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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de novas sondas
fluorescentes para marcagédo de mitocondrias baseada em derivados contendo
0 nucleo 2-(2’-hidroxifenil)benzazol. Seis novos compostos fluorescentes foram
sintetizados por métodos sintéticos simples e bem conhecidos com bons
rendimentos. Os compostos apresentaram absorcdo na fronteira do UV e
espectro visivel e emissao de fluorescéncia na regido do laranja do espectro
visivel com grande deslocamento de Stokes. O estudo fotofisico a baixas
temperaturas evidenciou a ocorréncia dos processos ESIPT e ICT acoplados, o
que explica o grande deslocamento de Stokes observado. Os compostos
apresentaram excelente habilidade de marcacédo de mitocéndrias in vitro e baixa
citotoxicidade. O estudo de dinamica molecular comprovou a alta afinidade dos
compostos pela dupla membrana fosfolipidica, o que os caracteriza como
lipofilicos e corrobora com os ensaios de bioimageamento. Todos 0s novos
compostos apresentaram uma interacdo espontanea com a albumina do soro
humano, observado a partir da supressao da fluorescéncia desta, indicando a
probabilidade de ocorrer a distribuicdo das sondas em meio fisiolégico. Além
disso, os corantes benzotiazol piridinios apresentaram alta sensibilidade na
deteccdo colorimétrica de compostos que apresentam carater basico em
solugdo. Por fim, os resultados evidenciam a potencial aplicacdo destes
compostos como sondas fluorescentes para diversas aplicacdes.

Palavras-chave: benzazol, sondas fluorescentes, marcadores de mitocéndrias,
bioimageamento.
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ABSTRACT

The present study aimed the development of new mitochondria-targeted
fluorescent probes based on derivatives of the 2-(2'-hydroxyphenyl)benzazole.
Six new fluorescent compounds were synthesized using known simple synthetic
methods with good yields. The compounds exhibited absorption at the UV-visible
region and fluorescence emission in the orange region of the visible spectrum,
with a large Stokes shift. The photophysical study at low temperature revealed
the occurrence of coupled ESIPT and ICT processes, explaining the observed
large Stokes shift. The compounds demonstrated excellent mitochondrial
targeting ability in vitro and low cytotoxicity. Molecular dynamics studies
confirmed the high affinity of the compounds for the bilayer membrane,
characterizing them as lipophilic and corroborating with bioimaging assays. All
new compounds exhibited a spontaneous interaction with the human serum
albumin, as observed from the suppression of its fluorescence, indicating the
potential distribution of probes in physiological environments. Additionally, the
benzothiazole pyridinium dyes showed high sensitivity in the colorimetric
detection of compounds with basic character in solution. Overall, the results
highlight the potential application of these compounds as fluorescent probes for
various purposes.

Keywords: benzazole, fluorescent probes, mitochondria-targeted, bioimaging.
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1 INTRODUCAO

Sondas fluorescentes sdo compostos que na presenca de determinado
ion, molécula ou estrutura celular, apresentam mudanca em suas propriedades
fotofisicas, resultando no aumento ou diminuicao da intensidade de emisséo de
fluorescéncia ou no deslocamento do comprimento de onda de emissao, o que
permite que o analito de interesse possa ser detectado e quantificado.! As
sondas fluorescentes apresentam atualmente aplicagbes na quimica, no meio
ambiente, no desenvolvimento de tecnologias, como uso em dispositivos e
células solares, na medicina devido a sua alta sensibilidade e seletividade, e
também aplicagdes Unicas em imagens bioldgicas.?3

O bioimageamento celular é uma técnica que permite avaliar o estado
celular in vivo em organismos de interesse por meio da utilizacdo de sondas
fluorescentes e microscopia confocal para estudar diversas funcfes celulares
como quantificacdo especifica de espécies, interacdes e eventos subcelulares
gue ocorrem em sistemas vivos.*>

Os corantes com grande deslocamento de Stokes tém como uma das
principais vantagens ndo apresentar auto-supressdo de fluorescéncia, o que
minimiza erros de medicdo no processo de imageamento bioldgico.5® Além
disso, estes corantes podem aumentar a sensibilidade de detecg&o, ampliando
significativamente a sua aplicacdo em biologia celular.® Corantes fluorescentes
com pequeno deslocamento de Stokes muitas vezes sao prejudiciais para o
imageamento intracelular via emissdo de fluorescéncia.t1%12 A maioria dos
corantes, incluindo as fluoresceinas,'3 rodaminas,® BODIPY!# e cianinas,® exibe
pequeno deslocamento de Stokes em solucdo. Esta caracteristica diminui a
sensibilidade de deteccdo dos corantes em aplicacbes praticas. Ainda, as
sondas de comprimento de onda longo de absorcao e emissao sdo de interesse
por varios motivos. Geralmente a sensibilidade da deteccéo de fluorescéncia de
amostras biologicas é limitada pela autofluorescéncia. A medida que o
comprimento de onda de excitagdo se torna mais longo, a autofluorescéncia
diminui e, assim aumenta a detectabilidade sobre o sinal de fundo.! Por estes

motivos, o desenvolvimento de sondas fluorescentes com grande deslocamento
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de Stokes e comprimento de onda de absor¢cédo e emissao mais longos é muito
atraente para aplicacdes bioldgicas.

Disfuncdes mitocondriais podem levar a uma variedade de doencas
neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer,1® cancer e diabetes.'’1° As
mitocondrias desempenham papel importante na fisiologia celular.?°-?? Estas
estruturas estdo associadas a sinalizacdo celular via producdo de espécies
reativas de oxigénio, regulacdo de ions de célcio e ao desencadeamento de
morte celular.?>-2% Portanto, para melhor compreender a funcédo mitocondrial, é
necessario observar estas estruturas in vivo.

Mais recentemente, € observado uma tendéncia crescente de
desenvolvimentos de sondas para mitocondrias.?® Entretanto, pouca atencdo
tem sido dada a obtencdo de sondas fluorescentes que apresentam grande
deslocamento de Stokes. Por exemplo, os compostos comerciais utilizados para
este fim, Mito Tracker Red (MTR) e Mito Tracker Green (MTG)?"?8 (Figura 1),
apresentam pequeno deslocamento de Stokes.

Cl Cl

Figura 1. Estrutura quimica das sondas fluorescentes comerciais para
mitocondrias.

Ainda h&4 muito a ser aprendido sobre o ambiente celular altamente
complexo, especialmente a nivel molecular. Embora, haja um crescente
desenvolvimento de pesquisas na area, ainda existem muitos processos a serem
resolvidos em relacdo as fun¢des das mitocondrias e por isso a importancia no
desenvolvimento de novas sondas fluorescentes marcadoras para estas

organelas.?®
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Neste contexto, os nucleos 2-(2’-hidroxifenil)benzazodlicos sdo uma familia
de corantes organicos bastante conhecida por apresentar um grande
deslocamento de Stokes devido ao processo de Transferéncia Protdnica
Intramolecular no Estado Excitado (do inglés, ESIPT).331 Assim, os nucleos
benzazolicos podem fornecer uma alternativa de sondas fluorescentes para
bioimageamento celular se acoplados com outros nucleos fotoativos que possam
deslocar o comprimento de onda do maximo de emissdo para o vermelho,
mantendo a caracteristica principal de apresentar um grande deslocamento de
Stokes. Desta forma, o design da série de compostos sintetizados neste estudo
envolveu a unido entre o nacleo 2-(2’-hidroxifenil)benzazol, com a variacdo do
heteroatomo desse nudcleo, com o nucleo piridinio, mediante uma ligacédo vinilica
entre o anel fendlico e o ndcleo piridinio. A porcao piridinica € catidnica e,
portanto, funciona como guia alvo para direcionar o composto para a mitocondria
no ambiente intracelular através de forcas eletrostaticas. Portanto, € esperado
que o0s compostos desenvolvidos apresentem comportamento fotofisico
interessante para esta aplicacdo, isto €, grande deslocamento de Stokes e
emissdo na regido do visivel menos energéticas, além da habilidade de
localizacdo nas mitocondrias e emissdo de fluorescéncia em ambiente celular,

conforme ilustrado na Figura 2.

Porgdo ” Por¢do alvo de =
fluoréfora ; mitocdndria .
ESIPT N, 2 -
N ] ) Br
A AR
+

X=0,S,NH
R=Me ou COOH

Figura 2. llustragdo do processo de marcagdo de mitocondrias com a estrutura
guimica dos compostos desenvolvidos neste trabalho.
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1.1 Objetivos

O obijetivo principal deste trabalho € o estudo e desenvolvimento de novos
compostos organicos fotoativos derivados do nucleo 2-(2’-hidroxifenil)benzazol
para potencial aplicagdo como marcadores de mitocondrias em meio celular e

como sensores opticos em solucéo.

1.1.1 Objetivos especificos

a) Sintese dos precursores fotoluminescentes da familia dos benzazdis;
b) Sintese das piridinas quaternizadas;

c) Sintese de compostos hibridos benzazol piridinios para obtencdo de novas

sondas fluorescentes;

e) Estudo fotofisico dos novos compostos obtidos por meio de medidas de
Absorgao na regido do UV-Vis e de Emisséo de Fluorescéncia em solugao;

f) Avaliacdo dos compostos obtidos como sondas fluorescentes para

bioimageamento na marcacéo de mitocondrias;

e) Explorar potenciais aplicagdes diversas destes compostos como sensores

fluorescentes ou colorimétricos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Processos fotofisicos

Os processos fotofisicos ocorrem a partir da absorcdo da radiacdo
eletromagnética com a matéria gerando transi¢des eletrdnicas entre diferentes
niveis energéticos das espécies quimicas. Neste trabalho, abordaremos
especificamente os processos fotofisicos que ocorrem em moléculas organicas.
Antes da interacdo com a radiacao eletromagnética, a molécula se encontra em
seu estado eletronico de mais baixa energia, chamado de estado fundamental.
A interacdo da molécula com a radiacao eletromagnética pode provocar uma
transicdo para um estado eletrbnico de maior energia, chamado de estado
excitado. Por meio das medidas da radiacdo eletromagnética emitida quando
este retorna ao estado fundamental ou da quantidade de radiagéo
eletromagnética absorvida decorrente da excitacdo, € possivel obter
informacdes sobre as propriedades fotofisicas da molécula em estudo. Desta
forma, duas técnicas podem ser utilizadas, a espectroscopia de absorcéo
molecular no UV-Vis para estudar os fenGmenos que ocorrem entre o estado
fundamental e o estado excitado e a espectroscopia de emissao de fluorescéncia
para estudar os processos que ocorrem no estado excitado. Na espectroscopia
de absorcéo, é medida a quantidade de luz absorvida em funcédo do comprimento
de onda. Na espectroscopia de fluorescéncia, a emissdo de fétons é medida
apos a absorcdo. Ambas as técnicas geram informacdes qualitativas e

quantitativas sobre a molécula.3?
2.1.1 Absor¢do molecular na regido do UV-Vis

O processo de absorcdo em solucdes diluidas (< 0,01 mol L) é regido pela
lei de Beer. A lei de Beer informa quantitativamente que a magnitude da
absorcdo da radiacdo eletromagnética incidida sobre a amostra depende da
concentracdo das moléculas absorventes e da extensdo do caminho Optico
sobre o qual ocorre a absor¢&o. A medida que a luz atravessa um meio contendo
um analito que absorve, um decréscimo de intensidade ocorre na propor¢éo que
o analito é excitado. Desta forma, quanto maior for a concentracdo do analito ou

guanto mais longo for o comprimento do caminho do meio através do qual a luz
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passa (caminho Optico) ou quanto maior a eficiéncia do analito em absorver luz,
maior sera a atenuacao.*?

A atenuacdo da luz € chamada de transmitancia (T) da solugdo que
corresponde a fracao da radiacéo incidente (Po) que é transmitida pela solugéo
(P) e pode ser definida matematicamente como T = P/Po. A absorbancia (A) de

uma solucéo esta relacionada com a transmitancia de forma logaritmica:
A=-log T=log Po/P =exbxc

Onde ¢ é constante de absortividade molar (L mol* cm™?), b é o caminho

Optico em centimetros e ¢ € a concentracdo da molécula em mols por litro.
2.1.1.1 Transi¢6es em moléculas orgéanicas

A absorcdo de radiacdo eletromagnética nessa regido do espectro pode
gerar transi¢coes entre niveis de energia eletrénicos nas moléculas. A transicéo
de absorcdo ocorre quando uma molécula absorve um féton com energia
necessaria para promover um elétron de um orbital ocupado de mais baixa
energia para um orbital desocupado de maior energia potencial. Em geral, a
transicdo mais provavel é do orbital ocupado de maior energia (HOMO - Highest
Occupied Molecular Orbital) para o orbital desocupado de menor energia (LUMO
- Lowest Unoccupied Molecular Orbital). Dependendo dos tipos de ligacdes
presentes na molécula e da sua configuracdo eletrdnica, diferentes tipos de
transicbes envolvendo os orbitais o, m e n podem ocorrer, conforme pode ser

observado na ilustragédo da Figura 3.
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Figura 3. Tipos de transi¢des eletrénicas de absorcdo em compostos organicos.
(Adaptada de Pavia, 2016)33

As transicGes ocorrem em cerca de 107'° s, um tempo muito curto para
deslocar o nlcleo. Este é principio de Franck-Condon.! Cada nivel eletrdnico
possui uma variedade de niveis vibracionais e rotacionais possiveis, que
geralmente sdo muito proximos. Em um grupo de moléculas, cada uma esta em
um determinado estado de excitagdo vibracional e rotacional, por isso, uma
variedade muito grande de transicbes com energias muito préximas pode
ocorrer. Como o espectrofotbmetro ndo consegue defini-las, ao invés de
enxergarmos linhas distintas, enxergamos uma banda de absorcédo larga
centrada perto do comprimento de onda da transigéo principal.3?

Usualmente, o estado fundamental das moléculas organicas possui uma
multiplicidade de spin igual a um, o que significa que este € um estado singlete,
chamado de So. No estado excitado existem tanto estados singletes (S1, Sz, ...)
como tripletes (T, T2,...). Os estados tripletes apresentam menor energia que 0s
estados singletes. A tendéncia € que na transicdo do estado fundamental para o
estado excitado, a multiplicidade de spin seja mantida. As transicdes séo
classificadas em permitidas e proibidas a partir das regras de selecédo. Uma das
regras de selecéo diz que transi¢gdes que envolvam uma alteragédo do numero
guéntico de spin de um elétron durante a transigao nao sédo permitidas, e, por
isso, s&o denominadas transi¢des proibidas. Outras regras de selegao tratam
sobre os numeros de elétrons que podem ser excitados de cada vez, as
propriedades de simetria da molécula e dos estados eletrénicos, por exemplo.

Contudo, em certos casos sao observadas transigées proibidas, porém suas
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intensidades de absor¢ao sédo muito menores do que para transigdes permitidas
pelas regras de selegcdo. Assim sendo, transicdes do estado singlete para o
estado triplete, por serem proibidas, podem ocorrer, mas sS40 menos provaveis.

A transicdo n — m* é o tipo mais comum de transi¢ao proibida.3?
2.1.2 Processos de desativacao do estado excitado

Apoés a absorcdo da luz, a molécula se encontra no estado excitado que &
menos estavel, logo, a tendéncia é retornar ao estado fundamental. Muitos
processos podem ocorrer no estado excitado até que a molécula retorne ao
estado fundamental. Essa desativacdo pode ocorrer via processos nao
radiativos, como o relaxamento vibracional. Outra via de retorno ao estado
fundamental é por meio de processos radiativos que € conhecido por
luminescéncia. A luminescéncia compreende os fendmenos de fluorescéncia e
fosforescéncia. Uma forma simples de entender esses processos € através do

Diagrama de Perrin-Jablonski! conforme ilustrado na Figura 4.
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TEMPOS DAS TRANSICOES

Absorcéo: 108 s

Relaxacfo vibracional: 10-'2-101% s

Tempo de vida no estado excitado S;: 10-'7-10-7 s— Fluorescéncia
Cruzamento intersistemas (ISC); 10-'°-10® s

Converséo interna (IC): 1011 -10% s

Tempo de vida no estado excitado T,: 109-1 s —» Fosforescéncia

Figura 4. Diagrama de Perrin-Jablonski e ilustracdo da posicdo dos espectros
de absorcéo, fluorescéncia e fosforescéncia (Adaptado de Valeur, B.)3.

O relaxamento vibracional ocorre entre os niveis vibracionais dentro de um
mesmo estado eletrdnico até atingir o nivel vibracional de menor energia, o que
ocorre muito rapidamente (1072 — 107° s) e a energia é dissipada em forma de
calor. O fluoréforo pode ser excitado a um nivel eletrénico mais energético que
Si1. A relaxacdo para o nivel excitado de mais baixa energia e mesma
multiplicidade de spin é conhecido como converséo interna e ocorre entre 1014

e 10! s entre estados excitados e pode ocorrer do estado S1 para So entre 10°°
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e 107 s. Por ser um processo muito rapido, para a maioria das moléculas,
geralmente nenhum outro processo radiativo ou nao radiativo ocorre de estados
mais energeéticos que o Si(vo). A Regra de Kasha diz que qualquer processo de
emissao de luminescéncia ou reagdo quimica de moléculas excitadas s6 ocorre
no estado excitado de menor energia (S1 ou T1). Desta forma, ao atingir o estado
Si(vo), competem entre sSi 0s processos de emissdo de fluorescéncia,
cruzamento intersistema e emissdo de fosforescéncia. O cruzamento
intersistemas € uma transicao proibida por spin entre estados de mesmo nivel
energético e diferentes multiplicidades de spin , como, por exemplo, de Si(vo)
para T1, que acontece em uma escala de tempo que varia de 101! e 108 5.3°

A emisséo de um féton do estado excitado Si1 para o estado fundamental So
de mesma multiplicidade de spin (transicdo permitida por spin) é chamado de
fluorescéncia e ocorre entre 102 e 10°® s. Enquanto a fosforescéncia é a
emissdo de um foton entre estados de multiplicidades de spin diferentes,
geralmente Ti(vo) para So, uma transi¢do proibida por spin que ocorre huma
escala de tempo entre 102 e 10? s. Geralmente a emissédo de fosforescéncia
ocorre em maiores comprimentos de onda em relacéo a fluorescéncia.®

Existem dois conceitos importantes que relacionam a absorcédo e a emissao
de luz que sé&o o deslocamento de Stokes (AAstou Avst) e 0 rendimento quantico
(®r)!. O deslocamento de Stokes é a medida da diferenca de energia do
comprimento de onda do maximo de emissdo em relagdo ao maximo de
absorcdo. Isso ocorre devido ao fato de que a emisséo geralmente ocorrera em
menores energias em relacdo a absor¢cdo. Como vimos, no estado excitado a
molécula perde uma parte da energia absorvida ao relaxar para o estado Si(vo)
antes da emissdo do foton, que pode ocorrer para niveis vibracionais mais
energéticos do estado fundamental. Além disso, uma série de processos que
ocorrem no estado excitado podem diminuir a energia do estado excitado, como
interacbes com solventes, reacdes no estado excitado, transferéncia de carga
interna, formacdo de complexos, entre outros. Na pratica, o deslocamento de
Stokes pode ser observado a partir da area de sobreposicéo entre 0os espectros
de absorcao e emisséo. Assim, a vantagem em ter um grande deslocamento de
Stokes estd na diminuigdo da interferéncia de fundo e maior facilidade na

deteccéo de moléculas fluorescentes, por exemplo em bioimageamento.3®
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O rendimento quantico representa a fracdo de moléculas excitadas que
decaem por emisséo de fluorescéncia e € dada pela fracdo de fétons emitidos
por fétons absorvidos®. O valor do rendimento quantico fica entre 0 e 1, sendo
que 1 representaria a emissdo de todos os fotons absorvidos, mas devido ao
deslocamento de Stokes ele sempre sera menor que 1. Uma das formas que
pode se obter o valor do rendimento quantico é a partir da comparagcdo com um
padrao de rendimento quantico conhecido e que tenha o comprimento de onda
do méximo de absorcdo préximo ao comprimento de onda do maximo de
absorcdo da molécula que estd sendo estudada. Desta forma, utiliza-se a

seguinte equacao para o calculo do rendimento quantico da molécula:

F, X AO n)z(

em que ®rx € o rendimento quantico da molécula, ®ro é 0 rendimento quantico
do padrdo, Fx e Fo sdo as &reas integradas sob as curvas de emissdo de
fluorescéncia da molécula e do padréo, respectivamente. Ao e Ax sdo as
absorbancias do padrédo e da molécula, respectivamente. E nx € m S&80 0S
indices de refracdo dos solventes das solucBes da molécula e do padréo,

respectivamente.
2.1.3 Fatores que afetam o espectro de emissao

2.1.3.1 Estado de transferéncia interna de carga (ICT)

O estado inicialmente excitado € chamado de estado localmente excitado
(LE). Para algumas moléculas que possuem uma estrutura de grupo doador e
grupo aceptor (D-m-A) apés a absorcao de um foton podem ter seu momento de
dipolo aumentado e/ou alterado de sentido, o que € chamado de processo de
transferéncia interna de carga. A formagcdo de estados ICT indica que a
distribuicdo de elétrons pode ser diferente para um fluor6foro nos estados
fundamental ou excitado. Isso pode resultar em mudancgas na ionizagdo no
estado excitado. O processo de transferéncia de carga interna pode ser
observado ao analisar os espectros em diferentes solventes. Com o aumento da
polaridade do solvente, se houver o surgimento de um ombro de emissdo em
comprimentos de ondas maiores, esse € um indicio de que esta ocorrendo o

processo ICT na molécula no estado excitado. Tais mudancas na forma espectral
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frequentemente indicam a presenca de outro estado. A presenca de mais de um
estado excitado pode ser mais facilmente observado em etanol em baixas
temperaturas, como no exemplo apresentado na Figura 5. A medida que a
temperatura é reduzida, o pico de emisséo se desloca de cerca de 490 para 455
nm. A medida que a temperatura é reduzida para -190°C, uma nova emiss&o
aparece com um pico proximo de 420 nm.!

Os espectros dependentes da temperatura exibidos por Laurdan foram
explicados pela presenca da emissao do estado localmente excitado (LE) e do
estado de transferéncia interna de carga (ICT). No estado LE, a excitacdo esta
localizada no anel naftaleno, de modo que a molécula ndo é muito polar. Nesse
estado LE, os grupos amino e carbonila ndo fazem parte do sistema de elétrons
deslocalizados. Em temperaturas mais altas, o estado ICT se forma, com
transferéncia de carga completa do grupo amino para o grupo carbonila. O ponto
a destacar desse exemplo é gue os deslocamentos espectrais devido a formacao

de estados ICT ndo sdo explicados pela equacéo de Lippert.t
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Figura 5. Espectros de emissao de Laurdan em etanol a -50°C (1), -60°C (2), -
70°C (3), -80°C (4), -85°C (5), -90°C (6), -100°C (7), -110°C (8) e -190°C (9).
(Adaptada de Lakowicz, 1999)!

2.1.3.2 Transferéncia de protons intramolecular no estado excitado (ESIPT)

A transferéncia de proton intramolecular no estado excitado, conhecida
como ESIPT, é um processo que ocorre somente em moléculas que apresentam

um hidrogénio intercambiavel entre dois atomos, um doador (—OH e NH2) e outro
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aceptor (=N- e C=0). Esse processo € ilustrado na Figura 6 para as sondas
benzazolicas, por exemplo. O processo fotoquimico consiste em quatro niveis.
No estado fundamental este sensor geralmente se encontra na forma normal ou
endlica (E). Apds a absorcao do foton, a configuracdo eletrébnica pode sofrer
mudancas no estado excitado tornando o hidrogénio do grupo doador mais acido
e aumentando a basicidade do grupo aceptor na forma endlica. Essa mudanca
provoca a tautomerizacdo da forma enol para forma ceto (K"). O processo de
ESIPT pode ser muito rapido (kespr > 10%? s?1)37 porque o préton em
transferéncia ja esta proximo do aceptor de prétons no momento da excitacao.
Apos a emisséo de fluorescéncia ocorre uma transferéncia de préton reversa
(RPT) no estado fundamental, retomando a forma enol (E).!

Devido ao processo de fototautomerizagdo no estado excitado, uma
guantidade consideravel da energia absorvida € perdida de forma néo radiativa,
causando grandes deslocamento de Stokes, na faixa de 200 nm ou de 8000 a
10000 cm, quando comparado a outros fluoréforos como fluoresceina,
rodamina, entre outros.3” Essa propriedade fotofisica é muito interessante, pois,
por diminuir a sobreposicao entre os espectros de absorcao e emisséao, resulta
em uma forte diminuicdo da autoabsorcéo e efeitos de filtro interno. Contudo,
existem alguns fatores que podem favorecer ou inibir o processo de ocorrer, e,
ainda, ambas espécies coexistirem no estado excitado e podem decair, gerando
uma dupla banda de emissdo. As intensidades relativas da emissdo E* e K*
podem depender da carga, da polaridade e da habilidade de doar ligacdes de

hidrogénio do solvente ao redor do fluoréforo.t
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Figura 6. llustracéo do processo ESIPT em moléculas benzazdlicas.3’

2.1.3.3 Estudo do efeito da polaridade do solvente

O efeito do solvente pode reduzir ou aumentar a energia da luz emitida
por um fluoréforo. Quando ocorre a estabilizacdo do estado excitado pelas
moléculas de solvente é observada a reducéo do nivel energético deste estado.
Normalmente, quando um fluoréforo € excitado, seu estado excitado tem um
momento dipolar (ue) maior do que seu estado fundamental (uc). Apos a
excitacdo, os dipolos do solvente podem se reorganizar ao redor do e,
diminuindo sua energia. A medida que a polaridade do solvente aumenta, esse
efeito se torna mais pronunciado, resultando em emissdes de luz com energias
menores ou comprimentos de onda maiores.! Geralmente, apenas fluoréforos
naturalmente polares séo sensiveis a polaridade do solvente. Moléculas ndo
polares, como hidrocarbonetos aromaticos néo substituidos, s&o muito menos
afetadas por essa polaridade.

Os tempos de vida da fluorescéncia (1 - 10 ns) geralmente sdo mais

longos do que o tempo de relaxacdo do solvente fluido a temperatura ambiente,
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cerca de 10 - 100 ps. Por isso, os espectros de emissdo dos fluordforos
representam o estado relaxado do solvente. A absorcéo de luz acontece muito
rapido (cerca de 107%° s), o fluor6foro ou o solvente ndo tém tempo de se
movimentar. Os espectros de absor¢cdo sdo menos sensiveis a polaridade do
solvente porque a molécula fica no mesmo ambiente nos estados fundamental e
excitado, enquanto nos espectros de emissao, o fluoréforo se encontra em um
ambiente relaxado, com moléculas de solvente organizadas ao redor do
momento dipolar do estado excitado.!

A interpretacdo dos espectros de emissao dependentes do solvente € um
tema complexo devido as varias interagcdes que podem causar mudancas nos
espectros. A equacao de Lippert (eq. 1 apresentada na proxima se¢do) é um
método importante usado para interpretar essas mudancas, ela descreve o
deslocamento de Stokes em fung¢do das mudancas no momento dipolar apés a
excitacdo e a energia do dipolo em diferentes solventes com diferentes
constantes dielétricas (¢) ou indices de refragcdo (n).! No entanto, a teoria geral
do efeito do solvente nem sempre é capaz de explicar completamente o
comportamento detalhado dos fluoroforos, ja que eles tém multiplas interacdes
complexas com o ambiente.

Além disso, alguns fluoréforos podem formar um estado de transferéncia
de carga interna (ICT) ap0és a excitacdo, em que ha a separacdo de carga. Em
um solvente polar, esse estado ICT pode ser o de menor energia, enquanto em
um solvente nao polar, o LE pode ser mais estavel. Portanto, a polaridade do
solvente ndo apenas afeta a energia do estado excitado, mas também determina
qual estado é mais favoravel.!

O rendimento quantico pode mudar devido a diferentes taxas de
decaimento ndo radiativo de energia (knr) ou devido a mudancas conformacionais
na estrutura da molécula. Ndo ha uma unica teoria que explique completamente
como o ambiente afeta a fluorescéncia.® A interpretacdo depende da polaridade
do solvente, da estrutura do fluoréforo e das interacdes quimicas com outras
moléculas proximas. Portanto, mesmo que seja observado uma tendéncia com
polaridade do solvente segundo a teoria geral do efeito do solvente, a influéncia
da polaridade do solvente é apenas um dos varios fatores que afetam a emisséo

de luz por um fluoroéforo.
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Uma descricdo quantitativa dos efeitos do ambiente nos espectros de
emissao de fluorescéncia é talvez o topico mais desafiador na espectroscopia de
fluorescéncia. Nenhuma teoria Unica ou tipo de interacdo pode ser usada em
todas as circunstancias, por exemplo:

e Efeitos gerais do solvente devido as interacdes do dipolo do fluoréforo

com seu ambiente.

e Efeitos especificos do solvente devido as interacdes entre o fluoroforo e

0 solvente.
e Formacéo de estados ICT ou ESIPT, dependendo da estrutura da sonda
e do solvente circundante.

Mesmo se apenas um tipo de interacdo estivesse presente, os efeitos ainda
seriam complexos e além dos limites da maioria dos modelos. Em relagdo a
efeitos especificos, ndo existe uma teoria geral para prever o deslocamento nos
espectros de emissdo devido a formacdo de ligacdes de hidrogénio.
Comportamentos incomuns podem ser devidos a presenca de mais de um tipo
de interacdo.}%® A seguir serdo apresentados com maiores detalhes estes

modelos.
2.1.3.3.1 Teoria geral do efeito do solvente: Equacéo de Lippert-Mataga

O modelo proposto pela equacéo de Lippert-Mataga nao inclui quaisquer
interacdes quimicas e, portanto, ndo pode ser utilizado para explicar as outras
interacfes que afetam a emissdo. Essas outras interacdes especificas, como a
formacdo de ligacdes de hidrogénio ou a formacao de estados de transferéncia
de carga interna (ICT) ou de troca protdnica interna no estado excitado (ESIPT),
as vezes sdo observadas como desvios em relacao a teoria geral. As interacdes
entre o solvente e o fluoréforo afetam a diferenca de energia entre os estados
fundamental e excitado como pode ser observado na Figura 7. Como primeira
aproximacao, essa diferenca de energia (em cm) é uma propriedade do indice
de refracdo (n) e da constante dielétrica (¢) do solvente, e é descrita pela

equacao de Lippert-Mataga®:

— 2 _ - 2
2 (8 1_n 1)(“5 “r)l” | constante Equacéo 1

Vg — Vg =—
4 F ™ he\2e+1  2n2+1 a3
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Onde 4 (= 6,6256 x 10727 ergs) é a constante de Planck, c (= 2,9979 x
10%° cm/s) é a velocidade da luz, e a é o raio da cavidade que o fluoréforo ocupa
no solvente. va e vr sdo os numeros de onda (cm™) de absorcdo e emisséo,
respectivamente. A expresséo dentro dos parénteses grandes na equacao 1 é
chamada de orientacao de polarizabilidade (Af). O primeiro termo (€ - 1)/(2€ + 1)
considera os deslocamentos espectrais devido tanto a reorientacéo dos dipolos
do solvente quanto a redistribuicdo dos elétrons nas moléculas do solvente. O
segundo termo (n2 - 1)/(2n2 + 1) considera apenas a redistribuicdo dos elétrons.
A diferenca entre esses dois termos leva em conta os deslocamentos espectrais
devido a reorientacdo das moléculas do solvente e, portanto, o termo orientacao
de polarizabilidade. De acordo com esse modelo simples, espera-se que apenas
a reorientagdo do solvente resulte em deslocamentos de Stokes significativos. A
redistribuicdo de elétrons ocorre instantaneamente, e tanto o estado fundamental
guanto excitado sdo estabilizados por esse processo. Como resultado, o indice
de refracdo e a redistribuicéo eletrdnica tém um efeito comparativamente menor

no deslocamento de Stokes.!
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Figura 7. Efeitos dos campos eletronicos e orientacdo na energia de um dipolo
em meio dielétrico, ye > ps. Os circulos menores representam as moléculas do
solvente e seus momentos de dipolo.!
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A Equacdo 2 € apenas uma aproximacdo, mas ha uma correlacao
razoavel entre as perdas de energia observadas e calculadas em solventes néo-
proténicos. Por solventes nao-protdnicos, referimo-nos aqueles que né&o
possuem grupos hidroxila ou outros grupos capazes de formar ligacdes de
hidrogénio. A equacao de Lippert € uma aproximacédo na qual a polarizabilidade
do fluoréforo e termos de ordem superior sdo negligenciados. Esses termos
considerariam efeitos de segunda ordem, como o0s momentos dipolares
induzidos nas moléculas do solvente resultantes do fluoroforo excitado, e vice-
versa. O deslocamento de Stokes € influenciado pelas mudancas no indice de
refracdo e na constante dielétrica do solvente, porém de forma inversa, um
aumento em n diminuira essa perda de energia, enquanto um aumento em ¢
resultara em uma diferenca maior entre va e vr.

A equacdo de Lippert contém varias suposi¢des e por isso € apenas uma
aproximacéao. Assume-se que o volume do fluoréforo € esférico, como na Figura
7, e que ele ndo possui interacdes especificas com o solvente. Além disso, ignora
a polarizabilidade do fluor6foro e assume que os momentos dipolares nos
estados fundamental e excitado apontam na mesma dire¢do.! Desvios do
comportamento previsto podem indicar a presenca de interacdes adicionais.

A sensibilidade do solvente de um fluoréforo pode ser estimada por meio
de um grafico de Lippert. Este € um grafico do deslocamento de Stokes em
namero de onda (va - ve) em funcéo da orientacdo de polarizabilidade (Af). Os
fluor6foros mais sensiveis sdo aqueles com a maior mudanga no momento
dipolar apdés a excitacdo. A linearidade desses gréficos é frequentemente
considerada como evidéncia para a importancia dominante dos efeitos gerais do
solvente nos deslocamentos espectrais. Efeitos especificos do solvente resultam

em gréficos de Lippert ndo lineares.!

2.1.3.3.2 Efeitos especificos do solvente

Interacbes especificas sdo produzidas por uma ou algumas moléculas
vizinhas e séo determinadas pelas propriedades quimicas especificas tanto do
fluoréforo quanto do solvente.! Esses efeitos podem ser resultado de ligacoes
de hidrogénio, solvatacdo preferencial, quimica acido-base ou interacdes de

transferéncia de carga, entre outros. As interacdes especificas solvente-
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fluoréforo podem ser identificadas examinando os espectros de emissdo em
diferentes solventes.

Essas interagbes podem ocorrer tanto no estado fundamental quanto no
estado excitado. Se a interacdo ocorrer apenas no estado excitado, um aditivo
polar ndo afetara os espectros de absor¢cédo. Se a interagdo ocorrer no estado
fundamental, espera-se alguma mudanca no espectro de absorcdo. Se o
fluoréforo e o solvente polar ja estiverem interagindo no estado fundamental,
espera-se um deslocamento espectral imediato apos a excitacdo. Se a interacao
entre o fluoréforo e o solvente polar ocorrer apenas no estado excitado, a
manifestacdo do efeito especifico do solvente dependera das taxas de difusdo

do fluoréforo e do solvente polar.?
2.1.3.3.3 Escala de polaridade de Dimroth-Reichardt Et(30)

Os parametros espectroscopicos da polaridade do solvente tém sido
derivados de compostos padrées sensiveis ao solvente que absorvem radiacao
em determinadas faixas espectrais no UV-Vis. A primeira sugestdao de que
corantes solvatocromicos deveriam ser utilizados como indicadores da
polaridade do solvente foi feita por Brooker e colaboradores®® em 1951.
Kosower® em 1958 foi o primeiro a estabelecer uma escala abrangente de
solventes e definiu seu parametro de polaridade, Z, como a energia de transi¢céo
molar, Er, expressa em kcal/mol, para a banda de absorcao de transferéncia de
carga do composto modelo iodeto de 1-etil-4-(metoxicarbonil)piridinio (Figura 8)

em determinado solvente de acordo com a equacéo 3:

Er=h.c.v.Na=2589x10° v=Z Equacéo 2

Onde h é a constante de Planck, c é a velocidade da luz, v (cm™) é o nimero
de onda do foton que produz a excitacdo eletrbnica e Na € 0 numero de
Avogadro. O valor Z de significa determinada quantidade em kcal é necessaria
para promover um mol do corante padrédo, dissolvido em determinado solvente,
do seu estado eletrbnico fundamental para o seu primeiro estado excitado.
Quanto mais forte for o efeito estabilizante do solvente no par i6nico do estado
fundamental em comparagéo com o par radical menos polar no estado excitado,

maior seré essa energia de transicao e, portanto, o valor Z. Um valor Z elevado

39



corresponde a uma alta polaridade do solvente. Contudo, existem algumas

limitacbes na determinacdo dos valores Z, mas ndo iremos aprofundar neste

quesito.38
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Figura 8. llustracdo do processo de transferéncia de carga de um elétron do
iodeto para o ion piridinio durante a transicédo para o estado excitado.38

A fim de superar as limitacGes praticas na abordagem do valor Z, Dimroth e
Reichardt propuseram um parametro de polaridade do solvente, Et(30), com
base na energia de transicéo para a banda de absorc¢éo solvatocromica de maior
comprimento de onda do corante betaina piridinio N-fenolato (corante n°® 30 na
referéncia original*!) como molécula sonda padréo. O corante em questdo exibe
uma banda de absor¢do n—n" negativamente solvatocrOmica com carater de
transferéncia de carga intramolecular. Conforme a equacédo 2, o valor Et(30)
para um solvente é definido como a energia de transicdo do corante betaina (30)
dissolvido, medida em kcal/mol. A principal vantagem dessa abordagem é que a
banda de absorcado solvatocromica estd em comprimentos de onda mais longos
para (30) do que para o corante de Kosower, gerando uma faixa
extraordinariamente ampla para o comportamento solvatocrémico: de A = 810
nm, E7(30) = 35,3 kcal/mol, para éter difenilico, a A = 453 nm, E1(30) = 63,1
kcal/mol, para dgua. No caso da betaina (30) é até possivel fazer uma estimativa
da polaridade do solvente a olho nu. Por exemplo, a cor da solucao de (30) é
vermelha em metanol, violeta em etanol, verde em acetona, azul em &alcool
isoamilico e esverdeado-amarelado em anisol. Uma caracteristica notavel
dessas mudancas de cor da solugdo é que quase todas as cores do espectro
visivel podem ser obtidas utilizando misturas binarias adequadas de solventes
de polaridade diferente.3®

Os valores de Et(30) foram determinados para mais de 360 solventes
organicos puros e para varias misturas binarias de solventes. A escala de E1(30)

€ a escala de polaridade de solventes empirica mais abrangente conhecida até
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agora.*>43 Devido a carga negativa relativamente localizada no atomo de
oxigénio fendlico, o corante padrao (30) é capaz de interacdes especificas de
doador de ligacéo de hidrogénio (HBD)/aceptor de ligacdo de hidrogénio (HBA)
e interagOes acido/base de Lewis. Por isso, mais uma caracteristica que torna o
uso desta escala extremamente vantajoso € que além das interacdes nao
especificas entre o0 corante e o solvente, o corante betaina (30) mede
predominantemente a capacidade especifica de doador de ligacdo de hidrogénio
(HBD) e acidez de Lewis dos solventes organicos.*?

2.1.3.4 Efeitos da temperatura

Até entdo, presumimos que a relaxacdo do solvente estava completa
antes da emissdo, o que € verdade para solventes fluidos. Em baixas
temperaturas, o solvente pode se tornar mais viscoso, e o tempo de reorientacao
do solvente aumenta. A relaxacdo do solvente ocorre com uma taxa ks. Se essa
taxa for muito mais lenta do que a taxa de decaimento (y =1/t1), entdo espera-
se observar o espectro de emisséo do estado nado relaxado (F). Se a relaxacdo
do solvente for muito mais rapida do que a taxa de emissao (ks >> y), entédo a
emissdo do estado relaxado (R) serd observada. Em temperaturas
intermediarias, onde ks =y, a emissédo e a relaxagao ocorrerdo simultaneamente.
Nessas condicfes, um espectro de emissao intermediario ser4 observado.
Frequentemente, esse espectro intermediario (———-) é mais amplo na escala de
comprimento de onda devido as contribuicdes tanto do estado F quanto do

estado R.?
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Figura 9. Diagrama de Jablonski para relaxacédo do solvente.?

Um exemplo de espectros dependentes da temperatura é fornecido por
Patman (Figura 10). Este fluoréforo foi desenvolvido para ser uma sonda
altamente sensivel a polaridade do solvente. A ideia principal € que o grupo
amino seja o grupo doador de elétrons e a carbonila atue como receptor. No
estado excitado, espera-se um grande momento dipolar devido a transferéncia
de carga, resultando em alta sensibilidade a polaridade do solvente. Conforme a
temperatura do propilenoglicol é reduzida, os espectros de emissdo do Patman
sofrem uma mudanca drastica para comprimentos de onda mais curtos (Figura
10). Os efeitos da baixa temperatura sdo semelhantes aos dos solventes de
baixa polaridade. Devido a reducdo da taxa de movimento do solvente, a

emissao ocorre a partir do estado néo relaxado em baixas temperaturas.
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2.2 Sondas fluorescentes marcadoras de mitocondrias

A compreensdo dos eventos biolégicos que ocorrem nas organelas
subcelulares € importante para combater disturbios fisiologicos criticos e, assim,
avancar em pesquisas que possam prevenir a causa de doencas e/ou permitir a
criacdo de novos tratamentos a fim de promover melhorias na saude da
humanidade. Nesse sentido, a bioimagem por fluorescéncia permitiu o estudo
aprofundado da biologia celular. Disfungfes no funcionamento das mitocondrias
estdo associadas a morte celular por apoptose e a causa de varias doengas
neurodegenerativas como doenca de Alzheimer, cancer e diabetes!®1844 No
entanto, organelas subcelulares como as mitocéndrias, que desempenham
inmeras fungBes importantes no contexto celular, ndo podem ser estudadas em
detalhes devido ao seu tamanho muito pequeno, que esta abaixo do limite de
difracdo. Para superar esse problema, varias técnicas de microscopia de alta
resolucdo surgiram e vém se desenvolvendo recentemente e, ao serem
combinadas com fluoréforos apropriados, podem facilitar o estudo da estrutura
e dos processos dinamicos dentro das mitocéndrias.®

As mitocondrias desempenham varias funcdes essenciais para a vida celular
além de possuirem um papel central na producéo trifosfato de adenosina (ATP).
As mitocondrias, popularmente conhecidas como "usinas" da célula, por serem
responsaveis pela geracdo de energia celular, s&o um dos constituintes mais
importantes das células eucaribticas. No entanto, as funcdes mitocondriais
podem variar em diferentes células eucaridticas. As mitocondrias apresentam
caracteristicas estruturais tipicas, como uma dupla membrana e uma
conformacdo semi-isolada. As funcdes de organelas como as mitocondrias
podem ser resolvidas mecanisticamente estudando sua composi¢cao molecular
e estrutural, bem como o0s arranjos espaciais em grande escala, e monitorando
de perto as alteracdes dinamicas que ocorrem nas células.®

A fluorescéncia € o modo de leitura dptica mais importante na microscopia
confocal de amostras bioldgicas, pois pode ser muito mais sensivel e especifica
do que a absorbéancia ou a reflectancia, além de simplificar o design do scanner.
Essas vantagens da fluorescéncia dependem criticamente de fluoroforos

adequados que podem ser marcados em macromoléculas biolégicas para
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mostrar sua localizacdo, ou cujas propriedades Opticas sdo sensiveis ao
ambiente local. O conceito de microscopia confocal tem evoluido muito
rapidamente ha apenas algumas décadas e quase todos 0s componentes
opticos, eletrdbnicos e computacionais para suporta-lo foram desenvolvidos ou
redesenhados nos ultimos anos a fim de obter maior resolugéo nas imagens. Por
outro lado, os fluoréforos mais populares foram desenvolvidos ha mais de um
século como as fluoresceinas e rodaminas.*

A escolha de marcadores e sondas fluorescentes apropriados desempenha
um papel crucial na obtencdo de uma imagem de boa qualidade. Sem o uso de
um fluoréforo projetado de maneira racional, € dificil obter entendimento de
processos biolégicos em matrizes subcelulares.®> No entanto, nos ultimos anos,
as sondas fluorescentes baseadas em pequenas moléculas organicas tém
atraido grande atencéo devido aos seus atributos benéficos na marcacéo tanto
in vitro quanto in vivo.

O potencial negativo da membrana das mitocOndrias tem servido como
chave para o design de varias sondas direcionadas as mitocéndrias baseadas
em pequenas moléculas.® Portanto, a maioria das sondas desenvolvidas para
marcar mitocondrias possui natureza catibnica, de modo que possam se
acumular facilmente no ambiente mitocondrial, que possui potencial de
membrana negativo. As sondas lipofilicas catibnicas direcionadas as
mitocondrias também podem ser frequentemente utilizadas para monitorar as
alteracbes no potencial de membrana mitocondrial. No entanto, deve-se
considerar que as sondas catibnicas, que se acumulam principalmente nas
mitocondrias através da membrana, podem migrar de volta para o citosol, bem
como para 0 meio extracelular quando o potencial de membrana € alterado. Por
outro lado, sondas fluorescentes direcionadas as mitocéndrias, responsivas ao
potencial de membrana mitocondrial, que geralmente se ligam fortemente a
proteinas mitocondriais e formam ligacbes covalentes estaveis, podem oferecer
coloracdo e marcacao mais confiaveis.

A Figura 11 representa as estruturas quimicas das sondas disponiveis
comercialmente comumente usadas, conhecidas como corantes MitoTracker,
gue séo direcionadas as mitocondrias com base no potencial de membrana. A

série das sondas MitoTracker sdo baseadas em estruturas de rodamina e
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cianina, contendo um grupo clorometil reativo a tiois que funcionam como ancora
nas proteinas presentes nas membranas mitocondriais.*® Contudo, esses
marcadores mitocondriais que se ligam as proteinas mitocondriais tém algumas
desvantagens. Algumas dessas sondas mostram atividade inibitéria da
respiragdo com incubacéo prolongada e em concentragdes mais elevadas.® Um
exemplo é o MitoTracker Orange, que causa uma alteracdo na permeabilidade
mitocondrial e inibicdo do complexo | mesmo em concentragcdes muito baixas (5
uM)#7. Desta forma, se for necessario um minimo de mudanca fisiolégica ao
estudar as caracteristicas das mitocondrias, deve-se escolher uma sonda
fluorescente em que a especificidade de ligacao as mitocondrias seja governada
exclusivamente pelo potencial de membrana, em vez da ligagdo covalente da

sonda a qualquer proteina.
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Figura 11. Estruturas quimicas das sondas comerciais Mito-Tracker.®

Tipicamente, concentracdes baixas (uM) das sondas devem ser usadas e
seu efeito na viabilidade celular deve ser avaliado. A fototoxicidade das sondas
fluorescentes também deve ser considerada. Mesmo em uma concentracao de
100 nM, o MitoTracker Red demonstrou significativa fototoxicidade em células
de osteossarcoma.® A fototoxicidade refere-se a capacidade de uma substancia,
como um corante fluorescente ou uma sonda, de causar danos celulares quando
exposta a luz, especialmente luz visivel ou luz ultravioleta. Este fenbmeno ocorre
quando a substancia absorve a luz e, em seguida, transfere essa energia para
as moléculas circundantes, resultando em reagdes prejudiciais.

No contexto de corantes e sondas utilizados em experimentos de
fluorescéncia, a fototoxicidade pode afetar a viabilidade e o comportamento das
células ou organismos estudados. A exposi¢ao prolongada a luz pode levar a
danos celulares, morte celular prematura ou outros efeitos adversos. Portanto,

ao utilizar substancias fluorescentes em experimentos, é importante considerar
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e controlar os niveis de exposicao a luz para minimizar a fototoxicidade e garantir
resultados confiaveis. No entanto, diversos cétions lipofilicos foram utilizados
como inibidores metabdlicos em estratégias anticancer. A partir deste conceito
muitos estudos vém sendo desenvolvidos para criagdo de sondas fluorescentes
gue permitam a marcacao a mitocondria e o tratamento de cancer por meio de
terapias fotodinamicas, chamadas de sondas terandsticas*®. Tendo isso em
vista, dependendo de cada caracteristica e propriedades das sondas para
mitocondrias podem ter uma aplicacdo com finalidades distintas.

Neste contexto, muitos esfor¢cos tém sido voltados ao desenvolvimento de
sondas para mitocondrias com diversas finalidades, conforme apresentado
anteriormente, como marcagado para estudos in vitro e in vivo, deteccdo de
analitos dentro das mitocondrias, como espécies reativas de oxigénio, entre
outros, assim como diagndstico e terapéuticas de diversas doencas. Assim, por
ser um vasto campo de pesquisa é possivel encontrar sondas com estruturas
diversas. Muitos estudos sobre o desenvolvimento de sondas baseadas em
cianinas, rodaminas, fluoresceinas, sdo encontrados na literatura.3"46:4°
Contudo, muitas sondas desenvolvidas apresentam pequeno deslocamento de
Stokes, propriedade fotofisica que gera erros de fundo em imagens bioldgicas.

Uma possivel estratégia para o design de sondas fluorescentes com grande
deslocamento de Stokes € a utilizagéo de fluoréforos que apresentam o processo
ESIPT. De posse do conhecimento consolidado e adquirido pelo grupo de
pesquisa sobre as propriedades dos compostos 2-(2-hidroxifenil)benzazéis,
imaginamos que estes nucleos teriam grande potencial como marcadores de
mitocondrias, principalmente devido ao seu grande deslocamento de Stokes.
Visando a marcacdo das mitocondrias dirigida por uma forca eletrostética de
afinidade com a membrana, foi escolhido a inclusdo de um grupo catiénico
piridinio na estrutura dos compostos.*®

Estruturas derivadas de 2-(2-hidroxifenil)benzazéis ja vém sendo estudadas
na arquitetura de algumas sondas para marcacdo de mitocondrias. Tang e
colaboradores®® desenvolveram uma sonda fluorescente ratiométrica baseada
no nucleo 2-(2-hidréxifenil)benzotiazol capaz de detectar bissulfito em solugéo e
em células vivas (Figura 12), porém a especificidade na marcacdo de

mitocondrias foi moderada, necessitando melhorias nesse aspecto. Uma sonda
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fluorescente ratiométrica refere-se a um composto fluorescente que é utilizado
para medir mudancas em uma amostra com base na alteracdo da razdo entre
duas emissodes de luz em diferentes comprimentos de onda. Em vez de depender
apenas da intensidade absoluta da fluorescéncia, as sondas fluorescentes
ratiométricas medem a proporcédo entre duas emissdes, 0 que pode oferecer
beneficios em termos de preciséo e robustez.

Essas sondas s&o frequentemente empregadas em aplicagbes de
bioimagem e ensaios em biologia molecular. O termo "ratiométrico” refere-se a
relacdo ou razdo que € medida, e a fluorescéncia € usada como uma ferramenta
para indicar mudancas em parametros especificos da amostra, como
concentracdo de ions, pH, ou outras propriedades, dependendo da sonda
utilizada. Essa abordagem pode proporcionar uma leitura mais confiavel e
menos suscetivel a variacbes experimentais do que as medi¢cdes de

fluorescéncia simples.
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Figura 12. Estrutura da sonda ratiométrica para deteccdo de bissulfito em
mitocondrias proposta por Tang et. al. (Adaptada de Tang et. al., 2017).50

7

A deteccdo de hipoclorito, uma espécie de oxigénio reativa, é Gtil para
entender as fun¢des do acido hipocloroso dentro das mitocondrias. O hipoclorito
€ derivado do acido hipocloroso formado da reacdo entre o peroxido de
hidrogénio e o ion cloreto catalisado pela enzima mieloperoxidase. A deteccdo
dessa espécie e simultanea marcacao da mitocondria foi reportado por Chen e

colaboradores®!, conforme pode ser observado na Figura 13. A sonda mostrou-
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se seletiva na deteccdo de hipoclorito e apresentou um comportamento

ratiométrico com o surgimento de uma banda deslocada para o azul.
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Figura 13. Sonda ratiométrica para deteccdo de HCIO em mitocondrias
desenvolvida por Chen et. al. (Adaptada de Chen et. al., 2017).5!

A estratégia geral para o desenvolvimento de sondas fluorescentes
baseadas em ESIPT para deteccdo de algum analito especifico € fundamentada
em um design que envolve o bloqueio do doador de ligagdo de hidrogénio do
fluoréforo ESIPT com um grupo reativo especifico (P) que impede o0 processo
ESIPT. Desta forma, apenas a emissdo da espécie bloqueada é observada, pois
ndo héa proétons intercambiaveis disponiveis. No entanto, um analito especifico é
capaz de reagir com o grupo reativo (P) na sonda gerando o fluoréforo na forma
enol capaz de sofrer a tautomerizacdo para a forma ceto no estado excitado.
Desta forma é possivel desenvolver um fluoréforo do tipo ESIPT off-on como

pode ser observado na Figura 14.%7
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Figura 14. llustracdo de uma das estratégias mais comuns para o design de
sondas ESIPT off-on.%’

Por exemplo, em outro estudo publicado por Tang e colaboradores, eles
apresentam uma sonda marcadora de mitocondria que detecta peréxido de
hidrogénio dentro da organela (Figura 15). A deteccdo ocorre a partir de uma
reacdo de oxidagdo do grupo boronato a alcool seguido da reacao de eliminacdo
1,6 que libera o fluoréforo benzotiazol, capaz de realizar o processo ESIPT

acoplado ao processo de ICT apresentando grande deslocamento de Stokes.>?
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Figura 15. Estrutura da sonda para deteccédo de peroxido de hidrogénio em
mitocondrias proposta por Tang et. al (Adaptada de Tang et. al., 2018).52
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Utilizando essa estratégia de reacdo com a sonda para liberacdo do
fluoréforo, Yang e colaboradores®® desenvolveram uma sonda capaz de detectar
o estado de hipdxia presente em células cancerosas a partir da reagdo com a
nitroredutase. Além disso, a capacidade de marcagdo da mitocéndria foi avaliada
como excelente (Figura 16). O que torna essa sonda com grande potencial na

identificacdo de células cancerosas mediante bioimageamento.
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—z
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Figura 16. Sonda para mitocondrias de células em estado de hipdxia. Imagens
de microscopia de células com diferentes niveis de oxigénio (1%, 5%, 10%, 15%,
20% O2) tratadas com a sonda por 8 h (Adaptada de Yang et al., 2020).53

Apesar dos desafios, estes estudos vao além dos “limites” formais de cada
disciplina, sendo considerado parte de uma ciéncia translacional, a qual esta
evoluindo rapidamente e promove aplica¢cdes na medicina, biologia molecular e
celular, quimica, quimica bioldégica e outras ciéncias interdisciplinares. A
pesquisa na sintese e a compreenséo do efeito da estrutura molecular de novos
marcadores fluorescentes especificos para mitocéndrias abrange avanc¢os na
ciéncia basica com potencial imediato para aplicacdo, tendo assim impacto
econdmico e tecnoldgico direto.?® Muitos processos ainda precisam ser
compreendidos e resolvidos em relacdo as fun¢des mitocondriais e por isso a
importancia no desenvolvimento de novas sondas fluorescentes marcadoras

desta organela especifica.
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5 CONCLUSAO

O presente trabalho possui um carater multidisciplinar, pois foi realizado
mediante a utilizacdo de conceitos e métodos de diversas areas da ciéncia,
envolvendo a quimica organica, fotofisica organica, quimica analitica, quimica
tedrica e biologia celular. Essa caracteristica permitiu o enriqguecimento na
compreensao dos fendbmenos estudados. Contudo, por se tratar de um assunto
com alto grau de complexidade e muitas variaveis, apresentou diversos desafios,
desde a purificacdo dos compostos sintetizados até a obtencdo das imagens
bioldgicas por microscopia de fluorescéncia confocal.

Foram sintetizados seis novos compostos hibridos derivados do nacleo
benzazol e suas estruturas foram confirmadas atraves de técnicas de
caracterizacdo molecular. O estudo fotofisico dos compostos mostrou que nao
ha uma tendéncia clara que possa ser estabelecida entre as propriedades
fotofisicas e a mudanca do heterodtomo do nucleo 2-(2-hidroxifenil)benzazol. Os
compostos apresentam propriedades fotofisicas de grande deslocamento de
Stokes e absorcédo e emissao no espectro visivel, que sdo muito atraentes para
diversas aplicacdes. Os modelos matematicos tedricos tradicionais para
investigar os processos de transferéncia de carga interna, como Lippert-Mattaga
e a escala de polaridade de Dimroth-Reichardt E1(30), ndo foram eficazes para
explicar o comportamento fotofisico dos compostos em diferentes solventes.
Tendo em vista, que muitas aproximacdes sao estabelecidas e varios fatores séo
ignorados por esses métodos, conclui-se que 0s compostos apresentam
importantes interacdes especificas com o meio que ndo foram possiveis de
serem elucidadas. Entretanto, através do método de emisséo de fluorescéncia a
baixas temperaturas foi observado um comportamento que nos permite sugerir
fortemente que ocorre o processo de ESIPT e ICT nessas estruturas. Esse
resultado estd de acordo com o que € descrito para estruturas similares
reportado na literatura.

Os compostos 21 e 22, derivados do nucleo benzotiazol, apresentaram
alta sensibilidade na deteccdo de bases. Essa caracteristica pode ser mais

explorada, pois os compostos apresentam grande potencial como sondas
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colorimétricas para esses analitos bastante relevantes, principalmente na
industria alimenticia.

Uma forma de avaliar a interacdo com enzimas e obter maiores
entendimentos sobre a intera¢cdo dos compostos em meio biologico € a partir do
estudo da supressao de fluorescéncia da HSA. Este ensaio é importante para
compostos que possam vir a ser utilizados em organismos vivos, como farmacos,
por exemplo, mas também sdo Uteis para sondas. O estudo realizado mostrou
uma interacdo moderada e espontanea causada tanto pelo mecanismo estatico
guanto dinamico. Esse resultado sugere que os compostos estudados podem
ser carreados por proteinas, como a albumina, pela corrente sanguinea e, por
consequéncia, distribuidos.

Por fim, excelentes marcacdes de mitocondrias foram obtidas mediante
bioimageamento. A analise de colocalizacdo evidenciou a altissima seletividade
das sondas nas mitocondrias. Este resultado encontrado é superior a varios
estudos reportados na literatura. Além disso, a citotoxicidade apresentada é pelo
menos trés vezes maior do que a concentracdo utilizada nos ensaios de
marcacao, 0 que torna esses compostos seguros para utilizacdo sem prejuizos
ao funcionamento celular. O estudo de dinamica molecular comprovou a alta
afinidade dos compostos pela dupla membrana fosfolipidica, corroborando com
0s ensaios de bioimageamento. Estes resultados demonstram que o design da
estrutura foi bem-sucedido para a finalidade de marcacdo da mitocondria via
afinidade com a membrana da organela. Tendo em vista que a ciéncia nunca
tem fim, o potencial desses compostos pode ser explorado muito mais em outras
aplicagbes, como na deteccao de analitos no ambiente intracelular, no estudo de
diagndstico e terapéutica de diversos disturbios, entre outras infinitas ideias.
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