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Intramolecular Proton Transfer in the Excited State (ESIPT) Process: Applications in 

Fluorescent Probes 

Abstract: Currently the opportune diagnosis of cancer has shown a great importance, mainly by 
decreasing the mortality rate. Among the techniques employed to achieve the diagnosis, 
spectroscopy has been highlighted for presenting safe and highly accurate diagnoses. The 
Fluorescence Spectroscopy has become very important in cancer diagnosis, being employed in 
breast, oral cavity and esophagus cancer testing. The technique employs fluorophore which in 
many cases have groups capable of carrying out the intramolecular proton transfer in the excited 
state (ESIPT). These compounds may be used for various molecular targets such as cations, anions 
and proteins detection, besides the diagnosis of diseases. Spectroscopic probes have an important 
role in the development of more accurate diagnosing diseases methods, which may influence the 
treatment and avoid the risks of further surgery and patient death. 
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Resumo 

Nos dias atuais o diagnóstico do câncer vem apresentando uma relevante importância, 
principalmente por diminuir a taxa de mortalidade. Dentre as técnicas empregadas para realização 
do diagnóstico, a espectroscopia vem se destacando por apresentar diagnósticos seguros e com 
grande acurácia. Neste contexto, a espectroscopia de fluorescência vem se tornando bastante 
importante nos diagnósticos de câncer de mama, cavidade oral e esôfago. A técnica emprega 
fluoróforo que em muitos casos apresentam grupos capazes de realizar a transferência protônica 
intramolecular no estado excitado (ESIPT). Esses compostos podem ser empregados para diversos 
alvos moleculares, como detecção de cátions, ânions e proteínas, além do diagnóstico de doenças. 
As sondas espectroscópicas apresentam um importante papel no desenvolvimento de métodos 
mais acurados de diagnóstico de doenças, o qual pode influenciar diretamente no tratamento e 
evitar os riscos de novas cirurgias e a morte do paciente. 
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1. Introdução 

 

Na atualidade, o câncer é uma das 
doenças que mais vitimam no mundo.1 Um 
dos motivos é a dificuldade de diagnóstico no 
pré e pós-operatório.2 Quando o diagnóstico 
no pós-operatório é feito de forma acurada, 
diminui a necessidade de uma nova cirurgia, 
que hoje é de 50% dos casos de câncer de 
mama com margem positiva e 10% dos casos 
com margem negativa.2 Atualmente, um dos 
grandes desafios do diagnóstico de imagem é 
desenvolver um sistema capaz de localizar 
espécies em diferentes ambientes com alta 
resolução para detectar focos de câncer nas 
margens cirúrgicas para uso clínico.2 

Dentre as técnicas de diagnóstico 
empregados no tratamento do câncer estão 
os exames de Tomografia, Ressonância 
Magnética por Imagem e endoscopias 
ultrassônicas, porém, em muitos casos o 
diagnóstico não traz a acurácia pretendida 
para a doença e muitos pacientes são 
vitimados pela falta de um diagnóstico 
preciso.5 Muitos esforços têm sido 
empregados para detectar tumores 
utilizando a espectroscopia molecular.3,4 Por 
exemplo, a espectroscopia molecular de 
infravermelho e Raman,3 que medem as 
vibrações moleculares das amostras e são 
empregadas para diagnóstico de 
arteriosclerose no sangue, displasia e vários 
tipos de câncer,4 como os tumores na 
tireoide, nas células cervicais, na pele, na 
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mucosa oral, no cólon, na mama, nas células 
de linfomas, e no câncer de cérebro.3 A 
Espectroscopia de Refletância Difusa tem 
sido usada no diagnóstico do progresso de 
doenças, como câncer de colón, esôfago, 
cervical e bexiga.2,4 A Espectroscopia de 
Fluorescência, que mede a emissão de 
fluóforos endógenos encontrados em tecido, 
foi relatada para o diagnóstico de displasia no 
colo uterino, câncer no esôfago e na cavidade 
oral, e por ser eficiente para estudos em 
tempo real de células vivas e doenças.5,4,6 
Além dos diagnósticos citados, esse tipo de 
espectroscopia molecular apresenta 
informações complementares sobre a 
composição do tecido, informações sobre a 
organização, movimento e superfície de 
membranas celulares e suas combinações, 
contribuindo com informações úteis sobre a 
doença e seu diagnóstico.4 

Nesse contexto, vem crescendo o 
interesse por sondas fluorescentes. Essas 
sondas são altamente sensíveis, de fácil 
operação e permitem a análise por imagem 
em sistemas vivos.7 Nos últimos anos, o 
interesse pelos compostos que apresentam o 
processo de transferência protônica 

intramolecular no estado excitado (ESIPT) 
vem aumentando, devido aos prospectos de 
aplicação no desenvolvimento de novas 
sondas fluorescentes, visando métodos 
analíticos com aplicação nos campos da 
biofísica, medicina e no controle ambiental.8 

 

2. O Processo de transferência 

protônica intramolecular no 

estado excitado 

 

O processo ESIPT foi primeiramente 
observado por Weller em 1956, em estudos 
com o salicilato de metila (Figura 1).9,10,8 O 
processo de transferência protônica 
intramolecular no estado excitado (ESIPT) 
pode ser iniciado por um pulso de luz, e 
posteriormente ser explorado como um 
sistema de transferência dinâmico.11 As 
moléculas que apresentam o processo ESIPT 
apresentam no estado fundamental uma 
ligação de hidrogênio intramolecular entre 
um grupo hidroxila (OH) ou amino (NH) com 
uma carbonila ou ao nitrogênio do grupo 
piridil,8,12 em uma distância menor que 2 Å.13 

 

 

Figura 1. Estrutura química do Salicilato de Metila 

 

No estado fundamental, a estrutura mais 
estável é a forma enol ou amino quando esse 
composto passa para o estado excitado por 
absorção de um fóton de luz, ele pode 
promover a troca para seu tautômero mais 
estável no estado excitado que é a forma 
ceto.14,15 Esse processo adiabático acontece 
em pico-segundos e resulta na formação de 
produtos tautoméricos fotoativos que 
emitem radiação em comprimento de onda 
maior que no estado fundamental.8,16 O 
estado ceto excitado produz o processo ESIPT 
pela diferença na geometria estrutural e 

configuração eletrônica em comparação com 
a espécie original (estado fundamental). Esse 
fato, gera um grande deslocamento de 
Stoke,17 da ordem de 8 a 10 mil    cm-1. 12,15 
Depois, o produto ESIPT retorna ao seu 
estado fundamental pela emissão 
fluorescente ou pela perda da radiação 
(conversão interna),12 que posteriormente é 
revertido ao tautômero, no estado 
fundamental, mais estável.8 No espectro de 
absorção, a forma enol é observada e a 
forma ceto no espectro de fluorescência, o 
que caracteriza o processo ESIPT.8 
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Esquema 1. Diagrama de transição do estado fundamental (C) para o estado excitado (C*) e a 
conversão para a forma tautomérica (E*) via processo ESIPT emitindo fluorescência quando 

decai para o estado fundamental (E) 

 

Existem muitas dúvidas sobre o final do 
processo, e seu retorno ao estado 
fundamental (GS), na verdade, alguns 
pesquisadores na literatura relatam que o 
processo é irreversível. Porém, nos últimos 
anos, propostas reversíveis do processo vêm 
sendo estudadas.8 

Moléculas que apresentam o processo 
ESIPT tem muitas aplicações, como corantes 
laser,18,14,19 foto estabilizadores UV,18,20,19 
sondas de proteínas e membranas,18,20 LEDs 
orgânicos,18 diodos emissores de luz,20,16 
sondas para diversos ambientes biológicos e 
solvatação dinâmica,14 sensores de íons e 
metais,14 materiais luminescentes,12 entre 
outras aplicações. 

A razão ultra-rápida do ESIPT, com um 
grande deslocamento de Stoke,21 entre a 

banda de absorção e emissão do tautômero 
(pico a pico), fornece uma ampla janela de 
cor complementar para o processo de 
emissão e reabsorção.22 Emissões brancas 
foram observados por Park e co-autores. Sun 
e co-autores, observaram emissão branca 
dopando dois polímeros sólidos com 
moléculas que apresentam o processo 
ESIPT.22 A alta intensidade da emissão 
fluorescente e o grande deslocamento de 
Stoke devido ao fenômeno ESIPT são muito 
sensíveis, dependendo muito do ambiente 
local do composto, porém, em alguns 
compostos, como os da família das 2-(2'-
hidroxifenil)-benzimidazol, (Figura 2), 
conseguem regular estruturalmente essa 
propriedade fotofísica, excedendo a 
influência do ambiente.21 

 

 

Figura 2. Estrutura química da 2-(2'-hidroxifenil)benzimidazol 

 

Na literatura, tem sido apresentado 
diferentes etapas de reação para o processo 
ESIPT, isso devido as características ácido-
base das moléculas.23 Quando ocorre a 
excitação eletrônica da molécula suas 
características ácido e base dos sítios 
próximos aumenta, envolvendo assim, a 
troca rápida do próton na superfície do 
estado excitado.21 Muitos compostos 
apresentam alteração no seu pKa quando 
excitados, podendo sofrer a desprotonação 

na presença de espécies básicas, como o 
solvente.18,24 A influência do solvente é 
significativa no processo ESIPT, de modo que, 
solventes polares diminuem o 
solvatocromismo das moléculas podendo até 
reduzir o efeito de emissão fluorescente. 
Solventes polares, podem concorrer 
diretamente pelo próton, promovendo o 
processo de transferência do próton no 
estado excitado (ESPT), nesse processo, 
moléculas de solvente como a água, podem 
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concorrer pelo próton, e nesse caso, impedir 
a transferência intramolecular.24 Nesses 
solventes polares, a solvatação pode 
prejudicar o processo devido a inúmeras 
ligações de hidrogênio entre o soluto e o 
solvente.25 Porém, solventes apolares 
favorecem a transferência, e alguns 
aumentam as características de fluorescência 
e a intensidade da emissão, que em alguns 
casos, se devem a estabilização dos produtos 
tautômeros.24 

Alcoóis aromáticos apresentam acidez 
quando excitados para o primeiro estado 

excitado (S1). Como exemplo, o grupo 
hidroxila do 2-naftol, (Figura 3), aumenta sua 
acidez aproximadamente em 7 ordens de 
grandeza na forma excitada (≈2, ) 
quando comparado ao estado fundamental 
((0)≈ ,5).24 O aumento da acidez na 
excitação do 1-naftol é tão pronunciada que 
ele muda o pKa de 9,4 (estado fundamental) 
para 0,4 (no estado excitado). Fenóis 
excitados usam a desprotonação adiabática 
em piscosegundos em água via processo ESPT 
para emitir fluorescência na forma de 
fenolato no estado excitado.24 

 

 

Figura 3. Estrutura química do 1-naftol e do 2-naftol 

 

Recentemente, um conceito intrigante foi 
reportado por Dunietz e colaboradores na 
elação e t e os g aus de o jugação π e a 

ocorrência do processo ESIPT.26,14 Nessa 
aproximação teórica, os autores 
reconstruíram virtualmente um conjunto de 
derivações com números diferentes e 
posições do anel aromático em análogos de 

dímeros da 7-azaindol, (Figura 4), e 
calcularam a relação entre a energia e a 
estrutura dessas espécies tautoméricas no 
estado excitado. Como um resultado, 
o se ou ue os g aus de o jugação π  as 
espécies tautoméricas, no estado excitado, 
influenciam o processo.26,14 

 

 

Figura 4. Estrutura química do composto7-azaindol 

 

O se a a  ue a o jugação π p olo ga 
a deslocalização, melhorando a distribuição 
do excesso de carga no centro da reação e 
tende a baixar a energia relativa das espécies 
tautoméricas no estado excitado. Resultando, 
assim, numa grande força termodinâmica 
dirigida no sentido da transferência do 
próton.26 Experimentalmente, Chung e co-
autores, procuraram provar esse conceito 
com o estudo de vários 7-azaindol derivados 
da tereína. E mostraram que esses 
fenômenos são importantes para o processo 
ESIPT.26 

A substituição em compostos que 
apresentam o processo ESIPT pode 
influenciar a emissão. Doadores de elétrons, 
em que os elétrons podem ser considerados 
ressonantes para o oxigênio da carbonila pela 
excitação, criam um grande momento de 
dipolo para o estado excitado na forma enol 
em relação ao tautômero no estado excitado 
e sua forma no estado fundamental. Essa 
substituição, então, causada por grupos 
doadores, pode promover um aumento da 
transferência do próton.27 

Compostos que apresentam o processo 
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ESIPT empregados como sondas 
fluorescentes apresentam características 
positivas como a não dependência da 
concentração, a variação da luz de excitação,9 
a ligação receptor-analito deve ser seletiva e 
muito sensível, além de gerar um sinal 
analítico grande.28 Podendo ser empregados 
em diferentes ambiente e para diferentes 
alvos moleculares de interesse biológico, 
razão essa, que faz com que esses compostos 
sejam importantes dentro da espectroscopia 
de fluorescência para o diagnóstico de 
doenças. 

 

3. Aplicações em Sondas 

 

3.1. Sondas fluorescentes para cátions e 

metais 

 

As Dihidroxiantraquinonas (DHAQ), Figura 
5, são um grupo de compostos interessantes 
do ponto de vista fotoquímico e fotofísico.29 
Corantes DHAQ apresentam um grupo 
carbonila e uma hidroxila vizinho que podem 
ser empregados para ancorar na superfície de 
semi-condutores.29 

 

 

Figura 5. Estrutura química da Alizarina, Quinizarina e Crizasina 

 

A alizarina, a partir da segunda metade do 
século 19 revolucionou a indústria têxtil, 
apresentando afinidade por metais do bloco 
p e d, formando complexos com cores fortes, 
que são usados na quantificação dos 
mesmos. Sua interação com o cálcio foi 
importante para estudos de crescimento dos 
ossos e osteoporose, expressão gênica e a 
engenharia de tecidos. Sendo empregada, 
também, na detecção de boro e fluoreto.29 A 
Quinizarina forma complexos fluorescentes 
com lítio, boro, alumínio e pode ser utilizado 
para a detecção desses elementos por 
espectroscopia de fluorescência. A Crisazina 
foi empregada na detecção de cálcio, cobre, 
platina, chumbo, cádmio, zinco, níquel, 
manganês, ferro e cobalto.29 

Quimiossensores fluorescentes artificiais 
para íons de metais de transição tem sido 
alvo de um grande número de pesquisas nos 
últimos anos, principalmente, para o zinco, 

que é o segundo metal de transição mais 
abundante dentro do organismo humano.30 
Ele é significativo em vários processos 
biológicos, como metabolismo celular, 
expressão genética, reparação do DNA, 
apoptose celular, neuro-transmissão, 
regulação de proteínas, reorganização e 
regulação da desordem neurológica em 
doenças como às de Parkinson, Alzheimer, 
esclerose lateral amiotrófica e epilepsia.30,28 
Entre os diferentes caminhos para a 
produção de sondas fluorescentes para a 
detecção do zinco,  o mais promissor é a 
utilização de compostos que apresentam o 
processo ESIPT.28 Os derivados de 2-
(benzotiazol-2-il)fenol estão envolvidos na 
formação de sondas fluorescentes de zinco. 
O hidroxinaftaleno baseado em sensores de 
benzotiazol, também, tem recebido atenção 
para a determinação desse metal por 
espectroscopia de fluorescência.13 
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Figura 6. Estrutura química da sonda derivado do 2-naftol com benzotiazol para análise de 
Zn(II) 

 

3.2. Sondas fluorescentes formadas por 

proteínas. 

 

Aminoácidos não naturais são 
importantes para investigar peptídeos e 
proteínas, podendo servir como sondas locais 
para monitoramento seletivo de 
propriedades e funções proteícas.31 Os 

aminoácidos fluorescentes são atrativos por 
serem altamente sensíveis a métodos de 
fluorescência. Desde que os aminoácidos 
fluorescentes, como o triptofano, (Figura 7), 
apresentaram propriedades fluorescentes 
ruins, muitas pesquisas têm como objetivo 
desenvolver aminoácidos com melhores 
propriedades fluorescentes.31 

 

 

Figura 7. Estrutura química do Triptofano 

 

Interações biomoleculares decrescem com 
a polaridade e com a presença de água em 
sítios lábeis, que podem ser monitorados por 
aminoácidos fluorescentes. Um exemplo, 
foram os aminoácidos baseados no Prodan, 
Figura 8, que foram utilizados para monitorar 

interações do peptídeo S com a ribonuclease 
“ e e epto es de δ-opióides como 
antagonistas, bem como para estimar a 
constante dielétrica local do domínio B1 da 
proteína G do estafilococo.31 

 

 

Figura 8. Estrutura química da Prodan e da 4-dimetilamiononaftilimida (4-DMAP) 

 

Os aminoácidos baseados no 4-
dimetilaminoftalimida (4-DMAP) fluorescente 
foram aplicados para ligar a peptídeos na 
tentativa de investigar domínios de ligação 

de sulfeto (SH2) fosfotirosiníco e interações 
peptídeo-calmodulina.31 
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Estudos de aminoácidos fluorescentes 
ainda são limitados a poucos exemplos e 
focados apenas em interações proteína-
proteína, enquanto que estudos de 
interações peptídeos-oligonucleotídeos são 
mais raros. Strizhake e colaboradores 
estudaram derivados da 3-hidroxicromona, 
que apresentam o processo ESIPT, para 
avaliar a detecção dos nucleocapsídeos do 
vírus HIV. Estes dados mostram relativa 
interação da sonda com as proteínas e 
nucleosídeos presentes na estrutura.31 

As albuminas são importantes proteínas 
presentes no sistema circulatório, 
contribuindo para a manutenção da pressão 
osmótica.32,33 As albuminas transportam 
muitos compostos, como ácidos graxos, sais 
biliares, hormônios, metais e fármacos.33 
Podem, também, transportar proteínas 

geradas por tumores que entram na corrente 
sanguínea.32  

A natureza da ligação entre sondas 
fluorescentes e a albumina tem sido 
investigada na tentativa de avaliar os 
problemas ocasionados nos estudos de 
estrutura molecular de proteínas pelo uso de 
surfactantes, que 
dobram/desdobram/redobram as estruturas 
das proteínas.33 Alguns estudos mostram a 
aplicação da sonda p-N,N-dimetilamino-orto-
hidroxibenzaldeído (PDOHBA), Figura 9, que 
apresenta o processo ESIPT, nos estudos de 
estrutura de proteínas pela interação com a 
albumina. 33 Nesse caso, a sonda foi 
empregada para avaliar mudanças 
conformacionais da proteína, carreando-a 
com o triptofano intrínseco da albumina.33 

 

 

Figura 9. Estrutura química da PDOHBA 

 

A molécula exibiu bandas de fluorescência 
tanto em ambiente polar como em ambiente 
apolar. Observaram, também, que a molécula 
se liga dentro da cavidade interna da 
albumina, diminuindo seu contato com a 
água, aumentando as emissões do estado 
excitado.33 Caracterizaram a sonda como 
promissora para o estudo de propriedades 
estruturais de proteínas com o auxílio da 
albumina, como carreadora. Dentro dos 
estudos de proteínas geradas por células 
tumorais, a albumina pode ser empregada 
como alvo, uma vez que carreia essas 
proteínas no meio sanguíneo, para peptídeos 
biomarcadores que identificam essas 
proteínas dentro da cavidade da albumina.32 

Sondas fluorescentes baseados em 
proteínas podem ser utilizadas para detecção 
de complexos bioativos (interação com 
metais Zn e Ca, por exemplo, na estrutura de 

proteínas) e para investigar estruturas sub-
celulares específicas.34 Outro exemplo de 
sondas empregando proteínas, são as 
Proteínas Verde Fluorescente (GFP), elas têm 
recebido intensa atenção devido a suas 
aplicações em biologia molecular e 
bioquímica.35,11,16 Essas GFP apresentam 
reações do tipo ESPT no qual a ligação de 
hidrogênio envolve a molécula de água e 
certos aminoácidos. A solvatação por 
moléculas de água podem influenciar o 
processo de ESPT devido às inúmeras 
ligações de hidrogênio entre o soluto e o 
solvente.25 As GFP que apresentam o 
cromóforo (Z)-4-(4-hidroxibenzilideno)-1,2-
dimetil-1H-imidazol-5(4H)-ona (HBDI) 
apresentam vantagens.35 O HBDI é composto 
por um anel de 7 membros formado por uma 
ligação de hidrogênio, evidenciado pela 
presença de uma distância de 2,61 Å e um 
ângulo diedro de 175º, que apresenta o 
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processo ESIPT.35 A formação dessa ligação 
de hidrogênio favorece a deslocalização dos 
elét o s π e di i ui o gap” de energia entre 

os estados S0→S1. A transição entre os 
tautômeros provocado pelo processo ESIPT, 
então, gera a forma Zwitteriônica.35 

 

 

Figura 10. Representação do processo de transferência protônica intramolecular para a HBDI 
representando os tautômeros enol e ceto 

 

Duas estruturas têm sido sugeridas na 
literatura, uma utilizando o grupo meta-HBDI, 
que apresenta o processo ESIPT em solventes 
polares, e a orto-HBDI que apresenta o 
mesmo processo em solventes apolares, 
como o cicloexano, em torno de 605 nm. 
Podendo a estrutura orto ser empregada 
também em filmes sólidos originando o 
processo ESIPT e emitindo fluorescência na 
faixa de 595 nm.35 Do ponto de vista químico, 
modificações na estrutura da HBDI tem 
apresentado emissão de cor que pode ser 
atribuído ao efeito do substituinte, uma vez 
que grupos retiradores de elétrons 
aumentaram a força da ligação OH 
diminuindo o processo ESIPT, e grupos 
doadores, diminuíram a força da ligação OH 
aumentando as emissões do processo.35 

 

3.3. Sondas para ânions 

 

As sondas para fluoreto (F-) são as mais 
reportadas, apesar de possuírem algumas 
limitações na determinação e na formação de 
bioimagem.7 Os sensores para fluoreto tem 
relativa importância, por causa de ser um 
fator crucial na cárie e na osteoporose.6,36 
Uma variedade de sondas espectroscópicas 
para fluoreto têm sido desenvolvidas e três 
métodos analíticos são empregados para 
detectar o flúor: 1) a utilização de 

quimiossensores derivados de organoboro, 
que promovem a formação da ligação B – F, 
apropriados para o monitoramento de 
fluoreto em água potável ou de agentes 
químicos que contenham flúor, como o Sarin, 
(Figura 11). 2) A utilização de derivados 
desilil-éter, no qual ocorre a formação da 
ligação Si – F com a quebra da ligação Si - O, 
no qual o sensor necessita de uma 
quantidade 1400 vezes maior de fluoreto 
para apresentar sinal; 3) A utilização de 
moléculas que apresentam o processo ESIPT, 
no qual empregam grupos amida ou ligantes 
com OH.5,37 

Dentre as sondas empregadas para 
fluoreto temos os derivados dos tetrazóis, 
que são compostos heterocíclicos de 5 
membros que apresentam atividade biológica 
e farmacológica, e a Coumarina.5,38 A sonda 
baseada em tetrazol (Figura 12) captura o íon 
fluoreto através de ligação com o anel 
imidazol (N-H) quebrando a ligação 
intramolecular, promovendo assim a 
transferência de carga entre o 1H-tetrazol e o 
2H-tetrazol auxiliado pelo processo ESIPT, 
estabilizando as estruturas ressonantes, e 
como consequência o ânion formado pelo 
anel tetrazol.5 Na sonda, pode ocorrer a 
mudança de cor com a presença do fluoreto 
de amarelo para incolor, o que pode auxiliar 
a detecção até a olho nu, permitindo uma 
determinação da presença de flúor.5 
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Figura 11. Estrutura química do gás Sarin 

 

 

Figura 12. Estrutura química do Tetrazol empregado como sonda fluorescente para Fluoreto 

 

O design de sensores fluorescentes em 
solução aquosa tem obtido apenas limitado 
sucesso.6,39 Um promissor corante 

fluorescente é um derivado da 3-
hidroxiflavona, que exibe o processo ESIPT 
em combinação com Zr-EDTA.6 

 

 

Figura 13. Estrutura química da 3-hidroxiflavona 

 

Especial atenção é dada nos últimos anos 
aos ânions fosfatos, pois estes íons são 
essenciais para os processos biológicos.28,40 
Em particular, nucleotídeos di e trifosfato 
como ADP, ATP, GDP e GTP que são 
componentes estruturais do DNA e RNA.28 
Sensores capazes de reconhecer 
individualmente cada um desses compostos 
são importantes para o processo de 
comunicação químico e biológico. O grupo de 
Kim e co-autores reportou, recentemente, 
um complexo composto por dois átomos de 
zinco, que foi empregado para sondas 
fluorescentes de pirofosfato (PPi). Esse grupo 
demonstrou que complexos de zinco tem a 
capacidade de se ligar a grupos fosfato na 
seguinte ordem: ADP<ATP<PPi.28,41 O 
complexo foi empregado para avaliar o 
comportamento de polimerização da 
Tubulina, que usa a energia do GTP para 
sofrer a polimerização.28,42 O complexo de Zn 

mostrou interação com o PPi e íons de Cu(II) 
mostrando propriedades fluorescentes. A 
ligação com grupos como o ATP e GTP mostra 
que o complexo de Zn se forma por uma 
ligação forte com o grupo pirofosfato.28,43 Na 
ligação com o ADP, observou-se que 
diferentes ânions não afetam a fluorescência 
e cátions Cu2+ e Fe2+afetam negativamente a 
fluorescência, porém o mercúrio parece não 
interferir no processo.28,44 Como conclusão, o 
grupo apontou o complexo como uma sonda 
promissora no estudo de doenças 
degenerativas e para detecção de 
organofosfarados.28,45 

 

3.4. Sondas empregadas no diagnóstico 

de doenças 

 

As Alcalinefosfatases (ALP) são enzimas 
importantes que catalisam a hidrólise de 
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trans-fosforilação de uma variedade de 
compostos fosfato. Estas enzimas são 
encontradas em diferentes tipos de tecidos 
(intestino, osso, placenta, fígado, e rim) de 
todos os organismos vivos.46,47 Essas enzimas 
são empregadas como biomarcadores de 
diferentes doenças, como as relacionadas aos 
ossos (oesteoporose, doença de Paget e 
osteomalacia) e ao fígado (câncer, hepatite e 
icterícia obstrutiva).46,37 A avaliação da 

atividade da ALP é de fundamental 
importância para o diagnóstico preciso da 
doença ou para determinação dos alvos 
terapêuticos. Devido à sua rápida 
implementação, sensibilidade, sondas 
fluorescentes como a fluoresceína e 
Cumarina, (Figura 14), são empregadas para 
avaliar a atividade da ALP em fluídos 
biológicos.46,38 

 

 

Figura 14. Estrutura química da Fluoresceína e Cumarina 

 

Essas duas sondas são empregadas devido 
a sua alta sensibilidade, porém, elas são 
excretadas da célula reduzindo a aplicação 
endógena.46,36 Compostos derivados da 2-(2-
hidroxifenil)-4-feniltiazol estão sendo 
investigados para tentar resolver os 
problemas de solubilidade enfrentados pelas 
sondas fluoresceína e cumarina, na tentativa 
de avaliar o diagnóstico endógeno das ALP's, 
com resultados promissores.46,48 A conversão 

do composto (1) em (2), (Figura 15), após a 
reação com a ALP promove uma forte 
emissão fluorescentes, característica do 
processo ESIPT, em água e 2,0% de etanol. 
Quando ocorre a formação do composto (2), 
observa-se um forte batocromismo de 319 
nm para 339 nm, resultando na formação 
desse composto ao longo de 10 min de 
reação, promovendo uma emissão azul 
intensa.46,49 

 

 

Figura 15. Representação da ação da ALP sobre a sonda (1) que apresenta uma fluorescência 
azul sendo transformada em (2) que apresenta uma fluorescência verde forte 

 

A emissão de fluorescência em 525 nm é 
observada em diferentes concentrações de 
ALP em menos de 1 min. Possibilitando o 
monitoramento da atividade enzimática em 
tempo real pelas medidas fluorescentes.28,50  

A 3-hidroxiflavona (Figura 9), a mais 
abundante estrutura da classe dos 
flavonoides naturais, é outra classe de 

compostos que vem apresentando relativa 
importância no estudo de doenças humanas. 
27,51 Essa classe de compostos, tem seu 
interesse por serem compostos bioativos no 
combate a diversos radicais livres mediados 
por doenças como a arteriosclerose, câncer, 
alergias, problemas cardíacos, inflamações e 
AIDS.51,52 A 3-hidroxiflavona pode ser 
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empregada como uma sonda fluorescente 
para explorar sítios ligantes em vários alvos 
biorrelevantes, como proteínas, membranas 
miméticas, como lipossomos e micelas.28,53 
Pahari e co-autores empregaram a 3-
hidroxiflavona no estudo de interações com a 
cavidade de ciclodextrinas para aplicações 
farmacológicas, mostrando grande sucesso 
na inserção da mesma. Porém, relataram que 
estudos mais aprofundados de sua aplicação 
como fármaco, ainda, se fazem 
necessário.51,54 A substituição na posição 4 da 
3-hidroxiflavona por grupos dialquil amina, 
promove mudanças no processo ESIPT, uma 
vez que o grupo é um doador de elétrons por 
ressonância para o oxigênio da carbonila por 

excitação, aumentando o momento de dipolo 
para o estado excitado (N*) relativo ao 
tautômero excitado (T*), quando comparado 
ao seus estado normal (N) e tautômero (T) no 
estado fundamental.27,54 Observou-se que N* 
é estabilizado por solventes polares e que o 
solvente aumenta a barreira energética de 
transferência.27,55 Para tentar diminuir essa 
barreira é utilizado a substituição com os 
grupos amino na tentativa de aumentar a 
força de transferência do próton quando 
submetidos a solventes polares.27 

A Doxorrubicina (DOX) apresenta 
aplicações biológicas como fármaco e 
características fotofísicas na transferência de 
próton e elétrons.23,56 

 

 

Figura 16. Estrutura química da Doxorrubicina 

 

A DOX é membro das antraciclinas dos 
grupos dos antibióticos, conhecida pela sua 
ação quimioterápica, sendo tetracíclica, 
contendo 3 anéis planares e um anel 
antraquinona aromático com uma hidroxila, e 
um anel não aromático composto por um 
grupo aminoglicosídico.23,57 Devido a 
presença de diferentes grupos funcionais, ela 
pode se apresentar protonada dependendo 
do pH do meio. As propriedades fotofísicas 
da DOX apresentam variação com o pH do 
meio, exibindo fluorescência em 593 nm em 
solução aquosa e 577 nm em etanol. Essa 
diferença remete ao deslocamento atribuído 
a mudanças estruturais adotados em 
diferentes solventes, mais apolar (protonado) 
e polar (desprotonado),sugerindo que o 
solvatocromismo na DOX é determinado pelo 
ambiente local, mudando a polaridade do 
composto.23,58 Seu interesse vem se 

reforçando, uma vez que pesquisas 
demonstram sua ação contra linhagens de 
células tumorais altamente resistentes in 
vitro .23,59 A DOX atua sobre a Topoisomerase 
II, além de impedir a geração de radicais 
livres dentro da célula. A DOX apresenta 
características fluorescentes intrínsecas 
podendo ser usada para sondas e empregado 
em várias técnicas de imagem. Alguns 
estudos têm focado na utilização da DOX no 
monitoramento da ligação com DNA, outros 
para o monitoramento de culturas de células 
por fluorescência.23,60 

A classe de compostos derivados dos 2-
(2’-hydroxyphenyl)benzazol, como o 2-(2’-
hydroxyphenyl)benzoxazol, 2-(2’-
hydroxyphenyl)benzthiazol e 2-(2’-
hydroxyphenyl)benzimidazol (ver figura 2), 
apresentam fluorescência devido ao processo 
ESIPT, possuindo seus derivados uma ampla 
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aplicação, como laser, materiais poliméricos 
e estabilizantes, sendo reportados por muitos 
grupos de pesquisa.13,21,61,62,63,64,65 Um dos 
derivados, o composto 2,1,3-benzothidiazole 
(BTD) e seus derivados, apresentam detecção 
seletiva da dupla fita de DNA (dsDNA) em 
células vivas, sendo uma candidata a 
utilização em estudos de imagem, uma vez 
que podem atravessar a membrana de 
células e se ligar seletivamente e 

eficientemente ao dsDNA. Outro exemplo, 
são os derivados aminobenzazoles 
sintetizados a partir dos 2-(2’-
hidroxiphenil)benzozazoles e orto-anilinas. 
Esses compostos apresentam emissão 
fluorescente verde e potencial para aplicação 
biológica e médica, sendo aplicados para 
determinação de proteínas em meio aquoso, 
como a albumina (BSA).63 

 

 

Figura 17. Estrutura química da 2-(2’-hidroxiphenil)benzoxazol, 2-(2’-
hidroxiphenil)benzothiazol e 2-(2’-hidroxiphenil)benzimidazol, respectivamente 

 

4. Considerações Finais 

 

Os estudos de sondas fluorescentes 
aplicados a diferentes sistemas passam por 
estudos teóricos e experimentais, assim, 
como pelo entendimento dos seus 
mecanismos de ação e de aplicabilidade. 
Sendo necessários, ainda, estudos cada vez 
mais abrangentes para aplicação dessas 
sondas em organismos vivos. A utilização de 
sondas fluorescentes em diferentes 
ambientes surge como uma promissora área 
para a detecção de compostos de interesse 
ambiental, medicinal e bioquímico. O 
desenvolvimento de pesquisas para entender 
melhor o processo ESIPT, o qual pode ser 
uma poderosa ferramenta para aplicações 
clínicas, como o diagnóstico de tumores e 
problemas neurodegenerativos. Desta forma, 
novas pesquisas para aperfeiçoar a técnica de 
espectroscopia de fluorescência e a aplicação 
dessas sondas, se fazem necessárias para que 
se produzam mecanismos de diagnóstico 
mais eficientes, que possam reduzir a 
mortalidade. 
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