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Resumo

A marcacdo celular especifica vem sendo continuamente aprimorada visando sua
aplicacdo como ferramenta para a pesquisa cientifica e o diagnostico. O estudo de
compartimentos celulares baseado em fluorescéncia tem auxiliado grandemente na
investigacdo de processos quimicos e bioldgicos essenciais a manutencdo da vida das
células. Moléculas como o benzotiadiazol, possibilitam a sintese de diversos derivados
fluorescentes a partir do seu forte nlcleo aceptor de elétrons. A simples confirmacdo da
atividade fluorescente intracelular ja habilita estas moléculas como potenciais compostos
reporteres que poderdo ser acoplados a outras moléculas que apresentem avidez e
estabelecam ligagOes estaveis especificas com biomoléculas. Atualmente, existem diversos
marcadores comerciais para marcacdao celular, porém estes agentes apresentam diversas
desvantagens que tornam o seu uso limitado. Nosso grupo vem buscando desenvolver novas
moléculas fluorescentes para aplicacdo em bioimageamento, visando suprir as limitagGes
dos agentes fluorescentes comerciais de referéncia. Além disso, seu desenvolvimento se
enquadra nos preceitos da quimica verde. Deste modo, trabalhamos com o nlcleo 2,1,3
benzotiadiazol (BTD) que possui diversas caracteristicas ideias para sondas fluorescentes.
Esta pesquisa apresenta trés moléculas derivadas deste nicleo BTD (BJD#UnB1,
BJD#UnB2 e BJD#UnB3) e visa relacionar a estrutura quimica, solubilidade e o alvo
celular em que sdo seletivas nos experimentos in vitro e in vivo. Os resultados
demonstraram que os compostos BJD#UnBl e BJD#UnB2 apresentam afinidade pela
membrana plasmatica, possivelmente se associando aos glicerofosfolipideos de membrana.
Sendo que o composto BJD#UnB1 apresenta o seu pico de fluorescéncia dentro da faixa do
azul e o composto BJD#UnB2 apresenta seu pico de fluorescéncia dentro da faixa do verde,
no espectro de luz visivel. A solubilidade destes dois compostos foi variada, onde o
composto BJD#UnB2 apresentou melhor solubilidade. Apesar da marcacdo no citoplasma
apresentada por ambos 0s compostos, 0 mesmo se repetiu com o marcador comercial de
membrana plasmatica CellMask®. O composto BJD#UnB3 apresentou especificidade por
corpusculos lipidicos, emitindo intenso sinal de fluorescéncia na faixa do verde no espectro
de luz visivel, esta molécula apresentou ainda solubilidade similar a do composto
BJD#UnB1. Quando comparado ao Bodipy®, o composto aqui testado (BJD#UnB3)
apresentou maior intensidade de fluorescéncia que o marcador comercial de referéncia.
Além disso, este composto foi excelente para marcacfes em outros modelos como C.
elegans, Zebrafish e microalgas. Além destas propriedades, todos os marcadores aqui
testados apresentaram auséncia de citotoxicidade, fotoestabilidade durante o uso e
estabilidade em solucéo e no meio intracelular.

Palavras chave: Bioimagens; Fluorescéncia; Benzotiadiazol; Membrana plasmatica;
Lipideos.



Abstract

A specific cellular marking, which is continuously improved aiming its application as a
tool for scientific research and diagnosis. Molecules, such as benzothiadiazole, enable
the production of several fluorescent molecules derivatives, keeping its strongly
electron acceptor nucleus. The simple determination of intracellular fluorescent activity
has already enabled these molecules to work as potential reporters that can be coupled
to other molecules that show avidity and establish specific stable bonds with other
biomolecules. Currently, there are several markers used for fluorescent labeling,
however, many of them show several disadivantages restricting their usage. Our group
has been searching for new fluorescent molecules for bioimaging research, aiming to
overcome the limitations of the commercial fluorescent agents. In addition, its
development is based on processes that minimize environmental waste. Thus, we work
with the 2,1,3-benzothiadiazole (BTD) nucleus that has several interesting features for
fluorescent probes. This research presents three molecules derived from BTD nucleus
(BJD#UnB1, BJD#UnB2 and BJD#UnB3) and aims to corelate their chemical structure,
solubility and cellular target through in vitro and in vivo experiments. The results
demonstrated that BJD#UnB1 and BJD#UnB2 compounds show affitinty to plasma
membrane, possibly associating with membrane glycerophospholipids. Being that
BJD#UnB1 compound shows higher fluorescence intensity in the blue channel and the
BJD#UnB2 compound presents higher fluorescence intensity in the green channel. The
solubility of these probes varied, and the compound BJD#UnB2 showed better
solubility. Despite the inespecific and weaker cytoplasmic labeling compared to cell
membrane staining exhibited by both compounds, this pattern was also observed for the
commercial CellMask® plasma membrane marker. Compound BJD#UnB3 exhibited
specificity for lipid vesicles, emitting intense fluorescence signal in the green channel
and exhibiting similar solubility to compound BJD#UnB1. Compared to Bodipy®, the
compound tested in this work (BJD # UnB3) showed higher fluorescence intensity than
the commercial probe. Besides, this compound was excellent for stainging other models
such as C. elegans, Zebrafish and microalgae. In addition, all markers showed
photostability and no cytotoxicit during their use and they were stable in solution or in
intracellular medium.

Keywords: Bioimaging; Fluorescence; Benzothiadiazole; Plasma membrane; Lipids.
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1. Introducao

1.1. Espectroscopia, Luminescéncia, Fotoluminescéncia e
Fluorescéncia

Os primeiros registros de observacdes de emissdes luminosas vieram da Grécia
Antiga, e foram relatadas por Aristételes a partir da observacao de peixes deteriorados.
Nicolas Monardes, no ano de 1965, registrou a visualizacdo de fluorescéncia em uma
amostra liquida, mais precisamente um extrato de madeira, que emitia a luz em um tom
azulado quando misturado em agua (REZENDE, 2016). Os estudos de fluorescéncia
feitos em materiais vegetais foi alvo de pesquisa no século XVI, pelos cientistas
Athanasius Kircher, Robert Boyle, Issac Newtow e Robert Hooke (TATSCH, 2008;
SMITH & DENT, 2005).

Em solidos, a fluorescéncia foi descoberta acidentalmente em 1603, por
Bolognian Vincenzo Cescariolo, que ap6s o aquecimento de sulfato de bario passou a
observar uma emissdo de luz avermelhada por um determinado periodo de tempo
guando o material era mantido no escuro. Em meados de 1700, varios tipos de
luminescéncia oriundos de fendmenos distintos foram relatados (TRANQUILIN, 2013;
GUCHHAIT et al., 2010).

Em 1852, o cientista George Gabriel Stokes criou o termo fluorescéncia, que se
deriva da palavra fluoride, durante o periodo que passou estudando a emissdo de luz no
mineral fluorita apds ser irradiado por luz visivel. Foi o primeiro cientista a explicitar
claramente este tipo de emissao luminosa (fotoluminescéncia), e através disto, prop6s a
“Lei de Stokes”, que estabelece que o comprimento de onda de uma excitagdo
fluorescente é sempre menor do que o da emissdo. Parte da energia de excitacdo
recebida pela estrutura atbmica é liberada na forma de calor (cinética) através da colisdo
de moléculas excitadas com outras moléculas (NETO, 2006; GUCHHAIT et al., 2010).

Pode-se perceber que no século XX, houve grande aumento nas metodologias
que englobam a fluorescéncia e grande parte do impulso e progresso da ciéncia foi
devido a aplicacdo destas ferramentos analiticas. Nas areas biologicas e da saude, este
método se enquadra na Microscopia, Biologia Molecular, Imunoensaios, Engenharia

Genética, Analises Toxicoldgicas e Clinicas, dentre outras areas. No fim deste século
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houve a adaptacdo da técnica de PCR utilizando sondas fluorescentes para anélises

quantitativas.

O termo luminescéncia define o fendmeno atraves do qual ocorrem emissdes
de fétons por um determinado material depois de excitado com um tipo especifico de
energia. Os atomos presentes nestas moléculas ou materiais ao receber energia passam
para um estado excitado (de alta energia) instavel e para voltar a estabilidade, 0 mesmo
retorna um estado de menor energia. Para que esta transicdo ocorra, 0 excesso de
energia é parcialmente dissipado na forma de fotons e este é 0 mecanismo denominado
de “luminescéncia”. Os materiais luminescentes emitem luz em um comprimento de
onda de luz que € caracteristico para cada material (ALBANI, 2007; HUANG et al.,
2017).

A luminescéncia pode ser classificada de acordo com o tipo de energia
utilizada na excitacdo do material luminescente. Excitagdo por: luz
(Fotoluminescéncia), feixe de elétrons (Catodoluminescéncia), radiacbes nucleares,
raios X e outros (Radioluminescéncia), energia térmica (Termoluminéscencia), energia
quimica (Quimioluminescéncia), energia mecanica (Tribuluminescéncia), energia
elétrica (eletroluminescéncia), energia bioquimica (Bioluminescéncia) e ondas sonoras
(Sonoluminescéncia) (MURTHY & VIRK, 2014; JIAN et al., 2017).

Destacamos aqui como foco do trabalho a fotoluminescéncia que é o processo
no qual determinada substancia atinge um estado excitado a partir da absorcdo de
radiacdo luminosa (nas faixas ultravioleta, visivel ou infravermelho), reemitindo fétons
para 0 seu retorno a um estado de menor energia (mais estavel). Dependendo dos
mecanismos envolvidos no processo, esta radiacdo emitida pode ter energia menor ou
maior do que a energia dos fétons absorvidos. A interacdo entre ions ou moléculas de
um sistema é um processo decorrente de transferéncia de energia na qual se relacionam
com o fendmeno de fotoluminescéncia (SOUSA & NASCIMENTO, 2015; LIN et al.,
2016).

Os processos de fotoluminescéncia sdo classificados em dois tipos: a
fluorescéncia e a fosforecéncia. A diferenca entre as duas se da pelo tipo de transicéo
eletronica radiativa responsavel pela desativacdo do estado excitado, o que determina no
tempo de emisséo do sinal luminoso (SO & DONG, 2002).
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A incidéncia de um feixe de luz (radiacdo continua) sobre uma amostra resulta
em absorcdo da radiacdo, onde &tomos e moléculas passam de um estado de energia
mais baixa (estado fundamental) para um estado de energia maior (estado excitado). A
radiacdo absorvida é quantizada, ou seja, tem um valor igual a diferenca de energia
entre o estado excitado e o fundamental (DERMOT, 2001). O fisico polonés Aleksander
Jabtonski, propds em 1933 um diagrama que é utilizado como modelo para explicar 0s
processos quanticos envolvidos na absorc¢do e na emisséo da luz (JABLONSKI, 1933),
hoje conhecido como “diagrama de Jablonski”. O digrama de Jablonski (Figura 1)
ilustra os estados energéticos de uma molécula e as transi¢Ges entre elas. Os estados sao
arranjados verticalmente por energia e agrupados horizontalmente por multiplicidade de
spin. Os processos fotofisicos que levam a desativacdo do estado excitado podem ser
divididos em transi¢cGes radiativas (indicadas por flechas retas) e transi¢cbes ndo
radiativas (indicadas por flechas onduladas). A emissdo de radiacdo na qual a espécie
formada tem a mesma multiplicidade de spin que o estado excitado é chamada
fluorescéncia, enquanto o processo com mudanca de multiplicidade é denominado
fosforescéncia (BALZANI et al., 2007). A conversdo interna e 0 cruzamento
intersistema sdo exemplos de transi¢cdes ndo radiativas. Na conversao interna, ndo ha
mudanga de spins entre os estados energéticos envolvidos nas transigdes,
diferentemente da conversdo intersistema, onde hd mudanca de spin. Os estados
fundamentais vibracionais de cada estado eletrénico sdo indicados por linhas grossas e,
0s estados vibracionais mais altos, por linhas mais finas (ELUMALAI et al., 2002,
REZENDE, 2016; FATEMINIA et al., 2017).
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Figura 1. Diagrama de Jablonski mostrando a formacéo de um estado excitado singlete
(S1), que pode decair ao estado fundamental mantendo o estado singlete. A ocorréncia
da forma radiativa produz fluorescéncia e ndo radiativa se da por conversdo interna. Se
o0 decaimento ocorrer a partir de um estado triplete T1 que é formado por um
cruzamento intersistema, a emissdo de um foton sera por fosforescéncia (BALZANI et
al., 2007).

Ondas eletromagnéticas diferem profundamente quanto ao seu comprimento, a
luz visivel é uma estreita faixa na escala das ondas eletromagnéticas, e as cores do
espectro visivel podem ser separadas dentro de faixas de comprimento de onda
aproximado: violeta 400—450 nm, azul 450-500 nm, verde 500-570 nm, amarelo e
laranja 570—610 nm e vermelho 610 a aproximadamente 750 nm (Figura 2)
(OLIVEIRA, 2013).
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Figura 2: llustracdo do espectro eletromagnético com destaque para a luz visivel.

Nas Ultimas décadas vem ocorrendo um grande aumento do uso de agentes
fluorescentes nas areas biomédicas. Estas moléculas vém sendo utilizadas na
biotecnologia, no diagnéstico médico, nas ciéncias forenses, nos estudos moleculares,
nas avaliagdes anatdmicas, como marcadores in vitro, in situ e in vivo, dentre muitas
outras aplicacBes. Sua principal vantagem € prover uma elevada sensibilidade as
técnicas que a empregam, podendo permitir a deteccdo e visualizacdo indireta de uma

Unica molécula.

Para a producdo de imagens por fluorescéncia os elementos primordiais para a
analise sdo: (1) as fontes de iluminacdo, que sdo especificas e apresentam caracteristicas
distintas como: espectro de emissdo, poténcia, pulso e a frequéncia em que ocorre a
modulacdo da luz; (2) A emissdo de fluorescéncia que depende da arquitetura atdbmica
do agente fluorescente (o que terminaré a energia do foton produzido e, por conseguinte
a cor da emissdo fluorescente; (3) O sistema de deteccdo dos fotons e (4) a sua
representacdo (comumente em formato digital) (STROBL et al., 2017; LI et al., 2017).
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Em 1852, o fisico e matematico Irlandés George Gabriel Stokes criou o termo
fluorescéncia, que se derivou da palavra “fluorite”. Foi 0 primeiro cientista a explicitar
claramente que este tipo de fotoluminescéncia era um processo de emissao avaliando
minerais como fluorita e urbanita e solugbes de sulfato de quinino. Suas conclusdes
produziram o que se conhece como “Lei de Stokes”, que estabelece que um
comprimento de onda de uma emissdo fluorescente é maior do que o comprimento de
onda da excitagdo. Parte da energia de excitacdo é liberada pela forma de calor
(cinética) através da colisdo de moléculas excitadas com outras moléculas (NETO,
2006, MUKHERJEE et al., 2017). Em homenagem a Stokes a diferenca entre os picos
de emisséo e de excitacdo de um agente florescente recebeu o nome de desvio ou

deslocamento de Stokes (Figura 3).

Intensidade

Desocamento de Stokes

- -

Absorgao Emissio

Comprimento de onda

Figura 3. Demonstracdo do pico de absorgdo e emissdo méxima, “Deslocamento de
Stokes” (ARAUJO, 2010).

Para avaliar o espectro de emissdo de uma molécula, irradia-se a amostra com
um comprimento de onda de excita¢do, com isso a uma intensidade de luz reemitida, em
uma faixa de espectro definida. O comprimento de onda de excitacdo ideal de um

fluoroforo se da pela sua absorcdo quando atingida ao seu méximo (VALEUR, 2001).

Ja no espectro de excitagdo, varia-se 0 comprimento de onda, diferente da
emissdo que é constante. O comprimento de onda ideal é aquele correspondente a

posi¢do do maximo espectro de emissdo do composto (KALSI, 2016).
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Dentre os métodos de espectroscopia, 0 uso da fluorescéncia é bastante
vantajoso, pois a mesma se torna muito sensivel quando associadas a outras substancias,
tem grande espectro de analise e seu erro na medicdo é bem constante em todo o
intervalo da analise. A fluorescéncia apresenta grandes vantagens quando comparada a
outros métodos de espectroscopia, pois é muito sensivel a vizinhanca do fluoroforo, tem
um amplo espectro de analise e o erro inerente & medicgdo é praticamente constante em
todo o intervalo de resposta. Uma caracteristica importante de se observar na
fluorescéncia é o rendimento quéantico, que é razdo ente a quantidade de fétons emitidos
sobre a quantidade fotons absorvidos (SAUER, HOFKENS & ENDERLEIN, 2011; XU
etal., 2017; GAROUX et al., 2017).

A fluorescéncia é um processo ciclico, desde que o agente fluorescente ndo
seja destruido quando ocorra o processo de excitacdo (a extingdo da fluorescéncia é
conhecida como fotodecaimento), o mesmo pode ser excitado e detectado
repetidamente. A alta sensibilidade da técnica de deteccdo fluorescente se deve pelo fato

de um Unico fluor6foro permitir a producao de milhdes de fotons (CAI, 2000).

A quantificacdo da fluorescéncia depende dos mesmos parametros que
abrangem a espectrometria de absorbancia, dentre eles a concentragdo da sonda,
intensidade da origem de excitacdo e 0 método em que se € analisado.

Uma ferramenta que passou a ser bastante utilizada na area cientifica foi a
espectroscopia, utilizada para avaliar estruturas atdbmicas e moleculares. O termo
espectroscopia comecou a ser empregado no final do século X1X, em meados de 1860,
depois que os cientistas Bunsen e Kirchhoff verificaram que espectros de absorgéo e
emissdo favoreciam a determinacdo da presenca de substancias em uma amostra
(FILGUEIRAS, 1996). Nos dias atuais, a espectrometria é entendida como uma
grandeza referente a um determinado material de estudo como atomos, moléculas,
particulas e entre outros, em funcdo de uma energia, frequéncia ou comprimento de
onda da radiacdo absorvida ou emitida (STUART, 2004; LANGGUTH et al., 2017).

A espectroscopia oferece métodos experimentais que contribuem para area da
Biologia Molecular, Bioquimica, Biofisica, Quimica e Fisica Atomica. O atual
conhecimento da matéria é baseado em investigacbes realizadas pelo método

pressuposto. A interacdo da radiacdo com o0s atomos ou moléculas de uma matéria
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qualquer proporciona a geracao dos espectros de emissdo ou de absor¢édo, que derivam
da interacdo destas estruturas (GAUGLITZ, 2003; PERKINELMER, 2000).

As espectroscopias de absor¢do (UV,UV-visivel) medem a radiacdo emitida
com a radiacdo absorvida e as espectroscopias de emissdo (fluorescéncia,
fosforescéncia, luminescéncia) mede a radiacdo emitida. Desse modo, ha uma
metodologia de medicdo para 0s espectros tanto de absorcdo quanto os de emissao
(ALBANI, 2007).

1.2 Agentes fluorescentes
Entender a dinamica dos estados excitados € de grande relevancia para o

entendimento dos processos fotobiologicos, fotofisicos e fotoquimicos, que nos fornece
detalhes sobre o microambiente do agente fluorescente, de acordo com as reacdes
moleculares (MARQUEZIN, 2008).

A fotofisica e fotoquimica sdo areas que permitem explorar varias propriedades
inerentes as classes de compostos fluorescentes. Grande parte do entendimento dos
métodos utilizados nessas areas € baseada na interacdo da luz com a matéria (DE
PAULA, 2003).

Os agentes fluorescentes, ou fluoréforos, ou fluorocromos, ou ainda sondas
fluorescentes, sdo compostos que quando excitados por faixa especifica de radiacdo
luminosa especifica emitem luz em uma ou mais determinadas faixas de comprimento
de onda luminoso, podendo ser amplamente utilizados como biomarcadores
(DRUMMEN, 2012).

A utilizacdo de fluordforos se tornou um método indispensavel no
desenvolvimento da pesquisa nas areas de Imunologia, Biologia Celular, Biologia
Molecular, Biologia Estrutural, Bioquimica e diversas outras areas afins, em
decorréncia da sua elevada versatilidade de emprego de forma isolada ou combinada
com outras moléculas, especificidade intrinseca e crescente sensibilidade de deteccéo

dos equipamentos desenvolvidos para estas areas.

Segundo Suplicy (2010), os fluoréforos sdo classificados em duas categorias:
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) Fluoroforos intrinsecos ou naturais, que sdo aquelas
moléculas com propriedades fluorescentes naturais, como proteinas
fluorescentes, os aminoécidos tirosina, fenilalanina e triptofano dentre muitas
outras. Devido a esta propriedade, podem ser utilizados para estudos
estruturais e de dinamicas das células e de proteinas, assim como ser
empregados para a determinacdo dos parametros de estudo com

autofluorescéncia.

i)  Fluoréforos  sintéticos s8o  aqueles  produzidos
racionalmente ou acidentalmente em reacdes quimicas e que podem ser
adicionados a uma determinada amostra com finalidade de deteccdo
especifica de alvos celulares, e neste caso sdo denominados de
biomarcadores. Como exemplo, temos as sondas da familia das cianinas. Os
fluor6foros sintéticos geralmente apresentam intensa emissdo de

fluorescéncia e elevada estabilidade quando iluminados.

Existem diversas familias de fluoréforos e consequentemente uma ampla gama
de espectros de excitacdo e emissao, além de uma grande diferenciacdo quanto ao tempo
de vida de luminescéncia de cada uma destas moléculas (LI, YIM, JANG & YOON,
2016; WANG et al.,, 2017). A emissdao de fluorescéncia pode estar sujeita a
modificacdes na sua intensidade dependendo de alguns fatores, como: temperatura, pH,
interacdo de substancias, viscosidade do meio, polarizacdo, pressdo e interagdo com
solutos (BEDENDO, 2007).

Para que os fluor6foros sejam de alta qualidade, sdo necessarias algumas
caracteristicas estarem presentes como: ser hidrossollivel, produzir intenso sinal
luminoso de emissdo; emitirem em uma Unica faixa de comprimento de onda da luz
visivel, apresentarem um amplo desvio de Stokes, ndo apresentar ou apresentar reduzido
fotodecaimento a temperatura, pH e condigdes de iluminacdo especificas das
metodologias de seu emprego, apresentar citotoxicidade baixa ou ausente, quando
associados a outras moléculas ndo perturbar a atividade da molécula e ndo promover
agregacao (BEDENDO, 2007, WITTEN et al., 2017; LEE et al., 2017).

Diversos fatores podem influenciar o desempenho de um agente fluorescente
como: o rendimento quantico do fluoroforo; a fotoestabilidade a diferentes solventes, a

exposicdo a luz ambiente, a temperatura, 0 pH, espectros de excitacdo e emissao em
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relacdo a fonte de excitacdo, uso de filtros de comprimento de emissdo (MARRAS,
2007; SAAKOV, 2001). O aumento da temperatura fornece uma maior eficicia do
processo de conversdo interna na desativagéo do estado excitado (OLIVER et al,. 2000).
E necessario manter o pH do meio em que os compostos fluorescentes se encontram,
pois dependendo do grupamento quimico € preciso que se mantenha o potencial
hidrogenidnico adequado e constante para o correto funcionamento da sonda (WANG,
YU, YU, CHEN & YU, 2010; GUILLEN et al., 2017).

Quando associados a determinados grupamentos quimicos, a fluorescéncia do
composto pode ser reduzida, devido ao aumento do cruzamento dos sistemas, como por

exemplo o oxigénio dissolvido por levar a esta situacdo (WANG, YU & YU, 2010).

Outro fator é a presenca de atomos pesados em solventes, que fazem com que
ocorra uma diminuicdo de energia do estado excitado e consequentemente decaimento
da intensidade de emisséo de fluorescéncia (BEDENDO, 2007).

Atualmente, os marcadores fluorescentes se tornaram indispensaveis. A
maioria sdo pequenas moléculas organicas. No entanto, algumas classes de agentes
fluorescentes organicos estdo sujeitos a rapidos desgaste e outras sdo toxicas, ou
apresentam estas duas caracteristicas combinadas. As sondas fluorescentes sdo
identificadas, qualificadas e quantificadas através do seu comprimento de onda de
emisséo (SU, XIAO & ZHAO, 2012; MARQUEZIN, 2008).

1.2.1 Aplicacdes e exemplos de sondas comerciais

A marcacdo molecular e/ou celular com fluoréforos é amplamente empregada
em métodos de diagnostico, devido a sensibilidade que as técnicas baseadas na detec¢édo
da luz proporcionam, o que aumenta as chances da realizacdo da detec¢do precoce de
diversas doengas, que por consequéncia traz um impacto positivo na expectativa e
qualidade de vida dos doentes sejam eles humanos ou outros animais
(NTZIACHRISTOS, 2006; LU et al., 2017; DOMENECH & GARCIA, 2017).

Os agentes fluorescentes sdo fundamentais para a investigacdo de multiplos
fatores bioldgicos por espectroscopia de fluorescéncia ou deteccdo multiparamétrica de

sinais. Por meio da interagdo com a luz, uma molécula pode absorver energia em um
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determinado comprimento de onde especifico e emitir em outro comprimento de onda
diferente, mas igualmente especifico. A combinacdo de diferentes moléculas com
diferentes alvos celulares permitem uma avaliacdo mais abrangente e mais precisa do
fendmeno em avaliacdo (GARAY, 2012; SINGH et al., 2017).

Muitos fluoréforos podem ser utilizados em diversos tipos de andlises e
deteccdo de variados analitos. Dentre suas aplicacdes, temos: (1) deteccdo de
biomoléculas (2) andlise de conformacdo de proteinas, (3) monitoramento de organelas
(4) monitoramento da concentracdo de ions (5) medidas de pH e viscosidade, (6)
avaliacdo de compartimentos celulares, (7) avaliacdo da integridade estrutural do tecido,
célula ou seus componentes, (8) a deteccdo de contaminantes e agentes infecciosos,
dentre outras aplicacbes (CARVALHO, 2014; MOHAMED et al., 2017; SINGH et al.,
2017; CHAO et al., 2017).

Os aminoacidos ndo naturais sdo importantes para investigar peptideos e
proteinas, podendo servir como sondas para monitorar a especificidade em
determinadas funcdes proteicas. Sdo muito eficientes no processo de fluorescéncia, por
serem altamente sensiveis quando em contato com a luz. O triptofano é um exemplo
destas sondas fluorescentes, e hoje em dia muitos grupos de pesquisa vem trabalhando
para 0 melhoramento das propriedades destes tipos de marcadores (ROCHA &
RAMALHO, 2016; GARAY, 2012; SAITO et al, 2017; CHAKRABORTY &
CHATTOPADHYAY , 2017).

As sondas fluorescentes baseadas em proteinas sao utilizadas para deteccdo de
processos bioativos, além de servir para investigar estruturalmente subunidades
celulares relacionadas com a sua sintese, modificacdo, estocagem, transporte e
reciclagem (GARAY, 2012; CHATURVEDI et al., 2017).

Os agentes fluorescentes podem ser ligados a anticorpos especificos ou a outras
biomoléculas que apresentam afinidade e avidez por moléculas especificas (por
exemplo, lecitinas e anexinas). Diversas técnicas empregadas nas areas de Imunologia,
Biologia Celular, Bioquimica e Biologia Molecular relacionam a ligacdo de antigeno a
anticorpo e as emissfes fluorescentes e podem ser detectadas e quantificadas por
diferentes técnicas e instrumentos (SINGH et al., 2017; CHATUVERDI et al., 2017;
TSUNEMATSU et al., 2006). O primeiro fluorocromo a ser ligado covalentemente a

uma biomolécula (um anticorpo) foi o FITC (Isotiocianato de fluoresceina) (Coons, et
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al, 1943) este agente fluorescente apresenta picos de absorcdo e emissdo (490nm e
520nm) (verde) respectivamente. Embora o FITIC apresente acentuado fotodecaimento
continua sendo produzido e empregado ainda hoje. A rodamina é também um agente
fluorescente amplamente utilizado acoplado a anticorpos, apresentando picos de
absorcdo e emissdo (530nm e 610nm), respectivamente, emitindo na cor vermelha
(KRAKOWSKA & CHACHAJ-BREKIESZ, 2015; WANG et al., 2017). A partir da
década de oitenta diversas outras classes de agentes fluorescentes foram produzidas com
vistas a sanar o problema do fotodecaimento, assim surgiu uma familia de agentes
fluorescentes mais estaveis e de amplo emprego denominada AlexaFluor™, que vem

mantendo a lideranca do mercado de agentes fluorescentes até os dias de hoje.

Os agentes fluorescentes sdo também utilizados em estudos do material
genético, seja de forma mais macro como na avaliacdo de aneuploidias a partir de
técnicas como a de FISH, ou em estudos da presenca, quantidade e da prépria estrutura
do DNA/RNA, proprio ou exdgeno, por meio de diferentes técnicas de PCR (OXLEY et
al., 2017; WANG et al., 2017; MOHAMED et al., 2017). Ainda relacionado ao material
genético, a tecnologia de microarranjo possibilitou a analise simultanea da expresséao de
milhares de genes em diferentes tecidos e estagios de desenvolvimento ou condicGes
ambientais diferentes. Dois fatores contribuiram para o avanco desta técnica: (1) a
disponibilidade de sistemas que permitiram a confeccdo de arranjos de alta densidade e
(2) a deteccdo Optica, por agentes fluorescentes que conferiu a sensibilidade ideal para
se realizar as medidas desta intensidade (ROSA, ROCHA & FURLAN, 2007; LI et al.,
2017).

O material genético pode ainda ser marcado por agente fluorescente apenas
para o registro da localizacdo do nucleo das células ou ainda para se determinar a
presenca de outras moléculas no interior do nucleo a partir do contraste entre as cores
dos marcadores empregados. A sonda fluorescente mais amplamente utilizada para a
marcagdo do DNA e identificacdo do nucleo das celulas é denominada 4’,6-diamidino-
2-phenylindole (DAPI), e se liga fortemente as regides ricas em A-T (adenina e timina)
no DNA. E utilizada em células vivas e fixadas, pois é facilmente permeavel a
membrana plasmatica, porém em células vivas onde a membrana estd intacta sua
permeabilizacdo € menor e consequentemente intensidade de fluorescéncia. Por se
associar ao material genético apresenta elevada citotoxicidade e ndo é adequada para

experimentos in vivo ou in vitro cuja condicdo seja manter as celulas vivas por longos
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periodos. O pico de excitacdo e emissdo € de aproximadamente (358nm e 461nm,
respectivamente) (azul) (LI, WU & TSAI, 2003; TERMOFISHER SCIENTIFIC, 2006;
SHANKARAIAH et al., 2017; SABZICHI et al., 2017).

Uma outra variante das aplicagdes dos fluordforos refere-se a sua utilizagéo
como meio de deteccdo acoplado a cromatografia liquida de alta pressédo (HPLC) na
determinacdo de amostras contendo ions metalicos ou outras moléculas (BEDENDO,
2007). Assim como na identificacdo da biodistribuicdo de farmacos por meio da
colocacao de uma etiqueta fluorescente nestas moléculas (ZHENG et al., 2017).

Outro marcador fluorescente utilizado para evidenciar o nucleo das células é o
iodeto de propideo. Este marcador € eficiente somente em celulas fixadas, pois néo é
permeavel a membrana plasmatica intacta. Esta limitacdo foi importante para o seu
emprego como um marcador de membranas danificadas associadas ao processo de
morte celular por necrose. Um viés imposto por este marcador quanto a marcagdo de
material genético, é que o mesmo se liga ao também fortemente ao RNA. Para evitar
este sinal de ruido é necessario um tratamento prévio das amostras com RNAse para sO
entdo se proceder a marcacdo, permitindo que apenas o nucleo das células sejam
corados. Possui pico de excitacdo e emissdo de (535nm e 617nm, respectivamente)
(vermelho) (CHITARRA et al,. 2006; TERMOFISHER SCIENTIFIC, 2006,
ZATORSKA et al., 2017).

Outras biomoléculas despertam grande interesse por estarem envolvidas em
processos cruciais na manutencdo da vida das células e o seu metabolismo estarem
diretamente envolvidos em diversos processos de adoecimento humano. Dentre estas
moléculas se destacam os lipidios, encontrados normalmente nas células eucarioticas
encerrados em pequenos compartimentos citoplasmaticos denominados de corpulsculos
lipidicos (SONG et al., 2017). Para a marcacdo especifica de lipidios a familia de
marcadores comerciais amplamente utilizadas é o BODIPY ™, sendo o mais empregado
apresentando uma maior seletividade para lipideos neutros. Sua faixa aproximada de
espectros também depende da sonda pertencente a esta familia que esta sendo utilizada.
No geral a familia de marcadores lipidicos BODIPY ™ apresenta pico de excitacdo e
emissdo no intervalo de 496/727 nm e emissdo 510/780 nm. (NIU, 2011,
TERMOFISHER SCIENTIFIC, 2013; CHEN et al., 2017; YIN et al., 2017).
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Outra aplicagdo muito comum em estudos de Biologia Celular, Imunologia,
Parasitologia, Bioquimica e Biologia Molecular é a marcagdo especifica de
compartimentos subcelulares. Para este propdsito existem marcadores para todos os
compartimentos celulares. O LysoTracker ™ é o marcador comercial para a deteccéo de
lisossomos, sua penetracdo ocorre somente em células vivas, pois os fixadores
existentes baseados em aldeido inibem a associacdo do fluoréforo com seu alvo. Este
fluoréforo consiste de uma base fraca que esta apenas parcialmente protonado a pH
neutro, permeando livremente as membranas celulares, acumulando-se em organelas
4cidas (lisossomos). A afinidade do LysoTracker™ por compartimentos acidos leva a
sua protonacdo, fazendo que o mesmo na condicdo protonada seja impermeavel a
membranas lipidicas e se acumule no interior dos lisossomos e endossomos tardios,
permitindo a visualizacdo destas organelas. O pico de espectros depende da sonda a ser
utilizada, onde o pico de excitacdo varia de 335/647nm e emissdo 422/668nm (ZU et al.,
2013; MORDHORST et al.,, 2015). Nesta mesma linha, a sonda fluorescente
MitoTracker™ é o marcador comercial de mitocondrias, sendo altamente permeével a
membrana plasmatica da célula, penetra nas mitocdndrias e sua marcacdo independe da
manutencdo do potencial de membrana das mitocondrias.O MitroTracker é um agente
fluorescente catidnico que se acumula eletroforeticamente dentro das mitocondrias por
ser altamente negativo. Este agente fluorescente também possui um grupo clorometil
que forma ligacdo covalente com os grupos tiol encontrados em proteinas e peptideos.
Esta ligacdo faz com que este agente fluorescente fique retido dentro das mitocondrias.
Por esta razdo as mitocondrias retém o MitoTracker™ mesmo ap6s a perda de seu
potencial de membrana. Sua faixa aproximada de espectros também depende da sonda
a ser utilizada, onde a excitacdo varia de 554/644nm e emissdo 576/665nm
(WOJTALA, 2014; TERMOFISHER SCIENTIFIC, 2008). Finalmente o agente
denominado CellMask® é um marcador fluorescente comercial destinado a marcagao
especifica da membrana plasmatica. Este marcador apresenta alta afinidade por
glicerofosfolipideos que sdo encontrados majoritariamente na membrana celular. Este
marcador pode ser empregado tanto em células vivas quanto em células fixadas e
produz intenso sinal fluorescente formando um contorno luminoso em toda a célula
(PIERZYNSKA-MACH, JANOWSKI, & DOBRUCKI, 2014; TERMOFISHER
SCIENTIFIC, 2013; TERMOFISHER SCIENTIFIC, 2014).
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Sondas fluorescentes sdo continuamente utilizadas isoladas ou em conjunto
para 0 monitoramento de diferentes estruturas dentro de uma mesma célula (analises
multiparamétricas) produzindo resultados visualmente inspecionaveis e as vezes de uma
plasticidade e beleza artistica. Para estes fins estdo disponiveis comercialmente um
grande numero de marcadores fluorescentes, que isolados ou associados podem

produzir incriveis resultados cientificos e visuais (Figura 4).

Figura 4. Diferentes marcacbes produzidas por sondas fluorescentes comerciais. (A)
DAPI, (B) lodeto de propideo, (C) Mitotracker®, (D) Lisotracker®, (E) BODIPY® e
(F) CellMasK® (TERMOFISHER, 2014).

1.3 O desenvolvimento de novas moléculas fluorescentes e as reacoes

multicomponentes

Segundo Bhuiyan (2013) desenvolver um novo produto consiste no conjunto
de atividades por meio das quais se busca, a partir das necessidades do mercado e das
possibilidades e restricdes tecnoldgicas, e considerando as estratégias competitivas e de
produto da empresa, chegar as especificacbes de projeto de um produto e de seu
processo de producdo, para que a manufatura seja capaz de produzi-lo.
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As etapas do processo de desenvolvimento de produtos consistem
essencialmente em um fluxo de tarefas conjuntas, capazes de transformar uma ideia em
um produto final (TAKAHASHI, 1999). Ulrich e Eppinger (2000) propdem um modelo
genérico de desenvolvimento de produto voltado para o mercado, isto é, 0 processo tem
inicio com a identificacdo de uma oportunidade de mercado, a partir do que a empresa

utiliza toda a sua tecnologia disponivel para satisfazer tal necessidade.

Atualmente, houve um grande aumento em grupos de pesquisas voltados para o
desenvolvimento e melhoramento de tecnologias biomédicas, principalmente no que diz
respeito a métodos de diagnostico. Neste contexto, verifica-se que 0s compostos
fluorescentes possuem caracteristicas vantajosas frente a outros tipos de moléculas
usadas como repdrteres, podendo ser empregados para simples deteccdo e quantificagdo
de sinais luminosos ou para a geragdo de imagens (ARAUJO et al,. 2010; WITTEN et
al., 2017).

Contudo, quando avaliamos o0s agentes fluorescentes comercialmente
disponiveis identificamos uma necessidade urgente de que novas moléculas sejam
produzidas ou que as atuais sejam modificadas de forma a atender as expectativas de
marcagdo associadas a elas, sobretudo no que se refere ao rendimento quantico,
fotoestabilidade e citotoxicidade. Juntamente com os avangos trazidos pelo progresso
continuo das areas da tecnologia da informacédo, a pesquisa cientifica tem procurado
aprimorar 0 design destas moléculas de forma a aproxima-las das principais
caracteristicas desejadas (SUZUKI & YOKOYAMA, 2015).

Para analisar as células, ¢ de extrema importancia ter acesso a Sseus
compartimentos, bem como a todos 0s processos bioquimicos que ocorrem em seu
interior. Para isso, estruturas de interesse devem ser etiquetadas com marcadores que
proporcionem a sua observacdo direta através da microscopia de ultra resolucdo (SHEN
etal., 2015; WITTEN et al., 2017).

A producdo e o isolamento de moléculas fluorescentes crescem a cada dia,
assim como a producdo de anticorpos em laboratério tem atingido um nivel de
complexidade e exceléncia jamais alcancadas. Novas metodologias de analise e
equipamentos de aquisicdo de dados também vém sendo produzidos acompanhando a
crescente producdo dos insumos fluorescentes. Uma grande parte destas tecnologias

vem sendo posta a servico do imageamento celular, 0 que tem proporcionado um
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elevado grau de refinamento de dados e qualidade/quantidade dos detalhes estruturais,
representando com precisdo nanométricas a maioria das organelas celulares (ZHANG,
2002, HUANG et al. 2016; LEE et al., 2017) Figura 5.

C

Figura 5. Mitocondrias vistas por microscopia de ultra resolu¢do. Reconstrucdo 3D das
mitocondrias a partir de planos com 500nm de espessura (HUANG et al., 2016).

A sintese organica vem se beneficiando de um tipo especifico de reacdo
denominada de reagdes multicomponentes (RMCs), as quais séo definidas como reagdes
gue com trés ou mais materiais de partida ocorre a formacdo de um produto em uma
unica etapa (BOREL, 2013). Além disso, existe a possibilidade da variacdo de um dos

materiais de partida para formar diversos compostos (WANG et al., 2017).

As reagdes multicomponentes produzem uma grande economia de atomos e
estdo intimamente ligadas a eficiéncia da sintese, sendo este um dos pontos positivos

considerados dentro do que se harmonizou em chamar de quimica verde. A massa molar
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do produto desejado e a somatdria das massas molares de todos os reagentes utilizados
na sintese totaliza-se o percentual desta economia (RODRIGUES et al,. 2016; SHEN et
al., 2017).

As RMCs proporcionam o desenvolvimento de novas estruturas através do
simples emprego de diferentes reagentes e a criacdo de amplas variedades de grupos
funcionais, favorecendo a producdo de uma grande gama de substancias diferentes com
diversidades estruturais, podendo apresentar atividade bioldgica ou serem modificadas
para 0 mesmo fim (RODRIGUES; VORADI et al., 2016). A Figura 6 compara dois
tipos de reacOes, em que a primeira representa a reacdo multicomponente e a segunda

uma sintese linear.
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Figura 6. Esquema comparativo de diferentes tipos de reacdo. ReagOes do tipo

multicomponentes (esquerda) e comparada com a sintese linear (direita).

A formacéo de vérios produtos com elevada diversidade estrutural e diferentes
niveis de complexidade a partir de materiais de partida estruturalmente simples sdo as
principais vantagens das RMCs em relacdo a sintese realizada com base na quimica
classica. Estes tipos de reacOGes apresentam as caracteristicas de serem convergentes,
com varias vantagens, como: economia de atomos, simplicidade operacional, producédo
de diversidade estrutural e complexidades dos compostos. Por isso, as RMCs estéo
emergindo como uma ferramenta superior para a sintese de compostos biologicamente
ativos (BARRETO et al,. 2013).

Um dos setores mais dindmicos das economias industrializadas é a industria

quimica, obtendo alta demanda de produtos em diversas areas, como produtos
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farmacéuticos, téxteis, eletrdnicos, automobilisticos e dentre outros. Com isso, houve
um grande aumento de residuos gerados nas diversas fases do ciclo produtivo das
indUstrias quimicas em todo o mundo (SMILEY & JACKSON, 2002, BARAN et al.,
2016).

Desenvolver métodos e procedimentos quimicos que sejam incapazes de causar
danos ao planeta e a populacdo devido a ejecdo de poluicdo ao ambiente, tem sido uma
preocupacdo constante. A quimica verde, procura meios para se obter 0s mesmos
produtos que a quimica tradicional, porém com o minimo possivel de geracdo de
residuos juntamente com a formacdo de substancias ndo contaminantes, contribuindo
assim para a reducdo da degradacdo ambiental e a0 mesmo tempo mantendo o alto
indice de producdo industrial (WARNER, CANNON & DYE , 2004
MARYAMABADI et al., 2016).

Os 12 principios da quimica verde, como representados na Figura 7 sdo: 1)
prevencdo: evitar a produgdo de um determinado residuo; 2) economia de &tomos:
utilizar metodologias sintéticas que incorporam maior nimero de materiais de partidas
no produto final; 3) sintese de produtos menos perigosos: produtos que contenham o
minimo possivel de substancias toxicas a salde humana e ao meio ambiente; 4) desenho
de produtos seguros: produtos que além de exercerem a fungdo desejada sejam ao
mesmo tempo atoxicos; 5) substancias auxiliares mais seguras: quando necessarias
substancias auxiliares, como solventes, 0 mesmo deve ser inGcuo e sempre que possivel
reciclado ou evitado; 6) busca pela eficiéncia de energia: a utilizagdo deve ser
minimizada devido aos impactos ambientais e econdémicos; 7) uso de matérias primas
renovaveis: este tipo de matéria prima deve ser priorizada, além do fato de ser
economicamente viavel; 8) evitar a formacéo de derivados: esta pode levar a geracdo de
residuos por requer etapas que precisem de reagentes adicionais; 9) catalise: os
reagentes cataliticos sdo melhores que reagentes estequiométricos; 10) desenho para a
degradacdo: deve ser desenhados para que no final, se fragmentem em pequenos
produtos de degradacdo in6cuos e ndo permanecam no meio ambiente; 11) analisavel
em tempo real para prevenir a poluicdo: metodologias que monitorem e controlem o
processo da formagéo das substancias nocivas e 12) prevencdo de acidentes a partir da
guimica intrinsecamente segura: as substancias devem ser escolhidas, a fim de

minimizar o risco de acidentes quimicos, que vao desde vazamentos e contaminagado
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humana e do meio ambiente até incéndios e explosdes (LENARDAO et al., 2003;
CIOC, 2014; KUMAR et al., 2017).

1. Prevengio

12. Prevencdo de acidentss a partr

- 2. . .
da quimica segura Economia de atomos

11. Analise em tempo real para prevenir

- 3. Sintese de produtos menos perizosos
a poluicao

10. Desenho para a degradagdo 4. Desenho de produtos seguros

[e S
Quimica
Q. Caralise X 5. Substancias auxiliares mais seguras
Verde

8. Evitar 2 formagdo

de derivados 6. Busca pela eficiencia de energia

7. Uso de materias primas renovaveis
Figura 7. A Quimica verde e seus 12 principios (CIOC, 2014).

Quando se aborda a inovacdo de um produto, a possibilidade de introduzirem-
se inovacOes pode partir de diversas dimensfes. Para se obter sucesso, é necessario
diversas atividades coordenadas e sincronizadas, as quais vem sendo realizadas de
forma simultanea pelo nosso grupo. Estas atividades vdo desde a criacdo de moléculas
in silico, passando pela sintese e purificacdo da molécula até suas reais aplicacdes in
vitro e in vivo, 0 que possibilita a abrangéncia de suas aplicacbes em diversas areas
(REGUIA, 2014; SILOCCHI, 2002; STEFANOVITS & NAGANO, 2014).

Quando os produtos levam a uma inovagdo, 0os mesmos devem passar pelo
processo de patente. As patentes, além de protegerem os resultados do processo e
desenvolvimento, estimulam outras empresas a buscarem produtos que contenham

alternativas, aumentando assim, o desenvolvimento de produtos que auxiliem em
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determinado requisito. Quando se menciona a protecao, deve-se também a prevencéo de
competidores que possam vir a reproduzir o produto e vender a um valor inferior, tendo
em vista que nada foi gasto por ele no processo e no desenvolvimento. E imprescindivel
patentear quaisquer produtos para que processo de criacdo se torne um investimento
rentavel (KANAGAL, 2015; MONTEIRO, 2008).

Para que um produto seja patenteado, 0 mesmo deve atender a determinados
quesitos, como: i) novidade, invencdo e aplicabilidade, ii) seu processo seja pratico, ou
pelo menos parte dele, iii) seja possivel de aplicag¢do industrial, iii) deve apresentar
melhoria funcional em seu uso (LEHMAN, 2003).

Para o processo de otimizacdo de producdo de marcadores fluorescentes é
necessario que 0s mesmos apresentem as seguintes caracteristicas: espectro definidos
para excitacdo e emissdo, amplo deslocamento de Stokes e elevado tempo de vida
luminescente. Outras caracteristicas também influenciam na intensidade da
fluorescéncia do agente luminescente, como o rendimento quantico, fotoestabilidade,
sensibilidade ambiental e coeficiente de extin¢do (capacidade que um mol de substancia
em absorver luz a um dado comprimento de onda) (ARAUJO, 2010; JIAN et al., 2013).

1.4. Benzotiadiazol e seus derivados

Uma das arquiteturas atdmicas mais importantes utilizadas na quimica de
compostos fotoluminescentes e aplicaveis na tecnologia da luz sdo os derivados do
nacleo benzotiadiazol (BTD), Figura 8 (TUZIMOTO, 2010; JIAN et al., 2013; CHI,
2007). Os derivados fluorescentes do nucleo BTD, apresentam diversas caracteristicas
indispensaveis para novos marcadores fluorescentes celulares, pelo fato de ser um forte
nacleo aceptor de elétrons e devido a propriedade de poder ser incorporado em
moléculas aceptoras eletrdnicas, formando um sistema Util para condugdo (LOPES et
al., 2014).
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Figura 8: Estrutura do 2,1,3 benzotiadiazol (MOTA et al,. 2015).

Derivados do nucleo (BTD) normalmente sofrem extensdes das conjugacdes n
nas posicoes 4 e 7, e sdo usualmente sintetizados a partir do derivado 4,7-dibromo-

2,1,3-benzotiadiazola por meio de reacoes de acoplamentos (CARVALHO et al., 2014).

Os heterociclicos sinteticos derivados 2,1,3-benzothiadiazole (BTD), vem
obtendo resultados positivos e 6timas perspectivas para as suas aplicacées. O potencial
de uso desta nova classe de biomarcadores vem sendo sistematicamente investigado, as
quais apresentam diversas caracteristicas desejaveis, como: apresenta-se como uma
molécula estavel em solugdo ou pura durante armazenamento; espectro de excitacdo na
luz visivel; apresenta baixo fotodecaimento; amplo desvio de Stokes, elevado
rendimento quantico, oferece baixo custo e facil producdo; e sua reacdo é facilmente
escalonavel (NETO, et al., 2015; SILVA et al., 2015).

Nosso grupo vem explorando estas propriedades, produzindo e avaliando
diversos compostos biologicamente ativos (RAMOS et al., 2013, GUIDO et al., 2015;
SILVA et al., 2015; ANDRADE et al., 2015) assim como derivados fluorescentes para
emprego em imageamento celular (OLIVEIRA et al., 2010; NETO et al., 2013;
CARVALHO et al., 2014; RODRIGUES et al., 2015; NETO et al., 2015).

Como exemplos apresentamos a Figura 9 que consiste de diversos resultados
bastante satisfatorios obtidos pelo nosso grupo quanto a sintese, purificacdo e aplicacdo
dos derivados de BTDs. O derivado de BTD (BTD-AO imagem A) demonstrou alta
afinidade para corpusculos lipidicos de maneira mais eficiente do que o composto
comercial BODIPY™, além da sua alta permeabilidade & membrana celular
(CARVALHO et al., 2014). Em 2007, nosso grupo desenvolveu derivados de BTD com
propriedade de marcar DNA (Figura 9 imagem b) podendo tanto ser usado como uma
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alternativa ao emprego do DAPI quanto para analises por PCR em tempo real (NETO et
al., 2009). No ano de 2010, foram sintetizados os derivados de BTD (BTDBT e
BTDBI), que foram também bastante especificos para DNA nuclear, figura 9 imagem ¢
(OLIVEIRA et al., 2010). Em 2010, apresentamos outra molécula derivada de BTDs
para a localizacdo seletivas em nucleos (CARVALHO et al., 2014). Em 2012, nosso
grupo produziu o derivado BTDPyMe com alta afinidade para mitocondrias, porém com
baixa intensidade de fluorescéncia figura 9 imagem d. Logo, foram realizadas
modificagdes em sua estrutura quimica gerando os derivados BTDShiny, BTDH e
BTDBr, e os resultados foram muito positivos, onde se obteve derivados com melhor
intensidade de emissdo de fluorescéncia (NETO et al., 2012), figura 9 imagens E, F e
G. Esta molécula foi denominado de Splendor (figura 9 imagem G), apresentando
melhores resultados para marcacdo de mitocéndrias do que a sonda comercial de
referéncia Mitotracker® (CARVALHO et al.,, 2014). Outro derivado que também
produziu marcagdo perinuclear foi 0 BTD-FN, regiéo esta rica em mitocondrias (figura
9 imagem H). Além disso, estes compostos induziram a formacdo de espécies reativas
de oxigénio (CARVALHO et al., 2014).

Figura 9: (A) BTD-AO com seletividade em lipideos, (B) BTD-BT e (C) BTD-BI
seletivos para nucleo, (D) BTD-H, (E) BTD-Br, (F) BTD Shiny, (G) Splendor, (H)
BTD-FN seletivos para mitocondrias modificado de CARVALHO et al., 2014.

Outros grupos publicaram bons resultados obtidos com derivados de BTD em
diferentes modelos de estudo. O derivado BTD-AO desenvolvido por Policar e
colaboradores, acumulou-se nas membranas externas e internas, mostrando que pode ser
utilizado em aplicacbes que envolvem compartimentos membranosos. O BTD-NO,,

descrito por Jiang e seus colaboradores, tem a capacidade de distinguir células normais e
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células tumorais sendo capaz de rastrear células tumorais em estado de hipoxia
(CARVALHO et al., 2014).

1.5. Microscopia e Imageamento Celular

A citologia € o ramo da ciéncia que estuda a célula nos mais variados contextos
e em particular a sua estrutura, morfologia, regulacdo e compreensdo do funcionamento
de suas organelas e vias metabolicas. A célula é denominada como a menor unidade
estrutural e funcional dos organismos metazoarios, por constituirem os tecidos e 6rgéos
e exercerem funcdes basicas para a manutencdo da vida do organismo (FOWLER &
LACHAR, 2009).

O imageamento celular é uma das mais antigas ferramentas para o estudo das
células, e é fundamental para investigacdo na area biomédica, possibilitando nos dias de
hoje a analise destas células e tecidos, com elevada resolucdo espacial. A microscopia é
conhecida desde o século XVII, porém somente utilizada para fins cientificos a partir do
século XIX, onde trouxe para a pesquisa na Biologia grande revelacdes e fundamentou
novas teorias, revolucionando grandemente a area das Ciéncias Bioldgicas (MASTERS,
2006). A criagdo de lentes de aumento e 0 uso no microscopio permitiu enorme
compreensdo do estudo das células. As novas plataformas para imagens avancam cada
dia mais visando alta resolucdo espacial e temporal. Em muitos casos, 0 microscopio
padrdo foi substituido por novas plataformas construidas especificamente que sdo muito
mais flexiveis e permitem a implementacdo de novas modalidades de aquisicdo de

imagem, dentre elas as de alta e super-resolucédo (LI, 2010).

Antigamente, o estudo das células eram um pouco restrito devido aos precarios
métodos. Com o passar do tempo os métodos e o0s instrumentos foram sendo
aprimorados para 0 melhoramento a qualidade e aumentando a quantia de informacdes
extraidas da avaliacdo das amostras celulares. No século XIX 0s microscopios
apresentavam grandes restricdes de resolucdo. A construgcdo do primeiro microscopio
composto ocorreu em 1611, por Kepler (SOUZA & SARAIVA, 2003). Somente no
final deste século houve a invengdo de microscopios binoculares e 0s microscopios com
varias objetivas, criadas por Ernst Leitz s6 veio a ocorrer no ano de 1873
(PRATAVIEIRA, 2014). Em 1930, Lebedeff projetou e construiu o primeiro
microscopio de interferéncia (PATTERSON, 2002) e em 1932 Frits Zernike criou 0

38



microscopio de contraste de fases (KONINGSBERGEN, 2010). E notavel a crescente
evolugédo da microscopia em diferentes ambitos. Em 1955, o cientista Marvin Minsky
criou o conceito da microscopia confocal, e desde entdo esta metodologia de aquisicéo
de imagens vem sendo melhorada, hoje trabalha com iluminacéo a laser que varre todos
os pontos do plano focal de um material biologico, utiliza fotomultiplicadores em
complexos arranjos capazes de amplificar o sinal de poucas unidades de fotons. A
invencgdo da microscopia proporcionou diversas conquistas sobre a microscopia de luz
convencional, destacando o controle da profundidade, eliminacdo das informacdes
luminosas que se encontram fora do plano focal e a aquisicdo sequencial de imagens no
eixo z das amostras (SEMWOGERERE & WEEKS, 2005; ESPOSITO et al., 2011;
MULLER, 2006).

A aquisicdo das imagens no microscopio confocal trouxe significativas
vantagens sobre as técnicas tradicionais de microscopia de fluorescéncia. Introduziu
diversos outros elementos ao microscopio que permite o melhor aproveitamento da luz
emitida pelos agentes fluorescentes que sera a responsavel pela producdo de uma
imagem de qualidade. A possibilidade de ajuste na velocidade de varredura da amostra,
repeticdo de varredura, controle da abertura de entrada de luz (pinhole), controle da
sensibilidade dos fotomultiplicadores, subtracdo digital de ruido na imagem dentre
muitas outras funcionalidades elevou grandemente a qualidade das imagens adquiridas
(MORTARA et al., 2016).

Combinado a todos estes aspectos, 0s programas computacionais realizam
uma grande diversidade de tarefas aplicadas ao imageamento por microscopia confocal,
tanto na exibicdo e correcdo da imagem quanto em sua analise quantitativa. Embora a
base da aquisicdo da imagem continue sendo bidimensional, estes equipamentos
permitem a aquisicdo de imagens em diferentes planos no eixo Z, em distancias que
vem sendo continuamente reduzidas. Este modo de aquisicdo de imagens sequéncias em
Z produz uma série de imagens que sdo digitalmente alinhadas e combinadas
permitindo a reconstrucédo tridimensional das amostras. Esta e outras aplicagdes sao hoje
realidades em muitos centros de microscopia gracas ao pensamento e atitude visionaria
e empreendedora do cientista americano Marvin Lee Minsky (SEMWOGERERE &
WEEKS, 2005; MASTERS, 2001; MULLER, 2006).

39



A microscopia continua uma area em franco desenvolvimento que tem como
principal caracteristica a plasticidade que permite a incorporacdo em seus instrumentos
dos avancos obtidos em diversas outras areas como a microeletrénica, Optica e
informatica. Desta forma, a formacdo das imagens por microscopia tem alcancado
resolucdes cada vez mais altas, estando hoje em dimensdes nanoméricas. A aplicacao de
programas computacionais de corregédo de distor¢es nas imagens, aliado a tecnologias
inovadoras de iluminacdo tem produzido resultados surpreendentes antes observaveis
apenas atraves da microscopia eletrénica de transmissdo (JENSEN, 2013; MURPHY,
2001). Gracas a estes avangos, o acumulo de conhecimento sobre as células, seus
compartimentos e componentes vem sendo acelerado e uma grande quantidade de
detalhes estruturais puderam ser obtidas acrescentando informagdes importantes ao
conhecimento vigente. O imageamento celular € uma metodologia amplamente
empregada em uma variada gama de modelos e abordagens experimentais e vem ao
longo dos séculos contribuindo de forma muito significativa para o avanco da ciéncia
em diversas areas (HARAGUCHI, 2008; CLAXTON, FELLERS & DAVIDSON,
2006; ESPOSITO et al., 2011).

A dindmica do estudo das células a partir do imageamento celular fornece
informacBes inestimaveis para o entendimento de diversos processos podendo ser
aplicado a amostras vivas e em interacdo com outros tipos celulares, com agentes
quimioterapicos, com parasitas e demais agentes infecciosos. A observagdo indireta de
proteinas, suas interagdes, transporte, regulacdo e reciclagem € um dos métodos mais
utilizados em estudos na area da Biologia. O uso de substancias fluorescentes vem
sendo a primeira escolha para estas finalidades devido a facilidade de manuseio das
amostras, 0 reduzido tempo de incubacdo, a seguranca para as amostras e para 0S
pesquisadores (KIMURA et al., 2009; ZHANG et al., 2004).

Os agentes fluorescentes sdo hoje reagentes indispensaveis para o estudo das
células e podem ser aplicados em uma grande variedade de técnicas e avaliados por um
grande numero de diferentes equipamentos além dos microscépios. O seu emprego
aliado aos avancos na manutencdo in vitro de diferentes tipos celulares e
microorganismos compde 0 conjunto basico de técnicas essenciais para 0 estudo das
células e suas interagdes (DIXIT, CYR & GILROY, 2006; MEHLEM et al., 2013).
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A figura 10 mostra o resultado do imageamento celular produzido pelo nosso
grupo, através da microscopia confocal de células tumorais em anéfase, marcadas com
anticorpo anti tubulina conjugados ao agente fluorescente Alexa 488™ e material

genético marcado com DAPI.

Figura 10. Células MCF-7 (células do adenocarcinoma mamario humano nao invasivo)
imunomarcadas com anticorpo anti-a-tubulina (verde) e o DNA marcado com DAPI (azul). A
aquisi¢do da imagem foi feita em microscopio confocal de varredura a laser e mostra a

formag@o tipica de fuso mitético durante a anafase (GUIDO, 2014).

2. Justificativa

O estudo da célula é uma parte fundamental da biologia, visando compreender
a sua estrutura, fungdes, reaces quimicas e metabdlicas da mesma. Um dos métodos
analiticos mais importantes e utilizados em estudos bioldgicos é a microscopia de
fluorescéncia. O conjunto de metodologias que dao suporte a esta Técnica € fortemente
dependente do desenvolvimento de moléculas fluorescente que sdo os elementos chave
para 0 seu avanco. A avaliacdo racional dos marcadores fluorescentes disponivel

comercialmente nos mostra diversas limitagdes destas moléculas que vao desde a baixa
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especificidade, elevada citotoxicidade, insolubilidade, rapido fotodecaimento e dentre
outros. Esta constatacdo nos fornece subsidios para a busca de novas moléculas que
venham preencher as lacunas funcionais observadas nos agentes fluorescentes
disponiveis hoje. Deste modo, o desenvolvimento de novos agentes fluorescentes que
tenham suas caracteristicas 0 mais proximo possivel da molécula ideal e que sejam
produzidos respeitando as condicGes definidas pela quimica verde, vem sendo cada vez
mais procurados pelo setor industrial e pelos usuarios finais. Com vistas para esta
necessidade, este trabalho foi realizado com o proposito de avaliar biologicamente trés

derivados do benzotiadiazol produzidos pelo nosso grupo.

3. Objetivos

3.1. 3.1 Objetivo Geral

Avaliar biologicamente in vitro e in vivo trés derivados fluorescentes do

benzotiadiazol atraves de analises qualitativas e quantitativas.

3.2. Obijetivos Especificos

= Avaliar in vitro a citotoxicidade dos derivados fluorescentes do benzotiadiazol;

= Avaliar in vitro a especificidade dos derivados fluorescentes do benzotiadiazol a
biomoléculas ou a microrregides celulares;

= Analisar in vivo a marcacdo produzida pelos compostos que apresentarem
especificidade por microrregides ou moléculas celulares;

= Realizar a confirmacdo e avaliar por parametros quantitativos a seletividade
apresentada pelos derivados com o uso de sondas fluorescentes comerciais;

= Avaliar a reprodutibilidade dos resultados obtidos in vitro em modelos in vivo;

= Avaliar quantitativamente a intensidade e a estabilidade dos trés derivados

fluorescentes do benzotiadiazol.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Manutencdo de células normais e tumorais

Os modelos celulares utilizados no estudo foram as células tumorais MCF-7
(células de adenocarcinoma mamario humano néo invasivo), MDA-MB231 (células de
adenocarcinoma mamario humano invasivo), Caco2 (células de adenocarcinoma
corretal humano), T47D (células de carcinoma ductal de mama) e a células normais
HUVEC (células endoteliais de veia umbilical humana). Estas células foram mantidas
nos devidos meios de cultivo de acordo com a recomendacdo da ATCC (American Type
Culture Collection), suplementados com 10% de soro fetal bovino e em atmosfera de

5% de CO2 a 37 C, com passagens semanais.

4.2. Testes de solubilidade dos compostos

Solucdes estoques a 1 mM dos compostos fluorescentes testados neste trabalho
foram preparadas com os seguinte solventes: (1) agua destilada estéril, (2) DMSO, (3)
Acetona e (4) hexano. Foi empregada agitacdo vigorosa em agitador tipo vortex a 80%
de sua potencia durante 20 minutos. Em caso de ndo diluicdo as amostras foram
aquecidas a 60°C e submetidas a agitagdo vigorosa conforme descrito acima. Foram
considerados solUveis aqueles compostos cuja solugdo ndo apresentou precipitados
detectaveis a olho nu apds uma hora de repouso a temperatura ambiente. Em caso da
presenca de precipitados detectados a olho nu, o0 composto em questédo foi considerado
pouco soltvel no solvente testado e este composto foi submetido ao proximo solvente
nas mesmas condicdes aqui descritas. Apenas os derivados solUveis em agua ou em até

0,03% de dimetil sulféxido (DMSO) foram avaliados em modelos in vivo.

4.3. Avaliacdo da viabilidade celular

A viabilidade das amostras celulares incubadas com os derivados de BTD por
24 horas foi determinada pelo ensaio padrdo por brometo de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolium (MTT) segundo as recomendagcbes do fabricante. Foram
semeadas 3 x 10° células por poco em placas de 96 pocos que foram incubadas

overnight a 37°C (para sua adesdo na placa) com 150uL/pogo de meio de cultivo
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completo e apropriado. Apos este periodo o meio de cultivo foi removido e as amostras
teste foram incubadas com 150uL de meio de cultivo apropriado para o0 modelo celular
contendo 10, 1 e 0,1 pM do derivado fluorescente. Foram utilizados dois controles
negativos: (1) amostras incubadas com meio de cultivo contendo a mesma concentracao
do diluente. Este teste foi realizado apenas para os derivados que foram solUveis em
adgua ou em DMSO; (2) amostras incubadas apenas com meio de cultivo completo
apropriado. Ap6s 24h de incubagéo, as amostras foram incubadas por 4h, no escuro e a
37°C, com 150uL da solucdo de MTT (0,5 mg/mL em meio de cultivo apropriado). Em
seguida esta solucéo foi retirada e 150uL de DMSO foram adicionados a cada um dos
pocos para a dissolucdo dos cristais de formazan. As placas foram lidas no
espectrofotdmetro Spectramax M5 (Molecular Devices — USA), sendo DMSO o branco.
O ensaio de MTT foi realizado em triplicata para cada composto e concentracdo
utilizada e em trés experimentos independentes. A viabilidade celular foi calculada de
acordo com a seguinte expressdo: % células viaveis = [(amostra teste —
branco)/(amostra controle — branco)] x 100. Os resultados foram submetidos a andlise
estatistica pelo teste de ANOVA no software GraphPad Prism versdao 5.0 para
Windows, GraphPad Software (San Diego, CA, USA).

4.4 Marcacao fluorescente em células de mamiferos (ensaios in vitro)

Para avaliar o perfil das marcacdes fluorescentes dos compostos, 3 x 10°
células foram semeadas sobre laminulas redondas em placas de 24 poc¢os. Apds a
adesdo, as células foram incubadas com os derivados fluorescentes por 30 minutos na
concentracdo de 10, 1 e 0,1 uM. Em seguida, as células foram lavadas em tampéo
fosfato salina (PBS) pH 7,4 e fixadas em formaldeido 3,7% por 20 minutos. As
amostras foram novamente lavadas com PBS e as amostras foram montadas com
ProLong Gold Antifade sobre ldminas, devidamente identificadas. O outro grupo de
amostras foi pré-fixado em formaldeido 3,7% por 30 minutos a temperatura ambiente,
lavado trés vezes em PBS e incubado com 0s compostos também na concentracdo de
10, 1 e 0,1 uM por 30 minutos a temperatura ambiente. Os pocos foram entdo lavados
com PBS e as laminas foram montadas com ProLong Gold Antifade. Além dos grupos
citados anteriormente, outras amostras foram tratadas com o composto BJD#UnB3 e
hidrazina, a fim de avaliar a capacidade deste derivado fluorescente de detectar esta

substancia, o qual provoca mudancga no comprimento de onda de emisséo do fluoréforo
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(desaparecimento da emissdo do canal do vermelho). Como controle negativo para
autofluorescéncia das células, foram utilizadas amostras celulares vivas e fixadas
incubadas apenas nos seus respectivos meios de cultivo. Todas as amostras foram
devidamente identificadas, o ensaio foi feito em triplicata e as ldaminas foram analisadas
em Microscépio Confocal de Varredura a Laser (Leica TCS SP5). Os parametros
utilizados em todos os derivados para aquisicdo das imagens foram: excitacdo (UV
405nm), ganho (entre 1000 e 1200), off set (entre 2,5 e — 2,5), pinhole (300) e line

average (2).

4.4.1 Co-marcacdo dos compostos BJD#UnB1 e BJD #UnB2 com CellMask®

Para a avaliacdo da seletividade dos compostos BJD#UnB1 e BJD#UnB2 para
a membrana plasmaética foi realizada uma co-marcacéo das amostras com o marcador
comercial de membrana plasmatica CellMask® (5ug/mL). Foram utilizadas 3 x 10°
células MCF-7 semeadas sobre laminulas redondas em placas de 24 pocos. Apos a
adesdo, as células foram fixadas em solucdo de formaldeido 3,7% em seguida as
amostras foram lavadas trés vezes em PBS a temperatura ambiente. Apds a incubacéo
com os compostos BJD#UnB1 e BJD#UnB2 por uma hora na concentracéo de 10uM, as
amostras foram lavadas trés vezes em PBS e incubadas em solucdo de CellMask® por
30 minutos. As laminulas foram montadas sobre lamina de vidro com Prolong Gold
Antifade. Todas as amostras foram devidamente identificadas, o ensaio foi feito em
triplicata e analisadas em Microscopio Confocal de Varredura a Laser (Leica TCS SP5).
Em seguida, as imagens foram sobrepostas no Adobe photoshop, para verificar a co-

localizagéo.

4.4.2 Marcacdo de lipidios intracelulares com marcador comercial Bodipy®

Para a marcagdo com Bodipy® foram utilizadas 3 x 10° células MDA-MB-231
semeadas sobre laminulas redondas em placas de 24 pocos. Apos a adesdo, as células
foram fixadas em solugéo de formaldeido 3,7%. Em seguida, as amostras foram lavadas
trés vezes com PBS & temperatura ambiente e incubadas com solugcdo do marcador
comercial de referéncia Bodipy® 1upg/mL por 30 minutos. Em seguida as amostras
foram lavadas novamente trés vezes com PBS e as laminulas montadas sobre 1amina de
vidro com Prolong Gold Antifade. Todas as amostras foram devidamente identificadas,

0 ensaio foi feito em triplicata e analisadas em Microscopio Confocal de Varredura a
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Laser (Leica TCS SP5), utilizando a mesma configuracdo para a adequada comparacao
da intensidade de fluorescéncia individual dos compostos BJD#UnB3, Bodipy® e dos
dois compostos em co-marcacdo. Em seguida, as imagens foram analisadas pelo
software ImageJ, com a utilizacdo das ferramentas “Image” — “Color” Split channels” e
em seguida “Adjust” — “Threshold”, onde dez diferentes pontos de trés imagens de cada
marcagdo foram quantificadas. Posteriormente analisadas pela ferramenta "Plot Profile"
e pelo plugin "Interactive 3D Surface Plot". A edicdo de imagens foi realizada no
software Adobe Photoshop CC 2015 (Adobe). As alteracdes feitas se referem aos niveis

de cores, contraste e sobreposicao de imagens.

4.5 Marcacao fluorescente em Zebrafish (ensaios in vivo)

4.5.1 Marcacao de larvas de Zebrafish com derivados fluorescentes de benzotiadiazol

Os organismos foram mantidos em aquarios com osmose reversa e agua
filtrada em filtros de carbono ativado. Os peixes foram cultivados em um biotério
instalado na Universidade de Brasilia com fotoperiodo de 12:12h (luz:escuro). Os
parametros da dgua foram rigorosamente controlados: a temperatura foi mantida a 26,0
* 1°C, condutividade a 650 + 100 uS /cm, pH a 7,0 £ 0,5 e oxigénio dissolvido >95% de
saturacdo. Os ovos de Zebrafish foram coletados imediatamente apds o acasalamento
natural, lavados e verificados em estereomicroscopio (Microscopio de Zoom
Estereoscopico - SMZ 1500, Nikon Corporation, Japdo). Os ovos nao fertilizados,
coagulados e aqueles com irregularidades foram descartados. Apds a eclosdo, as larvas
foram colocadas em eppendorf e incubadas com os compostos BJD#UnB1, BJD#UnB2
e BJD#UnB3 na concentracdo de 10 uM por 3 horas. Outro grupo de larvas foi pré-
fixada em formaldeido a 3,7% por 1 hora a temperatura ambiente, lavado trés vezes com
agua de sistema e incubado com os compostos na concentragdo de 10 UM por 3 horas a
temperatura ambiente. Para controle negativo, um grupo de amostras foram incubado
somente com a agua de sistema. Em seguida foram levadas e analisadas em

microscopio.

4.5.2 Marcacdo de Zebrafish com CellMask®

Para analise de marcacdo de membrana com marcador comercial CellMask®,

utilizou-se a mesma metodologia de manutencéo e coleta citada anteriormente. Antes e
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apos a fixacdo das larvas, as mesmas foram incubadas com 500uL da solucdo de

CellMask® por uma hora a temperatura ambiente.

4.5.3 Marcacédo de Zebrafish com Bodipy®

Para analise de marcacdo de lipidios com marcador comercial Bodipy®,
utilizou-se também a mesma metodologia de manutencao e coleta citada anteriormente.
Antes e apos a fixacdo das larvas, as mesmas foram incubadas com 500uL da solugdo

de Bodipy® (1ug/mL) por uma hora a temperatura ambiente.

4.6 Marcacdo fluorescente em Caenorhabditis elegans (C. elegans)
ensaios in vivo)

4.6.1 Marcacéo de C. elegans com o derivado fluorescente BJD#UnB3

Neste ensaio os compostos BJD#UnBl e BJD#UnB2 ndo tiveram bons
resultados para este modelo, utilizando somente o derivado BJD#UnB3 para a
marcagdo. Os C. elegans foram mantidos em meio liquido conforme descrito por
Stiernagle (1999), em placa de NGM agar contendo E. coli a 22°C. Os nematddeos
foram tratados vivos e pré-fixados. O grupo que foi tratado vivos, tiveram o composto
BJD#UnB3 diluido no NGM agar, por 1 hora, em seguida foram lavados e montados
em laminula. Para o tratamento pré-fixado, os nematédeos foram coletados da placa de
cultivo fazendo lavagem superficial com 1,5mL de tampdo M9. Em seguida, o coletado
foi transferido para um eppendorf de 1,5mL e centrifugado por 2 minutos a 300g.
Descartou-se 0 sobrenadante, restituindo o volume com o tampdo M9, ressuspendendo o
precipitado e realizando novamente a centrifugacdo (passo realizado trés vezes para
lavagem dos nematodeos e retirada das bactérias). Apds o ultimo ciclo de lavagem, os
nematodeos foram incubados com 1mL de solucdo de paraformaldeido a 4% por 15
minutos a temperatura ambiente. Em seguida o eppendorf foi congelado e descongelado
(banho de nitrogénio liquido e agua a 37°) em trés ciclos de congelamento e
descongelamento. Depois foi repetido o processo de lavagem por trés vezes em tampéao
M9 para a remogéo do paraformaldeido. Ao final do ciclo de lavagem, o eppendorf foi
incubado com os marcadores BJD#UnB1, BJD#UnB2, BJD#UnB3 por uma hora. Em
seguida, as amostras foram lavadas trés vezes em tampd@o M9, sendo o precipitado

ressuspenso e coletado o volume de 25uL para dispensar na lamina. Este volume foi
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espalhado sobre a ldmina de vidro com o uso da porcéo lateral de uma ponteira de
plastico. A lamina foi montada com laminula retangular com o uso de Prolong Gold
Antifade. As amostras foram analisadas em Microscépio Confocal de Varredura a Laser
(Leica TCS SP5). Foram feitas imagens em série no eixo Z de forma a subsidiar a
reconstrucdo tridimensional da sec¢do do organismo evidenciando a organizacao

estrutural dos tecidos e a marcagdo do composto testado.

4.6.2 Marcacdo de C. elegans com DAPI

Para avaliar se havia a presenca de alteracdes nos nematddeos, 0S mMesmos
foram tratados com marcador comercial DAPI, seguindo a metodologia de Fontodrona
et al. (2012). Foram utilizados os mesmos métodos de manutencéo e coleta ja descritos
acima. Ap0s a fixacdo do nematddeo, incubaram-se os mesmos com 500 pL da solugdo
de DAPI.

4.7 Marcacéo fluorescente em Microalgas

Neste ensaio 0os compostos BJD#UnBl e BJD#UnB2 n&o tiveram bons
resultados para este modelo, utilizando somente o derivado BJD#UnB3 para a
marcacdo. Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Botanica localizado no
Instituto de Biologia da Universidade Brasilia (UnB). As microalgas utilizadas nos
experimentos foram da espécie Chlorella sorokiniana LBA39 identificada por Hadi e
colaboradores (2016) e cedida pela Embrapa Agroenergia sendo cultivada em meio BG
11. Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 250 mL com volume util de
150 mL em triplicata testando trés diferentes meios de cultivo, mantidos em agitador
rotatério orbital com fotoperiodo de 16/8 com 40 lux a 25 + 0,5°C a 150 rpm durante
7 dias. 5x10° microalgas foram colocadas em eppendorf e centrifugadas para retirada do
meio de cultivo, em seguida foram incubadas overnight com solucdo de formalina 3,7%
e 0 composto BJD#UnB3 em uma concentragdo de 10uM. Posteriormente, foram
centrifugadas e lavadas uma Unica vez com PBS, em seguida o pellet foi ressuspendido
com 10 microlitros de PBS e colocadas em lamina de vidro. Ap0s secagem da amostra a
mesma foi coberta por uma laminula retangular. As amostras foram analisadas em

Microscopio Confocal de Varredura a Laser (Leica TCS SP5).
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4.8 Analise quantitativa da fluorescéncia emitida in vitro

Para analisar quantitativamente a fluorescéncia emitida nas linhagens celulares
testadas, 1x 10> células foram semeadas em placas de 24 pocos. Ap6s a adesdo, as
células foram incubadas com os derivados fluorescentes por 30 minutos na
concentracdo de 10 uM. Em seguida, as células foram lavadas em tampéo fosfato salino
(PBS) pH 7,4 e fixadas em formaldeido 3,7% por 20 minutos. Outro grupo de amostras
foi pré-fixado em formaldeido 3,7% por 30 minutos a temperatura ambiente, lavado trés
vezes em PBS e incubado com os compostos também na concentracdo de 10uM por 30
minutos a temperatura ambiente. Em seguida as amostras foram levadas ao citdmetro de
fluxo BD Fortessa para a quantificacdo da fluorescéncia emitida. No citémetro foram
coletados dados morfologicos das populagdes celulares e dentro da faixa mais
homogénea destas populacbes foi quantificada a emissdo fluorescente para dez mil
eventos (células) em cada condicdo experimental. Posteriormente, os dados foram

analisados no software FlowJo. A analise foi realizada em replicata.

4.9 Quantificacao e comparacao da intensidade da fluorescéncia entre

diversas condicdes de tratamento

Para avaliar se as variaveis presentes no meio de incubacdo, como pH e
composicdo nutricional, poderiam influenciar na intensidade de fluorescéncia
apresentada pelo composto BJD#UnB3, foi realizado um experimento de marcagao com
o composto em diversas solucdes. Para este ensaio, 3 x 10° células das linhagens
MDAMB-231 e HUVEC foram semeadas sobre laminulas redondas em placas de 24
pocos. Apds a adesdo, as células foram incubadas com o derivado fluorescente
(BJD#UnB3) por 30 minutos na concentragdo de 10uM, utilizando as seguintes
solugdes para tratamento (L15, RPMI, PBS pH 7,4 e PBS pH 7,6). Em seguida, as
células foram lavadas em tampéo fosfato salino (PBS) pH 7,4 e fixadas em formaldeido
3,7% por 20 minutos. As amostras foram novamente lavadas com PBS e montadas com
ProLong Gold Antifade sobre 1aminas, devidamente identificadas. O ensaio foi feito em
triplicata e analisado em Microscépio Confocal de Varredura a Laser (Leica TCS SP5).
Utilizou-se a mesma configuragdo entre os grupos das duas linhagens celulares, para

posterior quantificacdo da fluorescéncia. Apos a aquisicdo das imagens, as mesmas

49



foram analisadas também pelo software ImageJ, analisando trés fotos diferentes de cada

grupo nas duas linhagens e foi quantificado dez pontos distintos.

4.10 Avaliacdo da estabilidade dos compostos fluorescentes em funcao

do tempo

Com intuito de verificar a estabilidade dos compostos fluorescentes em
solucdo e no meio intracelular, 3 x 10° células foram semeadas por poco em placas de
96 pocos e incubadas overnight a 37°C (para sua adeséo na placa) com 150pL de meio
de cultivo completo e apropriado por poco. Apds a adesdo, as células foram incubadas
com os derivados fluorescentes por 30 minutos na concentracdo de 10 uM. Em seguida,
as celulas foram lavadas em tampédo fosfato salino (PBS) pH 7,4 e fixadas em
formaldeido 3,7% por 20 minutos. Outro grupo de amostras foi pré-fixado em
formaldeido 3,7% por 30 minutos a temperatura ambiente, lavado trés vezes em PBS e
incubado com os compostos também na concentracdo de 10uM por 30 minutos a
temperatura ambiente e os po¢os foram entdo lavados com PBS. Utilizou-se também a
hidrazina para avaliar a estabilidade quando incubado juntamente com o BJD#UnB3.
Em todos se adicionou 200uL de PBS e foram utilizados dois controles negativos: (1)
pocos apenas com PBS e (2) amostras incubadas com PBS. A fim de avaliar a
estabilidade dos compostos em solugdes aquosas, foram utilizados pogos contendo PBS
e a solugdo a 10puM dos compostos fluorescentes. As placas foram lidas no
espectrofotdbmetro Spectramax M5 por um periodo de cinco horas, totalizando em 301

leituras, sendo cada leitura realizada a cada minuto. (Molecular Devices — USA).

4.11 Analise de renderizacao 3D (Z-stack)

Nesta analise, foram utilizadas as células MDA-MB231, o nematédeo C.
elegans e a microalga, onde foi adquirida uma série de imagens para a analise de
renderizacdo 3D. Estas imagens sdo imagens 2D em sequéncia no eixo Z de observacgéo
da amostra através do Microscopio Confocal de Varredura a Laser (Leica TCS SP5). A
sequéncia de imagens foi disposta em sobreposicdo pelo software Leica Aplication
Suite Advanced Fluorescence o qual fez a reconstrucdo através de uma projecao 3D de

todas as imagens adquiridas para cada amostra. Foram utilizados os campos de
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fluorescéncias e omitido o campo claro (imagem por contraste de fase) para possibilitar
uma melhor representacdo e visualizagdo da distribuicdo dos corpusculos lipidicos no
interior das células, tecidos do C. elegans e em microalga. Foi também realizada
analises ortogonais a partir das imagens adquiridas no eixo Z a fim de se demonstrar o

posicionamento espacial das marcacgdes no interior dos modelos.

4.12 Analises Estatisticas

As analises dos dados foram realizadas pelo programa GraphPad Prism 5,
utilizando-se o teste ANOVA com p0s teste Dunnet. Valores de p menores que 0,05

foram considerados significativos.

5 Resultados

5.1 Viabilidade Celular

Realizou-se o teste de viabilidade celular para avaliar a atividade citotdxica dos
derivados do benzotiadiazol contra as linhagens celulares utilizadas no presente
trabalho. Determinou-se a porcentagem de células viaveis através do ensaio do sal de
tetrazolium (MTT), onde as cinco linhagens celulares (MDAMB231, Caco-2, T47D,
MCF-7 e HUVEC) foram tratadas durante 24 horas com os derivados em Vvarias
concentragOes. As concentragOes utilizadas dos derivados, foram: 100, 10 e 1 uM para
BJD#UnB1 (Figura 11); BJD#UnB2 (Figura 12), BJD#UnB3 (Figura 13) e
BJD#UnB3 + Hidrazina (Figura 14). Observou-se através dos resultados que no
tratamento com os derivados BJD#UnB1, BJD#UnB2, BJD#UnB3 e BJD#UnB3 +
Hidrazina, que todas as linhagens apresentaram viabilidade maior que 80%, em todas as
concentracdes testadas (100, 10 e 1 uM). Vale ressaltar que o resultado foi bastante
positivo, visto que o tempo de incubacdo dos derivados no tratamento celular é de

apenas 30 minutos e o teste da viabilidade foi realizado por um periodo de 24 horas.
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Viabilidade Celular (BJD#UnB1)

Controle
MDA-MB231
MCF-7
Caco-2
T47D
HUVEC
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Concentragéao

Figura 11. Viabilidade celular das linhagens MDAMB-231, MCF-7, Caco-2, T47D e
HUVEC, incubadas com composto BJD#UnB1 e DMSO (controle) nas concentragdes
utilizadas para diluicdes dos compostos (100, 10 e 1uM), no periodo de 24 horas. Grafico
representativo de trés experimentos independentes, demonstrando média e desvio padréo.
ANOVA, pos-teste Dunnet. *p<0,05. **p<0,01, ***p<0,001.
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Figura 12. Viabilidade celular das linhagens MDAMB-231, MCF-7, Caco-2, T47D e
HUVEC, incubadas com composto BJD#UnB2 e DMSO (controle) nas concentracgoes
utilizadas para diluicdes dos compostos (100, 10 e 1uM), no periodo de 24 horas. Gréfico
representativo de trés experimentos independentes, demonstrando média e desvio padrdo.
ANOVA, pos-teste Dunnet. *p<0,05. **p<0,01, ***p<0,001.
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Viabilidade Celular (BJD#UnB 3)
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Figura 13. Viabilidade celular das linhagens MDAMB-231, MCF-7, Caco-2, T47D e
HUVEC, incubadas com composto BJD#UnB3 e DMSO (controle) nas concentragoes
utilizadas para diluicdes dos compostos (100, 10 e 1uM), no periodo de 24 horas. Gréfico
representativo de trés experimentos independentes, demonstrando média e desvio padrao.
ANOVA, pos-teste Dunnet. *p<0,05. **p<0,01, ***p<0,001.
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Figura 14. Viabilidade celular das linhagens MDAMB-231, MCF-7, Caco-2, T47D e
HUVEC, incubadas com composto BJD#UnB3 e Hidrazina nas concentrac@es de 10, 100 e
200 uM, no periodo de 24 horas. Grafico representativo de trés experimentos independentes,
demonstrando média e desvio padrdo. ANOVA, pos-teste Dunnet. *p<0,05. **p<0,01,
***n<(0,001.
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5.2 Marcacao fluorescente em células de mamiferos (in vitro)

Os experimentos de imageamento celular foram realizados com as cinco
linhagens celulares empregadas neste trabalho (MCF-7, MDA-MB231, Caco-2, T47D e
HUVEC) onde as mesmas foram tratadas vivas e pré-fixadas com o0s compostos
BJD#UnB1, BJD#UnB2, BJD#UnB3 e BJD#UnB3 + Hidrazina. O DMSO foi utilizado
para diluicdo dos compostos, as figuras 15 e 16 mostram o controle negativo, que foi
feito através da incubacdo das linhagens celulares com as porcentagens respectivas de
DMSO contidas em cada concentracdo de tratamento. As imagens sdo referentes a
maior concentragdo de DMSO de um dos compostos. Pode-se observar que apesar do
fraco sinal de fluorescéncia, 0 mesmo se torna disperso por toda a célula, ndo mostrando
nenhuma especificidade celular. Mesmo sendo possivel visualizar no microscépio um
pouco desta autofluorescéncia, o aparelho ndo consegue reproduzir este sinal, sendo
observado somente um ruido, tanto em células vivas (Figura 15) quanto em células preé-

fixadas (Figura 16).
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DMSO 0,3% (C¢lulas tratadas vivas)
Campo Claro Azul Verde Vermelho
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Figura 15. Linhagens MDAMB-231, MCF-7, Caco-2, T47D e HUVEC, sem tratamento.
Células vivas incubadas com DMSO (meio de diluicdo dos compostos) por trinta minutos. As
analises foram realizadas em microscopio confocal de varredura a laser e ndo houve emisséo de

fluorescéncia em nenhum dos trés canais. Barra de referéncia 10 uM.
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DMSO 0,3% (Células tratadas pré-fixadas)
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Figura 16. Linhagens MDAMB-231, MCF-7, Caco-2, T47D e HUVEC, sem tratamento.
Células pré-fixadas foram incubadas com DMSO (meio de diluigdo dos compostos) por trinta
minutos. As andlises foram realizadas em microscopio confocal de varredura a laser e néao

houve emisséo de fluorescéncia em nenhum dos trés canais. Barra de referéncia 10 uM.
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A marcacdo celular dos derivados BJD#UnB1 e BJD#UnB2 foram bastante
similares, onde 0s mesmos apresentaram especificidade em torno da membrana celular.
O derivado BJD#UnB1 (Figuras 17 e 18) apresentou intensa emissdao de sinal
fluorescente no azul (450/490 nm) , consideravel sinal fluorescente no verde
(500/570nm) e nenhum sinal no vermelho, tanto em células vivas quanto em células
pré-fixadas. O derivado BJD#UnB2 (Figuras 19 e 20) apresentou baixo sinal no azul e
vermelho e sinal de intensidade média no verde (500/570nm), tanto em células vivas

quanto pré-fixadas.
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Composto BID#UnB1 (Células tratadas vivas)
Campo Claro Azul Verde

MCEF-7 MDAMB-231

Caco-2

T47D

HUVEC

Figura 17. Linhagens MDAMB-231, MCF-7, Caco-2, T47D e HUVEC, incubadas com o
composto BIJD#UnB1. Células vivas foram incubadas com o composto BJD#UnB1 por 30
minutos. As andlises foram realizadas em microscopio confocal de varredura a laser e mostrou a

presenca da emissdo de fluorescéncia nos canais do azul e verde. Barra de referéncia 10 uM.
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Composto BJD#UnB1 (Células tratadas pré-fixadas)
Campo Claro Azul Verde

MCE-7 MDAMB-231

T47D Caco-2

HUVEC

Figura 18. Linhagens MDAMB-231, MCF-7, Caco-2, T47D e HUVEC, incubadas com o
composto BIJD#UnB1. Células pré-fixadas foram incubadas com o composto BJD#UnB1 por
30 minutos. As analises foram realizadas em microscépio confocal de varredura a laser e
mostrou a presencga da emissdo de fluorescéncia nos canais do azul e verde. Barra de referéncia
10 uM.
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Composto BJD#UnB2 (Células tratadas vivas)
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Figura 19. Linhagens MDAMB-231, MCF-7, Caco-2, T47D e HUVEC, incubadas com o
composto BIJD#UnB2. Células vivas foram incubadas com o composto BJD#UnB2 por 30
minutos. As andlises foram realizadas em microscopio confocal de varredura a laser e mostrou a

presenca da emissédo de fluorescéncia nos canais do azul e verde. Barra de referéncia 10 uM.

60



Composto BID#UnB2 (Cé¢lulas tratadas pré-fixadas)
Campo Claro Azul Verde
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Figura 20. Linhagens MDAMB-231, MCF-7, Caco-2, T47D e HUVEC, incubadas com o
composto BJD#UnB2. Células pré-fixadas foram incubadas com o composto BJD#UnB2 por
30 minutos. As analises foram realizadas em microscépio confocal de varredura a laser e
mostrou a presenca da emissdo de fluorescéncia nos canais do azul e verde. Barra de referéncia
10 uM.
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Para avaliar a deteccdo de hidrazina através do composto BJD#UnB3, as
linhagens foram tratadas com 200uM da substancia, para verificacdo da capacidade de
emissdo de fluorescéncia. Contudo, observou-se que as linhagens incubadas apenas com
hidrazina ndo apresentaram emissdo de fluorescéncia tanto em células vivas quanto em

pré-fixadas (Figuras 21 e 22).
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Hidrazina(Células tratadas vivas)
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Figura 21. Linhagens MDAMB-231, MCF-7, Caco-2, T47D e HUVEC, incubadas com
Hidrazina. Células vivas foram incubadas hidrazina (200uM) por 30 minutos. As analises
foram realizadas em microscépio confocal de varredura a laser e mostrou que ndo houve

emissdo de fluorescéncia em nenhum dos trés canais. Barra de referéncia 10 uM.
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Hidrazina (Células tratadas pré-fixadas)
Campo Claro Azul Verde Vermelho
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Figura 22. Linhagens MDAMB-231, MCF-7, Caco-2, T47D e HUVEC, incubadas com
Hidrazina. Células pre-fixadas foram incubadas com hidrazina (200uM) por 30 minutos. As
analises foram realizadas em microscépio confocal de varredura a laser e mostrou que ndo

houver emissdo de fluorescéncia em nenhum dos trés canais. Barra de referéncia 25 pM.
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Diferentemente, o composto BJD#UnB3 apresentou afinidade por corpusculos
esféricos dispersos no citoplasma. O derivado BJD#UnB3 (Figuras 23 e 24) apresentou
intensa emissdo de fluorescéncia no verde (500/570 nm) em todas as linhagens celulares
e moderada emisséo de fluorescéncia no azul (450/490nm) e vermelho (610/690) em

algumas linhagens celulares avaliadas, tanto em células vivas quanto em fixadas.
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Composto BJD#UnB3 (Células tratadas vivas)
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Figura 23. Linhagens MDAMB-231, MCF-7, Caco-2, T47D e HUVEC, incubadas com o
composto BIJD#UnB3. Células vivas foram incubadas com o composto BJD#UnB3 por 30
minutos. As andlises foram realizadas em microscopio confocal de varredura a laser e mostrou a
presenca de uma fraca emissdo de fluorescéncia nos canais do azul e vermelho e intensa

emissdo de fluorescéncia no canal do verde. Barra de referéncia 10 uM.
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Composto BID#UnB3 (Células tratadas pré-fixadas)
Campo Claro Azul Verde Vermelho
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T47D
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Figura 24. Linhagens MDAMB-231, MCF-7, Caco-2, T47D e HUVEC, incubadas com o
composto BJD#UnB3. Células pré-fixadas foram incubadas com o composto BJD#UnB3 por
30 minutos. As analises foram realizadas em microscépio confocal de varredura a laser e
mostrou a presenga de uma fraca emissdo de fluorescéncia nos canais do azul e vermelho e

intensa emissdo de fluorescéncia no canal do verde. Barra de referéncia 10 uM.
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Os resultados demonstraram que quando as células das linhagens MDAMB-
231 e HUVEC eram tratadas com BJD#UnB3 mais Hidrazina, a emissdo do sinal de
fluorescéncia no canal do vermelho desaparecia, diferentemente do ocorrido com
células incubadas apenas com o composto BJD#UnB3 (Figuras 25 a 26). Analises
feitas no software ImageJ, demonstram a diminuicdo da intensidade de fluorescéncia no

vermelho quando o composto BJD#Unb3 foi incubado com hidrazina (Figura 27).
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Composto BJD#UnB3 e Hidrazina (Células tratadas vivas)
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Figura 25. Linhagens MDAMB-231, MCF-7, Caco-2, T47D e HUVEC, incubadas com o
composto BJD#UnB3 + Hidrazina. Células vivas foram incubadas com o composto
BJD#UnB3 (10 uM) e Hidrazina (200 uM) por 30 minutos. As analises foram realizadas em
microscopio confocal de varredura a laser e mostrou a presenca de uma fraca emissdo de
fluorescéncia nos canais do azul e vermelho e intensa emissdo de fluorescéncia no canal do

verde. Barra de referéncia 10 uM.
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Composto BJD#UnB3 e Hidrazina (Clélulas tratadas pré-fixadas)
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Figura 26. Linhagens MDAMB-231, MCF-7, Caco-2, T47D e HUVEC, incubadas com o
composto BJD#UnB3 + Hidrazina. Células pré-fixadas foram incubadas com o composto
BJID#UnB3 (10 uM) e Hidrazina (200 uM) por 30 minutos. As analises foram realizadas em

microscopio confocal de varredura a laser e mostrou a presenca de uma fraca emissdo de
fluorescéncia nos canais do azul e vermelho e intensa emissao de fluorescéncia no canal do

verde. Barra de referéncia 10 uM.
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Células MDAMB-231 e HUVEC

MDAMB-231 (BJD#UnB3)
MDAMB-231 (BJD#UnB3 + Hz
HUVEC (BJD#UnB3)

HUVEC (BJD#UnB3 + Hz)

Intensidade da fluorescéncia

Canal

Figura 27. Anélise da intensidade de fluorescéncia do composto BJD#UnB3 e Hidrazina no
canal do vermelho nas linhagens celulares MDAMB-231 e HUVEC. Nota-se a diminuigdo
da intensidade de fluorescéncia nas linhagens citadas anteriormente quando incubadas com

Hidrazina. Houve diferenga estatisticamente significativa.

A figura 28 mostra a marcacdo produzida pelos compostos BJD#UnB1 (azul),
BJD#UnB2 (verde) e BJD#UnB3 (verde). O nucleo das células estd marcado com
iodeto de propidio (vermelho). Todos os compostos foram excitados em 405nm.
Observou-se a repeticdo do padrdo de marcacdo com todos 0s compostos testados e em
todas as cinco linhagens analisadas. Além disso, nas células tratadas vivas ndo foi
visualizado nenhuma alteracdo morfoldgica proveniente de citotoxicidade causada pelos
compostos, o0 que confirma o ensaio de viabilidade celular citado anteriormente. Para
melhor visualizagdo das estruturas marcadas, as linhagens MCF-7 e MDAMB-231

foram co-marcadas com iodeto de propidio para corar o nucleo (Figura 28).
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Marcagdo dos derivados e lodeto de Propidio
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Figura 28. Linhagens MCF-7 e MDAMB-231 marcadas com 0s compostos BJD#UnB1,
BJD#UnB2, BJD#UnB3 e lodeto de Propideo. As imagens foram adquiridas em microscépio
confocal de varredura a laser. Para melhor visualizacdo das estruturas intracelulares, as células
foram marcadas com PI (vermelho) e com os compostos BJD#UnB1 (azul), BJD#UnB2 (verde)
e BJD#UnB3 (verde). Barra de referéncia 7.5 uM.

5.3Confirmacao da marcacao especifica

Como foi observado que os compostos BJD#UnB1 e BJD#UnB2 apresentaram
uma marcacao associada com a periferia das células, mais precisamente parecendo estar
ligado a componentes da membrana plasmatica, um ensaio com o agente fluorescente
comercial de referéncia CellMask® para membrana plasmatica foi realizado para
confirmar esta hipGtese. Este marcador apresenta pico de excitagdo e emissdo no
intervalo de 649 e 666nm, respectivamente. Através da co-marcacao, foi confirmado
que os compostos (BJD#UnB1 e BIJD#UnB2) possuem especificidade pela membrana
plasmatica, sendo visivel a co-localizacdo expressada pela cor lilas (BJD#UnB1 e
CellMask®) e alaranjada (BJD#UnB2 e CellMask®) (Figura 29).

Ja o composto BJD#UnB3, apresentou um padrdo de marcacgdo caracteristico
se acumulando em vesiculas esféricas distribuidas pelo citoplasma. Para confirmar se os

compostos testados estavam se associando especificificamente a corpusculos lipidicos,
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realizamos uma marcacdo com o marcador comercial de referéncia Bodipy® para
lipidios neutros, para comparacdo dos padrdes de marcacdo obtidos. Este marcador
apresenta pico 6timo de emissdo de fluorescéncia no intervalo de 500-530nm. Como o
composto testado possui emissdo de fluorescéncia nos trés canais, ficou inviavel a
identificacdo visual de co-localizacdo das marcacgdes. Sendo assim, a co-marcacao foi
realizada para posterior analise quantitativa pelo software ImageJ. O objetivo desta
analise era permitir a quantificagdo da fluorescéncia individual dos compostos
BJD#UnB3 e Bodipy® e também de sua intensidade quando realizada a co-marcagéo
com os mesmos. Com isto, o resultado da anélise demonstrou que quando realizada a
co-marcacéo, a intensidade de fluorescéncia aumenta significativamente, sugerindo uma
colocalizagdo entre os dois marcadores. Além disso, 0s resultados indicaram uma maior
intensidade de fluorescéncia do composto BJD#UnB3, quando comparado com o
marcador comercial Bodipy®, ressaltando que todas as imagens foram adquiridas com a
mesma configuracdo do microscopio confocal, visando obter um resultado real e
comparativos das intensidades de fluorescéncia (Figura 30).

Confirmag¢do da marcagdo (Compostos BID#UnB1 e BID#UnB2)
BJD#UnB1

CellMask® Sobreposi¢ao

BID#UnB2 CellMask®

Sobreposicdo

Figura 29. Células MCF-7 tratadas com o composto BJD#Unb1, BJD#UnB2 e CellMask®.
Os compostos BJD#UnB1 e BJD#UnB2 foram co-marcados com o marcador comercial de
membrana plasmatica CellMask® por trinta minutos. Através das imagens de microscopia
confocal pode-se observar a co-localizacdo dos compostos apresentadas pelas imagens em lilas
(BJD#UnB1 + CellMask®) e alaranjado (BJD#UnB2 + CellMask®). Barra de referéncia 7.5
uM.
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Figura 30. Células MDA-MB-231 tratadas com o composto BJD#UnB3, Bodipy® e
BJD#UnB3 + Bodipy®. As andlises foram realizadas em microscépio confocal de varredura a
laser e mostram a intensa fluorescéncia no canal do verde em vesiculas lipidicas, quando
tratados com os compostos. As imagens e o grafico demonstram que o composto BJD#UnB3
apresenta intensidade de fluorescéncia maior que o marcador comercial de referéncia Bodipy®.
Quando tratados juntos, essa fluorescéncia se intensifica ainda mais, demonstrando uma

colocalizacdo das marcacGes. Barra de referéncia 25 pM.
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Projecao 3D
BJD#UnB3 Bodipy® + BID#UnB3

Figura 31. Analise da intensidade de fluorescéncia do marcador comercial Bodipy®, do
composto BJD#UnB3 e da co-marcagdo (Bodipy® + BJD#UnB3). A intensidade de
fluorescéncia foi realizada através da analise ratiométrica das imagens adquiridas no
microscopio confocal, utilizando software Imagel. As &reas de maior intensidade de
fluorescéncia sdo apresentadas na projecdo 3D através da escala, indicando que 0 composto
BJD#UnB3 apresenta maior intensidade de fluorescéncia em relagdo ao marcador comercial
Bodipy®. Além disso, a proje¢do mostra o aumento dos picos quando co-marcados.

5.4 Marcacao de Zebrafish

Larvas de zebrafish foram incubadas com os compostos BJD#UnB1,
BJD#UnB2, BJD#UnB3, CellMask® e Bodipy®, e apds os tratamento as amostras
foram analisadas no microscépio de fluorescéncia Axiophot. Os resultados mostraram
que as larvas ndo tratadas apresentaram fraca autofluorescéncia no azul, verde e
vermelho. As larvas quando incubadas com os compostos BJD#UnB1, BJD#UnB2 e
BJD#UnB3 apresentaram um acimulo de marcacao na regido cerebral e nos somitos.
Quando comparados com o marcador comercial CellMask®, 0 mesmo obteve um
acumulo de marcagdo também na regido da cabeca e boa parte no cérebro. Quando
marcados com Bodipy®, o acimulo foi observado no saco vitelinico das larvas. Tanto o
cérebro quanto o saco vitelinico sdo regides com acumulo de lipideos, o que pode
diferenciar a marcacdo do composto BJD#UnB3 e o marcador comercial de lipideos
Bodipy® € o tipo de lipideo para o qual ambos tem afinidade. A marcagédo dos
compostos BJD#UnB1 e BJD#UnB2 foi possivel pela rica quantidade de membranas
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existentes nestas estruturas marcadas (Figura 32

Marcagdo em Zebrafish
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Figura 32. Zebrafish ndo tratado e tratado com BJD#UnB3. As larvas ndo tratadas foram
incubadas com DMSO (meio de diluicdo dos compostos) e tratadas com 0s compostos
BJD#UnB1, BJD#UnB2 e BID#UnB3, durante trés horas. Foram observados nas imagens de
microscopia de fluorescéncia, que a amostra ndo tratada, apresenta uma leve autofluorescéncia
com emissdo no azul e verde, de forma difusa em todo corpo da larva. A marcacdo com 0s
compostos BJD#UnB1, BID#UnB2 e BJD#UnB3 demonstram marcacdo no cérebro e somitos
(estruturas em formato de “v” que auxila na coluna vertebral). CellMask® teve especificidade
pela regido da cabeca e cérebro e Bodipy® pelo saco vitelinico. O canal de contraste de fases

permite visualizar a morfologia normal das larvas. Barra de referéncia 200 uM.
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5.5 Marcacao no modelo Caenorhabditis elegans

A fim de avaliar a aplicagdo do derivado BJD#UnB3, que demonstrou
especificidade para corpudsculos lipidicos nas linhagens celulares, em tecidos, fez-se a
marcacdo no modelo C. elegans vivos e em um curto ensaio de fixacdo utilizando o
derivado citado. Os compostos BJD#UnBl e BJD#UnB2 n&do produziram bons
resultados neste modelo, deste modo optou-se por nédo colocar as imagens. O controle
negativo demonstrou uma fraca autofluorescéncia emitida pelo nematddeo, com
emissdo no azul, verde e vermelho. Assim como nas linhagens celulares, apesar da
visualizagdo da autofluorescéncia no microscopio, o sinal ndo pode ser reproduzido pelo
equipamento (Figura 33). N&o foi observado qualquer tipo de alteragdes morfoldgicas
do nematddeo apds os procedimentos de marcacdo com o derivado avaliado, de acordo
com a imagem de contraste de fase. Além disso, a marcacdo com DAPI demonstrou que
0 nematddeo utilizado apresentava suas estruturas bastante preservadas e sem alteracdes
visiveis (Figura 33). Foi observada uma marcacdo na derme dos nematddeos quando
tratados vivos com o composto BJD#UnB3. Ja quando tratados apds um curto processo
de fixacdo, observou o acumulo do fluor6foro em regibes esféricas no intestino e na

hipoderme dos nematddeos, emitindo intenso sinal fluorescente no verde (Figura 33).
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Marcacdo em C. elegans

Campo Claro Azul Verde Vermelho
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BJD#UnB3
Tratado vivo

BJD#UnB3
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Bodipy

Figura 33. C. elegans ndo tratado e tratado com BJD#UnB3 e DAPI. Através das imagens
de microscopia confocal de varredura a laser, foi observado na amostra ndo tratada, uma leve
autofluorescéncia com emiss@o no azul, verde e vermelho, de forma difusa em todo corpo do
nematodeo. A marcacdo com DAPI demonstra a morfologia normal dos vermes. Quando
tratados vivos, 0s nematodeos apresentaram marcacdo em torno de sua membrana, diferente dos
tratados ap6s a pré-fixacdo, que apresentaram marcacgdo de vesiculas no intestino e hipoderme.
O canal de contraste de fases permitiu a visualizagdo da morfologia normal dos nemat6deos.

Barra de referéncia 10 uM.

5.6 Marcacao de microalgas

Com intuito de avaliar a marcacdo de lipideos em um outro modelo de
organismo, microalgas da espécie Chlorella sorokiniana (usadas na producdo de
lipidios para a fabricacdo de biodiesel) foram incubadas com o composto BIJD#UnB3

overnight e ap6s a analise, foi observado que as microalgas possuem uma
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autofluorescéncia no vermelho e quando tratadas com o composto BJD#UnB3 as
mesmas apresentam uma consideravel emissdo de fluorescéncia no canal do azul e
intensa emissdo de fluorescéncia no verde com pronunciada marcacao de vesiculas no
seu interior (Figura 34). Este resultado demonstrou a afinidade do composto por
vesiculas lipidicas presentes nesta espécie de microalgas. Finalmente, nossos resultados
sugerem que este marcador pode ser utilizado para a quantificacdo dessas estruturas por
métodos de espectofotometria, 0 que é de grande interesse da inddstria de
biocombustiveis. Os compostos BJD#UnBl1 e BJD#UnB2 ndo produziram bons

resultados neste modelo, deste modo optou-se por nao colocar as imagens.

Marcagao em Microalgas

Campo Claro Azul Verde Vermelho

Figura 34. Microalgas ndo tratadas e tratadas com BJD#UnB3. As microalgas ndo tratadas

N3io tratada

BID#UnB3

foram incubadas com DMSO (meio de diluicdo do composto) ou com o composto BJD#UnB3
overnight. As imagens demonstram que as microalgas ndo tratadas apresentam significativa
autofluorescéncia no canal do vermelho. Quando tratadas com o composto BJD#UnB3, as
amostras apresentaram fluorescéncia difusa no canal do azul e intensa fluorescéncia no canal do
verde, evidenciando corpusculos esféricos no interior das microalgas. O canal de contraste de

fases permite visualizagdo da morfologia normal das microalgas. Barra de referéncia 2.5 uM.
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5.7 Quantificacdo da intensidade de fluorescéncia apresentada pelos

compostos fluorescentes

Com intuito de quantificar a fluorescéncia emitida pelos compostos nas
linhagens celulares testadas, as amostras vivas e pré-fixadas foram incubadas com os
derivados na concentracao de 10uM por 30 minutos e analisadas em citdmetro de fluxo.
A fluorescéncia apresentada pelas amostras incubadas com os compostos BJD#UnB1 e
BJD#UnB2 foi analisada nos canais AmyCian (verde) e Pacific blue (azul), enquanto
que a fluorescéncia apresentada pelas amostras incubadas com o composto BJD#UnB3
foi analisada nos canais AmyCian (verde), Pacific blue (azul) e Qdot 605 (vermelho).
Os resultados demonstraram que o composto BJD#UnB1 (Figuras 35) apresentou uma
emissdo de fluorescéncia mais pronunciada no canal do azul (Pacific blue) do que no
canal do verde (Amycian), comparada com as amostras controle. O composto
BJD#UnB2 apresenta menor intensidade de fluorescéncia que o composto BJD#UnB1.
As analises quantitativas indicam que as amostras incubadas com este marcador sao
apenas sutilmente mais fluorescentes que as amostras controle, sendo a intensidade
média de fluorescéncia consideravelmente baixa em ambos os canais (Amycian e
Pacific Blue (Figuras 36). Ja o composto BJD#UnB3 teve consideravel emissdo de
fluorescéncia no canal do azul (Pacific blue) e vermelho (Qdot 605), entretanto esta foi
mais intensa no canal do verde (AmyCian). Quando incubados juntamente com a
Hidrazina, o composto BJD#UnB3 apresentou um aumento da intensidade de
fluorescéncia nas linhagens tumorais (MDAMB-23, MCF-7, Caco-2 e T47D) e uma

diminuicdo da intensidade na linhagem celular normal (HUVEC) (Figuras 37).
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Figura 35. Quantificagdo da intensidade de fluorescéncia do composto BJD#UnB1 nas
linhagens MDAMB-231, MCF-7, Caco-2, T47D e HUVEC. As anélises foram feitas em
citbmetro de fluxo e os dados analisados no software FlowJo. Os histogramas e graficos
demonstram intensidade de fluorescéncia do composto em todas as linhagens quando tratadas
vivas (azul) e pré fixadas (laranja) em comparagdo com o controle ndo tratado (vermelho).
Foram adquiridos 10.000 eventos nos canais de fluorescéncia Amycian (verde) e Pacific blue
(azul).
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Figura 36. Quantificagdo da intensidade de fluorescéncia do composto BJD#UnB2 nas
linhagens MDAMB-231, MCF-7, Caco-2, T47D e HUVEC. As analises foram feitas em
citbmetro de fluxo e os dados analisados no software FlowJo. Os histogramas e graficos
demonstram intensidade de fluorescéncia do composto em todas as linhagens quando tratadas
vivas (azul) e pré fixadas (laranja) em comparacdo com o controle ndo tratado (vermelho).
Foram adquiridos 10.000 eventos nos canais de fluorescéncia Amycian (verde) e Pacific blue

(azul).
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Figura 37. Quantificagdo da intensidade de fluorescéncia do composto BJD#UnB3 e
Hidrazina nas linhagens MDAMB-231, MCF-7, Caco-2, T47D e HUVEC. As anélises foram
feitas em citbmetro de fluxo e os dados analisados no software FlowJo. Os histogramas e
graficos demonstram o intenso sinal de fluorescéncia do composto no verde em todas as
linhagens quando tratadas vivas (azul) e pré fixadas (laranja) em comparacdo com o controle
ndo tratado (vermelho). Foram adquiridos 10.000 eventos nos canais de fluorescéncia Amycian
(verde), Pacific blue (azul) e Qdot 605 (vermelho).
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5.8 Analise da influéncia do pH do meio de tratamento na intensidade

meédia de fluorescéncia

Ao compararmos as imagens obtidas das diferentes linhagens incubadas com
os compostos fluorescentes, observamos que havia uma diferenca consideravel entre a
intensidade de fluorescéncia apresentada pelos compostos na linhagem MDA-MB-
231(Figura 38) e na linhagem normal HUVEC (Figura 39). Estas duas linhagens
celulares apresentaram um padréo da intensidade de fluorescéncia bastante distinto tanto
quando pré-fixadas quanto incubadas vivas e também quando pré-fixadas e incubadas
em associagdo com hidrazina. Um dos pontos que diferenciam o procedimento de
marcacdo destas duas linhagens é o meio de cultura utilizado para solubilizar o
composto fluorescente. A linhagem MDA-MB-231 é normalmente cultivada no meio
Leibovitz L15, j& a linhagem HUVEC é cultivada em meio RPMI 1640. Além da
diferenca na composic¢do nutricional entre esses dois meios de cultivos, eles também
apresentam pH ligeiramente diferentes, ou seja, o potencial hidrogenibnico difere-se um
do outro. O meio L15 apresenta um pH um pouco mais &cido que o meio RPMI e
devido ao fato de sua forma de tamponamento ser baseada na presenga de aminoacidos
de base livre e ndo na presenca de bicarbonato de sédio, como para 0 meio RPMI, ele
tende a se acidificar mais rapidamente quando em cultura. Sabe-se que o pH influencia
consideravelmente na emissdo da fluorescéncia, sendo assim as duas linhagens foram
tratadas em diferentes situacOes para verificar se o pH realmente estava influenciando
na intensidade de fluorescéncia ou se outro viés seria a causa. Para isso, as linhagens
foram tratadas com as quatro diferentes solucées (L15 pH 7,56; RPMI pH 7,70; PBS pH
7,0 e PBS 7,7). Com o resultado, foi observado que tratando as duas linhagens com as
solugbes L15 (pH 7,56) e PBS (pH 7,0) a intensidade de fluorescéncia era
consideravelmente maior quando comparadas as mesmas linhagens tratadas com as
solucdes RPMI (pH 7,7) e PBS (pH 7.6). Assim, por meio desta analise é possivel
concluir que o diluente ideal para o composto fluorescente testado BJD#UnB3 seria
PBS pH 7,0, pois assim seria possivel obter dados mais reprodutiveis independentes da
linhagem a ser analisada além de se evitar qualquer outro viés proveniente da
composicdo dos meios de cultura. Pensando na padronizacdo de um protocolo para
melhor qualidade da analise, seria necessaria a verificagdo da viabilidade celular no
tratamento de células vivas, visto que nos trinta minutos de marcagdo as mesmas

estariam isentas de nutrientes fornecidas pelo meio de cultivo. Para isso, realizou-se o
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teste de viabilidade celular, através do ensaio de MTT, para o periodo de uma hora de
incubagdo dos compostos fluorescentes diluidos em PBS. Os resultados demonstraram
que neste periodo, ndo houve diminuicdo significativa da viabilidade celular,
assegurando que o tratamento com PBS pode ser realizado para esta marcacdo (Figura
40). Vale ressaltar que a marcacdo com BJD#UnB3 é realizado em um periodo de 30

minutos, tempo inferior ao analisado.

Avaliagdo da intensidade de fluorescéncia do composto BID#UnB3 na linhagem MDAMB-231
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Figura 38. Comparagdo da intensidade de fluorescéncia em diferentes meios de
tratamento na linhagem MDAMB-231. As células foram incubadas com BJD#UnB3 (10uM)
em diferentes solucbes (L15 pH 7,56; PBS pH 7,0; PBS pH 7,6 e RPMI pH 7,7) durante 30
minutos. Foi observado aumento na intensidade de fluorescéncia quando as células foram
tratadas com as solugdes com pH mais acidos (L15 e PBS pH 7,0), no entanto este aumento ndo

foi estatisticamente significativo. Barra de referéncia com 10um.
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Avaliagdo da intensidade de fluorescéncia do composto BID#UnB3 na linhagem HUVEC
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Figura 39. Comparagdo da intensidade de fluorescéncia em diferentes meios de
tratamento na linhagem HUVEC. As células foram incubadas com BJD#UnB3 (10uM) em
diferentes solucGes (L15 pH 7,56; PBS pH 7,0; PBS pH 7,6 e RPMI pH 7,7) durante 30
minutos. Foi observado aumento na intensidade de fluorescéncia quando as células foram
tratadas com as solugdes com pH mais acidos (L15 e PBS pH 7,0). no entanto este aumento ndo

foi estatisticamente significativo. Barra de referéncia com 10um.
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Figura 40. Viabilidade celular da linhagem MDA-MB-231, incubada com o composto
BJD#UnB3 diluido em meio L15 e PBS (pH 7,0) em uma concentracdo de 10uM. Gréafico
representativo de trés experimentos independentes demonstrando média e erro padrdo médio.
ANOVA, pos-teste Dunnet, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre as trés

condigdes experimentais.

5.9 Avaliacdo da estabilidade dos compostos fluorescentes em funcao

do tempo

Os resultados deste teste demonstraram que 0S compostos sdo estaveis em
solugdes e no meio intracelular, ndo havendo grande diminui¢do da intensidade de
fluorescéncia durante as cinco horas analisadas. Vale lembrar, que no ensaio as
amostras foram excitadas a cada minuto, totalizando em 301 leituras. Para 0s
compostos BJD#UnB1 e BJD#UnB2 ndo foi observado diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia, em solucdo de PBS e nos tratamentos das cinco linhagens, durante o
tempo da analise (Figuras 41 e 42). Os graficos demonstram que houve uma pequena
diminuicdo da intensidade de fluorescéncia nos tratamentos com o composto
BJD#UnB3 e BJD#UnB3 + hidrazina em solucdo de PBS e nas linhagens testadas, nas
trés primeiras horas. No entanto, a intensidade de fluorescéncia permaneceu constante
apos as quatro horas de exposicdo a excitagdo com luz ultravioleta (Figura 43). Sendo
assim, os resultados demonstram uma excelente estabilidade dos compostos aqui
testados (BJD#UnB1, BIJD#UnB2 e BJD#UnB3).

87



Estabilidade do composto BJD#UnBI1

s
. Solugdo MDAMB-231

L) p ]

: § o

H S

E :

2 0] o o o ——an—a --FBS 5 9 == Controle

L ol -+ PBS +BJO#UnB1 E -+ BJD#UNB1 - Viva
° % T —i -+ BIDHUNBI -Fixada
g § M R

w501 2

c o

o =

g 0 o e P ‘g 04— —

Tempo (horas)
Tempo (horas)

MCF.7 Caco-2
L)
o 60y -E 60+
$ c
o LY
g Q
- 1
g ]
g 49 s 40 =
k: =~ Controle E == Controle
‘: Fep—————t  # B.D#UnB1- Viva o by ——i—4 & BUD#UnB1 - Viva
T - BD#UnB1-Fxada  § 9. -+ BUD#UNB1 - Fixada
2 3
0 ]
8 £
E V—r—t———r £ ol =
T 8 N * B - N Y S
Tempo (horas) T otst]
T47D HUVEC
o
o 604 o
c g o0
b b
: :
S o - = Controle & 404
- ——a—a— " & BOHBI-Viva 2 - = Controle
v p—t——p——t—t——4 = BO#UnB1-Fixada  § -+ B.D#UnB1-Viva
3 2] P —s—a—8—8—4a -+ BIDHBI-Fiada
] T 204 A —. S
3 g
¢ b
¢ 4
£ 0= = § oL —

Tempo (horas) Tempo (horas)

Figura 41: Estabilidade do composto BJD#UnB1 em PBS e nas linhagens tumorais
MDAMB-231, MCF-7, Caco-2, T47D e na linhagem normal HUVEC, vivas e pré fixadas.

Nota-se a constante intensidade de fluorescéncia em todos os tempos da analise.

88



250

200

150

100

50

Intensidade da fluorescéncia

Intensidade da fluorescéncia

60

40

20

Intensidade da fluorescéncia

Estabilidade do composto BID#UnB2

Solugdo

-= PBS
-+ PBS + BJD#UNB2

Tempo (horas)
MCF-7
. == Controle
L - BLO#InB2 - Viva

* -+ BJO#UnB2 - Fixada

Tempo (horas)
T470
== Controle
-# BJD#UnB2 - Viva
"""—'“""P—‘I -+ BLO#UnB2 - Fixada

Tempo (horas)

Intensidade da fluorescéncia Intensidade da fluorescéncia

intensidade da fluorescéncia

MDAMB-231
601

40+

== Controle
-+ BJD#UnB2 - Viva
-+ BJD#UNB2 - Fixada

201 ._—_.—1—_—p.=r:_:1

Tempo (horas)

Caco2

== Controle
-+ B.LO#UnB2 - Viva

:I: -+ B.O#UnB? - Fixada
204

Tempo (horas)

HUVEC
60
)
== Controle
—h—— 4 & BD#NB2-Viva
2 ——— "84 BDUB2-Fiada
0d— —— e e e

Tempo (horas)

Figura 42: Estabilidade do composto BJD#UnB2 em PBS e nas linhagens tumorais
MDAMB-231, MCF-7, Caco-2, T47D e na linhagem normal HUVEC, vivas e pré fixadas.
Nota-se a constante intensidade de fluorescéncia em todos os tempos da analise.

89



Estabilidade do composto BJID#UnB3 e Hidrazina

Solugio

e

2504

1501
1001

504

intensidade da fluorescéncia

Tempo (horas)

MCF-7
3 60
c
o
v
¢
o 40 ._.\t\‘,_—a—i
3
-
1 %‘a
T
o
g 204
3
0
c
o
_E_ 0'__—_——_
Q \ v 1 b L]
Tempo (horas)
T470
S 60
c
© e
v
i
IR e e s —— ——
3
-
o
T
3 201
o
3
0
c
o
£ —————

Tempo (horas)

- - PBS
-+ PBS +BLO#UnB3
=~ PBS + BJD#UNB3 + Hz

== Controle

-+ BJO#UNB 3-Vva

-+ BJD#UnB 3 - Fixada

== BJD#UNB3 + Hz - Viva
-+ BJD#UnB3 + Hz - Fxada

== Controle

-+ BUO#UnB 3 - Viva

-+ BJO#UnB 3-Fixada
== BJD#INB3 + Hz - Viva
=+ BJD#UNB3 + Hz - Fixad:

Intensidade da fluorescéncia

Intensidade da fluorescéncia

Intensidade da fluorescéncia

601

404

204

60+

404

204

601

404

20+

MDAMB-231
== Confrole
- BJO#UnB 3 - Viva
= *-. i + A -+ BJD#UnB 3 - Fixada
<~ BJO#UnB3 +Hz - Viva

-+~ BJD#UNB3 +Hz - Fixada

Tempo (horas)

Caco-2

== Controle
::A._...._,__, -+ BJOHB 3- Viva
— — -+ BJD#UnB 3- Fixada
——a s 5 . == BJD#UnB3 + Hz - Viva

-+~ BJD#UnB3 + Hz - Fixada

Tempo (horas)
HUVEC
E 3
== Controle
< BJD#UNB 3-Viva
———— -+ BJDHUB 3-Fixada
———r

== BJD#UNB3 + Hz - Viva
=+~ BJD#UnB3 + Hz - Fixada

Tempo (horas)

Figura 43: Estabilidade do composto BJD#UnB3 e BJD#UnB3 + Hidrazina em PBS e nas
linhagens tumorais MDAMB-231, MCF-7, Caco-2, T47D e na linhagem normal HUVEC,

vivas e pré fixadas. Nota-se uma pequena diminui¢do da intensidade de fluorescéncia nas trés

primeiras horas de andlise, e apos esse tempo o intensidade mantém tanto na solucédo de PBS

quanto nas linhagens celulares tratadas com o composto e hidrazina.
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5.10 Técnica de renderizacdo 3D (Z-stack) e analise ortogonal

Com intuito de confirmar a marcacéo intracelular e intratecidual das estruturas
esféricas marcadas com o derivado BJD#UnB3 nos modelos testados, realizou-se a
técnica de renderizacdo 3D e em seguida a andlise ortogonal da linhagem celular
MDAMB-231, da microalga e do organimo C. elegans. A analise ortogonal mediante as
renderizacdes 3D demonstraram que as estruturas esféricas marcadas pelo derivado
BJD#UnB3 se encontravam de forma clara no interior das células, ndo sendo a
marcacdo por adsorcdo do composto na na membrana plasmatica das células (Figura
44). O resultado se reproduziu no modelo de C. elegans, que demonstrou de forma
conclusiva que as esferas lipidicas se encontravam no interior dos nematddeos, sendo as
moléculas testadas capazes de permear diversas camadas do nematddeo e marcar com
especificidade vesiculas lipidicas. Na técnica de renderizacdo foram utilizadas 30
imagens (MDAMB-231), 20 imagens (microalgas) e 30 imagens (C. elegans), com
distancia de 0.1uM. Foram produzidos videos de curta duracdo em que as amostras

foram rotacionadas 180° sobre 0 seu eixo Y para demonstrar tais resultados.
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Técnica de renderizacao 3D e corte ortogonal

Projecdo Corte

Microalga MDAMB-231

C. elegans

BJD#UnB3

Figura 44. Renderizagdo 3D e analise ortogonal das ceélulas MDA-MB-231 e dos
organismos microalga e C. elegans tratados com o composto BJD#UnB3. As imagens foram
adquiridas por microscopia confocal de varredura a laser apds tratamento com o composto.
Realizou-se a projecdo da sequéncia de imagens adquiridas e através dos cortes pdde-se
observar a localizacdo intracelular entre o nacleo (vermelho) e os corpusculos lipidicos (verde)
na célula MDA-MB-231. Tanto na linhagem analisada, quanto na microalga e C. elegans, o
corte permitiu visualizar que as vesiculas lipidicas marcadas com o composto BJD#UnB3 se

encontram no interior dos modelos.
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6 Discussao

Os compostos fluorescentes aqui testados sdo derivados da familia do
benzotiadiazol (BTDs) e sua sintese é feita a partir do nucleo 4,7-dibromo-2,1,3-
benzotiadiazol, através de reacfes de acoplamentos (NETO et al., 2009). Esta familia
de BTDs apresenta caracteristicas desejaveis como marcadores celulares, por apresentar
um forte ndcleo aceptor de elétrons e devido a propriedade de poder ser incorporada em
moléculas aceptoras eletronicas, formando um sistema util para conducdo (OLIVEIRA
et al., 2010). As reacOes de acoplamentos possibilitam a montagem de uma diversidade
de estruturas quimicas produzindo moléculas em um curto tempo. Além disso, séo
reacOes que atendem os preceitos da quimica verde, onde todo o processo visa reduzir e
eliminar substancias nocivas ao homem e ao meio ambiente (CARVALHO et al., 2014).
Diversos outros compostos fluorescentes vem sendo continuamente produzidos seguindo
este mesmo racional no qual se procura uma aproximacdo da molécula produzida com a
molécula fluorescente ideal, além de inserir todo o processo de producdo dentro dos
parametros estabelecidos pela quimica verde (BARAN et al., 2016; MARYAMABADI et
al., 2016; BARRETO et al., 2013).

Os compostos BJID#UnB1, BJD#UnB2 e BJD#UnB3 sdo sollveis em solugdes
aquosas, ndo sdo citotoxicos e podem ser empregados em células vivas e pré-fixadas.
Estas caracteristicas estdo dentro das expectativas para que moléculas fluorescentes
tenham potencial de mercado (QUEHENBERGER et al., 2010; HALLAMAA et al.,
2016). Dois dos marcadores testados (BJD#UnBl e BJD#UnB2) se associam a
membrana plasmatica, por uma possivel interacdo com os glicerofosfolipideos da
membrana celular. As membranas plasmaticas sdo dinamicas, flexiveis e seletivamente
permeaveis a solutos polares, sendo capazes de controlar a homeostase celular. A
participacdo das membranas em diversos processos celulares é de extrema importancia,
dos quais podemos destacar a endocitose, a secre¢cdo de produtos celulares, associacéo
com a sintese proteica e lipidica, transducdo de sinais, e outros que dependem da
mudanga de conformacdo como a divisdo e morte celular (GARCIA et al., 2014; YANG
et al., 2017; CHAO et al., 2017; GOUDSMITS et al., 2017). As membranas celulares
sdo constituidas de lipideos e proteinas, contendo glicidios associados a estas duas
classes de moléculas. Esta estrutura mantém a regulagdo da composi¢do molecular e
ibnica do meio intracelular através de sistemas especializados, como bombas, canais

ibnicos e proteinas da familia das transferases que s@o reguladas na membrana
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plasmatica por meio de variacdo na sua permeabilidade (PATHAK-SHARMA et al.,
2017; CHAO et al., 2017).

Estudos com membranas plasméticas tem sido bastante utilizadas, para o
desenvolvimento de novos farmacos, visto que cerca de 70% dos medicamentos atuam
sobre as proteinas da membrana (ZIOLKOWSKA, CHRISTIANO & WALTHER,
2011, VICKERY et al., 2016; ROHRSCHNEIDER et al., 2015). S&o poucas as sondas
fluorescentes especificas para membrana plasmatica, sendo uma delas o CellMask®.
Uma das limitagdes dos fluoréforos especificos para a membrana € a internalizacdo
celular, devido ao fato do citoplasma ser rico em membranas. Este marcador comercial
é mais utilizado em tratamento com células vivas e apesar de poder ser empregado para
marcagdo de células fixadas, ndo é amplamente indicado devido ao fato da
permeabilizacdo celular ocasionar a entrada do composto no citoplasma, acarretando na

marcacdo de todas as estruturas membranosas intracelulares.

O outro marcador avaliado neste trabalho (BJD#UnB3) apresentou
especificidade para os corpusculos lipidicos livres no citoplasma. Corpusculos lipidicos
sdo organelas envolvidas em diversos processos essenciais para a manutencdo da
homeostase celular e do organismo. Inicialmente identificado como um estoque de
lipidios, estes corpusculos vem sendo reconhecido como uma estrutura dindmica e
funcionalmente ativa, envolvida em uma variedade de fungdes tais como metabolismo
de lipidios, sinalizacdo celular e nos processos inflamatérios (revisto em BELLER et al.
2010, BOZZA et al. 2007, FARESE & WALTHER 2009; WELLER et al., 2011).

A marcacdo de lipideos intracelulares vem sendo bastante empregada devido
ao grau de importancia que as vias do metabolismo envolvendo esse tipo de molécula
apresentam para a saude humana. Os lipideos exercem fungdes essenciais no organismo,
que vado desde protecdo dos 6rgdos, isolamento térmico, fornecimento de energia e
auxilio na absorcdo de diversas vitaminas (DEVARANAVADGI, 2011; MERRILL,
2011; HULST et al., 2017; KAPOOR et al., 2017). Entretanto, o excesso de lipideos
tambeém é responsavel pelo surgimento de doencas e disturbios, como cancer, problemas
cardiovasculares e neurologicos, doengas associadas ao estresse oxidativo, alteracdo do
metabolismo hormonal, mudancas na modulagédo de transducéo de sinalizacdo celular e
na regulacdo da expressdo génica (COSKUN & SIMONS, 2012; LINGWOOD, 2011;
FURUKAWA et al., 2017; VEMURI et al., 2017; HULST et al., 2017; KAPOOR et al.,

2017). Contudo, é de grande valia propormos um novo marcador fluorescente para
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lipideos que sejam mais eficientes, se associem a diferentes classes de lipideos, sejam
menos toxico as amostras e ao meio ambiente e principalmente que o custo destes

marcadores seja reduzido.

Além da utilizacdo destes marcadores em células, os mesmos foram aplicados
com sucesso em outros modelos, como em microalgas, zebrafish e nos nematédeos da
espécie C. elegans, os quais foram avaliados neste trabalho. Todos os modelos aqui
avaliados sdo empregados regularmente para o estudo de contetdos lipidicos ligados a
diversos contextos biologicos (HARBETTE et al., 2017; AVITAN et al., 2017; Ll et al.,
2017).

Por todas estas razdes, diversas empresas comercializam diferentes marcadores
de lipidios para emprego tanto em microscopia de luz de campo claro como para
avaliacBes por microscopia de fluorescéncia (MORTARA et al., 2016; CAIl 2000;
LANGGUTH et al., 2017). O marcador comercial Bodipy® apesar de ser amplamente
utilizado, apresenta diversas limitacGes, dentre elas, pouca solubilidade em solucdes
aquosas, o que faz com que este marcador seja diluido em solventes organicos que séo
altamente toxicos para células (DAHIN, 2002; HERMANSON, 2013). Outra limitagédo
deste marcador comercial é a producdo de uma marcacdo de ruido de fundo
("background™) o que reduz a qualidade das imagens obtidas em amostras marcadas
com este agente fluorescente. Estudos feitos por nosso grupo em 2015 demonstraram
que o marcador BODIPY® apresenta afinidade por apenas alguns tipos especificos de
corpusculos lipidicos, sem no entanto, ter sido feita uma identificacdo das classes para
as quais este marcador tem afinidade. Segundo o fabricante, 0 BODIPY® apresenta
especificidade para lipideos neutros (ANDRADE, 2015; SKORPILOVA et al., 2017;
SONG et al., 2017).

Quanto a marcacdo no modelo in vivo Zebrafish, o padrdo de fluorescéncia
apresentado pelos compostos BJD#UnBl1, BJD#UnB2, BJD#UnB3 indicam
especificidade por regides ricas em membranas (BJD#UnB1 e BJD#UnB2) e acumulos
de lipideos (BJD#UnB3). Os somitos sdo estruturas epiteliais em forma de cubos e sdo
de extrema importancia para a formacdo da coluna vertebral, do sistema nervoso
periférico e masculos esqueléticos (SUN et al., 2017; LIN et al., 2017). O cérebro da
larva deste peixe contém uma grande quantidade de lipidios devido a sua estrutura
celular (KORZH, 2017; AVITAN et al., 2017). Tem-se realizado muitos estudos a

respeito das bases moleculares da neurobiologia no modelo zebrafish, resultando na
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caracterizacdo de diversas vias e genes (HSU et al., 2007; LIESCHK & CURRIE, 2010,
ZANGH et al., 2017). Os marcadores BJD#UnB1 e BJD#UnB2 foram capazes de
marcar com eficiéncia tanto os somitos quanto o cérebro das larvas do peixe aqui

avaliados.

O marcador comercial utilizado neste trabalho para a marcacdo de membranas
CellMask® foi capaz de marcar amplamente a regido do cérebro do modelo estudado,
no entanto, ndo foi capaz de marcar os somitos. Essa diferenga entre os marcadores de
membrana plasmatica BJD#UnB1 e BJD#UnB2 com marcador comercial de referéncia
CellMask®, demonstra uma menor especificidade do composto comercial por regides

relevantes para o estudo do desenvolvimento embrionario neste modelo.

O saco vitelino ou vesicula vitelina € um anexo embrionario dos vertebrados,
formado a partir do endoderma e da mesoderme e que armazena substancias nutritivas
para 0s embrides, denominada de vitelo (SAKAGUCHI et al., 2013; NORATA et al.,
2013). Esta vesicula é bastante desenvolvida nas aves, répteis e nos peixes
apresentando-se ligada ao intestino embrionario e ao embrido por meio de ductos que
auxiliam nos processos relativos a alimentacdo do organismo em formacdo (MIRANDA
et al., 2006; NORATA et al.,, 2013). Como esta ligacdo auxilia nos processos de
alimentacdo da larva, isto explica a especificidade do marcador comercial Bodipy®
pelos tipos de lipideos presentes nesta regido. A diferenca da marcacdo entre o
composto testado BJD#UnB3 e Bodipy®, pode ser devido a especificidade destes

compostos por diferentes classes de lipideos, ponto este ndo avaliado neste trabalho.

O modelo utilizado C. elegans é bastante atrativo para a pesquisa devido a
diversos atributos morfolégicos, como pequeno tamanho e transparéncia, carateristicas
estas que auxiliam na observacao e identificacdo de diversas estruturas internas através
da microscopia convencional e a partir de marcac6es fluorescentes podem ser avaliados
ndo apenas do ponto de vista morfoldgico, mas também por espectroscopia de
fluorescéncia (FAY, 2005; LEMIEUX e ASHRAFI, 2014; ROMANOS et al., 2017).
Além disso, a sua utilizagdo neste trabalho deveu-se ao fato de hoje ser o modelo de
escolha para avaliagdes das vias do metabolismo lipidico devido a alteragdes genéticas e
respostas a substancias regulatdrias deste metabolismo através de diversos tratamentos
(Ql et al., 2017; NECHIPURENKO & SENGUPTA, 2017). Diferente dos mamiferos,
estes nematodeos ndo possuem tecido de armazenamento lipidico especifico como o

tecido adiposo, seus lipideos sdo armazenados na forma de triacilglicerois em pequenos
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corpusculos que se localizam nas células do intestino, hipoderme e gb6nadas
(SMOLENTSEVA et al., 2017; KESHET et al., 2017). Com isso, verificamos através
do protocolo de marcagdo com o composto BIJID#UnB3, que o mesmo produziu com
sucesso a marcacao dos corpusculos lipidicos nas células dos tecidos do nematddeo e
com a mesma intensidade de fluorescéncia obtida nos ensaios in vitro para os modelos
celulares. Estes resultados indicam que este composto é uma alternativa para ser
aplicado em estudos das vias metabdlicas envolvendo lipidios neste modelo. Quando
comparado a marcacdo do composto BIJD#UnB3 e Bodipy® observa-se um maior
nimero de marcacdo de lipideos pelo composto BJD#UnB3 em relacdo ao marcador
comercial. Diversos outros autores vem empregando técnicas e reagentes diferentes para
a marcagdo de lipidios em C. elegans dentro de uma grande variedade de ensaios
voltados para o estudo da dindmica dos lipidios neste organismo (LI et al., 2017; NIE et
al., 2017; HARVALD et al., 2017; ZHANG et al., 2017) o que subsidia a importancia
de marcadores fluorescentes de alto rendimento para estas aplicagdes.

Outra vertente de pesquisa com fonte de lipideos que tem cada vez mais
explorada € a extracdo destas biomoléculas em algas para a producdo de
biocombustiveis (MIRANDA et al., 2015; HUTTON, 2009). As microalgas sao
microrganismos unicelulares e possuem crescente relevancia na pesquisa de pigmentos,
carboidratos, proteinas e compostos bioativos, alta produtividade de biomassa com
acumulo de lipideos, além de serem facilmente cultivadas (IAN et al., 2013; OHSE,
2014; COUTO et al., 2017). E de extrema importancia acompanhar o aumento da
quantidade destas biomoléculas para o correto momento de extracdo de lipideos de
forma a se obter o0 maximo rendimento (GONZALEZ-CAMEJO et al., 2017). Um dos
métodos utilizados para a quantificacdo de lipidios em microalgas é a espectroscopia de
fluorescéncia, onde o marcador de lipideos vermelho do Nilo é o mais utilizado
(RUMIN, 2015; ABDO, 2014). Apesar de ser o mais utilizado, o vermelho do Nilo
apresenta varias limitacbes como baixa solubilidade em solu¢Ges aquosas, sendo que a
exatiddo e precisdo de coloragdo diferem fortemente dependendo da espécie da alga
avaliada devido a polaridade do solvente, a absorcao desigual nas diferentes espécies e a
dificuldade de penetragdo do corante atraves das paredes celulares espessas e rigidas
destas algas, requerendo varios tratamentos antes da sua utilizacdo (IAN et al., 2013;
SUN et al., 2017; BAGUL et al., 2017). Outra limitacdo bastante influente na qualidade

do processo de quantificacdo é que o marcador tem um fotodecaimento significativo
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apos 10 minutos de exposicao a luz quando utilizado em algas (ABDO, 2014; Sl et al.,
2013). Sendo assim, o marcador de lipideos aqui testado BJD#UnB3 é uma nova
molécula com caracteristicas que suprem as limitagdes verificadas com o uso do

vermelho do Nilo e que pode ser utilizado para este tipo de analise.

Além da marcacdo de lipideos, o composto BJD#UnB3 foi avaliado nos
modelos celulares MDAMB-231 e HUVEC quanto a sua a capacidade de detectar a
presenca de hidrazina. Esta avaliacdo foi feita através das aquisicdes de imagens no
microscopio confocal e analise quantitativa pelo software Imagel. A padronizacdo de
métodos que consigam detectar esta substancia em pequenas concentracfes tem se
destacado cada vez mais no meio cientifico. A utilizacdo da hidrazina em inddstrias
quimicas, agricolas e farmacéuticas é bastante frequente, além do seu uso como
combustivel de alta energia na propulsdo de foguetes e sistemas de misseis. Esta
substancia apesar de ser bastante utilizada é altamente toxica e pode ser absorvida
facilmente por via oral, inalatoria e dérmica, podendo causar problemas nos 6rgaos
humanos e prejudicar o sistema nervoso central (LI, LIU & YE, 2017; SUN et al., 2014;
SHARMA et al., 2017). Geralmente, os métodos utilizados para deteccdo de hidrazina
sdo cromatografia, incluindo a gasosa; titrimetria, colorimetria e eletroforese capilar
(SHARMA et al., 2017; AN, 2017). Estes métodos séo bastante demorados e com um
custo muito elevado, além do sucesso das analises in vivo ficar muito abaixo do
esperado (MUKHERJEE, 2017; SONG et al., 2017). Sondas fluorescentes séo uma boa
opcdo na deteccdo desta substancia, pois sdo sensiveis, seletivas e a metodologia
aplicada por ser rapida, facil de utilizar e econémica, podendo ainda monitorar
condicBes de contaminacdo em tempo real. Na aquisicdo de imagens, ndo foi possivel
detectar emissdo de fluorescéncia no canal do vermelho nas amostras de células MCF-7,
Caco-2 e T47D tratadas com o composto BJD#UnB3. No entanto, foi demonstrado nas
linhagens MDAMB-231 e HUVEC marcadas com o composto BJD#UnB3, o
desaparecimento da fluorescéncia no canal do vermelho, quando as amostras foram
incubadas com hidrazina. Deste modo, além da marcacdo especifica de lipideos, o
marcador BJD#Unb3 aqui avaliado, apresenta mais esta caracteristica o que o habilita
para ser usado como um sensor para hidrazina em amostras bioldgicas podendo estas

amostras serem analisadas por microscopia de fluorescéncia e confocal.
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7 Conclusdes e Perspectivas

O processo utilizado na sintese dos derivados auxilia na produgdo em larga
escala e minimizacéo de rejeitos e/ou reduzindo os impactos ambientais advindos da sua
producdo, estando em consonancia com a proposta da “Quimica Verde”. Os derivados
de BTDs aqui testados possuem boas caracteristicas como sondas fluorescentes,
atendendo aos quesitos essenciais, como boa solubilidade em solugbes aquosas,
fotoestabilidade em solucGes e durante as aquisicdes de imagens, elevado rendimento
quantico e amplo desvio de Stokes. A utilizacdo dos compostos pode ser feita em
células vivas e fixadas, além do seu emprego com sucesso em modelos multicelulares

como C. elegans e Zebrafish.

O composto BJD#UnB3 produziu fluorescéncia com maior intensidade do que
a obtida com o marcador comercial Bodipy®, tendo ainda provavel especificidade por
classes de lipidios ndo marcadas pelo marcador comercial. Além disso, o marcador
comercial apresenta diversas outras limitagdes que ndo foram identificadas no derivado
aqui testado, como baixa solubilidade em solucdes aquosas e elevada citotoxicidade.
Deste modo, este trabalho foi altamente relevante pois contribuiu com a validacao
biolégica para o emprego dos compostos BJD#UnB1, BJD#UnB2 e BJD#UnB3 e
caracterizou as suas principais propriedades em ensaios in vitro e in vivo , subsidiando a
sua proposicdo como alternativas fluorescentes para a marcacdo de membrana
plasmatica e analises de lipideos em amostras bioldgicas aplicada a diversas areas
biotecnoldgicas. Como perspectivas, ficam a avaliacdo da estabilidade dos compostos a
longo prazo de forma a contribuir ou ndo para a sua indicagdo comercial e reavaliar as
estruturas atdbmicas dos compostos BJD#UnB1 e BJD#UnB2 de forma a aumentar o

rendimento quéantico destas moléculas (aumento da emissao fluorescente).
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