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Determinacao do perfil fenotipico baseado em imagem desencadeado por
compostos que induzem apoptose ou necrose em células de cancer de mama da
linhagem MCF-7
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1. INTRODUCAO

O cancer de mama ¢ a neoplasia mais diagnosticada entre as mulheres em todo o mundo, sendo a
causa de aproximadamente 666.000 mortes anualmente (Bray et al., 2024; Kim et al., 2025). Sua elevada
letalidade estd associada ndo apenas ao potencial metastatico, mas ainda a crescente capacidade das
células tumorais em evadirem os mecanismos fisioldégicos de morte celular, o que compromete a eficacia
dos tratamentos convencionais (Chaudhry et al., 2022). A complexidade biologica desses tumores, aliada
a heterogeneidade da doenga, configura-se como um desafio clinico e experimental, evidenciando a
necessidade de estratégias que permitam investigar de forma mais precisa as vias envolvidas na
progressao da doenca e na resposta das células neoplésicas aos agentes citotoxicos.

Nesse contexto, o ensaio Live Cell Painting, desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa, surge
como uma abordagem inovadora e adaptavel para a caracterizacdo fenotipica celular. Essa metodologia
utiliza o corante metacromdtico Laranja de Acridina (AO, do inglés acridine orange), o qual emite
fluorescéncia verde na forma monomérica, ao marcar DNA ¢ RNA, e fluorescéncia vermelha na forma
dimérica, ao colorir vesiculas acidas (Stockert; Blazquez-Castro, 2023). Assim, com apenas dois canais
de imagem, ja ¢ possivel obter um perfil celular morfoldgico e funcional complexo (Garcia-Féssa et al.,
2025). Recentemente, nosso grupo adaptou o protocolo com a adi¢do de Hoechst, um fluor6foro que se
liga nas regides de pares de bases A-T do DNA, viabilizando um terceiro canal de imagem, especifico
para a marcacao do nucleo. Desse modo, a extragdo automatizada de features a partir dessas imagens de
fluorescéncia permite a geracdo de perfis fenotipicos muito uteis para diferenciar estados celulares frente
a variados estimulos (Garcia-Féssa et al., 2025; Goodman; Carpenter, 2016).

A determinagdo desses perfis fenotipicos ¢ particularmente relevante para a identificagdo de
respostas celulares a diferentes tipos de morte, como apoptose e necrose. A apoptose ¢ um tipo de morte
celular regulada por caspases, de carater nao inflamatorio, porquanto ¢ tipificada por uma sequéncia de
eventos morfoldgicos coordenados que culminam em fragmentagdo do DNA e retracdo celular (Vitale et
al., 2023); enquanto a necrose pode ser assinalada pelo aumento do volume da célula e perda da
integridade da membrana plasmatica, o que desencadeia em ruptura celular e inflamacao local (Ye; Chen;
Xu; 2023). Diferenciar essas vias por meio de assinaturas fenotipicas permite ndo s6 a compreensao dos
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efeitos induzidos por compostos bioativos, mas também a identificagdo de potenciais marcadores de
citotoxicidade (Liao, 2022).

Diante do exposto, o presente projeto propds a aplicagao do método Live Cell Painting em células
da linhagem MCF-7 tratadas com compostos que provocam apoptose ou necrose, com o objetivo de
construir perfis fenotipicos distintos para cada tipo de morte celular. A gera¢do das imagens de
fluorescéncia das células tratadas contribuiu para a elucidacdo dos mecanismos de agdo dos
medicamentos envolvidos, e a captacdo de métricas dessas imagens por meio de programas de software
podera oferecer subsidios para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas no contexto do cancer
de mama, especialmente frente a resisténcia das células tumorais aos tratamentos convencionais.

2. METODOLOGIA
2.1 Cultura de células MCF-7

A linhagem de células de cancer de mama MCF-7 foi cultivada em meio RPMI 1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibidticos (Penicilina/Estreptomicina) a
37°C e 5% de CO: em incubadora Panasonic. A passagem dessas células foi realizada semanalmente, a
cada dois dias. Para isso, elas foram desprendidas da superficie do frasco de cultura de 25 cm? com o
auxilio de 1 mL de tripsina 0,1%. Em seguida, a enzima foi inativada com a adi¢do de 4 mL de meio
RPMI 1640 suplementado e 2 mL da suspensdo celular foram adicionados a um novo frasco contendo 3
mL de meio de cultura suplementado, de modo que o volume final foi de 5 mL. Além disso, a cada
descongelamento, ap6s um periodo de trés dias sem antibidticos, verificava-se a presenca de micoplasma
nas células pelo método de coloragao direta de DNA (com Hoechst 33342) e inspe¢do por microscopia de
fluorescéncia. Dessa maneira, asseguramos que apenas as culturas celulares livres de micoplasma foram
utilizadas nos experimentos.

2.2 Ensaio de MTT e Determinacio de I1Cso

A partir de uma revisao da literatura em bases de dados cientificos, selecionou-se a Colchicina e o
Paclitaxel como os medicamentos de escolha para a geracdo do morfotipo apoptotico, e, para estimar as
concentragdes dos compostos nas quais a viabilidade celular ¢ reduzida em 50% (ICso), usufruimos do
ensaio colorimétrico de reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio). O
MTT ¢ um sal de tetrazolio amarelo cujo anel € clivado por enzimas oxirredutases dependentes de
NAD(P)H - que estdo presentes em mitocondrias de células metabolicamente ativas -, resultando na
formacgdo de formazan roxo insoltvel (Ghasemi et al., 2021; Mosmann, 1983). Desse modo, ao medir a
conversao desse corante nos cristais de cor purpura, este ensaio reflete a atividade metabdlica e a
viabilidade celular e, por consequéncia, configura-se como uma ferramenta util ao indicar a citotoxicidade
dos compostos em teste. Neste experimento, as células MCF-7 foram cultivadas em placas de 96 pogos,
em meio RPMI 1640 suplementado, e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO,. Apos 24 horas, as
células foram tratadas com uma série de concentragdes dos indutores de morte celular, por 24 horas. As
concentracdes dos tratamentos para determinar o ICso da Colchicina foram: ImM; 100 uM; 10 uM; 1 uM;
100 nM; 10 nM e 1 nM. Para o Paclitaxel, as concentracdes escolhidas foram: 500 uM; 50 uM; 5 uM;
500 nM; 50 nM; 5 nM e 0,5 nM. Depois, os tratamentos foram removidos ¢ as células foram submetidas a
uma incubag¢ao com 100 pL de solugdo de MTT (0,5 mg/mL em meio de cultura suplementado com 10%
de soro fetal bovino), por 3 horas. Passado esse periodo, retirou-se a solugdo de MTT e os cristais de
formazan foram solubilizados pela adi¢do de 100 pL de DMSO Synth em cada um dos pogos. A placa foi
agitada durante 15 minutos e a absorbancia correspondente a cada pogo foi lida em um leitor de
microplacas a A = 570 nm, comprimento de onda que ¢ mais absorvido pelo formazan (Ghasemi et al.,
2021). As células submetidas aos tratamentos foram normalizadas com o grupo controle negativo (células
ndo tratadas) e os resultados foram expressos em porcentagem de células vidveis. Para estimar o ICso, a
viabilidade celular foi avaliada usando o software GraphPad PRISM (versao 8.0), de maneira que
aplicou-se um modelo de regressdo ndo linear com "log(inibidor) vs. resposta - inclinacdo variavel

XXXIIl Congresso de Iniciagao Cientifica da UNICAMP — 2025 2



(quatro parametros)”.

2.3 Live Cell Painting

As células MCF-7 foram plaqueadas a uma densidade de 1,0 x 103 células por pogo em placas de
96 pocos, cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO,.
Apbs 24 horas, as células foram tratadas com os compostos indutores de morte por periodos de tempo
variaveis, que foram ajustados conforme a necessidade. Depois, o tratamento foi removido e as células
foram submetidas a uma incuba¢do com 100 pL de laranja de acridina (AO, sigla do inglés acridine
orange) (10 uM) diluidos em meio suplementado apenas com 10% de soro fetal bovino (SFB), sem
antibiotico. Assim, ap6s 10 minutos de incubacdo a 37°C e 5% de COs, a solu¢do de AO em cada um dos
pocos foi substituida por 100 pL. de FluoroBrite DMEM, ao qual adicionou-se também Hoechst, um
corante permeavel a membrana que emite fluorescéncia azul quando ligado ao DNA, na propor¢ao de 1
uL do fluoréforo a cada 1000 puL de FluoroBrite (1:1000). As células foram incubadas novamente, por 15
minutos, e a placa foi lida pelo leitor multidetector hibrido Cytation 5, utilizando os filtros DAPI
(excitacao/emissao = 358 nm/461 nm), GFP (excitagao/emissdo = 469/525 nm) e PI (excitagdo/emissdo =
531/647 nm), de modo a obter as imagens de fluorescéncia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ensaio de MTT e Determinacao de ICso

Com o intuito de determinar as concentragdes dos fArmacos a serem utilizadas nos experimentos
de Live Cell Painting subsequentes, realizamos ensaios de viabilidade celular empregando o teste de
MTT. Os resultados desse teste para a Colchicina e o Paclitaxel estdo expressos em graficos representados
na Figura 1.A e Figura 1.B, respectivamente. A curva dose-resposta da colchicina exibe um perfil de
reducdo progressiva da viabilidade celular conforme a concentracdo do farmaco aumenta. Existe um
declinio ao longo de toda a faixa de concentracdes testadas, o que sugere que a colchicina gera um efeito
citotéxico mesmo em concentracdes menores. Ja na curva do paclitaxel, observa-se que, embora ocorra
um declinio mais acentuado em concentragdes maiores, a citotoxicidade ¢ pronunciada mesmo na menor
concentragdo avaliada, onde hd uma diminuicdo de aproximadamente 20% na viabilidade celular. A
amplitude das barras de erro indica variabilidade nas réplicas experimentais, especialmente nas
concentragdes intermedidrias.
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Figura 1. Graficos de regressao ndo linear da Colchicina (A) e do Paclitaxel (B). As células foram expostas a
concentragdes crescentes dos indutores de apoptose durante um periodo de 24 h. Em (A), as concentragdes testadas foram 1
nM; 10 nM; 100 nM; 1 uM; 10 uM; 100 uM e 1 mM. Em (B), testou-se: 0,5 nM; 5 nM; 50 nM; 500 nM; 5 uM; 50 uM e 500
uM. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT e seus valores sdo expressos como percentual em relagdo ao
controle. As concentra¢des dos farmacos estdo representadas em escala logaritmica. Os graficos foram gerados no GraphPad
Prism pela equagdo "log(inibidor) vs. resposta - inclinagdo variavel (quatro parametros)”. Os simbolos (*) indicam uma
diferenca significativa entre os tratamentos e os controles dentro do mesmo grupo. A analise estatistica dos grupos de
tratamento foi realizada usando ANOVA One-Way, com comparagdes multiplas pelo Teste de Dunnett. O nivel de significancia

foi de p < 0,05.
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Os valores de ICso calculados para esses compostos, mostrados na Tabela 1, apresentaram
discrepancias significativas em relacdo aos valores esperados, sendo consideravelmente inferiores para a
colchicina e superiores para o paclitaxel. Diante da possibilidade de erros experimentais ou
inconsisténcias na analise dos dados, ndo usufruimos desses valores para os ensaios de Live Cell Painting.
Como alternativa, definimos concentragdes subletais a serem utilizadas para cada composto, sendo que
consideramos como concentragdo subletal aquela que, embora cause alteragcdes celulares detectaveis,
permite a analise dos efeitos bioldgicos sem comprometer drasticamente a integridade das células. Assim,
estabelecemos: 100 pM para a colchicina (2* maior concentracdo testada) e 5 uM para o paclitaxel (3?
maior concentragao testada).

Indutores de morte celular I1Cso
Colchicina ~ 4,800 x 10 mM
Paclitaxel ~9,925 x 1017 uM

Tabela 1. Valores de ICso da Colchicina e do Paclitaxel determinados por ensaio de MTT.

3.2 Live Cell Painting

Com as concentracdes subletais estabelecidas para a Colchicina e o Paclitaxel, realizamos os
ensaios de Live Cell Painting. De inicio, as células foram tratadas com os compostos por um periodo de
24 horas. Todavia, nesta condi¢do experimental, constatamos um elevado numero de células mortas no
sobrenadante, o que dificultou significativamente o ajuste do foco e a aquisi¢do das imagens de
fluorescéncia. Diante desse obstaculo, adotamos uma nova abordagem e reduzimos o tempo de tratamento
para 6 horas. Entretanto, nesse cenario, as células tratadas apresentaram um morfotipo semelhante ao das
células do controle negativo (ndo tratadas), sem alteracdes morfologicas perceptiveis. Considerando essa
limitagdo, optamos por estender o tratamento para 10 horas, o que se mostrou a condi¢cdo mais adequada,
pois permitiu a observagao simultanea de células viaveis, com morfologia semelhante a do controle, e de
células com morfologia visualmente distinguivel do controle, com um padrdo de fragmentacdo do
material genético, o que sugere a ocorréncia de morte por apoptose. Dessa maneira, o ajuste de tempo
possibilitou a obten¢do de imagens nitidas de ambos grupos sem comprometimento do foco. As imagens
de fluorescéncia das células MCF-7 tratadas nessa ultima circunstancia estdao representadas na Figura 2.

DAPI GFP PI MERGE

Colchicina 100 pM

Paclitaxel 5 pM

Figura 2. Imagens de fluorescéncia de células MCF-7 marcadas com Hoechst ¢ Acridine Orange (AO) nos canais
DAPI, GFP e PI, respectivamente. O Merge ¢ a jungdo dos trés canais de imagem. A primeira linha representa o grupo
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controle, isto €, as células tratadas apenas com meio suplementado com SFB 10%. Na segunda linha estdo retratadas as células
submetidas ao tratamento com Colchicina na concentracdo de 100 uM, por 10 horas. Ja na terceira linha sdo mostradas as
células tratadas com Paclitaxel na concentra¢do de 5 pM, também por 10 horas. As setas em vermelho indicam as células com
perfil fenotipico visualmente distinguivel do grupo controle, com um padrdo de fragmentacdo do material genético, o que
sugere a morte celular por apoptose.

4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos até o momento estio em consonancia com dados da literatura,
demonstrando que a Colchicina e o Paclitaxel induzem um morfotipo apoptoético em células MCF-7. De
forma ainda mais relevante, os achados reforcam a eficacia do método Live Cell Painting, desenvolvido
pelo nosso grupo de pesquisa, na identificagdo de alteracdes morfologicas associadas a perfis fenotipicos
distintos em células tratadas, em comparacao as células do controle negativo. Até o presente estagio, a
caracterizagdo fenotipica foi conduzida por meio de analise qualitativa, baseada na inspecao visual das
imagens de fluorescéncia. Essa abordagem foi adotada devido aos desafios ainda existentes na
implementagdo de um pipeline robusto para segmentagdo e selecdo precisa das células apoptéticas, bem
como para a extragdo confidvel de features morfologicas que as diferenciem das células saudaveis. Como
proximos passos, o0 projeto visa ajustar o tempo de tratamento das células para maximizar a visualiza¢ao
do morfotipo desejado e se direciona a otimizagdo da analise quantitativa dos dados extraidos, com foco
na aplicacdo de algoritmos avancados de processamento de imagens e ferramentas de aprendizado de
maquina. Dessa maneira, buscamos aprimorar a identificagao de fenotipos associados a morte celular.
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