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1. Introdugdo:

O DNA mitocondrial (mtDNA) ou nucledides mitocondriais, sdo estruturas altamente
dinamicas que desempenham um papel crucial na regulacdo da funcdo mitocondrial e
do metabolismo celular. Diferentemente do genoma nuclear, o mtDNA é compactado
em nucledides que ndo possuem histonas, dependendo, em vez disso, de proteinas
como o fator de transcricao mitocondrial A (TFAM) para sua organizacao (1).

A estrutura, o numero e a distribuicdo desses nucledides variam entre diferentes
tipos celulares e estados metabdlicos, mas sua organizacdo espacial exata e os
mecanismos regulatdrios envolvidos ainda ndo sdo completamente compreendidos
(2,3). Estudos recentes sugerem que a posicao dos nucledides dentro das mitocondrias
ndo é aleatdria e pode ser influenciada por fatores como a dindamica mitocondrial, o
potencial de membrana e o fluxo metabdlico (4-6).

Embora muitos avangos tenham sido alcangados no entendimento dos mtDNAs, as
técnicas de imagem empregadas apresentam limitacbes para capturar, com alta
resolucdo, a organizacdo e a dindmica dos nucledides em nivel de célula unica (7). A
microscopia de super-resolucdo superou o limite de difracdo de Abbe (11,12),
explorando as propriedades fotofisicas das sondas fluorescentes, que precisam atender
a requisitos especificos para essa técnica. Na nanoscopia STED (do inglés stimulated
emission depletion microscopy), a super-resolucdo é obtida por meio da deplecdo
seletiva de fluoréforos excitados usando um feixe de deplecdo com nucleo oco. Para
essa abordagem, as sondas ideais devem possuir alta foto estabilidade, capacidade de
deplecdo no comprimento de onda adequado, baixa excitabilidade indesejada e
biocompatibilidade (11).

Avancos recentes em microscopia STED (9), combinado ao uso de sondas para
mapeamento de cromatina (Oligopainting) (10), possibilitam agora a visualizagdo de
estruturas cromatinicas em resolugdo subdifrativa, essas novas abordagens abrem
caminho para um entendimento mais aprofundado da organizacdo dos nucledides.
Diante desse cenario, torna-se necessario o desenvolvimento e validacdo de sondas de
DNA (oligoprobes) compativeis com STED que permitirdo um mapeamento preciso da
organizacao e da dinamica dos nucledides mitocondriais, com potencial aplicacdo para
outros mapeamentos de conformacionais de acidos nucleicos.

2. Estado da Arte:

Atualmente, as abordagens mais avancadas para estudar nucledides incluem
microscopia eletronica e técnicas de super-resolucdo, como dSTORM e PALM, que
oferecem alta resolugcdo, mas dependem de protocolos complexos de marcagdo e
analise de dados. A microscopia STED tem se destacado como uma ferramenta
promissora, pois permite a obtencdo de imagens com resolucdo subdifrativa sem a
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necessidade de reconstrucdo computacional, sendo uma abordagem mais direta e
precisa.

Apesar desses avancos, a eficacia da microscopia STED para o estudo de
nucledides mitocondriais ainda é limitada pela falta de sondas fluorescentes adequadas.
As sondas baseadas em DNA (Oligopaint ou Oligoprobes), amplamente utilizadas para
mapeamento da cromatina nuclear, apresentam potencial para marcagao especifica do
DNA mitocondrial, mas ainda ndo foram otimizadas para aplicacoes desse tipo aplicada
a microscopia STED. O desenvolvimento de sondas Oligopaint compativeis com STED
permitird um mapeamento mais preciso da organizacdo e dindmica dos nucledides,
superando as limitacGes das técnicas atuais e proporcionando novos insights sobre a
regulacdo mitocondrial.

3. Objetivos:
O objetivo deste projeto é desenvolver, padronizar e validar sondas
fluorescentes de DNA para a marcacdo do DNA mitocondrial, otimizadas para
microscopia de super-resolucdo STED. Especificamente, buscamos:

a) Projetar e sintetizar sondas Oligopaint especificas para DNA mitocondrial,
garantindo especificidade e eficiéncia na hibridizacdo ao mtDNA.

b) Avaliar as propriedades fotofisicas e fotostabilidade das sondas para garantir
compatibilidade com STED.

c) Testar diferentes estratégias de marcagdo em células e protocolos de preparagao
de amostras para minimizar artefatos e otimizar a resolugao obtida.

4. Metodologia
Para atingir os objetivos propostos, o projeto sera desenvolvido nas seguintes etapas:

a) Design e sintese das sondas de DNA:

Selecdo de sequéncias-alvo no mtDNA considerando acessibilidade estrutural e
eficiéncia de hibridizacdo. Sintese e marcacao das sondas com fluoréforos adequados
para STED, garantindo compatibilidade espectral com os sistemas de excitagdao e
deplegao.

b) Caracterizacdo das propriedades fotofisicas das sondas:

Analises de espectroscopia de fluorescéncia para determinar fotostabilidade e eficiéncia
de deplecdo dos fluoréforos em condicdes de STED. Ensaios de especificidade e
eficiéncia de marcacdo em células fixadas, verificando a colocalizacdo com proteinas
mitocondriais marcadas.

c) Otimizacdo do protocolo de microscopia STED para nucledides mitocondriais:
Teste de diferentes condi¢Oes de fixacdo e hibridizacdo para minimizar perda de sinal
ou artefatos. Aquisicdo de imagens em microscépio STED, ajustando parametros de
deplecdo e andlise para otimizar a resolugdo espacial.

5. Cronograma
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Atividade set/25 out/25 nov/25 dez/25 jan/26 fev/26 mar/26 abr/26 mai/26 jun/26  jul/26  ago/26

1. Design e sintese das sondas Oligopaint [ ] [ ] [

2. Caracterizacao das propriedades fotofisicas das

sondas ¢ * * ¢

3. Testes em células fixadas ([ ] [ ] ([ ] ([ ]

4. Otimizacao dos protocolos de microscopia STED [ [ ] [ ] [ ] [ ]

5..A1 i e lise de imagens de nucledid ° ° ° ° o

mitocondriais

6. Relatorio parcial e ajustes metodolégicos [ ] [ ]

7. Interpretacao dos dados e ajustes finais [ ] ( ] ( ]

8. Redacao e submissao do relatério final [ ] [ ] [ ] o
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