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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.

Keywords: Excited state; spectroscopic probe; proton transfer; ESIPT.

Resumo

Nos dias atuais o diagndstico do cancer vem apresentando uma relevante importancia,
principalmente por diminuir a taxa de mortalidade. Dentre as técnicas empregadas para realizagao
do diagnéstico, a espectroscopia vem se destacando por apresentar diagndsticos seguros e com
grande acuracia. Neste contexto, a espectroscopia de fluorescéncia vem se tornando bastante
importante nos diagndsticos de cancer de mama, cavidade oral e es6fago. A técnica emprega
fluoréforo que em muitos casos apresentam grupos capazes de realizar a transferéncia protonica
intramolecular no estado excitado (ESIPT). Esses compostos podem ser empregados para diversos
alvos moleculares, como deteccdo de cations, dnions e proteinas, além do diagnéstico de doencas.
As sondas espectroscopicas apresentam um importante papel no desenvolvimento de métodos
mais acurados de diagndstico de doencas, o qual pode influenciar diretamente no tratamento e
evitar os riscos de novas cirurgias e a morte do paciente.
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1. Introdugao

Na atualidade, o cancer é uma das
doengas que mais vitimam no mundo.' Um
dos motivos é a dificuldade de diagndstico no
pré e pds-operatério.” Quando o diagndstico
no pos-operatdrio é feito de forma acurada,
diminui a necessidade de uma nova cirurgia,
que hoje é de 50% dos casos de cancer de
mama com margem positiva e 10% dos casos
com margem negativa.” Atualmente, um dos
grandes desafios do diagndstico de imagem é
desenvolver um sistema capaz de localizar
espécies em diferentes ambientes com alta
resolugao para detectar focos de cancer nas
margens cirurgicas para uso clinico.’

Dentre as técnicas de diagndstico
empregados no tratamento do cancer estdo
os exames de Tomografia, Ressonancia
Magnética por Imagem e endoscopias
ultrassbnicas, porém, em muitos casos o
diagndstico ndo traz a acuracia pretendida
para a doenga e muitos pacientes sao
vitimados pela falta de um diagndstico
preciso.” Muitos esforcos tém  sido
empregados para  detectar  tumores
utilizando a espectroscopia molecular.** Por
exemplo, a espectroscopia molecular de
infravermelho e Raman,’ que medem as
vibragdes moleculares das amostras e sdo
empregadas para diagndstico de
arteriosclerose no sangue, displasia e varios
tipos de cancer, como os tumores na
tireoide, nas células cervicais, na pele, na
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mucosa oral, no cdlon, na mama, nas células
de linfomas, e no cancer de cérebro.® A
Espectroscopia de Refletdncia Difusa tem
sido usada no diagnéstico do progresso de
doengas, como cancer de coldn, eso6fago,
cervical e bexiga.”* A Espectroscopia de
Fluorescéncia, que mede a emissdo de
fluéforos enddgenos encontrados em tecido,
foi relatada para o diagnédstico de displasia no
colo uterino, cancer no eséfago e na cavidade
oral, e por ser eficiente para estudos em
tempo real de células vivas e doencas.>*®
Além dos diagndsticos citados, esse tipo de
espectroscopia molecular apresenta
informagdes complementares sobre a
composicdo do tecido, informacdes sobre a
organizacdo, movimento e superficie de
membranas celulares e suas combinagdes,
contribuindo com informagdes Uteis sobre a
doenca e seu diagndstico.”

Nesse contexto, vem crescendo o
interesse por sondas fluorescentes. Essas
sondas sdo altamente sensiveis, de facil
operagdo e permitem a analise por imagem
em sistemas vivos.” Nos Uultimos anos, o
interesse pelos compostos que apresentam o
processo de transferéncia  protonica

Vo

intramolecular no estado excitado (ESIPT)
vem aumentando, devido aos prospectos de
aplicacdo no desenvolvimento de novas
sondas fluorescentes, visando métodos
analiticos com aplicagdo nos campos da
biofisica, medicina e no controle ambiental.?

2. O Processo de transferéncia
protonica intramolecular no
estado excitado

O processo ESIPT foi primeiramente
observado por Weller em 1956, em estudos
com o salicilato de metila (Figura 1).”**% O
processo de  transferéncia  protonica
intramolecular no estado excitado (ESIPT)
pode ser iniciado por um pulso de luz, e
posteriormente ser explorado como um
sistema de transferéncia dinamico.”* As
moléculas que apresentam o processo ESIPT
apresentam no estado fundamental uma
ligacdo de hidrogénio intramolecular entre
um grupo hidroxila (OH) ou amino (NH) com
uma carbonila ou ao nitrogénio do grupo
piridil,>** em uma distancia menor que 2 A."?

O

O/

OH

Figura 1. Estrutura quimica do Salicilato de Metila

No estado fundamental, a estrutura mais
estavel é a forma enol ou amino quando esse
composto passa para o estado excitado por
absorcdo de um féton de luz, ele pode
promover a troca para seu tautdbmero mais
estavel no estado excitado que é a forma
ceto.'*™ Esse processo adiabatico acontece
em pico-segundos e resulta na formacgdo de
produtos tautoméricos fotoativos que
emitem radiacdo em comprimento de onda
maior que no estado fundamental®*® O
estado ceto excitado produz o processo ESIPT
pela diferengca na geometria estrutural e

configuragdo eletronica em comparagao com
a espécie original (estado fundamental). Esse
fato, gera um grande deslocamento de
Stoke,'” da ordem de 8 a 10 mil cm™, %
Depois, o produto ESIPT retorna ao seu
estado fundamental pela emissao
fluorescente ou pela perda da radiacdo
(conversdo interna),’> que posteriormente é
revertido ao tautbmero, no estado
fundamental, mais estavel.2 No espectro de
absorcdo, a forma enol é observada e a
forma ceto no espectro de fluorescéncia, o
que caracteriza o processo ESIPT.®
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Fluorescéncia

Esquema 1. Diagrama de transicdo do estado fundamental (C) para o estado excitado (C*) e a
conversdo para a forma tautomeérica (E*) via processo ESIPT emitindo fluorescéncia quando
decai para o estado fundamental (E)

Existem muitas duvidas sobre o final do
processo, e seu retorno ao estado
fundamental (GS), na verdade, alguns
pesquisadores na literatura relatam que o
processo é irreversivel. Porém, nos ultimos
anos, propostas reversiveis do processo vém
sendo estudadas.?

Moléculas que apresentam o processo
ESIPT tem muitas aplicagcbes, como corantes
laser,’®*°  foto estabilizadores UV,
sondas de proteinas e membranas,*®*?° LEDs
organicos,® diodos emissores de luz, >
sondas para diversos ambientes bioldgicos e
solvatacdo dinamica,* sensores de ions e
metais,"* materiais luminescentes,’* entre
outras aplicagdes.

A razdo ultra-rdpida do ESIPT, com um
grande deslocamento de Stoke,”* entre a

banda de absorcdao e emissao do tautémero
(pico a pico), fornece uma ampla janela de
cor complementar para o processo de
emissdo e reabsor¢do.”’ Emissdes brancas
foram observados por Park e co-autores. Sun
e co-autores, observaram emissdo branca

dopando dois polimeros sélidos com
moléculas que apresentam o0 processo
ESIPT.* A alta intensidade da emissdo

fluorescente e o grande deslocamento de
Stoke devido ao fendmeno ESIPT sdo muito
sensiveis, dependendo muito do ambiente
local do composto, porém, em alguns
compostos, como os da familia das 2-(2'-
hidroxifenil)-benzimidazol, (Figura 2),
conseguem regular estruturalmente essa
propriedade  fotofisica, excedendo a
influéncia do ambiente.”

HO

N
N

N

H

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

na presenca de espécies bdsicas, como o
solvente.’®* A influéncia do solvente é
significativa no processo ESIPT, de modo que,
solventes polares diminuem o
solvatocromismo das moléculas podendo até
reduzir o efeito de emissdo fluorescente.
Solventes  polares, podem  concorrer
diretamente pelo préton, promovendo o
processo de transferéncia do préton no
estado excitado (ESPT), nesse processo,
moléculas de solvente como a agua, podem

Na literatura, tem sido apresentado
diferentes etapas de rea¢do para o processo
ESIPT, isso devido as caracteristicas acido-
base das moléculas.® Quando ocorre a
excitacdo eletronica da molécula suas
caracteristicas dacido e base dos sitios
proximos aumenta, envolvendo assim, a
troca rdpida do préton na superficie do
estado  excitado.” Muitos compostos
apresentam alteracdo no seu pKa quando
excitados, podendo sofrer a desprotonagdo
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concorrer pelo préton, e nesse caso, impedir
a transferéncia intramolecular.®® Nesses
solventes polares, a solvatacdo pode
prejudicar o processo devido a inumeras
ligacdes de hidrogénio entre o soluto e o
solvente.”> Porém, solventes apolares
favorecem a transferéncia, e alguns
aumentam as caracteristicas de fluorescéncia
e a intensidade da emissdao, que em alguns
casos, se devem a estabilizacdo dos produtos
tautémeros.*

Alcodis aromadticos apresentam acidez
guando excitados para o primeiro estado

OH

Vo

excitado (S;). Como exemplo, o grupo
hidroxila do 2-naftol, (Figura 3), aumenta sua
acidez aproximadamente em 7 ordens de
grandeza na forma excitada ([J[1[1=2,8)
guando comparado ao estado fundamental
(L10111(110)=9,5).** O aumento da acidez na
excitacdo do 1-naftol é tdo pronunciada que
ele muda o pKa de 9,4 (estado fundamental)
para 0,4 (no estado excitado). Fendis
excitados usam a desprotonac¢do adiabatica
em piscosegundos em agua via processo ESPT
para emitir fluorescéncia na forma de
fenolato no estado excitado.*

CO O

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

Recentemente, um conceito intrigante foi
reportado por Dunietz e colaboradores na
relagdo entre os graus de conjugacdo m e a
ocorréncia do processo ESIPT.”*™ Nessa
aproximacgao tedrica, 0s autores
reconstruiram virtualmente um conjunto de
derivagdbes com numeros diferentes e
posicdes do anel aromatico em analogos de

dimeros da 7-azaindol, (Figura 4), e
calcularam a relacdo entre a energia e a
estrutura dessas espécies tautoméricas no
estado excitado. Como um resultado,
observou que os graus de conjugagdo 1 nas
espécies tautoméricas, no estado excitado,
influenciam o processo.?***

Figura 4. Estrutura quimica do composto7-azaindol

Observaram que a conjugac¢do 7t prolonga
a deslocalizagdo, melhorando a distribuicdo
do excesso de carga no centro da reagao e
tende a baixar a energia relativa das espécies
tautomeéricas no estado excitado. Resultando,
assim, numa grande forca termodindamica
dirigida no sentido da transferéncia do
préton.”® Experimentalmente, Chung e co-
autores, procuraram provar esse conceito
com o estudo de varios 7-azaindol derivados
da tereina. E mostraram que esses
fendbmenos sdo importantes para o processo
ESIPT.?

A substituicdo em compostos que
apresentam o processo ESIPT pode
influenciar a emissdo. Doadores de elétrons,
em que os elétrons podem ser considerados
ressonantes para o oxigénio da carbonila pela
excitacdo, criam um grande momento de
dipolo para o estado excitado na forma enol
em relagdo ao tautdmero no estado excitado
e sua forma no estado fundamental. Essa
substituicdo, entdo, causada por grupos
doadores, pode promover um aumento da
transferéncia do préton.”’

Compostos que apresentam o0 processo
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ESIPT empregados como sondas
fluorescentes apresentam caracteristicas
positivas como a ndo dependéncia da
concentragdo, a varia¢do da luz de excitagdo,’
a ligacdo receptor-analito deve ser seletiva e
muito sensivel, além de gerar um sinal
analitico grande.”® Podendo ser empregados
em diferentes ambiente e para diferentes
alvos moleculares de interesse bioldgico,
razdo essa, que faz com que esses compostos
sejam importantes dentro da espectroscopia
de fluorescéncia para o diagndstico de
doencas.

OH
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3. Aplicacdes em Sondas

3.1. Sondas fluorescentes para cations e
metais

As Dihidroxiantraquinonas (DHAQ), Figura
5, sdo um grupo de compostos interessantes
do ponto de vista fotoquimico e fotofisico.?
Corantes DHAQ apresentam um grupo
carbonila e uma hidroxila vizinho que podem
ser empregados para ancorar na superficie de
semi-condutores.”

OH OH O OH

(0] @)
COT OO0 OOC
(0] @)

OH O

Figura 5. Estrutura quimica da Alizarina, Quinizarina e Crizasina

A alizarina, a partir da segunda metade do
século 19 revolucionou a industria téxtil,
apresentando afinidade por metais do bloco
p e d, formando complexos com cores fortes,
que s3ao usados na quantificagdo dos
mesmos. Sua interagdo com o calcio foi
importante para estudos de crescimento dos
0ssos e osteoporose, expressdo génica e a
engenharia de tecidos. Sendo empregada,
também, na deteccdo de boro e fluoreto.” A
Quinizarina forma complexos fluorescentes
com litio, boro, aluminio e pode ser utilizado
para a deteccdo desses elementos por
espectroscopia de fluorescéncia. A Crisazina
foi empregada na detec¢do de calcio, cobre,
platina, chumbo, cddmio, zinco, niquel,
manganeés, ferro e cobalto.”

Quimiossensores fluorescentes artificiais
para ions de metais de transicdo tem sido
alvo de um grande numero de pesquisas nos
ultimos anos, principalmente, para o zinco,

gue é o segundo metal de transicdo mais
abundante dentro do organismo humano.*

Ele é significativo em varios processos
biolégicos, como metabolismo celular,
expressdao genética, reparagdo do DNA,
apoptose celular, neuro-transmissao,

regulacdo de proteinas, reorganizagao e
regulacdo da desordem neuroldgica em
doengas como as de Parkinson, Alzheimer,
esclerose lateral amiotréfica e epilepsia.*®*®
Entre os diferentes caminhos para a
producdo de sondas fluorescentes para a
deteccdo do zinco, o mais promissor é a
utilizacdo de compostos que apresentam o
processo ESIPT.®® Os derivados de 2-
(benzotiazol-2-il)fenol estdo envolvidos na
formacdo de sondas fluorescentes de zinco.
O hidroxinaftaleno baseado em sensores de
benzotiazol, também, tem recebido atencdo
para a determinacdo desse metal por
espectroscopia de fluorescéncia.”
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Figura 6. Estrutura quimica da sonda derivado do 2-naftol com benzotiazol para anadlise de
Zn(l)

3.2. Sondas fluorescentes formadas por
proteinas.

Aminodcidos nao naturais sdo
importantes para investigar peptideos e
proteinas, podendo servir como sondas locais
para monitoramento seletivo de
propriedades e funcdes proteicas.’® Os

aminodcidos fluorescentes sdo atrativos por
serem altamente sensiveis a métodos de
fluorescéncia. Desde que os aminoacidos
fluorescentes, como o triptofano, (Figura 7),
apresentaram propriedades fluorescentes
ruins, muitas pesquisas tém como objetivo
desenvolver aminoacidos com melhores
propriedades fluorescentes.*

O

H,N-CHC-OH
CH,

7

HN

Figura 7. Estrutura quimica do Triptofano

Interacdes biomoleculares decrescem com
a polaridade e com a presenca de agua em
sitios labeis, que podem ser monitorados por
aminodcidos fluorescentes. Um exemplo,
foram os aminoacidos baseados no Prodan,
Figura 8, que foram utilizados para monitorar

O NH,

OH
AT T

interacdes do peptideo S com a ribonuclease
S e receptores de &-opidides como
antagonistas, bem como para estimar a
constante dielétrica local do dominio B1 da
proteina G do estafilococo.*

o)
o) N
Y~ N
HO NH, O I

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

Os aminodcidos baseados no 4-
dimetilaminoftalimida (4-DMAP) fluorescente
foram aplicados para ligar a peptideos na
tentativa de investigar dominios de ligacdo

de sulfeto (SH,) fosfotirosinico e interagGes
peptideo-calmodulina.*
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Estudos de aminodacidos fluorescentes
ainda sdo limitados a poucos exemplos e
focados apenas em interagGes proteina-
proteina, enquanto que estudos de
interacGes peptideos-oligonucleotideos sdo
mais raros. Strizhake e colaboradores
estudaram derivados da 3-hidroxicromona,
que apresentam o processo ESIPT, para
avaliar a detec¢do dos nucleocapsideos do
virus HIV. Estes dados mostram relativa
interagdo da sonda com as proteinas e
nucleosideos presentes na estrutura.’

As albuminas sdo importantes proteinas
presentes no sistema circulatorio,
contribuindo para a manutencao da pressao
osmdtica.***® As albuminas transportam
muitos compostos, como acidos graxos, sais
biliares, hormdnios, metais e farmacos.*
Podem, também, transportar proteinas

Rocha, E. P.; Ramalho, T. C.

geradas por tumores que entram na corrente
sanguinea.*

A natureza da ligagdo entre sondas
fluorescentes e a albumina tem sido
investigada na tentativa de avaliar os
problemas ocasionados nos estudos de
estrutura molecular de proteinas pelo uso de
surfactantes, que
dobram/desdobram/redobram as estruturas
das proteinas.®®> Alguns estudos mostram a
aplicacdo da sonda p-N,N-dimetilamino-orto-
hidroxibenzaldeido (PDOHBA), Figura 9, que
apresenta o processo ESIPT, nos estudos de
estrutura de proteinas pela interacdo com a
albumina. ** Nesse caso, a sonda foi
empregada para avaliar mudancas
conformacionais da proteina, carreando-a
com o triptofano intrinseco da albumina.®

CHO

N

PN

OH

Figura 9. Estrutura quimica da PDOHBA

A molécula exibiu bandas de fluorescéncia
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
agua, aumentando as emissdes do estado
excitado.*® Caracterizaram a sonda como
promissora para o estudo de propriedades
estruturais de proteinas com o auxilio da
albumina, como carreadora. Dentro dos
estudos de proteinas geradas por células
tumorais, a albumina pode ser empregada
como alvo, uma vez que carreia essas
proteinas no meio sanguineo, para peptideos
biomarcadores que identificam essas
proteinas dentro da cavidade da albumina.*

Sondas fluorescentes baseados em
proteinas podem ser utilizadas para detecgao
de complexos bioativos (interagdio com
metais Zn e Ca, por exemplo, na estrutura de

proteinas) e para investigar estruturas sub-
celulares especificas.>® Outro exemplo de
sondas empregando proteinas, sdo as
Proteinas Verde Fluorescente (GFP), elas tém
recebido intensa atencdo devido a suas
aplicacgbes em  biologia molecular e
bioquimica.**'*'® Essas GFP apresentam
reacdes do tipo ESPT no qual a ligacdo de
hidrogénio envolve a molécula de agua e
certos aminoacidos. A solvatacdo por
moléculas de agua podem influenciar o
processo de ESPT devido as inumeras
ligacdes de hidrogénio entre o soluto e o
solvente.® As GFP que apresentam o
croméforo  (2)-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
ligacdo de hidrogénio, evidenciado pela
presenca de uma distancia de 2,61 A e um
angulo diedro de 1759, que apresenta o
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processo ESIPT.>> A formacdo dessa ligacdo
de hidrogénio favorece a deslocalizacdo dos
elétrons 1t e diminui o “gap” de energia entre

OH

N~ ESIPT

N:K hv

Vo

os estados Sy,—=>S;. A transicdo entre os
tautémeros provocado pelo processo ESIPT,
entdo, gera a forma Zwitteridnica.*®

S)
O

Z “N—

~ 1@
HN=
N

Figura 10. Representacao do processo de transferéncia proténica intramolecular para a HBDI
representando os tautomeros enol e ceto

Duas estruturas tém sido sugeridas na
literatura, uma utilizando o grupo meta-HBDI,
gue 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 sdlidos originando o
processo ESIPT e emitindo fluorescéncia na
faixa de 595 nm.>* Do ponto de vista quimico,
modificagbes na estrutura da HBDI tem
apresentado emissdo de cor que pode ser
atribuido ao efeito do substituinte, uma vez
que grupos retiradores de elétrons
aumentaram a forca da ligacgdo OH
diminuindo o processo ESIPT, e grupos
doadores, diminuiram a forga da ligagdo OH
aumentando as emiss&es do processo.>

3.3. Sondas para anions

As sondas para fluoreto (F’) sdo as mais
reportadas, apesar de possuirem algumas
limitagOes na determinagao e na formagao de
bioimagem.” Os sensores para fluoreto tem
relativa importancia, por causa de ser um
fator crucial na cérie e na osteoporose.®*
Uma variedade de sondas espectroscopicas
para fluoreto tém sido desenvolvidas e trés
métodos analiticos sdo empregados para
detectar o fldor: 1) a utilizacdo de

quimiossensores derivados de organoboro,
que promovem a formacdo da ligacdo B — F,
apropriados para o monitoramento de
fluoreto em agua potdvel ou de agentes
quimicos que contenham fldor, como o Sarin,
(Figura 11). 2) A utilizagdo de derivados
desilil-éter, no qual ocorre a formacdo da
ligacdo Si — F com a quebra da ligacdo Si - O,
no qual o sensor necessita de uma
guantidade 1400 vezes maior de fluoreto
para apresentar sinal; 3) A utilizacdo de
moléculas que apresentam o processo ESIPT,
no qual empregam grupos amida ou ligantes
com OH.>¥

Dentre as sondas empregadas para
fluoreto temos os derivados dos tetrazdis,
gue sdao compostos heterociclicos de 5
membros que apresentam atividade bioldgica
e farmacoldgica, e a Coumarina.>*® A sonda
baseada em tetrazol (Figura 12) captura o ion
fluoreto através de ligagdo com o anel
imidazol (N-H) quebrando a ligagdo
intramolecular, promovendo assim a
transferéncia de carga entre o 1H-tetrazol e o
2H-tetrazol auxiliado pelo processo ESIPT,
estabilizando as estruturas ressonantes, e
como consequéncia o anion formado pelo
anel tetrazol.> Na sonda, pode ocorrer a
mudanca de cor com a presenca do fluoreto
de amarelo para incolor, o que pode auxiliar
a detecgdo até a olho nu, permitindo uma
determinacdo da presenca de fltor.”
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Figura 11. Estrutura quimica do gas Sarin
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Figura 12. Estrutura quimica do Tetrazol empregado como sonda fluorescente para Fluoreto

O design de sensores fluorescentes em
solucdo aquosa tem obtido apenas limitado
corante

6,39

sucesso. Um promissor

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

Figura 13. Estrutura quimica da 3-hidroxiflavona

Especial atengdo é dada nos ultimos anos
aos anions fosfatos, pois estes ions sdo
essenciais para os processos bioldgicos.”®*
Em particular, nucleotideos di e trifosfato
como ADP, ATP, GDP e GTP que sao
componentes estruturais do DNA e RNA.%
Sensores capazes de reconhecer
individualmente cada um desses compostos
sdo importantes para o processo de
comunicac¢do quimico e biolégico. O grupo de
Kim e co-autores reportou, recentemente,
um complexo composto por dois atomos 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.®** 0O
complexo foi empregado para avaliar o
comportamento de  polimerizagdo da
Tubulina, que usa a energia do GTP para
sofrer a polimerizagdo.®** O complexo de Zn

mostrou interagdo com o PPi e ions de Cu(ll)
mostrando propriedades fluorescentes. A
ligagcdo com grupos como o ATP e GTP mostra
gue o complexo de Zn se forma por uma
ligacdo forte com o grupo pirofosfato.?®** Na
ligacdo com o ADP, observou-se que
diferentes anions nao afetam a fluorescéncia
e cations Cu®" e Fe’*afetam negativamente a
fluorescéncia, porém o mercurio parece nao
interferir no processo.zs’44 Como conclusdo, o
grupo apontou o complexo como uma sonda
promissora no estudo de doencgas
degenerativas e para deteccdo de
organofosfarados.’®*

3.4. Sondas empregadas no diagndstico
de doengas

As Alcalinefosfatases (ALP) sdo enzimas
importantes que catalisam a hidrdlise de
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trans-fosforilaggo de uma variedade de
compostos fosfato. Estas enzimas sdo
encontradas em diferentes tipos de tecidos
(intestino, osso, placenta, figado, e rim) de
todos os organismos vivos.*®**” Essas enzimas
sdo empregadas como biomarcadores de
diferentes doencgas, como as relacionadas aos
0ssos (oesteoporose, doenca de Paget e
osteomalacia) e ao figado (cancer, hepatite e
ictericia obstrutiva)."®®” A avaliagio da

HO O
(L

Vo

atividade da ALP é de fundamental
importancia para o diagndstico preciso da
doengca ou para determinacdo dos alvos
terapéuticos. Devido a sua rdpida
implementacao, sensibilidade, sondas
fluorescentes como a fluoresceina e
Cumarina, (Figura 14), sdo empregadas para
avaliar a atividade da ALP em fluidos
bioldgicos.***®

o0.__O
L

] COOH

Figura 14. Estrutura quimica da Fluoresceina e Cumarina

Essas duas sondas sdo empregadas devido
a sua alta sensibilidade, porém, elas sao
excretadas da célula reduzindo a aplicacdo

enddgena.*®*® Compostos derivados da 2-(2-
hidroxifenil)-4-feniltiazol estdo sendo
investigados para tentar resolver os

problemas de solubilidade enfrentados pelas
sondas fluoresceina e cumarina, na tentativa

do composto (1) em (2), (Figura 15), apds a
reacdo com a ALP promove uma forte
emissdo fluorescentes, caracteristica do
processo ESIPT, em agua e 2,0% de etanol.
Quando ocorre a formacdo do composto (2),
observa-se um forte batocromismo de 319
nm para 339 nm, resultando na formacgao
desse composto ao longo de 10 min de

de avaliar o diagndstico enddgeno das ALP's, reacdo, promovendo uma emissdo azul
com resultados promissores.*** A conversdo intensa.***
‘?
O=P-
|
O
ALP
_—

Figura 15. Representacdo da acdo da ALP sobre a sonda (1) que apresenta uma fluorescéncia
azul sendo transformada em (2) que apresenta uma fluorescéncia verde forte

A emissdo de fluorescéncia em 525 nm é
observada em diferentes concentragdes de
ALP em menos de 1 min. Possibilitando o
monitoramento da atividade enzimatica em
tempo real pelas medidas fluorescentes.”®*°

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

compostos que vem apresentando relativa
importancia no estudo de doengas humanas.
2721 Essa classe de compostos, tem seu
interesse por serem compostos bioativos no
combate a diversos radicais livres mediados
por doengas como a arteriosclerose, cancer,
alergias, problemas cardiacos, inflamacgdes e
AIDS.*** A 3-hidroxiflavona pode ser
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empregada como uma sonda fluorescente
para explorar sitios ligantes em vdrios alvos
biorrelevantes, como proteinas, membranas
miméticas, como lipossomos e micelas.?*?
Pahari e co-autores empregaram a 3-
hidroxiflavona no estudo de interagdes com a
cavidade de ciclodextrinas para aplica¢Ges
farmacoldgicas, mostrando grande sucesso
na insercdo da mesma. Porém, relataram que
estudos mais aprofundados de sua aplicacdo
como farmaco, ainda, se fazem
necessario.”>* A substituicdo na posicdo 4 da
3-hidroxiflavona por grupos dialquil amina,
promove mudancgas no processo ESIPT, uma
vez que o grupo é um doador de elétrons por
ressonancia para o oxigénio da carbonila por

Rocha, E. P.; Ramalho, T. C.

excitacao, aumentando o momento de dipolo
para o estado excitado (N*) relativo ao
tautémero excitado (T*), quando comparado
ao seus estado normal (N) e tautomero (T) no
estado fundamental.”’”** Observou-se que N*
é estabilizado por solventes polares e que o
solvente aumenta a barreira energética de
transferéncia.”””>> Para tentar diminuir essa
barreira é utilizado a substituicdo com os
grupos amino na tentativa de aumentar a
forca de transferéncia do préton quando
submetidos a solventes polares.”

A Doxorrubicina  (DOX) apresenta
aplicagdes biolégicas como farmaco e
caracteristicas fotofisicas na transferéncia de
préton e elétrons.”>°

NH, OH

Figura 16. Estrutura quimica da Doxorrubicina

A DOX é membro das antraciclinas dos
grupos dos antibidticos, conhecida pela sua
acdo quimioterdpica, sendo tetraciclica,
contendo 3 anéis planares e um anel
antraquinona aromatico com uma hidroxila, e
um anel ndo aromatico composto por um
grupo  aminoglicosidico.”®”’  Devido a
presenca de diferentes grupos funcionais, ela
pode se apresentar protonada dependendo
do pH do meio. As propriedades fotofisicas
da DOX apresentam variagdo com o pH do
meio, exibindo fluorescéncia em 593 nm em
solucdo aquosa e 577 nm em etanol. Essa
diferenga remete ao deslocamento atribuido
a mudangas 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.B’58 Seu interesse vem se

reforcando, uma vez que pesquisas
demonstram sua acdo contra linhagens de
células tumorais altamente resistentes “in
vitro”.?*° A DOX atua sobre a Topoisomerase
II, além de impedir a geracdo de radicais
livres dentro da célula. A DOX apresenta
caracteristicas  fluorescentes intrinsecas
podendo ser usada para sondas e empregado
em vdrias técnicas de imagem. Alguns
estudos tém focado na utilizacdo da DOX no
monitoramento da ligacdo com DNA, outros
para o monitoramento de culturas de células

n . 2.
por fluorescéncia.”*

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 fluorescéncia devido ao processo
ESIPT, possuindo seus derivados uma ampla
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aplicagcdo, como laser, materiais poliméricos
e estabilizantes, sendo reportados por muitos
grupos de pesquisa.'>? 016283848 ym dos
derivados, o composto 2,1,3-benzothidiazole
(BTD) e seus derivados, apresentam detecgao
seletiva da dupla fita de DNA (dsDNA) em
células vivas, sendo uma candidata a
utilizacdo em estudos de imagem, uma vez
que podem atravessar a membrana de
células e se ligar seletivamente e

Vo

eficientemente ao dsDNA. Outro exemplo,
sao os derivados aminobenzazoles
sintetizados a partir dos 2-(2’-
hidroxiphenil)benzozazoles e orto-anilinas.
Esses compostos apresentam  emissao
fluorescente verde e potencial para aplicacdo
biolégica e médica, sendo aplicados para
determinacdo de proteinas em meio aquoso,
como a albumina (BSA).%

CL0 OO OO

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

4. Consideragoes Finais

Os estudos de sondas fluorescentes
aplicados a diferentes sistemas passam por
estudos tedricos e experimentais, assim,
como pelo entendimento dos seus
mecanismos de acdo e de aplicabilidade.
Sendo necessarios, ainda, estudos cada vez
mais abrangentes para aplicagdo dessas
sondas em organismos vivos. A utilizacdo de
sondas  fluorescentes em  diferentes
ambientes surge como uma promissora area
para a detecgdo de compostos de interesse
ambiental, medicinal e bioquimico. O
desenvolvimento de pesquisas para entender
melhor o processo ESIPT, o qual pode ser
uma poderosa ferramenta para aplicagdes
clinicas, como o diagndstico de tumores e
problemas neurodegenerativos. Desta forma,
novas pesquisas para aperfeicoar a técnica de
espectroscopia de fluorescéncia e a aplicacdo
dessas sondas, se fazem necessarias para que
se produzam mecanismos de diagndstico
mais eficientes, que possam reduzir a
mortalidade.
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