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ANALISE DE IMAGENS DE MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA
PARA DETERMINAR EFEITOS TOXICOS DE NANOMATERIAIS

Palavras-Chave: Cancer, fluorescéncia, microscopia

Thyphanny Katherine Silva Franca (IB/UNICAMP), Vitoria da Silva Goncalves (IB/UNICAMP), Maria Tereza

Marques Musetto (IB-UNICAMP)
Prof. Dr. Marcelo Bispo de Jesus, (Orientadora: Thais de Moraes Lacerda), IB - UNICAMP.

Financiamento: PIBIC/CNPq, FAPESP.

INTRODUCAO

A analise de imagens de microscopia de fluorescéncia € uma abordagem poderosa e amplamente utilizada
para determinar efeitos toxicos em celulas e tecidos. Essa tecnica permite visualizar e quantificar as respostas
celulares a agentes toxicos por meio da utilizacao de marcadores fluorescentes especificos. Ao expor amostras
biologicas a substancias potencialmente toxicas e, em seguida, marca-las com sondas fluorescentes, € possivel
identificar alteracoes nas celulas que podem indicar estresse celular, morte ou danos especificos aos 0rgaos.

Através da captacao de imagens em microscopios de fluorescéncia, € possivel detectar mudancas na
morfologia celular, liberacao de proteinas sinalizadoras, danos ao DNA e outras respostas celulares relevantes. A
quantificacao de Iintensidades de fluorescéncia e localizagoes subcelulares pode fornecer informacoes
detalhadas sobre os efeitos toxicos em diferentes regioes celulares. Essa analise avancada € crucial em estudos
farmacologicos, ambientais e de seguranca, permitindo a identificacao precoce de efeitos adversos de compostos
qguimicos ou drogas em desenvolvimento. Além disso, a analise de imagens de microscopia de fluorescéncia
tambem desempenha um papel fundamental na compreensao dos mecanismos subjacentes a esses efeitos
toxicos, possibilitando intervencoes terapéuticas mais eficazes e aprimorando a seguranca em diversas areas da

ciéncia e da medicina.

METODOLOGIA

Para cumprir os objetivos do projeto, foram seguidas as seguintes etapas:

Etapa 1: preparacao das amostras: as amostras biologicas, como celulas ou tecidos, sao cultivadas ou coletadas e
preparadas para a analise. Isso pode incluir tratamentos com substancias toxicas em diferentes concentracoes e tempos de

exposicao.

Etapa 2: marcacao fluorescente: para visualizar estruturas ou moléeculas especificas dentro das amostras, sondas ou
anticorpos sao utilizados para marcar proteinas, organelas ou componentes celulares de Interesse com corantes

fluorescentes.

Etapa 3: aquisicao das imagens: as amostras marcadas sao colocadas em um microscopio de fluorescéncia, onde a luz
excita as moleculas fluorescentes e gera sinais de fluorescéncia. As imagens sao capturadas em diferentes canais
espectrais para registrar diferentes emissoes de fluorescéncia.
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Etapa 4: processamento de imagens: as imagens capturadas sao processadas usando software de analise

de imagem para melhorar a qualidade, remover ruidos € segmentar regioes de interesse. Isso pode envolver a
aplicacao de filtros, ajustes de brilho, contraste e correcao de fundo..

Etapa 5: quantificacao de fluorescencia: os niveis de fluorescéncia nas regioes de interesse sao
quantificados usando o software de analise de imagem. Isso permite medir a intensidade e a distribuicao dos
marcadores fluorescentes nas celulas ou tecidos.

Etapa 6: analise estatistica: os dados obtidos sao submetidos a analises estatisticas para determinar se

existem diferencas significativas nos niveis de fluorescéncia entre os grupos de tratamento, controlados ou nao
tratados.

Etapa 7: interpretacao dos resultados: os resultados obtidos sao interpretados para determinar os efeitos
toxicos nos diferentes grupos de tratamento. Isso pode incluir a identificacao de alteracoes morfologicas, danos
celulares, ativacao de vias de sinalizacao especificas ou outros eventos relevantes.

Etapa 8: discussao e conclusao: os resultados sao discutidos a luz da literatura cientifica existente e das
hipoteses Iniciais. Conclusoes sobre os efeitos toxicos e possiveis mecanismos subjacentes sao apresentadas,
com destaque para a relevancia dos achados para a area de estudo.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Primeiramente, submetemos as celulas de cancer de mama ao tratamento com trés farmacos previamente
cultivadas em placas de 96 pocos.

Os farmacos utilizados foram o Docetaxel, o Paclitaxel e a, Doxorrubicina, onde foram aplicadas 1 micromolar
em cada poco das placas de celulas. Onde obtivemos estes resultados.

Doxorrubicina.

Nesta imagem podemos ver que o farmaco aplicado nao obteve mudancas significativas, pois o nucleo (azul),
o reticulo endoplasmatico (verde) e o citoesqueleto (vermelho), estao quase ou inteiramente intactos.
Mostrando que esse farmaco precisaria de varios meses para causar um grande resultado nas céelulas.
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Paclitaxel

Observando essa imagem podemos ver que tivemos um grande resultado positivo, notando que este farmaco
conseguiu afetar o nucleo (azul), o reticulo plasmatico (verde) e o citoesqueleto (vermelho), em que todas
essas areas tivessem dano em praticamente toda a célula. Mostrando ser um farmaco potente para
tratamento de células cancerigenas.

Docetaxel

Na imagem deste farmaco podemos observar que o nucleo (azul) foi potencialmente danificado, mas o
reticulo endoplasmatico (verde) e o citoesqueleto (vermelho) nao foram tao afetados pelo farmaco. Isso
mostra que ele tem um bom potencial no tratamento de celulas cancerigenas, pois o nucleo das células ficou
destruido.

Como mostrado nas imagens acima podemos perceber nitidamente as diferencas de acao de cada farmaco
usado no tratamento das células, onde uma tem mais potencial que outra.

Com isso vimos que dentre os trés os mais eficientes seriam o Paclitaxel e o Docetaxel que tiveram grande
percentual de destruicao no nucleo das celulas. Mas se compararmos os dois farmacos veremos que o
Paclitaxel teve um efeito destrutivo maior, observando que alem do nucleo a estrutura das células foli
juntamente afetada, tendo um resultado positivo para nossa pesquisa.

Em relacao ao farmaco Doxorrubicina nao obtivemos resultados muito positivos, pois o efeito dele diante as
células fol quase nulo onde tanto o nucleo quanto a estrutura celular ficaram praticamente intactos,
mostrando que para surgir algum efeito sobre as células precisariamos de alguns meses para obtermos um
resultado significativo.
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CONCLUSOES

Atraves dos experimentos e imagens analisadas foi possivel identificar meios de tratamento que mais seriam
eficientes, trazendo resultados positivos e com grandes mudancas. Podemos destacar o quao importante esses
processos realizados sao, pois eles verificam as hipoteses elaboradas por nos, mostrando se o resultado do
tratamento foi positivo ou negativo. Nesse caso em especifico dos quimioterapicos, tivemos dois em destaques
(Paclitaxel e o Docetaxel), que agora serao levados adiante para prosseguir com a pesquisa sobre as células
com a presenca do tumor de cancer de mama. Vemos também a importancia que se da para essas areas,
avancando sempre na saude com a ajuda da tecnologia, proporcionando solugcoes incrivels.
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