tumor é bastante baixa,
com sobrevida média de 15 a 23 meses (SHERGALIS et al., 2018). GBMs sdo caracterizados
por terem alta taxa de proliferacdo e, além de serem agressivos e invasivos, também apresentam
elevada resisténcia a radioterapia e quimioterapia (ALVES et al., 2011).

A figura 1 mostra as caracteristicas histoldgicas de um glioma grau Il, de baixa
malignidade, onde hd moderada celularidade com variacbes de forma e volume, ndo havendo
proliferacdo de vasos sanguineos e a figura 2 mostra um glioma grau IV (glioblastoma),
altamente maligno, apresentando rapida proliferacdo, invasdo difusa, proliferacdo de vasos
sanguineos e necrose. Cerca de 70% de gliomas de grau Il podem se tornar, entre 5 a 10 anos,
tumores de grau Ill e IV (MAHER et al., 2001).
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ASTROCITOS NEOPLASICOS
MULTINUCLEADOS
G T

Figura 1: Fotomicrografias de cortes histoldgicos de astrocitomas de grau Il segundo a classificagdo da
OMS. (A) Representa astrocitos normais demonstrados pela técnica de Holzer, (B) astrocitomas de moderada
celularidade e ndo héa proliferagdo de vasos, (C) astrdcitos tumorais multinucleados e (D) astrdcitos tumorais
apresentando variagdo de forma e volume (UNICAMP, 2018a).

Figura 2: Fotomicrografias de cortes histologicos de glioblastoma (grau IV) segundo a classificacéo da OMS.
Em (A) células cancerigenas infiltrando de maneira difusa o tecido nervoso, (B) ocorréncia de mitoses comuns,
mostrando também ndcleos alongados e escassez do citoplasma, (C) mostra mitose atipica, (D) as setas pretas
indicam o0s vasos sanguineos mostrando a proliferacdo vascular e (E) ocorréncia de necrose (UNICAMP, 2018b).

Os dlioblastomas podem ser classificados em primarios ou secundérios. Os tumores
primarios, que ocorrem em mais de 90% dos casos, surgem sem qualquer evidéncia de uma
formacdo anterior de um tumor de grau inferior. Ja os glioblastomas secundarios surgem a partir
de um tumor de grau mais baixo, o Il, por exemplo (PRICE; CHIOCCA, 2014). A figura 3

esquematiza esses subtipos e mostra as principais caracteristicas clinicas de cada um deles
(MAHER et al.,2001b).
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Figura 3: Diagrama das duas vias de formacdo de GBM. O GBM pode ser desenvolvido ap6s 5 a 10 anos a
partir de um astrocitoma de baixo grau (GBM secundario) ou pode ser uma patologia inicialmente diagnosticada
sem nenhuma evidéncia prévia de formacdo de tumor (GBM priméario) (Modificada a partir de: MAHER et al.,
2001).

No GBM secundario frequentemente aparece mutagdes em uma enzima chamada
desidrogenase isocitratica (IDH) 1 e 2. Os gliomas com mutacdes nessas enzimas tém melhor
progndstico em comparacdo aos gliomas IDH selvagem. No GBM primério, mutagcdes na IDH
sdo raras, prevalecendo a IDH selvagem (LOUIS, 2016D).

O tratamento usual de primeira linha para GBMs € a cirurgia e radioterapia combinada
com o quimioterapico temozolamida (TMZ) (ZONG; VERHAAK; CANOLL, 2012). A TMZ
¢ um medicamento que sofre rapida conversdo quimica quando hidrolisada in vivo
transformando-se no composto alquilante MTIC - 5- (3- metiltriazeno-1-il) imidazol-4-
carboxamida (NAJMAN; GADELHA, 2002; EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2017)
fornecendo um grupo metil para as bases adenina e guanina do DNA (O6-guanina, N7-guanina
e N3-adenina), e a primeira lesdo citotoxixa, O6-guanina, pode ser retirada por uma
metiltransferase em tumores que expressam essa enzima ou ser toleradas por eles, podendo
conferir resisténcia ao tratamento com TMZ (ZHANG; STEVENS; BRADSHAW, 2012).
Alem da TMZ, na prética clinica, existe uma variedade de quimioterapicos de primeira e
segunda linha para GBMs que podem ser usados individualmente ou em uma vasta gama de
combinacdes dependendo do tipo do tumor. Em adultos, entre os possiveis utilizados estdo:
vincristina, cisplatina, carboplatina, etoposideo, ciclofosfamida, procarbazina, irinotecano,
entre outros (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017). O etoposideo e irinotecano sao
inibidores das topoisomerases 2 e 1, respectivamente, impossibilitando o desnovelamento do
DNA para replicagdo. A vincristina & um alcaloide que se liga as proteinas dos microtubulos do

fuso mitético bloqueando a divisdo celular. Cisplatina, carboplatina e ciclofosfamida séo
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agentes alquilantes que se ligam ao DNA através de ligacbes cruzadas, modificando a
configuracdo da hélice e inibindo a sintese deste. A procarbazina também € um agente
alquilante, porém tem Vérios sitios de atuacdo, inibindo a sintese de DNA, RNA e proteinas
(MANUAL DE ONCOLOGIA CLINICA DO BRASIL, 2018).

2.2 INIBIDORES DE CINASES DEPENDENTE DE CICLINA (iCDKs)

Novas classes de farmacos surgiram na ultima década como alternativas para o
tratamento de canceres em estdgios avancados. Dentre elas estdo drogas antiangiogénicas,
bloqueadores de receptores de fator de crescimento epidérmico e inibidores de cinases
(RECONDO JR et al., 2014).

Proteinas cinases, por meio de reacdes de fosforilacdo, sdo responsaveis pela regulacdo
de varios processos celulares, como proliferacdo, desenvolvimento e homeostasia, possuindo
papéis estabelecidos no surgimento do céancer (MARIAULE; BELMONT, 2014). Faz parte
dessa familia de proteinas as Cinases Dependente de Ciclina (CDKSs), podendo ser separadas
em dois grupos: aquelas que participam da progressdo do ciclo celular (CDK1, CDK2, CDK3,
CDK4, CDK6, CDK10, CDK11) e as que regulam a transcricio (CDK7, CDK8 e CDK9).

A CDK 2 é ativada pelas ciclinas E e A entre as fases G1/S do ciclo celular ocorrendo a
progressdo para a fase G2 do ciclo. J& o complexo B/CDK1 levam as células a mitose. Os
complexos ciclina D/CDK4,6 funcionam na fase G1 do ciclo celular e fosforilam a proteina
retinoblastoma (RB), fazendo com que haja a progressao para fase S, onde ocorre a duplicacdo
do DNA (SANCHEZ-MARTINEZ et al., 2015), como pode ser mostrado na figura 4.

A proteina retinoblastoma é uma supressora tumoral. Seu papel é inibir a progressdo da
fase G1 para S do ciclo celular através da ligacdo e inibicdo do fator de transcricdo E2F, mas
isso é revertido quando ela é fosforilada pelo complexo ciclina D/CDK4,6, havendo progresséo
do ciclo celular (SURYADINATA; SADOWSKI; SARCEVIC, 2010).
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Figura 4: Regulacdo do ciclo celular. O ciclo celular consiste nas fases G, S (sintese de DNA), G2 e M (mitose).
Gl e G2 sdo chamados de gaps, intervalos entre as fases S e M. E varios complexos ciclina-CDK regulam a
progresséo do ciclo celular (Modificada a partir de: G1 TERAPEUTICOS, 2017).

A inibicdo de CDK4/6, surge entdo, como uma nova estratégia a terapia anticancer.
Abemaciclibe e Palbociclibe sdo farmacos inibidores de CDKA4/6 ocasionando como
consequéncia a inibicdo da fosforilacdo de RB e arresto do ciclo celular em G1 (PATNAIK et
al., 2016; KIM; SCOTT, 2017). Palbociclibe, chamado comercialmente de Ibrance, foi o
primeiro dentre essas classes de inibidores, aprovado pelo US Food and Drug Administration
(FDA), a ser introduzido na clinica como tratamento de primeira linha para cancer de mama
metastatico com receptor 2 do fator de crescimento epidermal humano (HER2) positivo e
negativo combinado com letrozol (ETTL; HARBECK, 2017), um inibidor da enzima
aromatase, esta, por sua vez, tem papel importante na sintese de estrogénio, ou fulvestranto,
bloqueador da acdo do estrogénio. O Abemaciclibe, comercialmente chamado de Verzenio, foi
aprovado pelo FDA em 2017 e indicado como monoterapia ou em combina¢do com fulvestranto
para tratamento de cancer de mama metastatico com receptor 2 de fator de crescimento
epidermal (HER2) positivo e negativo (US FDA, 2018). Estudos mostram que o Abemaciclibe
consegue ultrapassar a barreira hematoencefélica em modelo de xenoenxerto de glioblastoma
aumentando a taxa de sobrevida (RAUB et al., 2015). Abemaciclibe e Palbociclibe estdo sendo
avaliados em ensaios clinicos para tratamento de glioblastoma, fase Il e fase I, respectivamente
(SHERGALIS et al., 2018).
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2.3 AUTOFAGIA

Autofagia é um processo intracelular de degradacdo que ocorre por a¢do dos lisossomos,
em que sdo destruidas organelas velhas, danificadas, e proteinas mal enoveladas, contribuindo
para homeostase celular (YANG et al., 2018). Na maioria das vezes a autofagia ocorre como
um mecanismo de sobrevivéncia celular, porém a desregulacdo desse processo pode levar a
morte celular (GLICK; BARTH; MACLEOD, 2010). Como mostra a figura 5, 0s processos da
autofagia envolvem: a formacdo do fagdforo, autofagossomo, fusdo do autofagossomo com

lisossomo, e por fim, a degradacdo do material intracelular pelas enzimas hidroliticas.
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Figura 5: Fluxograma das etapas da autofagia. A etapa inicial da autofagia é mediada pelo complexo ULK1
que é responsavel por varios sinais celulares. A formagdo do fagéforo necessita de umcomplexo chamado classe
11l fosfoinositideo cinase-3 (PI3K) que é integrado por algumas moléculas: proteina vacuolar (VPS34), ATGIlAL,
VPS15 e beclina 1. O alongamento do fag6foro ocorre pela agdo de um complexo formado por ATG5, ATG12 e
ATGI6, e pela molécula LC3II. Estes também sdo requeridos para formacdo do autofagossomo. p62 ligada a
ubiquitinas marcadas para degradacdo se liga a proteina de cadeia leve associada a microttbulos lipidados -3
(LC3lII) durante a formacdo do autofagossoma enquanto os materiais intracelulares sdo engolfados neste
autofagossoma em formagéo. Em seguida, o autofagossoma se funde com o lisossomo, composto por enzimas
hidroliticas, degradando o material intracelular (Modificada a partir de: NDOYE; WEERARATNA, 2016).

O papel da autofagia no céncer ainda é bem discutido j& que a inducdo desta por
quimioterapicos poderia contribuir para a morte da célula tumoral, ou entdo, levar a protecdo
dessas células e assim o desenvolvimento da quimiorresisténcia (LIU et al., 2016a). Isso porque
a autofagia € importante na manutencdo de células cancerosas na presenca de condicdes de
estresse metabolico, e assim, gera resisténcia as terapias anti-cancer, e em outra vertente, a
desregulacdo da autofagia pode levar ao consumo dos componentes intracelulares e ocasionar
a morte celular (JANKU et al., 2011). Dessa forma, a autofagia pode ser entendida tanto como
um mecanismo de supressao tumoral, como também um mecanismo de promoc¢do do tumor. Ja

foi descrito que camundongos que perderam um alelo do gene Beclina-1 tiveram 0 processo
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autofagico prejudicado e desenvolveram carcinomas no figado, mostrando que a autofagia pode
funcionar como um supressor tumoral (YUE et al., 2003). Outros estudos, envolvendo canceres
humanos, como o de pancreas, através da avaliacdo da expressdo de LC3, componente
importante do processo que leva a autofagia, notaram que quando ha um nivel elevado de
autofagia, o tratamento do cancer é prejudicado (FUJII et al., 2008). Além disso, drogas que
inbem a autofagia, como a cloroquina, melhoram a resposta ao tratamento antineoplasico
(AMARAVADI et al., 2011). Um trabalho envolvendo GBMs, mostrou que o knocdown da
proteina retinoblastoma (RB) nessas células combinadas com o quimoterapico cisplatina, que
leva a resisténcia das células por induzir autofagia, pode melhorar a eficiéncia dessa droga em
relacdo a essa resisténcia (LIU et al., 2016). O supressor tumoral, RB, tem sido visto,
recentemente, como um regulador de apoptose e autofagia (DELOU; BIASOLI; LOBO, 2016).
Foi descrito, também em glioblastomas, que a supressdo de RB prejudica o processo de
autofagia induzida por etoposideo (VP-16) inibindo a fusdo de autofagossomos com
lisossomos, e levando a morte celular (BIASOLI et al., 2013).

2.4 MORTE CELULAR

A morte celular € um processo bioldgico essencial ao nosso organismo para manutencao
da homeostase, ocasionada por uma resposta ao estresse. Pode ser dividida em dois tipos
principais: necrose e apoptose. Nas células necroticas, ocorre a degradacdo da cromatina e
devido ao aumento do volume celular, h4 ruptura da membrana plasméatica (SMITH; SMITH,
2012), induzindo inflamacdo ao redor dessas células devido a liberacdo do contetdo intracelular
(ELKON, 2013). Ja& a apoptose é um processo fisiologico, que acarreta a morte celular
programada evolvendo uma sequéncia de eventos bioquimicos através de vias de transducdo de
sinal (GALLUZZI et al., 2015). A celula sofre alteracbes morfologicas caracteristicas, como:
arredondamento da célula, retracdo citoplasmatica, diminuicdo do volume celular, condensacao
da cromatina (picnose), fragmentacdo nuclear (cariorrexe), blebbing da membrana plasmatica,
porém mantendo sua integridade, formacdo de corpos apoptoéticos e por fim, o englobamento
por fagocitos para degradacdo (GOLSTEIN; KROEMER, 2007). A figura 6 mostra as
diferencas que ocorrem na necrose e apoptose.
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Figura 6: Fluxograma dos eventos que ocorrem na morte por necrose e apoptose. (i) Na morte por necrose
ocorre a condensacao irregular da cromatina, inchago das organelas, principalmente das mitocondrias e ruptura
das membranas, (ii) levando a desintegracao celular e ao extravasamento do contetdo intracelular induzindo uma
resposta inflamatéria. (i) Ja uma célula que sofre apoptose ocorre a condensacéo e fragmentacdo da cromatina, a
retracdo citoplasmatica da célula, (ii) blebbing de membrana e a formagéo de corpos apoptéticos, ndo havendo
ruptura da membrana plasmatica. (i) Por fim, esses corpos apoptéticos sdo fagocitados (Modificada a partir de:
CHOUDHURY et al., 2012).

Em relacdo ao cancer, a detec¢do no aumento de morte celular in vitro pode ser utilizada
como uma ferramenta para medir 0 sucesso terapéutico. A visualizacdo de células mortas € uma

identificacdo inicial se o tumor & responsivo ou ndo ao tratamento anti-cancer empregado.

2.5 HIGH CONTENT SCREENING (HCS)

High Content Screening (HCS) ou triagem baseada em microscopio automatizada é uma
estacdo de imageamento com rotinas de analises de imagens pré-definidas (Operetta Perkin
Elmer), como mostra a figura 7. Esta plataforma € capaz de mensurar a atividade bioldgica em
células ou modelos tridimensionais, ap0s o tratamento com uma ampla variedade de compostos
ou siRNAs, em placas que variam de 6 até 384 pocos. Multiplas caracteristicas das células
podem ser visualizadas e medidas com o uso de um ou mais corantes fluorescentes. Os ensaios
podem ser realizados em células fixadas ou vivas, uma vez que esse equipamento tem a opcao
de manter condicGes de temperatura e CO2 favoraveis a manutencdo das células em cultivo in
vitro, e ainda pode ser integrado com plataformas de automacgdo robdtica.

Outras plataformas multiparamétricas estdo disponiveis no mercado, apresentando
caracteristicas e fungbes muito similares ao Operetta, como € o caso da Celllnsight CX7 LZR
(ThermoFisher), Opera Phenix (PerkinElmer), IN Cell Analyzer (GE Healthcare Life Sciences),
ImageXpress (Molecular Devices LLC), entre outras.
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O uso do HCS aplica-se ao monitoramento de varios eventos celulares, como: apoptose,
autofagia, ciclo celular, migracdo, diferenciacio e proliferacdo celular. E capaz de avaliar
também mudancas na morfologia da célula, rearranjos do citoesqueleto, expressao de proteinas,
hibridizacdo in situ fluorescente (FISH). Além de poder ser usado para avaliar a eficacia de
drogas em ensaios de citotoxicidade.

Recentemente, muitos estudos tém-se utilizado das plataformas de alto conteddo para

avaliar morte celular em células cancerosas.

Figura 7: Fotografia do sistema de imageamento de alto contelido — Operetta (PERKINELMER, 2018).

Um trabalho publicado em 2017 investigou o efeito citotoxico do anastrozol (inibidor da
sintese de estrogénio através de competicdo reversivel com a enzima aromatase, responsavel
pela producdo de estrogénio) em células de cancer de mama, prostata e figado, em que a
permeabilidade celular, potencial de membrana mitocondrial, nivel de citocromo ¢ e
intensidade nuclear, foram avaliados para deteccdo da apoptose apds 24 horas de exposicdo a
droga (HASSAN et al.,, 2017). Na literatura, ja € descrito um ensaio de sensibilidade a
quimioterapia, chamado ChemolD, com intuito de medir a resposta das ceélulas tumorais
cerebrais de pacientes a combina¢fes de drogas que imitam o cronograma clinico. Porém, esse
ensaio, utiliza o WST8, que é semelhante ao 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
(MTT), um ensaio indireto da viabilidade celular por medir atividade metabolica mitocondrial
baseado na reducdo metabdlica do MTT a formazam (DENIZOT; LANG, 1986), para avaliacdo
da viabilidade celular (MATHIS et al., 2014) ndo utilizando o HCS, que seria mais vantajoso,
trazendo rapidez aos testes de sensibilidade. Um estudo, recentemente publicado, usou a HCS

para avaliar in vitro a sensibilidade de células de glioblastoma (em monocamada e
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neuroesferas), derivadas de pacientes, frente a 83 quimioterapicos com e sem irradiacdo. A
morte celular foi detectada através do corante DRAQ7, que ndo atravessa a membrana de
células vivas (YU et al.,, 2018). Dessa forma, foi possivel avaliar o efeito citotoxico dessas
drogas nas células de cada paciente.

Diante do que foi exposto, a utilizagio da HCS para avaliagdo da resposta de
glioblastomas ap0s tratamento com inibidores de CDKs e quimioterapicos pode se tornar uma
poderosa ferramenta na deteccdo preditiva de sensibilidade ou resisténcia destes tumores frente

a diferentes combinacdes de tratamento.

2.6 SONDAS

A morte celular e a autofagia, induzidas por quimioterapicos, podem ser avaliadas in vitro
através da incubacdo com sondas na plataforma multiparamétrica. Para a marcacdo de morte
celular sondas como BOBO-3, CellEvent (Caspase 3/7) e Kit LIVE/DEAD Cell podem ser
usadas. BOBO-3 é uma sonda fluorescente com alta afinidade por &cidos nucléicos e
impermeavel as membranas celulares, usada para marcar células necroticas, onde hd perda de
integridade da membrana (THERMO FISHER, 2018a). O kit CellEvent é composto de um
substrato, ndo fluorescente e permeavel, da enzima caspase 3/7, que entra nas celulas e ao ser
metabolizado por esta enzima, gera uma sonda fluorescente, o que serve como marcador da
ativacdo de caspase 3/7 no citoplasma celular (THERMO FISHER, 2018b) A presenca de
caspase 3/7 ativada caracteriza a apoptose. J& o Kit LIVE/DEAD Cell avalia a viabilidade das
células através da integridade da membrana plasméatica e da atividade da esterase (THERMO
FISHER, 2018c). Para a deteccdo de autofagia podem ser utilizadas sondas marcadoras de
compartimentos acidos. Dentre elas estdo o laranja de acridina e o lysotracker green. A primeira
cora 0 nucleo e o citoplasma das células com fluorescéncia verde e em um ambiente acido
passar emitir fluorescéncia vermelha (THOME, 2013), e a segunda é uma sonda fluorescente
verde, corando as vesiculas acidas em células vivas (THERMO FISHER, 2018d). E para a
identificacdo dos nucleos celulares pode-se utilizar o Hoescht 33342, uma permedvel as células
emitindo fluorescéncia azul quando ligada ao DNA (THERMO FISHER, 2018e).

3 OBJETIVO

Definir os melhores parametros de aquisicdo e analise de imagens, bem como os melhores

kits de sondas, com a finalidade de estabelecer um protocolo base para analisar morte celular e
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autofagia em linhagens de glioblastoma, tratadas com quimioterapicos de primeira linha e
inibidores de CDK.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar testes que possam definir:

e Densidade celular 6tima em placa de 96 pocos para permitir uma analise confiavel;

e Tempo de incubacdo, concentracdo das sondas e tempo de exposicdo para aquisicdo
da imagem;

e Numero e disposicdo dos campos em cada pogo da placa de 96 pocos;

e Melhor lente objetiva a ser utilizada (20x, LD — Long Distance ou WA — Wide Angle);

e Sondas apropriadas para identificar autofagia (Laranja de acridina ou Lysotracker
Green);

e Caélculo da intensidade de fluorescéncia para analisar autofagia: Fluorescéncia no

vermelho ou RGIF — Razdo da fluorescéncia do vermelho sobre o verde (THOME et al.,

2016);

e Sondas apropriadas para identificar morte celular (BOBO-3, Live/Dead Cell ou
Caspase 3/7);

e Leitura da placa em células vivas ou fixadas;

e Pipeline de analise no software Columbus;

e Aplicacdo da padronizacdo nas linhagens de glioblastoma utilizando quimioterapicos
e inibidores de CDKs.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LINHAGENS CELULARES E CULTIVO CELULAR

As linhagens tumorais T98G (glioblastoma humano - cddigo ATCC: CRL-1690),
UB7MG (glioblastoma humano, Astrocitoma, classificadas como grau IV a partir de 2007 -
cddigo ATCC: HTB-14), foram originalmente vendidas pela American Type Culture Tissue
(ATCC, EUA). Todas as linhagens tumorais sdo mantidas congeladas em nitrogénio liquido e
cultivadas em meio DMEM F12 suplementado com 10% de soro fetal bovino. Essas linhagens
celulares sdo testadas uma vez por més para contaminacdo por micoplasma usando o Kit

MycoAlert Plus (Lonza). As linhagens foram inicialmente certificadas por tipagem genética,
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por perfis de Short tandem repeats (STR), para certificacdo das linhagens, pelo Laboratdrio
Sonda na UFRJ.

4.2 TESTE INICIAL DE RASTREAMENTO DE MORTE CELULAR EM LARGA ESCALA

Os testes a serem realizados com as linhagens de glioblastoma foram definidos a partir
de um rastreamento da linhagem de colon HCT116 (carcinoma colorretal humano — cddigo
ATCC: CCL — 247) que ja tinha sido realizado anteriormente pelo grupo de pesquisa do
laboratdrio. Foi feita uma placa de 96 pogos com 10.000 células por pogo que ficou incubada
por 24 horas em estufa a 37 °C a 5% de CO2. Apo0s isso, houve a aplicagdo dos seguintes
inibidores de CDK e quimioterapico, sozinhos e/ou combinados, por 24 horas:

e Abemaciclibe 1: 120 nM / Abemaciclibe 2: 400nM - MCE MedChem Express/USA
#HY-16297. Inibidor de CDK4 e CDKG6.

e Palbociclibe 1: 200 nM / Palbociclib 2: 500 nM - MCE MedChem Express/USA #
HY-50767. Inibidor de CDK4 e CDKG6.

e Irinotecano: 8 UM - Doagédo INCA. Inibidor de topoisomerase I. Leva ao dano do DNA,
que ndo é corrigido de forma eficaz, resultando em apoptose.

Por fim, essas células foram incubadas por 20 minutos na estufa a 37 °C 5% de CO2 com
um coquetel de sondas de marcacdo celular: lodeto BOBO-3 (0,75 pM, Molecular Probes),
Hoescht 33342 (1 pM, Molecular Probes) e CellEvent (2 UM, Molecular Probes). Essas sondas
foram diluidas em Hank’s Balanced Salt Solution - HBSS (Sigma-Aldrich), solucdo salina
isotbnica, pH 7,4. Apds a incubacdo, foi feita 1 lavagem com essa solugdo, permanecendo nesta
(100 pL por pocgo) para a leitura no Operetta (Perkin ElImer Columbus Image Data Storage and
Analysis System) no IDOR. As imagens foram adquiridas com tempo de exposicdo de 100 ms.

Foi realizado 1 experimento em triplicata.

4.3 TESTE DE DENSIDADE CELULAR

As linhagens de glioblastoma, T98G e U87MG, foram plaqueadas em 3 densidades
diferentes: 2.500, 5.000 e 7.500 células por poco em uma placa de 96 pogos. Esta placa ficou
incubada por 5 dias em estufa a 37 °C e 5% CO2. Apoés esse tempo, as células foram marcadas
com 1l pM de Hoescht 33342 diluido em Tyrode (139 mM NaCl 3 mM KCI 17 mM NaHCO3
12 mM Glicose 3 mM CaCl2 1 mM MgCI2, pH 7,4) e incubadas por 20 minutos em estufa, nas
mesmas condi¢Oes anteriores. Em seguida, foram feitas 2 lavagens com Tyrode, e adicionados
100 pL desta solucdo por poco para a leitura no Operetta.

Foi realizado 1 experimento em triplicata.
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4.4 PLAQUEAMENTO DA LINHAGEM T98G PARA TESTE DE SONDAS

As células T98G foram plaqueadas em placas de 96 pocos. A densidade celular usada por
poco foi escolhida com base no teste de densidade celular de acordo com o tempo de incubagéo
necessario para o tratamento com o quimioterapico. Dessa forma, para uma incubacao de 3 dias,
correpondente ao tratamento de 24 horas, foram plaqueadas 5.000 células, e para 5 dias

(tratamento de 72 horas) foram avaliadas as condicdes de 1.500 e de 2.000 células por poco.

4.5 TESTE DA LENTE OBJETIVA 20X LONG DISTANCE (LD) E WIDE ANGLE (WA)

Foi feita uma placa de 96 pogos com 20.000 células por pogo da linhagem U87MG que
ficou incubada por 24 horas em estufa a 37 °C a 5% de CO2. Apos isso, houve aplicacdo de dois
tipos de controle positivo para autofagia: (1) tampédo Krebs - Ringer pH 7.4 e (2) 1 e 10 upM de
etoposideo, inibidor de topoisomerase Il que sabidamente induz autofagia nas células, por 24
horas (BIASOLI et al., 2013). Essas células foram incubadas por 20 minutos na estufa a 37 °C
a 5% de CO2 com 1 pg/mL de laranja de acridina (Merck Millipore No. 11300), um corante
fluorogénico que pode ser utilizado para marcar vesiculas acidas. Essa sonda foi diluida em
meio DMEM F12 com 10% de soro fetal bovino. Apds a incubacdo, foi feita 1 lavagem com
Tyrode, permanecendo neste (100 L) para a leitura no Operetta. As imagens desse experimento
foram adquiridas com a lente objetiva 20x LD.

Outro experimento foi feito com a mesma linhagem, nas mesmas condicdes apresentadas
anteriormente, porem foi utilizada a lente objetiva 20x WA para aquisicdo das imagens.

Foi realizado 1 experimento em triplicata.

4.6 TESTE DE SONDAS PARA A DETECCAO DE AUTOFAGIA (LYSOTRACKER
GREEN X LARANJA DE ACRIDINA)

Células T98G foram tratadas com Krebs por 3 horas e incubas em estufa a 37 °C a 5%
de CO2. Apds esse tempo, as celulas foram marcadas com lysotracker green - Thermo nas
concentragdes de 50 nM e 75 nM. Outro grupo de células foi marcado com laranja de acridina
nas concentragdes: 0,25, 0,5 e 0,75 pg/mL. As sondas foram diluidas em meio DMEM F12
suplementado com 10% de soro e em Krebs, para aplicagdo nos pogos controle e tratados,
respectivamente, e incubadas por 30 minutos. A placa foi lavada 3x com Tyrode pH 7,4 e
deixada neste (100 pL) para a leitura no Operetta.

Foi realizado 1 experimento em triplicata.

4.6.1 Célculo da intensidade de fluorescéncia para deteccdo de autofagia



35

O célculo da intensidade de fluorescéncia da célula foi feito baseado no experimento do
teste de sondas para deteccdo de autofagia onde se usou o laranja de acridina como marcador
de vesiculas acidas. Para calcular a intensidade de fluorescéncia no vermelho (IFVM), usamos
a formula:

Média IFVM
Numero de células

Para calcular o RGIF, razéo da fluorescéncia do vermelho (IFVM) sobre o verde (IFVE):
Média IFVM
Média IFVE
Numero de células

Ambas as formulas foram inseridas e calculadas no programa de andlise Columbus.

4.7 TESTE DE SONDAS PARA IDENTIFICACAO DE MORTE CELULAR
4.7.1 Bobo-3

Células T98G foram tratadas com 10 pM de etoposideo (VP-16), quimioterapico de
segunda linha, e 400 UM de irinotecano por 24 horas, incubadas em estufa a 37 °C 5% CO2. Em
seguida, as células foram marcadas com 0,5 pM de Hoescht 33342 e 0,75 pM de BOBO-3. No
segundo experimento, células T98G foram tratadas com etoposideo 10 UM por 24 horas e Krebs
- Ringer (tampé&o indutor de autofagia, 118 mM NacCl, 4.7 mM KCI, 1.2 mM KH2PO4, 1.2 mM
MgS04, 4.2 mM NaHCO3, 2 mM CaCl2, 10 mM glicose e 10 mM Hepes, pH 7.4) por 3 horas,
incubadas em estufa a 37 °C 5% CO2. Depois, as células foram marcadas com 0,5 UM de
Hoescht 33342 e, 0,5 e 0,1 M de BOBO-3. As sondas foram diluidas em Tyrode pH 7,4 e
incubadas por 30 minutos em estufa. Logo apo6s, foram feitas 3 lavagens com Tyrode e
adicionados 100 pL desta solucdo para leitura no Operetta. As imagens foram adquiridas com
tempo de exposicdo de 200 ms.

Foi realizado 1 experimento em triplicata.

4.7.2 Caspase 3/7

Células T98G foram tratadas com etoposideo 10 UM por 24 horas e incubadas em estufa
a 37 °C 5% CO2. Em seguida, as células foram marcadas com 0,5 pM de Hoescht e 2 pM do
substrato de caspase 3/7. Um segundo experimento foi feito, nas mesmas condi¢ces, mudando
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apenas a concentracdo da caspase 3/7. Foi mantida a concentracdo de 2 UM do experimento
anterior e acrescentada a concentracdo de 1 pM. As sondas foram diluidas em Tyrode pH 7,4
acrescido de 5% de soro fetal bovino e incubadas por 40 minutos em estufa. Logo apds, foram
feitas 3 lavagens com Tyrode e adicionados 100 pL desta solucdo para leitura no Operetta. As
imagens foram adquiridas com tempo de exposicdo de 200 ms.

Foi realizado 1 experimento em triplicata.

4.7.3 Kit LIVE/DEAD Cell

As células T98G foram tratadas com etoposideo 10 pM por 24 horas e incubadas em
estufa a 37 °C 5% CO2. Depois a placa foi lavada com Tyrode para diminuir a atividade da
esterase presente no meio suplementado com soro. As células, em seguida, foram marcadas
com 0,5 pM de Hoescht 33342 e com o Kit Live/Dead Cell — Molecular Probes (0,5 pM de
calceina e 2 UM de homodimero de etideo, EthD-1). Esse Kit € composto por 2 sondas, calceina
AM e homodimero de etideo. As sondas foram diluidas em Tyrode e incubadas por 30 minutos
em estufa. Logo apos, foram feitas 3 lavagens com Tyrode pH 7,4 e adicionados 100 pL desta
solucéo para leitura no Operetta. As imagens foram adquiridas com tempo de exposicdo de 200
ms.

Foi realizado 1 experimento em triplicata.

4.8 TESTE DE LEITURA DA PLACA EM CELULAS FIXADAS

Células T98G foram tratadas com etoposideo (VP-16) 10 UM e irinotecano 400 UM por
24 horas, incubadas em estufa a 37 °C 5% CO2. Em seguida, as células foram marcadas com
1uM de Hoescht 33342 e 0,75 pM de BOBO-3. As sondas foram diluidas em Tyrode pH 7,4 e
incubadas por 30 minutos em estufa. Logo apés, foram feitas 3 lavagens com Tyrode e
adicionados, em seguida, 100 pL de formaldeido (PFA) 4%, diluido em PBS (PBS 10x: 1.37
M NaCl 26.8 mM KCI180.5 mM Na2HPO4 7 H20 14,7 mM KH2PO4, pH 7,4) por 15 minutos.
A placa foi lavada 3x com Tyrode e depois foi adicionado 1 gota de glicerol puro (Sigma-
Aldrich) para a leitura no Operetta.

Foi realizado 1 experimento em triplicata.

4.9 AVALIAC}AO DE VIABILIDADE (MTT)
Neste ensaio de viabilidade e proliferacdo celular, faltando 4 horas para o final do periodo
de incubagdo das culturas, foram adicionados a cada po¢o 20 L da solugdo de MTT a 5 mg/mL

diluido em PBS. Apds o término dessas 4 horas, o sobrenadante foi cuidadosamente retirado.
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Em seguida, em cada pogo foram adicionados 100 pL de DMSO. Apos solubilizacdo dos
cristais de formazam formados pela metabolizacdo do MTT nas células viaveis, a densidade
Optica foi lida no leitor de microplacas FlexStation a um comprimento de onda de 570 nm.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata em 3 experimentos independentes.

4.10 CALCULO DO EC20 DOS QUIMIOTERAPICOS E INIBIDORES DE CDKS

O EC20 (concentracdo efetiva da droga que induz 20% do efeito maximo) foi calculado
pelo software GraphPrism 6.0 através de uma andlise XY, curva de regressdo nao linear, log
(inibidor) versus resposta normalizada — curva varidvel e interpolacdo dos valores de X em

curva padréo desconhecida com intervalo de confianca de 95%.

4.11 WESTERN BLOTTING

Na extracdo de proteinas, as células foram lavadas com PBS gelado e submetidas a lise
com tampdo de extracdo UTB (Tris-HCI 75 mM, uréia 9 M), pH 7,4. O extrato proteico
contendo 40 pg de proteina por amostra foi diluido em tampdo de amostra (SDS 10%, B-
mercaptoetanol 10 mM, glicerol 20%, Tris-HCI 0,2 M pH 6,8, azul de bromofenol 0,05 %) e
entdo submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) em uma concentracao
de 8%. Para a transferéncia de proteinas, as membranas de nitrocelulose (PerkinElmer Life)
foram previamente ativadas com tampdo de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM e SDS
0,2%) acrescentado de 20% de metanol. Em seguida, o gel foi submetido a corrente de 0,22
ampere (A) por 1 hora e 20 minutos, utilizando o equipamento de eletrotrasnferéncia da Bio
Rad e solugdo tampédo para a transferéncia. As membranas foram bloqueadas com solugdo de
3% de Albumina de Soro Bovino - BSA (Sigma-Aldrich) em TBS-T (cloreto de s6dio150 mM,
Tris base 10 mM, tween 20 a 0,1%). Depois, foram incubadas com anticorpo primario para
avaliar a presenca de RB fosforilado anti-ppRB Ser 897811 (Cell Signaling, 1:1000) e com
anticorpo GAPDH (Santa Cruz, 1:1000) e beta-actina (Sigma, 1:2000) como controle de
carregamento a 4° por, aproximadamente 16 horas. A seguir procedeu-se a lavagem da
membrana com TBS-T, seguida com incubacdo de anticorpo secundario, conjugado a
peroxidase HRP na diluicdo de 1500 (rabbit), 1:1000 (goat) e 1:2000 (mouse),
respectivamente. As bandas foram visualizadas utilizando um sistema de quimioluminescéncia
através do aparelho ChemiDoc XRS System (BioRad).

Foi realizado 1 experimento independente.
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4.12 RASTREAMENTO DE MORTE CELULAR EM LARGA ESCALA DA LINHAGEM
T98G

As células T98G foram tratadas com 400 puM de Temozolamida (TMZ), 0,4% de DMSO
(diluente da TMZ) e 1000 nM de Palbociclibe por 72 horas e incubadas em estufa a 37 °C a 5%
CO2. Em um outro experimento, as células T98G foram tratadas com 100 e 400 pM de TMZ,
500 e 1000 nM de Abemaciclibe e Palbociclibe (inibidores de CDK-4/6) e 0,1 e 0,4% de DMSO
por 72 horas. Nos 2 experimentos, os tratamentos foram feitos usando 0s compostos
individualmente e em combinacdo. Apds esse periodo de incubacdo, as placas foram lavadas
com Tyrode e incubadas com o Live/Dead Cell (0,5 pM de calceina e 2 uM de homodimero de
etideo) por 30 minutos em estufa. As sondas foram diluidas em Tyrode pH 7,4. Em seguida,
foram feitas 3 lavagens com Tyrode e 100 pL dessa solu¢do foram adicionados nos pocos para
a leitura no Operetta.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata em 3 experimentos independentes.

4.13 ANALISE ESTATISTICA

A andlise de variancia dos resultados foi realizada no software GraphPadPrism 6.0 pelo
teste One-Way ANOVA seguido pelo teste de Tukey, um pés-teste de andlise de significancia de
diferengas que compara as amostras entre si e com o controle. Foram consideradas significativas

as diferengas com p<0,05.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O rastreamento em larga escala é uma ferramenta que permite que mudangas
morfologicas e bioquimicas na célula sejam identificadas e analisadas rapidamente,
possibilitando uma visdo ampla, por exemplo, dos efeitos dos quimioterapicos nas células.
Dessa forma, combinacdes de drogas in vitro poderiam ser testadas em linhagens tumorais com
a finalidade de se obter a melhor combinacdo de quimioterdpicos para o tratamento de um
determinado cancer. E eventualmente, essa expertise de testes em larga escala pode ser (til no
futuro, para personalizar o tratamento de pacientes com céncer, uma vez que suas células
tumorais poderiam ser tratadas previamente in vitro com o0s quimioterapicos e assim definir a
melhor combinacdo de drogas a ser usada (YU et al., 2018).

Mas, para isso, 0 primeiro passo € estabelecer os melhores parametros de aquisicdo e

analise das imagens em uma plataforma de rastreamento para avaliagio morte celular.
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5.1 TESTE DE DENSIDADE CELULAR

Para saber quais as densidades celulares Otimas das linhagens de glioblastoma a serem
plaqueadas em uma placa de 96 pocos com a finalidade de permitir a identificacdo méaxima dos
nucleos pelo algoritmo Find Nuclei do programa de andlise, foi realizado um teste de densidade
celular com as linhagens U87TMG e T98G. Foram plaqueadas 3 densidades para ambas as
linhagens: 2.500, 5.000 e 7.500 células/0,34 cn?. Ao final da simulacdo de 72 horas de
tratamento, tempo necessario para a incubacdo com temozolamida (quimioterapico de primeira
linha em glioblastomas), foi feita a leitura. Na figura 8, observa-se que a forma de crescimento

dessas células é bastante diferente.

Figura 8: Teste de densidade celular étima das linhagens U87MG (A) e T98G (B) em placa de 96 pocgos.
Fotomicrografias dos nicleos das células, ap6s a simulagdo de 72 horas de tratamento, marcados com Hoescht
33342 (Excitagdo/Emissdo: 350/461 nm). As densidades inicialmente plaqueadas foram: 2.500 (1), 5.000 (2) e
7.500 (3) células por 0,34 cm?. A concentragdo da sonda usada foi de 1 uM e incubada por 20 minutos. As fotos
foram tiradas no Operetta com objetiva de 20x LD.
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Uma densidade alta da célula U87MG favorece a formacdo de grumos, e isso pode dificultar a
contagem de nlcleos pelo programa de analise, como pode ser visto no gréafico da figura 9. No
caso da T98G, o programa de analise consegue identificar os nlcleos celulares mesmo em uma

densidade mais alta.
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Figura 9: Gréfico de contagem do nimero de ndcleos das linhagens T98G e U87MG apds a simulacdo de 72
horas de tratamento em placa de 96 pogos. 3 densidades diferentes de células foram plaqueadas: 2.500 células,
5.000 células e 7.500 células por 0,34 cm?. N=1 experimento realizado em triplicata.

Dessa forma, sugere-se, que a densidade mais baixa de 2.500 células para um tratamento
de 72 horas é suficiente para a linhagem U87MG, possibilitando a identificacdo dos nucleos
pelo programa de andlise. JA& a T98G, como tem uma taxa de proliferacdo acelerada, o
plagueamento de 2.500 células ainda foi alto, deixando o controle 100% confluente. Assim, a
T98G pode ser plagueada em uma densidade ainda mais baixa, cerca de 1.500 células/0,34 cm?,

para esse mesmo tempo de tratamento, como mostram o0s experimentos das figuras 53 e 54.

5.2 TESTE DO TEMPO DE INCUBACAO, CONCENTRACAO E TEMPO DE EXPOSICAO
DAS SONDAS

Resultados préevios do laboratorio mostraram através da linhagem de célon HCT116,
conforme demonstrado na figura 10 (A) (DELOU, 2015, dados ndo publicados), a ndo
identificacdo de muitos dos nucleos pelo programa de analise, sugerindo a necessidade de
padronizacdo em relacdo ao tempo de incubacdo, concentragdo e exposicdo das sondas, que foi
realizada na linhagem utilizada neste trabalho. Com esse teste inicial na linhagem HCTL116,
concluiu-se que: 1- O tempo de exposicdo para aquisicdo da imagem deveria ser aumentado
(apenas células muito marcadas estavam sendo identificadas pelo programa de andlise); 2- A
densidade celular 6tima do poco é crucial para identificacdo correta dos nicleos (alta densidade

celular impede a correta identificacdo dos nucleos); 3- O tempo de incubacdo e concentracao
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das sondas (Hoescht 33342, BOBO-3 e Caspase 3/7) precisariam ser alterados. Ajustes tanto
no tempo de incubacdo quanto na concentracdo foram necessarios no Hoescht 33342 para
melhor identificacdo dos nicleos. Hoescht 33342 é uma sonda fluorescente intercalante de
DNA permeavel as células e usada como um marcador total de nucleos celulares. O tempo de
exposicéo dos filtros utilizados para aquisicdo da imagem passou de 100 para 200 ms. O tempo
de incubacdo das sondas (Hoescht 33342, BOBO-3 e Caspase 3/7) passou a ser feito em 30
minutos. A concentracdo do Hoescht (marcador de nlcleos) foi diminuida para 0,5 M.

Na figura 10 (B), observa-se que os ajustes feitos para 0 Hoescht 33342 juntamente com
a densidade celular otima para uma placa de 96 pocgos (maximo de 2.000 células por poco) na
linhagem T98G, corrigiram os problemas iniciais: ndcleos muito préximos uns dos outros

dificultando a contagem correta do nimero de células.

Figura 10: Teste do tempo de incubacéo, concentragdo e exposicao das sondas. Anélise dos nucleos das células
HCT116 (A) e T98G (B) identificados com Hoescht 33342 e encontrados pelo algoritmo de anélise Find Nuclei.
Foto tirada no Operetta comobjetiva de 20x LD.

5.3 TESTE DO NUMERO E DISPOSI(}AO DOS CAMPOS NO POCO DE UMA PLACA DE
96 POCOS

Nos primeiros experimentos, a disposicdo dos campos escolhidos para aquisicdo da imagem era
feita em formato de cruz no centro do poco e espalhados nas extremidades, como pode ser
observado na figura 11 (A). Porém, o centro do poco tende a ficar mais cheio, fazendo com
que as células figuem mais juntas ou formem grumos, dificultando a contagem de células
posteriormente pelo programa de analise. Os campos das extremidades por sua vez, Sao
prejudicados pelas ponteiras das pipetas (que raspam as celulas) no momento da lavagem da
placa. Posteriormente, escolheu-se fazer uma ampla distribuicdo dos campos pelo poco,
somando ao todo 17 campos. Isso evitaria o risco de ter uma area do pogo sem células, uma vez

que estas, sensibilizadas pelos quimioterapicos, tendem a se soltar da placa (Figura 11 - B).
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Figura 11: Teste do nimero e disposicdo dos campos em cada pogo da placa de 96 pogos. Fotomicrografias
de 1 po¢o de uma placa de 96 pocos da linhagem T98G ndo tratada (controle) com os nucleos identificados por
Hoescht 33342. (A) Os campos estdo distribuidos no centro dispostos em cruz e nas extremidades. (B) Campos
amplamente distribuidos totalizando 17 campos por poco. As fotos dos campos foram tiradas no Operetta com
objetiva de 20x LD.

54 TESTE DA LENTE OBJETIVA DE 20X A SER UTILIZADA

Lentes objetivas diferentes foram testadas neste ensaio: a lente objetiva 20x LD (Long
Distance), onde a distancia de trabalho entre a lente da objetiva e a amostra focalizada é mais
longa, podendo ser utilizada em superficies de cultivo mais espessas, e WA (Wide Angle),
apresenta distancias focais menores, possuindo um campo amplo de viséo.

Para detectar a ocorréncia de autofagia foi feita uma marcacdo com laranja de acridina
em células U87MG. O laranja de acridina cora o citoplasma e o nlcleo celulares com
fluorescéncia verde e em um ambiente acido passa a emitir fluorescéncia vermelha (THOME,
2013). Dessa forma, células U87MG foram tratadas com Krebs, um tampdo indutor de
autofagia, usado como controle positivo, e etoposideo 1 e 10 UM, que é um quimioterapico que
também induz autofagia nas linhagens de GBM usadas (BIASOLI et al., 2013). Como mostra
a figura 12, as imagens foram adquiridas com a lente LD e pareceu ser melhor por apresentar
uma imagem mais nitida, permitindo visualizar mais claramente as vesiculas acidas, apontadas

pelas setas em (B).
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Figura 12: Teste da lente objetiva 20x a ser utilizada (LD). Fotomicrografia de fluorescéncia vermelha de
células U87TMG tratadas 24 horas com etoposideo (VP-16) 1 uM marcadas com 1 pg/mL de laranja de acridina
(Excitagdo/Emissdo: 490-510/560-630 nm) por 20 minutos tirada no Operetta com objetiva de 20x LD (Long
Distance). Em (A) a regido delimitada de vermelho representa a area aumentada, mostrada em (B). As setas
indicam as vesiculas acidas. N=1 experimento realizado em triplicata.

Outro ensaio de autofagia foi feito, e a imagem foi adquirida por uma lente objetiva de
20x WA, gue teve uma resolucdo pior que a lente LD (Figura 13). Outra desvantagem da lente
WA, como fica mais proxima da amostra, tende a esbarrar nas bordas da placa de 96 pogos, 0
que resulta na ndo utilizacdo dos pogos das bordas. Dessa forma com o uso da WA, o
aproveitamento de cada placaé menor, ja que somente 60 pocos podem ser usados. Assim, a

melhor opcéo foi usar a lente 20x LD.

Figura 13: Teste da lente objetiva 20x a ser utilizada (WA). Fotomicrografia de fluorescéncia vermelha de
células UB7MG tratadas por 24 horas cometoposideo (VP-16) 1uM marcadas com 1 pg/mL de laranja de acridina
(Excitagdo/Emissdo: 490-510/560-630 nm) por 20 minutos tirada no Operetta com objetiva de 20x WA (Wide
Angle). Em (A) a regido delimitada de vermelho representa a area aumentada, mostrada em (B). N=1 experimento
realizado em triplicata.

5.5 TESTE DE SONDAS PARA DETECCAO DE AUTOFAGIA
Para identificacdo de autofagia em uma plataforma HCS, foram testadas 2 sondas: laranja

de acridina e lysotracker green, ambos marcadores de compartimentos &cidos nas células. O



lysotracker green, sonda fluorescente verde que cora compartimentos &cidos em celulas vivas
(THERMO FISHER, 2018d), foi incubado nas células T98G por 30 minutos e usado em 2
concentragdes: 50 nM e 75 nM. Como mostra a figura 14, foi observada marcacdo nas 2
concentragdes, sendo possivel visualizar nitidamente as wvesiculas acidas. O programa de
analise, usando o algoritimo Find Spot, conseguiu identificar as vesiculas &cidas das células.
Nota-se um grande nUmero de spots nas células tratadas com o tampdo Krebs, indutor de
autofagia (Figura 15). Apesar do mecanismo de acdo do lysotracker ndo ser totalmente
elucidado, ele tem sido utilizado na microscopia para visualizagdo de organelas &cidas e para
investigar o nivel de autofagia através da medicdo de sua fluorescéncia (CHIKTE; PANCHAL;
WARNES, 2014).

Figura 14: Teste de sondas para deteccao de autofagia (Lysotracker green). Fotomicrografias de células T98G
marcadas com50nM (A, B) e 75nM (C, D) de lysotracker green. (A, C) Dupla marcacdo das células ndo tratadas
(controle) com Hoescht 33342 (0,5 uM) identificando os nucleos em azul e lysotracker green (Excitagdo/Emissdo:
504/511) corando o citoplasma em verde. (B, D) Dupla marcacdo das células tratadas com Krebs por 3 horas e
coradas com Hoescht 33342 identificando os nicleos em azul e com lysotracker green corando o citoplasma em
verde. As sondas foram incubadas por 30 minutos. As vesiculas acidas (spots) sdo coradas mais intensamente pelo
lysotracker green. As setas brancas indicamos spots. As fotos foramtiradas no Operetta comobjetiva de 40x
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Figura 15: Grafico do nimero de spots por numero de células da linhagem T98G. As barras pretas
representama concentracao de 50 nM de lysotracker e as barras cinzas a concentracdo de 75 nM. N=1experimento
realizado em triplicata.

Em seguida, como visto na figura 16, foi repetido esse mesmo experimento, porém,
usando o laranja de acridina. Foram usadas 3 concentracBes: 0,25 pg/mL, 0,5 pg/mL e 0,75
pg/mL. A concentracdo de 0,75 pg/mL de laranja de acridina pareceu corar mais fortemente o
citoplasma, ndo ficando tdo perceptivel os spots quando comparado as outras 2 concentragdes.
Houve diferenca do nimero de spots entre as células ndo tratadas (controle) e as tratadas com
Krebs, como mostra a figura 17 (A). Porém, para fazer uma andlise quantitativa da autofagia,
seria mais confidvel calcular a intensidade de fluorescéncia do citoplasma, uma vez que o

algoritimo Find Spot ndo foi capaz de identificar todos os spots perceptiveis aos olhos humanos.
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Figura 16: Teste de sondas para deteccdo de autofagia (Laranja de acridina). Fotomicrografias de células
T98G marcadas com 0,25 pg/mL (A, B), 0,5 ug/mL (C, D) e 0,75 pg/mL (E, F) de laranja de acridina. (A, C e E)
Dupla marcacdo das células ndo tratadas (controle) coradas com Hoescht 33342 (0,5 uM) identificando os nucleos
e com laranja de acridina (Excitacdo/Emisséo: 490-510/560-630 nm) marcando o citoplasma em amarelo. (B, D e
F) Dupla marcacdo das células tratadas com Krebs por 3 horas e coradas com Hoescht 33342 identificando os
nucleos e laranja de acridina marcando o citoplasma emamarelo. As sondas foramincubadas por 30 minutos. As
vesiculas acidas (spots)sdo coradas mais intensamente pelo laranja de acridina. As setas brancas indicam os spots.
As fotos foramtiradas no Operetta com objetiva de 40x.

A intensidade de fluorescéncia foi calculada de duas maneiras diferentes: média da
intensidade de fluorescéncia do vermelho sobre o nimero de células e razio da média da
intensidade de fluorescéncia do vermelho sobre a média da intensidade de fluorescéncia do

verde dividido pelo nimero de células, RGIF.



47

Um trabalho descrito na literatura mostrou que 0 aumento da concentracdo do laranja de
acridina influencia no aumento de fluorescéncia vermelha. Quando se utiliza o RGIF, este muda
linearmente com a concentracdo do laranja de acridina, desde que seja usado para detecgcdo de
fluorescéncia vermelha filtros que selecionem comprimentos de onda entre 620 e 700 nm
(THOME et al., 2016).

A figura 17 sugere um aumento da intensidade de fluorescéncia nas células tratadas com
Krebs, em relacdo a intensidade das células ndo tratadas (controle) quando se utiliza o RGIF

(C), comparado ao célculo da intensidade de fluorescéncia do vermelho somente (B).
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Figura 17: Gréficos do numero de spots (A), da média da intensidade de fluorescéncia do vermelho (B) e da
razdo da média da intensidade de fluorescéncia do vermelho sobre a média da intensidade de fluorescéncia
do verde, RGIF (C) por nimero de células da linhagem T98G. Foram usadas 3 concentracdes de laranja de
acridina: 0,25 pg/mL, 0,5 pg/mL e 0,75 pg/mL, incubadas por 30 minutos. As células foram tratadas com Krebs
por 3 horas. N=1 realizado em triplicata.
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Dentre os trabalhos descritos na literatura que utilizam corantes de vesiculas acidas para
detectar autofagia, o lysotracker parece ser mais utilizado que o laranja de acridina. Corantes
de compartimentos acidos, como, laranja de acridina e lysotracker, estdo entre os métodos mais
antigos para monitorar autofagia. Porém, esses corantes sdo Uteis para detectar vesiculas acidas,
desde que o tempo de incubacdo e concentracdo Ndo Sejam excessivos, para nao marcar
fortemente a célula e ndo ser perceptivel as diferencas no sinal de intensidade de fluorescéncia
(KLIONSKY et al., 2016).

A sonda fluorescente mais usada para identificacdo de autofagia é a GFP-LC3, que é a
juncdo de um marcador de autofagossoma (LC3) e de uma proteina fluorescente verde (GFP)
(CHEN et al., 2013), que é transfectada nas células. Para este trabalho, o uso de corantes para
compartimentos acidos ja possibilita a execucdo de testes iniciais da resposta tumoral frente a
quimioterapicos em uma plataforma HCS, possibilitando saber assim, quais combinagcdes e
situacdes valeriam a pena serem investigadas com marcadores mais especificos de autofagia,

mas que requerem métodos mais complexos como a transfeccdo de um gene reporter.

5.6 TESTE DAS SONDAS PARA DETECQAO DE MORTE CELULAR

Com intuito de estabelecer a melhor sonda a ser usada para identificar morte celular,
foram feitos ajustes no tempo de incubagdo e no valor da concentracdo das sondas anteriormente
usadas (BOBO-3 e caspase 3/7) e uma terceira sonda foi testada, o LIVE/DEAD Cell.

Na figura 18, a célula T98G encontra-se marcada com BOBO-3 na concentra¢do de 0,75
UM e com tempo de incubacdo de 30 minutos. Os valores iniciais de concentracdo e incubagédo
foram baseados em trabalhos do grupo de pesquisa do IDOR. BOBO-3 é uma sonda
fluorescente com alta afinidade por acidos nucléicos e supostamente impermeavel as
membranas celulares, usada para marcar células com perda de integridade de membrana
(necrose). Segundo o fabricante Molecular Probes, essa sonda, fluorescente e impermeavel a
membrana plasméatica de células vivas, possui alta afinidade por acidos nucleicos havendo
aumento de 100 a 1000 vezes na fluorescéncia apos sua ligagdo ao DNA (THERMO FISHER,
2018a).



49

Porém, houve marcacdo do citoplasma na grande maioria das células ndo tratadas. Nota-se que
apenas 0 nlcleo dessas células ndo foi marcado, sendo possivel visualizar 0 espaco dos nicleos
sem marcacdo, sugestivo de que as células estariam vivas. Ja algumas poucas células, tanto o
citoplasma quanto o ndcleo foram corados com BOBO-3 nessas condi¢des. Estas células
apresentam uma morfologia de nicleos condensados e arredondados condizente com uma

célula morta como mostra as setas brancas. (Figura 18).

Figura 18: Teste de sondas para deteccdo de morte celular (BOBO-3 — 75 uM). Fotomicrografias das células
T98G ndo tratadas (controle) marcadas com 0,75 uM BOBO-3 (Excitagdo/Emissdo: 570/602 nm). (A) Nucleos
identificados com Hoescht 33342 (0,5 uM). (B) Células marcadas apenas com BOBO-3. (C) Células com dupla
marcacdo. As setas brancas indicam as células mortas, onde o BOBO-3 marcou totalmente a célula, inclusive o
nucleo. As setas vermelhas mostram as células vivas, coradas apenas no citoplasma. As sondas foram incubadas
por 30 minutos. As fotos foramtiradas no Operetta com objetiva de 40x. N=1 experimento realizado em triplicata.

Um trabalho que avaliou morte celular de midcitos ventriculares de rato neonatal induzida
por queleritrina (inibidor da proteina quinase C), usou BOBO-3 por 10 minutos para marcacao
de células mortas, mensurando exclusivamente a fluorescéncia do nucleo e TMRM (marcador
de células vivas), mensurando a fluorescéncia perinuclear. Como descrito no artigo, na cultura
controle, sem tratamento, foram identificadas muitas células positivas para TMRM, e 0 nimero

de células permedveis, positivas para BOBO-3, na cultura tratada com queleritrina, foi
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aumentado (MIOULANE et al., 2012). Nao houve nenhum relato sobre a marcacdo de BOBO-
3 no citoplasma de células vivas. Porém, o tempo de incubacdo desta sonda foi muito curto.
Foi realizado mais um teste com uma concentracdo menor do BOBO-3. A concentragdo
usada foi de 0,5 pM e 0,1 pM, seguindo 0 mesmo tempo de incubagdo, 30 minutos. Como pode
ser visto na figura 19, o citoplasma das células vivas continuou sendo marcado, porém mais

fracamente, mesmo usando a concentracdo mais baixa de 0,1 pM.

Figura 19: Teste de sondas para deteccdo de morte celular (BOBO-3 — 0,1 uM). Fotomicrografias de células
T98G tratadas com 10 uM de etoposideo por 24 horas marcadas com 0,1 pM de BOBO-3 (Excitagcdo/Emissao:
570/602 nm). (A) Nucleos identificados com Hoescht 33342 (0,5 uM). (B) Marcagdo com BOBO-3. (C) Dupla
marcacdo. As setas brancas indicam as células mortas, totalmente marcadas. As setas vermelhas mostram células
vivas, marcadas com BOBO-3 apenas no citoplasma. As sondas foram incubadas por 30 minutos. As fotos foram
tiradas no Operetta com objetiva de 40x

O gréafico da figura 20 mostra que mesmo ocorrendo uma fraca marcacdo do citoplasma nas
celulas vivas, o programa de analise conseguiu distinguir a populacdo de células vivas e mortas
calculando a intensidade de fluorescéncia do BOBO-3 no nicleo, pois a intensidade nas células
mortas era muito mais alta. A concentracdo de 0,5 pM foi melhor para diferenciar as células
em sofrimento.
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Figura 20: Gréfico da intensidadede de BOBO-3 no nucleo por nimero de células da linhagem T98G.
Foram usadas as concentracGes de 0,1uM e 0,5uM de BOBO-3 por 30 minutos. Essas células foram tratadas
com etoposideo 10 uM por 24 horas e com tampdo de Krebs por 3 horas. N=1 experimento realizado em
triplicata.

Outro estudo descrito na literatura testou sondas fluorescentes usadas para avaliar
citotoxicidade celular, em microscopio e leitores de placas, usando as células J774 (mondcitos
de camundongo). Dentre as sondas testadas, BOBO-3 se mostrou permeéavel ao citoplasma,
mesmo sendo utilizado em uma concentracdo baixa, de 0,1 pM (CHIARAVIGLIO; KIRBY,
2014).

Os experimentos seguintes foram feitos utilizando outra sonda para identificar morte
celular, o CellEvent (caspase 3/7), que é composto por um peptideo (DEVD) conjugado com
um corante de ligacdo ao &cido nucléico e ndo é intrinsicamente fluorescente. Porém, esse
peptideo é alvo de atividade de proteases tipo caspase 3/7, fazendo com que o corante ligado
ao peptideo se ligue a0 DNA emitindo fluorescéncia (THERMO FISHER, 2018b). A presenca
de caspase 3/7 ativada caracteriza a via de sinalizacdo efetora da apoptose dependente de
caspase.

Para tentar corrigir a marcacdo fraca de células caspase positivas que ocorreu no
rastreamento da linhagem HCT116, foi aumentado o tempo de incubacdo do CellEvent de 20
para 40 minutos e manteve-se a mesma concentracéo, de 2 UM. Esses valores de concentracdo
e incubacdo da sonda foram baseadas no manual do fabricante (2-10 pM, por pelo menos 30
minutos). Mas como pode ser observado na figura 21, as células ndo tratadas com

quimioterapico (controle), estavam aparentemente marcadas.
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Figura 21: Teste de sondas para deteccdo de morte celular (CellEvent-caspase 3/7 2uM por 40 minutos).
Fotomicrografias de células T98G, ndo tratadas (controle) e tratadas, marcadas com 2uM para atividade de caspase
3/7 (Excitagdo/Emissdo: 503/530 nm) por 40 minutos. (A) Nucleos das células T98G nédo tratadas (controle)
corados com Hoescht 33342 (0,5 pM). (B) Marcacdo do mesmo grupo de células T98G (controle) para atividade
de caspase 3/7. (C) Nucleos das células T98Gtratadas com10 uM de etoposideo por 24 horas corados comHoescht
33342. (D) Marcacdo para atividade de caspase 3/7 do mesmo grupo de células T98G tratadas. As sondas foram
incubadas por 40 minutos. As fotos foram tiradas no Operetta com objetiva de 40x. N=1 experimento realizado
em triplicata.

Diante desse resultado outro teste foi realizado. O tempo de incubacdo da caspase 3/7 diminuiu,
passando para 30 minutos e usada novamente a concentracdo de 2 UM com acréscimo de mais
uma concentracdo de 1 UM (que ndo diminuiu a intensidade da marcacdo), como mostra a
figura 23. Com o tempo de incubacdo menor e usando a concentragdo de 2 UM, a caspase 3/7
ndo corou as células vivas, como pode ser visto na figura 22 (A, B). Porém, foi observado que
quando ocorria marcacdo das células tratadas com a caspase 3/7, esta acontecia em partes do
citoplasma da célula T98G, e ndo no nicleo (C, D). Esse resultado com a T98G foi diferente
do produzido pelo nosso grupo de pesquisa usando as linhagens de cancer de es6fago OE19 e
OEZ21, frente a quimioterapicos, em um rastreamento em larga escala, onde a marcagdo para

atividade de caspase em células apoptoéticas se dava no nicleo (SOLETTI et al., 2017).
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Figura 22: Teste de sondas para deteccdo de morte celular (CellEvent-caspase 3/7 2uM por 30 minutos).
Fotomicrografias de células T98G, ndo tratadas (controle) e tratadas, marcadas com?2 puM para atividade de caspase
3/7 (Excitagcdo/Emissdo: 503/530 nm) por 30 minutos. (A) Nucleos das células ndo tratadas (controle) corados com
Hoescht 33342 (0,5 uM). (B) Marcagdo para atividade de caspase 3/7 nas células néo tratadas (controle). (C) Dupla
marcacgdo das células tratadas com 10 uM de etoposideo por 24 horas coradas com Hoescht 33342 e paraatividade
de caspase 3/7. (D) Marcacdo para atividade de caspase 3/7 nas células tratadas. As setas brancas mostram a
marcacdo para atividade de caspase 3/7 no citoplasma das células. As sondas foramincubadas por 30 minutos As
fotos foram tiradas no Operetta com objetiva de 20x LD. N=1 experimento realizado em triplicata.
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Figura 23: Teste de sondas para deteccdo de morte celular (CellEvent-caspase 3/7 1uM por 30 minutos).
Fotomicrografias de células T98G, ndo tratadas (controle) e tratadas, marcadas com1 puM paraatividade de caspase
3/7 (Excitagcdo/Emissdo: 503/530 nm). (A) Nucleos das células nédo tratadas (controle) corados com Hoescht 33342
(0,5 uM). (B) Marcacdo para atividade de caspase 3/7 nas células ndo tratadas (controle). (C) Dupla marcagdo das
células tratadas com 10 UM de etoposideo por 24 horas coradas com Hoescht 33342 e para atividade de caspase
3/7. (D) Marcacdo para atividade de caspase 3/7 nas células tratadas. As setas brancas mostrama marcagéo para
atividade de caspase 3/7 no citoplasma das células. As sondas foram incubadas por 30 minutos As fotos foram
tiradas no Operetta com objetiva de 20x LD. N=1 experimento realizado em triplicata.

Tem sido descrito na literatura, que a sequéncia peptidica DEVD, presente no CellEvent,
esta sendo bastante usada por pesquisadores para produzir essas sondas ativaveis e assim gerar
imagens Oticas de células apoptdticas, que tem se mostrado bastante Util para rastreamento em
larga escala (SMITH; SMITH, 2013). Porém, para a linhagem T98G houve pouca marcacdo
para atividade de caspase 3/7 frente ao etoposideo (pareceu ndo induzir morte celular por
caspase dependente), e esta marcacdo ocorreu em maior parte no citoplasma, e ndo no nucleo
como esperado.

Seguindo o0s experimentos, mais um tipo de sonda foi testada para identificar morte
celular: o LIVE/DEAD Cell. Esse kit é composto pelo Homodimero de Etideo (marcador de
células mortas) e Calceina (cora células vivas). Em células vivas, onde se tem a atividade das
esterases intracelulares, a calceina AM, ndo fluorescente, ao entrar na célula é convertida em

uma fluorescéncia verde por essas esterases. Ja 0 homodimero de etideo, entra nas células em
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que héd perda da integridade da membrana plasmatica, ou seja, em células mortas, produzindo
uma fluorescéncia vermelha (THERMO FISHER, 2018d). Foi usado 2 pM de Homodimero de
Etideo e 0,5 pM de Calceina. As sondas foram incubadas por 30 minutos. A figura 24 mostra
perfeitamente a distingdo de populagdes de células T98G vivas (verdes) e mortas (amarelas). O
grafico da figura 25 representa a quantificacdo do ndmero de células vivas (A) e o nimero de

células mortas (B) no grupo controle e no grupo tratado com 10 uM de etoposideo.

Figura 24: Teste de sondas para deteccdo de morte celular (Kit LIVE/DEAD Cell). Fotomicrografias das
células T98G tratadas com 10 uM de etoposideo por 24 horas marcadas com o kit LIVE/DEAD Cell. (A)
Identificacdo dos nucleos corados com Hoescht 33342 (0,5 pM). (B) Marcacdo com 0,5 pM calceina-AM
(Excitac@o/Emissdo: 494/517 nm), corando as células vivas em verde. (C) Marcagdo com 2 uM homodimero de
etideo (Excitagdo/Emissdo: 528/517 nm), corando as células mortas em amarelo. (D) Dupla marcacdo: calceina-
AM e homodimero de etideo. As sondas foram incubadas por 30 minutos. As fotos foramtiradas no Operetta com
objetiva de 40x.
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Figura 25: Gréfico do ndmero de células vivas (A) e de porcentagem de células mortas (B) da linhagem
T98G tratada com 10 UM de etoposideo por 24 horas. A sonda usada para deteccdo de células vivas e mortas
foio LIVE/DEAD Cell. As células vivas foram definidas como as coradas em verde a partir de baixa intensidade
de fluorescéncia e as células mortas as coradas de amarelo com alta intensidade de fluorescéncia. Ndo ha
sobreposicdo de marcagdo entre células verdes (vivas) e amarelas (mortas). N=1 experimento realizado em
triplicata.

O LIVE/DEAD Cell ¢é bastante usado para monitorar o efeito de drogas em rastreamento
em larga escala, inclusive para estudos com esferdides (MITTLER et al., 2017). Em um trabalho
publicado recentemente, esse mesmo kit se mostrou eficaz para identificacdo de células vivas
em organoides (modelos 3D de microtecidos de xenoenxerto derivados de pacientes com
carcinoma de ndo pequenas ceélulas de pulmdo) sensibilizados com quimioterapicos, utilizando
a plataforma HCS (AHONEN et al., 2017).

Dentre as sondas testadas, o LIVE/DEAD Cell, foi a melhor, ja que diferentemente do
CellEvent, conseguiu identificar as células mortas da linhagem T98G no grupo tratado com
etoposideo. A analise das imagens tornou-se mais facil e préatica devido ao fato das populacdes
de celulas vivas e mortas serem bem definidas. Porém, as células sensibilizadas na presenca
dos quimioterapicos, ou seja, as células mortas, tendem a se desprenderem da placa. Assim, ter

um marcador de células vivas, foi essencial, para avaliar os efeitos dos quimioterapicos.

5.7 TESTE DE LEITURA DA PLACA EM CELULAS VIVAS OU FIXADAS

Até 0 momento, todas as leituras na plataforma de andlise tinham sido feitas com as
celulas vivas. Dessa forma, foi realizado um teste de leitura com as células fixadas. As células
T98G, apds o tempo de tratamento com o quimioterapico, foram incubadas com 0,75 pM de
BOBO-3, e em seguida, foram lavadas com Tyrode, fixadas com formaldeido a 4% em PBS
por 15 minutos e colocadas em glicerol para leitura. Na figura 26, nota-se, que as células

controle (ndo tratadas) foram marcadas com BOBO-3 tanto no nlcleo guanto no citoplasma,
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ndo sendo possivel distinguir células saudaveis de células em sofrimento, diferentemente da

leitura feita com as células vivas.

Figura 26: Teste de leitura da placa em células vivas ou fixadas. Fotomicrografias das células T98G né&o
tratadas (controle), vivas e fixadas, marcadas com 0,75 uM de BOBO-3. (A; D) Identificagdo dos nudcleos com
Hoescht 33342 (1 puM), em (A) as células estdo vivas e em (D) fixadas. (B; E) Marcagdo com BOBO-3, em (B) o
o citoplasma das células vivas esta corado, em (E) o nlcleo e o citoplasma da célula fixada estd marcado. (C; F)
Dupla marcacdo com Hoescht 33342 e BOBO-3 em células vivas (C) e em células fixadas (F). As sondas foram
incubadas por 30 minutos. As fotos foram tiradas no Operetta com objetiva de 40x. N=1 experimento realizado
em triplicata.

Porém, em um estudo com cardiomidcitos, estes foram incubados com BOBO-3 por 10
minutos e depois fixados com formaldeido a 4%, e somente as células mortas foram coradas
(MIOULANE et al., 2012b). Talvez, no caso da linhagem T98G, um tempo de incubagdo menor
com BOBO-3 antes da fixacdo poderia ser testado. Assim, apesar de perder parte das células
mortas que se soltam nas lavagens, a principio as células vivas continuam aderidas e a
incubacdo com o kit LIVE/DEAD Cell nos fornecer uma leitura confiavel do nimero de células

vivas em cada condicdo, optou-se por realizar a leitura da placa em células vivas.

5.8 PIPELINE DE ANALISE PARA DETEC(;AO DE MORTE CELULAR
Foi realizado o seguinte pipeline de analise para avaliacdo de morte celular da célula
T98G no programa de andlise Columbus:
Passo 1: Encontrar os nucleos
A figura 27 (B) mostra a analise dos nicleos das células T98G identificados com Hoescht

33342 delimitados por linhas coloridas pelo algoritmo de analise Find Nuclei.
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Figura 27: Andlise dos nicleos das células T98G pelo software Columbus. (A) Passo 1 do programa de analise
a ser executado: sele¢do do algoritmo Find Nuclei no canal do Hoescht 33342. O método escolhido que melhor
delimitou os nucleos foi o B. (B) Fotomicrogragia da analise dos nucleos identificados com Hoescht 33342 e
encontrados pelo algoritmo de analise Find Nuclei. Foto tirada no Operetta com objetiva de 20x LD.

Dentre os métodos disponiveis, 0 B foi o que melhor delimitou os nucleos, separando-os
corretamente. Porém, este método pode ser varidvel a cada experimento. Assim, é necessario
testar cada metodo disponivel no momento da andlise para saber qual é o melhor para

identificacdo dos nlcleos.

Passo 2: Remover a populagédo de nucleos da borda
1. Na figura 28 (B), nota-se que o comando Select Population, exclui os nlcleos das
bordas (em vermelho). Cada vez que é usada a opgdo Select Population, é necessario nomear a

nova populagdo criada. Neste caso o nome dado foi “Nucleo sem borda”.
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borda. (A) Passo 2 do programa de analise a ser executado: selecdo do algoritmo Select Population na populagéo
de nlcleos com remocdo dos objetos da borda gerando uma nova populagdo (nicleo sem borda). (B)
Fotomicrogragia da andlise dos nucleos identificados com Hoescht 33342 e selecionados pelo algoritmo Select
Population. Os nucleos em verde foram selecionados e 0s nicleos emvermelho (das bordas) excluidos. Foto tirada

no Operetta com objetiva de 20x LD.

Passo 3: Calcular Propriedades Morfoldgicas do nlcleo
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Figura 29: Passo 3 do programa de analise a ser executado: selecdo do algoritmo Calculate Morphology
Properties. Este comando ¢ aplicado na populagdo ndcleo semborda na regido do ndcleo. Os métodos escolhidos

para selecdo do nucleo foram area e circu

Geralmente escolhe-se a area e a circularidade como parametros para a selecdo de nucleos.

laridade.
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Passo 4: Selecionar a populagdo de nlcleos por area e circularidade definidos anteriormente

Esses parametros foram fixados para linhagem T98G e tem a finalidade de excluir debris e
bolhas ocasionalmente formadas, e assim selecionar somente os nicleos. A figura 30 (B)
mostra a populacdo de nucleos da linhagem T98G selecionada (em verde) pelo algoritmo Select
Population de acordo com os parametros de area e circularidade definidos para esta linhagem.

Neste campo, foi excluido um dnico ndcleo (em vermelho).
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Figura 30: Anélise dos nucleos das células T98G pelo software Columbus para exclusdo dos nudcleos
conforme area e circularidade. (A) Passo 4 do programa de analise a ser executado: sele¢do do algoritmo Select
Population através dos tamanhos de érea e circularidade do nicleo. Os filtros escolhidos para sele¢do do nicleo
foram area > 40 um? e < 1.500 pn? e circularidade > 0.3 um?. A aplicagdo deste comando gera uma nova
populacdo: nlcleos selecionados. (B) Fotomicrogragia da anéalise dos nucleos identificados com Hoescht 33342 e
selecionados pelo algoritmo Select Population. Os ndcleos em verde foram selecionados e o Unico nlcleo em
vermelho foi excluido. Foto tirada no Operetta com objetiva de 20x LD.

Passo 5: Calcular Propriedades de Intensidade do Homodimero de Etideo no nlcleo
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Figura 31: Passo 5 do programa de analise a ser executado: sele¢do do algoritmo Calculate Intensity
Properties para o0 homodimero de etideo. Este comando é aplicado no canal do homodimero de etideo, populagao
de nicleos selecionados na regido do ndcleo.

O parametro de intensidade do homodimero de etideo é variavel ainda que seja na mesma

linhagem. Normalmente variam entre 60 e 180 nm.

Passo 6: Encontrar o Citoplasma

Na figura 32 (B), nota-se que o algoritmo Find Cytoplasm foi usado para identificar o
citoplasma das células T98G através da marcacdo da calceina AM (filtro Alexa 488).

Dentre 0s métodos disponiveis, 0 C foi o que melhor delimitou o citoplasma. Porém, é

necessario testar cada um dos métodos para saber qual o melhor a ser utilizado.
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Figura 32: Analise do citoplasma das células T98G pelo software Columbus. (A) Passo 6 do programa de
analise a ser executado: selecdo do algoritmo Find Cytoplasm no canal do Alexa 488 (calceina) na populagdo de
nucleos selecionados. O método escolhido que melhor delimitou o citolplasma foi o C. (B) Fotomicrogragia da
analise do citoplasma identificado com calceina AM e encontrados pelo algoritmo de analise Find Cytoplasm.
Foto tirada no Operetta comobjetiva de 20x LD.
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Passo 7: Calcular Propriedades Morfoldgicas da célula
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Figura 33: Passo 7 do programa de analise a ser executado: sele¢do do algoritmo Calculate Morphology
Properties. Este comando é aplicado na populacdo de nucleos selecionados na regido da célula. Os métodos
escolhidos para selecdo da célula foram area e circularidade.

Geralmente os parametros selecionados para morfologia da célula também sdo area e
circularidade. Estas propriedades sdo (teis para novamente poder delimitar o que de fato sdo
células e 0 que sdo artefatos de imageamento, que serdo excluidos se estiverem muito fora dos
padrbes de area e circularidade obtidos.

Passo 8: Calcular Propriedades de Intensidade da Calceina (Alexa 488) na célula
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Figura 34: Passo 8 do programa de analise a ser executado: selecdo do algoritmo Calculate Intensity
Properties para a calceina. Este comando é aplicado no canal do Alexa 488 na populagdo de ndcleos selecionados
na regido da célula.

Passo 9: Selecionar a populacdo de células vivas

Células T98G foram definidas como tendo area celular > 40pm? e < 2200 un?. Ja a intensidade
da calceina é variavel, variando de 500 a 800 nm. A figura 35 (B) mostra a populacdo de células
vivas selecionadas (em verde) e as excluidas em vermelho (mortas), pelo algoritmo Select
Population, de acordo com os parametros de area da célula, intensidade da calceina e

intensidade do homodimero de etideo definidos para encontrar a populacdo de células vivas.
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Figura 35: Andlise da populacéo de células T98G vivas pelo software Columbus. (A) Passo 9 do programa de
analise a ser executado: selecdo do algoritmo Select Population na populagdo de nicleos selecionados. Os filtros
escolhidos para a selegdo de células vivas foram area da célula > 40 um? e < 2.200 un?, intensidade média da
calceina > 500 nm e intensidade média do homodimero de etideo < 60 nm. (B) Fotomicrogragia da analise de
células vivas. As células slecionadas emverde foram identificadas pela calceina, representando as células vivas, e
as células com mascaras em vermelho sdo células mortas identificadas pelo homodimero de etideo e foram
excluidas. Foto tirada no Operetta comobjetiva de 20x LD.

Passo 10: Selecionar a populacdo de células mortas

Na figura 36 (B), nota-se que a populacdo selecionada agora foi a de células mortas (em verde),

e que a populacdo de ceélulas vivas foi excluida (em vermelho) pelo algoritmo Select Population.
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Figura 36: Andlise da populacdo de células T98G mortas pelo software Columbus. (A) Passo 10 do programa

de andlise aserexecutado: sele¢do do algoritmo Select Population na populacdo de nicleos selecionados. Os filtros
escolhidos para a selecdo de células vivas foram area da célula > 40 pn? e < 2.200 pn?, e intensidade média do
homodimero de etideo > 60 nm. (B) Fotomicrogragia da anélise de células mortas. As células em vermelho foram
identificadas pela calceina, representando as células vivas, e foram excluidas. As células selecionadas em verde
sdo células mortas identificadas pelo homodimero de etideo. Foto tirada no Operetta com objetiva de 20x LD.

5.9 PIPELINE DE ANALISE PARA DETECCAO DE AUTOFAGIA

Foi realizado o seguinte pipeline de analise para avaliacdo de autofagia na célula T98G
no programa de andlise Columbus:
Passo 1: Encontrar os nicleos
A figura 37 (B) mostra a analise dos nicleos das células T98G identificados com Hoescht

33342 delimitados por linhas coloridas pelo algoritmo de analise Find Nuclei.
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Figura 37: Andlise dos nucleos das células T98G pelo software Columbus. (A) Passo 1 do programa de anéalise
a ser executado: sele¢do do algoritmo Find Nuclei no canal do Hoescht 33342. O método escolhido que melhor
delimitou os nucleos foi o B. (B) Fotomicrogragia da analise dos nucleos identificados com HOESCHT 33342 e
encontrados pelo algoritmo de andlise Find Nuclei. Foto tirada no Operetta com objetiva de 40x

Passo 2: Remover a populacdo de nucleos da borda

Na figura 38 (B), nota-se que o algoritmo Select Population, exclui os nicleos das bordas (em
vermelho).
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Figura 38: Andlise dos nicleos das células T98G pelo software Columbus para exclusdo dos nudcleos da
borda. (A) Passo 2 do programa de analise a ser executado: selecdo do algoritmo Select Population na populagéo
de nlcleos com remocdo dos objetos da borda gerando uma nova populagdo (nGcleo sem borda). (B)
Fotomicrogragia da anéalise dos nucleos identificados com Hoescht 33342 e selecionados pelo algoritmo Select
Population. Os nucleos em verde foram selecionados e 0s nlcleos em vermelho (das bordas) excluidos. Foto tirada
no Operetta com objetiva de 40x
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Passo 3: Calcular Propriedades Morfologicas do nicleo

Os parametros selecionados foram area e circularidade.
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Figura 39: Passo 3 do programa de analise a ser executado: selecdo do algoritmo Calculate Morphology
Properties. Este comando é aplicado na populagdo ndcleo sem borda na regido do nucleo. Os métodos escolhidos
para sele¢do do nicleo foram &rea e circularidade.

Passo 4: Selecionar a populacdo de nlcleos por area e circularidade definidos anteriormente

A figura 40 (B) mostra a populacdo de nlcleos da linhagem T98G selecionada (em verde) pelo
algoritmo Select Population de acordo com os parametros de &rea e circularidade definidos para

esta linhagem. Neste campo, os nicleos em vermelho foram excluidos por ndo atenderem a tais

requisitos.
Select Population (3}  d4F = E»
Population Muclei sem bo v Filter F3
Mucl v |/ ¥v| 0.3
‘Methud Filter by Prop v | a | } g
Filter F2 e
Filter F1 Mucleus Area [umz]|ich the filtering er
-~ v| 40 -NUd vijls ¥| 1500 Nucleus Roundness
7 Nucleus Area [pm2] ch the filtering cri'olgl ut
[ iG] < the filtering cr put Nuclei Selected
Mucleus Roundness 0 | Mucleus Roundness | r’opulatuon

Figura 40: Anélise dos nucleos das células T98G pelo software Columbus para exclusdo dos nucleos
conforme area e circularidade. (A) Passo 4 do programa de analise a ser executado: sele¢do do algoritmo Select
Population através dos tamanhos de area e circularidade do nucleo. Os filtros escolhidos para sele¢do do nucleo
foram area > 40 um? e < 1.500 um? e circularidade > 0.3 pn?. A aplicacdo deste comando gera uma nova
populagdo: nlcleos selecionados. (B) Fotomicrogragia da anélise dos nucleos identificados com Hoescht 33342 e
selecionados pelo algoritmo Select Population. Os nlcleos emverde foramselecionados e os nucleos emvermelho
foram excluido. Foto tirada no Operetta com objetiva de 40x
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Passo 5: Encontrar o Citoplasma

Na figura 41, o algoritmo Find Cytoplasm foi usado para identificar o citoplasma das células
T98G marcadas com laranja de acridina através da fluorescéncia verde (uma vez que esta marca
0 nicleo e o citoplasma das células) usando o filtro Alexa 488 (representado pelo canal do

lysotracker green).

Find Cytoplasm b=
Channel Lysotracker G v
Muclei Muclei Selecte ¥
Method B v - ‘

Figura 41: Analise do citoplasma das células T98G pelo software Columbus. (A) Passo 5 do programa de
andlise a ser executado: sele¢do do algoritmo Find Cytoplasm no canal do Alexa 488 (lysotracker green) na
populagdo de nucleos selecionados. O método escolhido que melhor delimitou o citolplasma foi o B. (B)
Fotomicrogragia da analise do citoplasma identificado com laranja de acridina através da fluorescéncia verde e
encontrados pelo algoritmo de andlise Find Cytoplasm. Foto tirada no Operetta com objetiva de 40x

Dentre os métodos disponiveis, o B foi 0 que melhor delimitou o citoplasma. Lembrando que a

escolha do método é variavel.

Passo 6: Calcular Propriedades Morfolégicas do citoplasma

properties (3) 0¥ = &
Population Muclei Selecta v
Region Cytoplasm v
Method Standard v . ‘
Area L4 ui
Roundness v ‘
Width ui
Length p:
Ratio Width to ‘
Length

Figura 42: Passo 6 do programa de analise a ser executado: sele¢do do algoritmo Calculate Morphology
Properties. Este comando é aplicado na populacdo de nucleos selecionados na regido do citoplasma. Os métodos
escolhidos para sele¢do do ndcleo foramarea e circularidade.
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Passo 7: Calcular Propriedades de Intensidade do Alexa 488 (lysotracker green) no citoplasma.

Calculate Intensity
Properties i E.}
Channel Lysotracker G v
Population Muclei Selecte v
Region Cytoplasm v
Method Standard T W
Output .
Properties Intensity Cytopla:

Figura 43: Passo 7 do programa de analise a ser executado: sele¢do do algoritmo Calculate Intensity
Properties no canal de fluorescéncia verde do laranja de acridina. Este comando é aplicado no canal do Alexa

488 na populagdo de ndcleos selecionados na regido do citoplasma.

Passo 8: Calcular Propriedades de Intensidade do Laranja de Acridina no citoplasma.

Calculate Intensity
Properties (3] i E'}
Channel Acridin Orang: ¥
Fopulation Muclei Selecte ¥
Region Cytoplasm v
Method Standard T -
Output .
Properties Intensity Cytopla:

Figura 44: Passo 8 do programa de analise a ser executado: sele¢do do algoritmo Calculate Intensity
Properties no canal de fluorescéncia vermelha do laranja de acridina. Este comando é aplicado no canal do

laranja de acridina na populagdo de nucleos selecionados na regido do citoplasma.

Este passo é pulado quando se usa o Lysotracker Green como marcador de vesiculas acidas,

uma vez que sé existe fluorescéncia em verde.

Passo 9: Encontrar Spots
A figura 45 (B) mostra os spots (vesiculas acidas) identificados pela fluorescéncia vermelha

(canal do laranja de acridina) e encontrados pelo algoritmo de analise Find Spots.

No caso do Lysotracker Green, o canal utilizado para encontrar os spots é o Alexa 488,
ja que so existe a fluorescéncia verde.

Dentre os métodos disponiveis o B foi o que melhor delimitou os spots (circulados em
vermelho dentro do citoplasma). A escolha deste método também é variavel.

Esse experimento de autofagia foi realizado utilizando uma objetiva de 40x pois neste

aumento fica mais nitida a visualizacdo dos spots e sua quantificacdo pelo programa de anélise.



69

Find Spots g = @

Channel Acridin Orang: ¥

Population Muclei Selecte ¥

Region Cytoplasm v
Method B ¥ v

Output

Population Spots

Figura45: Analise dos spots das células T98G pelo software Columbus. (A) Passo 9 do programa de anélise a

ser executado: selecdo do algoritmo Find Spots no canal do laranja de acridina na populacdo de nucleos
selecionados na regido do citoplasma. O método escolhido que melhor delimitou os spots foi o B. (B)
Fotomicrogragia da andlise dos spots identificados com laranja de acridina através da fluorescéncia vermelha e
encontrados pelo algoritmo de andlise Find Spots. Foto tirada no Operetta comobjetiva de 40x.

Com a definicdo dos parametros a serem utilizados para aquisicdo e andlise de imagens
foi estabelecido um protocolo base a fim de avaliar morte celular e autofagia em células de
glioblastomas tratadas com quimioterapicos e inibidores de CDKs usando uma plataforma de
analise multiparamétrica em larga escala. Este protocolo encontra-se no Anexo | e foi validado
através da sua aplicagdo em um rastreamento na linhagem T98G para detec¢cdo de morte celular,
como pode ser observado nos experimentos a seguir. Além disso, como observado no Anexo

11, foi gerada uma planilha estimada dos gastos produzidos para esse rastreamento.

5.10 TESTE DE VIABILIDADE NAS LINHAGENS DE GLIOBLASTOMA COM SEUS
RESPECTIVOS TRATAMENTOS DE QUIMIOTERAPICOS DE PRIMEIRA LINHA E
COM INIBIDORES DE CDKs

Em paralelo, foi realizada curvas dose respostas com os quimioterapicos de primeira linha
nas celulas tumorais T98G E U87MG, através do teste de avaliagio de viabilidade e
proliferagcdo celular (MTT). O objetivo desses testes iniciais foi identificar uma dose de baixa

toxicidade dos quimioterdpicos para combinar com os diferentes inibidores de CDKSs na
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plataforma multiparamétrica e assim colocar em pratica os testes de padronizagdo para
avaliacdo de morte celular realizados nesse trabalho.
Foram plaqueadas 20.000 células por poco da T98G (150 L) e 10.000 células por poco

da U87TMG (150 pL). 24 horas apds o plagueamento, essas células foram incubadas por 48
horas com irinotecano ou 72 horas com temozolomida nas seguintes concentragdes:

e Temozolomida (TMZ): 1200uM, 800uM, 400uM e 100uM.

e Irinotecano: 0,05pM, 2uM, 10uM, 50uM, 200uM, 800uM.
O gréfico da figura 46 mostra a viabilidade celular das linhagens T98G e U87MG tratadas com
irinotecano por 48 horas. A T98G mostrou mais resisténcia ao quimioterapico, necessitando de
um EC2o cerca de 4 vezes maior quando comparado a U87MG.

120 1
-®- U87TMG

100 4 =+ T98G

80 A

60

Viabilidade (%)

40 A

20 T T l — T 1
0,01 0,1 1 10 100 1000 10800

Log concentracdo (M)

Figura 46: Teste de viabilidade celular - Curva dose-resposta de viabilidade na linhagem T98G e U87MG
realizada segundo o método de MTT tratadas com irinotecano. Foram 48 horas de tratamento com o
quimioterapico e doses indicadas. ECz0: 36,6 UM (T98G) e 9,5 uM (U87MG) — concentracdo do quimioterapico
emaque se tem 80% de viabilidade calculado por uma curva de regressao ndo-linear tipo dose- resposta de inibigdo
normalizada/curva variavel no software Graph PadPrism 6.0. N=3 experimentos independentes, cada experimento
realizado em triplicata.

Na figura 47, o gréfico mostra a viabilidade celular das linhagens de glioblastoma tratadas com
temozolamida por 72 horas. A U87MG ofereceu mais resisténcia ao quimioterapico precisando
de um EC2o além das doses utilizadas.
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viabilidade celular - Curva dose-resposta de viabilidade na linhagem T98G (A) e
UB7MG (B) realizada segundo 0 método de MTT tratadas com temozolamida. Foram 72 horas de tratamento
com o quimioterpico e doses indicadas. EC2o: 346,7 pM (T98G) e 527 pM (U87MG) — concentragdo do
quimioterapico em que se tem 80% de viabilidade calculado por uma curva de regressdo nédo-linear tipo dose-
resposta de inibicdo normalizada/curva varidvel no software Graph PadPrism 6.0. A toxicidade do DMSO também
foi avaliada, uma vez que a temozolamida é dissolvida nele. As doses de DMSO usadas foram: 1,2, 0,8, 0,4 ¢
0,1%. N=3 experimentos independentes, cada experimento realizado em triplicata.

Tratamento com Palbociclibe e Abemaciclibe, inibidores de CDKs (CDK 4/6), foi
realizado nas linhagens de glioblastoma U87MG e T98G, como mostra o grafico da figura 48.
Foram usadas as seguintes concentracGes: 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1000 nM e 10.000 nM. O

tratamento foi de 5 dias. A U87MG necessitou de doses bem menores desses inibidores para

inibir sua proliferacdo quando comparada a T98G.
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Figura 48: Teste de viabilidade celular - Curvas dose-resposta de viabilidade realizada na linhagem T98G
(A) e UB7TMG (B) segundo o método de MTT tratadas com palbociclibe e abemaciclibe nas doses indicadas
por 5 dias. ECoo Abemaciclibe: 90,6 nM (T98G) e 3,4 nM (U87MG); EC2o Plabociclibe: 28,4 nM (T98G) e 6,8
nM (U87MG) — concentracdo do quimioterapico em que se tem 80% de viabilidade calculado por uma curva de
regressao ndo-linear tipo dose- resposta de inibicdo normalizada/curva variavel no software Graph PadPrism 6.0.
N=3 experimentos independentes, cada experimento realizado em triplicata.
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A tabela 3 representa 0 resumo do ensaio de viabilidade celular (MTT), em que foi
calculado o EC20 dos quimioterdpicos e dos inibidores de CDKs correspondentes ao tratamento

das linhagens de glioblastoma.

Tabela 3: Estimativa do EC»o das linhagens de glioblastoma com seus respectivos quimioterdpicos e
inibidores de CDKs.

LINHAGENS DE CELULAS — Estimativa
DROGAS EC20 (quiminteripicos e inibidoras da CDEs)
T98G US7TMG
48h: 48h:
Irinotecano
36,6 uM 95 uM
72h: T2h:
Temozolamida
3467 pM 527 pM
5 dias: 5 dias:
Abemaciclibe
96.6 nh 3.4 oM
5 dias: 5 dias:
Palbociclibe
284 nM 6.8 nh

ECyo calculado através de uma curva de regressdo ndo-linear tipo dose-resposta de inibicdo normalizada/curva
variavel no software GraphPadPrism 6.0.



74

5.11 EXPRESSAO DE RB NAS LINHAGENS DE GLIOBLASTOMA

Em paralelo também aos testes de padronizacdo, para certificar quais doses dos inibidores
de CDKs, Palbocliclibe e Abemaciclibe, seriam eficazes para inibir a fosforilagdo da proteina
RB, foi feito western blotting nas linhagens T98G e U87MG. A figura 49 mostra que a
fosforilacdo de RB (pRB) foi inibida completamente usando a dose mais alta de 1000 nM de
Palbociclibe na linhagem U87MG por 72 horas, porém, na T98G ainda foi vista expressdo de
RB nessa dose (A). No tratamento de 5 dias com os inibidores usando as doses de 500 e 1000

nM ndo houve expressdo de RB fosforilado nas duas linhagens (B).

A

Palbociclibe 72h Abemaciclibe 72h
Ctrl 250 500 1000 250 500 1000 (a\D)
-— . — PR3 110kD2
usz7
——————— -
Palbociclibe 72h Abemacichbe 72h
Cerl 30 00 1e0 Cal 250 500 1000 (aMD)
S J— - - pRB 110kD
 —
T98G . o
- — —— - et2- 2ctin 43kDa2
~ A S — -
B Abemaciclibe 5 dias Palbociclibe 5 dias
Cual 500 1000 500 1000 (M)
oRB 110KDa
us8z?
- GAPDH 327KD:
B S ’
Abemaciclibe 5 dias  Palbociclibe 5 dias
Ctrl 500 1000 500 1000 (M)
]
" oRB 110 KDa
T98G

_ e e GAPDH 37KDa

Figura 49: Expressdo da proteina pRB apds tratamento com inibidores de CDKs nas linhagens U87MG e
T98G. As células foram tratadas com Abemaciclibe e Palbociclibe nas concentracdes de 250, 500 e 1000 nM por
72 horas e 500 e 1000 nM por 5 dias. GAPDH e beta-actina foram usados como controle de carregamento. N=1

experimento.
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5.12 RASTREAMENTO DA LINHAGEM T98G PARA DETECC;AO DE MORTE
CELULAR

A padronizacdo feita para avaliacdo de morte celular através do Operetta (plataforma de
analise multiparamétrica em larga escala) foi aplicada através de um rastreamento na linhagem
de glioblastoma T98G frente a quimioterapicos e inibidores de CDKs. A linhagem tumoral
T98G foi tratada com Temozolamida 400 pM (quimioterapico de primeira linha em
glioblastomas) e Palbociclibe 1000 nM (inibidor de CDK 4/6) por 72 horas. Como a TMZ é
dissolvida em DMSO, essas células foram tratadas com DMSO a 0,4%, correspondente a
concentragdo de 400 pM de TMZ, por 72 horas, para avaliar a citotoxicidade do wveiculo.
Conforme observado, este composto ndo se mostrou citotoxico nestas condicbes. A TMZ
diminumu 63,81 £ 6,59% o nimero de células vivas comparado ao controle (p<0,0001). O
Palbociclibe fez uma redugdo de 60,09 + 5,0% comparado ao controle (p<0,0001). Porém, ndo
foi significativa a diminuicdo do nimero de células vivas quando foi combinado TMZ com
Palbociclibe, comparado ao uso da primeira individualmente, j& que a TMZ sozinha foi muito
toxica. Esses resultados podem ser observados no grafico (A) da figura 50. A avaliacdo do
efeito de TMZ e Palbociclibe através de um gréfico de ndmero de células mortas ndo foi

possivel, como mostra o grafico (B) da figura 50.
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Figura 50: Gréfico de porcentagem de células vivas (A) e do numero de células mortas (B) da linhagem
T98G. Essas células foram tratadas com DMSO 0,4%, TMZ 400 uM, Palbociclibe 1000 nM e combinacdo de
TMZ mais Palbociclibe, por 72 horas. (A) O percentual de células vivas, marcadas com calceina, calculado em
relacdo ao controle. (B) Células mortas, marcadas com homodimero de etideo, detectadas a partir de alta
intensidade de fluorescéncia. Os resultados mostram a média + erro padrdo (SEM) de N=3 experimentos
independentes, cada experimento realizado em triplicatas. **** p<0,0001 em relagdo ao controle (OneWay Anova
seguido de Tukey).
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Ha uma grande sensibilidade das células a essas drogas, o que faz com que elas, em sofrimento,
se soltem da placa. Dessa forma, torna-se dificil a deteccdo da célula morta que foi marcada
com homodimero de etideo nos po¢os onde o tratamento foi mais intenso. Logo, a maneira mais
confiavel para se avaliar morte celular é através do ndmero de células vivas marcadas com
calceina.

A dose 400 UM de TMZ foi escolhida pois no ensaio de MTT representava 0 EC2o, porém,
apos esse experimento, foi observado que a toxicidade medida por MTT ndo se compara com
a vista utilizando o kit LIVE/DEAD Cell. Assim, visto que, a TMZ 400 pM, foi muito toxica, e
0 objetivo era ter uma diminuicdo em aproximadamente 20% no ndmero de celulas vivas
usando quimioterdpicos, e a combina¢cdo com inibidores de CDKs aumentar ainda mais a
toxicidade, foi realizado outro experimento.

As doses de 100 uM de TMZ e 500 nM de Palbociclibe foram avaliadas além de mais um
inibidor de CDK 4/6, o Abemaciclibe, nas concentracbes de 500 e 1000 nM. As células T98G
foram tratadas por 72 horas. O gréfico da figura 51 mostra que a TMZ 100 pM ndo gerou
nenhum efeito significativo na diminuicdo do ndmero de células vivas quando comparado ao
controle. Porém, quando combinada com Palbociclibbe 500 nM ou 1000 nM houve uma
diminuicdo significativa de 45,80 = 2,9% e 61,90 + 3,5% de células vivas comparada a TMZ
100 pM sozinha (p<0,01e p<0,001, respectivamente). A concentragdo de 500 ou 1000 nM de
Palbociclibe combinada com TMZ 100 M ndo mostra diferenca significativa quando se
compara um ao outro. O uso de Palboclibe sozinho tanto na concentragdo de 500 nM quanto na
de 1000 nM teve uma diminuicdo significativa 49,17 + 2,9% e 52,3 + 5,8% de células vivas

respectivamente, comparada a TMZ 100 pM (p<0,01).
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Figura 51: Grafico de porcentagem de células vivas da linhagem T98G. As células foram tratadas com
DMSO (0,1e 0,4%), TMZ (100 e 400 puM), Palbociclib (500 e 1000 nM) e combinagdo de TMZ 100 pM mais
Palbociclib 500 ou 1000 nM, por 72 horas. Os resultados mostram a média + erro padrdo (SEM) de N=3
experimentos independentes, cada experimento realizado em triplicatas. **** p<0,0001, ***p<0,001 e **p<0,01
em relacdo ao controle e 2p<0,01, 2p<0,001 em relagdo as células tratadas com TMZ 100 uM (OneWay Anova
seguido de Tukey). O percentual de células vivas foi calculado em relagcdo ao controle. Células vivas marcadas
com calceina, foram detectadas a partir de baixa intensidade de fluorescéncia no verde.

Na figura 52, o gréfico mostra que a TMZ 100 pM combinada com Abemaciclibe 500 nM
diminuiu significativamente em 47,76 + 8,14% o percentual de células vivas comparada com o
controle (p<0,1). TMZ combinada com Abemaciclibe 1000 nM ocorreu também uma
diminuicdo significativa do ndmero de células vivas comparada com o controle, 66,54 + 5,2%
(p<0,01). O Abemaciclibe 1000 nM sozinho reduziu de forma significativa o percentual de
células vivas, 51,62 + 6,7% comparado com o controle (p<0,1). A TMZ 100 pM combinada
com Abemaciclibe 1000 nM reduziu significativamente o percentual de células vivas, 57,51 +
5,2% comparado com o0 uso de TMZ 100 pM sozinha (p<0,01).
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Figura 52: Gréfico de porcentagem de células vivas da linhagem T98G. As células foram tratadas com TMZ
(100 e 400 pMm), Abemaciclibe (500 e 1000 nM), combinacdo de TMZ (100 e 400 uM) mais Palbociclibe 500 ou
1000 nM, por 72 horas. Os resultados mostrama média + erro padrdo (SEM) de N=3 experimentos independentes,
cada experimento realizado em triplicatas. ** p<0,01, *p<0,1**p<0,01, e ***p<0,001 em relagdo ao controle ¢
#p<0,1,2p<0,01 emrelacédo as células tratadas com TMZ 100 uM (OneWay Anova seguido de Tukey). Opercentual
de células vivas foi calculado em relagdo ao controle.

6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho mostraram que uma densidade alta de plagueamento
atrapalha a identificacdo dos nlcleos pelo programa de andlise. Portanto, para linhagens de
glioblastoma, como U87MG e T98G, a densidade étima de plagueamento para uma placa de
96 pocos em uma incubacdo de 5 dias, € de 2.500 e 1.500 células, respectivamente. Foi visto
também, que o Hoescht 33342, corante de nucleos, quando incubado em uma concentracdo de
0,5uM por 30 minutos e a aquisicdo da imagem feita em um tempo de exposicdo de 200ms,
permite visualizar os ndcleos de células vivas que sdo menos brilhantes que os das mortas,
permitindo que o algoritmo Find Nuclei do programa de analise consiga identifica- los.

Para avaliacdo de morte celular na linhagem de glioblastoma T98G, o kit LIVE/DEAD
Cell foi 0 melhor dentre as outras sondas testadas, jA que o0 BOBO-3 se mostrou permeavel ao
citoplasma das populacdes de células vivas e o CellEvent (Caspase 3/7), ndo foi capaz de marcar
0 nlcleo de células apoptoticas. Por ser composto por um corante para identificar células mortas

e outro para deteccdo de células vivas, o LIVE/DEAD Cell facilitou visualmente a analise,
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distinguindo facilmente as duas populacdes. Além disso, ter um marcador de células vivas foi
essencial para quantificacdo de morte celular, uma vez que as células mortas, sensibilizada
pelos quimioterapicos, tendem a se soltarem da placa.

A leitura com as celulas vivas ndo ocasionou nenhuma alteragdo na morfologia das
células, uma vez que estas permaneceram em um tampdo composto por glicose, calcio e
magnésio para leitura, além da plataforma HCS manter a temperatura e CO2 nas condicdes
adequadas para a célula. Ja a leitura com as células fixadas, além de demandar mais uma etapa,
a de fixacdo, apbs a incubacdo com as sondas, 0 BOBO-3 corou todas as células, ndo sendo
possivel distinguir as populagcbes de células vivas e mortas. Dessa forma, as leituras foram
realizadas nas células vivas.

A lente objetiva 20x LD se mostrou melhor para aquisicdo das imagens comparada a lente
WA.

Em relacdo a deteccdo de autofagia, as duas sondas, laranja de acridina e lysotracker, tém
a mesma finalidade, de corar vesiculas &cidas, e sdo igualmente detectaveis pela plataforma
HCS. Portanto, para o uso do laranja de acridina, é realmente importante calcular a intensidade
de fluorescéncia usando o RGIF. A concentragdo final de 0,5pg/mL foi a que melhor distinguiu
a intensidade de fluorescéncia do citoplasma entre o grupo controle e tratado. JA com
lysotracker, ndo foi perceptivel diferencas na identificacdo dos spots usando a concentracdo de
75 nM ou 50 nM.

A distribuicdo dos campos do po¢o para aquisicdo das imagens e posterior analise €
extremamente importante. Assim, a melhor forma encontrada, foi distribuir amplamente os
campos no poco, descartando sempre um campo entre dois campos e evitando 0s campos da
extremidade do poco onde a pipeta é usada. Dezessete campos foram suficientes para a
realizacdo das analises.

O pipeline para identificagdo de morte celular e autofagia na linhagem T98G foi descrito
passo a passo nesse trabalho o que facilitard o uso do programa de analise por novos usuarios
da plataforma HCS, tornando-os mais independentes em suas pesquisas.

Todos esses parametros definidos para analise de morte celular em uma plataforma HCS,
foram aplicados na linhagem de glioblastoma T98G, frente ao quimioterapico de primeira linha
temozolamida e inibidores de CDKs e se mostraram bastante eficientes na deteccdo da
sensibilidade das células a essas drogas, garantindo assim a eficicia do trabalho produzido

atendo a proposta do Mestrado Profissional.
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ANEXO |

MANUAL PARA ANALISE DE MORTE CELULAR E AUTOFAGIA EM CELULAS
DE GLIOBLASTOMA T98G ATRAVES DE ENSAIO EM PLATAFORMA
MULTIPARAMETRICA

Alana S. Oliveira Souza, Karina L. Hajdu, Jodo M. Delou, Stevens Rehen, Helena L. Borges.

RACIONAL E OBJETIVO

Esse manual fornece procedimentos para um ensaio em plataforma multiparamétrica para
avaliacdo in vitro de morte celular e autofagia, induzidas por drogas e inibidores de CDKs, em
linhagens comerciais de glioblastoma. O manual é baseado no rastreamento de alto conteldo
(HCS), tecnologia que permite aquisicdo e analise automatizada de imagens monitorando Varios
eventos celulares e fornecendo informagfes sobre caracteristicas e morfologia das ceélulas
marcadas com corantes fluorescentes. Medindo os parametros de morte celular e autofagia é
possivel determinar a sensibilidade ou resisténcia a drogas e assim decidir por melhores
combinacBes a serem utilizadas na clinica. Exemplificamos 0 passo-a-passo para execucao
deste protocolo utilizando células de glioblastoma T98G cultivadas em placa de 96 pogos para
testar quimioterapicos de primeira linha e inibidores de CDKSs, sozinhos ou em combinacées.

Assim, 0 objetivo deste manual é fornecer um protocolo detalhado de avaliagdo de morte
celular e autofagia em linhagens celulares sob acdo de diferentes drogas e compostos utilizando
a plataforma de rastreamento de alto conteido (HCS). Ele pode ser subdividido em duas etapas
principais: (1) tratamento de células com compostos in vitro e (2) ensaio de alto conteldo
(HCS).

1. TRATAMENTO DE CELULAS COMPOSTOS in vitro

Orientagdes gerais:

Para a execucdo do protocolo todas as solucdes e materiais usados para cultura e
tratamento das células deverdo ser estéreis assim como todos os procedimentos executados em
ambiente estéril (cabine de fluxo laminar previamente submetida a luz ultra violeta por 15
minutos). Para avaliar a toxicidade das drogas sozinhas ou em combinagdo, as células devem
ser tratadas com as drogas e compostos de interesse, onde a concentracdo e o tempo de

incubacdo precisardo ser padronizados pelo pesquisador. A solucdo veiculo onde as drogas
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serdo solubilizadas devem ser utilizadas como controles experimentais, ou seja as células
precisardo ser tratadas somente com o veiculo para investigacdo se este, por si sO, também
possui efeito sofre a autofagia e morte celular. Controles negativos (sem tratamento) também
precisam ser incluidos no desenho experimental.

Este protocolo foi estabelecido utilizando linhagem celular de glioblastoma humano
T98G (codigo ATCC: CRL-1690) e tratadas com as drogas Temozolamida e inibidores de
CDKs (Abemacicilibe e Palbociclibe) por 72 horas, a fim de analisar morte celular e inibicdo
de proliferagcdo, respectivamente. As drogas utilizadas foram solubilizadas em DMSO
(veiculo), que por ser toxico, também foi utilizado nas concentragdes correspondentes as de
TMZ, uma vez que esta foi utilizada em doses mais altas. Para detectar autofagia, as células
foram expostas por 3 horas a um composto indutor de autofagia (Krebs). Controles negativos

(sem tratamento) foram utilizados para comparagéo.

Materiais

Tampdo salina fosfato, pH 7,4 (PBS) (Thermo Fisher # 70013032)

Tripsina 1x (Thermo Fisher # 25200114)

Meio de cultura DMEM F12 (Thermo Fisher # 12400024) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Cultilab # 2777500). O uso de 1% do antibidtico penicilina/estreptomicina
(ThermoFisher #10378016) na solucdo final do meio é opcional.

Cultura de células de glioblastoma (T98G) em placa de 96 pogos

Compostos (Temozolamida, Abemaciclibe, Palbociclibe e Krebs)

DMSO (Thermo Fisher # D12345)

Banho-maria a 37°C

Estufa incubadora de células (37 °C e 5% CO>)

Plagueamento das células em cultura

1. Plaguear 1.500 células em 100 pL de meio por pogo com a pipeta multicanal em placa
de 96 pocos greiner clear (Greiner bio-one). Caso o pesquisador opte por trabalhar com uma
linhagem celular diferente, recomenda-se realizar a otimizacdo da densidade celular antes de

iniciar o protocolo.

Recomenda-se primeiramente plaquear 50 uL de meio em todos 0s po¢os e depois 0s 50 uL restantes com as
células, para que, assim, haja uma aderéncia mais homogénea ao fundo do poco, o que facilita a obtencéo de

imagens na plataforma.
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Antes de cada aplicagdo de células na placa é necessario ressuspender varias vezes,com a prépria multicanal, o
meio com a células. Isso fazcom que ascélulas ndo se depositem no fundo do recipiente e assim diminui osriscos

do plaqueamento ficar heterogéneo.

Recomenda-se que a utilizacdo da pipeta multicanal na aplicacdo das células na placa seja feita em p osi¢éo
vertical (colunas). Se por ventura ocorrer algum erro de pipetagem ou menos quantidade de célula for sugada

pela pipeta, a triplicata da condicéo ndo sera toda afetada.

Apos cada aplicacdo de células na placa executar um movimento horizontal em forma de 8, por pelo menos 10
vezes, para que a ocorra a homogénea distribuicdo das células no poco, evitando que estas se aglomerarem no

centro do mesmo.

2. As células foram incubadas em estufa a 37 °C e 5% de CO2 por 24 horas.

Preparagdo dos compostos

3. A preparacdo dos compostos TMZ (100 e 400 pM), Abemaciclibe e Palbociclibe (500
e 1000 nM), deve ser realizada em uma concentracdo 2 vezes maior que a concentracdo de uso,
em um volume final de 100 pL de meio a ser aplicada em cada poco. Esta deve ser acrescentada
nos pocos ja contendo 100 pl de meio (para droga usada individualmente) ou de outra droga
(uso de drogas combinadas). Fator de diluicio 12. O DMSO devera ser preparado nas
concentragcdes 0,1 e 0,4%, correspondentes as concentracbes de 100 e 400 uM de TMZ,

respectivamente.

4. Para inducdo da autofagia utilizar o tampdo Krebs-Ringer (118 mM NaCl, 4.7 mM KClI,
1.2 mM KH2P0O4, 1.2 mM MgS04, 4.2 mM NaHCO3, 2 mM CaCl2, 10 mM glicose e 10 mM
Hepes, pH 7.4)

Exposicao da cultura de células aos compostos

5. Remover 0 meio de cultura da placa de cultivo. Adicionar 200 pyL de meio novo nos
pocos controle (sem tratamento). Nos pocos correspondentes ao Vveiculo adicionar
concentracdes adequadas como descrito anteriormente. Neste exemplo em que o weiculo é o
DMSO adicionar 200 pL na concentracdo de 0,1% e também na de 0,4%.

6. Adicionar 100 pL de cada composto (TMZ: 200 e 800 uM; Abemaciclibe e

Palbociclibe: 1000 e 2000 nM) nos pogos que receberdo tratamento. Nesses pogos acrescentar
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100 pL de meio (nas condicGes em que o tratamento avaliara a acdo de uma Unica droga) ou
100 L de outra droga (nas condicfes em que o tratamento sera combinado por duas drogas).
Dessa forma, tem-se uma diluicdo 1:2, chegando a concentragdo final de uso dos compostos,

mencionada no topico 3.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Ctrl Ctrl Ctrl DMsO DMsO DMSO DMSO DMsO DMSO TMZ T™MZ TMZ
A 0,1% 0,1% 0,1% 0,4% 0,4% 0,4% 100 uM | 100 uM | 100 pM
™Z ™Z T™Z Palbo Palbo Palbo Palbo Palbo Palbo ™Z ™Z T™Z
400 pM | 400 uM | 400 uM | 500 nM | 500 nM | 500 nM 1000 1000 1000 100 uM | 100 puM | 100 pM
B nM nM nv + + +
Palbo Palbo Palbo
500 nM | 500 nM | 500 nM
T™Z T™MZ T™MZ Abe Abe Abe Abe Abe Abe T™Z T™Z TMZ
100 M | 100 uM | 100 M | 500 nM | 500 nM | 500 nM 1000 1000 1000 100 uM | 100 puM | 100 pM
c + + + nM nM nv + + +
Palbo Palbo Palbo Abe Abe Abe
1000 1000 1000 500 nM | 500 nM | 500 nM
nM n nM
T™Z T™™Z T™MZ T™Z T™Z ™Z T™MZ T™MZ T™™Z
100 pM | 100 M | 100 M | 400 uM | 400 M | 400 uM | 400 M | 400 UM | 400 pM
+ + + + + + + + +
D Abe Abe Abe Abe Abe Abe Abe Abe Abe
1000 1000 1000 500 nM | 500 nM | 500 nM 1000 1000 1000
nM nM nM nM nM nM

Figura 1: Configuracdo de tratamento de células T98G em uma placa de 96 pogos.

Foram feitos trés pogos independentes (triplicatas) para cada condicdo de tratamento. As ponteiras foram

trocadas a cada condicéo.

Afigura 1 exemplificaa configuragdo de montagemde uma placa para tratamento das células para o uso da lente
objetiva 20x Long Working Distance (LWD). Nesta, 0s pocos das extremidades ndo precisam ser descartados,

havendo total aproveitamento da placa.

7. O tempo de incubacdo em estufa deverd ser padronizado para cada droga a ser utilizada.
Para as drogas TMZ; Abemaciclibe e Palbociclibe: as células deverdo ser incubadas em estufa

por 72 horas a 37 °C e 5% de COo..

8. Para inducdo de autofagia as células devem ser incubadas com 100 pL de Krebs por 3
horas em estufa a 37 °C e 5% de COo..

2. ENSAIO DE RASTREAMENTO DE ALTO CONTEUDO
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Incubar as células previamente expostas a tratamento com drogas com sondas
fluorescentes para deteccdo de morte celular e autofagia. Em seguida, adquirir as imagens na
plataforma Operetta High Content Imaging System pelo software Harmony e analisar usando o

programa de analise Columbus.

Materiais

Sondas fluorescentes para morte celular:

Hoechst 33342 16 mM (Molecular Probes # H3570) - Excitacdo/Emissdo (nm): 350/461;
Kit LIVE/DEAD Cell (Molecular Probes # L3224);

Calceina 4 mM, Excitagdo/Emissdo (nm): 494/517;

Homodimero de etidio 2 mM, Excitagdo/Emissdo (nm): 528/617.

Sondas fluorescentes para autofagia (marcacdo do nucleo celular e vesiculas acidas):

Hoechst 33342 (Molecular Probes) - Excitagdo/Emissdo (nm): 350/461;

Lysotracker green DND-26 1mM (Molecular Probes # L7526) - Excitacdo/Emissao (nm):
504/511 ou Laranja de acridina 1mg/mL (Merck Millipore n° 113000) - Excitagdo/Emisséo
(nm): 490-510/560-630.

Tampdo Tyrode pH 7,4 (139 mM NaCl 3 mM KCI 17 mM NaHCO3 12 mM Glicose 3 mM
CaCl2 1 mM MgCI2)

Meio DMEM F12 suplementado com 10% de soro fetal bovino

Banho-maria a 37°C

Estufa incubadora de células (37° C e 5% COy>)

Plataforma de rastreamento de alto conteudo (Operetta PerkinElmer) e software de analise
(Columbus)

Preparacao da mistura das sondas fluorescentes
1. Para o preparo da mistura das sondas fluorescentes para deteccdo de morte celular
utilizar Hoechst 33342 e o kit LIVE/DEAD Cell diluidos em Tyrode para um volume final de

100 pL por poco.

A concentracao final de cada sonda deve ser de: 0,5 pM de Hoechst 33342, 0,5 uM de calceina e 2uM de
Homodimero de Etideo.



91

Preparar a mistura das sondas fluorescentes em Tyrode no momento do uso. Utilizar o tampao tyrode pois o meio

DMEM F12 influencia na fluorescéncia das sondas e o PBS ndo mantém as células aderidas na placa.

Armazenar as aliquotas da solugao estoque do Hoechst 33342 em temperatura de 4 °C. Estocar as aliquotas do
kit LIVE/DEAD Cell em -20 °C, ambas protegidas da luz.

1. Para o preparo da mistura das sondas fluorescentes para deteccdo de autofagia utilizar
Hoechst 33342, Lysotracker green ou Laranja de acridina diluidos em meio DMEM F12

suplementado com 10% de soro fetal bovino para um volume final de 100 pL por poco.

A concentracdo final de cada sonda serade: 0,5 uM de Hoechst 33342, 75 nM de Lysotracker green ou 0,5 pg/mL

de Laranja de acridina.

Preparar a mistura das sondas fluorescentes em meio no momento do uso.

Diluir as sondas no proprio tampao para 0s po¢os que serdo tratados com Krebs (tampao indutor de

Estocar as aliquotas de Lysotracker green e Laranja de acridinaa -20 °C, ambas protegidas da luz.

Marcacdo das células com sondas fluorescentes

2. Remover o meio das células na placa de 96 pocos.

Para o uso do kit LIVE/DEAD Cell é necessario lavar os pogos 1 vez com Tyrode para diminuir a atividade da

esterase presente no meio suplementado com soro.

3. Adicionar 100 pL da mistura das sondas (para morte celular ou autofagia) em cada poco

e incubar a placa de células em estufa a 37 °C e 5% CO2 por 30 minutos.

4. Remover o liquido da placa e lavar 3 vezes com Tyrode, permanecendo neste tampéo
(100 L) para leitura no Operetta.

No ato de puxar e dispensar o tamp&o nos pogos para a lavagemé importante que o tip esteja encostado na parede

do poco para evitar ao maximo o contato com fundo para que a células ndo sejam raspadas.

A dispensa do liquido deve ser feita com suavidade, evitando o jateamento e assim o desprendimento dascélulas

no pogo.
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Aquisicao das imagens
5. Adquirir as imagens apés a marcacdo das células (incubacdo de 30 minutos com as
sondas fluorescentes) posicionando a placa de cultura no equipamento Operetta. Utilizar o

software Harmony.

6. Para a aquisicdo das imagens, utilizar filttros apropriados para cada sonda, tempo de
exposicdo fixo em 200 ms, excitacdo de 50% e transmissdo de 0%. Utilizar a objetiva a 20x
LWD (Long Working Distance).

Os corantes sdo excitadose sua fluorescéncia é acompanhada através dos comprimentos de onda de excitacéo e

emissdo, mencionados no topico Materiais.

7. Gerar dezessete campos espalhados pelo poco para aquisicdo e posterior analise da

imagem conforme exemplificado na Figura 2.

Adisposic¢ao ideal doscamposé distribui-los separadamente pelo poc¢o, pulando umcampo entre doisescolhidos.
Dessa forma, evita-se o risco de haver campo sem células, caso ocorra algum problema de plaqueamento ou

desprendimento das células.

Afigura 2 exemplifica o que representa uma boa distribui¢cdo dos campos.

/-.

/
(
\

Figura 2: Distribuicdo ideal dos campos em um poco visualizado com objetiva de 20x.

Anéalise das imagens
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Avaliacao de morte celular

8. Utilizar o software Columbus para analisar as imagens coletadas. Este permite a
quantificacdo simultanea de células e estruturas intracelulares coradas por diferentes sondas
fluorescentes, medindo também a intensidade de fluorescéncia.

9. Para iniciar as analises no software Columbus clicar no icone Image Analysis, em

seguida em New Analysis e logo depois em Input Image (+).

10.  Clicar na opcdo Find Nuclei para definir os nucleos separadamente, que s&o
identificados pelo canal do Hoescht 33342. Dentro de Find Nuclei, clicar em Methods, e
selecionar o método que reconheca 0 maior nimero de ndcleos, conforme exemplificado na
figura 3. Nessa parte, & necessario olhar outros campos e pogos e observar se 0 reconhecimento

esta abrangente o suficiente.

Find Nuclei P = ‘E:"}’
_ Channel HOECHST 2323 v
@] ';j‘ "!‘ -Q—‘ @ T98G LjwsDoasd 20 _nENI3010
R Find Nuclei Method B T v
Input Image 9 Find Cells
Stack Processing | Individual | and Cytoplasm 0 UtpUt . Muclei
e Find Spots Population
Find Micrenuclei

Figura 3: Analise dos nucleos das células T98G pelo software Columbus. (A) Passo 1 do programa de anélise
a ser executado: seleg¢do do algoritmo Find Nuclei no canal do Hoescht 33342. O método escolhido que melhor
delimitou os nucleos foi o B. (B) Fotomicrografia da anélise dos ndcleos identificados com Hoescht 33342 e
encontrados pelo algoritmo de andlise Find Nuclei. Foto tirada no Operetta com objetiva de 20x LD.



94

Para a linhagem T98G, o método que melhordelimita e separa os nucleos entre 0s4 disponiveis é 0 B. AT98G ¢
uma linhagem de ndcleo multilobulado (Figura 4), o que pode gerar algumas dificuldades na hora de definir o
melhor algoritmo de definicdo dos nucleos, pois muitas vezes o software reconhece 2 16bulos como 2 nicleos
separados. Dessa forma, a escolha do método € variavel, e todos devem ser testados para que seja definido o

melhor para o tipo celular de interesse do pesquisador.

Figura 4: Linhagem comercial de glioblastoma T98G marcada com Hoechst 33342. Foto tirada no Operetta
com objetiva de 40x.

Clicar nasetaverde (circuladaemvermelho nafigura 3) ap6sadefinicdo de cadaalgoritmo ao longo daanélise

para que seja aplicada sua escolha.

11.  Clicar na opcao Select Population para remover os nlcleos das bordas. Cada vez que
for usada a opcéo Select Population serd necessario nomear a nova populacédo criada (Figura

5).

Find Nuclei
Input Image Find Cells

Find Cytoplasm
Find Muclei 6| Find Spot=

o . Select Population (2) 4= = E»
Channel HoEcH Find Micronuclei

Find Texture Regions p lati N lai v
Method B Find Image Region LpdlEiian uciel
Output - Find Neurites i
Population Nuclei | ¢\ ooy Region Method Common Filtr ¥ | &

Select Region Remove Border
Select Population {2} Caleulate Intensity Properties ObjECtS
Calculate Morphology Pro Caleulate Morphology Properties El
(2) Calculate Texture Properties

_ _ Output . -

i Calculate Properties Population Muclei sem borda

Select Population (3} Select Population P

Figura 5: Analise dos nucleos das células T98G pelo software Columbus para exclusdo dos nudcleos da borda.
Passo 2 do programa de anélise a ser executado: selecéo do algoritmo Select Population na populagéo de ndcleos
com remoc¢do dos objetos da borda gerando uma nova populagédo (ntcleo semborda).

Selecionar a opgdo: Remover objetos da borda.

Neste exemplo foi dado o0 nome "Nuclei sem borda" a nova populacao de nucleos criada.
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12.  Clicar em Calculate Morphology Properties. dentro de Population, definir a populagéo
da qual se quer obter as propriedades e dentro de Region, definir a regido de interesse dentro da

populacdo (Figura 6).

Calculate Morphology - IZ-:;)

Find Muclei Properties (2]
‘ fidebiuglol el el Population Nuclei sem bo ¥
Find Cytoplasm .
Select Population (2) 9 Find Spots Region Nucleus v

Population Nuclei | Find Micronuclei Method Standard YA ‘

Find Texture Regions

|Method Common Fi| Find Imags Region Area G Hn

Find Meurites Roundness rd ‘

Remove Border v
Objects Select Cell Regicn width pn
T

Select Region
Output Muclej 5 Calculate Intensity Properties Length Hn

Population Calculate Morphology Properties Ratio Width to

. Length
Calculate Morphology Pro Calculate Texture Properties 9
| Calculate Properties
@) p_ OUtPUt. Nucleus
| i Select Population Properties
Salart Panulatinn £33

Figura 6: Passo 3 do programa de andlise a ser executado: sele¢do do algoritmo Calculate Morphology
Properties. Este comando é aplicado na populacéo ndcleo semborda na regido do nicleo. Os métodos escolhidos
para selegcdo do nicleo foram area e circularidade.

Esse algoritmo foi aplicado no nucleo da populagdo “nuclei semborda ™.

Selecionar os parametros de &rea (Area) e circularidade (Roundness) para definir o tamanho do nlcleo da
linhagem T98G. O parametro Ratio Width to Lenght também pode ser calculado quando se quer definir células

em processo de mitose, no qual a célula se torna mais alongada e comprida (Figura 7).

Figura 7: Imagem representativa da analise morfolégica das células T98G. Células em verde apresentam
morfologia diferenciada, tipica do processo de mitose. Foto tirada no Operetta comobjetiva de 40x.

13.  Clicar em Select Population novamente para definir a populacdo de nucleos de interesse

por area e circularidade, de modo a eliminar debris e bolhas que possam ter sido interpretadas
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como nlcleos pelo algoritmo. Como os debris sdo muito pequenos, seleciona-se um tamanho
minimo para ser considerado um nicleo. As bolhas, por outro lado, sdo muito redondas, definir

um limite maximo de Roundness (Figura 8).

Select Population (3) 9k = E»

Population Nuclei sem bo ¥

‘Method Filter by Prop v | & ‘ Filter 3
e Filter F2 e

Nucleus Area [pm=]|c € nitening cr

[Nud v|> v[l]a0 [Nuci v][< v] (1500
Nucleus Area [pmz] the filtering cr| |EETEE e RiNLE) <h the filtering crigutput Nuciei Selectad
Nucleus Roundness [0 | Nucleus Roundnass | r‘upulatinn

Figura 8: Anélise dos nicleos das células T98G pelo software Columbus para exclusdo dos nicleos conforme

areae circularidade. (A) Passo 4 do programa de analise a ser executado: selecdo do algoritmo Select Population
através dos tamanhos de area e circularidade do nicleo. Os filtros escolhidos para sele¢ido do nuicleo foram area >
40 pm? e < 1.500 pn? e circularidade > 0.3 um?. A aplicagdo deste comando gera uma nova populagdo: ntcleos
selecionados.

Neste exemplo, a drea do niicleo definida para linhagem T98G é >40 um e <1500 um; e a circularidade >0,3.

O nome dado & populacéo final de ndcleos selecionada por area e circularidade foi "Nuclei Selected".

Estes passos séo 0s mesmos independente do experimento, seja para autofagia ou morte celular.

14, Ap0s 0s passos ja explicados acima, selecionar Calculate Intensity Properties (Figura
Sl FOpuanu (o) 7T g e -
Calculate Intensity
Calculate Morphology Pro Find Cells . ':|I]:' = E_‘:>
(2) Find Cytoplasm PrOpEI‘trES {2}
Select Population (3) 4 ["1 Channel Ethidium-hom v
ind Micronuclei
Population Muclei ¢ andTaxture Resicms PDPIJ'EItiOI"I Muclei Selecte ¥
—— Find Image Region
Method Filter by Pri oo s Region Nucleus -
Filter F1 Select Cell Region
Mucl ¥ | = ¥ 40 Select Region
. Method  /Standard  v|=
Nudl = 1500 Calculate Morphology Properties
udrjl= ¥ i Output
Calculate Texture Properties P :
Filter F3 R — Properties Intensity Mucleus
Mucl v |z v 0.3 Select Population

Figura9: Passo5 do programa de analise a ser executado: selecdo do algoritmo Calculate Intensity Properties

para o homodimero de etideo. Este comando é aplicado no canal do homodimero de etideo, populacdo de nicleos
selecionados na regido do nucleo.

Calcular intensidade no canal do homodimero de etidio, na populacé@o Nuclei Selected na regido do nicleo.

15. Selecionar o algoritmo Find Cytoplasm (Figura 10).
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Find Muclei
Calcu\al_:e Intensity 1 Find Cells
Properties (2} -
Find Cytoplasm
Channel Ethidiur’ fjng Spots
Population Muclei € Find Micronuclei
Region Mucleus Find Texture Regions Fll'id C?tﬂplaﬁm I:|I:I|:I = I:-"y
Find Image Region
Method Standard Firelaes
T
Output n Select Cell Region M "ﬂ'l exa 488
Properties Intensity Select Region
. . v
Calculate Intensity Properties Nu—l:lEI Muc I el Se l ecte
Find Cytoplasm Calculate Morphology Properties
Calculate Morphology Prop CAEbE e M= Method C ¥
() Calculate Properties
. " Select Population

Figura 10: Andlise do citoplasma das células T98G pelo software Columbus. Passo 6 do programa de analise

a ser executado: selecdo do algoritmo Find Cytoplasm no canal do Alexa 488 (calceina) na populagdo de nudcleos
selecionados. O método escolhido que melhor delimitou o citolplasma foi o C.

Neste exemplo, o citoplasma foi identificado através do canal Alexa 488 usado para detecgéo de fluorescénciada

marcacdo com calceina.
Estabelecer o método de delimitagdo de citoplasma a cada protocolo, ainda que se utilize a mesma linhagem. No

exemplo da Figura 10,0 método de escolha foi o C. E necessario analisar varios pogos para concluir qual método

esté definindo melhor o citoplasma das células.

16.  Clicar em Calculate Morphology Properties (Figura 11).

roperties ()Y = &
Population Muclei Selecte ¥
Region Cell v
Method Standard T . ‘
Area Ld Mt
Roundness td ‘
Width Mt
Length p:
Ratio Width to ‘
Length

Figura 11: Passo 7 do programa de analise a ser executado: selecdo do algoritmo Calculate Morphology
Properties. Este comando € aplicado na populagdo de nucleos selecionados na regido da célula. Os métodos
escolhidos para selecéo da célula foram &rea e circularidade.

Aplicar novamente esse algoritmo novamente, porém agora na regido da célula (a qual sé é obtida apos a

definigdo do citoplasma) da populacd@o Nuclei Selected.

Selecionar os parametrosde areae circularidade. Estas propriedades séo (teis para novamente poder delimitar
o0 que de fato sédo células e o que sdo artefatos de imageamento, que serdo excluidos se estiverem muito fora dos

padrdes de area e circularidade obtidos.

17.  Selecionar Calculate Intensity Properties (Figura 12).
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Calculate Intensity
Properties (3) i E‘;}
Channel Alexa 488 v
Population Muclei Selecte ¥
Region Cell v
Method Standard vilw
Output . .
Properties Intensity Calcein

Figura 12: Passo 8 do programa de analise a ser executado: selecdo do algoritmo Calculate Intensity
Properties para a calceina. Este comando é aplicado no canal do Alexa 488 na populacdo de nucleos selecionados
na regido da célula.

Algoritmo aplicado para calcular a intensidade de fluorescéncia no canal Alexa 488 (calceina) na regido da

célula na populagéo Nuclei Selected.

18.  Selecionar Select Population para identificar a populacdo de células vivas (Figura 13).

Select Population (5) =20 = B

Population Muclei Selecte ¥

|Method Filter by Prop ¥ | & ‘
e Filter F2 Filter £3

> v 40 : < v |2200 > v| 500 | Eiterra
Mucleus Area [umz] |erit Nucleus Area [um?2] [c| Mucleus Area [umz] |eri < |80
Mucleus Roundnass T Mucl Round [eri
Tntensity HOECHST 33342 Mean| | | | ceus Roundness Intensity HORCHST 33342 Mean| || Nucleus Area [um=] T

v HoE Intensity HOECHST 33342 Mean| | [Pfenity HOPCHST 33 Nucleus Roundness

Intensity Nucleus HE Mean Intensity Nucleus HE Mean n ‘THS' y Nucleus ean Intensity HOECHST 32342 Mean
Cell Area [um?2] Cell Ares fuma] Cell Area [mz]
Cell Roundness Cell Roundnass Cell Rundnes Cell Area [pmz]
Intensity Calcein Mean Intensity Caleein Maan Intensity Calcein Mean Cell Roundness

Figura 13: Andlise da populacgéo de células T98G vivas pelo software Columbus. (A) Passo 9 do programa de
analise a ser executado: selecdo do algoritmo Select Population na populagéo de ndcleos selecionados. Os filtros
escolhidos para a selecdo de células vivas foram area da célula > 40 um? e < 2.200 un?, intensidade média da
calceina > 500 nm e intensidade média do homodimero de etideo < 60 nm.

Células T98G vivas foram definidas como tendo area celular > 40um e <2200 um?, intensidade de calceina

> 500 nm eintensidade de homodimero no niicleo < 60 nm. Estes nimerossédo baseadosnos valores obtidospelo
algoritmo "Calculate morphology properties”, que determina a area e intensidade de todas as células, de modo
que o avaliador pode delimitar osvalores minimos e maximos para uma célula ser considerada viva. Por exemplo,
é esperado que a calceina penetre as membranasdas células em atividade, e portanto sua fluorescé ncia minima
nessa populacdo jé é detectada.. Por outro lado, o Homodimero de etidio fluoresce em células mortas, logo seu

sinal deve ser baixo.
Os valores de intensidade sdo variaveis a cada experimento. Células vivas sdo as verdes, detectadas com valor
minimo da intensidade de fluorescéncia da calceina e combaixissima intensidade de fluorescéncia do homodimero

no nucleo.

Os valores escolhidos para delimitar a area celular sao fixos para linhagem T98G.
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19.  Selecionar Select Population para identificar a populagcdo de células mortas (Figura 14).

Select Population (6) 9k = Eb

Population Muclei Selecte ¥
‘ Method Filter by Prop v | & ‘
Filter F1
> v| 40 Filter F2 Filter F3
L [cel v][= v| 2200 (nte v|[> v 60
Mucleus Area [pm?2] crit [ [
Mucleus Roundness Mucleus Area [pmz] @l |Mucleus Area [um?2] €

Intensity HOECHST 33342 Mean| | |Mucleus Roundness Mucleus Roundness
Intensity HOECHST 33342 Mean

Intensity Mucleus HE Mean Intensity HOECHST 33342 Mean .
Cell Area [pmz2] Intensity Nucleus HE Mean ¢ Intensity Nucleus HE Mean
1] = = Cell Area [pmz] =
Cell Roundness Call frem ] s
! ) Cell Roundness 31 Cell Roundness ¢
Intensity Calcein Mean Intensity Caleain Mean Intensity Calcein Mean

Figura 14: Andlise da populacéo de células T98G mortas pelo software Columbus. (A) Passo 10 do programa
de andlise aserexecutado: sele¢do do algoritmo Select Population na populacgdo de niicleos selecionados. Os filtros
escolhidos para a sele¢do de células vivas foram area da célula > 40 um? e < 2.200 pn?, e intensidade média do

homodimero de etideo > 60 nm.

Células T98G mortas foram definidas como tendo area celular > 40 ¢ <2200 e intensidade de homodimero no

nucleo > 60, ou seja, ndo ha sobreposicdo com a populacéo de células vivas.

Avaliacéo de autofagia
20.  ApOs repetir os passos das figuras 3, 5, 6 e 8 clicar no Find Cytoplasm (Figura 15 A).

Find Cytoplasm dho= B
Channel Lysotracker G v
MNuclei Nuclei Selecte

Method B T w ‘

Figura 15: Analise do citoplasma das células T98G pelo software Columbus. (A) Passo 5 do programa de
andlise a ser executado: sele¢do do algoritmo Find Cytoplasm no canal do Alexa 488 (lysotracker green) na
populagdo de nucleos selecionados. O método escolhido que melhor delimitou o citolplasma foi o B. (B)
Fotomicrografia da analise do citoplasma identificado com laranja de acridina através da fluorescéncia verde e
encontrados pelo algoritmo de andlise Find Cytoplasm. Foto tirada no Operetta comobjetiva de 40x.



100

Ao usar a sonda laranja de acridina, sua fluorescéncia verde marca o ndcleo e o citoplasma das células e a
fluorescéncia vermelha marca asvesiculas acidas. Dessa forma, para encontrar o citoplasma na populacao Nuclei

Selected, utilizar o canal da fluorescéncia verde (Lysotracker green).

Ao usar a sonda lysotracker green, o citoplasma da populacao Nuclei Selected é identificado através do canal
lysotracker green novamente.

O método B foi o que melhor identificou o citoplasma nesse experimento de autofagia, porémisso pode variar
entre experimentos.

21.  Selecionar aopcao Calculate Morphology Properties (Figura 16).

broperties (31 o) * — ®
Population MNuclei Selecte v
Region Cytoplasm v
Method Standard T . ‘
Area Ld M1
Roundness d |
Width M1
Length p;
Ratio Width to ‘
Length

Figura 16: Passo 6 do programa de analise a ser executado: sele¢do do algoritmo Calculate Morphology
Properties. Este comando é aplicado na populacéo de nicleos selecionados na regido do citoplasma. Os métodos
escolhidos para selecdo do ndcleo foramarea e circularidade.

Os parametros area e circularidade foram selecionados para delimitar a regido do citoplasma da popul agao
Nuclei Selected. Estas propriedades sdo Uteis para novamente poder delimitar o que de fato sdo células e o que

sdo artefatos de imageamento, que serdo excluidos se estiverem muito fora dos padrdes de area e circularidade
obtidos.

22. Selecionar Calculate Intensity Properties para calcular a intensidade de fluorescéncia

do canal Lysotracker Green (Figura 17).
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Calculate Intensity

Properties i E.r'?
Channel Lysotracker G v
Population Muclei Selecte ¥
Region Cytoplasm v

Method Standard v\ w

Output . .
Properties Intensity Cytopla:

Figura 17: Passo 7 do programa de analise a ser executado: sele¢do do algoritmo Calculate Intensity
Properties no canal de fluorescéncia verde do laranja de acridina. Este comando é aplicado no canal do Alexa
488 na populagdo de nucleos selecionados na regido do citoplasma.

Aintensidade de fluorescéncia foi calculada no canal do lysotracker green, na regido do citoplasma da populacdo

Nuclei Selected.

23.  Selecionar Calculate Intensity Properties para calcular a intensidade de fluorescéncia

do canal Acridin Orange, relativo a fluorescéncia no vermelho (Figura 18).

Calculate Intensity

Properties (3) i E;'P
Channel Acridin Orang: ¥
Population Muclei Selecte ¥
Region Cytoplasm v

Method Standard T|w

Output . )
Properties Intensity Cytopla:

Figura 18: Passo 8 do programa de analise a ser executado: sele¢do do algoritmo Calculate Intensity
Properties no canal de fluorescéncia vermelha do laranja de acridina. Este comando é aplicado no canal do
laranja de acridina na populagdo de ndcleos selecionados na regido do citoplasma.

Este passo s6 devera ser feito quando se usa o laranja de acridina. A intensidade da fluorescéncia do vermelho

dev ser calculada no canal do laranja de acridina, na regido do citoplasma da populagéo Nuclei Selected.

24.  Selecionar Find Spots (Figura 19).



102

Find Spots dh,= Ié'}

Channel Acridin Orang: ¥

Population Muclei Selecte ¥

Region Cytoplasm v
Method B ¥\ v

Output

Population Spots

Figura 19: Andlise dos spots das células T98G pelo software Columbus. (A) Passo 9 do programa de anélise a
ser executado: selecdo do algoritmo Find Spots no canal do laranja de acridina na populagdo de nicleos

selecionados na regido do citoplasma. O método escolhido que melhor delimitou os spots foi o B. (B)
Fotomicrografia da analise dos spots identificados com laranja de acridina através da fluorescéncia vermelha e
encontrados pelo algoritmo de anéalise Find Spots. Foto tirada no Operetta comobjetiva de 40x.

Dentre os métodos disponiveis, o B foi o que melhor identificou os spots nesse experimento. Porém, essa escolha
é varidvel e cada método deve ser testado.

Ao usar o corante laranja de acridina, os spots sdo identificados pelo canal de fluorescéncia vermelha (laranja

de acridina), como mostra a figura 19, na regido do citoplasma da populagdo Nuclei Selected.

Ao usar o lysotracker green, osspots sdo identificados pelo canal de fluorescéncia verde (lysotracker green), na

regido do citoplasma da populacdo Nuclei Selected.

Processamento da analise e obtencdo dos resultados

Ao final da selecdo do pipeline de andlise é necessério realizar a andlise para o
experimento de interesse.
25. Clicar em Define results e selecionar os resultados que se deseja obter: nimero de

células, nimero de células vivas e mortas, média da intensidade de fluorescéncia nos canais etc.
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26. Clicar em Run Analysis para conferir o pipeline

Caso o software aponte algum problema no pipeline de analise nesta hora, é necessario voltar a etapa que néo

esta correta e refazé-la.

27.  Seo pipeline estiver correto, clicar em Save analysis to database.

28. Para rodar a analise, clicar em Batch analysis. Selecionar a pasta que contém o
experimento de interesse e o pipeline a ser utilizado, que foi anteriormente salvo.

29.  Clicar em Start Analysis.

30.  Apos o final da andlise, clicar em Secondary analysis e selecionar a pasta em que 0
experimento foi salvo.

31.  Selecionar o experimento que foi analisado.

32. Selecionar 0 Assay Layout, clicar em View Results e selecionar a analise que foi rodada.
33.  Clicar em Download, em well results e selecionar Download all para obter as tabelas de
resultados em formato txt.

34. Ir em Export e selecionar Connect file para exportar os resultados.

35. Clicar na pasta com a data do dia em que foi rodada a andlise e selecionar a pasta em

que se deseja salvar.
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Tabela 1: Estimativa dos gastos gerados para realiza¢gdo de um rastreamento em larga escala para
avaliacdo de morte celular.

Valor Quantidade
Produtos e Catalogo unitario do | Quantidade do | Valor por | de material Fabricante
Reagentes estoque estoque placa gasto por
placa
Placa 96 pogos 835090 RS 2.258,00 32 unidades RS 70, 57 1 unidade Greiner hic-one
pGreinerClear (Sigma-Aldrich)
80 uL 1,5 L
(Calceina) (Calceina)
Kit LIVE/DEAD L3224 RS 1.956,50 RS 45,23 Thermo Fisher
Cell 400 pL 9,6 pL
(Homodimero {Homedimero
de etideo) de etideo)
Hoescht 33342 H3570 RS 417,00 10 mL RS 0,042 1pL Thermo Fisher
Meio DMEM 10565018 RS 195,03 500 mL RS 49,22 19,2 mL Thermo Fisher
F12
Tyrode T2397 RS 434,00 500 mL R% 33,33 38,4 mL sigma-Aldrich

A terceira coluna databela mostrao valorunitario do estoque dos produtos e reagentes utilizados e nasexta coluna
encontra-se os valores gastos por placa de 96 pogos para avaliacdo de morte celular da linhagem T98G através de

um rastreamento em uma plataforma HCS.




