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Assim diz o Senhor: Eu ndo perdi o controle da tua vida, esta tudo no meu
tempo. Nao ha nada atrasado. Aquietai-vos e sabei que Eu sou Deus.
Salmo 46, V 10
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Resumo

Neste trabalho, apresentamos um estudo sobre a sintese, caracterizacdo e
aplicacao de dois novos sensores fluorescentes de benzotiadiazola (BTD) para
a deteccdo e quantificacdo de hidrazina (N2Hs) em niveis celulares e
multicelulares (in vivo). O desenvolvimento desses sensores tem grande
relevancia, pois a deteccado precisa de hidrazina € de extrema importancia em
varias é&reas, incluindo a induastria quimica e biolégica. Primeiramente,
descrevemos o projeto e a sintese cuidadosa das duas sondas, denominadas
BTD-CHO e BTD-HZN. A caracterizagdo completa das sondas foi realizada, e
suas propriedades fotofisicas foram minuciosamente avaliadas. Demonstramos
que o BTD-CHO é um corante fluorogénico projetado para atuar como um sensor
altamente seletivo para a deteccéo rapida e sensivel de hidrazina. Quando em
contato com N2Hs4, 0 BTD-CHO produz o derivado BTD-HZN, liberando agua
como Unico subproduto. Esse mecanismo de reacao seletivo € fundamental para
garantir a precisdo e a especificidade do sensor. Uma das caracteristicas mais
interessantes observadas foi a afinidade do BTD-CHO por goticulas lipidicas
(LDs) dentro das células. Essa propriedade permite que o sensor se acumule
eficientemente dentro dessas organelas, tornando-o especialmente adequado
para a deteccdo de hidrazina em um ambiente intracelular. Com base nisso,
conseguimos visualizar com eficiéncia os lipidios em um modelo celular

desafiador, as microalgas Chlorella sorokiniana, utilizando os sensores BTD.



Xiii
A fim de avaliar o desempenho dos sensores em modelos multicelulares,
conduzimos experimentos in vivo utilizando os organismos C. elegans e
zebrafish (Danio rerio). Os resultados indicaram uma detecc¢do rapida e eficiente
do analito hidrazina em ambos os modelos multicelulares, demonstrando a
aplicabilidade pratica dos nossos sensores. Nossos achados representam uma
importante contribuicdo para a area de sensores fluorescentes e abrem novas
perspectivas para a detecgdo de hidrazina em diferentes contextos, com
aplicacbes promissoras em pesquisas biolégicas e aplicacdes industriais.
Acreditamos que os sensores BTD tém o potencial de impulsionar estudos mais
aprofundados sobre a deteccao de hidrazina, facilitando a compreensao de seu
papel em diversos processos celulares e permitindo sua monitoracdo em niveis
intracelulares e multicelulares. Além disso, o desenvolvimento desses sensores
representa um avanco significativo em direcdo a uma detec¢cdo mais precisa e
sensivel de hidrazina, abrindo caminho para a aplicacdo de novas tecnologias

em diversas areas.
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Abstract

In this work, we present a comprehensive study on the synthesis, characterization
and application of two new benzothiadiazole (BTD) fluorescent sensors for
detection and quantification of hydrazine (N2Ha4) at cellular and multicellular levels
(in vivo). The development of these sensors has a big voice, as the accurate
detection of hydrazine is of utmost importance in several areas, including the
chemical and biological industry. First, we describe the design and careful layout
of the two probes, named BTD-CHO and BTD-HZN. The complete
characterization of the probes was carried out, and their photophysical properties
were thoroughly evaluated. We demonstrate that BTD-CHO is a fluorogenic dye
designed to act as a highly selective sensor for the rapid and sensitive detection
of hydrazine. When in contact with N2H4, BTD-CHO produces the BTD-HZN
derivative, releasing water as the only by-product. This selective reaction
mechanism is critical to ensure sensor accuracy and specificity. One of the most
interesting features observed was the secretion of BTD-CHO by lipid droplets
(LDs) inside cells. This property allows the sensor to efficiently accumulate within
these organelles, making it especially suitable for detecting hydrazine in an
intracellular environment. Based on this, | participated in efficiently visualizing
lipids in a challenging cellular model, the microalgae Chlorella sorokiniana, using
BTD sensors. In order to evaluate the performance of sensors in multicellular
models, we conducted in vivo experiments using C. elegans and zebrafish (Danio
rerio) organisms. The results indicated a fast and efficient detection of the
hydrazine analyte in both multicellular models, demonstrating the practical
applicability of our sensors. Our findings represent an important contribution to

the field of fluorescent sensors and open new perspectives for the detection of
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hydrazine in different contexts, with promising applications in biological research
and industrial applications. We believe that BTD sensors have the potential for
more in-depth studies on hydrazine detection, facilitating the understanding of its
role in different cells and allowing its monitoring at levels of intracellular and
multicellular processes. Furthermore, the development of these sensors
represents a significant advance towards a more accurate and sensitive detection
of hydrazine, paving the way for the application of new technologies in several

areas.



Introducao e Objetivos



A hidrazina (N2Hs) € um reagente de fundamental importancia no mundo
moderno, principalmente devido as suas aplica¢des industriais. Por exemplo, é
usada para inibir a corrosdo de metais devido a sua capacidade de eliminar o
oxigénio em usinas nucleares e elétricas.! A alta entalpia de combustéo e a falta
de poluicdo envolvida nesse processo permitem que a hidrazina seja usada
como propelente para misseis e sistemas de propulsdo de naves espaciais.?
Além disso, muitos processos farmacéuticos industriais utilizam hidrazina como
matéria-prima em seus procedimentos sintéticos para obter drogas
antimicrobianas.? A industria agroquimica também faz uso da N2Hs em pesticidas
e como reguladores de crescimento de plantas.* Estes sdo apenas alguns
exemplos entre uma miriade de aplicagBes possiveis e atuais para esta pequena

e simples molécula.®

No entanto, preocupacdes com a saude surgiram como resultado da
contaminac¢ao da hidrazina na agua, alimentos e atmosfera. Um limite baixo de
concentraces de N2Hs (até 10 ppb)® é sugerido para evitar danos,
especialmente a saude humana. O potencial nocivo da hidrazina pode afetar
gravemente os rins, pulmdes, figado e sistema nervoso, principalmente quando
absorvida por inalacdo, contato com a pele ou ingestdo, como evidenciado em
um estudo recente’ sobre exposicdo ocupacional a hidrazina. Embora nédo esteja
totalmente confirmado, a hidrazina é reconhecida como uma substancia

cancerigena para humanos®, pois roedores expostos ao N2Hs desenvolveram

tumores.

Nesse contexto, ndo é dificil imaginar que pequenos vazamentos durante
o transporte e armazenamento de hidrazina, residuos ndo queimados quando

utilizada como combustivel, partes destacadas de estagios de foguetes,



quantidades residuais de produtos ndo purificados de varios processos
industriais e outras fontes potenciais de contaminacdo representem uma séria
ameaca aos sistemas ecoldgicos naturais e a satde humana.® Sabe-se que a
hidrazina (e seus derivados) é relativamente escassa na natureza, conforme
relatado na literatura cientifica,'° e ndo é produzida endogenamente em nossas
células. Portanto, a deteccdo de hidrazina em sistemas vivos é de suma
importancia para o diagndstico e tratamento adequado em caso de intoxicacao.
Além disso, a deteccao seletiva e a quantificacdo desse analito sao cruciais para

prevenir ou remediar qualquer contaminagéo.

Existem varias metodologias disponiveis para a deteccéo e quantificacdo
de hidrazina, conforme observado em revisées recentes sobre o assunto.*’
Embora cada um desses métodos tenha suas préprias vantagens e
desvantagens, o uso de pequenos sensores fluorescentes organicos oferece
inumeros beneficios, incluindo alta sensibilidade, especificidade, seletividade e
facilidade de operacéo. Moléculas fluorogénicas também podem ser usadas para
imagens in vitro e in vivo em sistemas biolégicos, tornando esses sensores

ferramentas valiosas para a deteccao e quantificacdo de hidrazina.

Embora o desenvolvimento de sensores de hidrazina seja importante,
apenas algumas moléculas orgéanicas fluorescentes obtiveram sucesso na
deteccdo seletiva de hidrazina em células vivas e organismos vivos nos ultimos
anos (ver exemplos na Figura 1).1825 A maioria dos sensores fluorescentes
desenvolvidos para detectar hidrazina é baseada em uma arquitetura molecular
especifica. Em outras palavras, essas moléculas contém um sitio reativo e
mudardo sua estrutura quando tratadas com hidrazina .22226-34 O resultado é

geralmente a formacdo de um derivado mais emissivo capaz de indicar a



presenca desse analito especifico (ou seja, N2Hs4), ou uma mudanca no
comprimento de onda de emissao (por exemplo, de vermelho para verde) ou
mesmo supressdo de fluorescéncia (sondas light-off).3>37 Analisando as
estruturas desenvolvidas mostradas na Figura 1, pode-se perceber que a maioria
dessas moléculas organicas pequenas libera subprodutos téxicos, e os residuos
estdo longe de uma perspectiva verde, especialmente considerando a analise
biolégica. Portanto, é razoavel considerar novos projetos com o minimo de
residuos e subprodutos ndo téxicos, especialmente em sistemas vivos, onde as
avaliacOes nos niveis celular e multicelular sdo necessarias para evitar qualquer
resposta biologica indesejada, efeito ou conclusées enganosas devido a
formacdo de subprodutos. O Esquema 1 mostra algumas das estratégias
sintéticas atualmente utilizadas para desenvolver novas sondas seletivas de
hidrazina e a reacdo esperada com o0s respectivos subprodutos toxicos.
Conforme ilustrado no Esquema 1, essas estratégias sdo realmente eficientes
na deteccdo de hidrazina, mas os subprodutos gerados durante essas reagoes
podem prejudicar o sistema bioldgico, mascarando os resultados e podendo

levar a conclusodes dubias.



o

L

HO o N/gs
H

Shen e colaboradores (2020)

Yin e colaboradores (2020) (referéncia 21)

(referéncia 19)

Zhang e colaboradores (2015)
(referéncia 18)

Br

Ren e colaboradores (2020)
(referéncia 23)

Huang e colaboradores (2020)
(referéncia 24)

Figura 1. Exemplos de sensores de hidrazina mostrando suas cores emissivas.
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usadas para detectar hidrazina usando pequenas

sitios reativos sdo mostrados em azul. Observe que a

utos toxicos que podem interferir na analise bioldgica.



Goticulas (ou gotas) lipidicas (LDs) sdo organelas esféricas essenciais
para a homeostase celular e manutengéo da vida.384% No entanto, monitorar as
mudancgas dindmicas associadas a essas estruturas celulares representa um
verdadeiro desafio ao tentar observa-las dentro de células vivas.***3 Corantes
fluorescentes seletivos capazes de colorir LDs sao, portanto, ferramentas
extremamente importantes para rastrear essas estruturas, conforme revisado na
literatura cientificia.*4#¢ Na ultima década, varios novos corantes fluorogénicos e
estratégias de arquitetura molecular foram desenvolvidos para corar LDs.*7-%8
Embora marcadores disponiveis comercialmente, como BODIPY e vermelho do
Nilo, sejam usados para corar LDs, eles tém preferéncia por lipidios neutros, o
que significa que muitos LDs podem escapar da deteccdo dentro das células.
Conforme revisado recentemente, ambos 0s corantes comerciais exibem
especificidades insatisfatérias dentro das células e fotopropriedades
inadequadas.* A coloracdo seletiva de estruturas lipidicas em modelos
multicelulares, como C. elegans, é particularmente desafiadora, e as limitacdes

desses marcadores disponiveis foram discutidas em estudos anteriores.>®

Os marcadores fluorescentes de 2,1,3-benzotiadiazola (BTD) sdo uma
nova classe de biossondas que foram aplicados com sucesso em experimentos
de bioimagem, como revisado pelo grupo do professor Brenno A. D. Neto.60.61
Varios grupos®2-?3 também tém aplicado novos derivados BTD fluorescentes
como sondas de bioimageamento de forma efetiva para estudar diferentes
caracteristicas biol6gicas. Embora as caracteristicas fisico-quimicas desejaveis,
fotopropriedades e estabilidades sejam normalmente notadas para derivados

BTD fluorescentes,®° até onde sabemos, nenhum BTD fluorogénico foi



aplicado como um sensor sensivel e seletivo para deteccdo de hidrazina,

especialmente em células vivas e modelos multicelulares (aplicagdes in vivo).

Com base em nosso interesse no desenvolvimento e aplicacdo em
bioimagem de BTDs fluorescentes®®-107 nesta Tese apresenta-se a sintese e
deteccdo sensivel de hidrazina em solucdo, células vivas e modelos
multicelulares usando um sensor BTD fluorescente desenvolvido com estes
objetivos em mente. Pela primeira vez, um corante BTD fluorogénico foi capaz

de colorir seletivamente LDs e detectar hidrazina dentro dessas organelas.

Objetivos Gerais

De modo geral, os objetivos do presente trabalho consistem em obter um novo
marcador fluorescente baseado no nucleo 2,1,3-benzotiadiazola para marcar
seletivamente hidrazina, com propriedades fotofisicas e de imagem especificas,
gue sejam Uteis para consolidar o nucleo BTD em bioimagem, bem como servir

CcOmo precursor para a arquitetura molecular de novos derivados fluorescentes.

A primeira etapa do trabalho consiste na sintese e caracterizag¢éo do 7-(4-
metoxifenil)-2,1,3-benzotiadiazol-4-carbaldeido a partir do nacleo 2,1,3-
benzotiadiazola. O produto serd caracterizado quanto as suas propriedades
térmicas e fotofisicas e, posteriormente, aplicado como marcador fluorescente

para avaliar a eficiéncia em imageamento celular.

Objetivos Especificos

« Sintetizar e caracterizar o 7-(4-metoxifenil)-2,1,3-benzotiadiazol-4-carbaldeido;



» Caracterizar estrutural e fotofisicamente o 7-(4-metoxifenil)-2,1,3-

benzotiadiazol-4-carbaldeido obtido;

* Aplicar e avaliar o composto como marcador fluorescente em bioimagem;

* Estudar e avaliar o comportamento do marcador apés a adi¢ao de hidrazina;

* Aplicar e avaliar o composto como marcador seletivo para hidrazina.



Capitulo 2

Parte Experimental



Os espectros de RMN foram registrados em um instrumento de RMN operando
a 600 MHz para *H e a 150 MHz para '3C. Os desvios quimicos foram expressos
em partes por milhdo (ppm) e referenciados aos sinais dos atomos de hidrogénio
residuais do solvente deuterado. Todos 0s reagentes e solventes foram
adquiridos de fontes comerciais. Os espectros de massa de alta resolucao
(HRMS) foram registrados em um Triple Quad com o analisador acelerador TOF.
As andlises UV-Vis foram realizadas usando um espectrofotdmetro UV-Vis-NIR
com solucdes recém-preparadas. Os experimentos de fluorescéncia foram
realizados irradiando os maximos de absor¢éo das bandas de menor energia (ou
no comprimento de onda indicado) em diferentes solventes, usando solugdes de
10 pM dos corantes. Titulagbes fluorimétricas foram realizadas para retratar
possiveis efeitos interferentes (10 e 100 puM), monitorando o comprimento de

onda de emissdao em 375 nm.

Sintese de BTD-CHO - 4-(7-(4-metoxifenil)-2,1,3-benzotiadiazol)-
benzaldeido. 4-bromo-7-(4-metoxifenil)-2,1,3-benzotiadiazol (1,0 mmol, 321
mgq), acido (4-formilfenil)borénico (1,0 mmol, 150 mg), Pd(OAc)2 (0,05 mmol, 12
mg), PPhs (0,1 mmol, 23 mg) e '‘BuOK (2,0 mmol, 56 mg) foram misturados em
um tubo Schlenk com 4 mL de tolueno anidro. A mistura foi agitada por 24 h a
100 °C. Ap6s 24 h a 100 °C, a mistura foi seca e concentrada. O sélido foi
purificado por cromatografia em coluna (AcOEt:DCM 20:80 v/v). Obteve-se um

sélido amarelo com ponto de fusdo de 145-146 °C e rendimento de 82%.

1H RMN (600 MHz, CDCls) & (ppm): 10,13 (s, 1 H), 8,18 (d, J = 7,7 Hz, 2 H), 8,07
(d, J=7,7Hz, 2 H), 7,97 (d, J=8,4 Hz, 2 H), 7,87 (d, J = 7,3 Hz, 1 H), 7,79 (d, J

=7,3Hz, 1 H), 7,11 (d, J = 8,4 Hz, 2 H), 3,92 (s, 3H).
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13C RMN (150 MHz, CDCl3) & (ppm): 191,9; 160,1; 154,2; 153,8; 143,5; 135,7;

130,5; 130,0; 129,8; 129,6; 129,0; 127,0; 114,2; 55,4.

ESI(+)MS de alta resolucdo calculado para [C20H14N202S+H]*: 347,0854.

Encontrado: 347,0846. Erro = -2,3 ppm.

Sintese de BTD-HZN - ((2)-4-(4-(hidrazinilidenometil)fenil)-7-(4-metoxifenil)-
2,1,3-benzotiadiazol. Em uma solugédo de DMSO-d6 (0,5 mL) contendo 20 mg
de BTD-CHO, hidrazina (10 eq.) de uma solucdo aquosa a 50% v/v foi
adicionada. A solucao foi analisada in situ sem purificacdo. Apds as analises de
RMN, a mistura foi resfriada e um sdlido laranja precipitou. O soélido foi filtrado,
proporcionando o composto desejado em rendimento quase quantitativo. A
sintese pode ser reproduzida em escala milimolar sem problemas. O composto
foi obtido como um sélido laranja. Ponto de fusdo: 113-114 °C. Rendimento:

99%.

IH RMN (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 8,02-7,97 (m, 3H), 7,97-7,93 (m, 2H),
7,93-7,88 (m, 2H), 7,78 (s, 1H), 7,66-7,59 (m, 2H), 7,15-7,10 (m, 2H), 6,91 (br,

2H), 3,84 (s, 3H).

13C RMN (150 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 159,7; 153,7; 138.2; 136.5; 136.0;

132.1; 131.4; 130.6; 129.4; 128.4; 127.7; 125.5; 114.3; 55.5.

ESI(+)MS de alta resolucdo calculado para [C20H16N4OS+H]*: 361.1123.

Encontrado: 361.1136. Erro: 3.6 ppm.

LOD e LOQ. Os limites de deteccéo (LOD) e de quantificagdo (LOQ)

foram determinados pelas seguintes equacodes:
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30
LOD = —
m
e
100
LOQ = —
m

Onde, o € o erro padréo da interceptagao y da linha de regressdo, m € a
inclinagéo da curva de calibragdo. Um valor de LOD e LOQ de 3,4 x 10" Me 1,1
x 10® M, respectivamente, foi estimado usando essas equacdes, o que

corresponde a 10,9 ppb e 37,1 ppb de hidrazina, respectivamente.

Célculos DFT. As estruturas dos dois corantes BTD foram otimizadas em
estados eletrbnicos excitados e terrestres, seguidas de calculos de frequéncia
vibracional no nivel de teoria CAM-B3LYP/6-311+G(d) em equilibrio implicito e
na versao do Formalismo de Equacéo Integral de Resposta Linear de Continuum
Polarizavel Modelo (IEF-PCM) com acetonitrila como solvente. A auséncia de
frequéncias vibracionais imaginarias confirmou que as geometrias otimizadas
correspondem a minimos genuinos na superficie de energia potencial. Os
calculos adiabaticos da Teoria Funcional da Densidade dependente do tempo
(TD-DFT) foram realizados empregando diferentes funcionais de correlagéo de
troca (XC) (B3LYP, CAM-B3LYP, M06, M062X, ®B97XD e LC-oPBE) em
acetonitrila modelada por meio do IEF-PCM para estimar a posi¢do do maior
comprimento de onda nos espectros de absor¢cédo e emisséo, a fim de verificar
gual funcional XC se correlaciona melhor com o Amax experimental. Os Orbitais
de Transi¢do Natural (NTOs) correspondentes as transi¢des eletronicas So — Si1

também foram determinados para esclarecer a natureza dessas transicdes.
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Todos os calculos foram realizados usando o pacote Gaussian09 Reviséo D.01.

Para as coordenadas Cartesianas e energias das estruturas calculadas,

conforme expresso na Tabela 1.

Tabela 1: Coordenadas cartesianas das estruturas otimizadas BTD-CHO e BTD-HZN obtidas no

nivel de teoria CAM-B3LYP/6-311+G(d).

BTD-CHO (So)

Solvente: Acetobitrila
Energia: -1428.414710 Eh

Solvente: Agua
Energia: -1428.294515 Eh

Solvente: Diclorometano
Energia: -1428.291604 Eh

S -0.10509800 3.18634100 0.01255000
0 7.01936000 -0.43565200 -0.25382600
N -1.33454200 2.12764300 0.02460400
N 1.13870100 2.14649600 -0.01875700
C 2.86121300 -0.32669200 -0.07253900
C -3.01410800 -0.38028500 0.04407400
C 5.66665000 -0.45200800 -0.14858000
C -0.81003300 0.90614000 0.00936000
C 3.59994500 0.54242800 -0.88537400
H 3.08685100 1.27010200 -1.50053300
C 0.63338300 0.91665300 -0.02655800
C 1.38366200 -0.30610800 -0.05250700
C -1.53647000 -0.32946200 0.01291400
0 -7.95716100 -1.40009700 -0.44871000
C -3.75233600 0.46454300 0.87583500
H -3.24284300 1.18903100 1.49647700
C -3.69731400 -1.31066200 -0.75046700
H -3.13883200 -1.95510600 -1.41900300
C -5.80499600 -0.55837300 0.12985700
C 4.97807500 0.47878000 -0.92850500
H 5.54459800 1.14614500 -1.56762900
C 3.56401000 -1.24751300 0.70000600
H 3.02391500 -1.91956900 1.35739200
C -0.77928400 -1.46617900 -0.01459400
H -1.27266900 -2.43108400 0.00156300
C -5.07489800 -1.40046400 -0.70956600
H -5.59832700 -2.11721700 -1.33113300
C 4.95225500 -1.31837200 0.67260000
H 5.45548500 -2.04334600 1.29774200
C -7.27331300 -0.63304000 0.19411600
H -7.75083000 0.07875800 0.89170200
C -5.13362100 0.37175400 0.92029400
H -5.69635800 1.02654600 1.57771700
C 0.64352800 -1.45502400 -0.04812600
H 1.15210500 -2.41125300 -0.08511300
C 7.76934900 -1.37005300 0.50740200
H 8.81259300 -1.18540800 0.26537500
H 7.51061900 -2.39652000 0.23764100
H 7.61436800 -1.22187100 1.57849900

-0.10518800 3.18604300 0.01270500
7.01925200 -0.43518700 -0.25452300
-1.33464600 2.12704200 0.02468100
1.13872600 2.14594800 -0.01864300
2.86110200 -0.32710300 -0.07290200
-3.01397600 -0.38075400 0.04428700
5.66647300 -0.45187900 -0.14917800
-0.80995500 0.90549400 0.00914500
3.59938900 0.54014500 -0.88817000
3.08590800 1.26578900 -1.50538900
0.63326600 0.91603200 -0.02640500
1.38349900 -0.30656600 -0.05243700
-1.53632100 -0.32996800 0.01279800
-7.95736800 -1.39778600 -0.44998400
-3.75184500 0.46275400 0.87780200
-3.24196200 1.18559000 1.50002800
-3.69752300 -1.30959200 -0.75168200
-3.13930600 -1.95324800 -1.42115000
-5.80485800 -0.55806300 0.13018100
4.97752800 0.47675100 -0.93139900
5.54377400 1.14247100 -1.57248700
3.56430600 -1.24597800 0.70156100
3.02448900 -1.91682000 1.36037100
-0.77918300 -1.46679400 -0.01461800
-1.27263800 -2.43163300 0.00142500
-5.07513900 -1.39894600 -0.71074900
-5.59878900 -2.11454700 -1.33344900
4.95256700 -1.31653700 0.67409000
5.45614800 -2.03997600 1.30070400
-7.27307800 -0.63218100 0.19440300
-7.75036400 0.07825200 0.89334600
-5.13307900 0.37037600 0.92233800
-5.69553900 1.02393000 1.58118800
0.64345400 -1.45560300 -0.04787600
115217100 -2.41175300 -0.08445200
7.76959300 -1.36773000 0.50915300
8.81275600 -1.18313300 0.26687700
7.51122700 -2.39481100 0.24163300
7.61417700 -1.21709400 1.57979000
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-0.10564700 3.18862100 0.01163700
7.01933400 -0.43869700 -0.25357600
-1.33515600 2.12967700 0.02799500
1.13852900 2.14912400 -0.02198400
2.86174900 -0.32454900 -0.07095100
-3.01426800 -0.37890900 0.04525200
5.66675700 -0.45357000 -0.14760500
-0.81012000 0.90847600 0.01170400
3.60211500 0.54959900 -0.87681000
3.09021000 1.28373300 -1.48496100
0.63337500 0.91932000 -0.02671700
1.38433700 -0.30313600 -0.05153200
-1.53662900 -0.32706600 0.01579700
-7.95443800 -1.40994700 -0.44839900
-3.75481000 0.46989800 0.87064200
-3.24692700 1.19990000 1.48595600
-3.69560200 -1.31388800 -0.74520900
-3.13539600 -1.95997000 -1.41082400
-5.80510100 -0.56004600 0.12795000
4.97973300 0.48387400 -0.92046100
5.54827500 1.15499000 -1.55366700
3.56309000 -1.25106800 0.69561200
3.02175100 -1.92539700 1.34971900
-0.77866900 -1.46333500 -0.01133900
-1.27254800 -2.42803300 0.00625200
-5.07304600 -1.40547100 -0.70575700
-5.59630900 -2.12520900 -1.32399800
4.95108100 -1.32398500 0.66776000
5.45342100 -2.05327000 1.28865200
-7.27398000 -0.63726500 0.18928000
-7.75426100 0.07864900 0.88170700
-5.13586100 0.37539300 0.91343900
-5.70071400 1.03383600 1.56558800
0.64382900 -1.45193000 -0.04607300
1.15320500 -2.40772000 -0.08411400
7.76771900 -1.37857600 0.50031400
8.81106900 -1.19431600 0.25829100
7.50706800 -2.40316500 0.22437000
7.61452700 -1.23701800 1.57278300
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BTD-CHO (Sy)

Solvente: Acetonitrila
Energia: -1428.260356 Eh

Solvente: Agua
Energia: -1428.275526Eh

Solvente: Diclorometano
Energia: -1428.257879Eh

C 0.61892900 -1.49799000 -0.11410700
C -0.76374800 -1.49513900 -0.10980700
C -1.53749100 -0.31525200 -0.04867400
C -0.79749000 0.91184500 -0.01013200
C 0.63510200 0.90809400 -0.01109900
C 1.36623300 -0.31134800 -0.07318100
N -1.32178200 2.14335900 -0.02060300
S -0.05368600 3.21985300 0.06673500
N 1.18761700 2.12854800 0.02343200
H 1.13810300 -2.44703000 -0.16520200
H -1.26984700 -2.45174900 -0.11997400
C -2.97958300 -0.37330000 0.00290300
C -3.74331200 0.63104600 0.65175900
C -3.68482300 -1.46136500 -0.57571900
C -5.11638800 0.54868800 0.70701100
H -3.23415900 1.45570800 1.12793000
C -5.05266900 -1.53309300 -0.52531100
H -3.14026700 -2.23298800 -1.10529400
C -5.79940700 -0.52701500 0.12180500
H -5.67908200 1.32219400 1.22004200
H -5.57568100 -2.36047700 -0.98960100
C 2.83022800 -0.33307800 -0.08229000
C 3.57894000 0.53532700 -0.90669900
C 3.53011800 -1.25773300 0.71571600
C 4.94725500 0.47091100 -0.93478300
H 3.06242700 1.25326700 -1.52823700
C 4.90591800 -1.33332200 0.69615500
H 2.97764900 -1.91982200 1.37125100
C 5.63046700 -0.46463800 -0.13424800
H 5.52767700 1.12902000 -1.56950400
H 5.40975800 -2.05516700 1.32338900
0 6.96112000 -0.45077500 -0.23069600
C 7.73602600 -1.37095600 0.53745200
H 7.48593500 -2.39908500 0.27264500
H 8.77104600 -1.16711300 0.28167600
H 7.58101900 -1.20811200 1.60460700
C -7.25154200 -0.58963300 0.19359500
H -7.73418500 0.24773400 0.72851100
0 -7.94097400 -1.47918400 -0.28703800

C 0.64192300 -1.45091100 -0.04681200
-0.78014000 -1.46078800 -0.00704200
-1.54078600 -0.32402600 0.01963900
-0.80736500 0.90988100 0.01207800
0.63714300 0.91870100 -0.02384100
1.38583100 -0.30420100 -0.05141400
-1.32869200 2.13297100 0.02281600
-0.09805500 3.19062800 0.00910400
1.14471900 2.14779800 -0.01882400
1.14900800 -2.40820200 -0.08383600
-1.27286900 -2.42582500 0.01559300
-3.01495100 -0.37099200 0.04592800
-3.76854300 0.50675900 0.84301400
-3.70439700 -1.32783200 -0.70509200
-5.14128200 0.42600700 0.89857600
-3.26284600 1.25622700 1.43735900
-5.08244400 -1.42226700 -0.67093500
-3.15130700 -2.00294500 -1.34855100
-5.83051800 -0.54273300 0.13863000
-5.69698500 1.10823100 1.53180200
-5.58958600 -2.16690900 -1.27301700
2.86370500 -0.32812300 -0.07308000
3.60396600 0.53681400 -0.88906000
3.56616300 -1.24766900 0.70129800
4.98219100 0.47100200 -0.93282200
3.09164400 1.26346400 -1.50614000
4.95448100 -1.32168400 0.67254800
3.02545800 -1.91709900 1.36088300
5.66982700 -0.45878000 -0.15105100
5.54929800 1.13574900 -1.57424400
5.45679900 -2.04626300 1.29893500
7.02316000 -0.44483200 -0.25713100
7.77143800 -1.37815200 0.50725600
7.51105800 -2.40501500 0.24070400
8.81506600 -1.19600200 0.26501100
7.61628400 -1.22645000 1.57782100
-7.25219100 -0.62247500 0.18986800
-7.84078800 0.06179200 0.81788100
-7.95664200 -1.46734100 -0.46786100
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C 0.62047800 -1.49288100 -0.10529600
-0.76244500 -1.49151400 -0.10297300
-1.53775100 -0.31249700 -0.04547800
-0.79771400 0.91496200 -0.00794600
0.63392600 0.91314300 -0.00781600
1.36741500 -0.30635400 -0.06587800
-1.32420400 2.14599100 -0.01935300
-0.05891600 3.22274500 0.06579800
1.18467800 2.13428000 0.02439400
1.13999600 -2.44181900 -0.15585800
-1.26795000 -2.44845100 -0.11183300
-2.97936900 -0.37200100 0.00266500
-3.74638400 0.63522400 0.64380000
-3.68200400 -1.46449300 -0.57141500
-5.11925100 0.55029900 0.69661300
-3.23941300 1.46444700 1.11427000
-5.04950800 -1.53864200 -0.52295000
-3.13519700 -2.23719600 -1.09722700
-5.79911700 -0.53030700 0.11735400
-5.68459100 1.32626200 1.20313900
-5.57181800 -2.36851900 -0.98352200
2.83107300 -0.32942500 -0.07617600
3.58114400 0.55389800 -0.88346200
3.53074900 -1.26971200 0.70341400
4.94941600 0.48764000 -0.91392900
3.06534800 1.28582200 -1.48878700
4.90660600 -1.34673000 0.68160700
2.97817600 -1.94209400 1.34835100
5.63184200 -0.46398800 -0.13278800
5.53060200 1.15735500 -1.53567200
5.40991100 -2.08019200 1.29577500
6.96306500 -0.45109700 -0.23105200
7.73611800 -1.38792200 0.51641900
7.48239500 -2.41029500 0.23241200
8.77139800 -1.18282900 0.26235500
7.58491900 -1.24601200 1.58733700
-7.25186300 -0.59755000 0.18669800
-7.73835800 0.24315300 0.71389800
-7.93634500 -1.49294800 -0.28738200

OI0ITITINOIIOIONIONO00TIOTOITnO00TI 0nZ00000
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BTD-HZN (So)

Solvente: Acetonitrila
Energia: -1463.848083 Eh

Solvente: Agua

Solvente: Diclorometano
Energia: -1463.726842 Eh

C 0.61892900 -1.49799000 -0.11410700
C -0.76374800 -1.49513900 -0.10980700
C -1.53749100 -0.31525200 -0.04867400
C -0.79749000 0.91184500 -0.01013200
C 0.63510200 0.90809400 -0.01109900
C 1.36623300 -0.31134800 -0.07318100
N -1.32178200 2.14335900 -0.02060300
S -0.05368600 3.21985300 0.06673500
N 1.18761700 2.12854800 0.02343200
H 1.13810300 -2.44703000 -0.16520200
H -1.26984700 -2.45174900 -0.11997400
C -2.97958300 -0.37330000 0.00290300
C -3.74331200 0.63104600 0.65175900
C -3.68482300 -1.46136500 -0.57571900
C -5.11638800 0.54868800 0.70701100
H -3.23415900 1.45570800 1.12793000
C -5.05266900 -1.53309300 -0.52531100
H -3.14026700 -2.23298800 -1.10529400
C -5.79940700 -0.52701500 0.12180500
H -5.67908200 1.32219400 1.22004200
H -5.57568100 -2.36047700 -0.98960100
C 2.83022800 -0.33307800 -0.08229000
C 3.57894000 0.53532700 -0.90669900
C 3.53011800 -1.25773300 0.71571600
C 4.94725500 0.47091100 -0.93478300
H 3.06242700 1.25326700 -1.52823700
C 4.90591800 -1.33332200 0.69615500
H 2.97764900 -1.91982200 1.37125100
C 5.63046700 -0.46463800 -0.13424800
H 5.52767700 1.12902000 -1.56950400
H 5.40975800 -2.05516700 1.32338900
0 6.96112000 -0.45077500 -0.23069600
C 7.73602600 -1.37095600 0.53745200
H 7.48593500 -2.39908500 0.27264500
H 8.77104600 -1.16711300 0.28167600
H 7.58101900 -1.20811200 1.60460700
C -7.25154200 -0.58963300 0.19359500
H -7.73418500 0.24773400 0.72851100
O -7.94097400 -1.47918400 -0.28703800

Energia: -1463.730077Eh
C

101287300 -1.42277500 -0.02651100
-0.40964300 -1.39126400 0.01790800
-1.13438100 -0.23303800 0.03776600
-0.36901200 0.97938100 0.01599500
1.07436400 0.94695800 -0.02713600
1.78764300 -0.29727800 -0.04632600
-0.85637900 2.21658100 0.02128400
0.40380100 3.23850200 -0.00802300
161664200 2.16114300 -0.03478000
1.49275100 -2.39414400 -0.05680300
-0.93143000 -2.34086100 0.04768800
-2.61271900 -0.23778800 0.07399100
-3.32863700 0.63099700 0.89796600
-3.33302300 -1.15052900 -0.70557200
-4.71325300 0.57884800 0.94851100
-2.80066200 1.34754900 1.51336600
-4.71393200 -1.19909300 -0.65973600
-2.80135500 -1.82016500 -1.37217100
-5.42823400 -0.33381200 0.17300000
-5.24699900 1.25863600 1.60475000
-5.25127700 -1.90729900 -1.27852800
3.26419600 -0.36175600 -0.07533400
4.02224700 0.47287100 -0.90624200
3.94581900 -1.28976800 0.70726800
5.39798300 0.37013100 -0.95607500
3.52584400 1.20476100 -1.53011900
5.33159400 -1.40035200 0.67289700
3.39096800 -1.93640500 1.37776100
6.06490000 -0.56704300 -0.16527600
5.97873400 1.01144100 -1.60898900
5.81791400 -2.12975800 1.30621800
-6.89248700 -0.35230100 0.25679900
-7.35914300 0.38461300 0.91924000
7.41758500 -0.58967600 -0.27782500
8.14571100 -1.52998500 0.49752500
7.85894500 -2.55388700 0.24727800
9.19250100 -1.37739700 0.24856200
7.99888400 -1.35855200 1.56627300
-7.60164400 -1.17648200 -0.40289200
-8.96388800 -1.07585200 -0.31049300
-9.39749200 -1.96925200 -0.49143900
H_-9.30482900 -0.67004900 0.55755900
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101090200 -1.41769100 -0.02633200
-0.41139400 -1.38438500 0.01841200
-1.13573600 -0.22581900 0.03746000
-0.36834400 0.98577300 0.01671400
1.07546600 0.95149200 -0.02756400
1.78771400 -0.29362700 -0.04610200
-0.85398100 2.22333800 0.02376700
0.40785700 3.24307800 -0.00699300
161945600 2.16455400 -0.03644600
1.48980500 -2.38955100 -0.05803200
-0.93437500 -2.33330000 0.04943300
-2.61402500 -0.23066500 0.07123800
-3.33272000 0.64901300 0.88097200
-3.33214700 -1.15476500 -0.69706500
-4.71711200 0.59463200 0.93039500
-2.80681100 1.37686000 1.48448800
-4.71266100 -1.20595400 -0.65203200
-2.79860000 -1.83058800 -1.35592300
-5.42926900 -0.33092300 0.16826800
-5.25325700 1.28373400 1.57507100
-5.24960700 -1.92218300 -1.26181900
3.26398500 -0.36076800 -0.07405500
4.02535200 0.47911700 -0.89665700
3.94248300 -1.29620300 0.70213800
5.40043100 0.37276600 -0.94617600
3.53147800 1.21884300 -1.51303300
5.32786100 -1.41042800 0.66809100
3.38520500 -1.94511400 1.36849300
6.06412900 -0.57286000 -0.16298500
5.98473800 1.01789600 -1.59203200
5.81197000 -2.14533300 1.29685300
-6.89338500 -0.35339400 0.25075200
-7.36382200 0.39559600 0.89741000
7.41663500 -0.59836000 -0.27524000
8.14147700 -1.54473900 0.49307000
7.85228300 -2.56672600 0.23659700
9.18881600 -1.39372600 0.24511500
7.99577000 -1.38019700 1.56334200
-7.59843700 -1.19359300 -0.39226700
-8.96048300 -1.09723500 -0.30312100
-9.39078500 -1.99406000 -0.47341100
H -9.30553300 -0.67740400 0.55647400
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BTD-HZN (Sy)

Solvente: Acetonitrila
Energia: -1463.749434 Eh

Solvente: Agua
Energia: -1463.750069 Eh

Solvente: Diclorometano
Energia: -1463.746255 Eh

C 0.97618600 -1.37712000 0.00988000
C -0.38601300 -1.34337600 -0.00364700
C -1.14654400 -0.13181300 0.00687200

C -0.37140000 1.08040300 0.01235900

C 1.08694500 1.04173700 -0.00652200
C 1.79656300 -0.20573000 -0.00289000

N -0.85828400 2.31184900 0.01210500

S 0.41960300 3.37296900 0.00539500

N 1.63985100 2.24708100 -0.00264200
H 1.44779500 -2.34924700 -0.00584000
H -0.90471500 -2.29083500 0.01262800
C -2.58330100 -0.17320300 0.01901900

C -3.38250500 0.94104100 0.37781400
C -3.28229900 -1.36563100 -0.32188100

C -4.75698600 0.85755400 0.40856800

H -2.90132300 1.86800600 0.64490500
C -4.65143000 -1.43569600 -0.30526300
H -2.73656500 -2.24234900 -0.64194700
C -5.42729300 -0.32417700 0.06766800

H -5.33291600 1.72824500 0.70497400
H -5.14790400 -2.35512400 -0.58951600
C 3.23067300 -0.32091000 -0.01968500

C 4.08566200 0.74563000 -0.40676200

C 3.86840000 -1.53398900 0.34009700

C 5.44895800 0.59854300 -0.44300300

H 3.64926600 1.68976200 -0.69106300

C 5.23780100 -1.68388400 0.32155100

H 3.28244500 -2.37681300 0.67958500
C 6.04752100 -0.61497400 -0.07808200

H 6.08631200 1.41688400 -0.75686900

H 5.66887100 -2.62809800 0.62460100
C -6.87860700 -0.36224200 0.10780800

H -7.39722600 0.55868300 0.39155100
0 7.38708400 -0.65846000 -0.13923600

C 8.06129300 -1.86233100 0.21543600
H 7.76255400 -2.68294000 -0.43896400

H 9.11970200 -1.65797500 0.08343700

H 7.86655500 -2.12495100 1.25659800
N -7.53633800 -1.42195000 -0.17663600
N -8.88793100 -1.35694100 -0.17638400
H -9.30976100 -2.26217800 -0.03555900
H -9.30625600 -0.63016900 0.39794300

C 0.97630600 -1.37691000 0.01177800
-0.38575700 -1.34328400 -0.00177400
-1.14670500 -0.13174500 0.00802100
-0.37152800 1.08053200 0.01274900
1.08703200 1.04199900 -0.00583000
1.79695900 -0.20545100 -0.00178700
-0.85833100 2.31193600 0.01143100
0.41932000 3.37330300 0.00466300
163957600 2.24740600 -0.00227600
1.44779100 -2.34908500 -0.00315400
-0.90422600 -2.29086100 0.01506300
-2.58329100 -0.17330400 0.02014400
-3.38296400 0.94099900 0.37814200
-3.28207900 -1.36614700 -0.32008400
-4.75745000 0.85739600 0.40838000
-2.90221400 1.86812800 0.64545100
-4.65122700 -1.43628600 -0.30403000
-2.73619600 -2.24314600 -0.63909400
-5.42751800 -0.32459800 0.06769700
-5.33362100 1.72807400 0.70432300
-5.14720300 -2.35614500 -0.58777500
3.23082400 -0.32062600 -0.01908000
4.08595700 0.74612200 -0.40570800
3.86871000 -1.53415300 0.33958800
5.44921200 0.59896400 -0.44235100
3.64973900 1.69037800 -0.68983900
5.23802300 -1.68412200 0.32055400
3.28294300 -2.37734300 0.67841900
6.04780900 -0.61492900 -0.07842900
6.08646300 1.41746500 -0.75603600
5.66902600 -2.62864900 0.62265100
-6.87887500 -0.36246400 0.10691900
-7.39751100 0.55848800 0.39027700
7.38721200 -0.65848100 -0.13999400
8.06164400 -1.86298600 0.21314100
7.76225600 -2.68281500 -0.44185200
9.11994700 -1.65855100 0.08055700
7.86753200 -2.12643400 1.25415900
-7.53656500 -1.42214000 -0.17796900
-8.88826800 -1.35678100 -0.17890000
-9.31028600 -2.26181300 -0.03704600
H -9.30663600 -0.62967600 0.39500600
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C 0.97565800 -1.37820300 0.00046600
-0.38722200 -1.34394500 -0.01282000
-1.14561400 -0.13225800 0.00141600
-0.37078700 1.07967200 0.01028700
1.08641700 1.04046400 -0.01043800
1.79456900 -0.20707400 -0.00856200
-0.85824400 2.31129500 0.01502800
0.42072900 3.37131400 0.00791300
1.64104200 2.24555800 -0.00557000
1.44795100 -2.35004500 -0.01900900
-0.90712700 -2.29081300 0.00094700
-2.58328000 -0.17286600 0.01410600
-3.38001000 0.94050400 0.37878600
-3.28330100 -1.36274500 -0.33164800
-4.75447700 0.85751800 0.41233100
-2.89660700 1.86620700 0.64626000
-4.65237100 -1.43246500 -0.31213600
-2.73827000 -2.23754900 -0.65827000
-5.42599100 -0.32233800 0.06852200
-5.32914600 1.72773900 0.71271000
-5.15137200 -2.34933300 -0.60011900
3.22989000 -0.32225300 -0.02276900
4.08424400 0.74334500 -0.41170900
3.86678300 -1.53318600 0.34234600
5.44773400 0.59658300 -0.44581300
3.64700000 1.68688000 -0.69685800
5.23660400 -1.68274200 0.32634400
3.27985000 -2.37427000 0.68480100
6.04605900 -0.61515400 -0.07614900
6.08566500 1.41416500 -0.76036600
5.66788300 -2.62551500 0.63388000
-6.87714800 -0.36133200 0.11309300
-7.39551700 0.55902800 0.40039200
7.38641800 -0.65825000 -0.13517000
8.05961300 -1.85888000 0.22709100
7.76382100 -2.68352300 -0.42400600
9.11849100 -1.65493700 0.09746900
7.86224500 -2.11712400 1.26911400
-7.53517400 -1.42053000 -0.17124900
-8.88627300 -1.35708100 -0.16534800
-9.30719400 -2.26352000 -0.03105600
H -9.30435900 -0.63298900 0.41237700

IZZ1I1In0TO0OTITTOTOTOOOO0OTITOTO TR0 0IIZz,z00000

Ensaio de células viaveis. O ensaio padrdo de brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio  (MTT) foi

realizado seguindo

as

recomendacdes do fabricante (R&D System Inc, MN, EUA). Resumidamente,

foram semeadas 3x103 células por poco em placas de 96 pocos, que foram
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incubadas durante a noite a 37 °C com 150 pL de meio de cultura por po¢o. Apos
esse periodo, o0 meio de cultura foi removido e adicionado 150 pL de meio de
cultura contendo o sensor fluorescente em concentragdes variando de 0,1 a 100
UM. As células também foram incubadas com o solvente DMSO (até 0,1%) como
controle positivo. Apos 24 h, as amostras foram incubadas com 150 uL de
solugéo de MTT (0,5 mg/mL) por 4 h, no escuro a 37 °C. A solucédo de MTT foi
removida e os cristais dos corantes formazan foram solubilizados em 150 pL de
DMSO. As amostras foram lidas em um espectrofotometro e o comprimento de
onda ideal para a absorbancia foi de 570 nm. O ensaio MTT foi realizado em
triplicata e em trés experimentos independentes. A viabilidade celular foi
calculada de acordo com a seguinte equacao: % células viaveis = [(amostra teste

— branco)/(amostra controle — branco)] x 100.

Ensaio de bioimagem. Células (3 x 10°) de diferentes linhagens foram
cultivadas em lamelas de vidro redondas de 13 mm, no fundo de uma placa de
24 pocos. Foram deixadas aderir durante a noite e lavadas trés vezes com meio
isento de soro para remocdo de células ndo aderentes. ApOs atingirem a
confluéncia, as células foram separadas em duas amostras: amostras vivas e
fixadas. As células fixadas foram incubadas com BTD-CHO fluorescente (10 uM)
por 10 min, em concentracdes de 0,1 a 10 uM, lavadas com tampéao fosfato salino
(PBS) pH 7,4 e fixadas em 3,7% de formaldeido por 20 min. Em seguida, as
células foram novamente lavadas com PBS e montadas sobre laminas de vidro
com ProLong Gold Antifade. As células vivas foram pré-fixadas em formaldeido
a 3,7% por 30 min em temperatura ambiente, lavadas trés vezes em PBS e
incubadas com o BTD-CHO também na concentrac¢édo de 0,1 a 10 uM por 10 min

em temperatura ambiente. Essas células foram, entdo, lavadas com PBS e as
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laminas foram montadas usando ProLong Gold Antifade. O procedimento com
BTD-HZN foi realizado conforme descrito para BTD-CHO. Para o BTD-HZN
formado in situ, as células foram tratadas com hidrazina (10 pM) ap6s incubacao
com BTD-CHO, a fim de avaliar a capacidade deste derivado fluorescente em
detectar este analito. Como controle negativo para autofluorescéncia celular,
foram utilizadas amostras de células vivas e fixadas, incubadas apenas em seus
respectivos meios de cultura. O ensaio foi realizado em triplicata, e as laminas

foram analisadas usando um microscopio confocal de varredura a laser.

Ensaio BODIPY. Resumidamente, foram semeadas 3 x 10° células MDA-
MB-231 sobre lamelas redondas em placas de 24 pocos. As células foram
fixadas em solucdo de formaldeido a 3,7%. Em seguida, as amostras foram
lavadas trés vezes com PBS a temperatura ambiente e incubadas com uma
solucéo do marcador comercial de referéncia BODIPY (12 uM) por 30 min. Apés
esse periodo, as amostras foram lavadas mais trés vezes com PBS e as lamelas
foram montadas em laminas de vidro com Prolong Gold Antifade. O ensaio foi
realizado em triplicado e analisado usando um microscépio confocal de

varredura a laser.

Ensaio de microalgas (Chlorella sorokiniana). Para o ensaio, 5 x 10°
microalgas foram colocadas em um Eppendorf e centrifugadas para remover o
meio de cultura. Em seguida, foram incubadas durante a noite com solucéo de
formalina a 3,7% e BTD-CHO (10 pM) por 30 min. Posteriormente, foram
centrifugadas e lavadas uma vez com PBS. O pellet foi ressuspenso com 10 yL
de PBS e colocado em uma lamina de vidro. ApGs a secagem, a amostra foi
coberta com uma laminula e analisada em um microscopio confocal de varredura

a laser.
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Ensaio com C. elegans. Os nematoides foram tratados vivos e pré-
fixados. Para o grupo vivo, foram tratados com BTD-CHO (10 yM), diluido em
agar NGM por 1 h, lavados e montados em laminula. J& para o tratamento preé-
fixado, os nematoides foram coletados da placa de cultura por lavagem
superficial com 1,5 mL de tampdo M9 e centrifugados. Este processo foi
realizado trés vezes. Apés o Ultimo ciclo, os nematoides foram incubados com 1
mL de solucdo de paraformaldeido a 4% por 15 min em temperatura ambiente.
Em seguida, o Eppendorf foi congelado, descongelado e lavado para retirar o
paraformaldeido. O Eppendorf foi entdo incubado com o marcador BTD-CHO (10
MM) por uma h. A lamina foi montada com uma laminula usando o Prolong Gold
Antifade. Todas as amostras foram analisadas usando um microscépio confocal
de varredura a laser. Imagens seriadas foram feitas no eixo Z para apoiar a
reconstrucao tridimensional da secdo do corpo. O BODIPY comercialmente
disponivel também foi analisado pela mesma metodologia. Para BTD-HZN, 10

MM de solugao de hidrazina foram adicionados apds incubagdo com BTD-CHO.

Ensaio com peixe-zebra (Danio rerio). Os experimentos com animais
foram realizados de acordo com a politica da Universidade de Brasilia (UnB)
sobre ética e uso de animais. Todos os estudos em animais foram aprovados
pelo Comité de Etica Institucional (CEUA/UnB nimero 022/2020). Espécimes
adultos foram mantidos em biotério (ZebTec — Tecniplast, Italia) na UnB com
osmose reversa, agua purificada com carvao ativado e fotoperiodo de 12:12 h
(claro:escuro). Os parametros da agua foram rigorosamente controlados:
temperatura mantida em 26,0 + 1 °C, condutividade em 650 + 100 uS cm-?, pH
em 7,0 £ 0,5 e saturagao de oxigénio = 95%. Os embrides foram coletados e

apos a ecloséo, foram colocados dentro de frascos Eppendorf e incubados com
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o BTD-CHO (10 puM) por 3 h. Outro grupo de embrides foi pré-fixado em
formaldeido a 3,7% por 1 h em temperatura ambiente, lavado trés vezes com
agua e incubado com BTD-CHO (10 uM) por 3 h em temperatura ambiente. Para
BTD-HZN, 10 uM de solucéo de hidrazina foram adicionados apds a incubacao
com BTD-CHO. Para experimentos de controle negativo, um grupo de amostras
foi incubado apenas com agua. O ensaio foi analisado usando um microscopio
confocal de varredura a laser. O BODIPY comercialmente disponivel também foi

analisado pela mesma metodologia.



Capitulo 3

Resultados e Discussao
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Conforme recente revisdo,®! as estruturas baseadas em BTD constituem uma
nova classe de marcadores de LDs que sdo muito superiores aos corantes
fluorogénicos tipicos usados para colorir seletivamente essas organelas.
Diferentes estratégias de arquitetura molecular foram aplicadas para gerar novos
marcadores fluorescentes BTD capazes de colorir LDs, como visto nas
estruturas ja conhecidas e mostradas no Esquema 2. Em 2014, nosso grupo
publicou o primeiro fluor6foro BTD com esse objetivo,'% e desde entdo, muitos
outros grupos desenvolveram e aplicaram com sucesso derivados BTD como
marcadores fluorescentes para coloracdo especifica de LDs (consulte as
referéncias na referéncia 61 para mais exemplos). O conhecimento adquirido por
esses trabalhos permitiu-nos projetar, sintetizar e aplicar uma nova estrutura
BTD que é projetada especificamente para marcar LDs, conforme discutido aqui.
No entanto, nenhuma das estruturas BTD descritas anteriormente poderia ser
aplicada para marcar LDs e detectar hidrazina em solu¢des ou dentro de células,
ou seja, uma nova sonda de dupla fungdo. O novo corante fluorogénico,
denominado BTD-CHO, foi projetado para ter um grupo doador de um lado do
heterociclo receptor de elétrons BTD e um sitio reativo para detectar a hidrazina
como um derivado fluorescente do outro lado, conforme ilustrado no Esquema

2.
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(A) Sintese:

o

Y rom Do SN om
> H I\
N. N

N/ \N Pd(OAc), PPh;
e’ Na,COj; (2 M), PhMe g’ 82%
BTD-CHO
H,N—N
O ) -ome
H 7\ N2H, (aq.)
N__N
S
"99% BTD-HZN

= n-ligante = BTD (grupo aceptor de elétrons)
= sitio reativo = grupo doador de elétrons

(C) Exemplos de marcadores BTD de goticulas lipidicas:

CN
/ F S A
wr o (- .
B D W
A\
Ok
S

g7 N\S/N
Lukesh e saboradere (2017)
colaboradores
colaboradores (2020) (Ref. 73) Tang e colaboradores (2022)
(Ref. 60) (Ref. 88)
gea®
(o) Et,N o T\
N_ _N
N S
I \ Kim e colaboradores (2020)
N N’/H Neto e colaboradores (2014) (Ref. 90)
N (Ref. 103)

Esquema 2. (A) Sintese e (B) Arquitetura molecular relacionada a um sensor de hidrazina
baseado no heterociclo 2,1,3-benzotiadiazola (BTD) (em cinza). Observe que a agua € o
subproduto da reacdo usando hidrazina como reagente (analito). A estrutura cristalina de raios-
X de BTD-CHO com elipsoides térmicos no nivel de probabilidade de 50% (numero de referéncia
CCDC: 2064478) € mostrada. (C) Exemplos de estruturas baseadas em BTD conhecidas

aplicadas como marcadores seletivos de goticulas lipidicas.
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A reagcdo de acoplamento de Suzuki produziu o corante fluorogénico
desejado (BTD-CHO) com rendimento de 82% ap0s purificacdo. O grupo doador
MeOPh foi incorporado para facilitar a transferéncia de carga intramolecular
(ICT) do primeiro estado excitado,%811 resultando em uma estrutura tipica D-A
(doador-aceptor). Por outro lado, a reagcdo com &cido 4-formilfenilborénico
permitiu a incorporagao de um ligante 1 (ou seja, um anel fenil como espagador)
e o sitio reativo (aldeido) além do nucleo BTD (Esquema 2). Ao tratar o BTD-
CHO com solugéo aquosa de hidrazina, o derivado denominado BTD-HZN foi
obtido com rendimento quase quantitativo, sendo a agua o Unico subproduto
desta reacéo. A sintese deste derivado de hidrazona foi realizada principalmente

para permitir a comparacéao fotofisica basica entre essas duas estruturas.

A confirmacdo da formacdo dos compostos BTD-CHO e BTD-HZN foi
realizada através de 'H e 3C RMN e espectrometria de massas de alta

resolucdo. Os resultados sao apresentados nas Figuras 2-7.
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Figura 2. 'H RMN (600 MHz, CDClIz) do sensor denominado BTD-CHO.
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Figura 5. 13C RMN (150 MHz, DMSO-d6) do corante denominado BTD-HZN.
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Figura 6. ESI(+)-MS/MS da estrutura BTD-CHO protonada (m/z 347). Calculado para

[C20H14N202S+H]*, 347,0854. Encontrado, 347.0846. Erro = -2,3 ppm.
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Figura 7. ESI(+)-MS/MS do BTD-HZN protonado (m/z 361). Calculado para [C20H1sN4OS+H]*,

361,1123. Encontrado, 361,1153. Erro = 6,9 ppm.

ApOs uma caracterizacdo completa de ambas as estruturas, suas

propriedades fotofisicas foram avaliadas e comparadas (Figura 8 e Tabela 2).

Absorbancia(u.a)

0
— )
.

N-NH,

o -0
A—r/ =

5

Absorbancia(u.a)

Figura 8. UV-Vis (esquerda), fluorescéncia (centro) e efeito solvatocrdmico (parametros de

Reichardt, direita) das BTDs sintetizados (BTD-CHO e BTD-HZN). 10 yM para todas as analises.
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Ambas as estruturas exibiram efeitos solvatocromicos, particularmente
em seus comprimentos de onda de emiss&o. De forma geral, os dois corantes
apresentaram grandes deslocamentos de Stokes e coeficientes de extingao
(expressos como log €), indicando eficiente transferéncia de carga intramolecular
(ICT) e absorcéo de luz, respectivamente. Adicionalmente, deslocamentos de
Stokes com valores elevados (> 100 nm) mostram-se vantajosos ao evitar
qualquer perda de luminosidade proveniente da fonte de excitagcdo. Valores
maiores de rendimentos quanticos fluorescentes foram observados em solventes
menos polares (como tolueno) e apolares (como hexano), enquanto solventes
polares (proticos e aproéticos) apresentaram valores semelhantes. Ambos os
corantes exibiram emissdo dependente do solvente, indicando o efeito
solvatocromico em suas estruturas, principalmente no estado excitado. Em
solventes polares, as emissbes sofreram um desvio para o vermelho,

especialmente para o derivado BTD-CHO.

Tabela 2. Dados de UV-Vis e fluorescéncia coletados para BTD-CHO e BTD-HZN. Todas as

andlises foram realizadas usando solugdes de concentragdo 10 puM.

Deslocamentos

Amax abs Amax em Rend.
Solvente (nm) Loge (nm) ?ﬁmsltconlzel? guéantico (%)
AcOEt 398 413 530 132/6258 12
Acetonitrila 392 3.94 545 153/7162 10
DMSO 402 4.05 560 158/7018 16
Diclorometano 399 4.27 525 126/6015 11
BTD-CHO Etanol 395 3.29 540 145/6798 12
Hexano 400 3.27 505 105/5198 20
Metanol 394 3.39 550 156/7199 15
Agua 401 4.02 501 100/4978 02
Tolueno 403 3.85 520 117/5583 30
AcOEt 409 431 612 203/8110 13
Acetonitrila 405 4.16 537 132/6069 05
DMSO 417 4.09 544 127/5598 05
Diclorometano 405 4.31 575 170/7300 12
BTD-HZN Etanol 410 411 538 128/5803 04
Hexano 410 3.72 561 151/6565 34
Metanol 406 4.24 543 141/6349 04
Agua 397 3.56 497 100/5068 01

Tolueno 412 4.14 559 147/6383 18
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A fotoestabilidade de ambas as sondas foi investigada sob irradiacdo de

luz constante (254 nm), e os corantes planejados mostraram-se muito estaveis

(Figura 9).
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Figura 9. Fotoestabilidade dos corantes sintetizados (10 uM) adquiridos a temperatura ambiente

mediante excitagdo a 254 nm enquanto monitora a emissdo nos maximos de emissédo de cada

molécula em solucdes aquosas. A dependéncia do tempo da intensidade da fotoluminescéncia

foi realizada com uma lampada Xe (400 W). (Esquerda) BTD-HZN (Direita) BTD-CHO.

Os efeitos do pH também foram avaliados, e os dois BTDs mostraram

pouca ou nenhuma mudanca significativa em uma ampla faixa de valores de pH

(Figura 10).
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Figura 10. Efeito do pH sobre a emisséo de fluorescéncia dos corantes BTD-CHO (preto) e BTD-

HZN (vermelho). Concentragéo: 10 uM.
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Esse comportamento € semelhante as BTDs fluorescentes relatadas
anteriormente por n6s%’ e por outros.’®’® Dado o carater lipofilico do sensor
quimico (BTD-CHO), a biossonda foi submetida ao teste SDS,3:89.103,106,112 narg
verificar o efeito conhecido como light-up (aumento da intensidade de emissao)
em meios lipofilicos (Figura 11), como um preladio para o comportamento
celular. Ao atingir a CMC (concentragdo micelar critica) do SDS (= 8 mM), foi
observado um aumento de 11 vezes na intensidade da emissao, indicando uma

resposta eficiente dentro dos sistemas biolédgicos.

100+

Intensidade de Fluorescéncia relativa (u.a)

0 I ! I ' I ! I
0 4 8 12

Concentragdode SDS (mM)

Figura 11. BTD-CHO (10 yM) antes e depois da adicdo de SDS (CMC = 8 mM). A intensidade
de emissao do corante € 11 vezes maior quando comparada com a emissdo na auséncia de

SDS.

Na presenca de hidrazina, observa-se o comportamento esperado e uma
rapida reacgéo ocorre (Figura 12). E claramente observada a formac&o rapida de
BTD-HZN apés adicdo de uma solugdo de hidrazina (10 uM). Ao aumentar a
concentracido do analito de 0 a 120 yM, a fluorescéncia exibe um crescimento

exponencial em sua intensidade de emisséo (Figura 12).
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Concentragdo de hidrazina
(0-120 uM) 704
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Figura 12. BTD-CHO (10 uM) em solucdes de tampé&o fosfato (pH = 7,0) antes e depois
da adigdo de hidrazina (0-120 pM). A reagéo foi rapida, como esperado, e em poucos minutos (=
30 min) notou-se o consumo total do corante resultando em BTD-HZN. (Esquerda) Adicdo de
hidrazina (10 uM) e monitoramento rapido do consumo de BTD-CHO por um periodo de dez min.
(Centro) Aumento da fluorescéncia apoés a adicdo do analito (hidrazina). (Direita) Intensidade de
fluorescéncia em funcao da concentragdo do analito. Comprimento de onda de excitagcao a 340

nm.

A seletividade de BTD-CHO para a deteccao de hidrazina foi verificada na
presenca de possiveis ions interferentes comumente usados para verificar essa
tendéncia (Figura 13). E observada uma resposta especifica e rapida para o
analito desejado, indicando uma deteccdo rapida e eficiente de hidrazina,
mesmo na presenca de outras espécies interferentes (Figura 13). O experimento
foi realizado utilizando 1 e 10 equivalentes de outras espécies quimicas para
garantir a preferéncia pela deteccao do analito (N2H4). Todas essas espécies sao
comumente observadas em ambientes biologicos, indicando que o sensor
desenvolvido é provavelmente util como uma sonda fluorescente no ambiente

celular ou em condi¢des in vivo de modelos multicelulares.
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Figura 13. BTD-CHO (10 uM) em solugbes de tampéao fosfato (pH = 7,0) na presenga de ambas
as espécies interferentes (1 e 10 equivalentes, respectivamente) e hidrazina (10 pM). Observe
que independente da presenca de outros analitos, a formacdo de BTD-HZN é sempre favorecida

e rpida. Comprimento de onda de excitagdo em 340 nm e monitoramento em 375 nm.

Se espera que a reacdo com o analito seja rapida, ja que a hidrazina é
geralmente um nucledfilo forte. Conforme observado na Figura 12, o derivado de
hidrazona € detectado com uma concentracdo consideravel em solu¢do apos
alguns minutos. Algumas informagdes adicionais, contudo, devem ser
apresentadas sobre a hidroxilamina como um possivel interferente. Embora essa
informagao ndo seja evidente na Figura 13, monitoramos a reagdo com esse
nucleofilo na auséncia de hidrazina. A formacao de oxima foi observada, mas a
reacao foi consideravelmente mais lenta em comparacdo com a formacgéo de
hidrazona. Assim, a presenca de hidroxilamina nao é, em principio, um problema
para monitorar a hidrazina. Esse resultado nao é surpreendente, considerando
a maior nucleofilicidade da hidrazina em comparagdo com a da hidroxilamina,
conforme discutido na literatura.!*® Muitos sensores seletivos de hidrazina

anteriormente relatados (como exemplos, consulte as referéncias 2,18,24,26)
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nao discutem a interferéncia da hidroxilamina, e a reacdo lenta com esse

possivel interferente pode ser a principal razéo.

O limite de deteccdo (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ) para o
sensor desenvolvido foram determinados usando um procedimento padréao

previamente descrito!!411% (Figura 14) e determinados pelas seguintes

equacoes:
pop =32 - 3USx10T) o e 10-7M = 10 ppb
“m - T 39x10¢ %7 - P
e
oo 2109 _ 10(45x107)
=== 3o0x10¢ ¥ ==/pP

Onde, o é o erro padrao da interceptacao y da linha de regresséo, m € a
inclinacdo da curva de calibragdo. Um valor de LOD e LOQ de 3,4x107"Me 1,1
x 10% M, respectivamente, foi estimado usando essas equacgdes, o que

corresponde a 10,9 ppb e 37,1 ppb de hidrazina, respectivamente.

Conforme ilustrado na Tabela 3, a sonda projetada esta entre as mais
sensiveis sintetizadas até agora e pode detectar com eficiéncia até 10 ppb.
Esses resultados também sugerem uma aplicacdo promissora do BTD-CHO

como sensor de bioimagem onde baixas concentragcdes séo detectadas.
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Figura 14. Curva de calibracdo (UV-Vis) monitorada a 276 nm durante a titulagdo com hidrazina

aquosa (50%) e uma solucdo de DMSO com o sensor BTD-CHO (1,0 pM). Concentracéo de

N2H4 na faixa de 1 a 15 yM. R? = 0,997.

Tabela 3. Limite de detec¢éo de alguns sensores seletivos de N2H4 disponiveis e deste trabalho.

Sensor LOD Referéncia
Sensor derivado de cumarina ~ 3 ppb 111
Sonda a base de naftalimida 10 ppb 30
Derivado de 4H-cromeno ~ 6 ppb 31
Derivado de 1,8-naftaleno imida 9,40 nM 29
UiO-66 MOF a base de ftalimida ~ 9 ppb 111
Sonda a base de benzimidazol ~ 2 ppb 22
Sonda a base de cumarina 69 nM 19
Derivados de Carbon dots ~ 16 ppb 111
Sensor a base de 2,3-dihidro-1H-xanteno | ~ 5 ppb 18

Sensor a base de benzotiadiazola ~ 10 ppb | Este trabalho

A espectroscopia de RMN foi empregada para monitorar a rea¢ao entre o

sensor BTD-CHO e o analito, resultando no derivado fluorescente BTD-HZN. O

isolamento prévio desses dois corantes BTD permitiu uma atribui¢cdo inequivoca

de seus deslocamentos e sinais quimicos (conforme a Figura 15). As titulagbes

de RMN foram realizadas tratando o sensor BTD-CHO com 1,0, 3,0, 5,0 e 10,0

equivalentes de hidrazina (50% em solugdo aquosa) em DMSO-d6 como

solvente, a fim de acompanhar a formacao do derivado (BTD-HZN). A partir da

Figura 15, pode-se observar que ha rapida formac¢do do analito derivado logo
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apos a primeira adicdo de hidrazina (1,0 equivalente). Um sinal caracteristico é
o singleto a 10,2 ppm (hidrogénio do aldeido), que € consumido na reacao. No

final, apenas o derivado fluorogénico BTD-HZN é encontrado na solugao

analisada.

105 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 .5 7.0 6.5

FovET T ! ! '
10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 .5 7.0 6.5

= o
7\ H

BTD-CHO

o

f o2 PG oy R IR
10.5 10.0 9.5 9.0 8.5

ppm

Yoally u
8.0 7.5 7.0 6.5

Figura 15. Experimentos de titulagdo de *H RMN (600 MHz, DMSO-d6) foram conduzidos para
monitorar a reacao entre BTD-CHO (concentracgéo inicial: 30 mg mL1) e hidrazina, resultando na
formacéo do derivado fluorescente BTD-HZN. A hidrazina foi adicionada a solu¢do do sensor em

quantidades crescentes (de baixo para cima) de 0,0, 1,0, 3,0, 5,0 e 10,0 equivalentes.
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A técnica ESI(+)-MS(/MS) é amplamente utilizada para monitorar
mecanismos de reacao devido a sua capacidade de transferir suavemente ions
da solucdo para a fase gasosa, permitindo assim, a determinagéo precisa de
espécies quimicas em solucéo.*”11° Além disso, intermediarios transientes de
reacdo também podem ser detectados e caracterizados, indicando a eficiéncia,
robustez e rapidez da detecgdo por ESI.*20-123 Ao monitorar a reacéo, foi obtido
um perfil claro, e ambos os sinais dos derivados protonados ([BTD-CHO+H]*" e
[BTD-HZN+H]*) foram eficientemente acompanhados por ESI(+)MS (conforme a

Figura 16).
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Figura 16. Experimentos de ESI(+)-MS foram conduzidos para monitorar a rea¢do entre o sensor
BTD-CHO (10 pM) e hidrazina, resultando na formag¢&o do derivado BTD-HZN. Os dois derivados

foram detectados como ions protonados com valores de m/z 347 e 361, respectivamente.
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A reatividade e seletividade do BTD-CHO em relacéo a hidrazina nao é
surpreendente, considerando a alta atividade do N2H4em reages com derivados
carbonilados (aldeidos e cetonas) em ambientes celulares ou com
biomoléculas.?4126 E bem conhecido que a hidrazina pode reagir rapidamente
com biomoléculas carboniladas e metabdlitos, formando derivados de hidrazona
na presenca de N2Ha.'?”129 Como resultado, foram desenvolvidas algumas
sondas fluorescentes baseadas nesta estratégia de se incorporar hidrazina em
sua estrutura (ou seja, formar um R-NHNH2, onde R € parte da estrutura basica
do fluor6foro) para monitorar a presenca de derivados de carbonila nas

células.130-132

Célculos DFT foram empregados neste estudo para esclarecer as
propriedades fotofisicas dos dois corantes sintetizados. Os dados experimentais
obtidos foram entdo investigados teoricamente por meio de célculos DFT para
uma melhor compreenséao da fotofisica observada apos otimizacdes geométricas
nos estados fundamental (So) e primeiro excitado (S1). Foram realizados calculos
TD-DFT para as energias de transicao eletrbnica So — Si1 mais baixas dos
fluoréforos BTD para selecionar o melhor DFT, que fosse mais funcional, para
descrever os resultados experimentais. O funcional de troca-correlacéo hibrida
separada por intervalo CAM-B3LYP retornou a melhor correlagdo com Amax
experimental. Funcionais corrigidos de longo alcance, como LC-oHPBE, CAM-
B3LYP ou ©B97XD, também foram testados, mas apresentaram erros de
superestimacao mais elevados. Apesar de algumas imprecisbes quantitativas
(conforme a Tabela 4) esperadas, o TD-DFT foi capaz de reproduzir a tendéncia
geral das energias de transicdo com boa concordancia. Os resultados revelaram

que o funcional CAM-B3LYP previu valores com desvios reduzidos dos
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comprimentos de onda de absorcao relatados experimentalmente e foi, portanto,

adotado para discussdes posteriores.

Tabela 4. Comparacdo dos resultados de TD-DFT empregando diferentes funcionais de
Correlacao de Troca (XC) associados a menor energia de absorcédo. A linha vermelha horizontal

representa o Amax determinado experimentalmente em acetonitrila.

BTD-CHO
. So — S1 energia de A max absorcao .
NEARIETE excitacao (eV) Comprimento de onda (nm) SO 81D EEBlEr ()
B3LYP 2,69 461 0,54
CAM-B3LYP 3,25 381 0,75
LC-wPBE 3,63 341 0,90
MO06 2,81 441 0,60
M062X 3,31 375 0,79
M11 3,56 348 0,89
PBE1PBE 2,82 439 0,59
wB97XD 3,30 375 0,77
BTD-HZN
B3LYP 2,59 478 0,52
CAM-B3LYP 3,19 389 0,78
LC-wPBE 3,59 346 0,98
MO06 2,73 455 0,60
M062X 3,24 382 0,84
M11 3,51 353 1,00
PBE1PBE 2,73 454 0,59
wB97XD 3,28 378 0,82

Na Figura 17(A), é ilustrada a estrutura molecular de ambos os corantes
BTD em seus estados eletrénicos So e S1, juntamente com 0os comprimentos de
onda maximos de absorcdo e emissao correspondentes, derivados dos célculos
CAM-B3LYP/6-311+G(d,p). Em seus estados fundamentais, ambos os corantes
exibem geometrias semelhantes, conforme observado nos angulos de tor¢éo de
diedro selecionados na Figura 17(A). No entanto, apos a excitacéo para o estado
S1, o derivado BTD-HZN apresenta uma tendéncia para uma geometria mais
planarizada em relagéo a torcdo dos anéis capeados no nucleo BTD, explicando
a emissao de fluorescéncia mais intensa observada para este derivado. Na

Figura 18, comparamos as geometrias fundamentais e do primeiro estado
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excitado dos corantes em diferentes solventes. O BTD-CHO em agua nao
apresenta relaxamento de geometria, enquanto em meios menos polares, como
acetonitrila e diclorometano, esse efeito foi observado. O BTD-HZN exibe
relaxacdo da geometria do estado excitado em todos os solventes, resultando
em uma estrutura menos torcida devido a um efeito ICT mais forte. Esses
achados podem ser associados aos menores deslocamentos de Stokes

observados nas medic¢des fotofisicas em meios polares préticos.

(A)

384| | 563 2
u IARE

BTD-CHO BTD-HZN

(B) BTD-CHO BTD-HZN

= 378nm Bole-particle efgenvaive ). = 384nm
f 073 0971 f 076

T muim

Figura 17. (A) Base (So) e primeira (S1) estruturas otimizadas de BTD-CHO e BTD-HZN em

llptlx value

&gua, comprimentos de ligacdo selecionados (em A) e angulos diedros de tor¢éo (em graus) em
relagdo ao nucleo BTD. (B) CAM-B3LYP/6-311+G(d,p) Orbitais de Transigdo Natural associados

a transicéo eletrénica So — S1 para os corantes BTD em &gua (IEF-PCM).

Conforme ilustrado na Figura 17(B), a transicdo responséavel pelos
méaximos de absorcdo ocorre entre os niveis HOMO e LUMO, levando a
autovalores buraco-particula préximos da unidade quando associados aos NTOs

(Natural Transition Orbitals, do inglés). Os NTOs destacaram a forte participacéo
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do heterociclo aceitador BTD como o grupo retirador de elétrons (EWG),
acumulando a densidade de carga principalmente no lado aldeido do fluoréforo.
E importante observar que, na Figura 17(B), para o BTD-HZN, ambos os
substituintes BTD doam densidade de carga para o nacleo BTD, aumentando
assim o carater ICT de BTD-HZN em comparagédo com o BTD-CHO. Isso explica
a transicdo So — Si1. A excitacdo de ambos os corantes confere uma perda
parcial do carater quinoide BTD pelo alongamento das ligagbes N-S no estado
excitado devido ao papel EWG desempenhado pela estrutura heterociclica BTD
(ver Figura 17(A)). A Figura 19 mostra que o modelo quimico empregado explica
os deslocamentos tedricos de Stokes seguindo as tendéncias observadas nos
experimentos. A absorcdo tedrica e as formas de banda de emissdo se
sobrepdem menos significativamente para o derivado de hidrazina BTD-HZN do
que para o sensor BTD-CHO, o que pode ser atribuido aos efeitos ICT mais

fortes do primeiro.

5, S,
Agua Agua

=

Acetonitrila Acetonitrila
Diclorometano Q Diclorometano
%\ e

BTD-CHO BTD-HZN

Figura 18. Sobreposicdo das geometrias do estado fundamental (So) e do primeiro estado

excitado (S1) em diferentes solventes para BTD-CHO e BTD-HZN.
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Figura 19. Espectros de absorcdo e emissdo CAM-B3LYP/6-311+G(d,p) dos corantes BTDs em

acetonitrila (IEF-PCM) associados as transi¢cdes eletrénicas So — Si1 de menor energia.

Antes de aplicar os sensores de bioimagem em células vivas e modelos
in vivo, foram realizados ensaios de citotoxicidade MTT (do inglés, 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) para avaliar o potencial
de toxicidade das sondas (Figura 20). Os ensaios mostraram que ambas as
sondas ndo apresentaram efeitos deletérios nas células em varias
concentragbes e em varias linhagens celulares. Também foram realizados
ensaios de fotoestabilidade para verificar a possibilidade de realizar
experimentos de bioimagem sem desvanecimento ou fotobranqueamento dos
sensores desenvolvidos por longos periodos de irradiacdo (Figura 21). As
estruturas fluorogénicas desenvolvidas apresentaram rapida internalizacéo
celular (analisada durante 30 min) e sua boa emisséo celular foi medida por
experimentos de citometria de fluxo (Figura 22). Ambos os corantes emitiram
sinais intensos quando comparados a trés padrdes disponiveis comercialmente,
indicando que os corantes desenvolvidos tém aplicacdes praticas promissoras
devido as suas excelentes relacdes sinal-ruido. Esses resultados também estéo
em total concordancia com os dados fotofisicos experimentais e calculados

discutidos anteriormente.
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Figura 20. Ensaios de viabilidade celular (MTT) ap6s 24 h para o BTD-CHO (a esquerda) e BTD-
HZN formado in situ (a direita). A barra grafica ndo mostra efeito citotéxico estatisticamente
significativo apds 24 h de incubagéo para os compostos testados em solugbes em diferentes

concentracdes (1-100 puM).
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Figura 21. Emissdes de fluorescéncia (fotoestabilidades) dentro das diferentes linhagens de
células. Amarelo é a solucao de PBS sem corante fluorescente, vermelho e verde (BTD-CHO e
BTD-HZN, respectivamente) séo referidos a células vivas (exceto para a medi¢cdo da solugéo
gue é uma solucdo de PBS contendo corante), azul e roxo (BTD -CHO e BTD-HZN,

respectivamente) é referido como células fixas.
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Figura 22. Andlises de citometria de fluxo de BTD-CHO e BTD-HZN para representar a

intensidade de fluorescéncia de ambos os corantes (10 uM cada) dentro das diferentes linhagens

de células em comparagédo com padrées comerciais. Azul e verde escuro (células vivas), laranja

e verde (células fixas) e vermelho, roxo e rosa (controles). As analises referem-se a 10 mil

eventos por canal utilizando os seguintes padrées: Amycian (canal verde), Pacific Blue (canal

azul) e Qdot605 (canal vermelho).

Verificou-se que o marcador BTD-CHO recém-projetado é seletivo para

coloragdo de LDs em células vivas e fixadas de vérias linhagens celulares

(Figura 23 e 24). Experimentos utilizando BODIPY comercialmente disponivel

(12 uM) e BTD-CHO (10 pM) demonstraram que o corante desenvolvido exibiu
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uma intensidade fluorescente significativamente maior e seletividade para LDs
em comparacao com o corante comercial (ver Figura 24). Esses resultados foram
consistentes com as previsoes feitas durante os testes SDS (Figura 9). BTD-
CHO pode ser visualizado no canal de leitura (Figura 25), mas apos a formacao
in situ de BTD-HZN com a adi¢éo de hidrazina, nenhuma emisséo vermelha foi
observada. Este efeito foi quantificado em diferentes modelos celulares (Figura
26). Ambos os BTDs emitiram no canal verde, mas somente o derivado de
hidrazina (BTD-HZN) emitiu no canal azul, caracteristica ndo observada para o
sensor projetado (BTD-CHO). Assim, o canal azul foi utilizado para monitorar a
formacédo de BTD-HZN (Figura 25), enquanto o canal vermelho foi utilizado para
rastrear a emissao (consumo) de BTD-CHO. A coloracdo dos nucleos das
células com iodeto de propidio (um emissor vermelho disponivel
comercialmente) néo interferiu nos experimentos, sugerindo a possibilidade de

experimentos de coloragdo multicoloridos, como sera mostrado oportunamente.

MCF-7
MCEF-7

Caco-2
T47D Caco-2

T47D

'HUVEC
HUVEC

Figura 23. Linhagens de células vivas (esquerda) e fixadas (direita) marcadas com BTD-CHO

(10 uM) indicando sua seletividade de goticulas lipidicas. Barra de escala de 10 um.
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Figura 24. Experimentos usando BODIPY (12 uM) e BTD-CHO (10 uM) mostrando a intensidade
relativa dos corantes (abaixo) e sua coloracdo de goticulas lipidicas (topo). Observe que o

corante desenvolvido € muito mais intenso com uma concentragdo menor.

Figura 25. Imagem de células vivas (MDA-MB-231) usando BTD-CHO (10 uM) e hidrazina (10
uM) para a deteccédo seletiva do analito nas estruturas de goticulas lipidicas. Canal azul: BTD-
HZN formado in situ apds adicao de hidrazina. Canal verde: emissao brilhante e intensa de BTD-
CHO e BTD-HZN no interior de goticulas lipidicas. Canal vermelho: emisséo de BTD-CHO dentro

de organelas especificas (LDs). Barra de escala de 10 pum.
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Intensidade de fluorescéncia (a.u)

MDA-MB-231 HUVEC
Canal vermelho

Figura 26. Intensidade de fluorescéncia do canal vermelho antes e depois da adi¢c&o de hidrazina

em dois modelos celulares diferentes, ou seja, linhagens de células MDA-MB-231 e HUVEC.

O deslocamento para o azul observado na formacdo do BTD-HZN é
esperado, e os dados fotofisicos ja indicaram esse efeito. A formacédo de
hidrazona resulta na presenca de pares de elétrons livres que sofrem transicdes
eletronicas n — T* (maior energia) em solugdo.’®® O efeito de solvatagdo
depende da natureza do solvente, mas, em geral, sdo observados
deslocamentos para o azul. Um modelo dielétrico foi anteriormente desenvolvido
para explicar as diferencas nos efeitos observados com diferentes classes de
solventes.’®® Um efeito semelhante ao que observamos neste trabalho foi
observado para um sensor de hidrazina previamente descrito que tinha um
aldeido como local reativo.®® Apds a formacédo do derivado hidrazona em
solucéo, o emissor verde (sensor) transformou-se em um fluoréforo emissor azul

(derivado hidrazona da reacdo com hidrazina).3¢

A resposta positiva obtida ao usar o sensor BTD-CHO desenvolvido
levou-nos a tentar um modelo celular mais complicado para a coloragéo de LDs.

Nesse contexto, consideramos o uso de microalgas, mais especificamente a
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Chlorella sorokiniana®3*13¢ que é utilizada para producéo de biodiesel.*3"13% O
BODIPY e o Nile Red j& foram utilizados anteriormente para quantificar lipidios
nessas microalgas!4®, mas suas limitagées sdo bem conhecidas, especialmente
quando aplicados para a coloracdo de microalgas.'*! A presenca de alta
autofluorescéncia de véarios pigmentos fotossintéticos nas células de
microalgas!*? representa um grande desafio para a coloracdo desses
organismos. Para superar essas desvantagens, sdo necessdrias sondas
altamente luminescentes, o que torna o BTD-CHO uma excelente alternativa
para a coloragdo de LDs em microalgas, especialmente considerando sua
excelente relacdo sinal-ruido durante experimentos de bioimagem. Como
mostrado na Figura 27, o fluoréforo baseado em BTD foi usado com sucesso
para essa finalidade. Além disso, para comparacao, também tentamos aplicar
duas BTDs lipofilicas conhecidas (Figura 28)'°° que usamos anteriormente como
sondas de imagem celular para células cancerigenas, para manchar o modelo
de microalgas, mas ndo obtivemos resultados promissores (dados néo

mostrados).

Figura 27. Microalga (Chlorella sorokiniana) marcada com BTD-CHO (10 uM). (Esquerda)

Campo claro e (Direita) emisséo de fluorescéncia no canal verde. Barra de escala de 2,5 um.
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Figura 28. Estruturas de derivados de BTD fluorescentes lipofilicos previamente publicados (veja

a referéncia 100) testados neste trabalho para marcacdo em microalgas.

A aplicacao do marcador fluorescente BTD-CHO permitiu a coloracéo de
um modelo multicelular in vivo (C. elegans) com bons resultados (Figura 29),
apresentando uma intensa emissdo verde. O verme foi eficientemente
monitorado no canal azul apds a adicao de hidrazina, e a rapida formacao in situ
de BTD-HZN também proporcionou bons resultados. Para comparacéo,
testamos mais uma vez dois fluoréforos BTDs lipofilicos publicados
anteriormente (Figura 28) para coloracdo do verme,’® mas ndo obtivemos

resultados significativos (dados ndo mostrados).

Figura 29. Experimentos de coloracdo de C. elegans (in vivo). (Esquerda) BTD-CHO (10 uM)
monitorado no canal verde. (Direita) BTD-HZN formado in situ na presenca de hidrazina (canal

azul). Barra de escala de 25 pm
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Para garantir a eficiéncia do corante BTD projetado e a possibilidade de
coloragdo multicolorida, foram realizadas analises bioortogonais (Figura 30).
Essa analise também permitiu a localizacéo inequivoca do fluoréforo dentro das
células e do modelo multicelular. A Figura 30 indica que o sensor BTD-CHO pode
ser usado em conjunto com outros marcadores, como o iodeto de propidio (um
emissor vermelho seletivo para coloracdo de nucleos), e mostrou a

internalizacao do derivado fluorogénico derivado da BTD.
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Figura 30. Andlise bioortogonal de células MDA-MB-231 (parte superior), microalgas (Chlorella
sorokiniana, imagem do meio) e C. elegans (parte inferior) usando BTD-CHO (10 uM) para todos
0s experimentos. A projecao (a esquerda) e as imagens 3D renderizadas (a direita) da analise
ortogonal mostram que o corante esté presente dentro das estruturas. O iodeto de propidio (um

corante comercial) € o emissor vermelho.

Incentivados pela aplicacdo bem-sucedida em niveis celulares e

multicelulares, decidimos realizar uma aplicacéo final in vivo usando o peixe-
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zebra (Danio rerio) como modelo. A detec¢do de um analito especifico em peixe-
zebra com sensores fluorescentes provou ser uma tarefa desafiadora,'#43-14®
especialmente ao usar um analito téxico como a hidrazina. Portanto, a deteccéo
rapida foi necessaria como prova final de conceito para a eficiéncia do sensor
desenvolvido. Ao aplicar BTD-CHO na presenca do analito N2H4, observamos a

distribuicdo de BTD-HZN em regides ricas em lipideos do peixe (Figura 31).

200 ym

Figura 31. Deteccao de hidrazina em modelos vivos (superior) e fixos (inferior) de peixe-zebra
usando o marcador BTD-CHO desenvolvido (10 uM) formando in situ o derivado BTD-HZN
(emissdo azul). Visualizagbes de campo claro (esquerda) e canal azul (direita). Barra de es

de 200 um.
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Em resumo, descrevemos um sensor fluorescente baseado no ndcleo BTD
projetado para colorir seletivamente LDs em células vivas (e fixas) e modelos
multicelulares in vivo (C. elegans e peixe-zebra). A detecc¢ao in vivo do analito
toxico hidrazina foi realizada com sucesso, e pela primeira vez, uma sonda
fluorescente foi usada para monitorar a hidrazina dentro dos LDs. Experimentos
in vivo apontam firmemente para a deteccdo rapida, sensivel e seletiva da
hidrazina, indicando que a sonda desenvolvida pode ser aplicada como um
sensor promissor em futuras avaliacdes biolégicas dos efeitos da hidrazina. As
fotopropriedades de ambos os corantes fluorogénicos sintetizados foram
investigadas, e os célculos DFT lancaram alguma luz sobre suas propriedades.
Experimentos de titulacdo (analises de RMN e ESI-MS(/MS)) indicaram a rapida
reagdo entre BTD-CHO e N2Hs4, fornecendo BTD-HZN como um derivado
fluorescente brilhante. A estrutura projetada também gera dgua como Unico
subproduto quando tratada com o analito toxico (hidrazina), evitando assim
quaisquer conclusGes enganosas como consequéncia de subprodutos toxicos

liberados em modelos biol6gicos.

A principal perspectiva do trabalho € que com o design apresentado e
validado para o novo derivado BTD-CHO, pode-se sintetizar uma nova familia
de marcadores BTDs onde de um lado do nucleo deve conter o grupo 4-CHO-
fenil, responsavel pela deteccdo da hidrazina, e do outro lado se explorar
substituintes que permitam se ajustar propriedades de cores dos novos

marcadores.
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