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FLUORESCENCIA: PRINCIPIOS E ALGUMAS APLICACOES
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Resumo: A fluorescéncia vem sendo bastante estudada nos dltimos tempos tendo grande relevancia em muitas areas
com aplicacBes em diversos segmentos, tais como diagndsticos clinicos, deteccdo de analitos, biotecnologia,
imageamento celular e molecular, quimica forense, teranostica, entre outras. Devido a versatilidade e facilidade de
modificacdo estrutural, elevada sensibilidade e rapido tempo de resposta, os sensores fluorescentes acabam sendo muito
utilizados como bhiomarcadores, podendo auxiliar no diagndstico de doencas. Nesta resenha iremos abordar os
fundamentos bésicos da fluorescéncia, bem como seu uso como sensores fluorescentes, buscando apresentar alguns
exemplos de aplicacGes e a sua importancia na deteccdo de analitos em sistemas bioldgicos.
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FLUORESCENCE: PRINCIPLES AND SOME APPLICATIONS

Abstract: Fluorescence has been widely studied in recent times, having great relevance in several areas such as clinical
diagnosis, analyte detection, biotechnology, cell and molecular imaging, forensic chemistry, theranostics, among others.
Due to their versatility and easy of structural modification, high sensitivity, and fast response time, fluorescent sensors
have been widely used as biomarkers and can help in the diagnosis of diseases. In this mini-review we will present the
basics of fluorescence, as well as its use for fluorescent sensing, seeking to present some examples of applications and
their importance in the detection of analytes in biological systems.

Keywords: fluorescence; fluorescent sensors; photoluminescence, biological systems.

Introducéo

Luminescéncia é o fendmeno de emissdo de radiacdo por determinadas substancias, a partir
de um estado eletronico excitado.! Este pode ser atingido através de diferentes modos de excitacio
(estimulos), que sdo utilizados como critérios de classificacdo da luminescéncia. Ela pode ser
dividida em: bioluminescéncia (estimulo por reaces bioquimicas), quimiluminescéncia (estimulo
por reacBes quimicas), eletroluminescéncia (estimulo elétrico), termoluminescéncia (estimulo
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térmico) e fotoluminescéncia (estimulo por absorcdo de luz, no qual se inserem 0s conceitos de
fluorescéncia e fosforescéncia), entre outros tipos.!-2

A fluorescéncia, de modo geral, ¢ o fendmeno de emissdo de luz por determinadas
substancias quando expostas a radiacio eletromagnética.® Este fendmeno estd diretamente
envolvido na resposta dos sensores fluorescentes. Nos ultimos anos a fluorescéncia vem sendo
amplamente explorada em diversas areas como para deteccdo de analitos (espécies oxidantes, ions
metalicos, aminoacidos, entre outros),*® biotecnologia, diagnosticos clinicos, imageamento celular,
sequenciamento de DNA, biomarcacdo de proteinas, citometria de fluxo, quimica forense,
terandstica, analises genéticas, entre outras aplicagdes.’

Breve histdrico sobre fluorescéncia

Em 1565, o botanico Nicolas Monardes descreveu pela primeira vez a emissdo de
fluorescéncia, relatando o surgimento de uma coloracdo azul intensa emanada de uma infusdo
aquosa de uma arvore mexicana (Eysenhardtia polystachya), utilizada na época para o tratamento
de doencas renais,' ficando conhecida como Lignum nephriticum (madeira de rim).28° As
propriedades observadas foram, posteriormente, estudadas por outros cientistas, estando entre eles
Newton, Kircher, Grimaldi e Boyle.2 Em 1845, John Herschel estava realizando estudos utilizando
solugdes de sulfato de quinina e observou o fendmeno de emissdo de luz por parte da solucéo,
denominando na época como um processo de refrangibilidade da luz.*"'%2 Em 1852, Sir George
Stokes, um matematico e fisico irlandés, deu continuidade aos estudos de emisséo de luz utilizando
solugdes de sulfato de quinino e estabeleceu uma relagdo entre a absor¢do de luz com o fendmeno
de emissdo observado, cunhando, pela primeira vez, a palavra “fluorescéncia”.t>"12

Uma outra contribuicdo bastante importante na &rea foi realizada pelo fisico polonés
Alexander Jablonski, em 1933, ao propor a criacdo de um diagrama, conhecido atualmente como
Diagrama de Jablonski, que permite explicar, por meio de niveis energéticos, 0S processos
envolvidos na absorcdo e emissdo de luz. 1271314

Diagrama de Jablonski

Estruturalmente, o Diagrama de Jablonski é constituido por estado eletrénico singleto ndo
excitado (So), estados eletronicos singleto excitado (S1 e S2) e estado eletronico tripleto excitado
(T1) (Figura 1). Em cada um desses estados eletrdnicos existem niveis vibracionais, sendo esses
subniveis classificados pelos niimeros quanticos: 0, 1, 2,...” Quando um fluordforo é exposto a uma
radiacdo eletromagnética, 0 mesmo pode absorver luz passando do estado eletrénico So para um dos
estados eletrénicos excitados S1 ou Sy. Esse processo de absor¢do de luz ocorre muito rapidamente,
sendo da ordem de 10 segundos. Quando no estado eletrénico excitado, pode ocorrer a relaxagio
vibracional, um processo de transicdo nédo radiativa, sendo uma transicdo de um nivel vibracional de
maior energia para outro de menor energia dentro de um mesmo estado eletronico excitado. Um
outro processo de transi¢do ndo radiativa € o da conversdo interna (CI). Este ocorre quando se tem
uma transferéncia de um estado eletrdnico excitado singlete para outro estado eletronico excitado de
mesma multiplicidade de spin. Quando no menor nivel vibracional do estado eletrénico excitado Si,
pode ocorrer retorno para um dos niveis vibracionais do estado eletronico fundamental So, por meio
de uma transicdo radiativa, sendo esse processo denominado fluorescéncia. Este fenbmeno esta
diretamente envolvido nas respostas dos sensores fluorescentes, que serdo abordados aqui. Vale
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ressaltar que os processos ndo radiativos (conversdo interna e relaxacdo vibracional) ocorrem em
um tempo da ordem de 102 segundos, sendo este menor que o da fluorescéncia (10 segundos).’
Dessa forma, eles tendem a acontecer anteriormente a emissdo, de modo que ela se processe a partir
do menor nivel vibracional do estado eletrénico excitado Si, e ndo dependa do comprimento de
onda de excitacdo na grande maioria das vezes (regra de Kasha)”

Em alguns casos, pode ocorrer o processo denominado de Cruzamento Intersistemas (CIS),
no qual se tem transicdo ndo radiativa do estado eletrénico excitado singleto (S1) para algum nivel
vibracional isoenergético do estado eletronico excitado tripleto (T1) envolvendo mudanca de spin. A
partir do estado T pode ocorrer emissdo sendo esse processo denominado fosforescéncia (1073-10°
segundos), apresentando, no geral, maiores valores de comprimento de onda quando comparado
com a emisséo de fluorescéncia. Apesar de ser uma transicao proibida, ela pode ocorrer devido ao
acoplamento spin-6rbita, sendo favorecido em compostos contendo 4&tomos pesado, como bromo ou
iodo. Temperaturas baixas e solventes com maior viscosidade tendem a favorecer a ocorréncia da
fosforescéncia.’

Estados excitados singlete Estado excitado triplete
Relaxagdo
Vibracional
= ¥ § Cruzamento
¥— 2 Intersistemas
\ 1 4
\ * 3
S2 - 0 e * 2
¥ 1 4
— 3
@© S1 0. 4 '\ 2
oo 3 —
o Converséo T1 \
2 Interna "_rnTr'n_o
w Tk
i h
Fluorescéncia Fosforescéncia
Absorcéo Absorgdo : : : : :
i h
i h
i h
i h
| IRHIT 4
] TV,
*Y Relaxacdo |1} 1 g
So vy~ Vibracional ¢ Y 1
|
Estado 3 y - 0
fundamental

Figura 1. Representacdo esquematica do Diagrama de Jablonski

Nos Gltimos anos se observou um crescimento na procura, desenvolvimento e no uso de
técnicas baseadas na fluorescéncia como ferramenta analitica em diversas areas do conhecimento,?’
como biotecnologia, biologia molecular, analises clinicas e toxicologicas, entre outras. Dentre as
principais técnicas laboratoriais encontram-se microscopia confocal'® e microscopia de
fluorescéncia,*” imunofluorescéncia,®® citometria de fluxo,'® imunoensaios por fluorescéncia,?’?*
PCR em tempo real®? (uso de sensores fluorescentes no PCR tradicional), entre outras areas.

Fundamentos béasicos da fluorescéncia
Os estudos fotofisicos de compostos fluorescentes geralmente se iniciam por meio da
obtencdo de espectros de absorcdo, excitacdo e emissdo de fluorescéncia, a partir dos quais
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pardmetros espectrais como valores de comprimentos de onda de maxima absor¢do (Aans) € emisséo
(Aem), coeficiente de absortividade molar (€) e intensidade de emisséo de fluorescéncia séo obtidos,
além de ser possivel avaliar a pureza dos compostos em estudo. A lei de Beer-Lambert (Equagéo 1)*
pode ser utilizada para descrever o processo de absor¢do uma vez que correlaciona a quantidade de
luz que é absorvida pela amostra com a sua concentracdo, caminho éptico e a absortividade molar:

A=¢.b.c (Equacdo 1)

onde ¢ (mol.L™?) é a concentracdo da amostra, € € o coeficiente de absortividade molar (L.mol.cm
1 e b é o comprimento do caminho 6ptico (cm).

Apls a absorcdo de luz, perdas de energia podem ocorrer através de processos nao
radiativos, como relaxacao vibracional e conversao interna. Dessa forma é esperado que o espectro
de emissdo de fluorescéncia seja observado em comprimentos de onda maiores do que o
comprimento de onda de excitacdo. Assim, a diferenca entre 0s comprimentos de onda Aaps € Aem €
denominada de Deslocamento de Stokes,»’ podendo ser representada pelo simbolo: A) (Figura 2).

Deslocamento de Stokes (AL)
——

Absorcdo

Absorbéncia
Intensidade de emisséao /u.a.

Comprimento de onda /nm
Figura 2: Desenho representativo de espectros de absorcéo e emissdo destacando o Deslocamento de Stokes

Como j& mencionado, sabe-se que existe uma competicdo entre o processo de transicdo por
meios radiativos e ndo radiativos. Nesse contexto, o conceito de Rendimento Quantico de
Fluorescéncia (®) é utilizado, sendo definido como a razdo entre o nimero de fétons emitidos pelo
namero de fotons totais absorvidos. Um outro conceito bastante utilizado € o de tempo de vida de
fluorescéncia (t), sendo correspondente ao tempo de vida em que o composto fluorescente
permanece no estado excitado antes de retornar para o estado fundamental.2’

Sensores fluorescentes

A emissdo de fluorescéncia pode ser modulada por meio de alteragGes quimicas na estrutura
de determinado composto fluorescente ou por meio de variacbes de parametros do meio em que
ocorre o fendmeno, como por exemplo temperatura, pH, viscosidade e polaridade do solvente.??
Entre os diversos métodos de deteccdo de analitos, os sensores fluorescentes vém sendo bastante
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utilizados como biomarcadores devido a facilidade de modificagdo estrutural, elevada sensibilidade
e rapido tempo de resposta.?® Eles podem auxiliar na descoberta de novos medicamentos, na
obtencdo de imagem celular, no diagnostico de doencas, além de permitir o monitoramento em
tempo real de diversos analitos. 2’ Dessa forma o interesse no desenvolvimento de novos sensores
fluorescentes tem se intensificado nos ultimos anos.

Estruturalmente, os sensores fluorescentes sdo compostos constituidos por uma unidade
receptora, responsavel pela interagdo com o analito e uma porcdo fluoroforica, responsavel pela
emissdo da fluorescéncia. Quando na presenca de um analito, este pode interagir com a porcao
receptora do sensor de modo que uma resposta devido a essa interacdo seja obtida na forma de
fluorescéncia. Essas respostas, por sua vez, podem ser quantificadas por meio da obtencdo de
espectros de emissdo e rendimento quantico de fluorescéncia.?® Apds estudos fotofisicos, testes in
vitro e in vivo podem ser realizados, buscando-se aplicac@es em sistemas bioldgicos.

Aplica¢des em sistemas biol6gicos

Os sensores fluorescentes vém sendo amplamente utilizados atualmente na deteccédo de
diversos analitos, como ions metalicos, espécies reativas de oxigénio (EROs) ou nitrogénio
(ERNS),* alguns aminoécidos, além de poderem auxiliar no diagndstico de doencas ou até mesmo
para finalidades terapéuticas.?*3°

A deteccdo de cations metalicos em sistemas biologicos é de bastante relevancia uma vez
que 0os mesmos, quando em excesso ou falta no organismo podem estar associados & processos
patoldgicos, j& que esses ions participam de diversos processos bioquimicos de regulacdo e
sinalizagdo. Além disso, 0 monitoramento desses cations nas células, drgéos e tecidos auxiliam no
diagndstico e no estudo de doencas.®! Um exemplo de grande importincia é a detecgdo de jons Cu?*
em células. O cobre é um elemento que esta relacionado a certos processos fisiolégicos, atuando
como cofator de enzimas essenciais do metabolismo. Um desequilibrio na concentracdo de cobre
nas células pode ocasionar doencgas cardiacas, doengas neurodegenerativas, como Alzheimer e
Parkinson, além de poder levar a distrbios gastrointestinais e danos no figado e rim.%3® Sendo
assim, o desenvolvimento de sensores fluorescentes para a deteccéo de Cu?* ¢ bastante importante.
Em 2018, um sensor fluorescente ratiométrico constituido de uma Rodamina 6G e de 2-
formilanilina, conectadas por uma hidrazina, foi sintetizado (Figura 3).% Ele apresentou elevada
seletividade para ions Cu®* frente a outros 15 cétions, sendo os estudos conduzidos por meio da
obtencio de espectros de absorgdo e emissdo de fluorescéncia. Quando na auséncia de fons Cu?*, o
composto apresenta emissdo em 450 nm, sendo correspondente a por¢cdo constituida pela
formilanilina. No entanto, conforme se adiciona fons Cu?" na solucéo, a intensidade de emissdo de
fluorescéncia em 450 nm sofre um decréscimo enquanto que um novo pico de emissdo surge no
comprimento de onda de 546 nm, devido a abertura do anel espirociclico da rodamina 6G quando
na presenca do cation, com um rendimento quantico de 0,33. O sensor apresentou limite de
deteccdo de 4,2.107 mol.L? e estudos em células foram realizados, mostrando que 0 mesmo pode
ser utilizado de forma eficiente como um biomarcador para ions cobre (I1). Os autores mostraram
que o processo é reversivel, pela adicdo de EDTA a solugdo, que complexa, seletivamente os ions
Cu?*, regenerando a estrutura molecular original (1), emissiva, em apenas um comprimento de onda
(450 nm).
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hem = 546 NM

Figura 3: Sensor fluorescente & base de Rodamina utilizado para deteccdo ratiométrica de ions Cu?* (Adaptada de
Sikdar, A., et. al., 2018)%

Além de ions metalicos, muitos sensores fluorescentes vém sendo desenvolvidos com o
intuito de detectar de espécies reativas de oxigénio (EROs). A mitocondria tem um importante
papel na producdo dessas especies. Elas estdo associadas as funcdes fisioldgicas de sinalizacdo
celular, sintese de biomoléculas e ao sistema de defesa do organismo. No entanto, quando em
condicdes de estresse oxidativo, elevadas concentracbes de EROs no organismo podem levar a
danos celulares, podendo estar associado as doencas ou desordens como diabetes, céancer,
neurodegeneracao, entre outras.®*3” Dessa forma, a detecgdo dessas espécies em sistemas bioldgicos
é bastante importante.

Em 2019, um teluro-BODIPY (3), que foi empregado como sensor fluorescente de EROs foi
sintetizado (Figura 4). O composto apresentou capacidade de deteccdo rapida e seletiva para
hipoclorito.®® Estudos de emissdo de fluorescéncia foram conduzidos e observou-se que o BODIPY,
quando na presenca do analito apresentava fluorescéncia verde intensa, que pode ser explicada pela
oxidacdo do teldrio ao correspondente telurdxido. Foi obtida uma correlacdo linear entre a
intensidade de emissdo de fluorescéncia e a concentragdo de hipoclorito (0 — 8 pmol.L™Y)
apresentando um limite de deteccdo de 0,12 pmol.Lt. Além disso, estudos em células foram
realizados com auxilio da microscopia confocal de fluorescéncia, permitindo a aplicacdo do sensor,
na deteccdo deste EROs, em sistemas bioldgicos.

4

Figura 4: Sensor fluorescente a base de teluro-BODIPY utilizado para deteccdo de hipoclorito (Adaptada de Shi, W.,
et. al., 2019)3®
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Uma outra abordagem € a do uso de sensores fluorescentes na deteccdo e quantificacdo de
tiois endogenos, como a glutationa. Um grupo de pesquisadores chineses desenvolveu um sensor a
base de cumarina capaz de detectar glutationa (GSH) especificamente, por fluorescéncia (Figura
5).3° Devido a presenca de um atomo pesado como o Br, o sensor 5 ndo apresenta fluorescéncia. No
entanto, quando na presenca de tidis como a glutationa, o bromo acaba sendo substituido, dando
lugar ao composto 6, fluorescente. No caso de biotidis, como cisteina ou homocisteina, a
extremidade livre contendo um grupo NH2 é capaz de reagir com a carbonila, resultando nos
compostos 7 ou 8, que apresentam fluorescéncia apenas moderada. Dessa forma, o sensor 5
apresentou uma boa seletividade para glutationa frente a outros possiveis interferentes bioldgicos,
estando entre eles outros compostos contendo também grupos SH, como cisteina e a homocisteina.
Estudos com células também foram realizados permitindo a deteccdo de glutationa em sistemas
bioldgicos.

COoH ‘L

NTRL, o I 0 HN™ =0

s AS  €ysHE N Br  CGSHD ~ s._h_o

4 :

/HN 0 /‘\-N 0 0 /;\N MH

k“ 7Cys(n=1) 5 6 COCH
BHCy(n=2)

Figura 5: Sensor fluorescente a base de cumarina utilizado para deteccdo de glutationa. (Adaptada de He, L., et. al.,
2015)%®

Considerac0es finais

A fluorescéncia é um fendbmeno de emissdo de luz que vem sendo amplamente explorado nos
ultimos anos estando presente em diversas técnicas laboratoriais como PCR em tempo real,
microscopia confocal e microscopia de fluorescéncia, imunoensaios, citometria de fluxo, entre
outros. E uma ferramenta analitica poderosa e de utilizagdo ampla para diversas aplicagdes. Por se
tratar de um fendmeno que pode ser modulado, em funcdo da estrutura de compostos que
apresentam tais fatores, a sintese de novos sensores fluorescentes é um ramo da quimica de intensa
investigacdo e grande interesse, abrindo horizontes na construcdo de dispositivos seletivos para a
deteccdo de analitos variados e compreensdo de fendmenos bioldgicos complexos.

Como pretendiamos demonstrar, os sensores fluorescentes encontram utilizacdo em Vvarios
setores, permitindo, desde a simples deteccdo de um analito ambiental, como um cation metélico, a
eventos bioldgicos altamente complexos e dificeis de serem mensurados por outras técnicas. Pela
fluorescéncia tem sido possivel realizar, em tempo real, o imageamento de eventos bioldgicos in
vivo, de elevada complexidade, abrindo aos olhos de cientistas, fenbmenos antes apenas
conjecturados e outros até entdo desconhecidos.
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