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Resumo

Marcadores fluorescentes sdo amplamente empregados para a analise da biologia
celular, permitindo investigar e monitorar biomoléculas e organelas durante os
processos metabdlicos relacionados a vida e a morte das células. Em particular a
marcacdo de lipidios vem se tornando cada vez mais empregada, devido a importancia
destas moléculas na homeostase das células e dos organismos. Existem diversos
marcadores comerciais disponiveis para atender esta demanda, no entanto esses
marcadores apresentam uma série de desvantagens que tornam seu uso uma alternativa
pouco atrativa. Nosso grupo de pesquisa tem buscado desenvolver novas moléculas
fluorescentes visando seu emprego no imageamento celular, contornando as limitagdes
impostas pelos agentes fluorescentes comerciais de referéncia atualmente empregados.
Neste contexto, nosso grupo vem trabalhando com moléculas que apresentam o nucleo
2,1,3- benzotiadiazola (BTD) que possui um conjunto de caracteristicas quimicas
desejaveis para 0 seu emprego na sintese de compostos fluorescentes. Este trabalho
apresenta trés moléculas inéditas derivadas do ndcleo BTD (BJL16#unbl, BJL16#unb2
e BJL16#unb3), idealizadas para ter alta afinidade por lipidios sem perder sua
propriedade de solubilidade em solugdo aquosa. Estas moléculas possuem estrutura
molecular com caracteristicas Unicas e este trabalho procurou demonstrar a étima
relagdo entre a arquitetura molecular, sua solubilidade e seletividade ao alvo celular
predito através de ensaios de imageamento celular in vitro e no modelo C. elegans N2
selvagem. Os resultados demonstraram a alta afinidade dos compostos por vesiculas de
lipidios, emitem um o6timo sinal fluorescente, no entanto apresentaram taxas de
solubilidade variada. O composto BJL16#unbl apesar de ser o de menor intensidade de
fluorescéncia dentre os trés compostos testados, foi o mais sollvel, com melhor
desempenho de permeabilidade no ensaio com o modelo C. elegans. Comparados ao
Bodipy® que € o marcador comercial de lipidios de referéncia, 0s compostos
apresentaram melhor solubilidade, intensidade de fluorescéncia similar, sendo que o
compostoBJL16#unb3 apresentou maior intensidade e marcagdo mais ampla, uma vez
que marcou estruturas ndo marcadas pelo Bodipy®. Além disso, foi demonstrado para
0s compostos testados, auséncia de citotoxicidade, estabilidade durante armazenamento
e fotoestabilidade durante o uso, caracteristicas também superiores as do Bodipy®.

Palavras chave: C. elegans; Fluorescéncia; Benzotiadiazol; Lipidios, Imagem confocal.



Abstract

Fluorescent probes are widely used to cellular biology analysis, allowing the
investigation and monitoring of biomolecules and organelles during metabolic processes
related to life and death of cells. In particular the lipid probes have becoming
increasingly employed because of the importance of these molecules in the homeostasis
of cells and organisms. There are many commercial probes available to meet this
demand; however these probes have a number of disadvantages that make its use an
unattractive choice. Our research group has sought to develop new enhanced fluorescent
molecules targeting its use in cellular imaging, bypassing the limitations imposed by
commercial fluorescent agents currently employed as reference probes. In this context,
our group has been working with molecules that have the core 2,1,3 benzotiadiazola
(BTD) that has a set of chemical characteristics desirable for its use in the synthesis of
fluorescent compounds. In this work, was evaluated three new molecules derived from
BTD core (BJL16 # unbl, BJL16 # unb2 and BJL16 # unb3), idealized to have high
affinity for lipids without losing their solubility properties in aqueous solution. These
molecules have molecular structure with unique characteristics and this work will seek
to show the relationship between the molecular architecture, its solubility and selectivity
to the predicted target cell organelles through cell imaging assays in vitro and in C.
elegans model. The results show that the compounds have high affinity for lipid
vesicles, and an intense fluorescent signal. However, the solubility rates were not
constant to all compounds. The BJL16 # unbl molecule shows the lowest intensity of
fluorescent signal from the three tested compounds, but also was the most soluble
among them, with the better permeability performance in the C. elegans model test as
compared with the Bodipy® which is the commercial reference probe to lipids staining.
Furthermore, the three compounds had shown better solubility, a similar fluorescence
intensity, but the BJL16unb#3 exhibited a better solubility and wider staining profile to
those obtained with Bodipy® which failed to staining lots of lipids structures. Finally, it
was shown that the tested compounds, lack of cytotoxicity, was stable in stock solution
and shows high photostability during its use, all these characteristics also were higher

than those found in Bodipy®.

Keywords: C. elegans; Fluorescence; Benzotiadiazol; Lipid; Confocal image.
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1. Introducéo

1.1. O processo de producdo e o desenvolvimento de marcadores celulares
fluorescentes

O processo de producdo de materiais envolve variados mecanismos voltados para a
transformacdo de materiais através dos quais valores irdo sendo agregados a estes intermediarios até
se alcancar o produto final requerido pelo mercado (ROSENFELD et al., 2006). Esta cadeia de
transformacéo apresenta dois conjuntos principais de recursos: (1) os recursos de transformacao que
é composto pela infraestrutura e as pessoas que executam o processo de transformacao; (2) os
materiais brutos, componentes e reagentes que sao transformados em produto (MORTELLA, 2008;
CAPANEMA e PALMEIRA FILHO, 2016). Qualquer processo produtivo envolve uma série de
links organizados em uma cadeia de producdo. Cada estagio dentro desta cadeia é que tem como
objetivo priméario agregar valor ao produto no curso de sua producdo. Agregar valor significa
promover alteragfes no produto de forma que cada vez mais ele atenda a um padrdo requerido pelo
mercado e que desta forma seus consumidores estejam dispostos a pagar mais por este produto
(BERTRAND, 2009; SANTOS e PINHO, 2012).

De forma geral qualquer produto deve passar por importantes etapas antes de sairem para o
mercado, entre estas etapas podemos destacar o controle de qualidade e no caso de consumiveis
rigorosos testes de seguranca farmacoldgica e/ou nutricionais (PARASURAMAN, 2011; FDA,
2016). Estas etapas visam garantir que estes produtos atendam as indicacdes de uso com seguranca
para o consumidor e que apresentem uma vida Util apropriada se aplicadas as condi¢des de uso e

estocagem estabelecidas pelos fabricantes (BRASIL, 2010).

Como cada produto apresenta suas especificidades, aqui trataremos das especificidades das

moléculas fluorescentes que sdo os produtos dos quais se trata esta dissertacdo de mestrado.

O processo de producao de uma molécula fluorescente ndo é diferente dos modelos classicos
de producdo aplicados a outros materiais, quando consideramos sua producdo pela industria. No
entanto o seu desenvolvimento pode envolver etapas adicionais totalmente desenvolvidas em
instituicOes de ensino e pesquisa, antes de suas etapas de producgdo ser escalonadas e transferidas
para uma planta de producdo (CHIN-DUSTING, 2005; ALENCAR, 2007; MILNE e MALINS
2012). A producdo de uma molécula fluorescente envolve extensos e elaborados exercicios mentais
e computacionais objetivando adequar a estrutura atdbmica aos parametros fisico-quimicos proximos
aos ideais no que diz respeito principalmente ao seu rendimento quéantico, desvio de Stokes e
comprimento de onda de emissdo desejado (SONG et al., 2012; ANTARIS, 2015; VAN DER

VELDE, 2016). Outro ponto muito importante contido nesta etapa de planejamento e que é
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essencial para a aplicabilidade da molécula, é o estudo das regides da molécula que estardo livres
para as reacOes intracelulares. Estas regides é que serdo responsaveis pela especificidade ou ndo dos
agentes fluorescentes. E estas regides sao incluidas ou bloqueadas na molécula de acordo com o
objetivo que o marcador devera atender (NETO e CORREA, 2014).

Neste trabalho o processo intelectual envolvido na criacdo da molécula levou a idealizacédo de
uma estrutura plana, com cadeias carbbnicas ciclicas e fechadas, arquitetura rigida, com
caracteristicas apolares de forma a maximizar a sua afinidade por lipidios. Estas especificacdes
visaram atender o nosso objetivo central de produzir um marcador especifico para corpusculos
lipidicos celulares de ampla aplicacdo. A partir deste ponto o0s processos de sintese e catalise foram
pensados de forma a maximizar o rendimento, reduzir ao maximo o tempo de reag&o, viabilizar a
reacdo em condi¢Oes brandas como, por exemplo, a temperatura ambiente e eliminar rejeitos de
forma a atender a tendéncia atual voltada para a quimica verde (BARAN et al., 2016;
ANNAMALAI e NALLAMUTHU, 2016; DASARI e GUTTENA, 2016; MARYAMABADI et al.,
2016). Esta fase também ¢é utilizada para planejamento da reacdo de forma que o produto formado
ndo necessite de etapas adicionais de separacdo e purificacdo. Ndo sendo possivel evitar a fase de
separacao e purificacédo, busca-se o desenho racional da reacdo de forma que as fases de separacéo e
purificacdo sejam faceis, rapidas e de baixo custo (McVEY, TILLEY, 2014; ZONG et al., 2015;
BASHIR et al., 2015; ZHAO et al., 2016).

Vencida esta fase, 0s componentes sdo colocados para reagir e o produto é formado, separado
e/ou purificado e submetidos a uma série de analises para que sejam certificadas as suas
caracteristicas, desde a confirmacdo da estrutura atdbmica até o estudo fotofisico da molécula
visando caracterizar as faixas da excitacdo luminosa, rendimento quéantico, desvio de Stokes e
emissdo de fluorescéncia (FENG, 2012; MOTA et al., 2015, NETO e CORREA 2014). Em seguida
este produto deve passar pela fase de validacdo bioldgica da sua aplicacdo. Esta etapa é crucial para
todo o processo de desenvolvimento, é nesta etapa que se tera a confirmacdo ou ndo de que todo o
esforgo intelectual, técnicas e praticas empregadas na producdo da molécula geraram um produto
que atende as diretrizes basicas que nortearam a sua prépria criacdo. Esta fase é denominada de
prova de conceito e a fase final do ciclo de producdo do agente fluorescente em escala de
laboratorio (SHAN, 2015; NETO, 2015). Esta fase consiste em colocar os agentes fluorescentes em
contato com células eucaridticas, células procariéticas, ambas ou com biomoléculas isoladas,
dependendo da aplicacdo pretendida para o agente fluorescente (DEMAIN e VAISHNAYV, 2009;
WAGNER e HORN e DAIMS, 2003; GEORG, 2006). Esta etapa segue rigorosos padrées de ensaio
com o uso de diferentes controles, experimentos geralmente realizados em triplicatas com no

minimo trés repeticdes bioldgicas para se testar a reprodutibilidade do ensaio (KOSSATZ, 2013;



DA CRUZ, et al., 2014). Para o teste celular sdo empregadas células vivas e células prefixadas. O
ensaio com células vivas mostrara a permeabilidade do agente fluorescente as membranas celulares
integras (NETO e CORREA, 2014), e auxiliard na avaliagdo da retencdo destes fluor6foros no
citoplasma das células frente aos diversos sistemas bioldgicos de efluxo de moléculas, encontrados
principalmente em células eucarioticas (LI, 2002). Outros aspectos importantes do teste com células
vivas € a capacidade de o agente interagir ou ndo com o nucleo celular; isso porque a membrana
nuclear contém diversos poros que hipoteticamente facilitariam a passagem passiva destas
moléculas para o interior do nlcleo. No entanto para que estas estruturas sejam retidas no interior
do nacleo € necessario que a molécula em questdo apresente afinidade quimica por a0 menos um
componente do conteddo dos nucleos celulares. (OLIVEIRA et al., 2010; RAOOF et al., 2012).
Com células vivas também se obterd o resultado da especificidade de associacdo do agente
fluorescente com moléculas celulares ou com microrregides das células. Isto porque nas células
vivas todas as moléculas estdo em seu estado original sem nenhuma modificacdo quimica o que é
provocada pela adigdo de agentes fixadores (BLUNDELL, 1992; ROLLS, 2016).

As células fixadas serdo empregadas para a confirmagdo de que mesmo apds a fixacdo das
moléculas bioldgicas o agente fluorescente ainda interage com sitios de ligacdo disponiveis nestas
moléculas aos quais se associa e produz a sua marcacdo. Além da marcacdo das células com os
agentes fluorescentes, na etapa de prova de conceito é avaliada também a citotoxicidade destas
moléculas, a intensidade da emissdo fluorescente no sistema biolégico e o decaimento fluorescente
dos fluoréforos no sistema bioldgico ap6s condicGes extremas de excitacdo (MARX, 2015;
ETHIRAJAN et al., 2011).

Moléculas citotdxicas ndo sdo descartadas, apenas terdo seu uso restrito a materiais biolégicos
pré- fixados. Moléculas com baixa permeabilidade a membranas celulares integras também nao sdo
descartadas, desde que apresentem especificidade de marcacdo, e da mesma forma tera o seu
emprego restrito a materiais biologicos pré-fixados. Isto porque no caso a baixa permeabilidade é
contornada pelo processo de fixacdo quimica das células que abre diversos poros nas membranas
celulares permitindo que o agente fluorescente acesse o interior das células interaja com o seu alvo
e produza a marcacdo de acordo com a sua potencial especificidade (GRIMM, et al., 2015;
MEHTA, 2011). Mesmo quando um agente fluorescente apresenta especificidade por moléculas
muito abundantes como as proteinas ou ainda com regides repetitivas de moléculas abundantes, o
seu emprego bioldgico estda assegurado. A marcacdo de moléculas abundantes, desde que o
composto fluorescente utilizado ndo seja citotoxico, podera ser empregada em ensaios de analise da
taxa de proliferacdo celular (BANKS, et al., 2012; NAKANJAKO, et al., 2013).



Na prova de conceito muitas vezes ndo € possivel demonstrar que a arquitetura da molécula é
valida para o0 uso como marcador celular. Isto pode ser consequéncia, por exemplo, da auséncia de
emissdo de fluorescéncia apds o agente fluorescente interagir com o sistema bioldgico. Outros
fatores como insolubilidade em 4&gua e rapido decaimento da emissdo fluorescente sdo
caracteristicas ligada a estrutura atdmica das moléculas que indicam falhas incontornaveis na sua
arquitetura e cuja resolucdo para estes problemas, obriga os desenvolvedores a voltar a fase de
planejamento, para analisar a arquitetura atbmica do fluor6foro e remodelar esta estrutura com
vistas a superar 0s obstaculos encontrados na prova de conceito. Em seguida a nova estrutura devera
passar novamente por todas as etapas de producdo, para entdo retornar a prova de conceito. Neste
contexto, a prova de conceito é uma etapa crucial para o desenvolvimento, sobre a qual se assenta
uma grande responsabilidade para a condugdo dos ensaios, cujos resultados serdo a base para a

validacdo das propriedades das moléculas e sua indicacao para aplicacdes bioldgicas.

1.2. O estudo das células

A vida organizada em células apresenta sistemas moleculares intricados e complexos por

vezes compartimentalizados no interior de organelas e/ou dispersos pelo citoplasma destas células.
Este micro ambiente encerra uma infinidade de moléculas e vias catabolicas e anabolicas que se
inter-relacionam e sustentam a viabilidade das células. Todas estas interagfes instigam a busca por
uma compreensdo detalhada destes inimeros processos celulares bem como o entendimento de sua
relacdo com a homeostase celular, proliferacdo, envelhecimento e morte (CARVALHO e RECCO-
PIMENTEL, 2013; GAVA e ZANONI, 2005). E apesar das inumeras diferencas entre classes de
seres vivos, de uma forma generalizada, todas as células eucaridticas e procaridticas apresentam
diversos elementos extremamente conservados essenciais a sua organizacgdo estrutural e funcional
(ALBERTS, et al., 2014).

Investigar e compreender como se organiza e se mantém a estrutura celular e relacionar estes
aspectos com a funcionalidade das biomoléculas que sustentam a vida, vem sendo o objetivo do
homem através dos séculos. O conhecimento basico adquirido a cerca da estrutura e fungdo das
mais diferentes células, bem como dos tecidos e organismos por elas organizados vem sendo
empregado em varias vertentes. Seja na compreensdo de doencas aprimorando as intervencdes
clinicas ou aplicando este conhecimento em acgfes preventivas e para 0 aprimoramento de
ferramentas utilizadas para o diagnostico (FREEMAN, 2012). Quanto mais entendemos as células,
mais proximos do entendimento da vida em nosso planeta nos também chegamos e assim
comecamos a cada vez mais este conhecimento nos permite manipular elementos basicos destas
células em nosso beneficio (HENRY, et al., 1999; SOUZA, 2009). Este conhecimento que vem
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crescendo a cada dia nos proporciona inclusive a possibilidade de aplicacdo de técnicas
simplesmente para correcdes estéticas ou para auxiliar na adaptacdo a um determinado estilo de
vida (PEREIRA, 2016; LUZ, et al.,, 2014). No entanto, as células em geral sdo unidades
microscopicas cujos elementos essenciais de seus mecanismos podem estar dispersos em diferentes
compartimentos celulares podendo ainda em um dado momento e/ou condicéo da fisiologia celular,
estar em transito pelo citoplasma (MUTHUSAMY, et al., 2009; HUANG, et al., 2012; VOLGY], et
al., 2016). A dimensdo microscopica destes elementos e compartimentos demanda um grande
esforco do homem para o desenvolvimento de novas tecnologias de investigacdo, incluindo
equipamentos, materiais e metodologias, das quais aqui gostariamos de destacar as tecnologias
baseadas na aquisicdo de imagens celulares em especial a microscopia e a espectroscopia (KARP,
2005; QUEIROZ, et al., 2012).

Figura 1. O poder da morfologia, diferencas fundamentais na arquitetura celular e distribuicdo das organelas.
A. Fotomicrografia fluorescente de célula embrionaria de Caenorhabditis elegans durante o processo de divisdo celular
(anafase). Microtibulos do fuso mitotico (verde), cromossomos (azul), microfilamentos (vermelho) agrupado
imediatamente abaixo da membrana plasmatica. B. Imagem por espectroscopia de Raman, células do osteosarcoma
humano. Nucleo (verde), nucléolo (vermelho), organelas membranosas (ciano), citoplasma amarelo e membrana
plasmatica azul (Fonte da imagem, empresa Renishaw Apply Innovation ™, 2016).

1.3. A luz visivel e a luminescéncia

Entender o fenbmeno da emissao de luz sempre foi do interesse humano, desde a antiguidade,
observando diversos aspectos relacionados a dispersdao luminosa em diferentes meios e
posteriormente abordando a luz por meio da fisica e da matematica caracterizando as propriedades
dos fotons e dos feixes luminosos (HECKLER, 2004). Quando a matéria é iluminada, a interacao

entre os fotons e a estrutura atbmica das mais diferentes moléculas pode promover a ocorréncia de



diversas reacfes na matéria. Reagdes sutis como uma simples variacdo de spin em alguns elétrons
ou do spin total dos atomos que estejam interagindo com os fétons. E macro rea¢des, como o
desencadear de processos que, por exemplo, promovem modifica¢des do padrdo de compactacdo da
cromatina em amostras bioldgicas (VAREJAO-SILVA, 2006).

A espectroscopia € uma técnica baseados na producdo e interpretacdo dos espectros de
emissdo ou absorcdo de radiacBGes eletromagnéticas (HECKLER, 2004). Esta técnica tem suas
origens nos estudos da dispersdo da luz visivel através de um prisma, com registros nos trabalhos de
Isaac Newton, em 1665 (BLUNDELL, 1992). Com isso introduziu-se o termo “espectro” na fisica
se referindo a gama de cores observadas nesta dispersdo. Cabe dizer que a luz é uma pequena fragédo
do espectro electromagnético, sendo que o termo luz visivel refere-se a faixa de comprimento de
onda de radiagcdo composta por fétons que vai de 400 a 700nm aproximadamente, e que sdo capazes
de sensibilizar o olho humano de uma pessoa normal (TAIZ e ZEIGER, 2009). Esta faixa € limitada
pelas faixas de radiacdo luminosa de alta frequéncia, a ultravioleta (com comprimento de onda
menor que 400nm) pela radia¢do luminosa infravermelha que é a de mais baixa frequéncia (com
comprimento de onda maior que 700nm) (LAKOWICZ, 2006; HOLLER, et al., 2009). Estas faixas

de radiacdo luminosas sdo invisiveis para os olhos humanos.

O conceito de espectroscopia entdo se expandiu, englobando qualquer interacdo da energia
radioativa em funcdo do comprimento de onda e/ou de sua frequéncia, sejam elétrons, prétons, ions
ou mesmo energia liberada em funcdo da colisdo destas estruturas com outras particulas (NUNES,
2013). Definida como uma técnica analitica, empreende meios para explorar propriedades
especificas da matéria como a geometria molecular e a natureza das ligagdes, distingdo de grupos
funcionais presentes ou mesmo identificacdo dos 4tomos das moléculas analisadas, mensurando a
intensidade de radiacdo emitida em funcdo de seu comprimento de onda, englobando o estudo da
interacdo entre a matéria e a radiacdo eletromagnética (SKOOG, et al., 2006; HAGE e CARR,
2012).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Olho_humano
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Figura 2. Representacdo do espectro eletromagnético. Espectro eletromagnético com destaque para a faixa de
comprimentos de onda de luz visivel.

Estudos de espectroscopia foram fundamentais para o desenvolvimento de varias areas da
fisica e da quimica, visto que os &tomos apresentam espectros caracteristicos e originais, ou seja,
seus comprimentos de onda associados a absorcdo e/ou emissdo Optica sdo definidos e individuais
(TAIZ e ZEIGER, 2009; LAKOWICZ, 2006). E com este tipo de informacéo, tornou-se possivel a
deteccdo de atomos e moléculas, bem como sua identificagdo e quantificagdo pelos espectros
obtidos em técnicas espectroscopicas (HOLLER et al., 2009, HAGE e CARR, 2012).

Este vasto campo investigativo dispde de inUmeras aplicaces, que depende do processo
envolvido e da informacéo a que se pretende obter. Os dados coletados pelos espectrometros séo
exibidos de forma digital ou mediante imagens de alta resolucéo espacial ou espectral (HOLLER et
al., 2009; ANDO, 2005). Existe ainda a espectroscopia de emissdo atdmica, que mensura a luz
emitida pelos &tomos de uma amostra que passaram por uma fonte de calor de uma chama (PAVIA
et al., 2010), e os métodos de espectroscopia vibracional, infravermelho e Raman, que sao técnicas
que ddo a mesma informacéo e se complementam, ou seja, investigam as transi¢des vibracionais,
com objetivo de obter informagdes a respeito da geometria molecular, bem como da natureza das
ligacGes quimicas presentes na molécula (ANDO, 2005; LI et al., 2014). Por fim, cabe-nos citar
também a espectroscopia de fluorescéncia molecular, um processo de fotoluminescéncia em que
atomos e moléculas excitados por absor¢do de radiacdo eletromagnética, ap6s voltar para o seu
estado de relaxamento emitem luz, de acordo com sua natureza, permitindo identifica-las (FREJ,
2010; ANDO, 2005).



Dentre as varias contribuicfes, as técnicas de espectroscopia possibilitaram a descoberta de
inimeros elementos quimicos, além do seu emprego em andlise e identificacdo de substancias em
exames clinicos e toxicologicos, composicao de solucGes, teste analiticos de controle de qualidade
no desenvolvimento e producdo de inumeros insumos médicos, farmacéuticos e alimenticios
(CASTRO et al., 2012; DEGANI, 2001) dentre muitos outros produtos.

Nos mais variados processos de emissdo de luz que acontecem na natureza, diferente de
muitos daqueles dependentes de um estimulo de alta temperatura, como a incandescéncia (luz
emitida como resultado obtido apds estimulo de calor) (ANDO, 2005) a luminescéncia € emissdo de
fétons por uma substancia de forma independente da sua variagdo de sua temperatura, mas
relacionada a outras causas como exposicdo a radiacdo eletromagnética, bombardeamento com
elétrons ou reacGes quimicas a temperatura ordinaria (HIMMELREICH et al.,, 2003). A
luminescéncia é, portanto, considerada uma radiacdo de corpo frio (SCHOTT, 2012. O
comprimento de onda luminosa emitido é caracteristico de cada material luminescente (FURETTA
et al., 2004, KIND e FIEHN, 2010).

Segundo McKeever (1997), a luminescéncia apresenta subclasses de acordo com o estimulo
de excitacdo das moléculas que provoca emissdo de luz, as radiagdes nucleares e o raio X, sdo
denominadas radioluminescéncia. Quando o estimulo é dado através do bombardeamento da
substancia por elétrons o processo é chamado de catodoluminescéncia. A quimiluminescéncia € o
processo de emissdo de fotons gerado por reagGes quimicas. A termoluminescéncia € dada pelo
aquecimento de minerais apds absorcdo de energia por fontes ionizantes. A capacidade de um
material emitir luz através de reacBes eletroquimicas em solucdo e denominada de
eletroquimioluminescéncia. Na natureza encontramos diversos organismos Vvivos capazes de
emitirem luz, fendmeno este classificado como bioluminescéncia. Por fim, mas ndo menos
importante, o estimulo dado por meio de luz ultravioleta, visivel ou infravermelha é denominado
fotoluminescéncia, que engloba a fosforescéncia e a fluorescéncia (BOTTER-JENSEN, 1997;
LAKOWICZ, 2006, WU, et al., 2013), sendo que a emissdo de fluorescéncia é o objeto central de

nosso interesse neste trabalho.

1.4. Fluorescéncia, fluoréforos e microscopia

A fluorescéncia como citada anteriormente, é um processo de fotoluminescéncia no qual os
atomos das moléculas constituintes do material sdo excitados por radiacdo eletromagnética

(radiacdo luminosa), gerando mudanca do estado energético dos elétrons presentes nestes materiais
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0 que promove a emissdo de luz (TAKANARA, 2006; MOTA, et al., 2015). A explicacédo para esse
fendmeno é que, no processo de absorcdo da radiagdo por uma molécula, o seu estado eletrénico
formado por um conjunto de niveis de energia passa por uma transicao eletronica onde o elétron €
promovido para orbital de maior energia do que quando em seu estado de relaxamento (normal, ndo
estimulado). Apos o estimulo, a tendéncia é que aguele elétron promovido passe por um processo
de relaxamento para o nivel vibracional fundamental do estado excitado através da conversao
interna (processo néo reativo) e, em seguida o retorno para o estado eletronico fundamental com
emissdo de luz (TAKANARA, 2006, SKOOG, et al., 2006). Entretanto, segundo Kemp (1932) uma
caracteristica que define fluorescéncia é que ao ser interrompido o fornecimento de radiacao
luminosa, interrompe-se a emissdo da fluorescéncia. Sendo este aspecto um dos principais marcos

para esta classificagéo.

Mas primeiramente, para que uma substancia organica torne o fenébmeno de fotoluminescente
possivel, & necessario que algumas condi¢cdes da natureza de sua estrutura quimica estejam
presentes. Dentre estas caracteristicas cabe destacar a rigidez estrutural, planaridade e ligagdes -
conjugadas, que geralmente formam grupos funcionais aromaticos e/ou anéis condensados (MOTA,
et al., 2015, VALEUR, 2001). Por outro lado, a emissdo de fluorescéncia também depende de todo
0 ambiente em que o espectro € mensurado, e mesmo a forma que o composto fluorescente é
armazenado. Pois as condic¢des de acondicionamento ou manipulacdo podem interferir diretamente
com a capacidade do fluoréforo de emitir fluorescéncia (MARQUEZIN, 2008). O tempo de vida da
excitacdo das espécies fluorescentes é breve, devido as varias formas que um atomo excitado pode
ceder seu excesso de energia até o estado fundamental (VALEUR, 2001; SHANER, et al., 2005).

Porém, no fenbmeno de fluorescéncia, o processo de emissdo de fotons pelos agentes
fluorescentes se mantém por cerca de 10® segundos que, comparado aos demais processos de
relaxamento como o vibracional levando cerca de 10™> seqgundos ou menos, ou de conversio interna
que leva de 10° a 10”° segundos, o tempo de emissdo de fétons na fluorescéncia é um tempo
favoravel com eventos relacionados a interagdo com o0 meio circundante, tomando as técnicas de
fluorescéncia atraentes para estudos relacionados as propriedades biofisicas de moléculas bioldgicas
(SKOOG et al., 2006; MARQUEZIN, 2008).

As aplicacdes de fluoréforos sdo varias e abrangem inumeras e importantes areas da ciéncia.
Como ferramentas de deteccdo empregada para o estudo de materiais bioldgicos possibilitam a
investigagdo de varios pardmetros simultaneamente que podem ser relacionados com as mais
diferentes condicOes experimentais ou ainda comparagdes das diferencas estruturais e funcionais
encontradas nos estados de saude e doenca (RESCH-GENGER, et al., 2008; MOTA, et al., 2015;
VALEUR, 2001). Além disso, as informacGes que sdo obtidas por este meio, podem complementar,
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justificar ou mesmo refutar conclusdes, com aplicabilidade em diversas outras areas; como a de
produtos alimenticios, farmacéutico, analises clinicas e produtos naturais. A fluorescéncia
incrementou e aumentou a sensibilidade de técnicas empregadas para a verificacdo da viscosidade
de solucgdes (WU, et al., 2013), o pH (CHAN, et al., 2013), determinacdo de concentracdo i6nica
(LU, et al., 2007), deteccdo de biomoléculas (FERAPONTOVA, 2004), analise de conformacéo de
proteinas (MURPHY, et al., 2004), monitoramento e detec¢do especifica de organelas, dentre

muitas outras aplicacdes.

Figura 3. Deteccédo de efluxo de calcio em células T estimuladas com pervanadat. A. 1 segundo antes do
estimulo. B. 100 segundo apds o estimulo. C. 200 segundos ap0s o estimulo. Amarelo para o laranja indica crescente
liberacdo de calcio. Detecc¢do feita pelo tracador de célcio Fura-2 (Fonte Team: Freiburg Calcium Imaging, 2016).

As vantagens de aplicacdo de técnicas de fluorescéncia estdo relacionadas principalmente a
possibilidade da utilizacdo de varios tipos de fluoroforos livres ou associados a outras biomoléculas.
Os compostos livres podem se ligar virtualmente a qualquer classe de moléculas biol6gicas como
acidos nucléicos, proteinas e lipidios. Além disso, existe uma grande variedade de agentes
fluorescentes que apresentam afinidade especifica por organelas celulares, como mitocondrias,
endossomos, reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi, lisossomos dentre outros. Assim de forma
especifica indicam a localizacdo e distribuicdo espacial destas organelas dentro das células nas mais
diferentes condicdes experimentais (SHANER, et al., 2005; TSIEN, et al., 2006; NETO, et al.,
2015). As estruturas atdbmicas dos fluordéforo bem como a sua organizacdo espacial depois de
solubilizado interferem e direcionam a intensidade da fluorescéncia bem como o comprimento de
onda da radiacdo emitida. A quantidade de fluorescéncia também pode ser influenciada diretamente
por grandes variagOes ligadas a concentracdo empregada (NIU, et al., 2007), quantidade do alvo que
estad sendo investigado (TSIEN, et al., 2006), as propriedades do solvente em que se encontram
solubilizados os agentes fluorescentes (LAKOWICZ, 2006) e o pH do meio (CHAN, et al., 2013).

Direcionando o raciocinio para o processo inicial do desenvolvimento de novos marcadores

fluorescentes, o ideal é pensar além de suas caracteristicas fotofisicas de luminescéncia. Para o
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agente fluorescente ser considerado um bom marcador fluorescente, é necessaria uma alta
solubilidade em &gua, permeabilidade nas membranas celulares, especificidade por microambientes
celulares ou por moléculas especificas. Outro ponto a ser considerado de grande importancia é
auséncia de atividade citotoxica (DA CRUZ, et al., 2014; NETO, et al., 2015; NETO, et al., 2007).
Estas caracteristicas sdo importantes, pois permitem uma ampliacdo da utilizacdo desses
fluordforos, visando o seu emprego nao s6 em aplicacGes in vitro, mas também in vivo, sem 0 Viés
de gerar interferéncia nas caracteristicas fisiol6gicas normais ou mesmo impossibilitar seu uso. Ha
atualmente algumas classes de fluordforos, que se diferenciam principalmente pelos grupos
substituintes ou pelo nacleo da molécula que, livres ou conjugadas a outras biomoléculas produzem

bons resultados quanto a emissdo de fluorescéncia e versatilidade de emprego.

A comecar por um grupo mais velho de marcadores fluorescentes denominados Cianinas:
Cy2, Cy3, Cy5 e Cy7, que foram e continuam sendo a base para o desenvolvimento e otimizagédo de
diversos novos marcadores fluorescentes utilizados nas técnicas de imunofluorescéncia
(KRETSCHY, 2014; WESSENDORF e BREIJE, 1992). A grande maioria destes marcadores séo
anticorpos conjugados as cianinas e que podem ser empregados em uma ampla diversidade de

técnicas de deteccdo.

As técnicas microscopia baseadas na fluorescéncia também sdo amplamente utilizadas para a
analise de acidos nucléicos. Este método pode ser empregado nos mais diversos contextos, como
analise morfoldgica do nucleo (sua posicdo e volume), avaliacdo do estado de ploidia celular,
analise do estado de fragmentacdo do material genético associado a morte celular por apoptose,
dentre muitos outros. O agente fluorescente mais amplamente utilizado para a marcacdo do material
genético para analise por microscopia baseada em fluorescéncia é o DAPI (4’,6-diamidino-2-
phenylindole), composto altamente permedvel a membrana plasmatica, que se liga em regides ricas
em adenina-timina (A-T) do DNA dupla fita, e que pode ser utilizado tanto em células vivas(curtos
periodos de tempo) quanto em células pre-fixadas (GOMES, et al., 2013; JOHNSON e CRISS,
2013). Outro marcador amplamente empregado para a deteccdo de material genético sdo os
pertencentes a familia Hoechst (Hoechst33258, Hoechst33342 e Hoechst34580) que sdo bis-
benzamidas com tendéncia a intercalacdo do material genético em regibes ricas em A-T, e sdo
muito similares ao DAPI (WOLF, et al., 1993; KAPUSCINSKI, 1995).

Outro marcador amplamente utilizado para a deteccdo de material genético é o iodeto de
propidio. Embora este marcador tenha propriedade de intercalar o material genético, produzindo
uma boa marcacdo (FRANCH, et al.,, 2012), este composto ndo € permeavel as membranas
celulares intactas das células vivas (CHENG, 2007). Esta caracteristica valida a sua segunda

aplicacdo. Este marcador é também amplamente utilizado como um indicador de viabilidade
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celular. Uma vez que células mortas perdem a integridade de membrana apresentam o nucleo
corado pelo iodeto de propidio (FRANCH, et al., 2012). Além disso, este composto pode ser
empregado em combinagdo com outros marcadores para a diferenciacdo entre a morte celular por
necrose e a morte celular por apoptose. Isto porque na morte celular por apoptose ndo ocorre a
perda da integridade da membrana plasmatica das células (PAROLIN e REASON, 2001) Porém,
por ser um potente intercalante de DNA é também altamente citotdxico (KERR, 1972).

Como mencionado anteriormente, muitas das vezes organelas e compartimentos celulares néo
sdo possiveis de serem identificados pela microscopia de luz devido as suas reduzidas dimensdes,
fazendo necessario o emprego de outras metodologias e suporte tecnoldgico. Neste contexto, a
microscopia de fluorescéncia permite a identificacdo de organelas que estdo abaixo da resolugéo da
microscopia de luz, permitindo que as mesmas sejam visualizadas. O estudo das mitocondrias
ilustra bem estes casos. A utilizacdo de marcadores que se acumulam nas mitocéndrias de forma
especifica como MitoTracker® ou Splendor (CARVALHO et al., 2014). O MitoTracker® é um
marcador de mitocdndria comercial de referéncia que permeia a célula e se liga a matriz de
proteinas covalentes, através de reacdo de grupos de cisteina livres de residuos de tiol. Um ponto
importante € que o mesmo ndo é removido/lavado apds a destituicdo da membrana celular, que
ocorre no processo de fixacdo. J& o Splendor é uma molécula com o nucleo benzotiadiazol que se
liga a abertura citosélica do ANT (translocase de nucleotideo de adenina), produzindo resultados
semelhantes aos obtidos com o marcador de referécia MitoTracker®. Ainda quanto a marcacéo de
mitocdndrias existem outros marcadores com diferentes mecanismos de associacdo a esta organela
dentre os quais podemos citar a rhodamina 123 e tetrametilrodamina (WOLF, et al., 1993;
WESSENDORF e BREIJE, 1992).

Com o mesmo propdsito de prover marcacao e visualizacdo de organelas citoplasmaticas o
marcador comercial LysoTracker® também é um marcador de referéncia para lisossomos. No
entanto, a sua afinidade por compartimentos acidos leva a sua protonacao, fazendo que 0 mesmo na
condigdo protonada seja impermedvel a membranas lipidicas e se acumule no interior dos
lisossomos e endossomos tardios, permitindo a visualizagdo destas organelas (SONG et al., 2008;
FOGEL, TEIN E MARIANI, 2012). Tanto MitoTraker® quanto LysoTracker® séo

comercializados em diferentes epi-cores (faixas de emisséo diferentes) (BIEHL, 2012).

Seguindo esta tendéncia, diferentes fabricantes produziram ao longo dos anos marcadores
para todas as organelas celulares e classes de moléculas bioldgicas. Aqui podemos destacar o
marcador com afinidade para reticulo endoplasmatico, DiOC6(3), no entanto ele também marca
mitocdndria, simultaneamente (POSSIK, 2003). Os marcadores com afinidade pelo reticulo
endoplasmatico ER-Tracker Green e ER-TrackerRed (BIEHL, 2012). E finalmente a classe de
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marcadores com afinidade para lipidios neutros Bodipy® (boron-dipyrromethene). Bodipy® é um
grupo de dyes ndo influenciaveis pelo pH e com baixa solubilidade em dgua amplamente utilizado
para a marcacdo de acumulos de lipidios intracelulares (YOSHINA, et al., 2012).

Segundo Neto et al. (2015), varias sondas amplamente empregadas ndo apresentam
fotoestabilidade, como Bodipy®, fluoresceinas e cianinas. Além disso, outro problema comum
encontrado na maioria dos agentes fluorescentes comerciais € apresentarem intervalos de emissao
desfavoravel a utilizagcdo em comarcac6es ou multimarcac@es, dificultando a obtencdo de resultados
favoraveis em ensaios multiparamétricos. Somado a isso ainda tem os efeitos citotoxicos dos
agentes fluorescentes que limitam sua aplicacdo in vivo e em células vivas e a baixa solubilidade

em agua.

Paralelamente as novas descobertas no campo da biologia celular e molecular, as exigéncias
pelo avanco tecnoldgico e cientifico aumentaram, e com isso a necessidade de prover novas
ferramentas de investigacdo. Dessa forma acompanhando os avancos da microscopia de luz, uma
ferramenta que vem se desenvolvendo ha mais de oito séculos, desde a producdo das primeiras
lentes de aumento por Fiorentino Salvino d’Amato, em 1285. Os avangos tecnoldgicos na producéao
de materiais como lentes, espelhos e filtros contribuiram de forma decisiva para que a microscopia e
outras técnicas baseadas na de luz alcangasse posicao de destaque no estudo das células (MERTZ,
2009; OKENGA, 2016; WANG e XU, 2015).

A microscopia se tornou uma das técnicas de estudo de células que mais incorpora avangos
tecnoldgicos em outras areas; como a incorporacdo da microeletrénica, dos chips capazes de gerar
imagens digitais, fotomultiplicadores e principalmente tem se beneficiado grandemente dos avancos
da informatica e do poder de processamento dos computadores (OKENGA, 2016; CARVALHO e
RECCO-PIMENTEL, 2013). A microscopia de luz que era limitada por parametros fisicos ligados a
dispersao da luz, hoje € aplicada em associacdo a hovos modos de iluminacao, como por exemplo, a
microscopia de campo proximo que se utiliza de nanoponteiras especialmente desenvolvidas, para
deteccdo de estruturas da superficie com alta resolucdo lateral e vertical, onde seu principio € a
aproximacdo da fonte de radiacdo submicroscopica através da nanoponteira a distancia de poucos
nandémetros, num movimento de varredura pela superficie amostral (BETZIG e TRAUTMAN,
1992; WANG e XU, 2015), e principalmente a programas de computador com algoritmos de
deconvolucdo e deteccdo de imagem em resolucdo na escala de nan6metros através de técnicas
estocésticas que possibilita 0 mapeamento individual de moléculas fluorescente, e sua organizagao
espacial através de imageamento representativo, obtendo ultra resolucdo e detalhes mais fidedignos
das imagem (WILT, et al., 2010; MONTGOMERY e HOI, 2015).
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Os microscopios capazes de captar imagens fluorescentes e todas as metodologias em torno
desta técnica permitiram inimeros progressos nas ciéncias bioldgicas, nas aplicacdes médicas e em
muitas outras areas (LICHTMAN e CONCHELLO, 2005; MERIAN, et al., 2012, WANG, et al.,
2013). Hoje gracas a aplicacdo do principio da confocalidade podemos fazer reconstrucGes
tridimensionais de amostras bioldgicos, sem a necessidade de cortes fisicos, 0 que nos permite
estudar a estrutura e a distribuicio das células em tecidos e organismos complexo (MULLER, 2006;
MURPHY, 2013).

1.5. Moléculas fluorescentes e sua otimizacao

Com toda essa versatilidade de emprego, seletividade e sensibilidade, a otimizagdo dos
marcadores celulares fluorescentes tem ganhado espaco na busca da sintese de moléculas com
maior fotoestabilidade, solubilidade em agua, maior rendimento quantico e estreita faixa de emissao
de forma a possibilitar comarcacbes com diversas combinacdes de agentes fluorescentes
simultaneamente, a fim de contemplar os ensaios multiparamétricos. Segundo Jiang et al. (2013) a
fluorescéncia por poder apresentar a alta sensibilidade, especificidade, pode ser um método menos
invasivo, utiliza-se de instrumentos ja validados, além da possibilidade de modulacdo do sinal
fluorescente. Porém como os a maioria dos agentes fluorescentes comerciais apresentam algum tipo
de limitacéo de seu emprego, se faz necessario o desenvolvimento de novas moléculas fluorescentes
que apresentem estabilidade e aplicacBes viaveis como marcadores celulares. A facilidade de
acesso, sintese e reproducdo também deve ser algo a se considerar quanto ao desenvolvimento de
uma molécula fluorescente para emprego como marcador celular.

Neste contexto, dentre as varias moléculas abordadas nos ultimos anos, os derivados de 2,1,3-
benzothiadiazole (BTD) tem se tornado um dos heterociclicos sintéticos que vem apresentando
excelentes resultados e 6timas perspectivas de aplicacdo. E uma nova classe de biomarcadores que
comecaram a ter seu potencial explorado recentemente e apresentam dentre outras caracteristicas:
(a) estabilidade da molécula em solugdo ou mesmo pura durante armazenamento, (b) sdo excitadas
na regido da luz-visivel, (c) reduzido foto decaimento, (d) de facil producdo e baixo custo e (E)

reacdo facilmente escalonavel (NETO, et al., 2015).

14



Figura 4. Formula estrutural do 2,1,3-benzotiadiazol (BTD).

Diversos trabalhos do nosso grupo confirmam estas moléculas podem preencher as lacunas
encontradas nos marcadores de referéncia empregados atualmente (NETO, et al., 2007; NETO, et
al., 2010; NETO, et al., 2012; NETO, et al., 2015). Dentre as aplica¢des dos derivados da BTD
podemos destacar a afinidade para DNA dupla-fita empregada na deteccdo e quantificacdo de DNA
em gel, e com a primeira aplicacdo biologica datada de 2007 (NETO, et al., 2007). Derivados
poliméricos contendo BTD também demonstraram eficiéncia na determinagdo da concentracdo de
DNA (CHI, 2007). Em seguida, 0 nosso grupo demonstrou que algumas BTDs sdo eficientes

fluoréforos para emprego em analises por PCR tempo-real (Neto et al., 2009).

Em 2010, foram sintetizados pelo nosso grupo dois compostos derivados de BTDs (BTDBT
e BTDBI) os quais apresentaram alta seletividade pelo DNA nuclear em experimentos de
imageamento celular (OLIVEIRA, et al., 2010). Nosso grupo continuou no aprimoramento da
molécula e seguiu com os testes de validacdo bioldgica dos novos derivados. Foi produzido pelo
nosso grupo em 2012 o derivado BTDPyMe, que demonstrou seletividade para mitocondria com
sinal fluorescente de baixa intensidade. Esta molécula passou por reestruturacdo e diversos novos
derivados foram produzidos aos longos dos anos, BTDShiny (NETO, et al., 2012), os derivados
BTDH e BTDBr (NETOet al., 2012) e finalmente um derivado que apresentou melhores resultados
do que o comercial de referéncia (MitoTracker) que foi denominado Splendor (CARVALHO, et al.,
2014).

15



1.6. Marcadores fluorescentes de lipidios

A membrana celular é constituida por uma fina camada de lipidios anfipaticos e ester6is que
se arranjam espontaneamente em suas regides hidrofobicas voltadas uma para a outra, isolando essa
regido dos fluidos polares presente nos meios internos e externos as células (VANCE e VANCE,
2008). Por conseguinte, os acidos graxos de cadeia longa sdo componentes fundamentais das
membranas celulares. Além disso, os lipidios atuam também como fonte de energia para o
metabolismo celular, e como moléculas de sinalizacdo celular e desta forma as células mantém
estoques em seus citoplasmas que sdo mobilizados para atender demandas especificas daquele tipo
celular (KEIGHRON, et al., 2012; CORREA, et al., 2011). Normalmente nos metazoarios os acidos
graxos trafegam associados a proteinas, ao chegar as células sdo conduzidos por translocazes nas
membranas e no citoplasma destas células votam a se associar a proteinas ligadoras de lipidio até
chegar ao seu destino final (VANMEER, et al., 2008). Outras classes de lipidios sdo captadas pelas
células por endocitose mediada por receptor e conduzidas diretamente aos lisossomos onde sdo
esterificadas e liberadas para o citoplasma (VANCE e VANCE, 2008). Por sua interacdo direta ou
indireta com transportadores, os acidos graxos estdo envolvidos em diferentes mecanismos da
célula, participando da composi¢do de canais i6nicos, enzimas, receptores hormonais (PRZYBYLO
et al., 2010; LAVIS e RAINES, 2014). Devido a suas composicOes e as fungdes vitais no
metabolismo das células, vem se buscando ao longo dos anos produzir marcadores para lipidios, no
entanto devido a natureza apolar destes marcadores diversas limitacbes sdo impostas ao seu uso

sendo a principal delas a baixa solubilidade destas moléculas em agua (ULRICH, et al., 2008).

Atualmente existem algumas sondas fluorescentes que sdo utilizadas como marcadores
especificos para lipidios. Contudo, devido a natureza das membranas celulares o uso destes
marcadores produz uma imagem contendo muito ruido devido a marcagdo das membranas
celulares, reduzindo a qualidade das imagens adquiridas. Os marcadores da familia Bodipy®, 0s
fluoroforos nitrobenzoxadiazol (NBD) e o 5-(DimetilAmino)Naftaleno-1-Sulfonil chloreto (Dansyl)
sdo os marcadores de lipidios mais amplamente utilizados (SPANGENBURG, et al., 2011; ZHAI,
et al., 2014; SANKARANARAYANAN, 2011). Os marcadores Bodipy® sdo sugeridos como
sondas seletivas para lipidios, embora a sua aplicacdo seja geralmente bem sucedida apenas para a
coloracdo de goticulas lipidicas ricas em lipidios neutros, a seletividade observada pode nao ser
satisfatdria devido a presenca dos mesmos lipidios neutros nas membranas celulares (MOTA, et al.,
2014; NETO, et al., 2014).

Ja os NBDs possuem um tempo de vida muito inferior ao Bodipy®, quando diluidos em
solventes aquosos. Esta caracteristica reduz a aplicacdo deste fluor6foro principalmente para

ensaios cujas aquisicdes de imagem sejam pretendidas a partir de modelos vivos. A sonda Dansyl se
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associa com a cabeca polar dos fosfolipidos da bicamada lipidica das membranas celulares. Devido
a esta afinidade, este marcador pode se ligar também a proteinas e, apesar deste atributo poder ser
explorado para analisar proteinas de ligacdo a &cidos graxos, a seletividade desse marcador é
bastante comprometida gerando imagens com uma relacdo pobre entre sinal e ruido e por
consequéncia produzindo imagens de baixa qualidade (NETO, et al., 2014).. Esta limitacdo € ainda
mais acentuada quando de sua aplicagio em modelos celulares vivos; células eucaritticas
apresentam uma grande quantidade de proteinas de ligacéo a lipidios no citoplasma, as quais sdo

marcadas por esta sonda comprometendo sua especificidade.

Neste contexto, os estudos sobre a incorporacdo lipidica e o seu metabolismo sédo
comprometidos por limitacbes dos marcadores disponiveis. Com o objetivo de superar estas
limitagGes, nosso grupo inicialmente desenvolveu um marcador fluorescente para imageamento
celular que é um analogo fluorescente do acido oleico que foi denominado BTD-AO (NETO, et al.,
2014; LAURENT, et al., 2014). Posteriormente nosso grupo produziu um analogo fluorescente do
acido docosaexaenoico (DHA) (dados ndo publicados). A natureza lipofilica destes anadlogos
fluorescentes foi o principio para o design estrutural desses compostos, 0 que permitiu um maior
conhecimento pratico do nosso grupo a cerca destas estruturas além de ter sido gerado uma nova
alternativa para o estudo da absorcdo e da dindmica destes acidos graxos e seus derivados em
células vivas (NETO, et al., 2014).

A marcacdo fluorescente em lipidios ainda hoje é insatisfatoria e necessita de moléculas que
apresentem 6tima especificidade, estabilidade e acima de tudo solubilidade em solugfes aquosas, de
forma a manter-se disponiveis tanto em estoque quanto durante a sua interacdo com 0S
compartimentos celulares. Finalmente este marcador deve ainda apresentar elevado rendimento
quantico e foto estabilidade. Buscando atender todas estas demandas este trabalho foi realizado para
avaliar e validar biologicamente através de prova de conceito marcadores fluorescentes derivados
de benzotiadiazol, com afinidade predita para moléculas lipidicas, produzidos para aplicacdo in

vitro e in vivo.
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2. Justificativa

O estudo da captacdo e do metabolismo de lipidio vem se tornando uma demanda crescente
com o reconhecimento do envolvimento destas moléculas com inimeras vias essenciais a vida e a
homeostase das células. Os lipidios estdo envolvidos em diversos processos de elevada importancia
bioldgica que vao desde a manutencdo das membranas celulares até a producdo de moléculas que
atuam como segundo mensageiros envolvidos nos processos de sinalizacdo celular e nas cascatas
inflamatorias. Sendo assim entender o metabolismo de lipidios tem implicagbes clinicas muito
relevantes, pois hoje € amplamente reconhecido o seu envolvimento em uma série de doencas
graves como as cardiacas, imunes, metabdlicas, neurodegenerativas e no cancer. Devido as
limitacGes impostas & marcacao de lipidios pelos marcadores fluorescentes comerciais é urgente que
se pense em novas estruturas fluorescentes com a propriedade de marcar lipidios e que ndo
apresentem as mesmas limitagdes encontradas nos marcadores comercialmente disponiveis. Com
este proposito este trabalho foi realizado para fazer a validacdo bioldgica do uso de trés marcadores

com caracteristicas quimicas distintas, mas com a seletividade para lipidios conservada nos trés.

3. Objetivos

3.1. 3.1 Objetivo Geral

Realizar a prova de conceito (validacdo bioldgica) de agentes fluorescentes produzidos como

marcadores de lipidios de aplicacdo no imageamento celular.

3.2. Obijetivos Especificos

e Investigar o potencial de marcacéo celular especifica de derivados produzidos para a
deteccdo de lipidios intracelulares.

e Auvaliar a citotoxicidade in vitro dos derivados aqui testados

e Determinar a especificidade de marcacdo dos compostos aqui testados frente ao agente
fluorescente comercial de referéncia para deteccdo de lipidios neutros Bodipy®.

e Comparar os perfis de fluorescéncia obtida com compostos aqui testados frente ao
agente fluorescente comercial de referéncia para detecgéo de lipidios neutros Bodipy®.

e Investigar o potencial da marcacdo de lipidios intracelulares no modelo Caenorhabditis
elegans frente ao agente fluorescente comercial de referéncia para detecgdo de lipidios

neutros Bodipy®.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Manutencdo de células normais e tumorais

As linhagens de células trabalhadas foram cedidas pelo Laboratério de Morfologia da
Universidade de Brasilia ou adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro. As células foram
cultivadas segundo recomendacdes da ATCC, sendo MCF-7, CACO-2, DU 145 cultivadas em meio
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) e mantidas a 37 °C com 5 % de CO,. As células
MDA-MB-231 foram cultivadas em meio Leibovitz L15 a 37 °C na auséncia de CO,. As celulas
HUVEC foram cultivadas em meio DMEM e F12 (1:1) a 37 °C com 5 % de CO,. Todos 0s meios
de cultivo foram suplementados com 10% de soro fetal bovino inativado (SFB) e 1 %

antibiotico/antifangico.

4.2. Avaliacdo da Marcacao Celular

4.2.1. Marcacdo com compostos fluorescentes derivados de Benzotiadiazol

Para avaliar o perfil das marcagGes fluorescentes dos compostos derivados do benzotiadiazol,
3 x 10° células MDA-MB-231, MCF-7, DU 145, CACO-2 e HUVEC foram semeadas sobre
laminulas redondas em placas de 24 pogos. ApoOs a adesdo, as céelulas foram incubadas com os
compostos BJL16#unbl, BJL16#unb2, BJL16#unb3, individualmente por uma hora na
concentracdo de 10 uM por pogo, acondicionadas a 37 °C e 5 % CO,. Em seguida, as células foram
lavadas com tampdo salino (PBS) pH 7,4 e fixadas em formaldeido 3,7 % por 20 minutos a
temperatura ambiente. As amostras foram novamente lavadas com PBS e as laminulas foram

montadas com Prolong Gold Antifade sobre as ldminas de vidro, devidamente identificadas.

Outro grupo de amostras pré-fixadas em formaldeido 3,7 % por 20 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida as amostras foram lavadas trés vezes com PBS e incubadas com os
compostos também na concentracdo 10 UM por po¢o por uma hora a temperatura ambiente. Os
pocos foram lavados trés vezes com PBS e as laminulas montadas sobre laminas de vidro com
Prolong Gold Antifade. Todas as amostras foram devidamente identificadas nas laminas de vidro, o
ensaio foi feito em triplicata e analisadas em Microscopio Confocal de Varredura a Laser (Leica
TCS SP5).

O controle negativo desta etapa fora realizado para analisar autofluorescéncia das células
utilizadas, 10° células MDA-MB-231, MCF-7, DU 145, CACO-2 e HUVEC foram semeadas sobre
laminulas redondas em placas de 24 pocos. Apds a adesao, as células foram incubadas com foram

incubadas com o meio de cultivo respectivo de cada cultura contendo Dimetilsulféxido (DMSQO) na
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mesma concentracdo usada na diluicdo do agente fluorescente em teste sem a presenca do
composto. As amostras foram separadas em dois grupos, um com células vivas e outro com células
fixadas. O grupo de amostras com células vivas foi primeiramente incubado com o seu respectivo
meio mais DMSO na concentracdo correspondente por uma hora. Em seguida estas amostras foram
lavadas trés vezes em PBS e fixadas em solucdo de 3,7 % de formaldeido por 20 minutos. Em
seguida as amostras foram lavadas novamente trés vezes em PBS e as laminulas montadas sobre
laminas de vidro com Prolong Gold Antifade. Todas as amostras foram devidamente identificadas
nas laminas de vidro, o ensaio foi feito em triplicata e analisadas em Microscopio Confocal de
Varredura a Laser (Leica TCS SP5).

4.2.2. Marcacdo de lipidios intracelular com marcador comercial Bodipy® e DAPI

Para a marcacdo com Bodipy® foram utilizadas 10° células MDA-MB-231 semeadas sobre
laminulas redondas em placas de 24 pocos. Apos a adesdo, as células foram fixadas em solucéo de
formaldeido 3,7 %. Em seguida as amostras foram lavadas trés vezes em PBS a temperatura
ambiente e incubadas com solucéo de Bodipy® 1 pg/mL em cada pogo por 30 minutos. Em seguida
as amostras foram lavagens novamente trés vezes em PBS, e entdo as amostras foram incubadas
com o marcador DAPI, 300 nM por 5 minutos. Apds esta incubagdo as amostras foram novamente
lavadas trés vezes em PBS e as laminulas montadas sobre lamina de vidro com Prolong Gold
Antifade. Todas as amostras foram devidamente identificadas nas laminas de vidro, o ensaio foi

feito em triplicata e analisadas em Microscopio Confocal de Varredura a Laser (Leica TCS SP5).

4.2.3. Comarcacgédo do composto BJL16#unb3com DAPI e Bodipy®
Para a comarcagdo do composto testado BJL16#unb3, com DAPI e Bodipy®, foram

utilizadas 10° células MDA-MB-231 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. Ap6s a incubacdo com o composto
BJL16#unb3 por uma hora na concentracdo de 10 uM por poco, as amostras foram lavadas trés
vezes em PBS e incubadas em solucdo de Bodipy® 1 pg/mL por pogo por 30 minutos. Em seguida
as amostras foram novamente lavadas trés vezes em PBS e incubadas com o marcador DAPI, 300
nM por 5 minutos, seguida novamente de trés lavagens com PBS. As laminulas foram montadas
sobre lamina de vidro com Prolong Gold Antifade. Todas as amostras foram devidamente
identificadas nas laminas de vidro, o ensaio foi feito em triplicata e analisadas em Microscopio
Confocal de Varredura a Laser (Leica TCS SP5).
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4.3. Avaliacdo da viabilidade celular

A viabilidade das células MDA-MB-231 e HUVEC tratadas com o0s compostos foi
determinada pelo ensaio padrdo por brometo de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
(MTT) segundo as recomendagdes do fabricante. 3 x 10° células por poco, foram semeadas em
placas de 96 pocos e incubadas overnight a 37 °C. Apds sua adesdo, as células foram tratadas com
diferentes concentragdes de cada derivado de benzothiadiazol ou DMSO na concentragdo usada
para a diluicdo dos agentes fluorescentes. Apds o periodo de tratamento de 24h, os pogos foram
incubados por 4h, no escuro e a 37 °C, com 150 pL da solucdo de MTT (0,5 mg/mL em meio de
cultura) e em seguida esta solugédo foi retirada e 200 pL. de DMSO foram adicionados a cada um
dos pogos para a dissolucdo dos cristais de formazan. As placas foram lidas no espectrofotbmetro
Spectramax M5 (Molecular Devices — USA). O ensaio de MTT foi feito em triplicata para cada
composto e concentracdo utilizada e trés experimentos independentes foram realizados. A
porcentagem de inibicédo foi determinada comparando a densidade celular das células tratadas com
as células controle no mesmo periodo de incubacdo [porcentagem de inibicdo = (1 — densidade da
célula do grupo tratado)/densidade da célula do grupo controle]. Os resultados foram submetidos a
analise estatistica pelo teste de ANOVA no software GraphPad Prism versdo 5.0 para Windows,
GraphPad Software (San Diego, CA, USA) com pos teste de Dunnett.

4.4, Avaliacdo da marcacdo no modelo Caenorhabditis elegans

4.4.1. Marcacdo de C. elegans com derivados fluorescentes de benzotiadiazol

Fora utilizado uma solucdo estoque de Bodipy® (1mg/mL) em DMSO, para preparo de
solucdo de uso na concentracdo 1 pg/mL em tampdo M9. Os neméatodos mantidos em placa de
NGM Agar contendo E. coli a 22 °C. Os nematodos foram coletados da placa de cultivo fazendo
lavagem superficial com 1,5 mL de tampdo M9. O coletado fora transferido para um eppendorf de
1,5 mL e centrifugado por 2 minutos a 300 G. Fora preservado o precipitado, e descartado o
sobrenadante, restituindo o volume com o tampao M9, ressuspendendo o precipitado e realizando
novamente a centrifugacao (passo realizado trés vezes para lavagem dos nematodos e retirada das
bactérias). Apds o ultimo ciclo de lavagem, os nematodos foram incubados com 1 mL de solucéo de
paraformaldeido 4% por 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida o eppendorf fora
congelado e descongelado (banho de nitrogénio liquido x agua 37 °C) em trés ciclos de
congelamento e descongelamento. Depois foi repetido o processo de lavagem por 3 vezes em
tampao M9 para a remocao de paraformaldeido. Ao final do ciclo de lavagem, o eppendorf fora
incubado com marcadores BJL16#unbl, BJL16#unb2, BJL16#unb3 por uma hora. Em seguida, as
amostras foram lavadas trés vezes em tampdo M9, sendo o reciitado ressuspenso e coletado o
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volume de 25 pL para dispensar na lamina preparada com solucédo de poli-L-lisina a 0.1 %. Este
volume foi espalhado sobre a lamina de vidro com o uso da por¢éo lateral de uma ponteira de
plastico. A lamina fora montada com Prolong Gold Antifade sobre a qual se colocou uma laminula
retangular. O excesso de liquido foi retirado das bordas com papel de filtro comum e a laminula foi
selada sobre a ldmina de vidro com o uso de esmalte. O experimento foi realizado em triplicata e
repetido trés vezes independentes para checar a reprodutibilidade do protocolo de marcagdo. As
laminas foram analisadas em Microscopio Confocal de Varredura a Laser (Leica Microsystems)
seguindo as configuracdes de excitacdo e emissdo de fluorescéncia padronizadas nos métodos de

analise de fluorescéncia em imageamento celular que estdo descritos no item 4.4 desta sessao.

4.4.2. Marcacdo de C. elegans Bodipy®

Para analise de marcacdo de lipidios com marcador comercial Bodipy®, fora utilizado a
mesma metodologia de manutencdo e coleta ja descrita acima. Apos a fixacdo dos nematodos e
efetuar as respectivas lavagens em tampéo M9, o precipitado fora incubado com 500 pL da solugéo
de Bodipy® (1 pg/mL) por uma hora a temperatura ambiente. Em seguida fora centrifugado e
realizado o passo de lavagens com meio M9, e demais procedimentos foram idénticos aos ja

descritos acima realizados no ensaio com 0s compostos testados neste trabalho.

4.5. Analise de renderizacao 3D (Z-stack)

Para as analises de renderizacdo 3D do volume celular das células MDA-MB231 e do C.
elegans, foram adquiridas quarenta imagens das celulas aderidas e sessenta imagens do nematodo.
Estas imagens sdo imagens 2D em sequéncia no eixo Z de observagdo da amostra atraves do
Microscopio Confocal de Varredura a Laser (Leica TCS SP5). A sequéncia de imagens foi
dispostas em sobreposicédo pelo software Leica Aplication Suite Advanced Fluorescence o qual fez
a reconstrucdo atraveés de uma projecdo 3D de todas as imagens adquiridas para cada amostra.
Foram utilizados os campos de fluorescéncias e omitido o campo claro (imagem por contraste de
fase) para possibilitar uma melhor representacdo e visualizacdo da distribuicdo dos corpusculos
lipidicos no interior das células e nos tecidos do C. elegans. Foi também realizada analises
ortogonais a partir da pilha de imagens adquiridas no eixo Z a fim de se demonstrar 0

posicionamento espacial das marcag6es no interior das células e do nematodo.

4.6. Quantificacao de fluorescéncia

Para comparacdo das diferencas de sinal entre as imagens de fluorescéncia, fora utilizado o

método Ratiométrico, através do software ImageJ (Rasband et al, 1997) com o uso do plugin Ratio
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Profiler. O background de ambas imagens comparadas foram corrigidos previamente a partir de
ajustes no niveis dos pixels para possibilitar analise quantitativa. A analise de intensidade de
fluorescéncia foi realizada utilizando o software ImageJ (Fiji). Todas as imagens foram convertidas
para escala de cinza (16-bit) para uniformizacdo dos canais e posteriormente analisadas pela

ferramenta "Plot Profile” e pelos plugins "Interactive 3D Surface Plot" e "HeatMap Histogram™.

A edicdo de imagens foi realizada no software Adobe Photoshop CC 2015 (Adobe). As

alteraces feitas se referem aos niveis de cores, contraste e sobreposicao de imagens.

4.7. 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.
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5. Resultados

5.1. Viabilidade celular

A principio, foi realizada uma triagem com objetivo de verificar se 0s compostos derivados de
Benzotiadiazol apresentavam atividade citotoxica contra as linhagens celulares empregadas neste
trabalho. A atividade citotdxica dos trés marcadores fluorescentes BJL16#unbl, BJL16#unb2 e
BJL16#unb3, foi testada pelo ensaio de viabilidade celular por MTT utilizando-se as células de
adenocarcinoma mamario MDA-MB-231, e células endoteliais de veia umbilical HUVEC, no
tempo de 24h de tratamento em concentracbes de 100 nM a 1 mM, com énfase em 10uM
(concentracdo de uso das moléculas para marcagdo fluorescentes). Ao analisar os resultados foi
possivel observar que apos 24h de tratamento, as células MDA-MB-231 e HUVEC (Figura 6)
apresentaram viabilidade > 85 % na concentracdo de uso, 0 que demonstra a baixa citotoxicidade
dos compostos tanto para células tumorais quanto para células normais. Este resultado € altamente
relevante considerando que o tempo de uso do agente fluorescente para produzir a marcacao
desejada € de uma hora e a andlise de citotoxicidade foi realizada para um periodo de vinte e quatro

horas de incubacéo das células com os agentes fluorescentes.
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Figura 5. Viabilidade de células de linhagem tumoral MDA-MB-231 e ndo-tumoral HUVEC, incubadas
com BTD16#unl, BTD16#un2, BTD16#un3 ou DMSO em concentracdo de 100 nM a 1 mM, por 24 horas de
tratamento. Gréfico de trés experimentos independentes demonstrando média e desvio padrdo. ANOVA, pos-teste
Dunnet. *p<0,05. **p<0,01, ***p<0,001, NT controle negativo.
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5.2. Marcacao celular

Experimentos de bioimagem foram realizados em células de cancer MDA-MB-231, HUVEC,
MCF-7, CACO-2 e DU 145, tratadas vivas e pré-fixadas com os compostos BJL16#unbl,
BJL16#unb2 e BJL16#unb3. O resultado da marcacdo foi altamente significativo, onde pode ser
observada uma alta especificidade dos agentes fluorescentes por corpusculos lipidicos encontrados
no citoplasma das células. Devido aos aspectos morfoldgicos de volume das organelas, distribuicdo
e quantidade mesmo sem o teste com marcador comercial especifico, j& é possivel determinar pelas
imagens que se trata de marcacéo de lipidios intracelulares. O controle negativo foi feito a partir da
avaliacdo de células incubadas apenas com DMSO que foi o diluente dos compostos. Embora haja
um fraco sinal fluorescente no canal da cor verde, ndo foi possivel observa nenhuma especificidade
deste sinal, ficando fracamente disperso pelo citoplasma quando visualizado pelo olho humano
diretamente no microscépio, indicando uma reduzida autofluorescéncia dos modelos celulares
empregados. No entanto no momento da aquisicdo da imagem este sinal ndo é detectado pelo
equipamento tendo entdo nenhuma das linhagens utilizadas no experimento apresentado
autofluorescéncia quando excitada com o LASER de comprimento de onda 488nm. A Figura 6
mostra uma das linhagens utilizadas no experimento, MDA-MB-231 ndo tratadas, demonstrando
que a residual autofluorescéncia da célula ndo pode ser captada pelo equipamento durante o
processo de aquisicdo de imagens, tanto para amostras vias quanto para as pré-fixadas quando
recebem o meio de diluigdo da droga.

A partir de estudos prévios com sondas fluorescentes desenvolvidos em trabalhados do nosso
grupo, o tempo de incubagdo com os compostos foi estabelecido em uma hora e as sondas estudadas
apresentaram resultados consistentes quanto a sua cinética. Os compostos BJL16#unbl e
BJL16#unb2, apresentaram uma forte emissdo de fluorescéncia verde, e fraca emissdo azul e
vermelha, enquanto que BJL16#unb3 apresentou intensa fluorescéncia vermelha e fraca emissao de
fluorescéncia azul. Nenhum sinal fora detectado no verde para este composto. Todos 0s compostos
foram excitados na faixa de 405-488 nm, sendo que BJL16#unbl (Figuras 7) e o BJL16#unb2
(Figuras 8), emitiram fluorescéncia entre 500 a 570 nm, ao passo que BJL16#unb3 (Figura 9)
emitiu fluorescéncia na faixa de 630 a 750 nm. Todos os compostos foram empregados no
tratamento das demais linhagens, observando a repeti¢cdo do padrdo de concentracao e distribuicédo
de fluorescéncia (Figuras 10-12). Notavelmente, ndo foi observada modificacdo morfoldgica das
células vivas encubadas com os compostos, indicando auséncia de efeito citotdxico para este tempo
de incubacéo e determinados por parametros morfologicos. O que pode ser claramente identificado
nas imagens obtidas por contraste de fase, as quais mostram as células ndo vacuolizadas, nucleo de

aspecto normal, e pontos de adesdo focal presentes e preservados. A marcacdo fluorescente esta
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confinada em vesiculas dispersas no espaco citoplasmatico sendo consistente com corpusculos
lipidicos conforme ja descrito acima. A marcacdo permite ndo apenas a identificacdo dos
corpusculos lipidicos, mas também a sua quantificacdo, analise de volume unitario e total e

distribuicdo nas células.

Azul Verde Vermelho Campo Claro

Viva

Fixada

Figura 6. Células MDA-MB-231 néo tratadas. As células MDA-MB-231 incubadas com meio de diluicéo dos
compostos por uma hora (Controle ndo tratado). As analises foram realizadas em microscopio confocal de varredura a
laser, mostrando que ndo apresentaram emisséo de fluorescéncia nos quatro canais de aquisi¢do, tanto quando recebem
0 meio de dilui¢do viva quando pos fixacao.

Azul Verde Vermelho Campo Claro

Viva

Fixada

Figura 7. Células MDA-MB-231 tratadas com o composto BJL16#unbl. As células MDA-MB-231
incubadas com o composto BJL16#unbl por uma hora. As analises foram realizadas em microscopio confocal de
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varredura a laser, mostrando que apresentaram emissdo de fluorescéncia no canal de aquisicdo verde, e um fraco sinal
nos canais vermelho e azul, em que as células recebem o tratamento tanto vivas quanto pos fixacéo.

Azul Verde Vermelho Campo Claro

Viva

Fixada

Figura 8. Células MDA-MB-231 tratadas com o composto BJL16#unb2. As células MDA-MB-231
incubadas com o composto BJL16#unb2 por uma hora. As anélises foram realizadas em microscopio confocal de
varredura a laser, mostrando que apresentaram emissdo de fluorescéncia no canal de aquisicdo verde, e um fraco sinal
nos canais vermelho e azul, em que as células recebem o tratamento tanto vivas quanto pos fixacao.

Azul Verde Vermelho Campo Claro

Viva

Fixada

Figura 9. Células MDA-MB-231 tratadas com o composto BJL16#unb3. As células MDA-MB-231
incubadas com o composto BJL16#unbl por uma hora. As analises foram realizadas em microscopio confocal de
varredura a laser, mostrando que apresentaram acentuada emissdo de fluorescéncia no canal de aquisi¢do vermelho, e
um fraco sinal no azul em que as células recebem o tratamento tanto vivas quanto pos fixacédo.
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MCF-7 DU-145
Verde CC Verde CC

Viva

Fixada

Caco-2 HUVEC
Verde CC Verde CC

Viva

Fixada

Figura 10. Células MCF7, DU 145, CACO2 e HUVEC tratadas com o composto BJL16#unbl. As células foram
incubadas com o composto BJL16#unbl por uma hora. As analises foram realizadas em microscépio confocal de
varredura a laser, mostrando que apresentaram emisséo de fluorescéncia no canal de aquisi¢éo verde, como mencionado
anteriormente.
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MCF-7 DU-145
Verde ce Verde Ge

Viva

Fixada

Caco-2 HUVEC
Verde CcC Verde CC

Viva

Fixada

Figura 11. Células MCF7, DU 145, CACO2 e HUVEC tratadas com o composto BJL16#unb2. As células
foram incubadas com o composto BJL16#unb2 por uma hora. As analises foram realizadas em microscépio confocal de
varredura a laser, mostrando que apresentaram emissdo de fluorescéncia no canal de aquisicdo verde, como mencionado
anteriormente, tanto em células vivas quanto fixadas.
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MCF-7 DU-145 Caco-2
Vermelho CcC Vermelho CC Vermelho CC

Viva

Fixada

Figura 12. Células MCF7, DU 145, CACO2 e HUVEC tratadas com o composto BJL16#unb3. As células
foram incubadas com o composto BJL16#unb3 por uma hora. As analises foram realizadas em microscépio confocal de
varredura a laser, mostrando que apresentaram emissdo de fluorescéncia no canal de aquisicdo vermelho, como
mencionado anteriormente, tanto em células vivas quanto fixadas.

5.3. Confirmacdo de marcacao especifica

Conforme ja descrito, ap6s uma hora de incubagdo, foi observado que os compostos
BJL16#unbl, BJL16#unb2 e BJL16#unb3 se acumularam em vesiculas distribuidas por todo o
citoplasma das células. Todas as sondas analisadas exibem também uma ténue marcacao
inespecifica no citoplasma, o que reforca o reconhecimento desta marcacdo a lipidios devido a
presenca massiva de membranas celulares no interior das células. (Figura 7-12). Para a
confirmacdo de que as vesiculas marcadas contém lipidio foi feito um ensaio com o marcador
fluorescente de lipidios, de referéncia denominado Bodipy®. Este marcador apresenta pico 6timo
de emissdo de fluorescéncia no intervalo de 500-530 nm. Comparado o perfil de marcacao e
emissdo de fluorescéncia do Bodipy® aos perfis de marcagdo fluorescente obtidos com os
compostos testados neste trabalho (BJL16#unbl, BJL16#unb2 e BJL16#unb3), ficou demonstrado
que a marcacdo produzida pelos compostos € especificamente nos corpusculos lipidicos (Figura 13
e 14). Outro dado importante obtido neste ensaio foi a verificagdo que o0s compostos teste
apresentam provavelmente afinidade por classes de lipidios ndo marcadas pelo Bodipy®. As
imagens com 0s compostos testes mostram uma quantidade superior de vesiculas marcadas quando
comparadas com as imagens obtidas com a marcacdo com Bodipy®. Na analise das imagens foram
feitas sobreposicdes entre a marcacdo com Bodipy® e com os compostos, em particular com o
composto BJL16#unb3 (que fluoresce no vermelho) cuja sobreposi¢do produz a cor amarela para a
colocalizagdo de marcacdo. A sobreposicdo da imagem ndo deixa duvidas quanto a especificidade
dos compostos para lipidios e também demonstra a marcacdo de corpusculos lipidicos nao

detectados pelo Bodipy® (Figura 15).
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O padrdo de marcacdo e distribuicdo dos corpusculos lipidicos ndo foi idéntico para os
diferentes compostos empregados. O composto BJL16#unbl apresentou uma marcacéo de vesiculas
de forma mais concentrada com baixa distribuicdo pelo espac¢o citoplasmatico tanto no tratamento
de células vivas quanto nas células pré-fixadas. O composto BJL16#unb2 apresentou marcacao
similar ao Bodipy®, tanto no tratamento de células vivas como fixadas, mantendo o perfil de
distribuicdo concentrada em vesiculas no espaco citoplasmatico. O composto BJL16#unb3
apresentou um perfil de uma marcacdo similar ao Bodipy®, no entanto, este composto marcou
diversas outras organelas que ndo foram identificadas pelo Bodipy® (Figura 15 A). O que é
evidente tanto no resultado de suas marcacdes isoladas (Figura 9,12) quanto na dupla marcacao

com sobreposicdo de imagens (Figura 15 A e B).

DAPI Verde Sobreposicao Campo Claro

Viva

Fixada

Bodipy

Figura 13. Células MDA-MB-231 tratadas com o composto BJL16#unbl. As células MDA-MB-231
incubadas com o composto BJL16#unbl. Outra amostra foi marcada com Bodipy® com emissdo em verde e o nicleo
evidenciado com marcador DAPI, em azul. As analises foram realizadas em microscépio confocal de varredura a laser,
mostrando as células tratadas com o composto BJL16#unbl que apresentaram acentuada emissdo de fluorescéncia no
canal de aquisigdo verde, com baixa distribuicdo pelo citoplasma tanto vivas quanto pos fixacdo. O canal de contraste
de fases permite observar a morfologia normal das células.
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DAPI Verde Sobreposigéo Campo Claro

Viva

Fixada

Bodipy

Figura 14. Células MDA-MB-231 tratadas com o composto BJL16#unb2. As células MDA-MB-231
incubadas com o composto BJL16#unb2 por uma hora. Outra amostra foi marcada com Bodipy®, com emissdo em
verde e 0 nlcleo evidenciado com marcador DAPI, em azul. As andlises foram realizadas em microscopio confocal de
varredura a laser, mostrando que as células tratadas com o composto BJL16#unb2 apresentaram acentuada emissao de
fluorescéncia no canal de aquisicdo verde, similar ao Bodipy®, mantendo o perfil de concentracdo em vesiculas e sua
distribuicdo no citoplasma, tanto vivas quanto pés fixacdo. O canal de contraste de fases permite observar a morfologia

normal das células.
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Bodipy Composto 3 Sobreposig¢ao Campo Claro

DAPI Bodipy Composto 3 Sobreposicao Campo Claro

Viva

Fixada

Figura 15. Células CACO2 (A) e MDA-MB-231 (B) tratadas com o composto BJL16#unb3. A. Imagem
obtidas através do microscépio confocal, das células Caco?2 tratadas com BJL16#unb3. O campo de fluorescéncia verde
(Bodipy®) e vermelho (compsoto BJL16#unb3), sequido da sobreposi¢do dos dois canais. As setas sdo indicagdes de
organelas que ndo foram identificadas pelo Bodipy®, evidenciando a fluorescéncia vermelha. O canal de contraste de
fases indica a morfologia da célula. B. As células MDA-MB-231 incubadas com o composto BJL16#unb3 por uma
hora. Outra amostra foi marcada com marcador Bodipy® com emissdo em verde e 0 nlcleo evidenciado com marcador
DAPI, em azul. As andlises foram realizadas em microscopio confocal de varredura a laser, mostrando as células
tratadas com o composto BJL16#unb3 apresentando intensa emissdo de fluorescéncia no canal de aquisi¢do vermelho,
com perfil similar ao Bodipy®, contudo ha apresentacdo de diversas outras organelas ndo identificadas pelo Bodipy®,
tanto vivas quanto pds fixacdo. O canal de contraste de fases permite observar a morfologia normal das células.

5.4. Quantificacao de fluorescéncia

Com o objetivo de obter dados quantitativos para a comparagdo entre as intensidades de
fluorescéncia emitida pelos compostos derivados de BTD e pelo Bodipy®, foram feitas analises das
medias da intensidade fluorescente adquirida pelo equipamento através do software de licenca livre
ImageJ. Nesta analise foi quantificada a intensidade de fluorescéncia por célula, permitindo uma
estimativa do valor de fluorescéncia da marcacgdo especifica do composto. A intensidade do sinal de
fluorescéncia apresentado pelos compostos BJL16#unbl, BJL16#unb2 e BJL16#unb3 comparadas

as imagens adquiridas de células tratadas com Bodipy® revelam que o marcador comercial emite
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um sinal fluorescente de maior intensidade do que aquele obtido com o composto BJL16#unbl
(Figura 16). O resultado da mesma analise indicou que o BJL16#unb2 e agente fluorescente
comercial Bodipy® apresentam intensidade de fluorescéncia bastante semelhante (Figura 17).
Finalmente o resultado obtido neste mesmo tipo de analise demonstrou de forma inequivoca que o
BJL16#unb3 emite fluorescéncia com intensidade muito superior ao sinal fluorescente emitido pelo

marcador comercial de referéncia para marcacao de lipidios Bodipy® (Figura 18).

Gray Value

Distance (inches)

yinches
(]

Figura 16. Andlise de intensidade de fluorescéncia do composto BJL16#unbl. As células MDA-MB-231
foram incubadas com Bodipy® ou com o composto BJL16#unbl. A intensidade de fluorescéncia fora realizada através
da analise ratiométrica das imagens adquiridas no microscépio confocal, utilizando software ImageJ. As areas de maior
intensidade de fluorescéncia sdo apresentadas no gréfico de linhas através de picos e na projecdo 3D através da escala,
revelando maior intensidade de emissdo de sinal fluorescente do marcador comercial comparado aos picos do composto
BJL16#unbl.
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Figura 17. Anélise de intensidade de fluorescéncia BJL16#unb2. As células MDA-MB-231 foram incubadas
com Bodipy® ou com o composto BJL16#unb2. A intensidade de fluorescéncia fora realizada através da anlise
ratiométrica das imagens adquiridas no microscopio confocal, utilizando software ImageJ. As areas de maior
intensidade de fluorescéncia sdo apresentadas no grafico de linhas através de picos e na projecdo 3D através da escala,
indicando que a semelhanga na intensidade de fluorescéncia entre o composto BJL16#unb2 e o marcador Bodipy®.
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Figura 18. Anélise de intensidade de fluorescéncia BJL16#unb3. As células MDA-MB-231 foram incubadas
com Bodipy® e outra amostra com o composto BJL16#unb3. A intensidade de fluorescéncia fora realizada através da
analise ratiométrica das imagens adquiridas no microscdpio confocal, utilizando software ImageJ. As areas de maior
intensidade de fluorescéncia sdo apresentadas no grafico de linhas através de picos e na projecdo 3D através da escala.
Notavelmente pode-se observar os elevados picos e projecdes provenientes do composto BJL16#unb3, evidenciando
ainda a emite fluorescéncia com intensidade muito superior a ao sinal fluorescente emitido pelo marcador comercial de
referéncia para marcacéo de lipidios Bodipy®.

5.5. Marcacdo no modelo Caenorhabditis elegans

Com intuito de demonstrar a aplicabilidade na marcacdo de lipidios contidos em células
inseridas na estrutura tecidual, foi utilizado o modelo C. elegans em ensaio de marcagdo em etapa
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curta de fixacdo, sem desidratacdo dos nematodos, empregando o Bodipy® e os marcadores
BJL16#unbl, BJL16#unb2 e BJL16#unb3. O controle negativo para autofluorescéncia foi realizado
incubando os neméatodos apenas com a solucdo de diluicdo dos agentes fluorescentes e seguindo
com o protocolo de fixacdo, lavagem e montagem do espécime. Os resultados obtidos com o
controle negativo demonstraram que este nematodo apresenta uma leve autofluorescéncia com
emissdo no azul, verde e vermelho. No entanto, o padrdao de autofluorescéncia é de uma marcagédo
difusa por todo o corpo do C. elegans com exclusdo apenas do limen do sistema digestério (Figura
19). Contudo, ndo houve qualquer tipo de alteracdo morfoldgica nos nematodos apOs 0s
procedimentos experimentais, com qualquer dos agentes fluorescentes empregados nos ensaios,
conforme pode ser observado na imagem de contraste de fase da figura 20. O perfil de marcacao
especifica de lipidios obtida com a sonda de referéncia Bodipy® mostrou acumulo de fluorescéncia
verde em estruturas esféricas no intestino e na hipoderme dos neméatodos. A captura da emissao de
fluorescéncia deste marcador seguiu a mesma configuracao de aquisicdo para as células, (excitagdo
luminosa com 488nm de comprimento de onda). Os compostos testados reproduziram o seu perfil
de emissdo dentro destes nematddeos, sendo que o BJL16#unbl e o BJL16#unb2, emitiram
fluorescéncia na faixa de 500 a 570 nm (verde) e o composto BJL16#unb3 emitiu fluorescéncia na
faixa de 630 a 750 nm (vermelho). (Figura 20).

Azul Verde Vermelho Campo Claro

N&o Tratado

Figura 19. C. elegans nao tratado e tratado com marcador de referéncia Bodipy®. Os C. elegans foram analisados
por microscopia confocal pés fixacdo, porém sem tratamento, para avaliar perfis de auto fluorescéncia no nematodo. Os
resultados obtidos apresentaram uma leve autofluorescéncia com emisséo no azul, verde e vermelho, de forma difusa no
corpo do nematodo. Andlise de fluorescéncia dos C. elegans tratados com Bodipy® mostrou acumulo de fluorescéncia
verde em estruturas esféricas no intestino e na hipoderme dos neméatodo. O canal de contraste de fases permite observar
a morfologia normal dos nemaaodos.
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Azul Verde Vermelho Campo Claro

Composto 1

G ym 100

Figura 20. C. elegans tratados com os compostos BJL16#unbl, BJL16#unb2 e BJL16#unb3. Os C. elegans
foram analisados por microscopia confocal apds tratamento com os compostos BJL16#unbl, BJL16#unb2 e
BJL16#unbl13. Os trés canais de fluorescéncia foram analisados. Apresentou perfis de fluorescéncia similar aos
encontrados nas células de linhagem tratadas. O composto BJL16#unbl apresentou marcagéo esférica verde com baixa
distribuicdo no corpo do nematodo. BJL16#unb2 apresentou intensa marcacdo esférica verde bem distribuida e
BJL16#unb3 apresentou intensa fluorescéncia vermelha, bem distribuida por todo o corpo no C. elegans. O canal de
contraste de fases permite observar a morfologia normal dos nematodos.

Composto 2

Composto 3

5.6. Técnica de renderizacao 3D (Z-stack) e analise ortogonal

A fim de confirmar a localizacéo intracelular e intratecidual da marcacdo obtida pelos compostos
derivados de Benzotiadiazol, BJL16#unbl, BJL16#unb2 e BJL16#unb3, de forma a evitar
interpretacdo errada nas imagens em duas dimensfes que poderiam sugerir adsor¢do dos
marcadores a superficie celular; foi feita utilizada a técnica de renderizacdo 3D seguida de analise
ortogonal das amostras celulares. Da mesma forma e com o intuito de demonstrar a marcacao
intratecidual no modelo C. elegans 0 mesmo tipo de técnica e analise foi realizado nas imagens
adquiridas dos nematodos. O resultado da andlise ortogonal a partir da renderizagdes 3D
demonstrou de forma conclusiva que a as vesiculas fluorescentes estdo contidas no interior das
células, ndo havendo nenhuma marcacéao por adsorcédo na superficie das membranas plasmaticas das
amostras celulares (Figura 21). Os resultados obtidos com C. elegans (Figura 22), também
demonstraram de forma inequivoca que os agentes fluorescentes foram capazes de penetrar diversas

camadas de tecido do nematodo sem retencdo, ultrapassar as membranas celulares e marcar de
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forma especifica os corplsculos lipidicos nestes animais. Para uma demonstracdo extra destas
localizacBes foram preparados videos de curta duracdo onde as amostras sao rotacionadas 360°
sobre 0 seu eixo Y. Esta técnica permite a visualizacdo da arquitetura celular e tecidual em trés
dimensoes e a localizacdo e distribuicdo dos corpusculos lipidicos marcados no interior tanto das

células isoladas quanto dentro das células dispostas no tecido dos nematodos.

Projegao Corte

Composto 1

Composto 2

Composto 3

Figura 21. Renderizacdo 3D e analise ortogonal das células MDA-MB-231 tratadas com 0s compostos
BJL16#unbl, BJL16#unb2 e BJL16#unb3. As células foram adquiridas por microscopia confocal de varredura a laser
ap6s tratamento com os compostos BJL16#unbl, BJL16#unb2 e BJL16#unb3. Os trés canais de fluorescéncia foram
analisados. Fora realizada a projecdo da sequéncia de imagens adquiridas. Através dos cortes pode-se observar a
localizagdo dimensional entre o nicleo e os corplsculos lipidicos nos compostos BJL16#unbl e BJL16#unb2. Fora
feito a analise ortogonal da sobreposicdo de fluorescéncia dos canais verdes (referente ao Bodipy®) e vermelho. Pode
observar a cor laranja nas regides de corpusculos lipidicos.
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Projecao Corte

Composto 2 Composto 1

Composto 3

Figura 22. Renderizacdo 3D e analise ortogonal do C. elegans tratado com os compostos BJL16#unbl,
BJL16#unb2 e BJL16#unb3. As imagens foram adquiridas por microscopia confocal de varredura a laser ap0s
tratamento com os compostos BJL16#unbl, BJL16#unb2 e BJL16#unb3. Os trés canais de fluorescéncia foram
analisados. Fora realizada a projecdo da sequéncia de imagens adquiridas. Através dos cortes pode-se observar a
localizacdo dimensional das esferas lipidicas dispersadas pelo corpo do nemétodo com os tratamentos dos compostos
BJL16#unbl e BJL16#unb2.
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6. Discussao

As moléculas testadas pertencem a familia de BTDs (benzotiadiazol), usualmente sintetizada
a partir do derivado 4,7-dibromo-2,1,3-benzotiadiazol por meio de reagbes de acoplamentos
(Oliveira et al., 2010; Neto et al., 2012). Este processo de sintese produz um étimo rendimento na
formacdo dos compostos além de ser realizado a condi¢cbes amenas e sem rejeitos do processo
reacional (WANG et al., 2012; NETO et. al., 2013). Estas caracteristicas contribuem de forma a
facilitar a producdo em larga escala destes compostos, atendendo as tendéncias atuais da quimica
verde que visam a reducdo ou a eliminagéo de residuos potencialmente danosos ao meio ambiente.
Além disso este tipo de reacdo pode ser realizada em infraestruturas de baixo custo o que teria
impacto positivo no preco final por quilo dos compostos.

Os agentes fluorescentes derivados de Benzotiadiazol, BJL16#unbl, BJL16#unb2 e
BJL16#unb3 sdo soluveis em solugdes aquosas, podem ser empregados com células vivas ou pré-
fixadas e se associam de forma especifica ao contetdo lipidico encontrado nos corpusculos lipidicos
no interior das celulas estando estas livres ou organizadas em tecidos dentro de um organismo
conforme foi demonstrado neste trabalho Figuras 18,19. A marcagdo de lipidios intracelulares
passou a ser uma ferramenta extremamente importante para o estudo de condicdes fisiologicas em
diversos organismos (QUEHENBERGER et al., 2010; HALLAMAA et al., 2016; LIAW et al.,
2016; EL-BAHR et al., 2016) e principalmente no homem, como suporte ao entendimento do
metabolismo dos lipidios em estados de salde e doenca (SHARRETT et al., 2001; PISCHON et al.,
2005; SNIDERMAN et al., 2011). O metabolismo e a capitacdo de lipidios desempenham
atividades vitais nos organismos, estando no homem relacionado com doencas cardiovasculares,
doencas autoimunes, doengas neurodegenerativas, cancer, obesidade, doencas inflamatorias
cronicas (WENK, 2005; WATSON, 2006; SANJOO et al., 2013; ANAND et al., 2016; FARIAS et
al., 2016). Além disso, a captacdo e a distribuicdo de lipidios durante o desenvolvimento
embrionario e fetal é decisiva para a formacdo do sistema nervoso central normal (STURMEY et
al., 2009; MCKEEGAN et al., 2011). Sendo assim ao propormos novas ferramentas para a analise
de lipidios estamos indiretamente contribuindo com todas as areas que necessitam cada vez mais de
meios para o estudo da captacdo, estoque e do metabolismo dos lipidios. Alem disso diversas outras
areas tem voltado seus esforcos para a producdo em larga escala de lipidios de origem biol6gica, a
partir de fazendas de microalgas, para fins de utilizacdo na produgdo de biocombustiveis (MATA et
al., 2010; LIU et al., 2011). Este setor utiliza dos marcadores de lipidios comerciais para analisar a
massa de lipidios produzidas nestas algas de forma a aperfeicoar as suas metodologias de
manutencdo destes organismos para melhorar o rendimento de lipidios durante os processos de
purificacdo (HUANG et al., 2009; RUMIN et al., 2015). Neste sentido, a produgdo de marcadores
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de lipidios mais eficientes do que os comercialmente disponiveis, como foi demonstrado neste
trabalho para o composto BJL16#unb3 pode contribuir positivamente também nestas aplicacdes que
sdo desvinculadas da &rea da satde.

O marcador de lipidio de referéncia Bodipy® apresenta diversas limitacdes que vao desde a
baixa solubilidade em solu¢bes aquosas o que impde a sua diluicdo em altas concentracdes de
solventes organicos que sdo toxicos para as células, até uma acentuada marcacdo de fundo o que
reduz de forma significativa a qualidade das imagens obtidas com estes marcadores dependendo do
tipo celular utilizado (HERMANSON, 2013; NETO, et al., 2014; RUMIN et al., 2015, ). No
entanto neste trabalho pudemos identificar a mais extrema limitacdo do uso deste marcador
comercial, que foi a ndo identificacdo de diversos corpusculos lipidicos que estdo presentes nas
células e ndo puderam ser marcados com Bodipy®. Este fato provavelmente se deve a
especificidade do marcador Bodipy® por lipidios neutros (GOCZE ET. AL., 1994; HARRIS ET.
AL., 2013; SPANGENBURG ET. AL., 2011 ). Sendo assim apenas 0s estogues de lipidios
celulares que sdo ricos em lipidios neutros sdo marcados eficientemente com o Bodipy®. Mas esta
limitacdo insere um viés nas analises apontando para uma sublocalizagdo do estoque real de lipidios
nas células, como pode ser vista na figura 18 através da qual demonstramos que o marcador
BJL16#unb3 é mais eficiente ndo apenas na emissao de fluorescéncia, mas principalmente na sua
capacidade de se associar a corpusculos lipidicos ndo identificados pelo Bodipy®. No0ssos
resultados sugerem que os agentes fluorescentes aqui validados podem ser empregados para fazer a
quantificacdo total de lipidios intracelulares com base em parametros de emissao de fluorescéncia.
Esta quantificacdo fica prejudicada quando se emprega o marcador de lipidio Bodipy®, pelos
motivos acima expostos. Em particular a molécula BJL16#unb3 se empregada para este proposito
geraria dados muito mais precisos a cerca da composicdo lipidica de células e tecidos.

Neste trabalho validamos trés agentes fluorescentes, com diferente eficiéncia na emissdo de
fluorescéncia e na marcacdo de lipidios. A producdo de marcadores fluorescentes para lipidios é
também uma area que vem crescendo nos Ultimos anos, com diversas publicacdes propondo novas
moléculas para esta finalidade (KUTAM ET. AL., 2015; SEZGIN ET. AL., 2011; SPANDL ET.
AL., 2009). No entanto, o0 composto BJL16#unb3 esta entre as melhores propostas encontradas na
literatura em termos de emissdo de sinal fluorescente, estabilidade em solucdo aquosa e foto
estabilidade. O que destaca o composto BJL16#unb3 dentre os varios outros marcadores com
afinidade para lipidios encontrados na literatura cientifica (KLEUSCH, ET AL., 2012; ERDINC e
ASHFARI, 2011) é o fato deste composto marcar lipidios diferentes daqueles marcados pelo

Bodipy® e esta caracteristica ainda ndo ter sido demonstrada para outros marcadores. Ou se
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existem outros marcadores com a mesma caracteristica este aspecto nao foi explorado pelos autores

em suas publicacdes.

A eficiéncia da marcacdo intracelular obtida com o composto BJL16#unb3 pode dar novos
direcionamentos a estudos classicos que associam lipidios intracelulares com processos
inflamatorios (MELO, et al., 2011 ; PARKER, 1987), infec¢do por parasitos (CHARRON e
SIBLEY, 2002) dentre muitos outros. Como muitos destes estudos se basearam em imagens
obtidas com marcagdes feitas com Bodipy®, a distribuicdo dos corplsculos lipidicos nas mais
diversas condicdes experimentais foi subestimada, o que é em particular grave para 0s controles
negativos utilizados nestes experimentos. Nestes detalhes sutis de nossos resultados reside a maior
vantagem do emprego do composto BJL16#unb3 para a deteccdo e quantificacdo de lipidios

intracelulares.

O modelo C. elegans para estudos do metabolismo de lipidio vem sendo amplamente
empregado, incluindo uma série de metodologias baseadas em fluorescéncia para estudos a respeito
da captacdo, estoque e mobilizagdo de massa gordurosa (MULLANEY e ASHRAFI, 2009;
BARROS, et al., 2012). Este modelo também vem sendo empregado para se estabelecer
metodologias para a avaliacdo de indices de gordura nos tecidos (MCKAY et al., 2003,
CRITTENDEN e KIMBLE, 2009). O modelo C. elegans para estudo do metabolismo de lipidio
também faz interseccdo com analises de longevidade relacionada a diferentes dietas (LEMIEUX e
ASHRAFI, 2014) e aos processos de envelhecimento (ALCKERMAN e GEMS, 2012). Neste
contexto pequenos desvios na identificacdo de lipidios podem exercer um papel relevante que
podem levar ao erro de interpretacdo de dados importantes que poderiam ser a chave para o
entendimento de um conjunto multifatorial de funcBes complexas como é o processo de
envelhecimento por exemplo. Desta forma nossos ensaios baseados no modelo C. elegans
demonstraram que 0s compostos aqui testados, apresentam a capacidade de marcar os corpusculos
lipidicos contidos dentro das diversas células mesmo quando estas células estdo inseridas nos
tecidos dos 6rgdos deste nematodos (Figuras 17, 19). De forma similar ao ja foi descrito como
vantagens para o emprego, em particular do composto BJL16#unb3, em cultivo celular, 0 mesmo
pode ser aplicado para o modelo C. elegans. Neste modelo também foi demonstrado através de
nossos diversos resultados ndo haver perda de especificidade e nem de sinal fluorescente apos a

marcacao nas condigdes estabelecidas por nos para as analises.

Finalmente do ponto de vista da emisséo fluorescente, diversos autores vem propondo agentes
fluorescentes para marcacdo de biomoléculas (KIMURA, et al., 2009; ZHANG, et, al., 2004)
incluindo marcac@es com de lipidios (GREENSPAN, MAYER e FOWLER, 1985; ZHANG, et al.,
2010; MEHLEM et al., 2013). No entanto, muitas destas propostas continuam apresentando as
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mesmas limitagdes observadas com o uso do Bodipy®. Como durante este trabalho nos foi possivel
apenas analisar as imagens e quantificagdes obtidas e publicadas com o uso destes outros compostos
(KIMURA, et al., 2009; ZHANG, et, al., 2004;ZHANG, et al., 2010), entdo nosso ponto de vista
estd limitado a estes dados publicados. Nossas observacdes indicam que estes marcadores
alternativos de lipidio marcam cruzadamente outras estruturas celulares gerando um grande sinal de
ruido nas imagens adquiridas o que comprometendo a qualidade destas imagens. Como ndo foram
encontrados por noés outros trabalhos que analisassem as diferencas entre as marcacGes do agente
fluorescente comercial de referéncia e os agentes fluorescentes aqui testados, ndo é possivel para
nos determinar se outro agente apresenta as mesmas propriedades do composto BJL16#unb3
validado aqui. Outro aspecto importante é que normalmente os agentes fluorescentes que emitem
sinal fluorescente no comprimento de onda do vermelho sdo fortemente afetados por foto
decaimento (SAUER, et al., 2011). Nas condicdes experimentais usadas por nds ndo foi observado
foto decaimento de nenhum dos trés compostos aqui testados. Sendo ainda observado emissdo de
fluorescéncia em outros comprimentos, no entanto esta caracteristica também foi observada no
agente fluorescente de referéncia para marcacdao de lipidios. Em particular o agente fluorescente
BJL16#unb3 também apresenta um desvio de Stokes que consideramos muito satisfatorio sendo o
mesmo excitado no comprimento de onda 488 e emitindo na faixa 630 a 750nm. Um amplo desvio
de Stoke é uma caracteristica buscada por desenvolvedores de agentes fluorescentes. Bons
intervalos de desvio de Stoke associados a picos fechados de excitagdo e emissédo fluorescentes
contribuem de forma positiva para o emprego do agente fluorescente (KUMBHAR, et al., 2015;
ZHU, et al., 1997), uma vez que reduzem a probabilidade de sobreposicdo de sinais facilitando o

seu emprego em conjunto com outros marcadores fluorescentes em analises multiparamétricas.
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7. Conclusodes e Perspectivas

Os compostos BJL16#unbl, BJL16#unb2 e BJL16#unb3 estudados neste trabalho apresentam
caracteristicas bastante otimista para seu emprego como sondas fluorescentes. Quanto as
caracteristicas fisicoquimicas séo solUveis em solugbes aquosas, apresentam 6Otima estabilidade em
meio solubilizado e apresentam fotoestabilidade durante a aquisicdo de imagens. Sua sintese é
baseada em um processo que atende as tendéncias atuais, dito como quimica verde, onde sua
producdo visa reduzir residuos poluentes e de facil obtencdo em maior escala, o que também chama
bastante atencdo no meio comercial. Os resultados de fluorescéncia analisados sdo ainda mais
favoraveis, mostrando a afinidade dos compostos por corpusculos lipidicos em células vivas

fixadas, ou mesmo empregadas em organismos multicelulares como C. elegans.

A analise desses compostos revelou semelhancas ao perfil de fluorescéncia do marcador
comercial de referéncia para lipidios Bodipy®, como foi o caso do BJL16#unb2. Mas o que chama
atencdo € a apresentacao de resultados do composto BJL16#unb3, demonstrando maior intensidade
de fluorescéncia e a capacidade de marcar demais moléculas ndo evidenciadas pelo composto
comercial. Esta notavel individualidade do composto BJL16#unb3 possibilita seu emprego em uma
ampla area, seja na pesquisa de biomoléculas ou mesmo em investigacOes e aplicacdes em areas

tecnoldgicas como o de biocombustiveis.

E com esta busca por desenvolvimento de novas sondas, demonstrando especificidade nos
perfis de marcacdo que possibilitam melhorar a aquisicdo de imagens com maior seletividade,
menor interferéncias, obtendo uma efetividade dos métodos utilizados. E também um passo
importante quando se permite 0 emprego na area biomeédica, enriquecendo o conhecimento a
respeito da complexidade dos sistemas vivos, bem como se aproximar de novos desenvolvimentos

tecnoldgicos.

Este trabalho levantou diversas questdes, que serdo aqui apresentadas como perspectivas de

continuidade:

e Possibilidade do emprego destes marcadores fluorescentes em teste in vivo no modelo de C.
elegans,

e A anélise de estabilidade dos compostos a longo prazo para estabelecimento de validade
estavel das sondas,

e Aplicacdo dos marcadores em células para analise em citdmetro de fluxo,

e Utilizar molécula como base para atingir melhoramento de outras moléculas quimicas com

carater fluorescente.
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