~

Universidade de Brasilia
Departamento de Biologia Celular

Programa de Pés-Graduacao em Patologia Molecular

Daniela Carrilho de Jesus

TESE DE DOUTORADO

AVALIACAO DE COMPOSTOS GLICIDICOS
ACOPLADOS A BENZOTIADIAZOLAS PARA
APLICACAO COMO MARCADORES CELULARES
FLUORESCENTES

Orientador: Prof. Dr. José Raimundo Corréa

Brasilia, 2017.



~

Universidade de Brasilia

Departamento de Biologia Celular

Programa de Pés-Graduacao em Patologia Molecular

Daniela Carrilho de Jesus

TESE DE DOUTORADO

AVALIACAO DE COMPOSTOS GLICIDICOS
ACOPLADOS A BENZOTIADIAZOLAS PARA
APLICACAO COMO MARCADORES CELULARES
FLUORESCENTES

Brasilia, 2017.

Tese apresentada ao
Programa de P0s-Graduagdo em
Patologia Molecular da
Universidade de Brasilia como
parte dos requisitos necessarios
para a obtencdo do titulo de
Doutora em Patologia Molecular



Quando o sol acena bate em mim
Diz valer a pena ser assim

Que no fundo é simples ser feliz
Dificil € ser tdo simples

Fernando Anitelli



DEDICATORIA

Dedico este trabalho ao meu pai Maurilho Carrilho Silva (in memorian) pelo seu

legado de amor e por ter me ensinado a crer nos meus sonhos.

“0O essencial é invisivel aos olhos. S6 se vé bem com o
coracao.”

Antoine de Saint-Exupéry



AGRADECIMENTOS

Esta foi a parte do trabalho mais dificil de comecar. Aqui, a ultima pega de um
quebra-cabeca esta sendo colocada. Sera impossivel colocar em termos tudo que eu
gostaria de escrever. Mas uma palavra se fez tdo presente na completude desse ciclo que
preciso dizé-la

“Agradeco”

Ao universo, a Deus, a vida... Pela minha existéncia, pela minha feliz existéncia,
gratidao!!!

A minha Mae

Mé&ezinha, vocé é a razdo por eu querer diariamente lutar pelos meus sonhos. Que
um dia eu possa concretizar alguns dos seus. Eu ndo sei 0 quanto vocé se abdicou por
mim, nunca vou poder mensurar, mas s6 em imaginar eu sei que sou muito, muito amada.
Ahh, obrigada por cuidar da Minnie* e do Puff* por mim.

Ao meu Pai (in memorian)

Pai, vocé esta nas minhas melhores lembrancas. Os seus principios de amor sdo a
base na qual eu tenho fundamentado minha vida. Gratidao por ter sido meu pai.

A minha irm& Dayanne

Niguinha, vocé é o oposto que me completa, me complementa. E sera sempre.
Mesmo que o tropico de capricornio divida 0s nossos espacos. Vocé nao precisa estar
junto de mim, por que esta dentro de mim. Du, Gabi... amo Vocés.

Ao meu amor

Fabricio, vocé é o maior companheiro que a vida me proporcionou. Quero te
agradecer por fazer tudo na minha vida ser melhor (tentei uma pagina de frases mas...).
Gratidao por me ajudar (tanto) nesse trabalho. Obrigada por me icentivar a ser uma pessoa
independente, por estar disposto (ou ndo) () me apoiar assim mesmo com (qualquer
coisa) que eu precise. Por me ouvir, por encher minha paciéncia... Obrigada pelos Pipos”
e pela Zildinha. Por ser o Fabricio, simplesmente. Gratiddo por permitir que a sua
felicidade seja um conjunto com a minha.

A0S meus amigos

Pablo, Leticia, Sid, Arthur e Myla. Este trabalho é uma celebracdo a vossa

existéncia em minha vida. Obrigada por serem a extenséo da minha familia aqui. Por me



proporcionarem momentos de alivio, de aconchego e de pura alegria. Amo cada um de
VOCés.

Ao meu orientador

Professor José Corréa. Gratiddo por ter me proporcionado a realizacdo deste
trabalho. A vocé, que com sincera amizade me passou valiosos ensinamentos, minha
admiragdo e meu respeito, sempre.

Aos meus amigos do laboratério

Bruna e Diego. Vocés foram a personificacdo da palavra “anjos”. Se dedicaram
ao meu trabalho e as minhas dificuldades. O que aprendi com vocés sobre auto respeito é
uma das coisas mais valiosas que recebi e isso vai me acompanhar para a vida. Gratidao,
muita gratidao.

Douglas. Vocé foi a pessoa que mais me ajudou a acreditar nesse trabalho.
Gratidao pelo valor que vocé da a nossa amizade. VVocé tem 0 mesmo de mim.

Lorena, Yasmin, Nabyla, Carol dos Anjos, Mayarinha, Joseilma, Naty, Claudio,
Nubia, Ingrid e Mhay. Obrigada pela amizade de vocés, por dividirem entre vocés, fardos
do meu doutorado e das minhas escolhas.

Aos professores

Professora SoOnia, Professor Bergman, Professor Vicente, Professora Kelly,
Professora Diva Dusi e Ana Gomes (EMBRAPA). Gratidao por abrirem as portas de seus
laboratdrios para que eu pudesse desenvolver meus experimentos. Obrigada por cederem
reagentes, por confiarem em mim emprestando seus equipamentos e por me inspirarem a
fazer ciéncia, melhor, a (querer) ciéncia por principio.

A instituicdo e ao Programa

UnB, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Programa de Pds-Graduacdo em Patologia
Molecuar. Gratidao por me proporcionarem o exercicio do meu doutorado.

As agéncias de fomento a pesquisa

CAPES, CNPq, FAP-DF, FINATEC. Obrigada pelo financiamento deste projeto

e pelo apoio financeiro, sem o qual seria impossivel concluir esta etapa em minha vida.



INDICE GERAL

INDICE GERAL ..cuveeeeeereeereseeesseeessesssesessesssessssessssessssesssessssesessessssesssesssessssessssessssssnses 1
INDICE DE FIGURAS........eeeeeeeeeseeeeeeessesesesssnssssssssnnssssssssssssssssnssssssssnsessssssnnessssssnnessssssnns 3
LISTA DE SIGLAS E ABREVIACGES ................................................................................ 5
RESUIMO cceiiiiiiitiitirteireteerettecettassesetesesssssesassosssssssssasssssssassssassassssassassssassssassasassasans 7
AB ST RACT .iieiiitiiiiereitettereiteceereteesesesessassssessassssassessssassessssassssassssassassssssssssssnssssassnses 8
1. INTRODUGAD......cicrtiiereeinreesseessesessessssessssesssessssessssesssessssessssessssesssessssessssessssesnnes 9
1.1. MARCADORES FLUORESCENTES: ASPECTOS GERAIS.......cccuniieuniiirnieitnrersnierernseersersnsersserennns 9
1.2. APLICACAO DE SONDAS FLUORESCENTES EM MODELOS BIOLOGICOS .......cvvvvirerrnrererrnseeernnnss 15
1.3. MODELOS UTILIZADOS NESTE TRABALHO ........uuieuniirneieteieteietnseesnsestasssnseanesernseranserrnss 18
1.3.1.CAENORHABDITIS ELEGANS E ESTUDOS DE ANATOMIA .....uvivnniiirnieiinreerneeeneeenesernseennseesnss 18
1.3.2.BACULOVIRUS E A INFECCAO CELULAR.........coeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et e e e e e e e s e s e s e s s e s s s s e s e s s s e s e s e s e nen e e 21
1.4. DERIVADOS DE BEZOTIADIAZOL E SUAS APLICACOES ......ccoooeeeeeeeeeeeee e 24
2. JUSTIFICATIV A . et itiietreeettetrereresetreseessssessessssssssssssssassessssassssassessssassesassessssassesas 28
3. OBJETIVOS ..ueieieireirreireceiessesesreresseseessssesssssssssssssssssassessssasssssssessssassessssasassassnsas 29
3.1, OBIETIVOS ESPECIFICOS .....cevvvttiiieeeiteteetties s e e e eetese b s st e e seete e st arsteesaeeees bbb s s eeeseeensssrans 29
4. MATERIAL E IMETODOS ....ovveieeeeeeeseeeesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssnsssssnssss 30
4.1, CELULAS DE IMAMIFEROS ....vvvueusieeestsesssssssssessssesssssssssssssssssssannssssessssesssssnnsseessssssssnnnns 30
8.2, CELULAS DE INSETOS ....cttverrruuusseeesssessssnnsssessssesssssnnsssssssesssssnnnsteessssesssssnnnreeeseeesssnnnn 30
I J O 1 71, ST 31
B4, REAGENTES ..oouuvuuiieeeeteeeee e eesseeeeeeee st ssseeeeeeeeets e s seesesseessstsseeeeseensssnnasseeeseeensnnnnns 31
4.5, EQUIPAMENTOS .. .covvuuitttetnteeteetseesestseesestateesessteeeessateeee st trees st rees s treeesnnteaessnnseresnnn 32
4.6. IVIANUTENGAO DAS CELULAS .. ..0uuuvtruusssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 32
4.7. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR ... ..ettertenunseeeeseeessssnsssssesseessnsnnsssseesseesssnnnssseeesesessnnnnns 33
4.8. CONCENTRAGAO MiNIMA DE G2 E DE X2 PARA MARCAGAO CELULAR E PADRONIZACAO DA

SOLUBILIZAGCAO DOS COMPOSTOS. ......coeieiiieieeeeieee ettt e e et e e et ettt et e ettt 33
4.9. MARCACAO CELULAR COM OS COMPOSTOS FLUORESCENTES........cuuiivvniierneernerinerenneeenneaens 34
4.10. COMARCACAO DE CADA UM DOS DOIS DERIVADOS DO BTD cOM O MARCADOR

FLUORESCENTE DAPH ... ettt et e e e eeaees 35
4.11. AQUISICAO DE SERIES DE IMAGENS EM DIFERENTES PROFUNDIDADES NO EIXO Z E REALIZACAO

DO CORTE ORTOGONAL ...cvuuieeeeistseetneesssessasessasesss s seessesnsaesaseeansaesnsesnsesnnreetnreesnreernns 35
4.12. MARCACOES INDEPENDENTES DE CELULAS E DE C. ELEGANS COM O MARCADOR DE LIPiDIOS

NEUTROS BODIPY® QU COM B2 ... e eeeeeeeeeeeeaeaeeeeeeeeeeseeeaneeesteeennnesneans 36
4.13. MARCACAO DE OIL RED O EM CELULAS MICF-7 E EM C. ELEGANS E COMARCACAO DE OIL

RED O E G2 EM CELULAS IMICF-7 EBIMS .....oovvvviiiiie ittt ettt s s e e e e et eaab s s s e e eneeens 36
4.14. TRATAMENTO DE C. ELEGANS IN VIVO COM OS COMPOSTOS G2 OU X2.......ccvvvvivriiinreennnens 37
4.15. COMARCACAO DE X2 cOM LYSOTRACKER” DEEP RED 647/688 .........cccveoeeeeeeeeeceeeerenenns 37

4.16. ENSAIOS EM CELULAS DE INSETOS ....cevvvrrrrunseesessessssssnssesesseessssnnnssseessseessssnnnnreeeseeessmnnn 38



4.17. CONTAGEM DOS CORPUSCULOS LIPiDICOS EM CELULAS BM5 TRATADAS COM G2................... 39

4.18. PLOTAGEM 3D DE IMAGENS PLANAS PARA ANALISE PANORAMICA DAS CELULAS .........cevvveeen. 40
4.19. ANALISE DE INTENSIDADE MEDIA DE FLUORESCENCIA POR CITOMETRIA DE FLUXO .........ccvvveeen. 40
.20, ANALISES ESTATISTICAS ..eevvvvuuutieeetteeestttssseessssesssssnsssssessesssstnnnsssesseesssssnnsreeesseesssnnnns 40
B RESULTADOS ...cuieiteitirereeretrereireseerssresssressessssessssessessssossessssessssassessssessssassesassesasse 41
5.1. AVALIACAO DE AUTOFLUORESCENCIA DAS CELULAS DE MAMIFEROS ........coeieeeiererriniiieieeeneenns 41

5.2. AVALIAGAO DA CITOTOXICIDADE DO COMPOSTO X2 POR ENSAIOS cOM MTT ou com AzuL
DE TRIPAN 43

5.3. SELETIVIDADE DO X2 PARA ESTRUTURAS INTRACELULARES EM CELULAS HUMANAS ................. 46
5.4. AVALIAGAO DA ESPECIFICIDADE DE MARCAGAO DO X2 .....coovvniiiiiiiii et 49
5.5. COMPARACAO DA DISTRIBUICAO DAS MARCAGOES FLUORESCENTES DE X2 E DE

LYSOTRACKER” DEEP RED ......c.veveeeeeeeeeeeeeeee et et st ate et eeeeeeseeenesnesneaneaneeeeseenneseeaneareneeas 53
5.6. AVALIACAO DA INTENSIDADE DO SINAL FLUORESCENTE DE X2 POR CITOMETRIA DE FLUXO ....... 55
5.7. APLICAGAO IN VIVO DE X2: CAENORHABDITIS ELEGANS .............ceveeeurinaaeeeeeeesenninnsnseaeennnns 58
5.8. MARCAGCOES DE X2 EM C. ELEGANS ..........coooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 60
5.9. APLICACAO DO X2 EM ENSAIO DE INFECCAO VIRAL EM CELULAS DE INSETO............cccvvvvererennn. 62
5.10. AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DO COMPOSTO G2 POR ENSAIOS cOM MTT ou comM AzuL

(0] 0 1117 N 68
5.11. ANALISE DE MARCAGAO DO FLUOROFORO G2 EM CELULAS DE MAMIFERO VIVAS E FIXADAS ..... 70
5.12. ANALISE ORTOGONAL PARA LOCALIZAGAO DAS ESTRUTURAS MARCADAS PELO G2.................. 73
5.13. COMPARAGCAO DA MARCACAO DO G2 EM CELULAS DE MAMIFEROS COM DIFERENTES

CORANTES  .uuvvvtveieeeeesiiiistsreeeeseeessssissbbrasesssesssasasababeeseeesssaasa b b baeeesseessssbbbbbneeeeeesssasnns 75
5.14. COMPARAGAO DA DISTRIBUICAO DAS MARCACOES DE G2 E DE BODIPY® .......covevvvveeeien 79
5.15. AVALIACAO DA INTENSIDADE DE FLUORESCENCIA DO G2 POR CITOMETRIA DE FLUXO............... 81
5.16. APLICACAO IN VIVO DE G2 EM CAENORHABDITIS ELEGANS ............oiieieiiiieeiiiiiiesseiinneesenannns 83
5.17. PADRAO DA MARCACAO DE G2, BODIPY E OILRED O EM C. ELEGANS ..............coevvveveeannen. 85
5.18. COMPARACAO ENTRE G2 E BODIPY® EM ENSAIO DE INFECCAO VIRAL EM CELULAS DE INSETO

PARA AVALIAR DINAMICA DE LIPIDIOS ........cooivviiiiiieeeessieittteiee e e e s s sssbbbaeesseeesssssssbabeesseeens 88
6. DISCUSSAO E PERSPECTIVAS ....eoveuveeeeieeereeesssressseeessessssessssessssesssessssessssessssessnes 94
6.1. ESTUDOS COMUNS A G2 E X2: AVALIACAO DAS PROPRIEDADES DOS DERIVADOS DE BTD........ 94
6.2. ESTUDO DOS PADROES DE MARCAGAO DO X2 .......ooiviiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeee e 96
6.3. AVALIACAO DA MARCAGCAO DO X2 DURANTE A INFECCAO EM CELULAS DE INSETO .................. 98
6.4. DETERMINAGAO DO ALVO INTRACELULARDO G2..........coooviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeae 101
6.5. APLICACAO DO G2 PARA AVALIAR O METABOLISMO ENERGETICO DURANTE A INFECCAO

1721 7Y 104

7. CONGCLUSOES ....cceeeeeeeeeeeeeceeesesessesessessssssssssessesssssssssssssssssssssssasssssssssssssasssssssss 106
8. REFERENCIAS .....eeeieeeeeeieeeeeeeeesesssesessssssesssssssssssesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssesses 108



INDICE DE FIGURAS

FIGURA 1: DIAGRAMA DE ENERGIA DE FLUORESCENCIA DE JABLONSKI. «.cuceerrirrnnnsssssenssnnnssssssssssnnns 11
FIGURA 2: ESPECTROS DE EXCITACAO E EMISSAO DE UM FLUOROFORO, DESVIO DE STOKES E
CORRELAGAO ENTRE A O COMPRIMENTO DE ONDA DE EXCITAGAO E A INTENSIDADE DE EMISSAO. ... 12

FIGURA 3: ESTRUTURA GERAL DE UM 2,1,3-BENZOTIADIAZOL (BTD) ....ceeiiiiiiniiiiniinnisssssssssssssnnnnns 15
FIGURA 4: ANATOMIA DO C. ELEGANS.....teesssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 19
FIGURA 5: DESCRICAO DO PROGRESSO E OS EVENTOS PRINCIPAIS DA INFECCAO CELULAR POR
BACULOVIRUS. «iiiierruusessseessnnersssssssssssssesssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanssss 21
FIGURA 6: ESTRUTURA ESPACIAL DOS DERIVADOS DE BTD G2 E X2. ....ccevvveerrunnnneennssssssssnnnneennenes 27
FIGURA 7: AVALIACAO DE AUTOFLUORESCENCIA EM SEIS TIPOS CELULARES TRATADOS COM 0,1% DO
DILUENTE DIMISO.....cuuuuuiennnnnnnnnmsnmmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnnns 42
FIGURA 8: AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE INDUZIDA POR X2 EM LINHAGENS CELULARES TRATADAS
COM O COMPOSTO .uuiieisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 45
FIGURA 9: AVALIACAO DO PADRAO DE MARCAGCAO FLUORESCENTE DO COMPOSTO X2 EM CELULAS
VIVAS cettitiiiniinnessnsssnsssnsssssssssssssssssssssssssssssssesssessesseeseeeeseeeteemeeeeeeeeeeeteeeemeeemeeeseeeeeeremnnn 47
FIGURA 10: AVALIACAO DO PADRAO DE MARCACAO FLUORESCENTE DO COMPOSTO X2 EM CELULAS
FIXADAS. «.uvuueeessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssnnnnns 48
FIGURA 11 COMPARAGCAO ENTRE OS PERFIS DE MARCACAO DE X2 E DE LYSOTRACKER® DEEP RED ...... 51
FIGURA 12: AVALIAGAO DA ESPECIFICIDADE DE MARCAGAO DO X2 ....uciiieissnssssssssssssssssssssssssssssssns 52
FIGURA 13 COMPARACAO ENTRE AS MARCACOES FLUORESCENTES DE X2 E DE LYSOTRACKER® DEEP
RED. cevvreernenneennnennssnssssmssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnsnne 54
FIGURA 14: COMPARAGAO ENTRE AS INTENSIDADES DE FLUORESCENCIA POR CELULA ATRAVES DE
CITOMETRIA DE FLUXO. «.ueiieeiieaesaasassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanas 57
FIGURA 15: AVALIACAO DE AUTOFLUORESCENCIA EM C. ELEGANS E DEMONSTRACAO DE
APLICABILIDADE DO X2 IN VIVO PARA ESSA ESPECIE .eeevveeireenneenneennsenssssnssssssssssssssssssssssssssnnns 59
FIGURA 16: MARCAGOES DE X2 EM C. ELEGANS «....uceeeieeeirasisasssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 61
FIGURA 17: PROVA DE APLICAGAO DO X2 EM CELULAS DE INSETO SF9 PERMISSIVAS A INFECCAO POR
ACIMINPV. ..cceiiieiiiiiiiiiiiieiieeiieeteiieesiessiasrastsestasstassrestsestassrssssessesstassrassssssassrasssassansss 63
FIGURA 18: PROVA DE APLICACAO DO X2 EM CELULAS DE INSETO LD652Y SEMIPERMISSIVAS A
INFECGAO POR ACIMINPV. ....euieieniieiteiteeiteecteettenseestsectasesassesssasesssessssenssasssasssnssenssanssns 65
FIGURA 19: PROVA DE APLICACAO DO X2 EM CELULAS DE INSETO BM5 NAO PERMISSIVAS A INFECCAO
PORACIVINPV. ...cieieiiiiiieiiiiieeiiesseiieei e s sssteestssstasessssesstasstassssssasssasssasssnssasssasssns 67
FIGURA 20: AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE INDUZIDA POR G2 EM LINHAGENS CELULARES TRATADAS
COM O COMPOSTO .uieeiiaasssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 69
FIGURA 21: AVALIAGAO DO PADRAO DE MARCAGAO FLUORESCENTE DO COMPOSTO G2 EM CELULAS
VIVAS 1eieitiiiieennsesssesnsesssesseesmseemseeseeeseeseseeeeeeeeeeeeeeeeeemeeeeeeemeeeeeeeeeeeteeemeeemeeemeeemeeeeeeeseeenn 71
FIGURA 22: AVALIAGAO DO PADRAO DE MARCAGAO FLUORESCENTE DO COMPOSTO G2 EM CELULAS
FIXADAS .. .uuuseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsnnnnnns 72
FIGURA 23: CONFIRMAGAO POR Z-STACK DE MARCAGAO DO G2 DENTRO DA CELULA.....cceeeersesssnssans 74
FIGURA 24: COMPARAGAO ENTRE OS PERFIS DE MARCACAO DE G2, BODIPY® E OILRED O.............. 77
FIGURA 25: COLOCALIZAO DE G2 E OILRED O.....oiiiireeeenniiiiiiiinmennesisiiiinninsssesssesiimmmssssssssssns 78

FIGURA 26: ESTUDO TOPOLOGICO DAS MARCAGCOES FLUORESCENTES DE G2 E DE BODIPY".............. 80



FIGURA 27: COMPARAGAO ENTRE AS INTENSIDADES DE FLUORESCENCIA POR CELULA ENTRE OS

COMPOSTOS G2 E BODIPY® ATRAVES DE CITOMETRIA DE FLUXO. ..veevveeseeeesseessesseesseessessesssnns 82
FIGURA 28: DEMONSTRAGAO DE APLICABILIDADE DO G2 IN VIVO EM C. ELEGANS. ....vvrereveeerueerennes 84
FIGURA 29: COMPARACAO ENTRE O PERFIL DA MARCACAO DO G2 COM 0S PADROES DO BODIPY” E

[0 T0 0 1110 3 = 0 1 JR N 86

FIGURA 30: MARCACOES DE G2 EM C. ELEGANS

FIGURA 31: AVALIACAO DA DINAMICA DE LIPiDIOS EM MODELO DE INFECCAO COM DIFERENTES ViRUS
EM CELULAS DE INSETO. .uuueeereeermnnsssnsessreesnnnssssssssssssnnnsssssssssssssnnnsssssssssssssnnsssssssssssssnnnnsnns 91

FIGURA 32: ENSAIO DE INFECCAO VIRAL EM CELULAS DE INSETO PARA AVALIACAO DA DINAMICA DE
LIPIDIOS POR G2 E BODIPY® BMNPV E TRATADAS COM BODIPY .. ...cocveeereerereeennrennennnens 93



AcMNPV
BAPTA
Bmb
BmNPV
BODIPY
BTD

BV
DANSYL
DAPI
DMEM
DNA
DsDNA
GFP

HDL

IDL

LB
Ld652Y
LDL

M9
mCherry

MDA-MB 231

MCF-7
DU-145
CACO-2
HUVEC
NBD

LISTA DE SIGLAS E ABREVIACOES

Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus
1,2-bis-(2-aminofenol) etano-n,n,n’,n’ -tetracético
Células derivadas de Bombyx mori

Bombyx mori nucleopolyhedrovirus

Boro dipirometeno

Benzotiadiazol

Virus extracelular
(dimetilamino)naftaleno-1-sulfonil chloreto

4' 6-diamidiino-2-fenilindol

Dulbecco’'s Modified Eagle's Medium
DeoxyriboNucleic Acid

DNA fita dupla

Proteina verde fluorescente

High density lipoprotein

Intermediate low density lipoprotein
Luria-Bertani

Células derivadas de Lymantria dispar

Low density lipoprotein

M9 Minimal Salts

Proteina vermelha fluorescente

Células epiteliais de carcinoma ductal da glandula mamaria

Células epiteliais de adenocarcinoma glandular mamario
Células epiteliais de cancer de prostata
Células epiteliais de adenocarcinoma colo-retal humano
Células Endoteliais de Veia Umbilical Humana

Nitrobenzoxadiazol



NGM
NIR
OB
oDV
ORO
ROS
RPMI
Sf9
uv
ATCC
SFB
PBS
MTT
VLDL

Nematode Growth Medium

Infravermelho préximo

Corpos de ocluséo

Virus derivado da ocluséo

Oil red-O

Espécies Reativas de Oxigénio

Roswell Park Memorial Institute medium
Células derivadas de Spodoptera frugiperda
Ultravioleta

American Type Culture Collection

Soro Fetal Bovino Inativado

Tampéo Fosfato Salino
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT)

Very low density lipoprotein



RESUMO

O conhecimento a respeito de complexas redes de comunicacdo e interagdo celular
alcancou muitos avancos gracas a estudos de fluorescéncia aplicados a biologia das
células. Embora muito progresso tecnolégico empregado no imageamento celular tenha
sido alcancado, os fluorocromos continuam desempenhando papel central para analises
de condicdes fisiologicas e patoldgicas. O desenvolvimento de agentes fluorescentes é
um processo laborioso que visa a criacdo de moléculas providas simultaneamente de
diversas caracteristicas favoraveis, tais como, amplos desvios de Stokes, altos
coeficientes de extincdo molar, permeabilidade a membranas celulares, auséncia de
citotoxicidade e alta especificidade. Moléculas derivadas do nucleo fluorescente
benzotiadiazol (BTD), por apresentarem muitos desses aspectos, encontram varias
aplicacdes no ambito do imageamento celular. Neste contexto, o presente trabalho inicia
uma série de aplicagcbes em modelos bioldgicos de duas estruturas inéditas derivadas de
BTD. O fluordforo 2,1,3- benzotiadiazol triazol galactose, ou G2, e a molécula 2,1,3-
benzotiadiazol triazol xilose, ou X2. Algumas linhagens tratadas com os compostos
apresentaram consideravel reducdo de viabilidade celular. Esse fato revelou acéo
citotoxica dos fluorocromos para determinados tipos de células, o que dificulta aplicacdes
dessas moléculas em ceélulas vivas. Contudo os resultados de aplicagdes em diferentes
modelos bioldgicos fixados foram excelentes para a sonda G2. Esta apresentou alta
especificidade, sinal fluorescente intenso e auséncia de marcacdo de fundo. Sabe-se que
a recomendacao de sondas fluorescentes apenas para material fixado € um aspecto comum
a muitos marcadores de referéncia no mercado. J& o fluoréforo X2 ndo teve sua
especificidade definida pois apresentou possiveis marcacfes em organelas como
complexo de golgi, lisossomos, vesiculas do sitema endossomal entre outras. Contudo, a
partir de estudos de comarcacdo com Lysotracker (especifico para organelas &cidas), de
experimentos em C. elegans e de ensaios utilizando um sistema “baculovirus — células de
inseto” foi observada certa preferéncia do composto por organelas acidas ou organelas
com alta quantidade de membranas, levando-nos também a hipétese de que o X2 possui
afinidade por um tipo / um grupo de fosfolipidios. O composto G2 apresenta
especificidade para corpusculos lipidicos. Esta constatagdo ficou bem determinada
através de estudos de comparacdo ou de colocalizacdo em diferentes modelos, como
células de insetos e C. elegans, com os corantes de referéncia para essas organelas: Oil
Red O e BODIPY®. Também demonstramos que esta sonda é eficaz para avaliar dindmica
de lipidios, para isso utilizamos o sistema “baculovirus — células de inseto” em conjunto
com o composto G2. Os resultados levaram a hipétese de que o G2 pode marcar um grupo
mais seleto entre os lipidios, em comparacio ao marcador BODIPY®. Por fim, este
trabalho fundamenta a protecéo intelectual e posterior divulgacdo da sonda G2 e ainda
traz novos esclarecimentos para melhorias da molécula X2,

Palavras chave: Benzotiadiazol (BTD), sondas fluorescentes, aplicacdo bioldgica



ABSTRACT

The knowledge about cellular communications and complexes networks interactions
has been constantly developing thanks to fluorescence studies applied to cell biology.
Although a good technological progress has been achieved in cell imaging, fluorochromes
continue to play a central role in the analysis of physiological and pathological conditions.
The development of fluorescent dyes is a difficult process, which aims create molecules
provided simultaneously with several favorable characteristics. This physical or chemical
features include wide Stokes shift, high molar extinction coefficients, permeability to cell
membranes, absence of cytotoxicity and high specificity. The fluorescent molecule
benzothiadiazole (BTD) have been used as a core in the synthesis of fluorophores that
usually presents the chemical and physical mentioned characters and have a large of
applications in the field of cellular imaging. In this context, the present work initiates a
series of applications in biological models of two unpublished structures derived from
BTD. The fluorophore 2,1,3-benzothiadiazole triazole galactose, or G2, and the molecule
2,1,3-benzothiadiazole triazole xylose, or X2. Some cell lines treated with the compounds
presented considerable reduction of cell viability. This fact revealed cytotoxic action of
the fluorochromes for certain cell types, which makes it difficult to apply these molecules
to living cells. However, the results of applications in different fixed biological models
were excellent for the G2 probe. This showed high specificity, intense fluorescent signal
and absence of background. For this reason, the G2 is a fluorophore with potential for
commercial application, even if it is only used in fixed materials. But the fluorophore X2
did not have its specificity determined because it showed possible labeling in vesicles of
the endosomal system, lysosomes, Golgi complex and other organelles. However, studies
of colocalization between X2 and Lysotracker (which one is specific for acidic
organelles), experiments in C. elegans and assays using a system "baculovirus - insect
cells" revealed a certain preference of the compound by acidic organelles or organelles
with a high amount of membranes, leading us to hypothesize that X2 has affinity for a
type or a group of phospholipids. The fluorophore G2 has specificity for intracellular lipid
droplets. This finding was well determined through comparative studies or fluorescence
colocalization in different models, such as insect cells and C. elegans, using the specific
dyes for these organelles: Oil Red O and BODIPY®. We also demonstrated that this probe
is effective for evaluation of lipid dynamics, for which we use the "baculovirus - insect
cells" system together with the compound G2. The results led to the hypothesis that G2
are selecting a group within the lipids, in comparison to the BODIPY® dye. Finally, this
work bases the intellectual protection and subsequent disclosure of the G2 probe and still
brings new clarifications for improvements of the molecule X2.

Key words: Benzothiadiazole (BTD), fluorescent probes, biological application



1. INTRODUCAO

1.1. Marcadores fluorescentes: aspectos gerais

Entre as diversas areas da biologia celular, o conhecimento progrediu das
preliminares determinacges e caracterizacdes estruturais dos componentes celulares para
a compreensdo em profundidade das complexas redes de comunicacao e interacdo celular.
As células eucaridticas mantém uma intensa relacdo com o seu ambiente, sendo expressa
pela captacdo, transporte e estoque de macromoléculas, secrecdo de produtos, interacdes
entre biomoléculas e transducéo de sinais, 0s quais produzem e modulam as mais diversas
respostas celulares (Apel e Hirt, 2004; Fernandez, Villalon e Verdugo, 1991; Yoshizumi
et al., 2016).

O uso de variados tipos de sondas para microscopia de células se tornou essencial
e neste contexto os marcadores fluorescentes tem papel de destaque. As bases do
imunodiagndstico e da fenotipagem celular foram iniciadas a partir da marcacao
covalente de anticorpos em isocianato de fluoresceina (Coons, Creech e Jones, 1941).

Diversas outras metodologias se apoiaram na utilizacdo de marcadores
fluorescentes para aprimorar as analises celulares, como por exemplo, a citometria de
fluxo (Perfetto, Chattopadhyay e Roederer, 2004). Tais metodologias vém sendo
sistematicamente aprimoradas, incorporando outras técnicas com destaque para as da area
de informatica, e podendo ser aplicadas tanto a amostras vivas quanto ndo vivas (fixadas).
O emprego da fluorescéncia tem contribuido de forma decisiva para a confirmacdo e o
esclarecimento de muitos eventos bioldgicos e por isso essa area vem se desenvolvendo
cada vez mais rapido (Johnson, 1998).

De forma geral, as moléeculas capazes de realizar transi¢cGes eletronicas que
resultam em emissdo fluorescente sdo conhecidas como sondas fluorescentes ou
fluorocromos. Os fluorocromos quando conjugados a grandes moléculas como acidos
nucleicos, proteinas ou lipidios, seja através de adsorcdo ou de ligacBGes covalentes sdo
chamados de fluoroforos. Os fluoroforos sdo normalmente agrupados em duas grandes
classes, denominadas intrinseca e extrinseca. Na classe intrinseca estdo os fluoréforos que
emitem naturalmente fluorescéncia (autofluorescéncia) como aminoacidos aromaticos,
neurotransmissores, porfirinas e proteinas fluorescentes como a GFP (green fluorescent
protein) (Tsien, 1998) (Prendergast e Mann, 1978). Na classe extrinseca estdo 0s

fluordforos sintéticos ou os modificados bioguimicamente que sdo usados em diversos
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tipos de amostras para produzir fluorescéncia com propriedades espectrais especificas
(Wen et al., 2013).

Uma vez que as sondas sintéticas intrinsecas sdo geralmente raras e de aplicacfes
restritas, foi o continuo desenvolvimento de sondas fluorescentes extrinsecas como
ferramentas de detec¢do que possibilitou de forma cada vez mais especifica a anélise de
amostras bioldgicas, impulsionando ainda a indUstria da microscopia e de programas
computacionais de analise e edicdo de imagens associados a esta area (Alonzo et al.,
2016; Lichtman e Conchello, 2005).

A principal aplicagdo de uma sonda fluorescente é detectar um alvo especifico.
Apesar de alguns fluoréforos intrinsecos e enddgenos, tais como o triptofano, revelarem
detalhes do metabolismo celular (Brancaleon et al., 2001), a maior parte dos eventos
intracelulares ndo sé@o identificados a partir da emissdo fluorescente de componentes
enddgenos. Para entender como um fluoréforo identifica o alvo é necessario compreender
a estrutura bésica de um fluor6foro. Uma sonda fluorescente é molecularmente
constituida de duas porg¢des: 0 segmento receptor que se liga ao alvo e o segmento nucleo
capaz de fluorescer (Basabe-Desmonts, Reinhoudt e Crego-Calama, 2007).

A emissdo de sinal fluorescente ocorre quando a molécula é excitada por fotons
de luz de determinado comprimento de onda (por exemplo a partir de um laser de
excitacdo), estes sdo absorvidos por um elétron da particula fluorescente, o qual tem seu
nivel de energia elevado para um estado excitado. Durante este curto periodo de
excitacdo, parte da energia é dissipada (por colisdes moleculares ou transferida para uma
molécula préxima) e parte € emitida como f6tons, para que o elétron possa voltar ao seu
estado fundamental. Como esses fotons emitidos geralmente carregam um somatdrio de
energia menor do que a de excitacdo, normalmente possuem um comprimento de onda
maior (Figura 1). A excitacdo e emissdo de fotons de um fluor6foro € um processo ciclico,
a menos que a molécula seja irreversivelmente danificada (fotobleaching) esta pode ser
repetidamente excitada (Balzani et al., 2007).

Uma sonda fluorescente desenvolvida com interesse comercial apresenta algumas
propriedades ideais a serem discutidas a seguir, que sd@o: 1) especificidade para
componentes celulares; I1) elevado rendimento quantico; I11) amplo desvio de Stokes; 1V)
fotoestabilidade molecular e baixo fotodecaimento; V) estabilidade em estoque
(Fernandez-Suarez e Ting, 2008; Karunakaran et al., 2006; Yin et al., 2014; Yu et al.,
2005).
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A especificidade é definida pela capacidade da molécula de se associar as
moléculas-alvo que podem ser encontradas na superficie das células ou de suas organelas,

bem como no interior das organelas ou dispersas pelo citoplasma (Wang, 1988)

Niveis do estado excitado

A\/\V/\ A o
Y VAN A~
© Luz de Luz
0 excitacdo fluorescente
2 absorvida emitida
Ll
Tempo de
fotodecaimento
< > Y
Estado fundamental

Figura 1: Diagrama de energia de fluorescéncia de Jablonski. (“ThermoFisher
Scientific - Fluorescence Fundamentals”, Adaptado)

O coeficiente de extincdo molar () é definido pela capacidade de uma substancia
em absorver luz a um determinado comprimento de onda. Esta variavel determina o quéo
fortemente um mol da substancia absorve radiagdo em uma determinada faixa do
comprimento de onda da excitagdo. Ja o rendimento quéntico (“quantum yield”, QY) é
determinado pelo o nimero de fotons emitidos por um fluorocromo dividido pelo nimero
de fotons que sdo absorvidos. Este dado fornece a eficiéncia de um fluoréforo e tem um
méaximo de 1. O brilho de um fluoréforo € entéo calculado como o produto do coeficiente
de extingdo molar e do rendimento quantico (Lakowicz, 2006)

A

Figura 2 mostra o desvio de Stokes e a correlacdo entre a amplitude de excitacéo
e a intensidade de emissdo de fluorescéncia. O desvio de Stokes corresponde a diferenca
entre o comprimento de onda maximo de excitagdo e 0 maximo de emissdo de um agente
fluorescente. Quando o pico do comprimento de onda de excitacdo de um fluoréforo é

préximo ao pico de emissdo, fica favorecida a rapida perda de fluorescéncia. Ja a
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intensidade de emissdo de fluorescéncia é dependente do comprimento de onda de
excitacdo do fluor6foro, de modo que quando a molécula é excitada com um feixe de

onda distinto do comprimento de onda maximo de excitacdo a intensidade de emisséo

Desvio de Stokes
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Ex Ex,
Comprimento de onda

sera mais baixa (Lichtman e Conchello, 2005).

Figura 2: Espectros de excitacdo e emissdo de um fluoroforo, desvio de Stokes e correlacdo entre a o
comprimento de onda de excitagdo e a intensidade de emissao. A figura mostra que a intensidade de emissao
1 (Em,) esta para o comprimento de onda da excitagédo 1 (Ex,) tal qual a intensidade de emisséo 2 (Em,) esta
para do comprimento de onda da excitacdo 2 (Ex.). (“ThermoFisher Scientific - Fluorescence
Fundamentals”, Adaptado).

Para estudos por microscopia de fluorescéncia € ideal que a sonda apresente alta
absor¢do no comprimento de onda o qual é excitada e que também evidencie espectro de
emissdo bem separado, 0 que exige para essa sonda a apresentacdo simultaneamente de
um alto coeficiente de extingdo molar e de um elevado desvio de Stokes (Lakowicz,
1999).

Outra importante caracteristica do design de um fluoréforo é a sua vida Gtil em
estoque, sendo que uma arquitetura molecular estavel é o que garante a durabilidade da
molécula (Longin et al., 1993).

Para o desenvolvimento de uma sonda fluorescente de aplicacdo bioldgica os
principais critérios a serem considerados sdo: permeabilidade da membrana plasmatica
ao fluorocromo, seletividade para o alvo especifico, rendimento quéntico no

microambiente celular, estabilidade estrutural da molécula no meio intracelular,

12



toxicidade e constancia da intensidade de emissdo de fluorescéncia (Johnson, 1998;
Suzuki e Yokoyama, 2015).

A permeabilidade da membrana celular a sonda é o primeiro critério a ser
considerado, por ser a etapa determinante da aplicacdo do agente em células vivas.
Fluorocromos com caracteristicas lipofilicas, em geral atravessam as membranas pela
simples adigdo da solucdo estoque ao meio extracelular (Wu et al., 2015). No entanto,
estas moléculas apresentam baixa solubilidade em meio aquoso e elevada tendéncia de
agregacao ainda em solucéo (Ellen Bo Tu, Guo-Zhen Ji e Jiang, 1997).

Fluorocromos polares normalmente requerem intervengdes para atravessar a
barreira representada pela membrana plasmatica e pelas membranas de organelas
celulares. A sua passagem pelas membranas celulares pode ser mediada por agentes que
aumentam a permeabilidade de membrana por estresse, como acidos (Paola, Di et al.,
2006), ésteres acetoximetilicos (Tsien, 1980; Varghese Gupta et al., 2011), choque
hiposmoético (Marian et al., 1993; Nolan e Lippard, 2009), ou por técnicas mais
avancadas, tais como o empacotamento do fluorocromo em lipossomos catidonicos
(Barber et al., 1996) ou a permeabilizacdo ATP induzida (Cutaia et al., 1996). No entanto
muitas destas estratégias comprometem a viabilidade celular e inviabilizam a sua
utilizagdo em amostras vivas.

A fim de possibilitar a ampla aplicacéo de uma sonda fluorescente em ensaios que
busquem a compreensao de processos fisiopatoldgicos ou 0 seu emprego em métodos de
diagnostico, a especificidade é o critério fundamental a ser considerado durante o
desenvolvimento da sonda fluorescente. O acoplamento de grupos quimicos
direcionadores a um alvo celular especifico a nicleos quimicos fluorescentes determina
a especificidade de marcacao. O design desta “quimera” resultante muitas vezes pode agir
em contradicgdo, isto €, um grupo direcionador pode garantir alta especificidade mas afetar
o rendimento quéntico do fluoréforo, ou o nucleo fluorescente pode interferir na
especificidade buscada pelo grupo direcionador (Pan, Zhao e Brotto, 2012)

Outros dois parametros co-relacionados e que devem ser considerados na sintese
de um bom fluordforo séo o desvio de Stokes e o coeficiente de extingdo molar. Moléculas
com amplos desvios de Stokes sdo mais faceis de serem combinadas com outros agentes
fluorescentes para uso em analises multiparamétricas (Lichtman e Conchello, 2005).

Outro aspecto que deve ser buscado durante a fase de design de fluorocromos é a obtencéo
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do maior valor de rendimento quéantico possivel no solvente coerente com a aplicagao
biologica.

Quando o rendimento quéntico é insatisfatorio, € comum o aumento da
intensidade da iluminacdo ou o tempo de exposicdo das amostras a luz de excitacdo. No
entanto, estas estratégias também diminuem exponencialmente a intensidade de emisséo
de fluorescéncia do fluorocromo. A alta intensidade de iluminagdo dos equipamentos
frequentemente causa a destruicao ou alteracdo irreversivel dos fluorocromos excitados,
acelerando o fotodecaimento e diminuindo o sinal fluorescente total (Dittrich e Schwille,
2001). Neste contexto o uso de agentes que atuem na tentativa de manter constante a
emissdo de fluorescéncia do fluorocromo torna-se uma etapa obrigatoria da preparacao
das amostras. Finalmente, a alta intensidade de iluminagcdo somada a prolongados tempos
de exposicao das amostras bioldgicas pode ainda causar fototoxicidade em amostras vivas
(Benninger e Piston, 2013).

Entre uma grande variedade de nucleos fluorescentes ja validados, o heterociclo
2,1,3-benzotiadiazol (BTD) vem se destacando na quimica de compostos luminescentes
(Carvalho et al., 2014; Lopes et al., 2014; Mancilha et al., 2006) (Figura 3). Frente aos
diversos derivados de nucleos fluorescentes utilizados, o nicleo BTD apresenta uma série
de propriedades bioldgicas, quimicas e fisicas que o coloca em vantagem em relacéo a
outros marcadores fluorescentes. BTDs descritos para imageamento celular provaram ser
capazes de transpor a membrana com eficiéncia (Nadler e Schultz, 2013). Mesmo em
estados excitados, os fluor6foros derivados de BTD s&o moléculas estaveis, alem disso,
derivados fluorescentes de BTD geralmente apresentam amplos desvios de Stokes
(Alfonso et al., 2014; Neto, Carvalho e Correa, 2015). Normalmente as sinteses desses
biomarcadores possuem baixo custo, producdo simplificada e reacdo facilmente
escalonavel. Outra vantagem € que fluoroforos derivados do nucleo de BTD podem ser
armazenado por anos em temperatura ambiente, ndo necessitando de ciclos de
congelamento e descongelamento, que facilitariam sua inativacdo (Neto, Carvalho e
Correa, 2015). Finalmente, boa parte dos biomarcadores com o nicleo BTD é excitada
no espectro de luz visivel, o que possibilita a utilizagdo do laser em niveis baixos, evita a
elevacdo de temperatura e consequentemente, o estresse oxidativo, normalmente por isso

séo bons fluordforos para células vivas (Neto, Carvalho e Correa, 2015).
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Figura 3: Estrutura geral de um 2,1,3-benzotiadiazol (BTD) e posi¢Ges substituiveis em processos de sinteses
de compostos fluorescentes. (Adaptado de Cruz et al, 2014.)

1.2. Aplicacéo de sondas fluorescentes em modelos bioldgicos

As primeiras amostras bioldgicas a serem observadas por fluorescéncia foram
aquelas que espontaneamente apresentaram esse fendmeno: plantas, bactéria e tecido
animal. Em 1914 foi realizada pela primeira vez a ligacdo de quimiosensores
fluorescentes a células, capacitando essas a emitir luminosidade (Wittekind, 1983).
Desde entdo, sondas fluorescentes tém sido empregadas no estudo de organelas e
biomoléculas celulares por meio da microscopia de fluorescéncia, pois permitem a
visualizagdo dessas estruturas celulares que, em geral, ndo podem ser vistas nas anélises
por microscopia de luz tradicional (Terasaki et al., 2001; Grienberger & Konnerth, 2012)

A maioria dos processos celulares é dependente da atuacdo de ions os quais estdo
envolvidos em eventos essenciais para a manutencdo da vida das células como a
polarizacdo das membranas plasmaticas, controle osmético, transdugéo de sinais, controle
da expressdo génica, transporte de glicose, propagacdo de impulsos nervosos, dentre
muitos outros processos (Ouyang et al., 2008; Sun et al., 2010). Sensores fluorescentes
seletivos para ions tém sido amplamente empregados em modelos bioldgicos. Entre os
que apresentam maior variedade de aplicacdes estdo os fluordforos seletivos para Ca®*,
ion que tem papel fundamental como segundo mensageiro em o6vulos, miocitos e
neurodnios, incluindo fluo-3, rhod-2, o acido 1,2-bis-(2-aminofenol) etano-N,N,N’ N’ .-
tetracético (BAPTA) e a Oregon Green® 488 (Kim et al., 2007; Minta, Kao e Tsien,
1989).

Partindo para aplicacdo em organelas, as sondas mais utilizadas sao os marcadores
nucleares. Estas podem ser empregadas na deteccdo do volume nuclear ou na anélise
quantitativa de material genético para determinacdo de fases do ciclo celular, também séo

empregados marcadores diferenciais de cromossomos em cariotipagem e como
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marcadores para a deteccdo de moléculas de DNA em géis apds separagdo eletroforética
(Doan et al., 2015; Kafri et al., 2013; Padovan-Merhar et al., 2015; Sambrook e Russell,
2003). Entre os principais exemplos desses fluorocromos incluem-se a sonda Hoestch, o
iodeto de propidio, o Brometo de etidio e o 4',6-diamidiino-2-fenilindol (DAPI)
(Kapuscinski, 1995), além disso, por ndo ser permeavel as membranas intactas das células
vivas, esta caracteristica o torna um bom indicador de viabilidade celular por exclusao
(Cheng et al., 2007).

Exemplos de sondas para organelas celulares incluem as que apresentam
especificidade para a mitocondria (Kawazoe et al., 2011) ; (Carvalho et al., 2014). O
marcador comercial, mais amplamente utilizado para esta finalidade ¢ o MitoTracker®.
Esta sonda permeia a célula sendo oxidada no citoplasma e sequestrada pelas
mitocondrias, onde reage com grupos tidis de proteinas e peptideos ali presentes
formando conjugados fixados por aldeidos. Existem outros marcadores com diferentes
mecanismos de associacao a esta organela dentre os quais podemos citar a rodamina-123
e a tetrametilrodamina (Carvalho et al., 2014; Wessendorf e Brelje, 1992; Wolf et al.,
1993).

Diferentes fabricantes vém produzindo ao longo dos anos marcadores para
virtualmente todos os compartimentos celulares. O reticulo endoplasméatico pode ser
rastreado pelas sondas ER-Tracker Green, ER-Tracker Red (Shen et al., 2011).
Endossomos tardios e lisossomos podem ser identificadas pelo marcador fluorescente
LysoTracker® A molécula tende a sofrer protonagéo no interior destas organelas e nessa
condicdo eletrdnica se torna impermeavel a membrana lipidica da organela, se
acumulando no interior destas e produzindo intensa emisséo fluorescente (Song et al.,
2008). A atividade de lisossomos tem sido pouco estudada, apesar de sua importante
atuacdo biologica e de suas relagbes com diversas doencas, tais como, desordens
musculares, doencas hepaticas, neurodegeneragdes e alguns tipos de cancer (Hesselink,
2003; Orr e Oddo, 2013; Shintani, 2004). Por esta razdo as técnicas com emprego de
fluorescéncia tem sido utilizadas rotineiramente no diagndstico pré-natal de defeitos
enzimaticos hereditarios e, especialmente, de doengas de depdsito lisossémico (Noorden,
van, 1991; Raben et al., 2009).

Outros eventos associados a atividade de lisossomos podem ser avaliados com o
uso simultaneo de diferentes sondas. Na identificacdo da autofagia de organelas
especificas por exemplo, tais como a mitofagia e a lipofagia sdo empregadas combinages
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de marcadores, tais como o MitoTracker para mitocéndrias e sondas fluorescentes para
corpusculos lipidicos, como o NileRed. Estas sondas podem ser utilizadas conjuntamente
com anticorpos conjugados a fluorocromos especificos contra proteinas associadas ao
metabolismo lisossomal para a deteccdo de autofagossomas (Warnes, 2015).

A autofagia € um processo catabdlico essencial a “reciclagem” de organelas da
célula e dependente dos lisossomos para a degradacao desses componentes. Abordagens
utilizando citometria de fluxo permitem avaliagdes quantitativas de fluorescéncia em
populacdes de células, de modo a mensurar esse processo de degradacdo de
componenentes celulares através da deteccdo de atividades enzimaticas (Noorden, van,
1991). Nesse caso, um substrato artificial que produz um produto final de reacdo
fluorescente, € precipitado no local do seu alvo celular: no caso da avaliacéo de autofagia,
essa reacdo de precipitacdo ocorre entre o substrato artificial e as enzimas lisossomais.
Concomitantemente o autofagosoma é marcado por um anticorpo especifico acoplado a
um fluorocromo, o qual emite fluorescéncia em um comprimento de onda diferente do
substrato artificial empregado, de modo que, a quantidade de produto é analisada nas
células com dupla emissdo de fluorescéncia, permitindo quantificar o processo de
autofagia (Shvets e Elazar, 2009).

Os corpusculos lipidicos sdo organelas contendo acidos graxos e lipidios neutros
que servem de reserva energética para as células. Os marcadores mais empregados para
0 estudo dessas organelas sdo os fluoréforos da familia BODIPY, o nitrobenzoxadiazol
(NBD) e o 5-(DimetilAmino) Naftaleno-1-Sulfonil chloreto (Dansyl) (Sankaranarayanan
etal., 2011; Spangenburg et al., 2011; Zhai et al., 2014). Acidos graxos sdo naturalmente
anfifilicos e consistem de uma cadeia hidrofébica e uma cabeca hidrofilica (Chemistry
MSU, 2016), de modo que ha duas regiGes na molécula nas quais as sondas fluorescentes
podem se associar. Quando um marcador se liga na regido hidrofobica do lipidio, a sonda
irda modificar o balango hidrofilico/hidrofobico da molécula lipidica, dificultando ou
mesmo impedindo avaliacbes de certos processos, como por exemplo, fusdo de
membrana (Maier, Oberle e Hoekstra, 2002).

A partir de abordagens combinatdrias de quimica computacional uma “biblioteca”
contendo 13 marcadores com afinidade para lipidios neutros foi desenvolvida (Ahn, Lee
e Chang, 2007). Constituida como um grupo de moléculas com afinidade para lipidios
neutros, a classe BODIPY compreende um conjunto de sondas nao influenciaveis pelo
pH, com baixa solubilidade em &gua e amplamente utilizadas para a marcacdo de
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corpusculos lipidicos celulares (Zhai et al., 2012). Entretanto, essas sondas apresentam
reduzida fotoestabilidade e produzem elevado ruido nas marcacGes, 0 que limita sua
aplicacdo in vivo e em celulas vivas (Neto, Carvalho e Correa, 2015).

Os fluorocromos aqui citados estao agrupados na classe de "fluoréforos sintéticos
pequenos” (Kobayashi e Choyke, 2011). Existe ainda a classe dos “marcadores de origem
animal” constituida por moléculas grandes de até 50 kDa, que sdo proteinas como a
mCherry (uma versdao melhorada da “Red Fluorescent Protein” (RFP) (Shaner et al.,
2004) e a “Green Fluorescent Protein” (GFP) (Hoffman, 2015; Kalyanaraman et al.,
2012). Existe também uma classe de nanocristais fluorescentes (quantum dots) composta
por estruturas nanométricas com propriedades como ultra brilho e resisténcia a
fotodegradacéo (Chinen et al., 2015; Pinaud et al., 2010).

Neste trabalho, o foco foi direcionado para a classe de fluordforos sintéticos
pequenos, pois estes constituem a maior parte das sondas fluorescentes comerciais e
estando na faixa de peso molecular (entre 300 a 2000 Da) e de amplo emprego em

microanalises de amostras bioldgicas.

1.3. Modelos utilizados neste trabalho

1.3.1. Caenorhabditis elegans e estudos de anatomia

Os Caenorhabditis elegans sdo nematodeos de vida livre com um plano corporal
simples e facilmente mantidos e manipulados no laboratorio. A transparéncia do corpo, a
constancia da organizacdo dos orgdos e células entre diferentes individuos e o genoma
relativamente pequeno sdo vantagens que permitem o estudo elaborado do
desenvolvimento deste organismo (Brenner, 1974; Ellis e Horvitz, 1986; Wood, 1988a).
Muitos paralelos existem entre a 0s mecanismos moleculares destes nematddeos e
mamiferos, como os mecanismos de regeneracdo de tecidos e a morte celular programada
ou apoptose (Driscoll, 1996). Além disso, este organismo possui um comportamento
complexo regulado por um sistema nervoso que ndo existe em modelos bioldgicos de
cultivos celulares (Wicks e Rankin, 1995). O arcabougo de literatura sobre este organismo
¢ extenso e permite um bom embasamento de novos experimentos. Desta forma, os C.
elegans sdo excelentes modelos de estudos para avaliar a aplicacdo de fluoroforos
sintéticos, sendo uma alternativa ao uso de células cultivadas in vitro (Riddle, 1997).

Os C. elegans (Figura 4) possuem um plano corporal que sdo basicamente dois

tubos concéntricos separados por um fluido denominado de pseudoceloma. O tubo
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Boca

externo é composto, de fora para dento, por uma cuticula de colageno secretado pela
hipoderme e em seguida por uma camada de tecido muscular entremeada pelo sistema
nervoso que se distribui ao longo do corpo, e ainda por um sistema secretor-excretor. O

tubo interno é composto pelo sistema alimentar e sistema reprodutor (Wood, 1988b).

C. elegans - Hermafrodita

Cuticula

Oviduto Embrioes

\ Vulva

Espermateca

Ovario

Utero

Figura 4: Anatomia do C. elegans (“OpenWorm”, [s.d.]) Adaptado.

O sistema alimentar (Figrua 4) é composto pela faringe na regido da cabeca,
seguida pelo intestino que se estende ao longo do corpo até o anus. A faringe é
responsavel pela filtracdo de bactérias do fluido ingerido, que sdo a fonte alimentar
priméria do animal. Na regido final da faringe observa-se o0 6rgdo mastigador, que serve
como uma valvula de controle da entrada de alimento no intestino. O intestino € um dos
maiores 6rgdos do corpo do animal, sendo composto por um limen interno e o tecido
intestinal ao redor deste. A mucosa do intestino é composta por células epiteliais
colunares que sdo responsaveis pela absorcao do alimento digerido (Riddle, 1997).

Existem multiplas camadas subepiteliais contendo tipos celulares diversificados
que realizam multiplas funcdes associadas a alimentacdo, como a sintese de enzimas
digestivas que sdo secretadas no Iimen do intestino para facilitar a digestdo alimentar e a
reserva de energia na forma de gorduras (triacilglicerdis e colesterdis) associadas a
lisossomos em um tipo celular rico em organelas denominadas granulos intestinais ou
“gut granules” (Schroeder et al., 2007). Outra funcéo conhecida desses granulos € manter
uma reserva de zinco que é importante em processos de detoxificacdo do corpo do
nematodeo (Roh et al., 2012). Os granulos intestinais sdo facilmente visualizados a partir
da incidéncia de luz UV, sob a qual emitem fluorescéncia no espectro azul, aparecendo
com abundancia na regido intestinal imediatamente posterior a faringe, mas também

ocorrem ao longo de todo tubo intestinal (Coburn e Gems, 2013). Outra grande reserva
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de energia sdo as goticulas de gordura ou “lipid droplets”’, que sdo organelas contendo
triacilglicerdis neutros. Estas podem (ou ndo) colocalizarem com granulos intestinais. Os
corpusculos lipidicos também ocorrem em outros tecidos do nematédeo, como por
exemplo nas camadas subdermais do epitélio cuticular (Zhang et al., 2010).

Existem duas formas sexuais de C. elegans: hermafroditas (XX) e machos (XO).
O sistema reprodutor de hermafroditas € composto por uma grande estrutura bilobada
(“dois bragos”) proximo ao intestino. Cada braco se extende a partir de uma regido central
do corpo, onde existe uma abertura para o lado externo do corpo, a vulva, que ¢ utilizada
na fecundacdo e liberacdo dos embrides formados dentro do Utero. A maturacdo dos
ovécitos ocorre da extremidade dos bragos (ovarios) em direcdo a vulva, passando pelo
oviduto e regido uterina (Wood, 1988b). A fecundacdo ocorre quando um individuo
macho ou o préprio hermafrodita inserem a estrutura reprodutiva masculina dentro da
vulva e entdo injetam os espermatozoides na regido uterina. Parte do fluido seminal é
retido em uma estrutura uterina denominada espermateca, onde os espermatozoides sdo
mantidos para realizar a fecundacéo controlada de ovécitos ainda em maturacéo. Os ovos
em formacdo sdo mantidos na regido uterina, onde estes se desenvolvem até formarem
embrides maduros, este Gltimos entdo sdo liberados a partir da vulva para o meio externo
onde se desenvolvem como individuos independentes (Riddle, 1997).

Os tecidos associados ao sistema reprodutor destes nematodeos apresentam uma
grande quantidade de organelas associadas a reserva de lipidios, as quais sdo relevantes
para o seu desenvolvimento embrionario (Mak, 2012; Hou e Taubert, 2012). Os C.
elegans neonatos (L1) emergem de seus ovos apds liberacdo e durante o seu
desenvolvimento passam por 4 estagios larvais (L1 a L4) até atingir a fase adulta, cada
estagio tendo duracdo média de aproximadamente 10 horas e terminando em uma troca
de pele (moulting). A maior diferenga entre os estagios larvais e adultos é o tamanho das
gbnadas, que é composto por 4 a 10 grandes células em L1 e gradualmente torna-se o
segundo maior oOrgdo de adultos hermafroditas (Sulston, 1976). Considerando as
diferencas entre o metabolismos encontrado em cada fase do desenvolvimento larval e do
nematodeo adulto (Hyun et al., 2016), e também por esta espécie ndo possuir um tecido
especializado em estoque de lipidios, como o tecido adiposo encontrado em mamiferos,
estes organismos se tornaram excelentes modelos para o estudo de estoque, mobilizagédo
e dinamica de lipidios (Jones e Ashrafi, 2009; Mullaney e Ashrafi, 2009)
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1.3.2. Baculovirus e a infecgdo celular

Os baculovirus séo virus de DNA dupla fita circular que infectam a fase larval de
artropodes, em especial da ordem Lepidoptera que representam as borboletas e mariposas.
Estes virus de inseto tem ampla utilizagdo comercial como agentes de controle bioldgico
no campo para controlar pragas desfoliadoras (Moscardi, 1999) e como vetor de
expressao de proteinas heterdlogas de interesse (O’Reilly, Miller e Luckow, 1993).

Uma das principais caracteristicas da infeccdo causada pelos baculovirus é a
capacidade de formarem dois fen6tipos virais infectivos (Figura 5): o primeiro ocorre na
fase tardia em que o virus é brotado pela membrana plasmatica e contém o nucleocapsideo
e um envelope de membrana “Budded Virus” ou BV, 0 segundo fendtipo ocorre na fase
muito tardia e é o virus derivado de oclus&o “Occlusion Derived Virus” ou ODV em que
0s capsideos virais retidos no nucleo sdo envolvidos em um envelope de membrana, esta
por sua vez produzida no ndcleo mesmo, por mecanismos de controle viral. Ainda na fase
muito tardia e dentro do ndcleo, os ODVs envolvidos no envelope de membrana sdo
embebidos em uma matriz cristalina formada pela hiperexpressdo da proteina viral
poliedrina (POLH), gerando ent&o os corpos de ocluséo ou poliedros “Occlusion Bodies”
ou OB (Miller, 1997). Os corpos de oclusdo sdo estruturas de resisténcia responsaveis por
garantir a sobrevivéncia do virus no campo na auséncia de hospedeiros suscetiveis
(O’Reilly, Miller e Luckow, 1993).

RNA viral
e Complexo de

replicagdo viral

I) Fase precoce IT) Replicagdo viral IIl) Fase tardia IV) Fase muito-tardia
Fendtipo 1: Fendtipo 2:
Virus Brotado Virus Derivado de Oclusdo

dentro de Corpos de Oclusdo

Figura 5: Descricdo do progresso e 0s eventos principais da infeccdo celular por
baculovirus. (I) Adsorcdo na membrana celular, entrada do virus e transito ao
nucleo. (11) Replicacgdo viral, expressdo da proteina viral poliedrina e acimulo desta
no nuacleo. (I11) Transito de virions @ membrana celular e liberacdo de BVs.
(1V) Formagcéo de envelope da particula ODV e oclusdo destes na matriz proteica
com a formacao de OBs.

21



No campo, o ciclo de infecgdo inicia-se com a ingestéo de poliedros por uma larva
de borboleta ou mariposa e a dissolugdo da matriz proteica dos OBs no intestino médio
da larva, liberando o fendtipo viral ODV que ira realizar a infeccdo primaria em células
colunares do intestino. Estas primeiras células infectadas replicam e proliferam o
baculovirus de forma sistémica pelo corpo da larva através do fendétipo viral BV. O
resultado final da infecgdo secundaria é a abundante producdo de OBs em diversos tecidos
da larva que, apds morrer, libera estes corpos de oclusdo no meio ambiente para infectar
novos hospedeiros larvais suscetiveis (Passarelli, 2011). Os baculovirus mais estudados
no mundo sdo o Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) e o
Bombyx mori nucleopolyhedrovirus (BmNPV), tendo como hospedeiros originais a larva
da alfafa (Autographa californica, Noctuidae) e o bicho da seda (Bombyx mori,
Bombycidae, Rohrmann, 2013), respectivamente. Existe uma enorme diversidade de
mariposas e borboletas no campo e em contrapartida observa-se uma equivalente
diversidade de baculovirus causando infeccdo em apenas uma espécie da ordem
Lepidoptera, desta forma argumenta-se que os baculovirus possuem um limitado espectro
de hospedeiros no campo (Herniou et al., 2004; Jehle et al., 2006).

A infeccdo de ceélulas derivadas de Lepidoptera e cultivadas in vitro pelos
baculovirus ¢ uma importante ferramenta nos estudos da interacdo entre patdgeno e
hospedeiro, o que permitiu elucidar inimeros mecanismos moleculares da infecgéo
baculoviral (Rohrmann, 2013). Um tema ainda pouco compreendido sdo as defesas
celulares contra a infecgdo e os fatores determinantes da suscetibilidade a infeccéo de
determinado baculovirus. Ja é conhecido que os baculovirus possuem um tropismo
especifico em tecidos larvais, com preferéncia por células de gordura e da hemolinfa,
onde produzem abundante progénie viral, e pouca infectividade a tecidos neuronais e
tubulos de Malpighi (Passarelli, 2011; Wang et al., 2008).

Além disto, os baculovirus possuem um espectro in vitro de células hospedeiras
que varia de acordo com a espécie de baculovirus e a linhagem que este ira infectar.
Assim, convencionou-se descrever células como permissivas (que permitem a replicacéo
do DNA viral e formam abundantes fenotipos infectivos), semipermissivas (que
permitem replicacdo do virus mas formam apenas um dos fendétipos infectivos ou baixa
quantidade de fenotipos) e ndo-permissivas (que bloqueiam a replicacéo viral e/ou néo
formam progénie infectiva) (Du e Thiem, 1997; Katou, Ikeda e Kobayashi, 2006;
Mukherjee et al., 1995).
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Em células permissivas, a infeccéo resulta no controle do metabolismo energético
da célula (Monteiro et al., 2012) e seus mecanismos inatos de defesa antiviral durante a
fase precoce da infeccdo, seguido pela replicacdo viral e ampla expressdo de genes
estruturais que irdo formar as proteinas do capsideo viral e demais estruturas da fase tardia
(Morris e Miller, 1993; Rohrmann, 2013). Ja em células semipermissivas e nao-
permissivas, 0 baculovirus entra na célula e expressa os genes da fase precoce mas estes
falham em controlar completamente o metabolismo celular, resultando em eventos que
reduzem a progénie viral, como a morte celular programada ou apoptose (Clem, 2007).
Portanto, o progresso da infeccdo em determinado ambiente celular, requer a acdo de
fatores de viruléncia que sejam funcionais em hospedeiros especificos.

Um exemplo de fator determinante do espectro de hospedeiros é o gene p35
encontrado em AcMNPV e BmNPV, que codifica uma proteina com atividade
antiapoptética, essencial para inibir a via de ativacdo das Caspases celulares que induzem
a morte celular programada (Clem, 2007). Baculovirus com genes p35 defectivos ou em
infeccBes de células em que este gene ndo é eficaz resultam em apoptose, em detrimento
da replicacdo viral e producdo dos fendtipos virais (LaCount e Friesen, 1997). Desta
forma, o mesmo baculovirus pode gerar uma infeccdo completa ou abortiva, dependendo
da eficécia de seus genes de viruléncia contra uma mesma linhagem celular.

Na linhagem semipermissiva Ld652Y derivada de Lymantria dispar, ocorre um
fendmeno peculiar durante a infeccdo pelo ACMNPV, em que a célula bloqueia ou reduz
a sintese de proteinas tanto celulares quanto virais, inibindo ou atrasando o progresso da
infeccdo viral (Morris e Miller, 1993). Neste caso, a replicacdo viral ocorre mas a
producdo de progénie viral e afetada drasticamente, reduzindo o titulo viral de BVs
durante a fase tardia e abolindo a producdo de corpos de oclusdo em momentos muito
tardios da infeccdo (Du e Thiem, 1997).

A infeccdo de células BmS5 derivadas de Bombyx mori pelo baculovirus ACMNPV
resulta em uma infeccdo abortiva. Nesta linhagem celular ndo-permissiva a este virus,
ocorre a expressdo de genes precoces, mas ndo ocorre a replicacdo do genoma viral,
portanto a infecgdo ndo avanca para a fase tardia onde ocorreria a producéo dos fenotipos
infectivos. O bloqueio da replicacéo estd associado ao gene helicase, que é um elemento
essencial do complexo proteico de replicacdo do DNA viral que ndo é funcional nesta
linhagem (Argaud et al., 1998). Desta forma, o virus ACMNPV causa uma perturbacao
no ambiente celular de Bm5 que pode resultar em necrose da célula apds 96 horas de
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infeccdo (Castro et al., 1997), mas ndo ativa a via apoptotica devido a presenca do gene
antiapoptotico p35. Por outro lado, a linhagem Bm5 é completamente permissiva a
infeccdo pelo virus BmNPV, produzindo os dois fenotipos virais de forma abundante
(Xue et al., 2012).

Um tema muito pouco estudado é a capacidade dos baculovirus em manipular o
metabolismo celular de forma a maximizar o consumo das reservas energéticas como
gorduras e glicogénio, acumulados nas células antes da infeccdo viral ocorrer. Sabe-se
qgue os baculovirus sdo capazes de induzir aumento na taxa de respiracdo celular e
consumo de glicose, ampliando a producdo de ATP e NADH pela mitocondria (Monteiro
et al., 2012). No entanto, pouco é conhecido sobre os efeitos da infeccao celular sobre a
captacdo e consumo de gorduras, uma reserva comum de energia quimica celular. Isto
possui grande relevancia para a area pois como foi comentado anteriormente, nas
infeccdes de larvas os baculovirus possuem forte tropismo por tecidos gordurosos o que
nos leva a pensar que podem existir mecanismos virais da infec¢do capazes de manipular
0 metabolismo de gorduras acumuladas neste tipo celular assim revertendo a energia
resultante em maior producédo da progénie viral.

Utilizamos o sistema baculovirus e células de inseto como um modelo
manipulavel, onde existem diferentes condic¢Bes induziveis dependendo da combinagéo
entre virus e célula hospedeira suscetivel ou ndo. Desta forma, foi possivel induzir
distintas perturbacdes nas células atraves dos diferentes virus utilizados e avaliar a
marcacdo dos fluoroforos em condigdes normais, de estresse celular, apoptose e

completamente infectadas.

1.4. Derivados de bezotiadiazol e suas aplicacoes

Derivados do nucleo BTD vém apresentando resultados com 6timas perspectivas
para suas aplicacGes. Além das caracteristicas deste nucleo j& descritas anteriormente,
outras particularidades da molécula corroboram a aplicabilidade bioldgica para
heterociclos sintéticos de BTD (Neto, Carvalho e Correa, 2015)

Nosso grupo vem produzindo e avaliando diversos compostos derivados de BTD
que sdo biologicamente ativos (Guido et al., 2015; Mota, 2015) e que também apresentam
fluorescéncia, possibilitando aplicagdes em imageamento celular. O grupo j& alcangou

resultados bastante satisfatorios quanto a sintese, purificacdo e aplicacdo dos derivados
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de BTD (Carvalho et al., 2014; Neto, Carvalho e Correa, 2015; Neto, Corréa e Silva,
2013; Oliveira et al., 2010). Em 2007 foi publicado um estudo com a sintese de um
heterociclo sintético de BTD com propriedade para marcar acido desoxirribonucleico
(DNA) podendo tanto ser usado como uma alternativa ao emprego do DAPI quanto para
anélises por PCR em tempo real (Brenno A. D. Neto et al., 2007). No ano de 2010 o grupo
publicou outro estudo demonstrando sintese e aplicacdo de dois biomarcadores, o BTD-
BT e o BTD-BI, também bastante especificos para DNA nuclear (Oliveira et al., 2010)

Em 2012 foi produzido o derivado BTD-Py-Me com alta afinidade para
mitocdndrias, porém baixa intensidade de fluorescéncia. Logo apds, através de algumas
modificacGes em sua estrutura quimica, foram gerados a partir desse os derivados BTD-
Shiny, BTD-H e BTD-Br com melhor intensidade de emissao de fluorescéncia (D. Neto
etal., 2012)

Também foi desenvolvido pelo nosso grupo o biomarcador BTD-AO, o qual
apresentou como principal design estrutural sua natureza lipofilica. Esta caracteristica
favoreceu a captura de &cidos graxos em células vivas a baixas temperaturas (4 °C) nas
quais as vias endociticas estdo completamente inibidas, elucidando o papel de processos
dindmicos de internalizacdo deste lipidio (Lopes et al., 2014).

Através de aplicacdo da quimica computacional foi possivel criar outro derivado
de BTD com alta seletividade para mitocondrias em celulas vivas o que proporcionou a
marcacdo dessas organelas durante a fase de divisdo celular. Além disso, calculos de
docking molecular demonstraram que a seletividade desse derivado BTD esta associada
a sua interacdo com o translocador de nucleotideos de adenina. A sonda sintetizada,
denominada “Splendor”, foi comparada com o fluorocromo comercial MitoTracker,
demonstrando maior especificidade mitocondrial, melhor intensidade de fluorescéncia e
maior estabilidade quimica (Neto, Carvalho e Correa, 2015).

Outros grupos também alcancaram excelentes resultados com derivados de BTDs.
Foi demonstrada marcacao citoplasmatica em células RAW 264.7 a partir de micelas
contendo BTD com emissdo em vermelho (Tian et al., 2010). Em outro estudo publicado
foi explorado o efeito sequestrador de energia ou “quenching molecular” como
ferramenta de andlise. Um derivado de BTD foi sintetizado para distinguir células
normais de cancerigenas. Denominado BTD-NOz, a presenga de dois grupos nitro no
nucleo de benzotiadiazol torna essa molécula nao fluorescente, porém, em condigdes de
hipoxia celular, a presenga de BTD-NO2 causa um aumento da expressdo de nitroredutase,
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a qual reduz os grupos nitro dentro da célula a BTD-NH2, essa por sua vez emite
fluorescéncia em vermelho. O “quenching ” foi aqui explorado de modo que a molécula
ndo fluorescente pudesse identificar seletivamente células tumorais em hipdxia (Jiang et
al., 2013).

Um dos desafios em pesquisas com bioimageamento estd nas limitacGes dos
marcadores disponiveis, que dificultam estudos sobre a incorporacdo lipidica e o seu
metabolismo. Apesar do uso de sondas como o BODIPY que sdo marcadoras de
moléculas com base lipidica, a seletividade pode ndo ser satisfatéria. Os quimiosensores
NBDs, também voltados & marcacdo de lipidios, apresentam reduzida vida atil quando
diluidos em solventes e por fim, os fluor6foros Dansyl se associam principalmente nas
regibes de cabeca polar da bicamada lipidica; por essa razdo, a sonda também pode se
ligar a proteinas, e a seletividade esperada fica altamente comprometida (Goretta et al.,
2012; Jha et al., 2015; Neto, Carvalho e Correa, 2015).

Até o momento ndo foram descritas marcagdes fluorescentes usando ndcleos de
BTDs especificas para lisossomos, endossomos e reticulo endoplasmatico. Entretanto o
estado atual dos fluorocromos, derivados do nucleo BTD ja descritos, estdo transitando
do estagio de prova de principio para a adocao pela comunidade cientifica.

A glicoconjugacéo é uma abordagem utilizada em sintese de moléculas quirais
fluorescentes como parte de processos de desenvolvimento de fluorocromo (Hein et al.,
2009). Triazois derivados de acUcar sdo substancias frequentemente envolvidas em
reacOes de glicoconjugacao denominadas por cicloadizacdo de azidas-alcinos catalizados
por cobre (CUAAC) (Mamidyala e Finn, 2010). A tentativa de desenvolver fluorocromos
derivados do nucleo BTD ligados a esses glicoconjugados levou a sintese de duas
moléculas denominadas aqui de G2 e X2 (Figura 6). Estas apresentaram excelente
potencial de aplicacdo Optica ao combinarem alto coeficiente de extingdo molar de

absorcdo, amplo desvio de Stokes e alta emisséo de fluorescéncia da molécula.
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Figura 6: Estrutura espacial dos derivados de BTD G2 e X2 (Adaptado de Moro et
al., 2012). A esquerda observa-se o composto X2 constituido por duas moléculas de
Xilose (em preto) acopladas por dois radicais triaz6is a um nucleo BTD (em
vermelho). A direita observa-se o composto G2 constituido por duas moléculas de
Galactose (em preto) acopladas por dois radicais triazéis a um nacleo BTD (em
vermelho).

Dadas as diversas possibilidades de aplicacGes para uma sonda fluorescente, tanto
no campo da quimica quanto nas areas biomédicas, o delineamento de uma sonda
fluorescente através da quimica computacional, a sua sintese e finalmente a validacao
bioldgica (prova de conceito), sdo etapas essenciais ao processo de desenvolvimento de
uma sonda fluorescente de potencial comercial. Este trabalho visou contribuir com o
processo de producdo de agentes fluorescentes através do estudo da especificidade e da
determinacdo de aplicacGes dos fluoréforos derivados de BTD glicoconjugados: G2 e X2.

Através de diferentes modelos experimentais e simulando diversas condigdes
bioldgicas foram realizados ensaios em células de mamiferos vivas e fixadas, em C.
elegans in vivo e in vitro e em células de inseto cultivadas in vitro e infectadas com
baculovirus. Esses estudos demonstram que fluorocromos derivados de BTD podem ser
eficazes para aplicacdo em pesquisas que visam compreender fendmenos bioldgicos e de

patologia molecular.
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2. JUSTIFICATIVA

Embora muito progresso tecnoldgico aplicado ao imageamento celular tenha sido
alcancado, os fluor6foros continuam desempenhando papel central para analises da
arquitetura de elementos celulares e teciduais nas condi¢des normais e patolégicas. Além
disso as aplicacOes destes agentes fluorescentes permeiam diversas areas sendo usados
em analises qualitativas e quantitativas de material genético, determinacdo de perfil de
expressdo de proteinas em géis bidimensionais, em estudos citogenéticos, dentre outros.
O desenvolvimento de agentes fluorescentes € um processo lento, cujas moléculas devem
apresentar diversas caracteristicas favoraveis como solubilidade em agua, permeabilidade
as membranas celulares, auséncia de citotoxicidade somadas a sua alta especificidade.
Essas caracteristicas sdo essenciais para 0 emprego desses agentes em amostras
bioldgicas. O Brasil ¢ um grande mercado consumidor para agentes fluorescentes, mas a
producdo destas moléculas em territorio nacional € incipiente. Nosso grupo vem
trabalhando com os derivados do benzotiadiazol (BTD) ha alguns anos, e temos
produzido com sucesso moléculas que atendem a Vvérias caracteristicas essenciais que
qualificam um 6timo agente fluorescente. Adicionalmente, as reacfes que geram tais
produtos apresentam alto rendimento, sdo de baixo custo e podem ser facilmente
escalonadas para producdo destas moléculas em escala industrial. Nesse contexto, este
trabalho apresenta a aplicacdo bioldgica de duas estruturas inéditas acopladas ao
marcador fluorescente BTD.
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3. OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivo determinar formas de aplicacGes e estudar a
especificidade de dois fluoroforos derivados de benzotiadiazol glicoconjugados,
denominados G2 e X2.

3.1. Objetivos Especificos

3.1.1. Investigar o potencial dos derivados de BTD G2 e X2 para aplicagdo em
células através de microscopia de fluorescéncia.

3.1.2. Avaliar a citotoxicidade in vitro desses derivados do nucleo de BTD.

3.1.3. Estudar in vitro a especificidade dos derivados G2 e X2.

3.1.4. Comparar in vitro os perfis de fluorescéncia dos derivados G2 e X2 com
sondas fluorescentes comerciais de referéncia.

3.1.5. Avaliar o potencial de aplicacéo in vivo dos derivados G2 e X2.

3.1.6. Avaliar a eficacia dos compostos para aplicagdo em pesquisa.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Células de mamiferos

As células de mamiferos utilizadas no experimento foram MDA-MB-231, MCF-
7, CACO-2, DU-145, HUVEC e Fibroblastos de polpa dentaria humana. Segundo a
American Type Culture Collection (ATCC), separadamente, as células de linhagem
podem ser definidas como: CACO-2, constituida por células epiteliais heterogéneas de
adenocarcinoma colo-retal humano; DU-145, caracterizada por células epiteliais de
cancer de prostata com moderado potencial metastatico e que ndo expressam o Antigeno
Prostatico Especifico (PSA); MCF-7, células epiteliais derivadas de sitio metastatico
pleural de adenocarcinoma glandular mamario, que apresentam receptor de estrégeno a
(ER-a); MDA-MB-231, linhagem constituida por células epiteliais derivadas de
carcinoma ductal invasivo da glandula mamaria e, por fim, as células Endoteliais de Veia
Umbilical Humana (HUVEC), n&o-tumorais e derivadas de tecido vascular do cordéo
umbilical que apresentam morfologia endotelial e sdo geralmente utilizadas em estudos
de angiogénese. Os fibroblastos utilizados no experimento constituem células normais
de cultivo primario, diferenciadas a partir de células tronco presentes em tecido vivo

retirado da camara pulpar dentéria.

4.2. Células de insetos

As células de insetos empregadas nesse estudo foram: Sf9, Ld652Y e Bmb.
Individualmente podem ser definidas como: linhagem Sf9 derivada da linhagem IPLB-
Sf21-AE, a qual por sua vez deriva de ovario de pupas de Spodoptera frugiperda; células
IPLB-Ld652Y (Ld652Y) derivadas de ovarios de pupas de Limantria dispar e Bm5
derivada de ovarios de pupas de Bombyx mori crescidas em meio Grace (Vaughn et al.,
1977; Goodwin et al, 1978; Grace, 1967).

A linhagem Sf9 foi modificada no laboratério de Baculovirus da Universidade de
Brasilia (UnB) para expressar a proteina fluorescente mCherry e localizar esta de forma
especifica no nucleo pela fusdo com a sequéncia de aminoacidos que forma o sinal de
localizacdo nuclear da proteina Polyhedrin (POLH) do baculovirus Autographa
californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV, Katsuma et al, 2000). O gene
mCherry modificado foi clonado sob 0 comando do promotor constitutivo de Drosophila

melanogaster HSP70 em um plasmideo contendo o gene de resisténcia a Puromicina. O
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plasmideo foi transfectado em células Sf9 cultivadas em meio contendo Puromicina, a
populacédo sobrevivente ao tratamento com Puromicina passou por sucessivas passagens
até garantir uma linhagem estavel onde todas as células expressam constitutivamente a
proteina mCherry apenas no nucleo celular (Laboratério de Baculovirus, dados néo

publicados).

4.3. C. elegans

Os Caenorhabditis elegans foram cultivados em laboratorio, mantidos a 20°C em
placas de Petri semeadas com o meio de crescimento para nematddeos “Nematode
Growth Medium” (NGM). Como fonte de alimento foi disponibilizada a cepa E. coli
(NA22) em suspensdo no meio liquido Luria-Bertani (LB), o qual é utilizado em
labaratorios para o cultivo de cepas recombinantes de Escherichia coli. Conforme
necessidade dos experimentos e a confluéncia de nematédeos no meio NGM os C.
elegans eram transferidos para novas placas e as coletas dos nematddeos para utilizacdo
nos experimentos eram realizadas com solucdo tampao M9. As transferéncias de vermes
para novas placas, as preparacdes da cepa bacteriana e do meio liquido LB, bem como,
do meio de crescimento NGM e da solucdo tampao M9, foram realizadas seguindo-se o
protocolo de cultivo e manutencdo de C. elegans recomendado em: Stiernagle, T.
Maintenance of C. elegans (February 11, 2006), WormBook, ed. The C. elegans Research
Community, WormBook, doi/10.1895/wormbook.1.101.1.

4.4. Reagentes

Os reagentes e outros materiais utilizados no cultivo e manutencdo dos
nematddeos foram: Agar, Colesterol, Extrato de Levedura, Peptona, Triptona, Cloreto de
Sédio (NaCl), Fosfato de potéssio (KPO4), (mono)Hidrogenofosfato de potéssio
(K2HPO4), (di)Hidrogenofosfato de potassio (KH2PO4), Sulfato de Magnésio (MgSO4)
e placas de Petri.

Ao longo do trabalho também foram utilizados: MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide), Molecular Probes — Life Technologies, Carlshad,
CA, EUA. Meio de montagem anti-decaimento da fluorescéncia ProLong Gold, ambos
da Invitrogen — Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA e DMSO, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA.
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Para manutencéo das culturas de células de mamiferos foram utilizados DMEM,
RPMI, L-15, Soro Fetal Bovino — Gibco (FBS), Tripsina 0,25% em EDTA e solucédo de
Piruvato de Sodio 100 uM — Sigma-Aldrich. As culturas de células de inseto foram
mantidas nos meios de cultivo Grace e TC-100 suplementados com 10% de FBS

Para as marcacdes fluorescentes foram utilizados: os derivados do nucleo de BTD,
aqui denominados de G2 e X2, sintetizados no Instituto de Quimica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, (UFRGS); o marcador nuclear DAPI da Invitrogen — Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA e as sondas comerciais BODIPY® 493/503 (Cat # D-
3922) e LysoTracker® Deep Red 647/688 (Cat # L12492), ambas Molecular Probes™ —
TermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA.

4.5. Equipamentos

As analises foram realizadas em Microscopio Confocal de Varredura a Laser SP5
(Leica, Wetzlar, HE, Germany). Para leitura das absorbancias foi utilizado o equipamento
Spectramax M5 e os dados numeéricos analisados pelo programa SoftMax Pro 5.2, ambos
da Molecular Devices, LLC, EUA. Para a quantificacdo da fluorescéncia foi utilizado o
citdbmetro de fluxo BD Fortessa e para a analise dos dados o software FlowJo.

Analises estatisticas e graficos foram produzidos no programa GraphPad Prism 5,
GraphPad Software, Inc e as projec¢des 3D foram feitas pelo programa ImageJ Fiji. Para
analise da morfologia celular em microscépio comum de fluorescéncia foi utilizado o
Microscopio Axiovert e as imagens foram capturadas com o auxilio do software

AxioVision 100, ambos, Zeiss, Oberkochen, BW, Germany.

4.6. Manutencéo das células

As células de linhagem CACO-2, DU-145, HUVEC, MDA-MB-231 ¢ MCF-7
foram obtidas do banco de Células do Rio de Janeiro e os fibroblastos de polpa dentaria
humana foram cedidos pelo Laboratdrio de Morfologia da Universidade de Brasilia. A
manutencdo destas células foi feita segundo as recomendacges para a cultivo celular da
American Type Culture Collection (ATCC). Para os tipos celulares CACO-2, DU-145 e
fibroblastos o meio de cultivo utilizado foi 0 Dulbecco’s Modified Eagle’s medium
(DMEM - Sigma Aldrich®) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (SFB
- GIBCO®) e 1% de antibidtico e antiflngico (Gibco® Antibiotic-Antimycotic), nas

células MCF-7 e HUVEC foi utilizado o meio de cultivo Roswell Park Memorial Institute
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Medium (RPMI - Sigma Aldrich®) suplementado com 20% e 10% de soro fetal bovino
inativado (SFB - GIBCO®) para MCF-7 e HUVEC, respectivamente, e 1% de antibidtico
e antifingico (Gibco® Antibiotic-Antimycotic). Para a linhagem MDA-MB-231 0 meio
de cultivo utilizado foi o Leibovitz's (L-15 - Sigma Aldrich®) suplementado com 10% de
soro fetal bovino inativado (SFB - GIBCO®), 1mM de Piruvato e 1% de antibidtico e
antifungico. As células foram mantidas a 37°C com 5% de CO, exceto a linhagem MDA-
MB-231 cultivada na auséncia de CO2. Para as linhagens celulares de inseto foram

utilizados os meios de cultivo Grace’s e TC-100 (Tissue Culture — 100 insect medium).

4.7. Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade das amostras célulares incubadas com os compostos derivados de
BTD foi determinada pelo ensaio padrdo por brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium (MTT) segundo as recomendag@es do fabricante 3 x 10% células de
cada um dos tipos citados acima, foram semeadas por pogo, em placas de 96 pogos e
incubadas overnight a 37°C. Ap0s sua adesdo, as células foram tratadas com diferentes
concentracfes (0,01 uM a 100 uM) do composto G2 ou do composto X2 em meio de
cultivo a 37°C. Apds 24 horas de tratamento as células foram incubadas por 4h, no escuro
e a37°C, com 150 uL da solugéo de MTT (0,5 mg/mL em meio de cultura) e em seguida
esta solucdo 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 espectrofotdmetro
Spectramax M5 (Molecular Devices — USA). O ensaio de MTT foi feito em triplicata
para cada droga e concentracdo utilizada e trés experimentos independentes foram
realizados para cada tipo celular. A viabilidade celular foi calculada de acordo com a
seguinte expressao: [Viabilidade % = [(Amostra tratada — Branco)/(Amostra controle —
Branco)] x 100.

4.8. Concentragdo minima de G2 e de X2 para marcacao celular e

padronizacéo da solubilizacdo dos compostos.
Os compostos X2 e G2 ja purificados, foram pesados e diluidos em DMSO para
uma concentracdo estoque de 100 mM. Posteriormente cada um foi respectivamente
diluido em meio de cultivo L-15 nas seguintes concentra¢des: 100 uM, 10 uM e 1 uM.

Esse teste inicial foi realizado em células da linhagem MDA-MB-231 para avaliacao
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quanto a presenga ou auséncia de emissédo fluorescente no ambiente celular e,
consequentemente, para a definicdo da concentragdo minima necessaria de cada
fluoréforo para que houvesse emissao de sinal fluorescente detectavel por microscopia
confocal. A partir desse teste a concentracdo minima de cada composto para marcacoes
de células ou tecidos foi sincronicamente definida em 100 pM, tanto para 0 composto X2
quanto para o composto G2.

Inicialmente a diluicdo de cada composto ficou padronizada em 0,1% de DMSO.
Para isso 1 pL da solucéo estoque (contendo100 mM de G2 ou de X2 em DMSO puro)
era diluido em 1mL do meio de cultivo préprio da célula ou material biolégico a ser
trabalhado. A maior parte dos experimentos deste trabalho foi realizada empregando-se
esta diluicdo (DMSO 0,1%). Entretanto, apos dois anos utilizando o estogue inicial houve
gueda nos sinais fluorescentes as marca¢bes com ambos os fluoréforo comecaram a
diminuir a intensidade do sinal fluorescente e a apresentar precipitados. Nestas condi¢oes,
tornou-se necessario aumentar a concentragdo de DMSO nas solugdes a fim de melhorar
a solubilizacdo tanto de G2 quanto de X2. Entre outros procedimentos testados
(sonicador, aquecimento ou diferentes concentracbes de DMSO), este foi o melhor
procedimento de solubilizacdo dos fluor6foro, possibilitando a manutencdo do sinal
fluorescente, os padrdes de marcacdo ja apresentados anteriormente por cada um dos
compostos, auséncia de marcacao de fundo (para G2) e solubilizagdo dos precipitados.

4.9. Marcagéo celular com os compostos fluorescentes

Para a realizacdo das marcagOes fluorescentes nas amostras, as células foram
plagueadas na quantidade de 3 x 10° por pogo sobre laminulas de vidro redondas contidas
em placas de 24 pocos em triplicata e mantidas overnight para adesdo. Apds esse periodo
as células foram incubadas por 30 minutos a 37°C e 5% CO2 (com excessdo da linhagem
MDA-MB-231 incubada na auséncia de CO2) com o composto G2 ou com 0 composto
X2. Cada um dos dois marcadores estava diluido na concentragdo de 100 uM em meio
de cultivo especifico para a linhagem utilizada. Apos a incubacao as células foram lavadas
trés vezes com tampao fosfato salino (PBS) pH 7,4 e fixadas em formaldeido 3,7% por
30 minutos a temperatura ambiente. Seguiram-se mais trés lavagens com PBS e as
laminulas foram montadas sobre laminas de vidro com o agente anti decaimento Prolong

Gold Antifade e as amostras foram devidamente identificadas
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Para a marcacdo em células e organismos foi realizada a etapa de fixacdo em
formaldeido 3,7% em PBS (para células) por 20 minutos ou em M-9 (para C. elegans)
por 30 minutos seguindo-se por trés passos de lavagem em PBS ou M-9 imediantamente
antes da incubacdo com o fluoréforo desejado.

Para os nematddeos foi necessario realizar a quebra da cuticula por congelamento,
conforme o WormBook, que consiste de 3 ciclos de imersdo em nitrogénio liquido
(segurando-se um criotubo contendo os C. elegans com uma pinga) seguidos de imersao
em banho maria a 25°C.

O ultimo passo se consitu da montagem das laminulas contendo as células vivas
ou fixadas sobre Iaminas de vidro devidamente identificadas, no caso de células, ou da
pipetagem de 5 gotas de 10 pL de solucdo contendo C. elegans em suspensdo sobre
laminas de vidro identificadas, cobrindo-as com laminulas contendo o agente anti

decaimento Prolong Gold Antifade.

4.10. Comarcacao de cada um dos dois derivados do BTD com o

marcador fluorescente DAPI

Para a co-marcacdo com DAPI, no final de cada ensaio para marcacdo com 0s
compostos G2 ou de X2 em células MDA-MB-231, imediatamente antes da montagem
das laminulas sobre laminas de vidro com o Prolong Gold Antifade acrescentou-se mais
duas etapas que consistiram em incubar essas celulas por 5 minutos com o marcador
DAPI na concentracdo de 300 nM em PBS a temperatura ambiente e mais um passo de
lavagem por trés vezes com o com tampdo PBS para, finalmente, fazer a montagem das
laminulas sobre laminas de vidro. Na linhagem MDA-MB-231 as marcagfes foram

realizadas em triplicata bioldgica. Todos os ensaios foram repetidos trés vezes.

4.11.  Aquisicao de series de imagens em diferentes

profundidades no eixo Z e realizacéo do corte ortogonal
Para a realizagdo do corte ortogonal foi realizada uma sequéncia de imagens no
eixo Z em diferentes profundidades da amostra através do Microscépio Confocal de
Varredura a Laser (Leica TCS SP5). Foram adquiridas aproximadamente 110 imagens
em 2D das células aderidas e dispostas em sobreposi¢do no eixo Z pelo software Leica
Aplication Suite Advanced Fluorescence para a criacdo de uma projecédo tridimensional
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da amostra. Foram utilizados os campos de fluorescéncias e omitido o campo claro para
possibilitar uma melhor visualizagdo da distribuicdo das estruturas fluorescentes no
interior das células e, a partir da pilha de imagens adquiridas no eixo Z, foram realizadas
analises ortogonais (cortes em duas diferentes dire¢bes) a fim de se demonstrar o

posicionamento espacial das marcac6es no interior das células

4.12. Marcacdes independentes de células e de C. elegans com o

marcador de lipidios neutros BODIPY® ou com G2

Para a marcagdo com BODIPY® 493/503, células da linhagem celular MDA-MB-
231 foram plagqueadas e fixadas conforme descrito anteriormente e em seguida incubadas
com solucéo de BODIPY® 493/503 (Cat # D-3922) 1ug/mL em cada pogo por 30 minutos
ou com solucédo de G2 a 100 uM. Em seguida as células foram fixadas em formaldeido
3,7 %, lavadas 3X em PBS e as laminulas montadas sobre ldaminas de vidro conforme ja
descrito. As amostras foram identificadas e analisadas em Microscopio Confocal de
Varredura a Laser (Leica TCS SP5).

Para a marcacgdo de C. elegans com a sonda BODIPY® os nematddeos foram
primeiramente fixados em formaldeido 3,7% por 30 minutos, lavados 3X em tampao M-
9 e em seguida foi realizada a quebra da cuticula por congelamento com posterior
incubagdo com solucdo de BODIPY® 493/503 (Cat # D-3922) 1ug/mL em solugéo
tamp&o M-9 em cada poco por 30 minutos ou com G2 a 100 uM em solu¢éo tampédo M-
9.

4.13. Marcacéao de Oil Red O em células MCF-7 e em C. elegans
e comarcacao de Oil Red O e G2 em células MCF-7 e Bm5

Para a marcagdo de C. elegans com o corante Oil Red O primeiramente foi
realizada a fixacdo dos nematodes em formaldeido 3,7% por 30 minutos, em seguida
lavados 3X em tampdo M-9 e efetuada a quebra da cuticula por congelamento, os C.
elegans entdo foram tratados com propilenoglicol 100% por 2 minutos e incubados com
Oil Red O 0,5% em propilenoglicol por 15 min, finalizando-se com 3 ciclos de lavagem
em tampao M-9 e montagem em laminas com Prolong Gold Antifade.

Para a comarcacdo de células com o marcador G2 e o corante Oil Red O as

linhagens foram plaqueadas e fixadas conforme descrito anteriormente, lavadas 3X em
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H20 Mili-Q e tratadas com 0 BTD — G2 a 100 uM em H20 Mili-Q com 10% de DMSO,
posteriormente as células foram incluidas propilenoglicol 100% por 2 minutos e em
seguida incubadas com Oil Red O 0,5% em propilenoglicol por 15 min, finalizando com
3 ciclos de lavagem em H20 Mili-Q e montagem das laminas com Prolong Gold Antifade.
No caso do protocolo que usou propanodiol como diluente, inicialmente foi preparada
uma solucdo estoque de Oil Red O a 5mg/ml em isopropanol. As células fixadas em
formaldeido 3,7% foram lavadas 3X em PBS e tratadas com 0 BTD — G2 a 100 uM em
PBS com 10% de DMSO. Para a marcarcdo com Oil Red O, as células foram desidratadas
em isopropanol a 60% por 2 minutos e em seguida incubadas com a solugéo corante de
Oil Red O, a qual ¢é equivalente a 60% da solucdo estoque de Oil Red O e 40% H20 Mili-

Q.

4.14.  Tratamento de C. elegans in vivo com os compostos G2 ou

X2

Os C. elegans foram mantidos em placa de NGM Agar contendo E. coli (NA22)
a 20°C. Para os tratamentos foram separadamente adicionados as placas os fluoréforos
G2 ou X2, cada qual a 500 uM em suspensdo de E. coli (NA22) em meio LB. Os
nematodeos foram incubados nos seguintes tempos: 1) 12 horas com G2; I1) 24 horas com
G2 e I11) 24 horas com X2. Apds o periodo de incubagdo os nematddeos foram coletados
da placa de cultivo fazendo lavagem superficial com 1,5 mL de tamp&o M9. Em seguida,
o coletado foi transferido para um eppendorf de 1,5 mL e centrifugado por 2 minutos a
300g. Descartou-se 0 sobrenadante, restituindo o volume com o tampdo M9,
ressuspendendo o precipitado e realizando novamente a centrifugacao (passo realizado
trés vezes para lavagem dos nematodeos e retirada das bactérias). Apos o ultimo ciclo de
lavagem, os nematddeos foram incubados com 1mL de solucdo de formaldeido a 4% por
30 minutos a temperatura ambiente e em seguida submetidos a 3 ciclos de lavagem. Por
fim, os C. elegans ressuspendidos em M-9 foram pipetados em Iaminas e cobertos com
laminulas contendo Prolong Gold Antifad.

4.15. Comarcacédo de X2 com LysoTracker® Deep Red 647/688

Para a comarcacdo de células MDA-MB-231 com a sonda comercial

LysoTracker® Deep Red (Cat # L12492), foi realizado o plaqueamento conforme descrito
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anteriormente e posterior incubagdo com o marcador comercial na concentracdo de 75
nM em estufa a 37°C por 30 minutos e em auséncia de CO?. Em seguida as células foram
lavadas 3X, fixadas com formaldeido 3,7% por 20 minutos, lavadas novamente e as
laminulas montadas sobre laminas de vidro conforme ja descito.

Para a comarcacéo do derivado de BTD X2 com a sonda comercial LysoTracker®
Deep Red (Cat # L12492), células da linhagem celular MDA-MB-231foram tratadas com
o marcador comercial de acordo com a descri¢do do paragrafo acima até a etapa anterior
a fixacdo. Apods, foram lavadas trés vezes em PBS e incubadas com o composto X2 na
concentra¢do de 100 uM também em estufa a 37°C e por 30 minutos. Em seguida as
células foram lavadas trés vezes em PBS e fixadas em solugdo de formaldeido 3,7%
seguindo-se mais trés lavagens das amostras e por fim, a montagem das laminulas sobre
lamina de vidro. As comarcacdes foram realizadas em triplicata bioldgica e as ldaminas
identificadas e analisadas em Microscopio Confocal de Varredura a Laser (Leica TCS
SP5).

4.16. Ensaios em celulas de insetos

Neste trabalho foi utilizado o virus ACMNPV e um recombinante derivado deste,
construido pelo sistema BAC-to-BAC (Invitrogen) de construcdo de baculovirus
recombinantes (Griffiths et al., 1999) com uma substitui¢cdo do gene antiapoptdtico p35
pelo gene cat (Chloramphenicol Acetyl Transferase). Os virus AcCMNPV e
ACMNPVAP35 foram crescidos a partir da infec¢do de células Sf9 e coleta do meio de
cultura derivado desta infeccdo apos 120 horas pés infeccdo (h p.i.). A titulacdo destes
virus foi realizada em células Sf9 pelo método de diluicdo seriada (end point dilution,
TCID50) em placas de 96 pocos (O’Reilly et al., 1992). Também foi utilizado o
baculovirus Bombyx mori nucleopolyhedrovirus (BmNPV) que foi cultivado pela
infeccdo de células Bm5 e coleta do meio de cultura derivado desta infeccao seguido por
titulagdo do inoculo viral, similar ao citado anteriormente, mas utilizando a linhagem
Bmb.

As células foram mantidas em meio de cultivo TC-100 (Sf9) ou Grace’s (Ld652Y
ou Bmb5) e plaqueadas pela ressuspensdo e contagem em cémara de Neubauer na
concentracdo 0.5 x 10%/ml e semeadura de 1 ml por pogo contendo laminula de vidro.
Apbs ocorrer a adesdo das células na laminula (3 h), suficiente inéculo viral foi

adicionado sobre as células para atingir uma multiplicidade de infec¢do 10 (multiplicity
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of infection, MOI), isto é, 10 particulas virais infectivas por célula, o que garantiu uma
infeccdo inicial simultanea de todas células por poco (O’Reilly et al, 1992). Apds 1 hora
de adsorcdo do virus as celulas, o meio de cultura é removido e meio de cultura novo é
disposto sobre as células, este momento iniciou a contagem do tempo de infec¢do (0 h.
p.i.). Em 96 h.p.i foi realizado o tratamento com G2 ou com X2 diluidos a 100 uM em
meio TC-100 (Sf9) ou Grace’s (Ld652Y ou Bm5) por 30 minutos de acordo com a

metodologia descrita para marcacdo desses compostos em células de mamiferos.

4.17. Contagem dos corpusculos lipidicos em células Bm5

tratadas com G2

A partir de imagens digitais de fluorescéncia de células Bm5 infectadas com
AcCMNPV ou BmNPV e células ndo infectadas tratadas com 100 um do composto G2
foram realizadas analises semiautomatizadas de quantificacdo do numero e area dos
corpusculos lipidicos utilizando o software ImageJ versao FI1JI (Schindelin et al., 2012).

O procedimento de realizacdo da analise inicia pela conversdo da imagem do canal
de fluorescéncia verde em um documento 8-bit em preto e branco (Image — Type 8-bit).
Em seguida, é realizado um corte do sinal basal da imagem (Image — Adjust — Threshold
em modo Default) de tal forma que apenas a marcagdo forte dos corpusculos lipidicos
permaneca. Em preparo para a quantificagdo das &reas dos objetos, a barra de erro da
imagem original foi utilizada para calibrar o software em termos de pixel da imagem por
pum (selecionando a barra de erro usando a ferramenta de linha — Analyze — Set Scale).
Utilizando a ferramenta de retdngulo, cada célula ¢ isolada e quantificada individualmente
utilizando um plugin de reconhecimento de formatos (Analyze — Analyze Particles, com
parametros Size: 0.5 — 200, Circularity: 0.2-1). Isto gera uma tabela contendo as areas de
cada objeto reconhecido por célula. Desta forma, obtemos o nimero de vesiculas e
tamanhos respectivos em 10 células contadas individualmente. Estes resultados foram
plotados em graficos de dispersdo e os desvios entre tratamentos com infecgdo e os

controles sem infeccdo foram comparados por teste T.
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4.18. Plotagem 3D de imagens planas para analise panoramica

das células

Para estimar o nivel de fluorescéncia dos compostos G2 e X2 em comparagao aos
marcadores comerciais BODIPY® 493/503 e LysoTracker® Deep Red 647/688 e também
analisar o padrdo da marcacdo fluorescente de cada fluoréforo, foram utilizadas imagens
fluorescentes adquiridas em Microscopio Confocal de Varredura a Laser (Leica TCS
SP5) representativas do padrdo de marcacgdo que foi encontrado na maioria das imagens
obtidas para cada composto. As imagens foram analisadas através do software ImagelJ
verdo Fiji, pela ferramenta "Plot Profile” e pelo plugin "Interactive 3D Surface Plot" o
que possibilitou conversdo da intensidade de fluorescéncia em gréafico de trés dimensdes
sobreposto as imagens celulares.

4.19. Analise de intensidade média de fluorescéncia por

citometria de fluxo

Para analisar quantitativamente a fluorescéncia emitida nas linhagens celulares
testadas, 1x 10° células da linhagem HUVEC foram semeadas em placas de 24 pocos.
Ap0s a adesdo, as celulas foram incubadas com os derivados fluorescentes por 30 minutos
na concentracdo de 100 uM, lavadas em tampéo fosfato salino (PBS) pH 7,4 e fixadas em
formaldeido 3,7% por 20 minutos. Em seguida as amostras foram levadas ao citdmetro
de fluxo BD Fortessa para a quantificagdo da fluorescéncia emitida. No citdbmetro foram
coletados dados morfoldgicos das populacdes celulares e dentro da faixa mais homogénea
destas populacgdes foi quantificada a emissdo fluorescente para dez mil eventos (células)
em cada condicdo experimental. Posteriormente, os dados foram analisados no software

FlowJo. O experimento foi realizado em monoplicata.

4.20.  Analises Estatisticas
Os dados das analises quantitativas foram submetidos ao teste t de Student para
amostras ndo pareadas (entre dois grupos) ou a analise de variancia simples (ANOVA)
(entre trés ou mais grupos). As analises estatisticas foram conduzidas utilizando o
Software GraphPad Prism versédo 6, os resultados foram expressos como Média + SEM.

Valores de P < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

40



5. RESULTADOS

5.1. Avaliacao de autofluorescéncia das celulas de mamiferos

Experimentos de bioimageamento por fluorescéncia foram realizados em células
humanas, sendo quatro linhagens tumorais: MDA-MB-231; MCF-7; CACO-2 e DU-145;
um tipo celular de linhagem, porém, ndo tumoral: HUVEC; e por fim, células de cultura
primaria, Fibroblastos de polpa dentaria.

Para o controle negativo todas as linhagens celulares foram incubadas vivas ou
apos fixacdo com o veiculo diluente de ambos os compostos (DMSO) com a maior
concentracdo utilizada nos tratamentos (0,1%) em nossas avaliacdes, diluido nos
respectivos meios de cultivo de cada linhagem celular. Posteriormente, estas células
foram avaliadas por microscopia confocal quanto a apresentacdo de autofluorescéncia.

A Figura 7 mostra as linhagens tratadas com DMSO 0,1% vivas ou ap0s a fixacao.
Foi observado um sinal fluorescente muito fraco nas células CACO-2, entretanto apenas
quando as amostras eram excitadas com luz no comprimento de onda 405 nm néo
comprometendo o registro fluorescente tanto do G2 quanto do X2, visto que a excitacdo
destes compostos é provocada por feixes de luz nos comprimentos de onda entre 488 e
458 nm. As emissdes de fluorescéncia dos compostos G2 e X2 apresentam seus picos

dentro do intervalo de 500 a 570 nm do espectro de luz visivel.
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Figura 7: Avaliacdo de autofluorescéncia em seis tipos celulares tratados com 0,1% do diluente DMSO vivas
(A-F) e fixadas (G-L). Células MDA- MB-231, MCF-7, CACO-2, DU-145, HUVEC e Fibroblastos tratadas
vivas ou apos a fixagdo. As linhagens apresentaram baixa ou nenhuma autofluorescéncia, detectavel apenas
pela sobreposicédo do canal fluorescente com o campo claro (setas em C e 1) quando excitadas com laser a 458
nm.
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5.2. Avaliacao da citotoxicidade do composto X2 por ensaios com

MTT ou com azul de tripan

Para identificar possivel citotoxicidade provocada pelo composto X2 em células
tumorais, foram realizados experimentos com MTT medindo-se a quantidade de células
viaveis apds tratamento com o fluoréforo por 24 horas ou por 30 minutos nas linhagens
MDA-MB-231, MCF-7, CACO-2, DU-145 e HUVEC e nas seguintes concentragdes: 100
uM; 10 uM; 1 pM; 0,1 uM e 0,01 uM. Devido a alta precipitacdo do X2, e ainda por se
tratar de um estoque bastante limitado, ndo foram testadas concentracdes mais altas que
100 puM (de toda forma, nenhum resultado de microscopia confocal foi obtido por
incubagdo com o composto acima dessa concentragdo). Também foram realizados ensaios
com azul de tripan determinando-se a mortalidade em Fibroblastos incubados por 24
horas com o derivado de BTD.

Comparando-se a viabilidade de células tratadas com diferentes concentracdes de
X2 em relacdo ao controle negativo (NT), a incubacdo por 30 minutos com 100 uM do
composto provocou moderada reducdo na quantidade de células viaveis da linhagem
MDA-MB-231 e acentuada queda da viabilidade nas células DU-145, porém com
diferenca estatisticamente significativa (P < 0.001) apenas para esta Ultima linhagem
citada (

Figura 8 A). Quando o tempo de tratamento foi aumentado para 24 horas, o
fluoréforo X2 na concentragdo de 100 uM provocou reducdo da viabilidade em todas as
linhagens celulares, com diferenca estatisticamente significativa (P < 0.001) em
comparacao as células ndo tratadas da mesma linhagem. Em concentracdes abaixo de 100
UM apenas as celulas CACO-2 e HUVEC revelaram queda de sua viabilidade, com
significancia estatistica (P < 0.001) em relacdo ao controle, entretanto a reducdo foi
pequena e mais de 90% das células permaneceram viaveis.

Por se tratar de uma sonda fluorescente, supomos que este marcador poderia
interferir com o resultado do ensaio colorimétrico por MTT. Deste modo, selecionamos
Fibroblastos para o teste de exclus@o por azul de tripan pelo fato de esta célula ser obtida
de cultivo priméario e ndo de linhagem. Neste ensaio foram contabilizadas, através de
microscopia de luz em camara de Neubauer, as células vivas e as células mortas apds
incubacdo com X2 por 24 horas. Foram consideradas viaveis aquelas que apresentavam

citoplasma claro e inviaveis as que estavam com o citoplasma corados com o azul tripan.
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Fibroblastos incubados com 10 uM de X2 apresentaram morfologia semelhante a
daqueles incubados apenas com DMSO 0,1% (

Figura 8 C_I), enquanto os tratados com 100 puM do fluordéforo apresentaram
aspectos morfoldgicos sugestivo de danos celulares, estas células continham reduzida ou
nenhuma extensdo citoplasmatica, comum de células aderentes. Apesar de exibirem um
citoplasma claro, o formato destes Fibroblastos era semelhante ao daqueles marcados com
azul de tripan (

Figura8 C_II).

J& a contagem das células ndo revelou mortalidade alta entre os Fibroblastos
tratados com 10 puM ou 100 uM de X2 (

Figura 8 C_III). Os valores foram 9% (+ 1,9 SEM) e 9% (£ 0,9 SEM) para 0s
tratamentos a 100 uM e 10 pM, respectivamente. Também ndo houve diferenca
estatisticamente significativa em qualquer das taxas de mortalidade em relacdo ao
controle (p > 0.05 ou p > 0.001).
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Figura 8: Avaliacdo de citotoxicidade induzida por X2 em linhagens celulares tratadas com o composto por
30 minutos (A) ou 24 horas (B). (C) Analise morfoldgica de Fibroblastos incubados por 24 horas com 100 uM
de X2 (1), 10 pM de X2 (11), DMSO 0,1 % (I11) e média da mortalidade avaliadas por azul de tripan (IV). O
simbolo * representa diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (NT) da mesma
linhagem com P < 0,001.
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5.3. Seletividade do X2 para estruturas intracelulares em celulas

humanas

Para o tratamento das células humanas com o composto X2 foram utilizadas as
linhagens MDA-MB-231, MCF-7, CACO-2, DU-145 e HUVEC. O tratamento consistiu
na incubacdo de células vivas ou fixadas por 30 minutos com o derivado de BTD a
concentracdo de 100uM.

As células tratadas com o composto X2 emitiram fluorescéncia no espectro de cor
verde com nenhuma fluorescéncia observavel nas faixas do azul ou do vermelho. Com
relacdo aos aspectos que devem ser levados em consideracdo para o aprimoramento do
fluoréforo notou-se: presenca de ténue ruido de fundo e marcacdo inespecifica por todo
o citoplasma celular. Entretanto, positivamente, a sonda também apresentou alguns perfis
de marcacdo a serem explorados (Figura 9), os quais podem ser descritos como: 1)
marcacdo de pequenas regides dispersas ao longo do citoplasma celular com a forma de
um “salpicado” de pontos, dando a este uma aparéncia de “granulado”, sobretudo nas
amostras MDA-MB-231 e HUVEC,; I1) fluorescéncia de estruturas circulares alongadas
(isoladas ou em conjunto), distribuidas na regido perinuclear das células, especialmente
em CACO-2 e DU-145 fixadas; Ill) concentracdo de sinal fluorescente em regides
perinucleares, normalmente polarizado para um lado da célula, demonstrado em MCF-7
e HUVEC, o que pode ser interpretado como provavel marcacdo do sistema reticulo
endoplasmatico / aparato de Golgi; e 1V) seletividade do X2 para regides proximas da
membrana delimitando uma marcacdo linear na borda da célula, principalmente nas
células MDA-MB-231 fixadas. Normalmente esses padrbes se repetiram para células
vivas e fixadas entre uma mesma linhagem, mas com maior intensidade de sinal

fluorescente naquelas tratadas apds fixagéo.
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Figura 9: Avaliacdo do padrdo de marcacdo fluorescente do composto X2 em células vivas (A-J).
Células MDA-MB-231, MCF-7, CACO-2, DU-145 e HUVEC incubadas vivas com o0 composto X2 a
100 pM por 30 minutos. Seta cheia indica marcacdo fluorescente com caracteristica
multipontilhada. Cabecas de seta apontam acumulo de fluorescéncia perinuclear, normalmente
polarizada para um dos lados da célula e seta vazia mostra estruturas alongadas distribuidas em
regides préximas ao nucleo. Barra de referéncia de 25 um.

47



FIXADAS
FLUORESCENCIA CAMPO CLARO

MCF-7 MDA

CACO

DU-145

HUVEC

Figura 10: Avaliacdo do padréo de marcacao fluorescente do composto X2 em células fixadas (A-J).
Células MDA-MB-231, MCF-7, CACO-2, DU-145 e HUVEC incubadas com o composto X2 a 100
UM por 30 minutos, apos fixacdo. Seta pontilhada indica marcacéo fluorescente linear na borda da
célula. Cabecas de seta apontam marcacao fluorescente acumulada em regides perinucleares. Seta
cheia indica marcacdo fluorescente com caracteristica multipontilhada e seta vazia mostra
estruturas circulares alongadas distribuidas em regides proximas ao nucleo. Barra de referéncia de
25 um.
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5.4. Avaliacao da especificidade de marcacgdo do X2

Devido ao aspecto morfolégico das estruturas celulares marcadas, foram
realizadas analises comparativas entre o composto X2 e o marcador comercial
fluorescente LysoTracker® Deep Red 647/688, o qual apresenta afinidade por organelas
acidas (endossomos tardios, lisossomos e/ou autofagossomos). As primeiras avaliacoes
mostraram que o derivado de BTD néo apresenta a mesma seletividade observada com o
uso da sonda comercial, embora haja uma sobreposicao de sinais em algumas regides do
citoplasma das células. Conforme apresentado na Figura 11 (E — G) estruturas alongadas
aparecem em conjunto, justapostas a regidao nuclear. Este perfil de marcacdo também foi
demonstrado anteriormente nas células CACO-2 e DU-145 (Figura 9).

Com isso, estes resultados sugerem que os padrdes de marcacao entre 0 composto
X2 e o LysoTracker® Deep Red embora se sobreponham em alguns pontos, sdo bastante
distintos. A Figura 11 mostra marcagdes do derivado de BTD nas bordas das membranas
de algumas células ou ainda fluorescéncia de mindsculas estruturas ao longo da célula na
forma de “salpicado” de pontos, perfis estes ndo obtidos com as marca¢Ges com
LysoTracker® Deep Red. Entretanto outras marcagdes de X2 e de LysoTracker® Deep
Red apresentam semelhancas. Conforme apresentado na Figura 11 (E — H) em que
estruturas circulares alongadas aparecem em conjunto, justapostas a regido nuclear.

Como o marcador comercial apresenta pico 6timo de emissdo de fluorescéncia em
647 nm, foi realizada um ensaio de co-marcacdo entre o LysoTracker® Deep Red € 0
composto X2. Além das marcagdes inespecificas produzidas pelas duas sondas no
citoplasma celular, ocorreu co-marcagdo entre X2 e LysoTracker® em determinadas
regifes préximas ao nucleo (polarizadas para um dos lados da célula como descrito no
topico 1.4) (A — C). Esta marcacgdo pode estar associada com o reticulo endoplasmatico
ou aparato de Golgi devido sua abundancia de membranas celulares e sua contribuigédo
com a biogénese dos endossomos. Também foram identificadas estruturas esféricas
proximas ao ndcleo, marcadas em conjunto pelo LysoTracker® Deep Red e pelo X2, mas
com predominancia do derivado de BTD. E ainda foram observadas marcagGes com
predominio da fluorescéncia vermelha sobre a verde em regides proximas ao nucleo, o
que indica associagdo majoritaria da sonda comercial a estas areas da célula (E — F).
Portanto, o X2 e LysoTracker® embora apresentem marcagdes comuns em algumas

regides tambeém exibem um perfil de marcagGes marcantemente exclusivas.

49



A auséncia do composto X2 dentro do nucleo é sugestiva de que este composto
ndo se associa acidos nucleicos (DNA ou RNA) ou proteinas nucleares. Por outro lado, a
difusdo e eventual concentracdo, em estruturas vesiculares pelo citoplasma ou regido
perinuclear sugere que o X2 possua afinidade por algum componente abundante pelo
citoplasma celular, possivelmente um grupo de ou um fosfolipidio especifico
abundantemente presente em estruturas vesiculares e também difuso em demais organelas

celulares.
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Figura 11 Comparacao entre os perfis de marcacdo de X2 e de LysoTracker® Deep Red (A
— H). Células MDA-MB-231 incubadas vivas com LysoTracker® Deep Red ou apds fixacao
com X2. (A) Marcagdo de X2 na extremidade da membrana (setas pontilhadas) e (C)
marcacdo de minusculos pontos ao longo do citoplasma celular (seta cheia). (E — G)
Estruturas circulares alongadas na regido perinuclear de células tratadas com o derivado
de BTD (E) ou em células incubadas com LysoTracker® Deep Red (G) (setas vazias). Barra
de referéncia de 25 um.
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Figura 12: Avaliacdo da especificidade de marcacdo do X2 (A — F). Células MDA-MB-231
tratadas vivas com os marcadores LysoTracker® Deep Red 647/688 a 75 nM por 30 minutos
e em seguida com o0 composto X2 a 100 uM pelo mesmo periodo. (A — C). Comarcacao entre
X2 e LysoTracker® mostrando aquisicdo no canal verde (A), no canal vermelho (B) e
sobreposicdo entre as duas sondas (C) em regides préximas ao nucleo (seta cheia). (E e F)
Estruturas circulares préximas ao nuicleo comarcadas por X2 e por LysoTracker® Deep Red
com predominéncia de marcacdo pelo derivado de BTD (setas vazias). (E e F) Predominio
de fluorescéncia vermelha apontada por cabecas de seta. Barra de referéncia de 50 um.
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5.5. Comparacao da distribuicido das marcacdes fluorescentes de X2

e de LysoTracker® Deep Red

Para comparacao entre as marcacoes fluorescentes do derivado de BTD e da sonda
comercial, foram realizadas analises digitais de imagens adquiridas por microscopia
confocal através do software ImageJ versao Fiji (Schindelin et al., 2012). A renderizacdo
da imagem fluorescente gera um gréfico XYZ em que os eixos XY determinam a posi¢do
de cada elemento na imagem e Z a intensidade de fluorescéncia relativa a cada um desses
elementos. As imagens foram obtidas de MDA-MB-231 tratadas exclusivamente com X2
ou com LysoTracker® Deep Red.

Como os parametros de aquisi¢do da imagem séo diferentes para cada sonda, a
intensidade do sinal fluorescente ndo sera comparada por esta ferramenta. A intencéo foi
usar o software para realcar a visualizacdo das estruturas marcadas nas celulas e realizar
um estudo panoramico da morfologia, da quantidade e da distri

buicdo dessas estruturas marcadas pelos fluoroforos.

Graficos XYZ de imagens planas, referentes a tratamentos com LysoTracker®
Deep Red ou com X2, possibilitaram a melhor visualizagdo do perfil de marcagédo dessas
sondas nas células. Mostrando que o perfil de marcacéo e a seletividade de LysoTracker®
Deep Red por organelas celulares é muito diferente daqueles obtidos com o composto X2
(Figura 13 C e G). Quando o gréafico foi colocado horizontalmente mostrando a
intensidade da fluorescéncia pela lateral, observou-se na figura referente ao tratamento
com LysoTracker® Deep Red, pequenos picos restritos em uma regido da célula,
condizentes com o seu alvo (endossomos tardios e lisossomos) (Figura 13 D). Ja o grafico
referente a0 X2 mostra uma distribuicdo homogénea pelo citoplasma com picos
minusculos em grande quantidade por toda a extensdo celular que pode ser facilmente
observado na visdao XYZ (Figura 13 H). Sendo assim, esta analise confirma de forma
inequivoca que estes dois fluoréforos ndo possuem um perfil similar de distribuicdo de

suas marcagoes.
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Figura 13 Comparagcdo entre as marcacdes fluorescentes de X2 e de LysoTracker® Deep Red. Imagens de
células MDA-MB-231 incubadas vivas com o marcador comercial LysoTracker® Deep Red (A e B) ou com o
derivado de BTD (E e F). (C e G). Plotagem XYZ das imagens referentes aos tratamentos com LysoTracker®
Deep Red ou com X2 possibilitando melhor visualizacdo das mesmas. (C) Panorama geral mostrando a
marcacdo de LysoTracker® Deep Red, mais especifica e (G) a de X2, inespecifico. (D e H) Perfil de XYZ
mostrando intensidade da fluorescéncia vista pela lateral. Setas apontam pequenos picos em uma regido da
célula no ensaio feito com LysoTracker® Deep Red e grande quantidade desses espalhados por toda a célula,
inclusive em tamanhos menores, no tratamento com X2.
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5.6. Avaliacao da intensidade do sinal fluorescente de X2 por

citometria de fluxo

Foram realizadas comparacdes entre as intensidades de fluorescéncia por célula
do derivado de BTD e do marcador comercial LysoTracker® Deep Red através de
citometria de fluxo de células HUVEC vivas tratadas com 100 uM, 10 uM e 1 uM de X2,
por 30 minutos ou com 75 nM, 7,5 nM, ou 0,75 nM de LysoTracker® Deep Red, pelo
mesmo periodo (Figura 15).

Nesta andlise foram avaliados dez mil eventos (células) e os resultados foram
plotados em histogramas nos eixos X e Y, em que a fluorescéncia é a variavel X e a
contagem dos eventos é a variavel Y. A calibragem do equipamento para determinacéao
da fluorescéncia basal foi feita utilizando-se como controle células ndo tratadas com
nenhum dos dois compostos. A partir da fluorescéncia estabelecida pelo controle foi
definido um nivel de corte (threshold) delimitando o minimo correspondente a
fluorescéncia basal da célula HUVEC. Como o LysoTracker® Deep Red fluoresce no
vermelho e o X2 fluoresce no verde, dois histogramas referentes ao controle foram
gerados: um deles dando a referéncia de fluorescéncia basal no vermelho (APC) e o outro
determinando a fluorescéncia basal no verde (FITC).

Uma observagdo geral neste ensaio foi a correlagdo entre a intensidade de
fluorescéncia e concentracdo das sondas marcadoras, de modo que a medida que se reduz
a concentracdo do marcador a intensidade de fluorescéncia por célula também reduz (pico
desloca para a esquerda)

O histograma referente ao tratamento com X2 a 100 UM mostra que este
fluor6foro marca tanto as células HUVEC com alta intensidade de fluorescéncia quanto
aquelas com baixa intensidade de fluorescéncia, identificando-as praticamente na mesma
proporcdo, visto que 0s picos no histograma apresentam correspondéncias muito
préximas no eixo Y. As células HUVEC marcadas por X2 a 100 uM e com baixa
intensidade de fluorescéncia apresentam um pico muito proximo ao da fluorescéncia
basal, enquanto aquelas que possuem alta intensidade de sinal fluorescente exibem um
pico relativamente distante. Desse modo, a presenca dos dois picos demostrando
diferentes intensidades de sinal fluorescente em apenas uma linhagem celular, indica que
esse fluordforo ndo apresenta boa seletividade para estruturas/moléculas celulares

especificas.
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Ja o histograma referente a marcagdo com LysoTracker® Deep Red a 75 nM
mostra que a sonda identifica apenas um grupo de células HUVEC com alta intensidade
de fluorescéncia. Existe também uma pequena quantidade de células que apresentou
fluorescéncia mais fraca, a qual estd demonstrada no histograma por um pico bem mais
baixo e a esquerda (Figura 14). Contudo, como esses dois picos estdo tdo proximos que
quase se sobrepdem, é provavel que o menor deles esteja indicando aquelas células do
grupo que apresentam menor quantidade de moléculas/estruturas celular especificas.

Comparando-se os sinais fluorescentes de X2 a 100 uM com o de LysoTracker®
Deep Red a 75 nM, que sdo as respectivas concentragfes utilizadas em microscopia
confocal para cada um dos fluor6foros, observa-se que ambos apresentam intensidades
proximas, entretanto o sinal de LysoTracker® Deep Red é ligeiramente mais forte. No
entanto a marcacdo de dois grupos de células dentro de uma mesma populacdo, um com
fraca intensidade e outro com forte intensidade de fluorescéncia, o diferencia do perfil
obtido com o Lysotracker® Deep Red; o qual detecta apenas uma populacdo majoritaria
com forte sinal fluorescente, novamente diferenciando as marcagdes destes dois
compostos. Na marcacao de X2 a 100 uM, é possivel que o grupo de células com baixa
intensidade do sinal seja correspondente apenas aquelas células com marcacao difusa
citoplasmatica enquanto o grupo de células com alta intensidade do sinal corresponda
aquelas que apresentam, além da fluorescéncia difusa, a marcacdo das estruturas que ele

seleciona.
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Figura 14: Comparacdo entre as intensidades de fluorescéncia por célula através de citometria de fluxo.
Histogramas de intensidade de sinal fluorescente por células nas seguintes condic¢des: 1) ndo tratadas
(controle); 1) incubadas vivas com 100 puM, 10 uM e 1 uM de X2 por 30 minutos e I11) tratadas vivas com
LysoTracker® Deep Red a 75 nM, 7,5 nM e 0,75 nM pelo mesmo periodo
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5.7. Aplicacao in vivo de X2: Caenorhabditis elegans

Com o objetivo de buscar um produto que possa ser aplicavel para uso comercial
0 X2 foi testado quanto a marcacdo em amostras complexas. Foi escolhido o nematédeo
Caenorhabditis elegans pela facilidade de manipulacéo e por ser um importante modelo
para estudos em biologia, com a finalidade de: 1) avaliar a possibilidade de aplicacdo do
X2 em novas espécies; 1) estudar como se comporta a marcacdo desse fluoréforo em
tecidos; I11) verificar a capacidade de aplicagéo in vivo.

Imagens obtidas de C. elegans ndo incubados com X2 (Figura 15, A, B e C)
mostram que 0 nematédeo apresenta um pouco de autofluorescéncia difusa no canal
verde, entretanto a fraca intensidade do sinal ndo atrapalhou o estudo da marcagdo com o
derivado de BTD, que apresentou um sinal muito mais intenso do que a autofluorescéncia.

Foi realizado um ensaio com os C. elegans vivos que foram incubados com o
composto X2 por 24 horas, juntamente com as bactérias das quais 0 nematodeo se
alimenta. Confirmou-se com esse ensaio a possibilidade de aplicacdo do X2 in vivo para
essa espécie, visto que a maioria dos nematodeos que foram colocados em contato com a
sonda apresentaram marcacéo fluorescente de numerosas estruturas esféricas distribuidas
ao longo do intestino. No entanto foi também observado uma marcagéo inespecifica por
todo o corpo do animal. Este experimento também demonstrou que o composto nao
degradou completamente apds ser distribuido nas placas de cultivo e mantidos por todo
periodo de tratamento. Notou-se também que o X2 ndo marcou as bactérias (E. coli
NA22) que o animal consome.
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Figura 15: Avaliacdo de autofluorescéncia em C. elegans e demonstracéo de aplicabilidade do X2 in vivo para
essa espécie (A — F). (A - C) Imagens de um C. elegans fixado mostrando uma ténue autofluorescéncia do
nematddeo. (D — F). Imagens do nematddeo tratado vivo com o X2 revelando marcagdo fluorescente de
organelas esféricas distribuidas ao longo de seu intestino. Seta aponta bactérias ndo marcadas pelo derivado
de BTD, visiveis somente na sobreposi¢cdo com o campo claro (E). Barras de referéncia de 10 e 50 um.
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5.8. Marcac0tes de X2 em C. elegans

Com o objetivo de estudar como se comporta a marcacdo desse fluoréforo em
tecido de C. elegans foram feitas avaliacdes do padrdo de marcacdo do X2 nos tecidos do
nematddeo com base em comparagdes anatdmicas. De acordo com a anatomia do sistema
alimentar as células do intestino contém diversas organelas, entre elas endossomos de
reciclagem e autofagossomos. Ao longo de toda a regido intestinal encontram-se também
0s granulos intestinais, 0s quais apresentam-se em maior quantidade na regido do
intestino proximal a faringe.

Conforme ja descrito no tépico anterior o X2 marcou diversas estruturas esféricas
na regido intestinal dos C. elegans. A figura (Figura 16 A e B) mostra essas estruturas em
maior frequéncia no intestino proximal a faringe conferindo maior intensidade de
marcacdo fluorescente nessa area e sugerindo que o derivado de BTD tenha afinidade
pelos granulos intestinais. Ao redor de toda a regido intestinal a marcacdo continua, porém
com menor intensidade (Figura 16 C e D), o que reforca a hipdtese de marcacdo desses
granulos intestinais. Entretanto, ainda é possivel que X2 esteja se acumulando também
em outras organelas que se encontram em abundéncia nas células do intestino desse

nematddeos, tais como os endossomos e 0s autofagossomos.
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Figura 16: Marcacdes de X2 em C. elegans (A — D). Imagens de campo claro em (A) revelando dente corneo
na faringe (seta) e estruturas circulares birrefringentes (cabecas de seta). (B) Captura demonstrada na figura
(A) agora captada no canal de fluorescéncia verde revelando estruturas esféricas com alta intensidade de
sinal fluorescente na regido do intestino proximal a faringe. (C) imagem de campo claro mostrando
estruturas circulares birrefringentes (cabecas de seta). (D) Captura demonstrada na figura (C) agora
captada no canal de fluorescéncia verde revelando continuidade da marcacdo ao longo do intestino e
intensidade de sinal fluorescente um pouco mais baixa que a da regido proxima a faringe, ja demonstrada
em (B). Barra de referéncia de 10 um.
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5.9. Aplicacdo do X2 em ensaio de infeccéo viral em células de

inseto

Para explorar as possibilidades de aplicacdo do X2 foi realizado um ensaio de
marcacdo do derivado de BTD em células de inseto incubadas por 96 horas apos a
infeccdo inicial com dois virus: um baculovirus “selvagem” (ACMNPV) e um baculovirus
recombinante que possui 0 gene anti-apoptotico p35 deletado (AcMNPVAP35). Para o
experimento foi idealizado um painel com células permissiva (Sf9), semipermissiva
(Ld652Y) e ndo-permissiva (Bmb5) a infeccdo viral pelo ACMNPV em trés diferentes
condicdes: 1) ndo tratadas com nenhum dos virus; I1) incubadas com o virus ACMNPV;
I11) expostas ao virus que induz apoptose ACMNPVAP35.

Células permissivas a infeccdo viral (Sf9), ndo tratadas com nenhum dos virus
apresentam formato arredondado e nucleo circular ocupando cerca 50% do volume
celular. Em vermelho observou-se o nucleo da célula Sf9 modificada a qual possui a
proteina mCherry contendo sinal de localiza¢do nuclear marcando-o de vermelho. O X2
se difundiu pelo citoplasma de forma inespecifica com eventuais células contendo
marcagdes mais intensas em estruturas alongadas pelo citoplasma (Figura 17 A e B).

Apods 96 horas de infeccdo com AcCMNPV, o ndcleo aumentou de tamanho
avancando sobre o citoplasma que tornou-se mais compacto. Observou-se uma maior
quantidade de células contendo marcacdo forte de estruturas esféricas e alongadas
proximas ao nacleo em comparacao as células ndo infectadas, além disto a fluorescéncia
perinuclear torna-se mais intensa em relacdo ao resto do citoplasma (Figura 17 C e D).

Nas células infectadas com o virus que ndo possui 0 gene anti-apoptético p35
(AcMNPVAP35) a fluorescéncia do X2 tornou-se mais dispersa e intensa pela regido
perinuclear, poucas estruturas esféricas com forte marcagéo foram observadas. No campo
claro observou-se que a membrana plasmatica comeca a apresentar sinais da fase tardia
da apoptose com a formacdo de vesiculas em brotamento pela membrana plasmatica.
Além disto, observa-se que 0 X2 comeca a penetrar no ndcleo, indicando que a membrana
nuclear foi comprometida e o contetddo citoplasmatico esté invadindo o nucleo, o que é

outro sinal de progresso da morte celular programada (Figura 17 E e F).
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Figura 17: Prova de aplicacdo do X2 em células de inseto Sf9 permissivas a infeccdo por ACMNPV. (A - F)
Células Sf9 permissivas a infeccédo por ACMNPV fixadas e tratadas com X2 a 100 uM ap06s serem submetidas
a trés condicbes: 1) ndo incubadas com virus; Il) infectadas com AcMNPV ou Ill) infectadas com
AcMNPVAP35, indutor de apoptose. (A — B) Marcac¢do de estruturas circulares alongadas proximas ao
nucleo (seta vazia). (C — D) Concentracao de sinal fluorescente de X2 na regido perinuclear (cabeca de seta).
(E — F) Vesiculas em formacdo na periferia da célula sinalizando fase tardia da apoptose (seta cheia),
concentracao de X2 na regido perinuclear (cabeca de seta), invasdo do BTD para dentro do nucleo. Barra de
referéncia de 10 um
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Na linhagem celular semipermissiva Ld652Y, as células ndo infectadas possuem
uma morfologia arredondada ou elipsoide, algumas com longas extensoes
citoplasmaticas. O X2 apresentou marcacdo difusa pelo citoplasma e levemente
concentrada em regiGes proximas ao ndcleo, mas em geral a marcacédo foi difusa pelo
citoplasma (

Figura 18 A e B).

Quando esta linhagem foi infectada pelo ACMNPV o0 nlcleo aumentou seu
volume e observa-se um acimulo de vesiculas em regides perinucleares em um dos polos
da célula (

Figura 18 C e D). A marcacdo difusa pelo citoplasma permanece, mas as vesiculas
tornam-se preponderantes.

Quando a Ld652Y foi incubada com AcMNPVAP35, muitas células entram em
apoptose conforme avanca a infec¢do viral, adquirindo um formato irregular. As células
apresentaram aumento do volume nuclear e a fluorescéncia do BTD se concentrou nas
regides proximas ao nucleo similar a infeccdo por ACMNPV. Séo observadas células na
fase final da apoptose constituindo-se majoritariamente por corpos apoptéticos, 0s quais
também sdo marcados de forma difusa pelo X2 (

Figural8EeF).
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Figura 18: Prova de aplicacdo do X2 em células de inseto Ld652Y semipermissivas a infeccdo por ACMNPV.
(A —F) Células Ld652Y semi-permissivas a infeccdo por ACMNPYV fixadas e tratadas com X2 a 100 uM apos
serem submetidas a trés condic¢Bes: I) ndo incubadas com virus; I1) infectadas com AcMNPV ou IllI)
infectadas com AcMNPVAP35, indutor de apoptose. (A — B) Marcacdo inespecifica do X2 levemente
concentrada em regides préximas ao nucleo. (C — D) Acumulo de vesiculas iniciando a partir da regiao
perinuclear (setas vazias). (E — F) Marcagéo concentrada de X2 em regides proximas ao nucleo (cabegas de
seta) e difusa dentro de corpos apoptoticos (setas cheias) indicando que X2 esta disperso no citoplasma.
Barras de referéncia de 10 e 25 um.
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Nas células ndo-permissivas Bm5 observou-se em campo claro uma morfologia
elipsoidal contendo estruturas arredondadas e birrefringentes em seu citoplasma (muito
provavelmente corpusculos lipidicos) e o nucleo ocupando cerca de 50% do volume
celular. Na fluorescéncia verificou-se que a marcacdo do X2 foi difusa por todo o
citoplasma, sem qualquer sinal fluorescente concentrado ao redor do nucleo. Observa-se
também algumas estruturas citoplasmaticas com formato arredondado que ndo sao
marcadas pelo X2, estas s@o as mesmas estruturas birrefringentes do citoplasma indicadas
como potencial corpusculos lipidicos. O ndcleo também néo foi marcado pelo X2 (Figura
19 AeB).

Apo6s 96 horas de incubacdo com AcMNPV, observou-se uma certa distor¢éo do
formato elipsoidal da célula para um formato irregular. Também ha um leve aumento do
sinal fluorescente na regido perinuclear, entretanto ndo se observa muita diferenca em
comparacao as células nao incubadas com virus (Figura 19 C e D). Conforme esperado,
0 nulcleo ndo aumentou seu volume, visto que o virus ACMNPV n&o se replica nessa
celula.

Nas células Bm5 tratadas com o virus AcMNPVAP35, a maior parte das células
entrou em apoptose. As Figura 19 E e F mostram uma célula em fase final de apoptose
com formato irregular, com forte marcacdo na regido perinuclear. A area interior do
nucleo com formato irregular possui marcacgéo difusa pelo derivado de BTD, indicando

fragilizacdo da membrana nuclear e invasdo de conteudo citoplasmatico dentro do nucleo.
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Figura 19: Prova de aplicacdo do X2 em células de inseto Bm5 ndo permissivas a infeccdo por ACMNPV. (A
— F) Células Bm5 nédo permissivas a infeccdo por AcCMNPV fixadas e tratadas com X2 a 100 uM ap06s serem
submetidas a trés condicdes: 1) ndo incubadas com virus; 1) infectadas com AcCMNPV ou I11) infectadas com
AcMNPVAP35, indutor de apoptose. (A — B) Marcacao do X2 difusa por todo o citoplasma. (C — D) Distorc¢éo
do formato elipsoidal da célula e leve aumento do sinal fluorescente na regido perinuclear (cabecas de seta).
(E - F) Celula em fase final de apoptose com formato irregular e corpos apoptéticos brotando da membrana
(setas cheias). Nucleo com formato irregular e parcialmente marcado pelo derivado de BTD (seta
pontilhada). Barra de referéncia de 10 um.
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5.10.  Avaliacdo da citotoxicidade do composto G2 por ensaios

com MTT ou com azul de tripan

Foram realizados testes para avaliar a viabilidade celular com a intencdo de
identificar possivel citotoxicidade em células marcadas com os compostos G2. A
atividade citotdxica do fluoréforo foi testada por ensaios com azul de tripan (mortalidade)
em Fibroblastos e com MTT (viabilidade) nos seguintes tipos celulares humanas: MDA-
MB-231, MCF-7, CACO-2, DU-145 e HUVEC. Os tempos de tratamento foram 24 horas
ou 30 minutos, cada qual com as seguintes concentracfes: 100 uM; 10 uM; 1 uM; 0,1
UM e 0,01 uM. Néo foram testadas concentraces mais altas que 100 uM devido a
insolubilidade deste composto nos veiculos utilizados.

Pela analise do gréfico referente a incubacdo com o composto G2 durante 30
minutos ( A) verificou-se uma reducdo da viabilidade celular nas linhagens CACO-2 e
MDA-MB-231 quando tratadas com 100 uM desse fluoroforo, em relagdo aquelas nao
tratadas (teste t, P < 0.001). O grafico referente a incubacao por 24 horas apresentou um
resultado semelhante ( B), acrescenta-se aqui que as células HUVEC, além das linhagens
CACO-2 e MDA-MB-231, também foram suscetiveis ao tratamento com 100 uM de G2
por 24 horas, em comparacdo aquelas ndo incubadas com o fluoroforo.

No teste de excluséo por azul de tripan em Fibroblastos, foram contabilizadas
células vivas e células mortas ap6s incubagdo com G2 por 24 horas através de
microscopia de luz, considerando aquelas que apresentavam citoplasma azul como
células mortas e as de citoplasma claro como células viaveis. Morfologicamente, 0s
Fibroblastos tratados com G2 a 10 uM sdo muito semelhantes aqueles incubados apenas
com DMSO 0,1% ( C_I) enquanto os grupos de fibroblastos incubados com 100 uM do
fluoréforo apresentaram aspecto morfologicos que sugerem danos celulares ( C_I1). Essas
células perderam a conformacéo fusiforme e adquiriram uma morfologia arredondada,
entretanto, pela avaliacdo de mortalidade ndo foi observada alta mortalidade para o
tratamento com maior a concentragao testada (100 uM) de G2 ( C_III). Nas amostras de
fibroblastos incubadas com 100 uM do composto G2 a mortalidade foi de cerca de 10%
(x 1,2 SEM), e para aqueles tratados com 10 uM do fluoréforo foi de cerca de 8% (£ 1,5
SEM). Também ndo houve diferenca estatisticamente significativa para qualquer das

taxas de mortalidade em relacéo ao controle (p > 0.05 ou p > 0.001).
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Figura 20: Avaliagéo de citotoxicidade induzida por G2 em linhagens celulares tratadas com o composto por
30 minutos (A) ou 24 horas (B). (C) Analise morfoldgica de Fibroblastos incubados por 24 horas com 100 uM
de G2 (I), 10 uM de G2 (11), DMSO 0,1 % (111) e média da mortalidade avaliadas por azul de tripan (IV). O
simbolo * representa diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle (NT) da mesma
linhagem com P < 0,001.
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5.11.  Andlise de marcacéo do fluoréforo G2 em células de

mamifero vivas e fixadas

As linhagens celulares humanas tratadas com o composto G2 foram MDA-MB-
231, MCF-7, CACO-2, DU-145 e Fibroblastos derivados de cultivo primario humano. As
incubac6es foram realizadas em células vivas ou ap0s a fixacdo incubadas por 30 minutos
com o composto a concentracdo de 100 pM.

O composto G2 apresentou uma forte emissdo fluorescente no canal verde e
nenhuma fluorescéncia vermelha ou azul. As marcagdes com esse fluorocromo foram
altamente especificas e apresentaram pouco ou nenhum ruido de fundo. As células
tratadas com o composto G2, tanto vivas quanto fixadas, apresentaram marcacao intensa
de componentes citoplasmaticos com formato semelhante ao de corpusculos lipidicos
distribuidos pelo citoplasma. De acordo com o seu volume aparente, quantidade e
distribuicdo provavelmente correspondem a goticulas lipicas, as quais sdo amplamente
encontrados em células de mamiferos (Figura 21 e Figura 22). Este perfil de marcacao foi
altamente consistente tendo sido obtido nos cinco tipos celulares testados. Notavelmente,
as linhagens MDA-MB-231 e MCF-7 apresentaram um maior nimero de vesiculas

marcadas que as demais linhagens (Figura 21 A e C, Figura 22 A e C).
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Figura 21: Avaliacdo do padrao de marcacéo fluorescente do composto G2 em células vivas (A-J). Células
MDA-MB-231, MCF-7, CACO-2, DU-145 e Fibroblastos incubadas vivas com o composto G2 a 100 UM por
30 minutos. Setas indicam marcacao fluorescente de componentes citoplasmaticos com aspecto semelhante
ao de corpusculos perfeitamente lipidicos. Barras de referéncia 25 e 50 um.
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Figura 22: Avaliacao do padrdo de marcacdo fluorescente do composto G2 em células fixadas (A-J). Células
MDA-MB-231, MCF-7, CACO-2, DU-145 e Fibroblastos incubadas apés fixacdo com o composto G2 a 100
UM por 30 minutos. Setas indicam marcacdo fluorescente de componentes citoplasméticos com aspecto
semelhante ao de corpusculos lipidicos. Barras de referéncia 25 e 50 um.
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5.12.  Andlise ortogonal para localizacédo das estruturas

marcadas pelo G2

Conforme descrito para o derivado de BTD X2, foi realizada a renderizagdo 3D
das imagens de células tratadas com o composto G2 por Z-stack e em seguida foi realizado
o corte ortogonal a fim de determinar se os corpusculos fluorescentes se encontravam no
citoplasma ou adsorvidos na superficie celular. Neste ensaio, células MDA-MB-231
foram tratadas vivas com o composto X2 a 100 uM por 30 minutos e posteriormente
incubadas com DAPI por 5 minutos, ap0ds a fixacdo. Este experimento demonstrou de
forma inequivoca que as estruturas marcadas pelo composto G2 estdo contidas no interior
das células. A Figura 23 C mostra as sec¢des da célula (corte ortogonal) nos eixos X e Y
nesses cortes observa-se claramente um corpusculo marcado pelo G2 no mesmo horizonte
do ndcleo celular.

Como essas andlises foram feitas no mesmo periodo para os dois derivados de
BTD estudados neste trabalho, o laser de Argbnio estava inoperante, portanto foi
necessario excitar o G2 com o laser 405 nm. Desta forma, as imagens no canal de
fluorescéncia verde também apresentaram marcacGes na regido nuclear, referente ao

amplo sinal (vazamento) do DAPI sendo capturado nesse canal (Figura 23 B).
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Figura 23: Confirmagdo por Z-stack de marcacdo do G2 dentro da célula. (A-C) Células MDA-MB-231
tratadas vivas com o composto G2 a 100 uM por 30 minutos e incubadas com DAPI por 5 minutos, ap6s a
fixacdo. (A) Canal de fluorescéncia azul demonstrando marcacdo com a sonda comercial DAPI na regido
nuclear. (B) Canal de fluorescéncia verde contendo a marcacédo do G2 em estruturas esféricas dispersas pelo
citoplasma (cabecas de seta) e sinal-ruido na regido nuclear referente ao vazamento de sinal do DAPI (seta
vazia). (C) Corte ortogonal da célula mostrado em sec¢des no eixo X e no eixo Y. Estruturas vesiculares e
nacleo encontram-se no mesmo horizonte celular (setas cheias). Barra de referéncia com 25 pm.
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5.13. Comparacéo da marcacdo do G2 em células de mamiferos

com diferentes corantes

A sonda comercial fluorescente BODIPY® 493/503 é amplamente utilizada para
a marcacdo de fosfolipidios neutros, 6leos e outros lipidios apolares. Entretanto ela
apresenta pico 6timo de emissdo de fluorescéncia no intervalo entre 493 — 503 nm. Como
a faixa de emissdo deste marcador comercial (503 nm — 540 nm) € ocupada pelo espectro
de emissdo do BTD G2 (500 nm — 570 nm) ndo foi possivel realizar ensaio de comarcacao
com esses compostos. Outros marcadores amplamente utilizados para marcar lipidios
neutros sdo o Nile Red®, fluorescente no vermelho e Qil Red O, utilizado em microscopia
de luz, marcando lipidios com uma cor vermelha.

Pela necessidade de confirmagdo dos indicios de que as marcacbes do G2 se
tratavam de fluorescéncia em corpusculos lipicos, o marcador Oil Red O foi testado para
uso em microscopia de luz e fluorescéncia em conjunto ao G2.

As primeiras avaliacdes foram realizadas em células MDA-MB-231 ou MCF-7
fixadas e incubadas com G2, com BODIPY® ou com Qil Red O. Os resultados
mostraram alta semelhanca entre os perfis de marcagéo exibidos por cada sonda, de modo
que os trés marcadores mostraram preferéncia por corpusculos esféricos distribuidos
através do citoplasma. Corplsculos de tamanhos pequenos e maiores foram
positivamente marcados com os trés marcadores testados G2, de BODIPY®e Qil Red O.
Como esperado foram observados, em imagens de campo claro das células tratadas com
Oil Red O, pequenos pontos escuros nos locais correspondentes a marcacao das vesiculas
fluorescentes onde ocorreu a acumulagdo do marcador. No entanto, de forma nédo
esperada um padréo semelhante e mais ténue foi observado em imagens de campo claro
de células incubadas com o composto G2 (Figura 24).

As goticulas lipidicas marcadas por Oil Red O e as estruturas circulares do G2
foram colocalizadas pela sobreposicdo das imagens dos canais de fluorescéncia verde e
vermelha. Entretanto o composto G2 e o marcador Oil Red O tiveram desempenhos
distintos em termos de marcacéo fluorescente quando empregados em diluentes distintos.
A primeira solucdo foi preparada utilizando-se o diluente mais empregado para o uso do
Oil Red O em células: o Propilenoglicol. Nesta solucéo, a marcagdo com Oil Red O ficou
perfeita, inclusive apresentando uma marcagdo mais escura no campo claro (Figura 25 A
e C). No entanto, 0 emprego do G2 nesta solucéo produziu emissao de fluorescéncia com

sinal muito mais fraco do que o usual, desse modo, a sobreposicéo das imagens mostrando
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a colocalizacdo ficou na cor laranja com predominancia do vermelho sobre o verde.
Portanto, o propilenoglicol ndo é um bom veiculo para diluir ou infiltrar o composto G2
para uso em amostras bioldgicas.

A segunda solucéo foi preparada utilizando-se outro diluente também citado para
marcacdo com Oil Red O, o alcool isopropilico (Isopropanol). Neste procedimento, a
marcacgdo fluorescente com Qil Red O ficou fraca, os pontos escuros apresentados no
campo claro referentes a acumulacdo do composto nas regides alvos ndo puderam ser
identificados (Figura 25 E e G). Contudo, o composto G2 produziu uma emissao
fluorescente mais intensa neste ensaio. Em contrapartida, a marcagéo inespecifica deste
fluoréforo sobre o citoplasma celular, que costuma ser quase inexistente, aumentou. A
sobreposicao das imagens mostrando a colocalizacdo para esse tratamento fica na cor
amarela, que seria o tom esperado produto da sobreposicdo de cores com emissdes em
intensidades equivalentes (Figura 25).

Mesmo com as dificuldades técnicas de comarcacdo entre G2 e Oil Red O, é
evidente a similaridade e colocalizacdo no padrdo de marcacao de vesiculas ou goticulas
contendo lipidios. O mesmo pode ser observado comparando BODIPY® e 0 composto
G2, no entanto o BODIPY® apresentou um sinal de fundo maior que o G2. Como estes
corantes comerciais bem estabelecidos marcam especificamente lipidios apolares, é
possivel concluir que o G2 também tem afinidade por este grupo de moléculas.
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Figura 24: Comparacéo entre os perfis de marcagéo de G2, BODIPY®e Qil Red O. Células MCF-7 incubadas
com G2, BODIPY® ou com Qil Red O apo6s fixacdo (A — F). Setas cheias apontam marcacéo de varias
estruturas esféricas distribuidas através do citoplasma de células incubadas com G2 (B), BODIPY® (D), ou
por Oil Red O (F). Marcacdo de corpusculos ligeiramente maiores, indicada por setas vazias em células
incubadas com G2 (B), mas que também é correspondente em células incubadas com BODIPY® (D) em
células incubadas com Oil Red O (F). Cabecas de seta apontam acumulo do composto G2 ou do marcador de
lipidios Oil Red O, visto em campo claro, que correspondem aos corpusculos lipidicos no citoplasma. Barras
de referéncia com 10 e 25 e 50 pm.
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Figura 25: (A — H) Colocalizdo de G2 e Oil Red O confirmando seletividade do composto por corpusculos
lipidicos e comparacéo entre dois diluentes (propilenoglicol e isopropanol) para tratamentos de comarcacao
de G2 com Oil Red O. (A — D) Células MCF-7, previamente incluidas em propilenoglicol 100%, incubadas
com Oil Red O a 0,5% e posteriormente incubadas com G2 a 100 pM. (A) Cabeca de seta aponta 0s
marcadores acumulados nas regibes alvo da célula, vistos pelo campo claro. (B) Seta cheia indica marcacéo
fraca de G2. (C) Comarcagdo entre G2 e Oil Red O com prevaléncia do sinal fluorescente de Oil Red O. (E —
H) Células Bmb fixadas previamente, desidratadas em isopropanol 60%, incubadas com Oil Red O a 0,5%
e posteriormente incubadas com G2 a 100 pM. (G) Figura indicando marcacgdo fraca de Oil Red O (seta
vazia). (H) Colocalizacéo entre G2 e Oil Red O com equivaléncia da intensidade dos sinais de G2 e de Qil
Red O (setas pontilhadas). Barra de referéncia com 10 pum.
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5.14. Comparacéo da distribuicéo das marcac6es de G2 e de
BODIPY®

Para analisar e comparar a morfologia, quantidade e distribuicdo dos corpusculos
lipidicos marcados pelo derivado de BTD G2 e pela sonda comercial BODIPY® foi
realizado um estudo panoramico das marcacgdes por esses fluorocromos. Tal qual descrito
para o composto X2, foram realizadas analises digitais através do software ImageJ verséo
Fiji em imagens adquiridas por microscopia confocal de células MDA-MB-231 tratadas
exclusivamente com G2 ou com BODIPY®, para realcar a visualizagdo da marcacéo
fluorescente das estruturas celulares. Como os parametros ndo foram exatamente 0s
mesmos para a aquisicao das imagens, neste topico a intensidade do sinal fluorescente
sera comparada apenas de forma qualitativa.

ObservagOes importantes obtidas nessa anélise foram: 1) a sonda comercial
BODIPY® identificou uma proporgdo maior de corpusculos lipidicos de pequeno porte
(Figura 26 C); 1) e o derivado de BTD marcou uma proporc¢ao maior de gotas lipidicas
de médio e grande porte (Figura 26 G). Quando observamos o perfil de distribuicdo ao
longo da célula em termos da intensidade da fluorescéncia, nota-se maior quantidade de
picos pequenos espalhados por toda a célula referente a incubacdo com BODIPY®. O
padrdo de marcacdo do G2 é facilmente visualizado, com uma menor quantidade de
organelas marcadas no espaco citoplasmatico (Figura 26 H), como j& havia sido notado
nos ensaios com células vivas ou células fixadas tratadas com este fluoréforo.

Como o BODIPY® empregado nos ensaios possui afinidade por um amplo grupo
de biomoléculas com caracteristicas apolares, é possivel que o0 G2 tenha afinidade por um

grupo de moléculas mais restrito que o BODIPY®.
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Figura 26: Estudo topoldgico das marcacdes fluorescentes de G2 e de BODIPY®. Imagens de células MDA-
MB-231 incubadas ap6s fixacdo com o marcador comercial BODIPY® (A e B) ou com o derivado de BTD G2
(EeF). (CeG). Mostram a plotagem XY Z das imagens referentes as incubagdes com BODIPY ® ou com G2
possibilitando melhor visualizacdo da topologia celular. (C) Marcacéo proporcionalmente maior de corpos
lipidicos menores (seta cheia) em comparagdo com (G) que aponta proporgdo maior de corpusculos lipidicos
de tamanho médio (seta vazia). (D e H) Intensidade da fluorescéncia, setas cheias apontam pequenos picos

distribuidos no citoplasma celular quando empregado BODIPY® e setas vazias mostram picos médios para
0 emprego do composto G2.

80



5.15.  Avaliacdo da intensidade de fluorescéncia do G2 por

citometria de fluxo

As comparagdes entre as intensidades de fluorescéncia por célula do marcador G2
e da sonda comercial BODIPY® foram realizadas através de citometria de fluxo de células
HUVEC vivas tratadas com 100 uM, 10 uM e 1 uM de G2, por 30 minutos ou com
1pg/ml, 0,1 pg/ml ou 0,01pg/ml de BODIPY® pelo mesmo periodo. Os resultados
seguem descritos abaixo e estdo apresentados na figura 29.

Uma observacéo geral que pode ser feita dos histogramas em conjunto é que que
a intensidade de emissdo fluorescente foi diretamente relacionada a concentracdo
empregada. O histograma relativo & intensidade de fluorescéncia por célula tratada com
G2 a 100 uM mostra uma faixa continua (platd), o qual provavelmente refere-se a
gradiente de células com baixa a alta fluorescéncia. Este composto aparentemente
seleciona desde eventos com baixa fluorescéncia (células com poucas goticulas lipidicas
dentro) a eventos com alta intensidade de sinal (células com muitos corplsculos
lipidicos).

Na marcagdo com 0 G2 a 10 uM também foi observado sinal fluorescente acima
do limiar de corte de 38% dos eventos, contudo o citémetro de fluxo identifica poucos
eventos de alta fluorescéncia. O que mostra que esta concentragcdo ndo é aplicdvel com
eficiéncia para citometria de fluxo. Células tratadas com G2 a 1 uM ou incubadas com
BODIPY®a 0,1 pug/ml ou 0,01 pg/ml ndo apresentaram sinal de fluorescéncia detectaveis
acima do limiar basal determinado.

O histograma referente a incubagio com BODIPY® a 1 pg/ml mostrou um pico
estreito a direita relativamente distante do nivel de corte que corresponde a fluorescéncia
basal da célula, esse resultado revelou que o BODIPY® seleciona eventos com alta
fluorescéncia. Comparando os sinais fluorescentes de G2 a 100 uM com o de BODIPY®
a 1 pg/ml, que séo as respectivas concentragoes utilizadas em microscopia confocal para
cada um desses marcadores, observa-se que ambos apresentaram intensidades maximas
similares, no entanto 0 BODIPY® possui uma maior eficiéncia que o G2, permitindo a
deteccdo de 99% dos eventos com alta fluorescéncia. O G2 por outro lado captou apenas

72 % dos eventos totais acima do nivel de corte.
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Figura 27: Comparacéo entre as intensidades de fluorescéncia por célula entre os compostos G2 e BODIPY®
através de citometria de fluxo. Histogramas de intensidade de sinal fluorescente por células nas seguintes
condicdes: 1) Nao tratadas (controle); I1) Incubadas vivas com 100 uM, 10 uM e 1 uM de G2 por 30 minutos
e I11) Tratadas vivas com 1pg/ml, 0,1 pg/ml ou 0,01ug/ml de BODIPY® pelo mesmo periodo.
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5.16.  Aplicacdo in vivo de G2 em Caenorhabditis elegans

Foi realizada marcacdo em C. elegans com G2 objetivando-se: 1) avaliar a
possibilidade de aplicacdo desse fluoréforo em novas espeécies; 1l) estudar como se
comporta a marcacao de G2 nos tecidos desses nematddeos; I11) verificar a capacidade de
aplicacéo in vivo para o derivado de BTD em questéo.

A Figura 28 mostra a aplicacdo do G2 em C. elegans vivo e fixado, bem como o
tratamento controle, no qual o nematédeo foi apenas fixado sem incubacdo com o
fluoroforo. A fraca e difusa autofluorescéncia do nematodeo esté apresentada na Figura
28 A e ndo interferiu nos experimentos.

Quando realizado o tratamento dos nematddeos com o fluoroforo G2 apds fixacgéo,
o resultado observado foi uma marcacao fluorescente intensa de células e corplsculos
distribuidos essencialmente em torno do intestino (Figura 28 B).

Quando o composto foi apresentado para ingestdo pelos nematddeos vivos por 12
horas (Figura 28 C) o fluoroforo permaneceu no limen do intestino do nematddeo.
Quando o tempo de disponibilidade de ingestdo foi prolongado para 24 h ocorreu uma
maior penetracao e distribuicdo do composto pelos tecidos (Figura 28 D), ou seja, houve
a marcacdo dos corpusculos esféricos distribuidos ao redor do intestino do nematddeo
observados no tratamento com C. elegans fixados. O tempo de 24 h de exposi¢do do
composto ao ar, a temperatura de incubacdo dos nematddeos (20 °C) e o agressivo
ambiente quimico do intestino ndo foram suficientes para degradar o fluoréforo, o que

atesta a alta estabilidade deste composto para aplicagdes in vivo no modelo C. elegans.

83



Caenorhabditis elegans
CONTROLE FIXADO

Figura 28: Demonstracao de aplicabilidade do G2 in vivo em C. elegans (A — D). (A) Imagens de sobreposicéo
e fluorescéncia de um C. elegans fixado mostrando fraca autofluorescéncia do nematddeo. (B) C. elegans
tratado com G2 a 100 uM ap6s fixacdo. Seta aponta humerosos corpusculos esféricos fluorescentes, os quais
encontram-se distribuidos especialmente ao redor do intestino. (C) C. elegans tratado vivo com G2 a 500 uM
por 12 horas. Cabeca de seta mostra o composto G2 ingerido pelo nematddeo, localizado de maneira restrita
ao longo do sistema alimentar do animal. (D) C. elegans tratado vivo com G2 a 500 uM por 24 horas. Seta
aponta corpusculos esféricos distribuidos no intestino do nematddeo e cabeca de seta mostra o préprio
fluordforo contido dentro do sistema digestorio desses nematodeos. Barras de referéncia com 10, 50 e 75um.
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5.17. Padréo da marcacdo de G2, BODIPY e Oil Red O em C.

elegans

O padréo de marcacéo do G2 em C. elegans foi comparado com o perfil das sondas
comerciais para lipidios. Os ensaios foram realizados com C. elegans fixados e incubados
separadamente com G2, BODIPY® ou Qil Red O. O resultado observado foi semelhante
nos trés tipos de tratamentos e o padrdo mais comum apresentado nas trés marcacoes foi
a marcacdo de células ao redor do intestino. Essas estruturas foram marcadas com alta
intensidade de fluorescéncia verde nos nematodeos tratados com G2 (Figura 29 A e B).
O BODIPY® apresentou uma marcacdo mais fraca e difusa que o do derivado de BTD
(Figura 29 C e D). Nematodeos incubados com Qil Red O tiveram marcacao das goticulas
lipidicas fluorescentes no vermelho com alta intensidade, entretanto a marcacéo
inespecifica e de fundo foi maior que naqueles marcados com G2 (Figura29 E e F).

Tambeém foi realizada uma avaliacdo do padrdo de marcacéo desse fluoroforo nos
tecidos de C. elegans em diferentes areas anatdmicas do nematodeo. Nestas compara¢oes
foram utilizados os nematodeos tratados vivos com G2 a 500 uM por 12 e por 24 h, bem
como os fixados e incubados com G2 a 100 pM.

Conforme ja descrito, este fluor6foro marcou uma grande quantidade de células
na regido intestinal dos C. elegans. As imagens A, B, | e J mostram marcacOes de G2 na
regido intestinal dos nematodeos, fluorescéncia que possivelmente ocorreu por marcagdo
das organelas acidas ricas em lipidios, denominadas de granulos intestinais, e/ou goticulas
de lipidios neutros contidas em células do intestino.

Outras marcacGes de G2 em reservas lipidicas foram: no tecido subcutaneo
préximo a boca (F, N) e em embrides (D e L). Com os nematddeos tratados vivos o G2
acumulou-se na faringe delineando o drgdo internamente (G, H, O e P). Este foi um
padrdo raro de marcacao, porém interessante do ponto de vista do érgdo marcado, o qual

esta relacionado ao desenvolvimento do nematodeo.
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Figura 29: Comparacéo entre o perfil da marcacdo do G2 com os padrdes do BODIPY® e do Qil Red O. C.
elegans fixados e incubados separadamente com G2 a 100 pM, com BODIPY® a 1 pug/ml e com Oil Red O a
0,5% (A — F). Imagens mostram coeréncia as marcacfes para os trés tratamentos: corpusculos lipidicos
distribuidos ao redor do intestino do nematédeo. (A e B) Corpusculos marcados com intensidade de
fluorescéncia alta em nematddeos tratados com G2. (C e D) Goticulas marcadas com intensidade de
fluorescéncia mais baixa em nematodeos incubados com BODIPY®. (E e F) Fluorescéncia em vermelho de
estruturas circulares contendo lipideo e marcacéo inespecifica de Oil Red O no corpo dos C. elegans. Barra
de referéncia de 10um.
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Figura 30: MarcacGes de G2 em C. elegans em menor aumento (A — H) e em maior aumento (I — P). Setas
cheias em B, D e F apontam marcacao fluorescente de corpusculos redondos em regifes do intestino em
menor aumento. Essas estruturas também sdo mostradas em maior aumento, também por setas cheias em J
e L. Setas vazias nas imagens D (menor aumento) e L (maior aumento) indicam marcagdo corpuscular em
embribes de C. elegans hermafroditas. Setas pontilhadas em F (menor aumento) e em N (maior aumento)
mostram marcacao de corpusculos lipidicos no tecido subcutaneo proximo a boca. Cabecas de setaem Ge H
apontam acumulo de G2 na faringe de C. elegans tratado vivo por 12 h em menor aumento. Essa
sedimentacdo pode ser melhor observada em maior aumento em (O e P).
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5.18. Comparacéo entre G2 e BODIPY® em ensaio de infecgdo

viral em células de inseto para avaliar dindmica de lipidios

Com o objetivo de comparar os desempenhos de G2 e BODIPY® em um modelo
de estudo da dinamica de lipidios foi realizado um ensaio utilizando células de inseto
Bmb5 infectadas com os virus BmNPV e virus ACMNPV respectivamente, em uma alta
multiplicidade de infeccdo (10 virus por célula). Para o experimento foi idealizado um
painel que reune as seguintes situacdes: 1) células Bm5 nao infectadas, 11) células Bm5
infectadas com o virus ACMNPV (resultando em uma infeccdo abortiva) e Il1) células
Bm5 infectadas com o virus BmNPV (resultando em uma infeccdo bem-sucedida,
observada pela abundante producdo dos corpos de oclusdo no nucleo celular). Apos
exposicao a essas trés situacdes as células foram incubadas separadamente com G2 a 100
UM e com BODIPY® a 1 pg/ml por 30 minutos (Figura 34).

Das imagens obtidas referentes ao tratamento com G2 foram realizadas contagens
e determinacdo da area dos corpusculos lipidicos para cada situacdo. Foram avaliadas dez
células por tratamento. Os resultados foram plotados em um gréfico de dispersdo usando
GraphPad Prism e usados para validar o resultado da marcacéo pelo derivado de BTD. O
teste T foi utilizado para avaliar a diferenca significativa entre as médias das areas dos
objetos avaliados. A marcacdo com BODIPY® ndo foi quantificada por uma questio
técnica, que foi a alta marcacdo difusa citoplasmatica, o que dificulou o processamento
das imagens.

No tratamento referente as células nao infectadas observou-se em campo claro que
elas tém um formato elipsoidal com um nicleo redondo ocupando cerca de 50% do seu
volume. Em campo claro é possivel observar a existéncia de estruturas redondas
birrefringentes (corpasculos lipidicos). Quando essas células foram tratadas com o
composto G2, apresentaram marcacao especifica nas goticulas lipidicas dispersas pelo
citoplasma (Figura 32 A e B). O grafico mostra que a quantidade de goticulas lipidicas

foi, em média, 12 por célula e a area média por objeto foi de aproximadamente 4 pm? (

Figura 31). No tratamento com BODIPY® néo foram observadas diferencas no
perfil dos corplsculos marcados em comparagdo ao G2. Observou-se apenas que a
marcagcéo difusa no citoplasma feita pelo BODIPY® foi maior que a do G2 nessas células
(Figura 32 C e D).
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Células Bm5 infectadas por ACMNPV apds 96 h de incubacdo com o virus
comecaram a apresentar distorcao do formato elipsoidal da célula assumindo uma forma
mais irregular, porém o ndcleo manteve-se intacto, circular e com o mesmo tamanho. Isto
era esperado pois o virus nao é capaz de replicar nesta célula, portanto ndo seria observada
a expansdo do ndcleo, onde a replicacdo ocorre. Na marcagdo com o composto G2
observou-se ja no campo claro pontos escuros referentes ao acimulo do composto nas
goticulas de lipidios (Figura 32 E). Na fluorescéncia foi visto de maneira clara o aumento
do tamanho dos corpusculos lipidicos e da quantidade dessas goticulas por célula (Figura
32 F). No gréfico, observa-se que a quantidade média de goticulas lipidicas para esse
tratamento foi de 32 por célula (

Figura 31). A area mediana dessas organelas também aumentou para 12 um?2.
Quando tratadas com BODIPY® nessas condigdes observou-se o mesmo perfil de
acréscimo da quantidade e do tamanho dessas vesiculas por célula. Contudo esta ultima
sonda apresentou uma fluorescéncia relativamente baixa nesse tratamento, portanto a
intensidade do sinal nessas goticulas ficou mais fraco (Figura 32 G e H).

Quando as células Bm5 foram infectadas pelo BmNPV, sua morfologia ficou
completamente distorcida, com células arredondadas apresentando poucas extensdes
citoplasmaticas, conforme vistas pelo campo claro. Outra observacdo comum € que o
nacleo aumentou de volume, avancando sobre o citoplasma, além da presenca dos
evidentes e abundantes cristais ou corpos de oclusdo virais contidos no ndcleo (Figura 32
). Na maior parte das células, a quantidade das organelas marcadas reduziu
drasticamente, em outras, ndo houve grande reducdo mas o tamanho das goticulas
aumentou (Figura 32 J). A contagem de goticulas lipidicas foi, em meédia dez por célula

e a area média foi de aproximadamente 7 pm? (

Figura 31). No tratamento com BODIPY® a marcagio dos lipidios seguiu o
descrito para G2, novamente com uma maior marcacao difusa pelo citoplasma, mas ainda
demarcando uma menor proporcao de goticulas lipidicas.

A quantificagdo das estruturas marcadas em verde pelo G2 revelou diferenca
estatisticamente significativa entre os tratamentos de infeccdo em relagéo as células néo

infectadas (
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Figura 31). Estes resultados sdo sugestivos de que o virus BmNPV foi capaz de
mobilizar e consumir a reserva de energia intracelular. Em contraponto, 0 ACMNPV
causou uma perturbacédo celular onde a célula formou mais corpos lipidicos mas néo foi

capaz de consumir esta fonte de energia.
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Figura 31: Avaliacdo da dindmica de lipidios em modelo de infeccdo com diferentes virus em células de inseto.
Gréfico de dispersdo da quantidade de vesiculas pela area em células ndo infectadas, infectadas com BmNPV
ou com AcMNPV. Barras centrais indicam a média da &rea e as barras acima e abaixo da média indicam o
desvio padréo em relacdo a média. Teste t comparando médias das areas dos objetos em relacéo a célula néo
infectada, onde: * = valor P < 0.05, *** = P < 0.001. No gréafico também ¢é exposto o nimero médio de
corpusculos lipidicos por célula em cada tratamento. A figura ao lado mostra a fluorescéncia basal das células
Bmb. Barra de referéncia com 10 um.
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Figura 32: Ensaio de infeccdo viral em células de inseto para avaliacdo da dinamica de lipidios por G2 e
BODIPY® (A - L). (A e B) Células ndo infectadas apresentando marcacgdo por G2 de corpusculos lipidicos
dispersos no citoplasma. (C e D) Marcacdo de corpusculos lipidicos por BODIPY® em células Bm5 néo
infectadas com padrao de selegdo semelhante ao apresentado em A e B. (E e F) Células Bm5 infectadas com
0 virus AcMNPV e tratadas com G2 mostrando aumento do tamanho e nimero de corpusculos lipidicos.
(G e H) Infeccdo de Bm5 por AcCMNPV e tratamento com BODIPY® mostrando mesmo perfil de aumento
da quantidade e do tamanho dos corpusculos apresentado em E e F, porém com baixa intensidade de
fluorescéncia. (I e J) Células Bm5 infectadas com BmNPV tratadas com G2. Imagens mostram aumento no
tamanho dos corpusculos lipidicos em comparacgdo ao apresentado em A e B. (K e L) Células Bm5 infectadas
com BmNPV e tratadas com BODIPY®. Imagens mostram reducdo da quantidade de corpusculos lipidicos
nessas células. Cabecas de seta indicam corpusculos lipidicos no campo claro. Setas pontilhadas mostram
marcacdes da sonda BODIPY® no citoplasma celular. Setas cheias apontam gotas lipidicas grandes e setas
vazias apontam poliedros no ndcleo celular. Barra de referéncia 10 um.
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6. DISCUSSAO E PERSPECTIVAS

Todos os resultados obtidos foram estudados buscando-se investigar trés
parametros associados aos compostos G2 e X2 e que precisam ser definidos para qualquer
fluoréforo de interesse comercial, esses critérios foram: 1) as propriedades do composto,
como por exemplo citotoxicidade; I1) a especificidade do derivado de BTD em questao e

I11) a eficiéncia da sonda para aplicacdo em diferentes modelos de estudo.

6.1. Estudos comuns a G2 e X2: avaliacdo das propriedades dos
derivados de BTD

O estudo das propriedades dos compostos G2 e X2 mostra que os derivados de
BTD apresentam particularidades indesejaveis para uma sonda de interesse comercial.
Entretanto, o composto G2 revela vérias caracteristicas que também s&o encontradas entre
as melhores sondas disponiveis no mercado.

Nos ensaios com MTT para avaliar a citotoxicidade do composto G2 foi observada
consideravel reducdo da viabilidade celular nas linhagens MDA-MB-231, MCF-7,
CACO-2 e HUVEC tratadas com o fluoréforo a 100 uM. Por microscopia de luz também
identificamos que nesta concentracao ele altera morfologicamente fibroblastos de cultivo
primério, contudo, a mortalidade medida por ensaio de exclusdo com azul de tripan foi
baixa. Nos mesmos testes com 0 composto X2 quando usado a 100 uM foram observadas
menos alteracbes morfoldgicas nas células tratadas com azul de tripan e a mortalidade,
medida por este teste também foi baixa, por outro lado, o fluoréforo produziu uma
consideravel reducdo da viabilidade celular de todas as linhagens avaliadas, pelo ensaio
do MTT, principalmente apds 24 horas.

A discrepancia entre os resultados dos testes com MTT e com azul de tripan (para
ambos 0s compostos) se deve aos parametros que os diferentes ensaios séo capazes de
avaliar. No caso do MTT avalia-se a reacdo enzimatica da oxiredutase e , no caso da
exclusdo por tripan avalia-se a integridade de membrana (Mosmann, 1983; Strober,
2001). O fato de a membrana celular estar integra ndo indica de forma definitiva que a
celula esteja viavel. Por exemplo, durante a morte celular por apoptose a membrana
celular continua integra mesmo em fases tardia da morte celular (Elmore, 2007). E
possivel supor que a concentracdo de 100 uM de G2 e de X2 provavelmente ndo provoca

rompimentos na membrana celular, porém afeta 0 metabolismo da célula. Portanto, o
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ensaio de MTT indicando alteragdes da atividade mitocondrial provavelmente apresenta
dados mais completos em termos da citotoxicidade do fluor6foro. Conclui-se entdo que a
concentracdo de 100 pM, necessaria para marcacdo fluorescente para qualquer dos dois
compostos, ndo é a ideal para tratamentos com células vivas, mas ainda pode ser utilizado
em células fixadas.

Um ponto negativo em relacdo as propriedades dos compostos G2 e X2 foi a
precipitacdo de ambos, em média ap6s 2 anos de uso. No entanto, é importante esclarecer
gue esse evento sé teve inicio apds 6 anos da sintese dessas sondas e que no periodo de
trabalho com o fluor6foro os estoques foram submetidos a varios ciclos de
descongelamento. Garber et al., 2010 afirmam que em geral fluor6foros derivados do
nicleo BTD podem ser armazenados por anos em temperatura ambiente, nao
necessitando de ciclos para congelamento e descongelamento, que facilitariam sua
inativacdo. Nesse sentido, se 0 composto G2 que produziu melhores resultados puder ser
sintetizado para uso comercial é ideal recomendar sua conservagdo no estado solido, em
temperatura ambiente e distribuido na forma de pequenas aliquotas para sua diluicdo nos
momentos de uso.

Outro aspecto a ser considerado relativo as propriedades quimicas do G2 e do X2
foi a baixa solubilidade dos compostos em solucBes aquosas (que s&o 0s principais tipos
de solugdes dos meios de cultivo de células). O procedimento inicial de manipulacéo foi
a dissolucdo do p6 em DMSO absoluto formando um estoque a 100 mM de cada
fluoroforo e a dissolugdo do derivado de BTD em estoque no meio de cultura em uma
diluicdo 1:1000. Mesmo com baixa solubilidade, tanto 0 composto G2 quanto o composto
X2 se mostraram capazes de atravessar membranas celulares e atingir o seu alvo, que, no
caso do composto X2 esteve distribuido em diferentes perfis de marcacao e, no caso do
G2 foi especifico e consistente em todos os modelos aplicados.

Outro resultado que demonstra a capacidade do X2 em atravessar membranas
trata-se da aplicacdo do composto por 24 horas em C. elegans (in vivo). Este fluoroforo
atravessou os tecidos do nematddeo e marcou estruturas circulares ao redor de seu
intestino. Igualmente, 0 BTD G2 se mostrou apto a penetrar a mucosa intestinal (em
nematddeos tratados vivos ou apds fixagcdo) marcando de forma especifica os tecidos pelo
qual tem afinidade. Nos tratamentos com qualquer dos marcadores se observou alteragdes
morfologicas apresentadas nos C. elegans por microscopia confocal. No entanto, nao
foram realizados ensaios para avaliar a citotoxicidade dos compostos nos nematodeos.
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Um dado interessante seria a obten¢do da mortalidade de C. elegans induzida pelos BTDs
em questdo. Segundo Yang e Hinner (2015) moléculas pequenas e moderadamente
polares podem se difundir passivamente através da membrana celular. Neto et al., (2015)
citam uma série de derivados de benzotiadiazol aptos a atravessar a membrana plasmatica
e até mesmo a membrana nuclear.

Por fim, o composto G2 produziu marcacéo fluorescente de alta intensidade em
estruturas intracelulares, sem sinal de fundo disperso pelo citoplasma no caso de celulas,
ou disperso pelos tecidos no caso de C. elegans tratados apds fixacdo. A alta intensidade
do sinal fluorescente e a auséncia de marcacdo de fundo apresentadas pelo G2 facilitam
a aquisicdo de imagens com boa resolucdo bem como a automatizagcdo do processo de
analise de imagens digitais. Ja o fluoroforo X2 produziu marcacao fluorescente de relativa
intensidade em estruturas intracelulares, entretanto ndo apresentou um padrao especifico
e também revelou sinal de fundo disperso pelo citoplasma no caso de células, ou disperso

pelos tecidos no caso de C. elegans.

6.2. Estudo dos padrdes de marcacéo do X2

A marcacdo com o composto X2 em células de mamiferos vivas ou apés fixacao,
mostrou diversos perfis de seletividade intracelular para a sonda de BTD. Em células
MDA-MB-231 e HUVEC foram observadas minusculas estruturas por todo o citoplasma
ficando este com uma aparéncia multipontilhada. Esse padrao é condizente com marcacgao
de vesiculas do sistema endossomal. Bananis et al. (2003) mostram num estudo sobre
regulacao de vias endociticas precoces que a distribuicdo dessas vesiculas se da por toda
a célula com minusculas estruturas fluorescentes deixando-a com aparéncia de
multipontilhada. Em células CACO-2 e DU-145 foram identificadas estruturas circulares
alongadas e distribuidas em regiGes proximas ao nucleo. Perfil semelhante ao de
seletividade para pelo menos trés organelas, que sdo: endossomos tardios (Wallabregue
etal., 2016), lisossomos (Grossi et al., 2016) e autofagossomos (Takashima et al., 2015).
Acreditamos que este composto possa estar se aglomerando no sistema
endossomo/lisossomo devido as elevadas taxa de endocitose observada em células
tumorais (revisado por Mellman e Yarden, 2013). Outro padrdo identificado nas
marcacdes do X2 foi a concentracdo de sinal fluorescente em regides perinucleares,
normalmente polarizado para um dos lados da célula, em MCF-7 e HUVEC, perfil este

sugestivo de seletividade para aparato de Golgi ou para reticulo endoplasmatico, como
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mostrado nos trabalhos com microscopia por fluorescéncia de Fukasawa et al., (1999) e
de Yang et al., (2014). Por fim observamos uma marcag&o linear do X2 na borda da célula,
especialmente em MDA-MB-231 fixadas, que é um caracteristica propria de marcagéo
em cavéolas, a qual é reconhecida por ser predominante na membrana plasmatica (Wang
et al., 2010). Na tentativa de esclarecer esta ddvida, outros ensaios foram realizados e
serdo discutidos na sequéncia.

A comarcacdo de X2 com Lysotracker foi realizada para esclarecer se 0 composto
apresenta seletividade para lisossomos, devido aos resultados de marcacdo em células de
mamiferos e do tratamento de células MDA-MB-231 com LysoTracker® Deep Red ou
com X2 mostrando conjuntos de estruturas circulares alongadas em ambos os ensaios. A
comarcacao mostrou semelhancas e diferencas entre os perfis das duas sondas, de modo
que ha colocalizagOes de estruturas marcadas por X2 e por LysoTracker® Deep Red, no
entanto também ha marcacdes exclusivas de X2 e marcages restritas ao LysoTracker®
Deep Red. Desse modo, ndo foi possivel concluir com estas analises exatamente a que o
composto X2 tem afinidade, sendo possivel apenas afirmar que o derivado de BTD se
acumula em vesiculas acidas. Outro dado que corrobora esta hipotese foram os resultados
obtidos do tratameneto in vivo em C. elegans apresentando um perfil de distribuicio
muito sugestivo de marcacdo em granulos intestinais. Sabe-se que essas organelas sao
reconhecidas por serem &cidas e com conteudo lipidico (Zhang et al., 2010).

Essa marcacdo do X2 em C. elegans levanta um ponto importante do composto
em termos de perspectivas pois suas caracteristicas parecem ser apropriadas para a
insercdo de modificagbes na sua estrutura, como a adicdo de substituintes com
propriedades de base fraca, que poderiam contribuir com a especificidade da sonda para
marcacdo de organelas acidas.

Tooze & Yoshimori, (2010) mostram alta concentragdo de membranas em
organelas 4cidas, tais como autofagossomos. Esse dado também nos chamou ateng&o pois
considerando-se todos os perfis de marcacdo do X2 em células de mamiferos, e supondo
que ele esteja marcando simultaneamente todas essas organelas, é razoavel buscar algo
comum a todas essas estruturas intracelulares que neste caso seria as membranas de
organelas. Lembrando também que este fluoréforo ndo marca nacleo, como foi mostrado
nos resultados, muito provavelmente ele ndo apresenta afinidade por &cidos nucleicos
nem por proteinas. Levando em consideracdo sua afinidade por membranas é possivel
que este BTD esteja apresentando especificidade por um grupo de ou por algum tipo de
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fosfolipidio abundante na célula. Na possibilidade de o X2 marcar realmente fosfolipidios
uma modificacdo na arquitetura atbmica da molécula, buscando direcionar a sua
especificidade para um fosfolipidio raro por exemplo, poderia trazer novos rumos para

este composto (Sato et al., 2014).

6.3. Avaliacdo da marcacéo do X2 durante a infeccdo em células de

inseto

Para avaliar os padrdes de marcacdo do X2, buscamos utilizar trés linhagens
celulares de inseto com diferentes respostas a infeccdo viral de ACMNPV. Também
utilizamos um baculovirus recombinante contendo dele¢do no gene antiapoptético p35,
para induzir a apoptose nas trés linhagens celulares testadas.

A linhagem Sf9 é comumente utilizada para crescer o virus ACMNPV, desta forma
¢ considerada permissiva a este virus favorecendo replicacdo viral e ampla formacao de
progénie (INVITROGEN, 2015). A linhagem Ld652Y é considerada semi-permissiva
com reduzida produgdo de progénie viral (Goodwin, Tompkins e McCawley, 1978). Esta
célula possui um mecanismo de defesa ao ACMNPV que ndo esta associado a apoptose,
de modo que a sintese de proteinas celulares e virais fica limitada apds a infeccdo (Du e
Thiem, 1997), porém sob infeccdo por ACMNPVAP35 entra em apoptose. A linhagem
Bm5 ndo é permissiva ao ACMNPV devido a incompatibilidade do maquinéario de
replicacéo viral com componentes intracelulares portanto a infeccéo é abortiva, induzindo
apenas a expressdo de genes precoces sem causar alteracdes na morfologia celular
(Argaud et al., 1998). Quando infectada por um virus deficiente em inibidores de
apoptose esta célula também entra em apoptose (Prikhod’ko e Miller, 1996).

A apoptose provocada pela célula ocorre a partir do reconhecimento celular de
eventos da fase precoce, produzidos pelo virus, tais como a expressao de genes
estimuladores da expressao génica, quanto por eventos da fase tardia da infecgdo, como
exemplo a replicacdo do DNA viral no nacleo (LaCount e Friesen, 1997; Prikhod’ko e
Miller, 1996). Por outro lado os genes antiapoptdticos presentes no virus que Sao
expressos na fase precoce da infeccdo viral, irdo inibir a via de caspases a qual leva a
apoptose, impedindo que a célula inicie esse processo e controlando-a para producéo de
progénie viral (Clem, 2007; Du e Thiem, 1997).

Autofagia e Apoptose sao eventos celulares distintos de modo de que o primeiro

é um processo de degradacdo dos componentes celulares que ocorre em autofagossomos,
98



enquanto o segundo é caracterizado por todos 0s processos celulares relacionadas a morte
celular, incluindo a autofagia entre esses processos (Fuchs e Steller, 2015).

De acordo com Franzetti et al. (2012) a autofagia precede a apoptose.
Considerando este aspecto sabiamos que a infeccdo de células com um virus indutor de
apoptose (como 0 ACMNPVAP35) iria levar a formacdo de autofagossomos (organelas
acidas) e posteriormente de corpos apoptoticos (vesiculas originadas de membrana das
organelas e ricas em fosfolipidios). Esperando marcacdo de X2 em organelas &cidas ou
em fosfolipidios de membranas realizamos um ensaio com células permissivas (Sf9),
semipermissivas (Ld652Y) e ndo-permissivas (Bm5) a infeccao viral pelo ACMNPV em
trés diferentes condicdes: 1) ndo tratadas com nenhum dos virus; 11) incubadas com o virus
ACMNPV; I11) expostas ao virus que induz apoptose AcCMNPVAP35.

Em todas as células ndo infectadas era esperado a obtencdo de uma referéncia do
que € o padrdo de marcacdo de autofagossomos para uma célula normal. Também era
esperado ser observado o perfil de marcacao de organelas como reticulo endoplasmatico
e aparato de Golgi, quando normais.

Nas células permissivas (Sf9) infectadas com o virus ACMNPV era esperado ver
uma menor quantidade de autofagossomos pois 0 virus inibe a apoptose. Também
buscavamos observar alteracGes citoplasméaticas em organelas especificas, como por
exemplo no reticulo endoplasmatico, no aparato de Golgi ou no sistema de sintese de
proteinas (Rohrmann, 2013). Apds a infeccdo as células apresentaram nucleo inchado
com marcagdo verde no seu interior e forte marcacdo de grandes estruturas circulares
concentradas no citoplasma. A invasdo de verde no ndcleo é indicativa do processo de
formacéo do envelope de membrana dos ODVs que ocorre dentro do nicleo (Rohrmann,
2013). Como era esperado uma menor proporcdo de autofagossomos nessas células,
acreditamos que as grandes estruturas circulares marcadas pelo X2 néo se tratavam dessas
organelas. Nesse sentido poderiam ser reticulo endoplasmético ou aparato de Golgi.

Na mesma linhagem, quando infectada com o virus AcCMNPVAP35 esperavamos
ver marcacdo de X2 em autofagossomos e/ou marcacdo do composto em corpos
apoptéticos e entrada da sonda no ndcleo devido a degradacdo do mesmo. Apos a
incubagdo com ACMNPVAP35 observou-se o nicleo marcado de verde no seu interior,
porém nesse caso a marcacdo do BTD revela degradacdo nuclear devido ao quadro de
apoptose tardia iniciando com alteragdes na membrana plasmatica similar ao inicio de
formacdo dos corpos apoptoticos.
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Nas células semi permissivas (Ld652Y) infectadas com o ACMNPV esperavamos
0 mesmo padrdo que seria apresentado pelas células permissivas, no entanto com
caracteristicas de uma infeccdo menos eficiente. Apds a infeccdo com o ACMNPV o
nucleo aparentava-se inchado, célula irregular e haviam muitos corpusculos marcados.

Na infeccdo por AcMNPVAP35 nessa linhagem era provavel que ocorresse 0s
mesmos eventos programados para as células permissivas. Os resultados mostraram
células em fase final de apoptose, forte marcacdo perinuclear, corpos apoptéticos com
marcacdo mais forte na membrana destes, nacleo com invasdo da marcacdo verde
representativo da degradacgéo nuclear indicativo do processo de formagao do envelope de
membrana dos ODVs que ocorre dentro do ndcleo (Rohrmann, 2013).

Na linhagem ndo permissiva (Bmb5), quando infectada com o AcMNPV
esperdvamos marcacao parecida com o padrao apresentado pelas células ndo infectadas.
Foram observadas células com poucas alteraces nucleares, 0o que era esperado pois
ACMNPV néo replica nesta linhagem (Argaud et al., 1998). E sob infeccdo por
AcMNPVAP35, eram previstos 0s mesmos eventos ja descritos para as linhagens
permissiva e semi-permissiva. Foram observadas células em fase final de apoptose com
corpos apoptoticos marcando fortemente a membrana destes e nlcleo com invasdo da
marcacgéo verde representativo da degradagéo nuclear.

Esses resultados nos permitiram concluir que, como marcador fluorescente, o0 X2
trouxe apenas respostas parciais em relacdo ao quadro infectivo que estava ocorrendo nas
células. Desse modo, o composto ndo permitiu, por exemplo, o estabelecimento da
dindmica de organelas do sistema endossomal/lisossomal durante o processo de infeccéo.
Essas respostas, por ndo serem completas, nos mostram que o composto ainda precisa de
ajustes, principalmente no que diz respeito a sua especificidade.

Os resultados que mostraram seletividade do X2 para a membrana de corpos
apoptéticos em células Bm5 indicam possivel especificidade por um grupo de / um tipo
de fosfolipidio abundante e disponiveis nestas estruturas. Avaliagdes adicionais poderdo
ser feitas no sentido de esclarecer a classe de lipidio a que este composto se associa e
poderia delinear novos rumos ao marcador. Como é o caso de marcadores que identificam

apoptose pela dosagem de fosfatidilserina (Vermes et al., 1995).
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6.4. Determinacdo do alvo intracelular do G2

Para determinar o alvo intracelular do G2, primeiro serdo descritas as estruturas
que ele ndo marca. O nucleo celular nunca é marcado por este fluoréforo, indicando que
ndo possui afinidade por &cidos nucleicos ou proteinas. De forma similar, a membrana
plasmatica ou membrana nuclear e estruturas adjacentes como o reticulo endoplasmatico
ndo sdo marcados de forma definitiva, indicando que o G2 ndo possui uma afinidade
direta por fosfolipidios.

A marcacdo de G2 em células de mamiferos e de inseto revelou estruturas
esféricas distribuidas pelo citoplasma. Em Bmb5, estas estruturas esféricas marcadas séo
birrefringentes quando observadas em campo claro, indicando alta densidade do
conteddo, caracteristico de gorduras. De acordo com DiAugustine et al., (1973)
corpusculos lipidicos sdo vesiculas globulares formadas a partir do reticulo
endoplasmatico, contendo lipidios em seu interior (&cidos graxos, triglicerideos e
esterdis) e possuem diametro entre 0.5 e 2.0 um. Estas dimens6es foram predominantes
na quantificacdo das areas dos corpusculos de células Bmb.

Comparando o padrdo das marcagOes de G2 com os apresentados pelos
marcadores de lipidios ja validados comercialmente BODIPY® e Qil Red O, foram
observados padr@es morfologicos similares nas organelas marcadas. Ao comparar a
morfologia, quantidade e distribui¢do de estruturas marcadas em células MDA-MB-231,
foi observado que o marcador comercial de referencia para marcacdo de lipidios neutros
BODIPY® se associou a uma propor¢do maior de corplsculos de pequenos tamanhos
quando comparado ao composto G2, que marcou apenas corpusculos de tamanho medio
a grande. Ja nos perfis de marcacgdo entre G2, BODIPY® e do Oil Red O em MCF-7 e em
C. elegans, identificou-se uma maior proporc¢do de goticulas muito pequenas marcadas
nos tratamentos com BODIPY® enquanto G2 e Oil Red O marcaram proporcionalmente
menos dessas pequenas estruturas e mais organelas de tamanho médio a grande. Devido
as similaridades, é possivel sugerir que o0 BODIPY® marcou as mesmas estruturas de
maiores dimens@es que 0 G2 marcou, mas também marcou estruturas de pequeno porte
que este ultimo ndo marcou.

Os resultados da colocalizagédo entre G2 e Oil Red O em células MCF-7 e Bmb,
demonstrou a presenca das duas sondas em corpulsculos lipidicos . No entanto, a
comarcacao ndo foi a ideal pois cada marcador (G2/ Oil Red O) possui um diluente ideal

para incluséo na amostra, os quais séo diferentes entre si, de modo que a utilizagdo de um
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dos protocolos para ambos 0s compostos resulta na marcagdo intensa de apenas um
destes, reduzindo a intensidade de sinal do outro. A realizagdo de ensaios em conjunto
entre G2 e Nile Red seria mais apropriada, ja que que este Gltimo marcador apresenta
seletividade para lipidios neutros, exatamente como 0 BODIPY® (Cheung et al., 2010).
A comarcagdo com Nile Red possibilitaria ndo s6 um melhor resultado em termos de
colocalizacdo, mas também poderia esclarecer se 0 G2 marca um grupo mais restrito de
moléculas lipidicas, dentro da classe dos lipidios neutros.

O Oil Red O apresentou um padrdo de marcacdo muito similar ao do G2,
marcando apenas estruturas com grande porte. BODIPY® 493/503, conforme catalogo do
produto, é conhecido por apresentar afinidade por triglicerideos e por ésteres de esterais,
enguanto o Oil Red O apresenta afinidade por triglicerideos e lipidios neutros (Mehlem
et al., 2013; Ramirez-Zacarias, Castro-Mufiozledo e Kuri-Harcuch, 1992). Portanto,
como o G2 apresenta maior similaridade com Oil Red O que com BODIPY® é provavel
que esteja marcando triglicerideos e lipidios neutros. Por extensao, as organelas marcadas
por G2 seriam corpusculos lipidicos ricos em triglicerideos.

A literatura sobre a anatomia de C. elegans corrobora esta conclusdo pois Nile
Red, Oil Red O e BODIPY®marcam dois tipos de estruturas ricas em lipidios: os granulos
intestinais e goticulas de armazenamento de gorduras ou goticulas lipidicas (Zhang et al.,
2010, O’Rourke et al., 2009). Os granulos intestinais sdo organelas ricas em gorduras
(como goticulas lipidicas) associadas a lisossomos e estdo presentes exclusivamente em
células do intestino, especialmente abundantes logo apds a faringe, na regido inicial do
referido 6rgdo. As goticulas lipidicas sdo organelas ricas em gorduras com uma
monocamada de fosfolipidios que se distribuem de forma diversificada pelo corpo dos C.
elegans, com abundancia em tecidos do intestino, no subcutaneos, e em embrides (Zhang
et al., 2010). Assim como os marcadores citados, o G2 foi capaz de marcar todos 0s
tecidos ricos em lipidios, tanto os granulos intestinais quanto os demais.

O G2 também apresentou resultados que sugerem afinidade por um tipo especifico
de lipidio. Assim como o Oil Red O que marca grandes goticulas lipidicas nas células e
possui forte afinidade por triglicerideos e pouca afinidade por ésteres de colesterol, o
derivado de BTD com padrdo de marcagdo semelhante pode ter o mesmo tipo de
afinidade.

Segundo Martin & Parton (2006), lipoprteinas de baixa densidade (VLDL)
captadas na membrana plasmatica através do receptor de LDL trafegam no citoplasma a
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partir do sistema endossomal inicial para endossomos tardios, onde é hidrolisada
liberando &cidos graxos (a partir de triglicerideos) e colesterol livre (a partir de ésteres de
colesterol).  Simultaneamente os corpusculos lipidicos sdo formados no reticulo
endoplasmatico em resposta ao aumento do nivel de acidos graxos, contidos apenas por
uma monocamada de fosfolipidios com proteinas associadas tais como as fosfolipases,
muitas dessas proteinas séo relacionadas ao transporte vesicular, a fusdo de membranas e
a motilidade do citoesqueleto (Farese e Walther, 2009). Nesse sentido corplsculos
lipidicos podem trafegar pelo citoplasma tanto como organelas independentes como
associadas ao sistema endossomal

As LDLs sdo proporcionalmente ricas em triglicerideos e pobres em ésteres de
colesterol sendo que as HDLs sdo ricas em ésteres de colesterol e acido graxos e pobres
em triglicerideos (Feingold e Grunfeld, 2000).

Hipoteticamente, utilizando-se de um perfil lipidico sanguineo BODIPY®, que
marca corpusculos lipidicos pequenos e grandes e apresenta afinidade por trigliceridios e
ésteres de esterodis, apresentaria um espectro de alvos lipidicos condizente com a
marcacdo tanto de grandes lipoproteinas (VLDL) quanto de pequenas lipoproteinas
(HDLs).

Também hipoteticamente, utilizando-se da mesma amostra de perfil lipidico para
tratamento com G2, o derivado de BTD marcaria preferencialmente as lipoproteinas de
baixa densidade (VLDLs, IDLs e LDLS).

Os resultados obtidos mostraram que 0 G2 pode ser aplicavel para diferentes tipos
de andlises, como por exemplo, estudos de fatores relacionados a resposta imunoldgica
que estejam correlacionados com o metabolismo lipidico ou estudos que investiguem a

dindmica do metabolismo de triglicerideos em modelos celulares.
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6.5. Aplicagdo do G2 para avaliar o metabolismo energético
durante a infeccéo viral

A aplicagdo do G2 na avaliagdo da dindmica do metabolismo de gorduras foi
testada utilizando o modelo de infeccdo de células Bm5 por dois baculovirus: o BmNPV
capaz de infectar esta linhagem e o AcMNPV que gera uma infeccdo abortiva. Este
modelo com a linhagem Bm5 foi selecionado por esta apresentar abundantes corpusculos
lipidicos o que simplificou a analise.

O sucesso da infeccdo celular por um virus é determinado pela habilidade deste
em controlar o metabolismo celular de forma a inibir as defesas celulares antivirais (como
a apoptose) e aumentar a atividade das vias metabdlicas associadas a respiracéo celular e
a sintese de nucleotideos e proteinas no sentido de promover a replicacéo viral e formacao
de progénie viral (Monteiro et al., 2012; Xue et al., 2012). Ja uma infec¢do abortiva
ocorre quando o virus € incapaz de inibir as defesas celulares através de seu arsenal génico
de controle celular, desse modo ocorre uma infec¢do pouco produtiva quando o controle
da célula pelo virus é incompleto ou ineficiente, resultando em uma fraca producéo de
progénie viral (Castro et al., 1997). Neste ultimo caso, mesmo com as defesas celulares
desarmadas, o controle do metabolismo energético pelo virus pode falhar resultando em
uma menor quantidade de recursos para 0 virus executar a replicacdo e formacdo de
virions (Clem, 2007; Clem e Miller, 1993; Passarelli, 2011).

Os estudos sobre o metabolismo energético durante a infeccao viral in vitro sdo
importantes pois modelos manipulaveis geralmente elucidam mecanismos essenciais para
uma infeccdo produtiva, sugerindo entdo novas formas de combater estes
microorganismos e essas contribuicdes também acrescentam para a area médica pois
muitos desses mecanismos se repetem em infeccgdes virais de células de mamiferos. Um
otimo exemplo foi a observacdo que virus infectivos a seres humanos, como o Influenza
A, inicialmente estimulam a célula hospedeira a acelerar o ciclo de Krebs para
“alimentar” a via de biossintese de &cidos graxos e triglicerideos. Portanto, ao inibir
quimicamente a via de sintese de triglicerideos também se bloqueia a replicacéo viral
(Munger et al., 2008).

Os estudos de bioenergética celular durante a infeccéo viral sdo raros, em especial
em relacdo aos baculovirus (Monteiro et al., 2012). Os poucos trabalhos existentes na
literatura possuem um foco voltado para o aumento da eficiéncia e produtividade de

proteinas quando o baculovirus € utilizado como vetor de expressdo de proteinas
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heterdlogas de interesse. Nestes casos, apenas busca-se otimizar a expressao génica pela
modificagdo dos componentes do meio de cultura ou parametros de cultivo como a
multiplicidade de infeccdo e concentracédo de células (Bernal et al., 2009; Carinhas et al.,
2010).

Na infeccdo de Bm5 por BmNPV a expressdo de genes da célula associados ao
metabolismo energético ocorre em duas fases: I) durante as primeiras 12 h de infeccdo
ele aumenta a expressdo de genes do hospedeiro que séo associados a respiracdo celular
realizada em mitocondrias (fase precoce); Il) ap6s 12 h ocorre um blogueio na expressao
da maioria dos genes do hospedeiro e um aumento drastico na expressdo de todos 0s genes
virais, especialmente dos genes associados a replicacéo e formacgdo dos capsideos virais
(fase tardia) (Xue et al., 2012). Em uma infeccao abortiva de Bmb5, o virus é capaz de
expressar genes da fase precoce, mas ndo expressa 0s genes da fase tardia e a replicacédo
viral ndo ocorre (Morgado, Ardisson-Araujo e Ribeiro, 2017).

E possivel que a infecgdo por baculovirus induza uma perturbagio na expressio
génica do hospedeiro durante a fase precoce e em consequéncia aumente a biossintese de
acidos graxos, portanto ocorrerd um maior acimulo de lipidios neutros na célula. Isto
ocorre em preparo a fase tardia, na qual as reservas de energia serdo consumidas para
serem utilizadas na replicacdo viral e na sintese de proteinas estruturais. A infeccao
abortiva de Bm5 pelo AcCMNPV realiza entdo apenas um destes passos, forcando a célula
aacumular mais lipidios, como observado no aumento do nimero e tamanho das goticulas
96 horas ap0s a infecgdo, no entanto em consumir estes elementos pois a fase tardia nunca
ocorre.

A infecgdo bem-sucedida do BmNPV nesta linhagem celular resulta entdo em uma
reducdo no nimero de goticulas lipidicas de pequeno tamanho por célula, as quais
existiam em momentos iniciais da infec¢do, mas provavelmente foram consumidas mais
rapido que as goticulas maiores, que foram as observadas 96 horas apos a infeccdo. Desta
forma, a dindmica dos corpusculos lipidicos observada durante a infecgdo completa com
a utilizacdo do nosso marcador pdde ser definida, promovendo inicialmente um aumento
no tamanho e nimero destas estruturas e na sequéncia uma dréstica reducdo que pode ser

interpretada como mobilizagdo e consumo.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho até 0 momento nos permitem concluir que 0s
fluoréforos derivados de BTD, investigados neste estudo: G2 e X2, podem ser aplicados
em diferentes ensaios e em modelos bioldgicos bastante variados. Também conseguimos
avaliar a especificidade desses marcadores e para um deles (G2) conseguimos definir uma
classe de moléculas pelas quais o marcador possui afinidade (lipidios). Concluimos ainda,
que o marcador G2 pode apresentar afinidade por um grupo especifico de lipidio dentro
da classe de lipidios. No entanto estudos adicionais devem ser realizados para a
confirmacdo inequivoca desta observacdo e uma alternativa seria a microscopia de
Raman. Essa possibilidade nos permite selecionar uma sonda com caracteristicas
superiores aos marcadores fluorescentes convencionais para lipidios atualmente
utilizados, visto que, ao apresentar seletividade para um grupo especifico de moléculas
este composto pode trazer respostas mais consistentes em estudos relacionados ao
metabolismo lipidico. A especificidade do marcador X2 foi estudada, porém, devido aos
diferentes perfis de marcacdo apresentado por esse composto, a identificacdo de uma
molécula ou um grupo de moléculas pelo qual o fluoréforo apresenta afinidade nao pode
ser feita. Contudo hipotetizamos que este marcador possa apresentar afinidade para um
grupo de fosfolipidios ou um tipo de fosfolipidio abundante no ambiente intracelular. Da
mesma forma, mais estudos precisam ser feitos a fim de esclarecer os fundamentos da sua
afinidade. O composto G2 se mostrou apto para aplicagdo em células e até mesmo para
organismos mais complexos, conforme mostrado em resultados apresentados em células
de mamiferos, células de inseto e em C. elegans, em que corpusculos lipidicos sdo
marcados por G2 em todos esses modelos. Foram realizados estudos in vivo com 0s
compostos e estruturas importantes como as gut granules foram identificadas pelos
fluoréforos, no entanto, como revelado pelas analises de viabilidade celular, os compostos
apresentaram citotoxicidade, por isso foi recomendado sua utilizacdo apenas em
organismos fixados. O sistema baculovirus — células de inseto se mostrou uma importante
ferramenta de avaliagdo da eficicia desses compostos para aplicacdo em pesquisa,
possibilitando um estudo da dindmica de lipidios com aplicagdo do composto G2 e
trazendo alguns esclarecimentos sobre a seletividade de X2. Estes ensaios permitiram
delinear caminhos para a modificagdo dos compostos visando a sua melhoria no aspecto

da especificidade. Por fim, este trabalho lanca as bases para a a producéo de documento
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de requisigéo da protecédo intelectual e posterior divulgacdo do composto G2. Por outro
lado, trouxe esclarecimentos quanto a atividade do composto X2 dentro do ambiente
celular o que direcionara nossos esforcos para produzir novas geracées de moléculas com

modificacdes que possa contribuir para a melhoria do composto X2.
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