Experimentos em microscopia
optica
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Marcacao de células — fluorescéncia
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imunofluorescéncia

Direta:
Anticorpo primario contendo fluoréforo se
liga a proteinas celulares

Indireta:

Anticorpo secundario contendo fluoroforo
se liga ao complexo anticorpo primario-
proteina

Adequado para:

- Tecidos congelados, nao fixados e fixados
em etanol

- Células fixadas com paraformaldeido ou
com metanol/acetona

Example

Advantages

Disadvantages

Step 1: CF™488A mouse anti-A Step 1: Mouse anti-A +

+ CF™568 mouse anti-B

» Rapid single-step staining

» Can use multiple antibodies
from same host

» No signal amplification from
secondary

 Each primary must be labeled
individually

rabbit anti-B

Step 2: CF™488A goat anti-mouse
+ CF™568 goat anti-rabbit

» Secondary amplifies signal

» Afew labeled secondaries can
detect many primaries

* Two-step staining

» Requires antibodies from
different hosts



Anticorpos Conjugados

Download here the fluorochrome chart with the emission and excitation
fluorescence spectra for 30 of the most commonly used fluorochromes.

Label Color* ExMax EmMox EC QY
7
* Fluoroforo (m) - (om)
Label Validated application(s) AF405 Violet 402 421 35,000 -
AF488 Cyan- 495 519 73,000 0.92
AF) Immunofluorescence (ICC/IF), green
Alexa Fluor ® dyz(es immunohistochemistry (IHC), flow
cytometry FITC Cyan- 495 519 72,000 0.92
green
Flow cytometry (internally validated in
Phycoerythrin (R-PE) / v (ini 4 AF555 Yellow- 555 565 155,000 0.1
ICC/IF)
green
FITC (Fluorescein isothiocyanate) ICC/IF and/or flow cytometry R-PE Yellow- 565 578 1,940,000 0.84
green
Flow cytometry (internally validated in
APC (Allophycocyanin) Y v (in? 4 AF568 Orange 578 403 88,000 0.49
ICC/IF)
AF594 Orange- 590 617 92,000 0.66
Flow cytometry (internally validated in d
PerCP (Peridinin chlorophyll) fCC/lF)/ v (ini 4 "

abcam website



https://www.abcam.com/primary-antibodies/highly-validated-antibody-conjugates

corantes fluorescentes
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* Viabilidade — corante é resultado de | N |
um metabolismo em células vivas i S i

*  Morte — corante de DNA que nao | [ I
penetra na membrana intacta i ]

* Proliferacao, Divisao e Migracao — \ Cytoskeleton (Actin) ]

Peroxisome
corante penetra na célula e se liga \

\ Cytosol/cytoplasm Plasma membrane ,’
covalentemente a aminas livres
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exemplos

Mitocondria
Rhodamina 123

DAPI +DNA

Morte Proliferagao Viabilidade
lodeto de Propideo CFSE Calceina

. Excitagéo/FIEmisséo
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Wavelength (nm)



Marcadores fluorescentes

biot,
lotium
Link Biotium LIPID DROPLETS

- VESICLE TRAFFICKING
<

CYTOSKELETON

NEURONAL STAINS
NUCLEUS

MITOCHONDRIA CYTOPLASM


https://biotium.com/technology/cellular-stains/

Marcadores fluorescentes

bf;iium

Link Biotium

Nuclear Stains

NucSpot® 470 Nuclear Stain

NucSpot® Live 488 Nuclear Stain

NucSpot® Live 650 Nuclear Stain

RedDot™1 Far-Red Nuclear Stain

RedDot™2 Far-Red Nuclear Stain

Live-or-Dye NucFix™ Red

Hoechst 33258, 10 mg/mL in H,O
Hoechst 33258, pentahydrate
Hoechst 33342, 10 mg/mL in H,O
Hoechst 33342, trihydrochloride
trihydrate

Catalog No.

40083

40081

40082

40060

40061

32010

40044
40045
40046
40047

Color
(Ex/Em*)

Green
(460/546 nm)

Green
(500/515 nm)

Far-red
(650/675 nm)

Far-red
(662/694 nm)

Far-red
(665/695 nm)

Red
(520/610 nm)

Blue
(358/461 nm)

Cell permeability

Membrane
impermeant

Membrane
permeant

Membrane
permeant

Membrane
permeant

Membrane
impermeant

Membrane
impermeant

Membrane
permeant

For live /
fixed cells

Dead cells
Fixed cells

Live cells
Fixed cells

Live cells
Fixed cells

Live cells

Dead cells
Fixed cells

Dead cells

Live cells
Fixed cells

Fixable after
staining?

No?

Yes

No 2

Yes

Features

* Nuclear-specific green counterstain for fixed cells
® Selectively stains dead cells in live cultures
* Excellent match for blue LED excitation sources

* Low-toxicity nuclear stain
* Fix before or after labeling
o Live cell staining may require verapamil (included)

* Low-toxicity nuclear stain for the Cy®5 channel

* Fix before or after labeling

o Live cell staining may require verapamil (included)
* Compatible with SIM, STED, or STORM

® For short-term live cell staining (<4 hours)

* Analyze DNA content/cell cycle by flow cytometry

® Useful for cell number normalization for In Cell Western®
* Can be excited at wavelengths between 488 and 647 nm

® Detect in Cy®5 or APC channel

® Far-red nuclear stain for dead or fixed cells

® Selectively stains dead cells

* Specific nuclear counterstain for fixed cells

* Can be excited at wavelengths between 488 and 647 nm
e Detect in Cy®5 or APC channel

® Reactive nuclear stain for dead cells
* Specifically stains dead cell nuclei
* Fix/permeabilize without dye transfer between cells

® Classic nuclear counterstain for live cells
* Can also be used on fixed cells

I DAPI
I DAPI, 10 mg/mL in H;0O
DAPI, dilactate 10 mgin H,O

40011
40043
40009

Blue
(358/461 nm)

Membrane
permeant

Live cells
Fixed cells

Yes

 Classic nuclear counterstain for fixed cells
® Can be used at higher concentrations to stain live cells
® Dilactate salt has improved water solubility


https://biotium.com/technology/cellular-stains/

Marcadores fluorescentes

. APPLIED STAINS

. PREVEW |
b I otl u m PRODUCT CAT. NO. LIVE FIXED
MitoTracker Green FM M7514 J'
CellLight Plasma Membrane-RFP *BacMam 2.0* Il Cc10608 JX
DAPI Il D1306 /
Alexa Fluor 647 phalloidin W A22287 /

SCIENTIFIC 0 SELECT A STRUCTURE e SELECTA COLOR e SELECTA STAIN
Autophagosomes M Biue PRODUCT LIVE FIXED
Cytoskeleton-Actin Green .
CellLight Mitochondria-GFP *BacMam 2.0* J Apply stain

Cytoskeleton-Tubulin [l Orange-Red


https://biotium.com/technology/cellular-stains/
https://www.abcam.com/kits/cytopainter-kits-and-reagents
https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/lab-data-management-analysis-software/lab-apps/cell-staining-tool.html
https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/cell-analysis/cell-structure.html

Microscopia de fluorescéncia

mitocondria
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Microscopia de fluorescéncia

centrososmos Anti-pericentrin PoAb
Goat anti-mouse-FITC

f"

Anti-tubulin MoAb e f
Goat anti-mouse-Rhodamine .

DAPI .
sobreposicao



Microscopia de fluorescéncia

Ventral stress fibers
Transverse arcs

Dorsal stress fibers > %

_Z

Focal complex  Focal adhesion

Rhodamine-Phalloidin

Anti-vinculin MoAb
Goat anti-mouse-FITC
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CITOTOXICIDADE NO ESCURO -
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CITOTOXICIDADE NO ESCURO - |
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TESTES DE VIABILIDADE |

Citometria de Fluxo

FLOW CYTOMETRY

Sample

‘ Sheath Fluid




TESTES DE VIABILIDADE

Citometria de Fluxo Live/Dead Assay

Sytox Green = mortas
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ANALISE DO CRESCIMENTO

Monitoramento do

crescimento Medida do tamanho
r_{ Imagem1-2,jpg o | & &‘
2.89x2.84 mm (315x309); RGB; 380K
Diametro aparente

T I
I d _dl+d2
I Yaparente — I
i 2 i
i i
i i
[ ———— |

Discoide

rﬁ Results S| e S |

File Edit Font Results —

|Area |Mean |Min  |Max  |Angle /lLength\| “
1 0.020 45433 22084 159667 -76.139( 2.183
2 0.018 53235 3666 133.667 14931 \ 1.994




ANALISE DO CRESCIMENTO |

Placa de 96 pocos — 10* células d,p = 0,64 + 0,03 mm

Tempo de crescimento (dias)

7 20
oj .
o e!
/‘ v
0 .
0 .
O ®

Barra de escala: 1 mm



ANALISE DO CRESCIMENTO

Placa de ima 6 96+6 24 96 96

N de células 106 10° 10° 104

Didmetro aparente (mm) 2,05+0,0/7 3,55+0,0/7 239+0,04 18/7/+0,08 0,64+0,03

Tempo inicial (dias) 19 17 5 5 4

Tempo maximo (dias) - - 20 10 23
Longo tempo para inicio Médio numero Dificuldade do uso da caneta

Observagdes Baixo numero de amostras de amostras magnética

Alto nimero de amostras
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melanoma nao-pigmentado (B78H1) — Grupo controle (somente luz)

1a

Microscopi

Célula




Célula

Microscopia optica — campo claro

: melanoma nao-pigmentado (B78H1) — Grupo tratamento (TFD por A2F)
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Microscopia optica — campo claro

Célula: melanoma pigmentado (B16F10) — Grupo controle (somente luz)




Microscopia optica — campo claro

Célula: melanoma pigmentado (B16F10) — Grupo tratamento (TFD-A2F)
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Non-pigmented — B78H1 cell line

Average ~ 25 £ 1 min

Increase in the
photobleaching rate for sites
around the nuclei




Pigmented — B16F10 cell line

Average ~ 24 * 8 min

- Considerable variation;
- Melanin TPA;

- Melanin weak green
fluorescence;

- PS oxidation;



Microscopia confocal
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DISTRIBUICAO DOS FSs |

Crio-seccionamento

Nitrogénio

Microscopia de
fluorescéncia

Aex: 350 + 30 nm
Acoleta > 400 nm

PpIX — 6h
50 pg/mL

1Z>y Passo: 50 um LAmina PDZ - 24h
50, 75 e 100 pg/mL




DISTRIBUICAO DA PplX

Crio-seccionamento — p24

[PpIX] = 50 pug/mL




DISTRIBUICAO DO PDZ

Crio-seccionamento — p24

a  Control b 50 pg/mL d 100 pg/mL
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DISTRIBUICAO DO |

Quantificacao do PDZ
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Figura 19 — Culturas tridimensionais de melanoma humano em fungdo do tempo de levitagdo. Imagens em
microscopia dos tumores em placa de 24 pogos. Escala: 200 pm.

Viabilidade Celular (%)

Fonte: Elaborada pela autora.

0 1 2 3 4 5 6 i 8 9

Tempo (dias)

Figura 20 — Viabilidade celular dos tumores de melanoma ao longo dos dias de levitagdo.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura21 — Imagens em microscopia confocal de fluorescéncia dos tumores de melanoma. a) Os esferoides
obtiveram espessura aproximada de 80 pm devido ao arranjo de imas abaixo da placa de 96 pogos
durante a impressdo magnética, conferindo um maior “achatamento” do tumor. Os magnetos
podem ser retirados apos a formagdo dos esferoides sem perda da estrutura. b) Os tumores em
placas de 24 pogos adquiriram espessura entre 120 a 130 um. Isso ocorreu porque o arranjo de
imds, nesse caso, ficou acima da placa de cultivo, permitindo maiores graus de liberdade e
interagdes em diferentes planos das células de melanoma.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 30 — Imagens espectrais, com aumento de 20 vezes, de tumores de melanoma incubados com
Photodithazine® e Photogem®, em diferentes tempos. Escala: 1 mm.

Fonte: Elaborada pela autora.



(Photodithazine)

(__Photogem )

Figura 31 — Imagens de fluorescéncia em microscopia confocal de tumores de melanoma imersos em solugéo
de PDZ e Photogem®, ambos na concentragio de 50 pg/mL. Destaque para a distribuigdo
homogénea do PDZ nas culturas em detrimento da heterogénea para o Photogem®. As imagens
foram obtidas com aumento de 40 vezes e a escala refere-se a 50 um.

Fonte: Elaborada pela autora.



Tabela 6 — Resultados da quantificagdo de fotossensibilizadores intracelulares em culturas de melanoma
humano em monocamada.

Concentracao de FS

Fotossensibilizador Tempo de incubacio (horas)
intracelular (ng/mL)

4 (3,00 = 0,05)
8 (3,24 £ 0,05)

. . ® ’ 9
Photodithazine 16 (570 £0,11)
24 (3,45 £ 0,06)
4 (1,52 +0,05)
8 (2,71 £ 0,50)

® b b
Photogem 16 (3,25 £ 0,59)
24 (6,14 +0,82)

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela7 — Resultados da quantificacdo de fotossensibilizadores intracelulares em culturas tridimensionais de
melanoma humano.

Concentracao de FS

Fotossensibilizador Tempo de incubacio (horas)
intracelular (ng/mL)

4 (0,82 +0,02)
. . 8 (1,60 £ 0,03)

® b b
Photodithazine 16 (2,67 = 0,04)
24 (1,90 £ 0,03)
4 (0,25 +0,03)
8 (0,80 £ 0,10)

® b b
Photogem 16 (1,08 £0,12)
24 (1,97 +£0,19)

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 33 — Grafico normalizado dos experimentos de TFD em tumores de 80 um de espessura (placa de 96
pogos) com diferentes doses de irradiagdo, através do ensaio de MTT. Cada dose de luz define um
determinado tempo de iluminagdo, sendo em ordem crescente 7min e 58 s, 15 min e 55 s, 47 min e
45 s. Os respectivos grupos controle designados por “0”, representam as amostras tumorais ndo
incubadas com Photodithazine®. Os grupos identificados por * se referem aos que apresentaram
diferenca estatistica significativa (p<0,05), com relagéo aos seus respectivos grupos controle.

Figura 34 — Imagens em microscopia Optica dos tumores de melanoma humano (com 80 pm de espessura)
apo6s 24 horas da TFD em 20 J/cm?. A letra C representa o grupo controle, enquanto os demais
numeros as concentragdes de Photodithazine® utilizadas. Escala: 200 pm.



Figura 35 — Imagens em microscopia confocal da fluorescéncia natural de tumores de melanoma humano (com
80 pum de espessura) incubados com marcadores, apos 24 horas da TFD em 20 J/cm?. A emissdo
de fluorescéncia em verde representa as células mortas (SYTOX"), enquanto em vermelho as
vivas (Cj,-resofurin). A letra C é o controle e, os outros numeros, as concentragdoes de
Photodithazine®. Escala: 1 mm.
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Figura 38 — Comparativo da resposta fotodindmica em tumores de diferentes espessuras, para a mesma dose de
irradiagio (20 J/cm?) e intervalo de concentragdes de Photodithazine®.



MICROESPECTROSCOPIA RAMAN |

e Meio de cultura
* Excitacao: 785 nm
e Coleta: 100 - 3200 cm

Tumor 3D M




CONTROLE
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Intensidade (u.a.)

TERAPIA FOTODINAMICA

__ Im3 pés _

Tempo pos
TFD (h)
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MTT
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TERAPIA FOTODINAMICA |
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TERAPIA FOTODINAMICA |
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