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RESUMO 

 

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de novas sondas 

fluorescentes para marcação de mitocôndrias baseada em derivados contendo 

o núcleo 2-(2’-hidroxifenil)benzazol. Seis novos compostos fluorescentes foram 

sintetizados por métodos sintéticos simples e bem conhecidos com bons 

rendimentos. Os compostos apresentaram absorção na fronteira do UV e 

espectro visível e emissão de fluorescência na região do laranja do espectro 

visível com grande deslocamento de Stokes. O estudo fotofísico a baixas 

temperaturas evidenciou a ocorrência dos processos ESIPT e ICT acoplados, o 

que explica o grande deslocamento de Stokes observado. Os compostos 

apresentaram excelente habilidade de marcação de mitocôndrias in vitro e baixa 

citotoxicidade. O estudo de dinâmica molecular comprovou a alta afinidade dos 

compostos pela dupla membrana fosfolipídica, o que os caracteriza como 

lipofílicos e corrobora com os ensaios de bioimageamento. Todos os novos 

compostos apresentaram uma interação espontânea com a albumina do soro 

humano, observado a partir da supressão da fluorescência desta, indicando a 

probabilidade de ocorrer a distribuição das sondas em meio fisiológico. Além 

disso, os corantes benzotiazol piridínios apresentaram alta sensibilidade na 

detecção colorimétrica de compostos que apresentam caráter básico em 

solução. Por fim, os resultados evidenciam a potencial aplicação destes 

compostos como sondas fluorescentes para diversas aplicações. 

 

Palavras-chave: benzazol, sondas fluorescentes, marcadores de mitocôndrias, 

bioimageamento. 

  



VII 

 

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 INTRODUÇÃO 

Sondas fluorescentes são compostos que na presença de determinado 

íon, molécula ou estrutura celular, apresentam mudança em suas propriedades 

fotofísicas, resultando no aumento ou diminuição da intensidade de emissão de 

fluorescência ou no deslocamento do comprimento de onda de emissão, o que 

permite que o analito de interesse possa ser detectado e quantificado.1 As 

sondas fluorescentes apresentam atualmente aplicações na química, no meio 

ambiente, no desenvolvimento de tecnologias, como uso em dispositivos e 

células solares, na medicina devido à sua alta sensibilidade e seletividade, e 

também aplicações únicas em imagens biológicas.2,3 

O bioimageamento celular é uma técnica que permite avaliar o estado 

celular in vivo em organismos de interesse por meio da utilização de sondas 

fluorescentes e microscopia confocal para estudar diversas funções celulares 

como quantificação específica de espécies, interações e eventos subcelulares 

que ocorrem em sistemas vivos.4,5 

Os corantes com grande deslocamento de Stokes têm como uma das 

principais vantagens não apresentar auto-supressão de fluorescência, o que 

minimiza erros de medição no processo de imageamento biológico.6–8 Além 

disso, estes corantes podem aumentar a sensibilidade de detecção, ampliando 

significativamente a sua aplicação em biologia celular.9 Corantes fluorescentes 

com pequeno deslocamento de Stokes muitas vezes são prejudiciais para o 

imageamento intracelular via emissão de fluorescência.1,10–12 A maioria dos 

corantes, incluindo as fluoresceínas,13 rodaminas,8 BODIPY14 e cianinas,15 exibe 

pequeno deslocamento de Stokes em solução. Esta característica diminui a 

sensibilidade de detecção dos corantes em aplicações práticas. Ainda, as 

sondas de comprimento de onda longo de absorção e emissão são de interesse 

por vários motivos. Geralmente a sensibilidade da detecção de fluorescência de 

amostras biológicas é limitada pela autofluorescência. À medida que o 

comprimento de onda de excitação se torna mais longo, a autofluorescência 

diminui e, assim aumenta a detectabilidade sobre o sinal de fundo.1 Por estes 

motivos, o desenvolvimento de sondas fluorescentes com grande deslocamento 
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de Stokes e comprimento de onda de absorção e emissão mais longos é muito 

atraente para aplicações biológicas. 

Disfunções mitocondriais podem levar a uma variedade de doenças 

neurodegenerativas, como a doença de Alzheimer,16 câncer e diabetes.17–19  As 

mitocôndrias desempenham papel importante na fisiologia celular.20–22 Estas 

estruturas estão associadas à sinalização celular via produção de espécies 

reativas de oxigênio, regulação de íons de cálcio e ao desencadeamento de 

morte celular.23–25 Portanto, para melhor compreender a função mitocondrial, é 

necessário observar estas estruturas in vivo. 

Mais recentemente, é observado uma tendência crescente de 

desenvolvimentos de sondas para mitocôndrias.26 Entretanto, pouca atenção 

tem sido dada à obtenção 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)27,28 (Figura 1), 

apresentam pequeno deslocamento de Stokes. 

 

Figura 1. Estrutura química das sondas fluorescentes comerciais para 
mitocôndrias. 

Ainda há muito a ser aprendido sobre o ambiente celular altamente 

complexo, especialmente à nível molecular. Embora, haja um crescente 

desenvolvimento de pesquisas na área, ainda existem muitos processos a serem 

resolvidos em relação às funções das mitocôndrias e por isso a importância no 

desenvolvimento de novas sondas fluorescentes marcadoras para estas 

organelas.29 
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Neste contexto, os núcleos 2-(2’-hidroxifenil)benzazólicos são uma família 

de corantes orgânicos bastante conhecida por apresentar um grande 

deslocamento de Stokes devido ao processo de Transferência Protônica 

Intramolecular no Estado Excitado (do inglês, ESIPT).30,31 Assim, os núcleos 

benzazólicos podem fornecer uma alternativa de sondas fluorescentes para 

bioimageamento celular se acoplados com outros núcleos fotoativos que possam 

deslocar o comprimento de onda do máximo de emissão para o vermelho, 

mantendo a característica principal de apresentar um grande deslocamento de 

Stokes. Desta forma, o design da série de compostos sintetizados neste estudo 

envolveu a união entre o núcleo 2-(2’-hidroxifenil)benzazol, com a variação do 

heteroátomo desse núcleo, com o núcleo piridínio, mediante uma ligação vinílica 

entre o anel fenólico e o núcleo piridínio. A porção piridínica é catiônica e, 

portanto, funciona como guia alvo para direcionar o composto para a mitocôndria 

no ambiente intracelular através de forças eletrostáticas. Portanto, é esperado 

que os compostos desenvolvidos apresentem comportamento fotofísico 

interessante para esta aplicação, isto é, grande deslocamento de Stokes e 

emissão na região do visível menos energéticas, além da habilidade de 

localização nas mitocôndrias e emissão de fluorescência em ambiente celular, 

conforme ilustrado na Figura 2. 

 

Figura 2. Ilustração do processo de marcação de mitocôndrias com a estrutura 
química dos compostos desenvolvidos neste trabalho.  
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1.1 Objetivos 

O objetivo principal deste trabalho é o estudo e desenvolvimento de novos 

compostos orgânicos fotoativos derivados do núcleo 2-(2’-hidroxifenil)benzazol 

para potencial aplicação como marcadores de mitocôndrias em meio celular e 

como sensores ópticos em solução. 

1.1.1 Objetivos específicos 

a) Síntese dos precursores fotoluminescentes da família dos benzazóis; 

b) Síntese das piridinas quaternizadas; 

c) Síntese de compostos híbridos benzazol piridínios para obtenção de novas 

sondas fluorescentes; 

e) Estudo fotofísico dos novos compostos obtidos por meio de medidas de 

Absorção na região do UV-Vis e de Emissão de Fluorescência em solução; 

f) Avaliação dos compostos obtidos como sondas fluorescentes para 

bioimageamento na marcação de mitocôndrias; 

e) Explorar potenciais aplicações diversas destes compostos como sensores 

fluorescentes ou colorimétricos. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Processos fotofísicos 

Os processos fotofísicos ocorrem a partir da absorção da radiação 

eletromagnética com a matéria gerando transições eletrônicas entre diferentes 

níveis energéticos das espécies químicas. Neste trabalho, abordaremos 

especificamente os processos fotofísicos que ocorrem em moléculas orgânicas. 

Antes da interação com a radiação eletromagnética, a molécula se encontra em 

seu estado eletrônico de mais baixa energia, chamado de estado fundamental. 

A interação da molécula com a radiação eletromagnética pode provocar uma 

transição para um estado eletrônico de maior energia, chamado de estado 

excitado. Por meio das medidas da radiação eletromagnética emitida quando 

este retorna ao estado fundamental ou da quantidade de radiação 

eletromagnética absorvida decorrente da excitação, é possível obter 

informações sobre as propriedades fotofísicas da molécula em estudo. Desta 

forma, duas técnicas podem ser utilizadas, a espectroscopia de absorção 

molecular no UV-Vis para estudar os fenômenos que ocorrem entre o estado 

fundamental e o estado excitado e a espectroscopia de emissão de fluorescência 

para estudar os processos que ocorrem no estado excitado. Na espectroscopia 

de absorção, é medida a quantidade de luz absorvida em função do comprimento 

de onda. Na espectroscopia de fluorescência, a emissão de fótons é medida 

após a absorção. Ambas as técnicas geram informações qualitativas e 

quantitativas sobre a molécula.32 

2.1.1 Absorção molecular na região do UV-Vis 

O processo de absorção em soluções diluídas (< 0,01 mol L-1) é regido pela 

lei de Beer. A lei de Beer informa quantitativamente que a magnitude da 

absorção da radiação eletromagnética incidida sobre a amostra depende da 

concentração das moléculas absorventes e da extensão do caminho óptico 

sobre o qual ocorre a absorção. À medida que a luz atravessa um meio contendo 

um analito que absorve, um decréscimo de intensidade ocorre na proporção que 

o analito é excitado. Desta forma, quanto maior for a concentração do analito ou 

quanto mais longo for o comprimento do caminho do meio através do qual a luz 
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passa (caminho óptico) ou quanto maior a eficiência do analito em absorver luz, 

maior será a atenuação.32 

A atenuação da luz é chamada de transmitância (T) da solução que 

corresponde à fração da radiação incidente (P0) que é transmitida pela solução 

(P) e pode ser definida matematicamente como T = P/P0. A absorbância (A) de 

uma solução está relacionada com a transmitância de forma logarítmica: 

A = - log T= log P0/P = ε x b x c 

Onde ε é constante de absortividade molar (L mol-1 cm-1), b é o caminho 

óptico em centímetros e c é a concentração da molécula em mols por litro. 

2.1.1.1 Transições em moléculas orgânicas 

A absorção de radiação eletromagnética nessa região do espectro pode 

gerar transições entre níveis de energia eletrônicos nas moléculas. A transição 

de absorção ocorre quando uma molécula absorve um fóton com energia 

necessária para promover um elétron de um orbital ocupado de mais baixa 

energia para um orbital desocupado de maior energia potencial. Em geral, a 

transição mais provável 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 ligações 

presentes na molécula e da sua configuração eletrônica, diferentes tipos de 

transições envolvendo os orbitais σ, π e n podem ocorrer, conforme pode ser 

observado na ilustração da Figura 3. 
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Figura 3. Tipos de transições eletrônicas de absorção em compostos orgânicos. 
(Adaptada de Pavia, 2016)33 

As transições ocorrem em cerca de 10–15 s, um tempo muito curto para 

deslocar o núcleo. Este é princípio de Franck-Condon.1 Cada nível eletrônico 

possui uma variedade de níveis vibracionais e rotacionais possíveis, que 

geralmente são muito próximos. Em um grupo de moléculas, cada uma está em 

um determinado estado de excitação vibracional e rotacional, por isso, uma 

variedade muito grande de transições com energias muito próximas pode 

ocorrer. Como o espectrofotômetro não consegue defini-las, ao invés de 

enxergarmos linhas distintas, enxergamos uma banda de absorção larga 

centrada perto do comprimento de onda da transição principal.32 

Usualmente, o estado fundamental das moléculas orgânicas possui uma 

multiplicidade de spin igual a um, o que significa que este é um estado singlete, 

chamado de S0. No estado excitado existem tanto estados singletes (S1, S2, ...) 

como tripletes (T1, T2, ...). Os estados tripletes apresentam menor energia que os 

estados singletes. A tendência é que na transição do estado fundamental para o 

estado excitado, a multiplicidade de spin seja mantida. As transições são 

classificadas em permitidas e proibidas a partir das regras de seleção. Uma das 

regras de seleção diz que transições que envolvam uma alteração do número 

quântico de spin de um elétron durante a transição não são permitidas, e, por 

isso, são denominadas transições proibidas. Outras regras de seleção tratam 

sobre os números de elétrons que podem ser excitados de cada vez, as 

propriedades de simetria da molécula e dos estados eletrônicos, por exemplo. 

Contudo, em certos casos são observadas transições proibidas, porém suas 
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intensidades de absorção são muito menores do que para transições permitidas 

pelas regras de seleção. Assim sendo, transições do estado singlete para o 

estado triplete, por serem proibidas, podem ocorrer, mas são menos prováveis. 

A transição n → π* é o tipo mais comum de transição proibida.33 

2.1.2 Processos de desativação do estado excitado 

Após a absorção da luz, a molécula se encontra no estado excitado que é 

menos estável, logo, a tendência é retornar ao estado fundamental. Muitos 

processos podem ocorrer no estado excitado até que a molécula retorne ao 

estado fundamental. Essa desativação pode ocorrer via processos não 

radiativos, como o relaxamento vibracional. Outra via de retorno ao estado 

fundamental é por meio de processos radiativos que é conhecido por 

luminescência. A luminescência compreende os fenômenos de fluorescência e 

fosforescência. Uma forma simples de entender esses processos é através do 

Diagrama de Perrin-Jablonski1 conforme ilustrado na Figura 4. 
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Figura 4. Diagrama de Perrin-Jablonski e ilustração da posição dos espectros 
de absorção, fluorescência e fosforescência (Adaptado de Valeur, B.)34. 

O relaxamento vibracional ocorre entre os níveis vibracionais dentro de um 

mesmo estado eletrônico até atingir o nível vibracional de menor energia, o que 

ocorre muito rapidamente (10−13 – 10−9 s) e a energia é dissipada em forma de 

calor. O fluoróforo pode ser excitado a um nível eletrônico mais energético que 

S1. A relaxação para o nível excitado de mais baixa energia e mesma 

multiplicidade de spin é conhecido como conversão interna e ocorre entre 10-14 

e 10-11 s entre estados excitados e pode ocorrer do estado S1 para S0 entre 10-9 
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e 10-7 s. Por ser um processo muito rápido, para a maioria das moléculas, 

geralmente nenhum outro processo radiativo ou não radiativo ocorre de estados 

mais energéticos que o S1(v0). A Regra de Kasha diz que qualquer processo de 

emissão de luminescência ou reação química de moléculas excitadas só ocorre 

no estado excitado de menor energia (S1 ou T1). Desta forma, ao atingir o estado 

S1(v0), competem entre si os processos de emissão de fluorescência, 

cruzamento intersistema e emissão de fosforescência. O cruzamento 

intersistemas é uma transição proibida por spin entre estados de mesmo nível 

energético e diferentes multiplicidades de spin , como, por exemplo, de S1(v0) 

para T1, que acontece em uma escala de tempo que varia de 10-11 e 10-8 s.35 

A emissão de um fóton do estado excitado S1 para o estado fundamental S0 

de mesma multiplicidade de spin (transição permitida por spin) é chamado de 

fluorescência e ocorre entre 10-12 e 10-6 s. Enquanto a fosforescência é a 

emissão de um fóton entre estados de multiplicidades de spin diferentes, 

geralmente T1(v0) para S0, uma transição proibida por spin que ocorre numa 

escala de tempo entre 10-3 e 102 s. Geralmente a emissão de fosforescência 

ocorre em maiores comprimentos de onda em relação a fluorescência.35 

Existem dois conceitos importantes que relacionam a absorção e a emissão 

de luz que são o deslocamento de Stokes (ΔλST ou ΔνST) e o rendimento quântico 

(ΦF)1. O deslocamento de Stokes é a medida da diferença de energia do 

comprimento de onda do máximo de emissão em relação ao máximo de 

absorção. Isso ocorre devido ao fato de que a emissão geralmente ocorrerá em 

menores energias em relação a absorção. Como vimos, no estado excitado a 

molécula perde uma parte da energia absorvida ao relaxar para o estado S1(v0) 

antes da emissão do fóton, que pode ocorrer para níveis 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 

interações com solventes, reações no estado excitado, transferência de carga 

interna, formação de complexos, entre outros. Na prática, o deslocamento de 

Stokes pode ser observado a partir da área de sobreposição entre os espectros 

de absorção e emissão. Assim, a vantagem em ter um grande deslocamento de 

Stokes está na diminuição da interferência de fundo e maior facilidade na 

detecção de moléculas fluorescentes, por exemplo em bioimageamento.36 
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O rendimento quântico representa a fração de moléculas excitadas que 

decaem por emissão de fluorescência e é dada pela fração de fótons emitidos 

por fótons absorvidos35. O valor do rendimento quântico fica entre 0 e 1, sendo 

que 1 representaria a emissão de todos os fótons absorvidos, mas devido ao 

deslocamento de Stokes ele sempre será menor que 1. Uma das formas que 

pode se obter o valor do rendimento quântico é a partir da comparação com um 

padrão de rendimento quântico conhecido e que tenha o comprimento de onda 

do máximo de absorção próximo ao comprimento de onda do máximo de 

absorção da molécula que está sendo estudada. Desta forma, utiliza-se a 

seguinte equação para o cálculo do rendimento quântico da molécula: 

Φ𝐹𝑋 =  Φ𝐹0 (
𝐹𝑋

𝐹0
) (

𝐴0

𝐴𝑋
) (

𝑛𝑋
2

𝑛0
2) 

em que ΦFX é o rendimento quântico da molécula, ΦF0 é o rendimento quântico 

do padrão, FX e F0 são as áreas integradas sob as curvas de emissão de 

fluorescência da molécula e do padrão, respectivamente. A0 e AX são as 

absorbâncias do padrão e da molécula, respectivamente. E nX e n0 são os 

índices de refração dos solventes das soluções da molécula e do padrão, 

respectivamente. 

2.1.3 Fatores que afetam o espectro de emissão 

2.1.3.1 Estado de transferência interna de carga (ICT) 

O estado inicialmente excitado é chamado de estado localmente excitado 

(LE). Para algumas moléculas que possuem uma estrutura de grupo doador e 

grupo aceptor (D-π-A) após a absorção de um fóton podem ter seu momento de 

dipolo aumentado e/ou alterado de sentido, o que é chamado de processo de 

transferência interna de carga. A formação de estados ICT indica que a 

distribuição de elétrons pode ser diferente para um fluoróforo nos estados 

fundamental ou excitado. Isso pode resultar em mudanças na ionização no 

estado excitado. O processo de transferência 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 emissão em 

comprimentos de ondas maiores, esse é um indício de que está ocorrendo o 

processo ICT na molécula no estado excitado. Tais mudanças na forma espectral 
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frequentemente indicam a presença de outro estado. A presença de mais de um 

estado excitado pode ser mais facilmente observado em etanol em baixas 

temperaturas, como no exemplo apresentado na Figura 5. À medida que a 

temperatura é reduzida, o pico de emissão se desloca de cerca de 490 para 455 

nm. À medida que a temperatura é reduzida para -190ºC, uma nova emissão 

aparece com um pico próximo de 420 nm.1 

Os espectros dependentes da temperatura exibidos por Laurdan foram 

explicados pela presença da emissão do estado localmente excitado (LE) e do 

estado de transferência interna de carga (ICT). No estado LE, a excitação está 

localizada no anel naftaleno, de modo que a molécula não é muito polar. Nesse 

estado LE, os grupos amino e carbonila não fazem parte do sistema de elétrons 

deslocalizados. Em temperaturas mais altas, o estado ICT se forma, com 

transferência  de carga completa do grupo amino para o grupo carbonila. O ponto 

a destacar desse exemplo é que os deslocamentos espectrais devido à formação 

de estados ICT não são explicados pela equação de Lippert.1 

 

Figura 5. Espectros de emissão 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)1 

 

2.1.3.2 Transferência de prótons intramolecular no estado excitado (ESIPT) 

A transferência de próton intramolecular no estado excitado, conhecida 

como ESIPT, é um processo que ocorre somente em moléculas que apresentam 

um hidrogênio intercambiável entre dois átomos, um doador (–OH e NH2) e outro 
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aceptor (=N– e C=O). Esse processo é ilustrado na Figura 6 para as sondas 

benzazólicas, por exemplo. O processo fotoquímico consiste em quatro níveis. 

No estado fundamental este sensor geralmente se encontra na forma normal ou 

enólica (E). Após a absorção do fóton, a configuração eletrônica pode sofrer 

mudanças no estado excitado tornando o hidrogênio do grupo doador mais ácido 

e aumentando a basicidade do grupo aceptor na forma enólica. Essa mudança 

provoca a tautomerização da forma enol para forma ceto (K*). O processo de 

ESIPT pode ser muito rápido (kESIPT > 1012 s-1)37 porque o próton em 

transferência já está próximo do aceptor de prótons no momento da excitação. 

Após a emissão de fluorescência ocorre uma transferência de próton reversa 

(RPT) no estado fundamental, retomando a forma enol (E).1 

Devido ao processo de fototautomerização no estado excitado, uma 

quantidade considerável da energia absorvida é perdida de forma não radiativa, 

causando grandes deslocamento de Stokes, na faixa de 200 nm ou de 8000 à 

10000 cm-1, quando comparado a outros fluoróforos como fluoresceína, 

rodamina, entre outros.37 Essa propriedade fotofísica é muito interessante, pois, 

por diminuir a sobreposição entre os espectros de absorção e emissão, resulta 

em uma forte diminuição da autoabsorção 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 emissão. As intensidades relativas da emissão E* e K* 

podem depender da carga, da polaridade e da habilidade de doar ligações de 

hidrogênio do solvente ao redor do fluoróforo.1 
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Figura 6. Ilustração do processo ESIPT em moléculas benzazólicas.37 

 

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 fluoróforo. Quando ocorre a estabilização do estado excitado pelas 

moléculas de solvente é observada a redução do nível energético deste estado. 

Normalmente, quando um fluoróforo é excitado, seu estado excitado tem um 

momento dipolar (µE) maior do que seu estado fundamental (µG). Após a 

excitação, os dipolos do solvente podem se reorganizar ao redor do µE, 

diminuindo sua energia. À medida que a polaridade do solvente aumenta, esse 

efeito se torna mais pronunciado, resultando em emissões de luz com energias 

menores ou comprimentos de onda maiores.1 Geralmente, apenas fluoróforos 

naturalmente polares são sensíveis à polaridade do solvente. Moléculas não 

polares, como hidrocarbonetos aromáticos não substituídos, são muito menos 

afetadas por essa polaridade. 

Os tempos de vida da fluorescência (1 - 10 ns) geralmente são mais 

longos do que o tempo de relaxação do solvente fluido à temperatura ambiente, 
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cerca de 10 - 100 ps. Por isso, os espectros de emissão dos fluoróforos 

representam o estado relaxado do solvente. A absorção de luz acontece muito 

rápido (cerca de 10–15 s), o fluoróforo ou o solvente não têm tempo de se 

movimentar. Os espectros de absorção são menos sensíveis à polaridade do 

solvente porque a molécula fica no mesmo ambiente nos estados fundamental e 

excitado, enquanto nos espectros de emissão, o fluoróforo se encontra em um 

ambiente relaxado, com moléculas de solvente organizadas ao redor do 

momento dipolar do estado excitado.1 

A interpretação dos espectros de emissão dependentes do solvente é um 

tema complexo devido às várias interações que podem causar mudanças nos 

espectros. A equação de Lippert (eq. 1 apresentada na próxima seção) é um 

método importante usado para interpretar essas mudanças, ela descreve o 

deslocamento de Stokes em função das mudanças no momento dipolar após a 

excitação e a energia do dipolo em diferentes solventes com diferentes 

constantes dielétricas (ε) ou índices de refração (n).1 No entanto, a teoria geral 

do efeito do solvente nem sempre é capaz de explicar completamente o 

comportamento detalhado dos fluoróforos, já que eles têm múltiplas interações 

complexas com o ambiente. 

Além disso, alguns fluoróforos podem formar um estado de transferência 

de carga interna (ICT) após a excitação, em que há a separação de carga. Em 

um solvente polar, esse estado ICT pode ser o de menor energia, enquanto em 

um solvente não polar, o LE pode ser mais estável. Portanto, a polaridade do 

solvente não apenas afeta a energia do estado excitado, mas também determina 

qual estado é mais favorável.1 

O rendimento quântico pode mudar devido a diferentes taxas de 

decaimento não radiativo de energia (knr) ou devido a mudanças conformacionais 

na estrutura da molécula. Não há uma única teoria que explique completamente 

como o ambiente afeta a fluorescência.1 A interpretação depende da polaridade 

do solvente, da estrutura do fluoróforo e das interações químicas com outras 

moléculas próximas. Portanto, mesmo que seja observado uma tendência com 

polaridade do solvente segundo a teoria geral do efeito do solvente, a influência 

da polaridade do solvente é apenas um dos vários fatores que afetam a emissão 

de luz por um fluoróforo. 
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Uma descrição quantitativa dos efeitos do ambiente nos espectros de 

emissão de fluorescência é talvez o tópico mais desafiador na espectroscopia de 

fluorescência. Nenhuma teoria única ou tipo de interação pode ser usada em 

todas as circunstâncias, por exemplo: 

• Efeitos gerais do solvente devido às interações do dipolo do fluoróforo 

com seu ambiente. 

• Efeitos específicos do solvente devido às interações entre o fluoróforo e 

o solvente. 

• Formação de estados ICT ou ESIPT, dependendo da estrutura da sonda 

e do solvente circundante. 

Mesmo se apenas um tipo de interação estivesse presente, os efeitos ainda 

seriam complexos e além dos limites da maioria dos modelos. Em relação a 

efeitos específicos, não existe uma teoria geral para prever o deslocamento nos 

espectros de emissão devido à formação de ligações de hidrogênio. 

Comportamentos incomuns podem ser devidos à presença de mais de um tipo 

de interação.1,38 A seguir serão apresentados com maiores detalhes estes 

modelos. 

2.1.3.3.1 Teoria geral do efeito do solvente: Equação de Lippert-Mataga 

O modelo proposto pela equação de Lippert-Mataga não inclui quaisquer 

interações químicas e, portanto, não pode ser utilizado para explicar as outras 

interações que afetam a emissão. Essas outras interações específicas, como a 

formação de ligações de hidrogênio ou a formação de estados de transferência 

de carga interna (ICT) ou de troca protônica interna no estado excitado (ESIPT), 

às vezes são observadas como desvios em relação à teoria geral. As interações 

entre o solvente e o fluoróforo afetam a diferença de energia entre os estados 

fundamental e excitado como pode ser observado na Figura 7. Como primeira 

aproximação, essa diferença de energia (em cm-1) é uma propriedade do índice 

de refração (η) e da constante dielétrica (ε) do solvente, e é descrita pela 

equação de Lippert-Mataga1: 

𝜈𝐴  − 𝜈𝐹 =
2

ℎ𝑐
(

𝜀−1

2𝜀+1
−

𝜂2 −1

2𝜂2+1
)

(𝜇𝐸 − 𝜇𝐹)2

𝑎3  +  constante         Equação 1 
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Onde h (= 6,6256 x 10–27 ergs) é a  constante de Planck, c (= 2,9979 x 

1010 cm/s) é a velocidade da luz, e a é o raio da cavidade que o fluoróforo ocupa 

no solvente. νA e νF são os números de onda (cm–1) de absorção e emissão, 

respectivamente. A expressão dentro dos parênteses grandes na equação 1 é 

chamada de orientação de polarizabilidade (Δf). O primeiro termo (ε - 1)/(2ε + 1) 

considera os deslocamentos espectrais devido tanto à reorientação dos dipolos 

do solvente quanto à redistribuição dos elétrons nas moléculas do solvente. O 

segundo termo (n² - 1)/(2n² + 1) considera apenas a redistribuição dos elétrons. 

A diferença entre esses dois termos leva em conta os deslocamentos espectrais 

devido à reorientação das moléculas do solvente e, portanto, o termo orientação 

de polarizabilidade. De acordo com esse modelo simples, espera-se que apenas 

a reorientação do solvente resulte em deslocamentos de Stokes significativos. A 

redistribuição de elétrons ocorre instantaneamente, e tanto o estado fundamental 

quanto excitado são estabilizados por esse processo. Como resultado, o índice 

de refração e a redistribuição eletrônica têm um efeito comparativamente menor 

no deslocamento de Stokes.1 

 

Figura 7. Efeitos dos campos eletrônicos e orientação na energia de um dipolo 
em meio dielétrico, μE > μG. Os círculos menores representam as moléculas do 
solvente e seus momentos de dipolo.1 
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A Equação 2 é apenas uma aproximação, mas há uma correlação 

razoável entre as perdas de energia observadas e calculadas em solventes não-

protônicos. Por solventes não-protônicos, referimo-nos àqueles que não 

possuem grupos hidroxila ou outros grupos capazes de formar ligações de 

hidrogênio. A equação de Lippert é uma aproximação na qual a polarizabilidade 

do fluoróforo e termos de ordem superior são negligenciados. Esses termos 

considerariam efeitos de segunda ordem, como os momentos dipolares 

induzidos nas moléculas do solvente resultantes do fluoróforo excitado, e vice-

versa. O deslocamento de Stokes é influenciado pelas mudanças no índice de 

refração e na constante dielétrica do solvente, porém de forma inversa, um 

aumento em n diminuirá essa perda de energia, enquanto um aumento em ε 

resultará em uma diferença maior entre A e F. 

A equação de Lippert contém várias suposições e por isso é apenas uma 

aproximação. Assume-se que o volume do fluoróforo é esférico, como na Figura 

7, e que ele não possui interações específicas com o solvente. Além disso, ignora 

a polarizabilidade do fluoróforo e assume que os momentos dipolares nos 

estados fundamental e excitado apontam na mesma direção.1 Desvios do 

comportamento previsto podem indicar a presença de interações adicionais. 

A sensibilidade do solvente de um fluoróforo pode ser estimada por meio 

de um gráfico de Lippert. Este é um gráfico do deslocamento de Stokes em 

número de onda (νA - νF) em função da orientação de polarizabilidade (Δf). Os 

fluoróforos mais sensíveis são aqueles com a maior mudança no momento 

dipolar após a excitação. A linearidade desses gráficos é frequentemente 

considerada como evidência para a importância dominante dos efeitos gerais do 

solvente nos deslocamentos espectrais. Efeitos específicos do solvente resultam 

em gráficos de Lippert não lineares.1 

2.1.3.3.2 Efeitos específicos do solvente 

Interações específicas são produzidas por uma ou algumas moléculas 

vizinhas e são determinadas pelas propriedades químicas específicas tanto do 

fluoróforo quanto do solvente.1 Esses efeitos podem ser resultado de ligações 

de hidrogênio, solvatação preferencial, química ácido-base ou interações de 

transferência de carga, entre outros. As interações específicas solvente-
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fluoróforo podem ser identificadas examinando os espectros de emissão em 

diferentes solventes. 

Essas interações podem ocorrer tanto no estado fundamental quanto no 

estado excitado. Se a interação ocorrer apenas no estado excitado, um aditivo 

polar não afetará os espectros de absorção. Se a interação ocorrer no estado 

fundamental, espera-se alguma mudança no espectro de absorção. Se o 

fluoróforo e o solvente polar já estiverem interagindo no estado fundamental, 

espera-se um deslocamento espectral imediato após a excitação. Se a interação 

entre o fluoróforo e o solvente polar ocorrer apenas no estado excitado, a 

manifestação do efeito específico do solvente dependerá das taxas de difusão 

do fluoróforo e do solvente polar.1 

2.1.3.3.3 Escala de polaridade de Dimroth-Reichardt ET(30) 

Os parâmetros espectroscópicos da polaridade do solvente têm sido 

derivados de compostos padrões sensíveis ao solvente que absorvem radiação 

em determinadas faixas espectrais no UV-Vis. A primeira sugestão de que 

corantes solvatocrômicos deveriam ser utilizados como indicadores da 

polaridade do solvente foi feita por Brooker e colaboradores39 em 1951. 

Kosower40 em 1958 foi o primeiro a estabelecer uma escala abrangente de 

solventes e definiu seu parâmetro de polaridade, Z, como a energia de transição 

molar, ET, expressa em kcal/mol, para a banda de absorção de transferência de 

carga do composto modelo iodeto de 1-etil-4-(metoxicarbonil)piridínio (Figura 8) 

em determinado solvente de acordo com a equação 3: 

ET = h . c .  . NA = 2,589 x 10-3.  =                                                           Equação 2 

Onde h é a constante de Planck, c é a velocidade da luz,  (cm-1) é o número 

de onda do fóton que produz a excitação eletrônica e NA é o número de 

Avogadro. O valor Z de significa determinada quantidade em kcal é necessária 

para promover um mol do corante padrão, dissolvido em determinado solvente, 

do seu estado eletrônico fundamental para o seu primeiro estado excitado. 

Quanto mais forte for o efeito estabilizante do solvente no par iônico do estado 

fundamental em comparação com o par radical menos polar no estado excitado, 

maior será essa energia de transição e, portanto, o valor Z. Um valor Z elevado 



40 

 

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

limitações na determinação dos valores Z, mas não iremos aprofundar neste 

quesito.38 

 

Figura 8. Ilustração do processo de transferência de carga de um elétron do 
iodeto para o íon piridínio durante a transição para o estado excitado.38 

A fim de superar as limitações práticas na abordagem do valor Z, Dimroth e 

Reichardt propuseram um parâmetro de polaridade do solvente, ET(30), com 

base na energia de transição para a banda de absorção solvatocrômica de maior 

comprimento de onda do corante betaína piridínio N-fenolato (corante nº 30 na 

referência original41) como molécula sonda padrão. O corante em questão exibe 

uma banda de absorção π→π* negativamente solvatocrômica com caráter de 

transferência de carga intramolecular. Conforme a equação 2, o valor ET(30) 

para um solvente é definido como a energia de transição do corante betaína (30) 

dissolvido, medida em kcal/mol. A principal vantagem dessa abordagem é que a 

banda de absorção solvatocrômica está em comprimentos de onda mais longos 

para (30) do que para o corante de Kosower, gerando uma faixa 

extraordinariamente ampla para o comportamento solvatocrômico: de λ = 810 

nm, ET(30) = 35,3 kcal/mol, para éter difenílico, a λ = 453 nm, ET(30) = 63,1 

kcal/mol, para água. No caso da betaína (30) é até possível fazer uma estimativa 

da polaridade do solvente a olho nu. Por exemplo, a cor da solução de (30) é 

vermelha em metanol, violeta em etanol, verde em acetona, azul em álcool 

isoamílico e esverdeado-amarelado em anisol. Uma característica notável 

dessas mudanças de cor da solução é que quase todas as cores do espectro 

visível podem ser obtidas utilizando misturas binárias adequadas de solventes 

de polaridade diferente.38 

Os valores de ET(30) foram determinados para mais de 360 solventes 

orgânicos puros e para várias misturas binárias de solventes. A escala de ET(30) 

é a escala de polaridade de solventes empírica mais abrangente conhecida até 
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agora.42,43 Devido à carga negativa relativamente localizada no átomo de 

oxigênio fenólico, o corante padrão (30) é capaz de interações específicas de 

doador de ligação de hidrogênio (HBD)/aceptor de ligação de hidrogênio (HBA) 

e interações ácido/base de Lewis. Por isso, mais uma característica que torna o 

uso desta escala extremamente vantajoso é que além das interações não 

específicas entre o corante e o solvente, o corante betaína (30) mede 

predominantemente a capacidade específica de doador de ligação de hidrogênio 

(HBD) e acidez de Lewis dos solventes orgânicos.43 

2.1.3.4 Efeitos da temperatura 

Até então, presumimos que a relaxação do solvente estava completa 

antes da emissão, o que é verdade para solventes fluidos. Em baixas 

temperaturas, o solvente pode se tornar mais viscoso, e o tempo de reorientação 

do solvente aumenta. A relaxação do solvente ocorre com uma taxa kS. Se essa 

taxa for muito mais lenta do que a taxa de decaimento (γ =1/τ), então espera-

se observar o espectro de emissão do estado não relaxado (F). Se a relaxação 

do solvente for muito mais rápida do que a taxa de emissão (kS >> γ), então a 

emissão do estado relaxado (R) será observada. Em temperaturas 

intermediárias, onde kS ≈ γ, a emissão e a relaxação ocorrerão simultaneamente. 

Nessas condições, um espectro de emissão intermediário será observado. 

Frequentemente, esse espectro intermediário (– – –)  é mais amplo na escala de 

comprimento de onda devido às contribuições tanto do estado F quanto do 

estado R.1 
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Figura 9. Diagrama de Jablonski para relaxação do solvente.1 

Um exemplo de espectros dependentes da temperatura é fornecido por 

Patman (Figura 10). Este fluoróforo foi desenvolvido para ser uma sonda 

altamente sensível à polaridade do solvente. A ideia principal é 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 à transferência 

de carga, resultando em alta sensibilidade à polaridade do solvente. Conforme a 

temperatura do propilenoglicol é reduzida, os espectros de emissão do Patman 

sofrem uma mudança drástica para comprimentos de onda mais curtos (Figura 

10). Os efeitos da baixa temperatura são semelhantes aos dos solventes de 

baixa polaridade. Devido à redução da taxa de movimento do solvente, a 

emissão ocorre a partir do estado não relaxado em baixas temperaturas. 
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Figura 10. Espectros de emissão do composto de Patman em várias 
temperaturas em propilenoglicol (parte superior) e em solventes de diferentes 
polaridades (parte inferior).1 
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2.2 Sondas fluorescentes marcadoras de mitocôndrias 

A compreensão dos eventos biológicos que ocorrem nas organelas 

subcelulares é importante para combater distúrbios fisiológicos críticos e, assim, 

avançar em pesquisas que possam prevenir a causa de doenças e/ou permitir a 

criação de novos tratamentos a fim de promover melhorias na saúde da 

humanidade. Nesse sentido, a bioimagem por fluorescência permitiu o estudo 

aprofundado da biologia celular. Disfunções no funcionamento das mitocôndrias 

estão associadas à morte celular por apoptose e a causa de várias doenças 

neurodegenerativas como doença de Alzheimer, câncer e diabetes16,18,44. No 

entanto, organelas subcelulares como as mitocôndrias, que desempenham 

inúmeras funções importantes no contexto celular, não podem ser estudadas em 

detalhes devido ao seu tamanho muito pequeno, que está abaixo do limite de 

difração. Para superar esse problema, várias técnicas de microscopia de alta 

resolução surgiram e vêm se desenvolvendo recentemente e, ao serem 

combinadas com fluoróforos apropriados, podem facilitar o estudo da estrutura 

e dos processos dinâmicos dentro das mitocôndrias.5 

As mitocôndrias desempenham várias funções essenciais para a vida celular 

além de possuírem um papel central na produção trifosfato de adenosina (ATP). 

As mitocôndrias, popularmente conhecidas como "usinas" da célula, por serem 

responsáveis pela geração de energia celular, são um dos constituintes mais 

importantes das células eucarióticas. No entanto, as funções mitocondriais 

podem variar em diferentes células eucarióticas. As mitocôndrias apresentam 

características estruturais típicas, como uma dupla membrana e uma 

conformação semi-isolada. As funções de organelas como as mitocôndrias 

podem ser resolvidas mecanisticamente estudando sua composição molecular 

e estrutural, bem como os arranjos espaciais em grande escala, e monitorando 

de perto as alterações dinâmicas que ocorrem nas células.5 

A fluorescência é o modo de leitura óptica mais importante na microscopia 

confocal de amostras biológicas, pois pode ser muito mais sensível e específica 

do que a absorbância ou a reflectância, além de simplificar o design do scanner. 

Essas vantagens da fluorescência dependem criticamente de fluoróforos 

adequados que podem ser marcados em macromoléculas biológicas para 
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mostrar sua localização, ou cujas propriedades ópticas são sensíveis ao 

ambiente local. O conceito de microscopia confocal tem evoluído muito 

rapidamente há apenas algumas décadas e quase todos os componentes 

ópticos, eletrônicos e computacionais para suportá-lo foram desenvolvidos ou 

redesenhados nos últimos anos a fim de obter maior resolução nas imagens. Por 

outro lado, os fluoróforos mais populares foram desenvolvidos há mais de um 

século como as fluoresceínas e rodaminas.45  

A escolha de marcadores e sondas fluorescentes apropriados desempenha 

um papel crucial na obtenção de uma imagem de boa qualidade. Sem o uso de 

um fluoróforo projetado de maneira racional, é difícil obter entendimento de 

processos biológicos em matrizes subcelulares.5 No entanto, nos últimos anos, 

as sondas fluorescentes baseadas em pequenas moléculas orgânicas têm 

atraído grande atenção devido aos seus atributos benéficos na marcação tanto 

in vitro quanto in vivo. 

O potencial negativo da membrana das mitocôndrias tem servido como 

chave para o design de várias sondas direcionadas às mitocôndrias baseadas 

em pequenas moléculas.5 Portanto, a maioria das sondas desenvolvidas para 

marcar mitocôndrias possui natureza catiônica, de modo que possam se 

acumular facilmente no ambiente mitocondrial, que possui potencial de 

membrana negativo. As sondas lipofílicas catiônicas direcionadas às 

mitocôndrias também podem ser frequentemente utilizadas para monitorar as 

alterações no potencial de membrana mitocondrial. No entanto, deve-se 

considerar que as sondas catiônicas, que se acumulam principalmente nas 

mitocôndrias através da membrana, podem migrar de volta para o citosol, bem 

como para o meio extracelular quando o potencial de membrana é alterado. Por 

outro lado, sondas fluorescentes direcionadas às mitocôndrias, responsivas ao 

potencial de membrana mitocondrial, que geralmente se ligam fortemente a 

proteínas mitocondriais e formam ligações covalentes estáveis, podem oferecer 

coloração e marcação mais confiáveis. 

A Figura 11 representa as estruturas químicas das sondas disponíveis 

comercialmente comumente usadas, conhecidas como corantes MitoTracker, 

que são direcionadas às mitocôndrias com base no potencial de membrana. A 

série das sondas MitoTracker são baseadas em estruturas de rodamina e 
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cianina, contendo um grupo clorometil reativo à tióis que funcionam como âncora 

nas proteínas presentes nas membranas mitocondriais.46 Contudo, esses 

marcadores mitocondriais que se ligam às proteínas mitocondriais têm algumas 

desvantagens. Algumas dessas sondas mostram atividade inibitória da 

respiração com incubação prolongada e em concentrações mais elevadas.5 Um 

exemplo é o MitoTracker Orange, que causa uma alteração na permeabilidade 

mitocondrial e inibição do complexo I mesmo em concentrações muito baixas (5 

μM)47. Desta forma, se for necessário um mínimo de mudança fisiológica ao 

estudar as características das mitocôndrias, deve-se escolher uma sonda 

fluorescente em que a especificidade de ligação às mitocôndrias seja governada 

exclusivamente pelo potencial de membrana, em vez da ligação covalente da 

sonda a qualquer proteína. 

 

Figura 11. Estruturas químicas das sondas comerciais Mito-Tracker.5 

Tipicamente, concentrações baixas (μM) 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 concentração de 

100 nM, o MitoTracker Red demonstrou significativa fototoxicidade em células 

de osteossarcoma.46 A fototoxicidade refere-se à capacidade de uma substância, 

como um corante fluorescente ou uma sonda, de causar danos celulares quando 

exposta à luz, especialmente luz visível ou luz ultravioleta. Este fenômeno ocorre 

quando a substância absorve a luz e, em seguida, transfere essa energia para 

as moléculas circundantes, resultando em reações prejudiciais. 

No contexto de corantes e sondas utilizados em experimentos de 

fluorescência, a fototoxicidade pode afetar a viabilidade e o comportamento das 

células ou organismos estudados. A exposição prolongada à luz pode levar a 

danos celulares, morte celular prematura ou outros efeitos adversos. Portanto, 

ao utilizar substâncias fluorescentes em experimentos, é importante considerar 
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e controlar os níveis de exposição à luz para minimizar a fototoxicidade e garantir 

resultados confiáveis. No entanto, diversos cátions lipofílicos foram utilizados 

como inibidores metabólicos em estratégias anticâncer. A partir deste conceito 

muitos estudos vêm sendo desenvolvidos para criação de sondas fluorescentes 

que permitam a marcação à mitocôndria e o tratamento de câncer por meio de 

terapias fotodinâmicas, chamadas de sondas teranósticas48. Tendo isso em 

vista, dependendo de cada característica e propriedades das sondas para 

mitocôndrias podem ter uma aplicação com finalidades distintas. 

Neste contexto, muitos esforços têm sido voltados ao desenvolvimento de 

sondas para mitocôndrias com diversas finalidades, conforme apresentado 

anteriormente, como marcação para estudos in vitro e in vivo, detecção de 

analitos dentro das mitocôndrias, como espécies reativas de oxigênio, entre 

outros, assim como diagnóstico e terapêuticas de diversas doenças. Assim, por 

ser um vasto campo de pesquisa é possível encontrar sondas com estruturas 

diversas. Muitos estudos sobre o desenvolvimento de sondas baseadas em 

cianinas, rodaminas, fluoresceínas, são encontrados na literatura.37,46,49 

Contudo, muitas sondas desenvolvidas apresentam pequeno deslocamento de 

Stokes, propriedade fotofísica que gera erros de fundo em imagens biológicas.  

Uma possível estratégia para o design de sondas fluorescentes com grande 

deslocamento de Stokes é a utilização de fluoróforos que apresentam o processo 

ESIPT. De posse do conhecimento consolidado e adquirido pelo grupo de 

pesquisa sobre as propriedades dos compostos 2-(2-hidróxifenil)benzazóis, 

imaginamos que estes núcleos teriam grande potencial como marcadores de 

mitocôndrias, principalmente devido ao seu grande deslocamento de Stokes. 

Visando a marcação das mitocôndrias dirigida por uma força eletrostática de 

afinidade com a membrana, foi escolhido a inclusão de um grupo catiônico 

piridínio na estrutura dos compostos.49 

Estruturas derivadas de 2-(2-hidróxifenil)benzazóis já vêm sendo estudadas 

na arquitetura de algumas sondas para marcação de mitocôndrias. Tang e 

colaboradores50 desenvolveram uma sonda fluorescente ratiométrica baseada 

no núcleo 2-(2-hidróxifenil)benzotiazol capaz de detectar bissulfito em solução e 

em células vivas (Figura 12), porém a especificidade na marcação de 

mitocôndrias 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 mudanças em uma amostra com base na alteração da razão entre 

duas emissões de luz em diferentes comprimentos de onda. Em vez de depender 

apenas da intensidade absoluta da fluorescência, as sondas fluorescentes 

ratiométricas medem a proporção entre duas emissões, o que pode oferecer 

benefícios em termos de precisão e robustez. 

Essas sondas são frequentemente empregadas em aplicações de 

bioimagem e ensaios em biologia molecular. O termo "ratiométrico" refere-se à 

relação ou razão que é medida, e a fluorescência é usada como uma ferramenta 

para indicar mudanças em parâmetros específicos da amostra, como 

concentração de íons, pH, ou outras propriedades, dependendo da sonda 

utilizada. Essa abordagem pode proporcionar uma leitura mais confiável e 

menos suscetível a variações experimentais do que as medições de 

fluorescência simples. 

 

Figura 12. Estrutura da sonda ratiométrica para detecção de bissulfito em 
mitocôndrias proposta por Tang et. al. (Adaptada de Tang et. al., 2017).50 

A detecção de hipoclorito, uma espécie de oxigênio reativa, é útil para 

entender as funções do ácido hipocloroso dentro das mitocôndrias. O hipoclorito 

é derivado do ácido hipocloroso formado da reação entre o peróxido de 

hidrogênio e o íon cloreto catalisado pela enzima mieloperoxidase. A detecção 

dessa espécie e simultânea marcação da mitocôndria foi reportado por Chen e 

colaboradores51, conforme pode ser observado na Figura 13. A sonda mostrou-
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se seletiva na detecção de hipoclorito e apresentou um comportamento 

ratiométrico com o surgimento de uma banda deslocada para o azul. 

 

Figura 13. Sonda ratiométrica para detecção de HClO em mitocôndrias 
desenvolvida por Chen et. al. (Adaptada de Chen et. al., 2017).51 

A estratégia geral para o desenvolvimento de sondas fluorescentes 

baseadas em ESIPT para detecção de algum analito específico é fundamentada 

em um design que envolve o bloqueio do doador de ligação de hidrogênio do 

fluoróforo ESIPT com um grupo reativo específico (P) que impede o processo 

ESIPT. Desta forma, apenas a emissão da espécie bloqueada é observada, pois 

não há prótons intercambiáveis disponíveis. No entanto, um analito específico é 

capaz de reagir com o grupo reativo (P) na sonda gerando o fluoróforo na forma 

enol capaz de sofrer a tautomerização para a forma ceto no estado excitado. 

Desta forma é possível desenvolver um fluoróforo do tipo ESIPT off-on como 

pode ser observado na Figura 14.37 
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Figura 14. Ilustração de uma das estratégias mais comuns para o design de 
sondas ESIPT off-on.37 

Por exemplo, em outro estudo publicado por Tang e colaboradores, eles 

apresentam uma sonda marcadora de mitocôndria que detecta peróxido de 

hidrogênio dentro da organela (Figura 15). A detecção ocorre a partir de uma 

reação de oxidação do grupo boronato à álcool seguido da reação de eliminação 

1,6 que libera o fluoróforo benzotiazol, capaz de realizar o processo ESIPT 

acoplado ao processo de ICT apresentando grande deslocamento de Stokes.52 

 

Figura 15. Estrutura da sonda para detecção de peróxido de hidrogênio em 
mitocôndrias proposta por Tang et. al (Adaptada de Tang et. al., 2018).52 
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Utilizando essa estratégia de reação com a sonda para liberação do 

fluoróforo, Yang e colaboradores53 desenvolveram uma sonda capaz de detectar 

o estado de hipóxia presente em células cancerosas a partir da reação com a 

nitroredutase. Além disso, a capacidade de marcação da mitocôndria foi avaliada 

como excelente (Figura 16). O que torna essa sonda com grande potencial na 

identificação de células cancerosas mediante bioimageamento. 

 

Figura 16. Sonda para mitocôndrias de células em estado de hipóxia. Imagens 
de microscopia de células com diferentes níveis de oxigênio (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 vão além dos “limites” formais de cada 

disciplina, sendo considerado parte de uma ciência translacional, a qual está 

evoluindo rapidamente e promove aplicações na medicina, biologia molecular e 

celular, química, química biológica e outras ciências interdisciplinares. A 

pesquisa na síntese e a compreensão do efeito da estrutura molecular de novos 

marcadores fluorescentes específicos para mitocôndrias abrange avanços na 

ciência básica com potencial imediato para aplicação, tendo assim impacto 

econômico e tecnológico direto.29 Muitos processos ainda precisam ser 

compreendidos e resolvidos em relação às funções mitocondriais e por isso a 

importância no desenvolvimento de novas sondas fluorescentes marcadoras 

desta organela específica. 
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5 CONCLUSÃO 

O presente trabalho possui um caráter multidisciplinar, pois foi realizado 

mediante a utilização de conceitos e métodos de diversas áreas da ciência, 

envolvendo a química orgânica, fotofísica orgânica, química analítica, química 

teórica e biologia celular. Essa característica permitiu o enriquecimento na 

compreensão dos fenômenos estudados. Contudo, por se tratar de um assunto 

com alto grau de complexidade e muitas variáveis, apresentou diversos desafios, 

desde a purificação dos compostos sintetizados até a obtenção das imagens 

biológicas por microscopia de fluorescência confocal. 

Foram sintetizados seis novos compostos híbridos derivados do núcleo 

benzazol e suas estruturas foram confirmadas através de técnicas de 

caracterização molecular. O estudo fotofísico dos compostos mostrou que não 

há uma tendência clara que possa ser estabelecida entre as propriedades 

fotofísicas e a mudança do heteroátomo do núcleo 2-(2-hidróxifenil)benzazol. Os 

compostos apresentam propriedades fotofísicas de grande deslocamento de 

Stokes e absorção e emissão no espectro visível, que são muito atraentes para 

diversas aplicações. Os modelos matemáticos teóricos tradicionais para 

investigar os processos de transferência de carga interna, como Lippert-Mattaga 

e a escala de polaridade de Dimroth-Reichardt ET(30), não foram eficazes para 

explicar o comportamento fotofísico dos compostos em diferentes solventes. 

Tendo em vista, que muitas aproximações são estabelecidas e vários fatores são 

ignorados por esses métodos, conclui-se que os compostos apresentam 

importantes interações específicas com o meio que não foram possíveis de 

serem elucidadas. Entretanto, através do método de emissão de fluorescência a 

baixas temperaturas foi observado um comportamento que nos permite sugerir 

fortemente que ocorre o processo de ESIPT e ICT nessas estruturas. Esse 

resultado está de acordo com o que é descrito para estruturas similares 

reportado na literatura. 

Os compostos 21 e 22, derivados do núcleo benzotiazol, apresentaram 

alta sensibilidade na detecção de bases. Essa característica pode ser mais 

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

indústria alimentícia. 

Uma forma de avaliar a interação com enzimas e obter maiores 

entendimentos sobre a interação dos compostos em meio biológico é a partir do 

estudo da supressão de fluorescência da HSA. Este ensaio é importante para 

compostos que possam vir a ser utilizados em organismos vivos, como fármacos, 

por exemplo, mas também são úteis para sondas. O estudo realizado mostrou 

uma interação moderada e espontânea causada tanto pelo mecanismo estático 

quanto dinâmico. Esse resultado sugere que os compostos estudados podem 

ser carreados por proteínas, como a albumina, pela corrente sanguínea e, por 

consequência, distribuídos. 

Por fim, excelentes marcações de mitocôndrias foram obtidas mediante 

bioimageamento. A análise de colocalização evidenciou a altíssima seletividade 

das sondas nas mitocôndrias. Este resultado encontrado é superior à vários 

estudos reportados na literatura. Além disso, a citotoxicidade apresentada é pelo 

menos três vezes maior do que a concentração utilizada nos ensaios de 

marcação, o que torna esses compostos seguros para utilização sem prejuízos 

ao funcionamento celular. O estudo de dinâmica molecular comprovou a alta 

afinidade dos compostos pela dupla membrana fosfolipídica, corroborando com 

os ensaios de bioimageamento. Estes resultados demonstram que o design da 

estrutura foi bem-sucedido para a finalidade de marcação da mitocôndria via 

afinidade com a membrana da organela. Tendo em vista que a ciência nunca 

tem fim, o potencial desses compostos pode ser explorado muito mais em outras 

aplicações, como na detecção de analitos no ambiente intracelular, no estudo de 

diagnóstico e terapêutica de diversos distúrbios, entre outras infinitas ideias. 
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