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RESUMO 

 

A fluorescência faz parte de um fenômeno de emissão de luz por corpos frios, 

conhecido como luminescência, sendo muito utilizada na análise e detecção de 

substâncias, doenças e outros processos. A  sua aplicação demanda a utilização de 

compostos capazes de absorver a luz e emiti-la na forma de fluorescência em 

comprimentos de ondas diversos. No entanto, apenas poucos compostos possuem 

fluorescência natural sendo que em muitas análises por fluorescência se faz 

necessária a adição de sondas fluorescentes. Dependendo da aplicação específica 

da sonda fluorescente, grupos funcionais podem ser inseridos na sua estrutura. Neste 

trabalho, visando o desenvolvimento de sondas fluorescentes para bioconjugação 

com proteínas, foram utilizados dois compostos da classe dos borodipirrometenos 

(BODIPY), funcionalizados com o grupo isotiocianato. Para tanto, foram realizados 

experimentos de espectrofotometria e espectrofluorimetria para avaliar as 

propriedades fotofísicas das sondas fluorescentes desenvolvidas. A aplicabilidade das 

sondas fluorescentes em bioconjugação foi testada utilizando a albumina bovina 

sérica como proteínas modelo. Os produtos da bioconjugação foram caracterizados 

por espectrofotometria, espectrofluorimetria e SDS-PAGE. Além disso, foi realizado 

um teste preliminar para avaliar uma possível aplicação do fluoróforo com a 

conjugação em um anticorpo primário em um ensaio imunofluorescente por Western 

Blotting. Os resultados de bioconjugação se mostraram promissores, no qual verificou-

se que os dois compostos usados no estudo possuem capacidade de se conjugar com 

a proteína e emitirem fluorescência. Além disso, foi verificada a interferência da 

ligação tiouréia formada após conjugação de cada composto com a albumina bovina 

sérica na intensidade de fluorescência, levando a redução da mesma. No ensaio 

Western Blotting foi observado que houve conjugação com o anticorpo e marcação da 

proteína escolhida, todavia se tratou de um teste inicial que deve ser padronizado. Os 

resultados do presente trabalho representam um avanço na aplicação funcional de 

BODIPY gerando perspectivas de novas prospecções quanto a sua utilização 

molecular.  

 

Palavras chave: BODIPY, fluorimetria, isotiocianato, tiouréia, albumina.  



 
 

 

ABSTRACT 
 

Fluorescence is part of a phenomenon of light emission by cold bodies, known as 

luminescence. Fluorescence is widely used in the analyses and detection of 

substances, diseases and other processes. Its application requires the use of 

compounds capable of absorbing light and emitting it in the form of fluorescence at 

different wavelengths. However, only a few compounds have natural fluorescence and, 

in many fluorescence analyzes it is necessary to add fluorescent probes. Depending 

on the specific application of the fluorescent probe, functional groups can be inserted 

into its structure. In this work, aiming at the development of fluorescent probes for 

bioconjugation with proteins, two compounds of the borondipyrrometene class 

(BODIPY) were used, functionalized with the isothiocyanate group. These compounds 

were tested by spectrophotometry and spectrofluorimetric analyses to evaluate the 

photophysical properties of the developed fluorescent probes. The applicability of 

fluorescent probes in bioconjugation was tested using a serum bovine albumin as 

model protein. The bioconjugation product was characterized by spectrophotometry, 

spectrofluorimetric and SDS-PAGE. In addition, an initial test was performed to 

evaluate a possible fluorophore application with conjugation to a primary antibody in 

an immunofluorescent assay by Western Blotting. The results of bioconjugation are 

promising, where it was found that the two compounds used in the study showed the 

ability to conjugate with the protein and emit fluorescence. It was also verified the 

interference of the thiourea bond formed after conjugation of each compound with the 

serum bovine albumin in the fluorescence intensity, observing its reduction. In the 

Western Blotting assay, it was observed that there was conjugation with the primary 

antibody and recognition of the chosen protein. However new analyses need to be 

carried out to standardize their applicability. The results of the present study represent 

an advance in the functional applications of BODIPY, generating perspectives for new 

prospects regarding its molecular uses. 

 

Keywords: BODIPY, fluorimetry, isothiocyanate, thiourea, albumin. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1 FLUORESCÊNCIA E SUAS APLICAÇÕES 

 

A luminescência, um fenômeno físico caracterizado pela emissão luminosa por corpos 

frios, ocorre após excitação eletrônica (LAKOWICZ, 2006; REZENDE, 2016) e 

classifica-se de acordo com os estímulos que causam a excitação eletrônica. Na 

quimioluminescência, a excitação ocorre devido a reações químicas; na 

eletroluminescência, a excitação decorre de correntes elétricas; na 

triboluminescência, ocorre um processo mecânico de atrito entre superfícies; na 

termoluminescência, a excitação eletrônica ocorre após aquecimento; já a 

radioluminescência é causada por radiação ionizante (VALEUR, 2001; ACUÑA et al., 

2008).  

 

Por fim, temos o fenômeno da fotoluminescência, que se trata da emissão de fótons 

após excitação luminosa (VALEUR, 2001;ACUÑA et al., 2008). A rocha fluorita serve 

de exemplo para este último fenômeno. A fotoluminescência pode ser dividida em 

fosforescência e fluorescência, os quais se diferem no tipo de estado excitado, a partir 

do qual ocorre a emissão (JABLONSKI, 1931; JABLONSKI, 1933; REZENDE et al., 

2013). O estado singlete é relacionado à fluorescência, o triplete, à fosforescência e 

seus respectivos tempos de vida (média de tempo que ele passa no seu estado 

excitado, antes de retornar ao estado fundamental) ocorrem na faixa de 

nanosegundos e milissegundos (JABLONSKI, 1931; JABLONSKI, 1933; REZENDE et 

al., 2013; LAKOWICZ, 2013).  

 

A fluorescência foi descrita, pela primeira vez, em 1565 por Nicolas Monardes, ao 

observar que um extrato vegetal, conhecido como Lignum Nephriticus, emitia uma luz 

de cor azulada.  Nos séculos seguintes, outros relatos de fenômenos semelhantes 

foram registrados tanto em soluções quanto em minerais e deram suporte ao estudo 

desse fenômeno, principalmente a partir do século XIX (VALEUR, 2001; LAKOWICZ, 

2006; ACUÑA et al., 2008). O estudo por Brewster, em 1833, da fluorita, um mineral 

de fluoreto de cálcio também conhecido como fluorspar, é um bom exemplo. Ao usar 

lentes para condensar a luz solar e incidi-la sobre a rocha, o cientista verificou a 

emissão de um brilho azulado (VALEUR, 2001; LAKOWICZ, 2006; ACUÑA et al., 
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2008; REZENDE, 2016). Pouco depois, em 1845, John Herschel relatou que, ao 

visualizar uma solução transparente de sulfato de quinino, era possível identificar uma 

luz superficial de cor azul celeste (HERSCHEL, 1845; VALEUR, 2001; LAKOWICZ, 

2006; ACUÑA et al., 2008; REZENDE, 2016;). O fenômeno subjacente a essas 

observações foi comumente descrito como “dispersão interna” da luz, que seria um 

caso peculiar de fenômenos de reflexão e dispersão luminosa (HERSCHEL, 1845; 

ACUÑA et al., 2008).  

 

No entanto, apenas em 1852, Sir George Gabriel Stokes, ao analisar as observações 

de Herschel e Brewster e fazer mais experimentos com soluções de quinino, sugeriu 

uma explicação para o que John Herschel havia visto. Este fenômeno seria a emissão 

após estímulo luminoso de solução de quinino, mediante refrangibilidade da luz, em 

diferentes processos (STOKES, 1852; ACUÑA et al., 2008). Nos seus experimentos, 

ele trocou o líquido e o frasco estudado, e chamou de epipólicos os processos de 

difração luminosa, além de sugerir que raios invisíveis ao olho humano atuam 

aumentando a dispersão interna. Ao notar as peculiaridades do fenômeno em 

questão, Stokes propõe o termo “fluorescência” para descrevê-lo (STOKES, 1852; 

ACUÑA et al., 2008). Esse termo deriva do mineral fluorspar, da mesma forma que o 

termo “opalescência” deriva do mineral “opala”, e passou a ser globalmente aceito 

(STOKES, 1852; LAKOWICZ, 2006; REZENDE, 2016; ACUÑA et al., 2008). 

 

Em um artigo publicado em 1933, Alexander Jablonski, ao estudar a 

fotoluminescência, propõe um diagrama que explica as transições eletrônicas que 

ocorrem nos fenômenos de fotoluminescência.  Até hoje, o diagrama de Jablonski é a 

ferramenta utilizada na representação das transições eletrônicas em processos 

fotofísicos e fotoquímicos (JABLONSKI, 1933). Na fosforescência, a emissão da luz 

ocorre a partir do estado excitado tripleto, havendo mudança de orientação do spin e 

emparelhamento do elétron, antes do retorno ao estado fundamental (JABLONSKI, 

1933; LAKOWICZ, 2006; REZENDE, 2016). Em outras palavras, o elétron, uma vez 

excitado, ascende às camadas superiores de energia e seu retorno ao estado 

fundamental (camada de menor energia) só ocorre após o processo de cruzamento 

intersistemas (Figura 1) (JABLONSKI, 1933; LUIZ, 2009). 
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Figura 1 – Diagrama de Jablonski, no qual à esquerda está representado o processo 

de absorção e excitação aos níveis S1 (laranja) e S2 (azul) e à direita está 

representado sua consequente emissão fosforescente  

S2

S1

S0

T1

S0

ABSORÇÃO
EXCITAÇÃO

EMISSÃO
FOSFORESCÊNCIA

Cruzamento intersistemas

 

Fonte: JABLONSKI (1933), adaptado pela autora. 

 

O fenômeno de fluorescência ocorre de maneira diferente. Após o estímulo luminoso, 

a molécula absorve a energia, excitando seus elétrons, que irão sair do estado de 

menor energia, conhecido de estado fundamental (S0), passando para níveis 

energéticos maiores (S1 ou S2) (JABLONSKI, 1933; REZENDE, 2016). O retorno ao 

estado fundamental (S0) ocorre devido à conversão interna (processo que envolve 

estados eletrônicos diferentes e de mesma multiplicidade de spin, ou seja, sem 

mudança de orientação do spin) e relaxação vibracional (ocorre a partir de um nível 

vibracional de maior energia, S2 ou S1, para outro de menor energia (S0), em um 

mesmo estado eletrônico emitem fluorescência) (Figura 2) (JABLONSKI, 1933; 

JABLONSKI, 2006; DIAS, 2014; REZENDE, 2016). 
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Figura 2 – Diagrama de Jablonski, no qual à esquerda está representado o processo 

de absorção e excitação aos níveis S1 (laranja) e S2 (azul) e à direita está 

representado sua consequente emissão fluorescente 

S2

S1

S0 S0

ABSORÇÃO
EXCITAÇÃO

EMISSÃO
FLUORESCÊNCIA

Conversão interna e 
relaxação vibracional

S1

 

Fonte: JABLONSKI (1933), adaptado pela autora. 

 

Após o estabelecimento das bases teóricas do fenômeno da fluorescência a sua 

utilização teve uma relevância crescente durante o século XX, em diversas áreas do 

conhecimento, inclusive na bioquímica e na biologia molecular. Na área de bioquímica 

e imunologia, ensaios imunofluorimétricos, nos quais anticorpos são ligados a 

fluoróforos, têm sido usados para detecção ou visualização de antígenos específicos, 

e exemplificam a utilização bem estabelecida de técnicas laboratoriais baseadas em 

fluorescência (COONS et al., 1950). Outro exemplo pertinente da utilização de 

fluorescência é a técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real, 

no qual a amplificação do ácido nucleico é monitorada a partir da emissão de uma 

substância fluorescente (HEID et al., 1996). 

 

A medição do fenômeno de fluorescência pode ser realizada de forma estacionária ou 

resolvida no tempo e ambas são importantes na aplicação laboratorial da 

fluorescência (LUIZ, 2009). A medida da fluorescência estacionária é mais comum e 

é realizada utilizando-se o processo de excitação luminosa, seguido de observação, 

sob condições constantes(LUIZ, 2009). Na fluorescência estacionária, a amostra é 

iluminada com um feixe contínuo de luz e o espectro de intensidade da emissão, em 

diferentes comprimentos de onda, é registrado (LUIZ, 2009). 
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A eficiência de emissão de fluorescência por uma substância ou material é definida 

pelo seu rendimento quântico de fluorescência. Essa propriedade se trata de uma 

estimativa da proporção de fótons absorvidos que resultam na emissão de 

fluorescência e é amplamente estudada para diferentes materiais. Para a aplicação 

de materiais e substâncias fluorescentes, é importante que eles possuam alta 

eficiência, medida que traduz exatamente a eficiência de uma substância em emitir 

fluorescência (VALEUR,2001; BOENS et al., 2012). O rendimento quântico é relatado 

na forma de valores entre 0 e 1, sendo que um rendimento quântico de fluorescência 

de 1 indica que 100% dos fótons absorvidos levam à formação de estados excitados, 

cujo retorno ao estado fundamental ocorre através da emissão de fluorescência 

(VALEUR,2001; JOHNSON, 2010; BOENS et al., 2012). Logo, quanto mais próximo 

de 1 está o rendimento quântico de fluorescência de um material, mais eficientemente 

ele emite fluorescência (VALEUR,2001; JOHNSON, 2010; BOENS et al., 2012).  

 

Por outro lado, a medida da fluorescência resolvida no tempo se trata da avaliação 

temporal do decaimento do estado excitado, com emissão de fluorescência. Para esse 

tipo de análise, a amostra recebe um pulso luminoso muito curto e o intervalo de tempo 

até emissão da fluorescência é avaliado (LAKOWICZ, 2009). Pelo fato de o 

decaimento de fluorescência ocorrer na ordem de nanosegundos (ns), o aparato 

necessário para análises resolvidas no tempo é mais custoso, consequentemente, o 

estudo da fluorescência estacionária é mais acessível e comumente utilizado. Cabe 

salientar, todavia, que a fluorescência resolvida no tempo também tem suas 

aplicações em bioquímica e biologia celular (LAKOWICZ, 2009; REZENDE, 2016).  

 

Nesse contexto, a medida do tempo de vida de fluorescência determina o tempo médio 

que um material fluorescente permanece no estado excitado antes de emitir 

fluorescência (LUIZ, 2009). O tempo de vida de fluorescência e o rendimento quântico 

de fluorescência estão intimamente relacionados e podem ser modificados por fatores 

que afetam a emissão do fluoróforo ou decaimento não radiativo para estado 

fundamental (LUIZ, 2009).  Por exemplo, a molécula pode ser não fluorescente como 

resultado de uma grande taxa de conversão interna ou baixa taxa de emissão 

(LAKOWICZ, 2009; LUIZ, 2009; REZENDE, 2016).  
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Muitas aplicações laboratoriais da fluorescência estão relacionadas com a interação 

entre o material fluorescente e o meio. Nesse contexto, destaca-se o fenômeno de 

supressão de fluorescência (também conhecido como quenching), no qual a 

fluorescência de um material é suprimida por uma substância supressora (também 

conhecida como “quencher”), que pode acontecer em diferentes condições e 

situações (LUIZ, 2009). Esse fenômeno pode ocorrer por meio de três processos 

distintos: o quenching colisional, que acontece quando o fluoróforo no estado excitado 

é desativado, após contato (colisão) com alguma molécula quencher em solução; o 

quenching por formação de complexos não fluorescentes entre fluoróforo e quencher 

que vai ocorrer no estado fundamental e não depende de difusão ou colisões 

moleculares (LUIZ, 2009; LAKOWICZ, 2009; JOHNSON, 2010); o terceiro tipo de 

quenching é o que ocorre por mecanismos triviais não moleculares, ou seja, por 

atenuação da luz incidente pelo próprio fluoróforo ou por outras espécies que agem 

absorvendo a luz (LAKOWICZ, 2009; LUIZ, 2009).  

 

No processo de emissão de fluorescência, parte da energia absorvida é perdida por 

processos de conversão interna e relaxação vibracional. Por esse motivo, a energia 

do fóton absorvido é sempre superior à energia do fóton emitido, ou seja, o 

comprimento de onda de absorção é inferior ao comprimento de onda de emissão 

(MALATESTI et al., 2006; REZENDE, 2016). Por isso é comum que o espectro de 

emissão de uma substância fluorescente se assemelhe a uma imagem especular do 

espectro de absorção (Figura 3).  

 

Nesse contexto, é importante citar o desvio de Stokes, uma propriedade fotofísica 

dada pela diferença entre o comprimento de onda de máxima absorção (λmax) e o de 

máxima emissão (λmax). O desvio de Stokes está relacionado à sobreposição dos 

espectros de absorção e emissão, sendo que um desvio de Stokes curto pode 

aumentar a chance do fluoróforo sofrer auto supressão (MALATESTI et al., 2006; 

REZENDE, 2016). 
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Figura 3 – Relação entre espectros de absorção, espectro de emissão e desvio de 
Stokes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: LAKOWICZ (2006), adaptado pela autora. 

 

A fluorescência não é um fenômeno corriqueiro, por isso, a aplicação de técnicas 

laboratoriais baseadas em fluorescência, em geral, demanda a utilização de 

substâncias fluorescentes exógenas. Essas substâncias fluorescentes, também 

conhecidas como fluoróforos ou fluorocromos, são desenvolvidas para aplicações 

específicas, de acordo com suas propriedades físico-químicas e fotofísicas 

(HERMANSON, 2008; JOHNSON, 2010; REZENDE, 2016). Dessa maneira, fica clara 

a relevância das substâncias fluorescentes na área de bioquímica, tema abordado no 

próximo tópico desta introdução. 

 

1.2 FLUORÓFOROS ORGÂNICOS  

 

Diversos materiais e substâncias têm a capacidade de emitir fluorescência, inclusive 

algumas biomoléculas que apresentam a capacidade de emitirem fluorescência 

naturalmente (REZENDE, 2016). Alguns aminoácidos aromáticos são exemplos de 

biomoléculas com capacidade intrínseca de emitir fluorescência (REZENDE, 2016). O 

triptofano absorve luz com pico em 295 nm e emite fluorescência com pico em 353 

nm, devido à presença de um anel indol (LUIZ, 2009; REZENDE, 2016). A fenilalanina 

absorve com pico em 260 nm, emite fluorescência com pico em 282 nm, enquanto a 

tirosina, com pico em 275 nm, emite, com pico em 304 nm, sendo que ambos possuem 

um fenil (Figura 4) (LUIZ, 2009; REZENDE, 2016). Cabe citar, todavia, que a utilização 

da fluorescência dos aminoácidos em ensaios biológicos é atrapalhada pelas suas 
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propriedades fotofísicas desfavoráveis, como baixo absorptividade molar e 

rendimento quântico de fluorescência (CHENG et al., 2020). 

 

Figura 4 – Estrutura de aminoácidos que apresentam fluorescência intrínseca. Os 

anéis aromáticos fenil e indol, responsáveis pela fluorescência dessas moléculas, 

estão indicados em vermelho 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2020) 

 

Outras biomoléculas fluorescentes que merecem ser citadas são as coenzimas flavina 

adenina (FAD) e nicotinamida adenina (NADH) (Figura 5). O grupo flavina permite que 

o FAD absorva luz em 450 nm, com emissão de fluorescência próximo a 525 nm. No 

caso do NADH, a presença da nicotinamida está relacionada com a sua absorção em 

340 nm e emissão em 460 nm. A fluorescência intrínseca dessas coenzimas pode ser 

explorada em ensaios fluorimétricos, por exemplo, como biomarcadores de atividade 

mitocondrial (HEIKAL, 2010). 

 

Figura 5 – Estrutura das coenzimas FAD e NAD que apresentam fluorescência 

intrínseca. Os anéis flavina e nicotinamida responsáveis pela fluorescência dessas 

moléculas estão indicados em vermelho 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2020) 
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A fluorescência intrínseca do triptofano pode ser explorada em alguns ensaios 

analíticos com proteínas, apesar de as suas propriedades fotofísicas não serem muito 

atraentes (LUIZ, 2009; REZENDE, 2016). Existem proteínas específicas que são 

fluorescentes devido a modificações na sua estrutura química, como a proteína verde 

fluorescente (green fluorescent protein – GFP). Essa proteína foi inicialmente isolada 

de algumas espécies marinhas, como Aequorea victoria e, posteriormente, foi 

descoberta na Anemonia sulcata (SHIMOMURA et al., 1962; PATTERSON et al., 

2004; SHIMOMURA, 2005; OLSSON et al., 2011).  

 

As GFP são proteínas compactas compostas por barris β com modificações químicas 

em resíduos de aminoácidos consecutivos (PATTERSON et al., 2004; OLSSON et al., 

2011). Essas proteínas absorvem e emitem luz na faixa do visível, possuem boa 

fotoestabilidade e exibem altos rendimentos quânticos de fluorescência (HARTING et 

al., 2009). São utilizadas na bioquímica, biologia molecular e para diagnóstico de 

várias doenças, além de atuarem como sonda fluorescente não invasiva, em conjunto 

com a técnica de iluminação de proteínas, permitindo observar em um espaço de 

tempo, o deslocamento do sinalizador dentro da célula (PATTERSON et al., 2004; 

ACUÑA et al., 2008; HARTING et al., 2009; OLSSON et al., 2011).  

 

As biomoléculas citadas anteriormente são exceções, uma vez que em sua maioria 

elas não possuem fluorescência intrínseca (LUIZ, 2009; REZENDE, 2016; SANTOS 

et al., 2017). A clorofila, ou pigmento fotossintetizante, é um outro tipo de corante que 

apresenta fluorescência intrínseca presente nas plantas, com capacidade de absorver 

a luz e emitir fluorescência (STREIT, et al. 2005). Nesse contexto, materiais 

fluorescentes extrínsecos são comumente aplicados em técnicas fluorimétricas em 

bioquímica. Tais materiais são substâncias que, adicionados ao meio, irão atuar como 

sondas fluorescentes. A seguir serão tratados alguns desses materiais. 

 

Iniciando, existem os íons lantanídeos, ou terras raras, que são compostos metálicos 

e exemplificam a classe de materiais que emitem fluorescência (REZENDE, 2016). 

Sua utilização é vasta, desde traçar o percurso de medicamentos, processos 

bioquímicos biomoleculares, e usos como sondas espectroscópicas no estudo de 

biomoléculas, onde o lantanídeo pode se ligar substituindo o cálcio no sistema 

biológico (MARTINS et al., 2005). No entanto, não apresentam absorptividades 
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molares altas, razão pela qual não são usados diretamente, necessitando de um 

ligante que absorva luz e transfira energia para o íon lantanídeo (MARTINS et al., 

2005; REZENDE, 2016).  

 

Outra classe de material fluorescente interessante são os quantum dots, nanocristais 

semicondutores, capazes de emitir fluorescência, muito utilizados na nanotecnologia 

como marcadores biológicos para detecção de tumores, atuando como biossensores 

(AZZAZY et al., 2006). Outra aplicação é como aceptores em sistemas de 

transferência de energia (MEDINTZ et al., 2005; SMITH et al., 2006). Eles apresentam 

banda de emissão estreita e são manipuláveis, sendo possível adicionar 

características de emissão desejadas com modificações pontuais durante a síntese 

(MEDINTZ et al., 2005; SMITH et al., 2006; REZENDE, 2016).  

 

Apesar da importância de lantanídeos, quantum dots e proteínas fluorescentes, 

grande parte dos materiais fluorescentes utilizados em técnicas laboratoriais são 

pequenas moléculas orgânicas. As pequenas moléculas fluorescentes, em geral, são 

substâncias com insaturações conjugadas, em um sistema planar, comumente cíclico, 

e podem ser classificadas de acordo com os seus padrões estruturais (FU et al., 2008; 

HERMANSON, 2008; JOHNSON, 2010; REZENDE 2013; REZENDE, 2016).  

 

Por exemplo, a rodamina e a fluoresceína possuem um anel xanteno e se diferenciam 

estruturalmente pela presença de nitrogênio ou oxigênio ligados ao anel, 

respectivamente (REZENDE, 2016). Além de não possuírem sensibilidade à 

polaridade do solvente, apresentam altos rendimentos quânticos de fluorescência e 

podem ter adição de uma variedade de grupos reativos, como iodoacetoamida ou 

maleimida, que marcam o grupo sulfidrila ou isotiocianato, marcando aminas (Figura 

6) (SMYTHE, 1936; HERMANSON, 2008; LAKOWICZ, 2009; JOHNSON, 2010; 

REZENDE, 2016). 

 

Figura 6 – Alguns grupos reativos possíveis de serem adicionados aos fluoróforos 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2020) 



33 
 

 

Outro exemplo são os derivados da cumarina, caracterizados por um anel α-

benzopirona, os quais possuem longos comprimentos de onda, pequeno desvio de 

Stokes e são amplamente utilizados para coloração de células e ensaios biológicos 

(SETHNA et al.,1945; REZENDE 2016). Outras pequenas moléculas orgânicas 

fluorescentes notáveis são as cianinas, que apesar de não possuírem estrutura cíclica, 

são capazes de emitir fluorescência, os hidrocarbonetos aromáticos (antraceno e 

perileno) (LUIZ, 2009), os compostos derivados indólicos e os borodipirrimetenos 

(BODIPYs), sendo este o foco deste trabalho (Figura 7). 

 

Figura 7 - Estrutura química de alguns fluoróforos orgânicos 
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Fonte: REZENDE (2016), adaptado pela autora. 

1.3 BODIPYs 

 

Os BODIPYs possuem um anel borodipirrometeno (formalmente, 4,4-difluoro-4-bora-

3a,4a-diaza-s-indaceno), descoberto, ao acaso, em 1968 por Treibs e Kreuzer, que, 

ao reagirem 2,4-dimetil pirrol com anidrido acético e trifluoroboril eterato (BF3·Et2O), 

na tentativa de realizar acetilação do composto, obtiveram um produto fluorescente 

(Figura 8). Inicialmente, esse composto (BODIPY) foi desenvolvido como alternativo 

à fluoresceína e a rodamina e, dependendo da estrutura, o seu comprimento de onda 

de emissão varia entre 510 e 675 nm (TREIBS et al., 1968; JOHNSON, 2010; ER, 

2013; REZENDE et al., 2013; VERBELEN et al., 2015; REZENDE, 2016). 

 

 

 



34 
 

 

Figura 8 - Síntese proposta por Treibs e Kreuzer para acetilação do pirrol 
 

 

 

Fonte: TREIBS e KREUZER (1968), adaptado pela autora. 

 

O núcleo BODIPY é formado por duas unidades pirrólicas, ligadas por uma ponte 

metino complexada com um átomo de boro de um grupo difluoroboril (BF2). 

Estruturalmente, os BODIPYs são semelhantes a dipirrinas (Figura 9), entretanto as 

dipirrinas não emitem fluorescência naturalmente, pois sua molécula possui a 

capacidade de se mover em seus eixos de ligação, fazendo com que a molécula perca 

energia de forma não radiativa (TREIBS et al., 1968; JOHNSON, 2010; REZENDE, 

2016). 

Figura 9 - Diferenças estruturais entre o BODIPY e a dipirrinas 

 

Fonte: REZENDE (2016), adaptado pela autora 

 

Nos BODIPYs, o átomo de boro atua de maneira semelhante aos íons metálicos, 

formando um complexo que torna a molécula rígida, proporcionando a perda de 

energia de forma luminosa, o que resulta nos altos rendimentos quânticos descritos 

na literatura (ULRICH et al., 2008; HOOGENDOORN et al., 2011; ULRICH et al., 2012; 

REZENDE, 2016). A utilização dos BODIPYs como sensores fluorescentes cresceu 

vertiginosamente a partir do final da década de 1980, quando a Molecular Probes® 

(atualmente uma subsidiária da Thermo Fisher Scientific®), patenteou a aplicação das 

diferentes substâncias fluorescentes dessa classe (HAUGLAND et al., 1988).  

 

Essa classe de fluoróforos (BODIPY) apresenta o núcleo com alta versatilidade 

química, permitindo a diversificação fotofísica a partir de modificações químicas 
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pontuais, gerando especificidade (REZENDE, 2016). No entanto, sua desvantagem é 

o desvio de Stokes ser pequeno, o que pode favorecer a auto supressão (MALATESTI, 

2006; REZENDE, 2016). Apresentam alto rendimento quântico de fluorescência, 

próximo à unidade, alto coeficiente de absorptividade molar e de rendimento quântico 

de fluorescência. As bandas são finas, no espectro de fluorescência (baixa chance de 

sobreposição de espectros), o coeficiente de extinção molar próximo de 80.000 M-1 

cm-1, pouca sensibilidade à polaridade e pH do solvente, resistência a photobleaching 

e emissão próxima a 500 nm (LOUDET et al., 2007; ULRICH et al., 2008; 

HERMANSON, 2008; LAKOWICZ, 2009; HOOGENDOORN et al., 2011; BOENS et 

al., 2012). 

 

Segundo a Thermo Fisher Scientific®, os BODIPYs apresentam características 

incomuns, devido ao fato de serem relativamente não polares e eletricamente neutros. 

Os usos são comuns na marcação de nucleotídeos, aminoácidos e outros ligantes de 

baixo peso molecular. Atualmente existem no mercado BODIPYs com inúmeras 

funções (JOHNSON, 2010; THERMO FISCHER, s.d.).  

 

Os BODIPYs disponíveis comercialmente podem ter, em seus grupos substituintes, 

funções que os deixem mais específicos, ou seja, que tenham a capacidade de se 

ligarem a um alvo. Por exemplo, o grupo tiol reativo atua nos grupos sulfidrilas dos 

aminoácidos das proteínas, há outros grupos, como os aldeídos, as cetonas, os ácidos 

carboxílicos e outras funções que atuam como amino reativos (ANDERSON et al., 

1964; WU et al., 2008; JOHNSON, 2010; REZENDE et al., 2013).  

 

As sondas derivadas do BODIPY comerciais que podemos citar são BODIPY FL® 

(Figura 9), que atua como alternativo da fluoresceína, possui alto coeficiente de 

extinção molar (maior que 80.000M-1cm-1), alto rendimento quântico de fluorescência, 

largura da banda estreita e intensidade de picos mais altas que a fluoresceína 

(JOHNSON, 2010). Uma característica pertinente é que se a concentração deste 

fluoróforo for elevada, no meio, será observado um desvio batocrômico, no espectro 

de emissão, além do fato de não sofrer sobreposição espectral, com corantes de 

comprimento de onda maior, como tetrametilrodamina e Texas Red® (YANG et al., 

2007; JOHNSON, 2010).  
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Os outros exemplos comerciais são os BODIPY R6G®, BODIPY TMR® e BODIPY 

TR® (Figura 10), fluoróforos com comprimentos de onda mais longos, com absorções 

e emissões em 528 e 547 nm, 543 e 569 nm, 592 e 618 nm respectivamente, eles 

foram desenvolvidos para agirem como alternativos das rodamina, tetrametilrodamina 

e Texas Red®, nessa ordem (JOHNSON, 2010; REZENDE et al., 2013). Entretanto, 

os fluoróforos com maiores comprimentos de excitação e emissão são os BODIPY 

630/650-X e BODIPY 650/665-X (Figura 10), que têm seus comprimentos de onda no 

próprio nome, sendo o primeiro valor a absorção e o segundo, a emissão (JOHNSON, 

2010). 

 

Figura 10 - Sondas derivadas de BODIPY comercialmente utilizadas e suas absorções 
e emissões 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2020) 

 

Além dos derivados disponíveis comercialmente, diversos grupos de pesquisa vêm 

desenvolvendo métodos para modificar os BODIPYs quimicamente e produzir 

fluoróforos com características e propriedades específicas. BODIPYs funcionalizados 

podem ser sintetizados a partir da reação do pirrol com compostos carbonílicos, que 

acontece em três etapas (WAN et al., 2003; REZENDE et al., 2013; REZENDE, 2016). 

A produção do BODIPYs funcionalizado pode ser por pré-funcionalização, que se 

baseia na inserção de funções no material de partida. Alguns compostos como o 

BODIPY FL, o BODIPY R6G e BODIPY TMR possuem grupos carboxílicos e fenílicos, 
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que foram adicionados ao pirrol, posteriormente usado na síntese dos compostos 

(JOHNSON, 2010; REZENDE et al., 2013; REZENDE, 2016). 

 

Além da pré-funcionalização há a pós-funcionalização do BODIPY, chamada de 

modificação direta. A Figura 11 a seguir exemplifica algumas dessas estratégias. A 

reação de halogenação se trata da inserção de halogênios como bromo, cloro e iodo 

na estrutura do BODIPY. Alguns trabalhos já estabeleceram diversos métodos 

distintos de halogenação (WORIES et al., 1985; JIAO et al., 2011; LI et al., 2012; LEEN 

et al., 2012; ORTIZ et al., 2012; WANG et al., 2013). Os BODIPYs halogenados podem 

ser utilizados como materiais de partida para obtenção de compostos com outros 

substituintes (LEEN et al., 2011; LEEN et al., 2012; REZENDE, 2016).  

 

Outra modificação interessante é a substituição nucleofílica, em que há inserção de 

grupos nucleófilos de N, O, S ou C, como, por exemplo, amina, álcool e tióis (ROHAND 

et al., 2006; LEEN et al., 2011; LEEN et al., 2011; LEEN et al., 2012; REZENDE et al., 

2013; ZHAO et al., 2013). A substituição nucleofílica é comumente feita utilizando 

compostos halogenados, mas existem descritos, na literatura, substituições 

nucleofílicas diretas, sem a necessidade de halogenação (LEEN et al., 2010; LEEN et 

al., 2011; ZHANG et al., 2012; KNIGHT et al., 2015). Esta modificação pode promover 

alterações nos comprimentos de onda de absorção e emissão, aumentar ou reduzir o 

rendimento quântico de fluorescência e a fotoestabilidade (JIAO et al., 2011; LEEN et 

al., 2012; ORTIZ et al., 2012).  

 

Algumas reações de pós-funcionalização permitem a alteração das propriedades 

fotofísicas. Um dos métodos mais estabelecido é a condensação Knoevenagel, na 

qual as metilas podem ser modificadas, sendo adicionado grupo estiril (BARUAH et 

al., 2006; WANG et al., 2009; HOOGENDOORN et al., 2011; ZHU et al., 2012; 

UMEZAWA et al., 2014; REZENDE, 2016). Os produtos da reação de Knoevenagel 

têm desvio batocrômico e hipsocrômico, na absorção e emissão (ZHU et al., 2012; 

REZENDE, 2016).  

 

Outro método importante é a arilação, uma técnica desenvolvida mais recentemente 

que se baseia na inserção de grupo aromático diretamente no núcleo BODIPY 

(HAUGLAND et al., 1993; REZENDE et al., 2013; VERBELEN et al., 2015; REZENDE, 
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2016). Os produtos dessa reação são característicos pelo desvio batocrômico, no 

comprimento de onda de absorção e emissão, podendo ou não alterar o rendimento 

quântico de fluorescência (CHEN et al., 2000; LAKSHIMI et al., 2014; UMEZAWA et 

al., 2014; VERBELEN et al., 2015). 

 

Figura 11 - Visão geral da síntese e da modificação química de BODIPYs 
 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2020) 

 

1.4 BIOCONJUGAÇÃO E GRUPOS REATIVOS  

 

A conjugação de fluoróforos com proteínas é um processo importante em diversos 

experimentos em bioquímica. Em geral, utilizam-se fluoróforos funcionalizados com 

grupos reativos eletrofílicos (como amino reativos ou tiol reativos), a fim de reagir com 

nucleófilos livres presentes nas proteínas (REZENDE, 2016). Nesse contexto, foi 

proposta a divisão em dois grupos reativos principais que estão mostrados na Figura 

12, na parte superior estão demonstrados os grupos amino reativos (Figura 12A) e 

abaixo estão os exemplos de tiol reativos (Figura 12B) (SMYTHE, 1936; ANDERSON 

et al., 1964; ERNST et al., 1988; RANA et al.,1990; REZENDE et al., 2013). Os grupos 

reativos a aminas das proteínas serão melhor abordados nas próximas seções. 
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Figura 12 - A: Grupo amino reativo; B: Grupo tiol reativo 
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Fonte: Elaborada pela autora (2020) 

 

1.4.1 Grupos reativos a sulfidrila e suas bioconjugações  

 

Quanto aos compostos tióis reativos, estes atuam no enxofre das cadeias laterais do 

aminoácido cisteína, fazendo ligação tioéter, ponte de dissulfeto ou outra ligação 

química (JOHNSON, 2010; HERMANSON, 2013).  As reações de conjugação para 

modificação de sulfidrilas ocorrem por uma das duas vias: alquilação ou intercâmbio 

de dissulfeto (JOHNSON, 2010; HERMANSON, 2013). Entre os grupos tiol-reativo, 

podemos citar algumas funções específicas, por exemplo, maleimida, haloacetil, 

dissulfeto de piridila, azidinas e agentes arilantes (Figura 13) (HERMANSON, 2008; 

JOHNSON, 2010; HERMANSON, 2013; REZENDE et al., 2013).  

 

Figura 13 - Funções orgânicas tiol reativo 
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Fonte: Elaborada pela autora (2020) 
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O grupo maleimida deriva da reação do anidrido maleico com amônia ou amina e para 

que haja reação com a maleimida, as pontes de dissulfeto das proteínas precisam ser 

reduzidas, permitindo que as sulfidrilas estejam disponíveis para a maleimida atuar 

(MATSUMOTO et al., 2007; JOHNSON, 2010; HERMANSON, 2013). As ligações da 

maleimida podem sofrer reação de alquilação nas sulfidrilas e formarem tioéter, o que 

ocorre a partir do ataque nucleofílico do carbono adjacente à ligação do carbono 

maleimida, pelo ânion tiolato (Figura 14) (MATSUMOTO et al., 2007; JOHNSON, 

2010; HERMANSON, 2013; REZENDE et al., 2013). 

 

Figura 14 – Reação da maleimida com uma sulfidrila 
 

 

 

Fonte: HERMANSON (2013), adaptado pela autora. 

 

No grupo dos derivados de halogênio, existem compostos que reagem à sulfidrila 

como o haloacetil (iodoacetil ou bromoacetil) e haleto de benzila, que sofre ativação 

pelo processo de ressonância com o anel do benzeno próximo (JOHNSON, 2010; 

HERMANSON, 2013). A reação dos haletos é do tipo substituição nucleofílica, na qual 

o halogênio é deslocado pelo nucleófilo e forma ligação tioéter entre um derivado 

alquilado, liberando HX (H= hidrogênio e X= halogênio) (Figura 15) (HERMANSON, 

2013). 

 

Usualmente, o iodoacetil é usado para conectar ligantes para serem usados na 

cromatografia de afinidade, além de ser capaz de reagir com a sulfidrila da cisteína 

(JOHNSON, 2010; HERMANSON, 2013). Em pH 7, eles podem reagir com a sulfidrila 

da cisteína, o nitrogênio dos imidazolil das histidinas, o tioéter da metionina e aminas 

das lisinas (JOHNSON, 2010; HERMANSON, 2013).  A histidina pode ser modificada 

no átomo de nitrogênio da imidazolila, gerando compostos monossubstituídos ou 

dissubstituídos, já a lisina gera amina secundária e terciária (monocarboxilisina e 

dicarboxilisina respectivamente) (HERMANSON, 2008; JOHNSON, 2010; 

HERMANSON, 2013;). 
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Figura 15 – Reação do iodoacetil com sulfidrila 
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Fonte: HERMANSON (2013), adaptado pela autora. 

 

O grupo dos dissulfetos de piridila reage com grupos sulfidrilas, em uma faixa de pH 

ampla, por intercâmbio de sulfidrila livre por pontes de dissulfeto (JOHNSON, 2010; 

HERMANSON, 2013).  Durante a reação, há troca do grupo dissulfeto de piridila (2-

piridiltiol) que reage com a sulfidrila livre e forma piridina-2-tiona, que é isento de tiol 

livre (Figura 16), além de este ter características únicas como os espectros  

(JOHNSON, 2010; HERMANSON, 2013).   Esse grupo é comumente utilizado para 

troca de tiol por dissulfetos na proteína (HERMANSON, 2008; JOHNSON, 2010; 

HERMANSON, 2013). 

 

Figura 16 – Reação do dissulfeto de piridila com sulfidrila 
 

 

Fonte: JOHNSON (2010), adaptado pela autora. 

 

Os agentes arilantes são compostos aromáticos reativos que possuem, pelo menos, 

um substituinte no anel que pode sofrer substituição nucleofílica (JOHNSON, 2010; 

HERMANSON, 2013).   Os agentes de arilação mais comuns são os derivados do 

benzeno com grupos halogênio ou sulfonato. Um exemplo é o fluorobenzeno, que faz 

com que a reação ocorra com substituição do átomo de flúor pela sulfidrila e, assim, 

a ligação formada é um aril tioéter (Figura 17) (HERMANSON, 2008; HERMANSON, 

2013). 
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Figura 17 – Reação de um agente arilante com a sulfidrila 
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Fonte: HERMANSON (2013), adaptado pela autora. 

 

Comercialmente, existem marcadores que são sintetizados com grupos tiol reativos, 

entre os quais há a classe dos Alexa Fluor® e BODIPYs. A classe dos Alexa Fluor® 

pode ser exemplificada pelo Alexa Fluor® maleimida (Figura 18), que exibe absorção 

elevada, coeficientes de extinção molar maiores que 65.000 cm–1M–1, excelente 

fotoestabilidade, não sofrem influência do pH e a fluorescência, após conjugado de 

proteína, é mais elevada (THERMO FISCHER, s.d.).  

 

Já na classe dos BODIPY® FL, temos funcionalização com a maleimida, 

iodoacetamida e brometo de metila, este último teve sua produção descontinuada 

(Figura 18). As características dessa classe incluem coeficientes de extinção maiores 

que 60.000 cm–1M–1, altos rendimentos quânticos de fluorescência (próximo de 1), 

larguras de banda de emissão estreitas, boa fotoestabilidade e os espectros são 

pouco influenciados pela polaridade do solvente e ao pH do meio, são carentes de 

carga iônica (útil na preparação de sondas de membrana e reagentes que entram em 

células) (THERMO FISCHER s.d.; KAROLIN et al., 1994; BERGSTRÖM et al., 2002; 

HINDKELDEY, 2008). O próximo grupo, amino reativos, é de nosso interesse e será 

melhor detalhado.  
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Figura 18 – Exemplos de fluoróforos tio reativos comerciais com os grupos reativos 
destacados em vermelho. Acima: exemplos de Alexa Fluor® maleimida, onde o da 
direita é usado para conjugações in vivo e a esquerda para imuno detecções. Abaixo: 
exemplos de BODIPYs funcionalizados com maleimida e iodoacetamida 
 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2020) 

 

1.4.2 Grupos amino reativos e bioconjugações  

 

O grupo amino reativo é composto por funções orgânicas que reagem às aminas 

contidas nas proteínas e as reações de conexão podem ocorrer de duas formas, pela 

acilação ou alquilação. Ambas possuem a característica de serem reações que 

ocorrem rapidamente, com altos rendimentos, além de formarem amina estável 

(MELTOLA et al., 2004; HERMANSON, 2008; JOHNSON, 2010). Caso sejam 

reagentes de acilação, eles irão formar ligações carboxamidas, sulfonamidas ou 

tiouréias, após a conjugação com aminas, sendo que a cinética da reação depende 

da reatividade, concentração do reagente e da amina (Figura 19) (WORIES et al., 

1985; MELTOLA et al., 2004; HERMANSON, 2008; WU et al., 2008; JOHNSON, 2010; 

ZHAO et al., 2013). 
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Figura 19 – Exemplos de ligações formadas após reação com amina 
  

 

Fonte: Elaborada pela autora (2020) 

 

Alguns fatores agem sobre a reatividade de uma amina, como sua classe alifática ou 

aromática e sua basicidade. Por exemplo, as aminas alifáticas (grupo amino da lisina), 

são básicas e reagem com reagentes de acilação. A cinética da acilação de amina por 

isotiocianatos, ésteres de succinimidil ou outros reagentes é fortemente dependente 

do pH (HERMANSON, 2008; JOHNSON, 2010; WIRTZ et al., 2014). Nesse contexto, 

o tipo de grupo reativo que pode ser usado são éster, ácido carboxílico, aldeídos, 

isotiocianato e outros (Figura 20). 

 

Figura 20 – Tipos de grupos reativos a aminas 
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Fonte: Elaborada pela autora (2020) 

 

O grupo amino reativo azida de acila faz parte do grupo carboxilato ativado que reage 

com aminas primárias, formando ligação do tipo amida (ANDERSON et al., 1964; 

WANG et al., 2012; HERMANSON, 2013). A azida de acila pode ser formada pelo 

tratamento da hidrazida com nitrito de sódio. A reação que liga a amina ocorre por 
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ataque nucleofílico ao grupo carbonil, que é pobre em elétrons, liberando a azida como 

um grupo de saída (Figura 21) (ANDERSON et al., 1964; HERMANSON, 2008; 

MELTOLA et al., 2004; WANG et al., 2012; HERMANSON, 2013). 

 

Figura 21 – Reação de formação do grupo amino reativo azida de acila 

 

Fonte: HERMANSON (2013), adaptado pela autora. 

 

Grupos das carbonila (aldeídos e cetonas) podem reagir com aminas e formar 

intermediários imina (base Schiff) que estão em equilíbrio com suas formas livres 

(Figura 22A). Para a reação ocorrer, depende do pH e de alguns compostos como 

alguns açúcares redutores, que podem sofrer um rearranjo, após a formação da base 

de Schiff em uma estrutura estável de cetoamina. O intermediário é instável e, após a 

adição de borohidreto ou cianoborohidreto de sódio em meio com aldeído, sofre 

redução, formando ligação covalente de amina secundária entre os compostos (Figura 

22B) (HERMANSON, 2008; WU et al., 2008; XIONG et al., 2010; HERMANSON 2013).  

 

Figura 22 – A: Reação de aldeídos e cetonas com aminas parte 1; B: reação de 
formação de aminas secundárias 

 

Fonte: HERMANSON (2013), adaptado pela autora. 

 

No grupo dos carbonatos, derivados diéster do ácido carbônico, são formados a partir 

de sua condensação com compostos contendo hidroxila (Figura 23A). Ou seja, são 

criados a partir da reação de um derivado ativo de ácido carbônico (fosgênio ou 

carbonildiimidazol (CDI) com dois álcoois (WANG et al., 1993, 1998). Os carbonatos 
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reagem rapidamente com nucleófilos e formam ligações de carbamato estáveis 

(Figura 23B).  

 

Figura 23 – A: Reação de formação de carbamato a partir de fosgênio; B: Reação com 

amina 

 

Fonte: HERMANSON (2013) e JOHNSON (2010), adaptado pela autora. 

 

As carbodiimidas são comumente usadas para mediar a formação de uma ligação 

amida ou fosforamidato entre um grupo carboxilato e uma amina ou um fosfato e uma 

amina, respectivamente (HERMANSON, 2013). A reação que ocorre entre uma 

carbodiimida N-substituída e ácido carboxílico forma um intermediário de o-

acilisoureia, de tempo de vida curto (Figura 24A), que reage com nucleófilo (aminas 

ou sulfidrilas) formando ponte amida ou ligação tioéster, respectivamente (Figura 24B) 

(GHOSH et al., 1990; WANG et al., 1993; WANG et al., 1998; HERMANSON, 2008; 

HERMANSON, 2013). 

 

Figura 24 – A: Reação de formação do intermediário o-acilisoureia; B: Reação de 
carbodiimida com amina 
 

 

Fonte: HERMANSON (2013), adaptado pela autora. 
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O grupo dos anidridos carboxílico, formados a partir da reação de desidratação de 

dois grupos de ácidos carboxílicos, reage aos nucleófilos e são capazes de acilar 

vários grupos funcionais de proteínas e outras macromoléculas (HERMANSON, 

2013).  A reação ocorre com ataque à amina, produzindo um ácido carboxílico para 

cada produto acilado (Figura 25A), exceto quando reage com anidrido succínico, pois 

ele abre seu anel no processo e o carboxilato é incorporado a ele (Figura 25B) 

(HERMANSON, 2013).  

 

Os reagentes anidridos são geralmente usados no bloqueio de grupos funcionais e 

para converter um grupo funcional existente em um ácido carboxílico (HERMANSON, 

2013; JOHNSON, 2010). Os grupos funcionais de proteínas que reagem com ele 

incluem as aminas da lisina, grupo sulfidrila da cisteína, o íon fenolato dos resíduos 

de tirosina e o anel imidazol das histidinas (ANDERSON et al., 1964; MALATESTI et 

al., 2006; YANG et al., 2007; HERMANSON, 2008; JOHNSON, 2010). 

 

Figura 25 – A: Reação de formação dos anidros ácidos; B: Reação com aminas 

 

Fonte: HERMANSON (2013), adaptado pela autora. 

 

O grupo cloreto de sulfonila, derivado do ácido sulfônico reativo, são semelhantes em 

propriedades e reatividade aos cloretos ácidos dos carboxilato (HERMANSON, 2013). 

Duas características interessantes podem ser citadas, o ataque nucleofílico do grupo 

a uma amina primária ocorrer com a perda do átomo de cloro, tendo a formação de 

uma ligação de sulfonamida, e um intermediário pentavalente instável, em pH entre 9 

- 10 e o cloreto de sulfonila ser tetra substituído (Figura 26) (WORIES et al., 1985; 

HERMANSON, 2008; HERMANSON, 2013; REZENDE, 2015). 
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Figura 26 – Reação do cloreto de sulfonila com amina 
  

 

Fonte: HERMANSON (2013), adaptado pela autora. 

 

Nesse grupo, temos como representantes os derivados de dansil, pireno, Lis-amina 

rodamina B e Texas Red® (Figura 27), que são altamente reativos, instáveis em água 

e demandam um pH mais alto para que haja reação com aminas alifáticas (ULRICH 

et al., 2008; JOHNSON, 2010; ZHAO et al., 2013). Mesmo não sendo comum as 

reações com proteínas ou solução aquosa, os cloretos de sulfonila também podem 

reagir com fenóis da tirosina, tióis de cisteínas e imidazóis das histidinas (JOHNSON, 

2010). 

 

Figura 27 – Derivados do grupo cloreto de sulfonila 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2020) 

 

O grupo dos ésteres fluorofenílicos é um tipo de derivado do ácido carboxílico que 

reage com as aminas e é capaz de formar ligações amidas com proteínas e outras 

moléculas (Figura 28). Há descrito, na literatura, alguns tipos de ésteres de 

fluorofenílicos comumente utilizados como grupos reativos. Por exemplo, o éster de 

tetrafluorofenil (TFP) e o éster de sulfo-tetrafluorofenil (STP) reagem com moléculas 

contendo amina para formar a ligação amida (HERMANSON, 2008; JOHNSON, 2010; 

HERMANSON, 2013). 
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Figura 28 – Reação dos ésteres fluorofenílicos com aminas 

 

Fonte: HERMANSON (2013), adaptado pela autora. 

 

Os ésteres STP têm maior solubilidade em água do que os ésteres succínicos (SE). 

Estes não precisam de solventes orgânicos para a reação de conjugação, por serem 

mais polares que os outros ésteres, o que os tornam menos propensos a reagir com 

aminas ocultas em proteínas ou a penetrar nas membranas celulares (JOHNSON, 

2010). O TFP é mais reativo que o STP, o exemplo disponível comercialmente é o 

Alexa Fluor® 488 (Figura 29) (HERMANSON, 2008; JOHNSON, 2010; HERMANSON, 

2013).  

 

Figura 29 – Alexa fluor 488 TFP éster, um exemplo comercial 
 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2020) 

 

O éster de N-hidroxissuccinimida (NHS) é usado como reagente para criar compostos 

acilados reativos. Além disso, ésteres de succinimidila são reagentes confiáveis para 

a modificação de aminas, porque as ligações de amida que eles formam são tão 
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estáveis quanto as ligações de peptídeos (ANDERSON et al., 1964; JOHNSON, 

2010). Um éster de NHS pode ser formado pela reação de um carboxilato com NHS, 

na presença de carbodiimida (Figura 30A) (WANG et al., 1998; MELTOLA et al., 2004; 

LORTHIOIS et al., 2008; HERMANSON, 2013).  

 

O sulfo NHS é um derivado sulfonilado do NHS, desenvolvido como uma versão mais 

hidrossolúvel. Na conjugação, ambos, éster NHS e éster sulfo NHS, reagem com 

nucleófilos amina, formando ligação do tipo tioéster e liberado o grupo NHS ou sulfo-

NHS (Figura 30B) (HERMANSON, 2008; JOHNSON, 2010; HERMANSON, 2013). 

 

Figura 30 – A: Reação de formação do éster sulfo NHS; B: Reação de conjugação 
com amina 

 

Fonte: HERMANSON (2013), adaptado pela autora. 

 

Pensando acerca dos BODIPYs amino reativos comerciais, existem os succinimidil 

éster BODIPY, dentro desse grupo, temos o BODIPY X, que possui 7 átomos entre o 

fluoróforo e o éster succinimidil, que atua como redutor parcial da interação da 

molécula conjugada com o fluoróforo e, assim, facilitando a detecção de reagentes, 

além de outras modificações onde o SE esteja incluso. Como exemplos adicionais, 

citamos os BODIPY® FL SE, BODIPY® TMRX SE (Figura 31) e demais compostos 

dessa classe, descritos na Thermo Fisher (THERMO FISHER s.d.; JOHNSON, 2010; 

HERMANSON, 2013; REZENDE 2013;).  
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Figura 31 – Exemplos de BODIPYs com a função succinimidil éster 
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Fonte: Elaborada pela autora (2020) 

 

O grupo dos agentes arilantes é representado pelo haleto de arila, como 

fluorobenzeno, e são usados para formar ligações covalentes com amina das 

proteínas. No entanto, eles não são exclusivos para as aminas, outros grupos como 

tiol, imidazolil e fenolato das cadeias laterais de aminoácidos também podem reagir 

(ZAHN et al., 1958; BURGESS et al., 2000; HERMANSON, 2013). A reação dos 

fluorobenzeno com as aminas envolve o deslocamento do átomo de flúor com a 

amina, criando ligação arilamina (Figura 32) (BURGESS et al., 2000; LI et al., 

2008;HERMANSON, 2008, 2013; VERBELEN et al., 2015). 

 

Figura 32 – Reação de halogenetos de arila com aminas 
  

 

Fonte: HERMANSON (2013), adaptado pela autora. 

 

O grupo Imidoéster (ou imidato) é um dos agentes acilantes específicos para reação 

com aminas primárias. Os imidoésteres possuem reatividade cruzada com outros 

grupos nucleofílicos nas proteínas. As aminas das proteínas podem reagir com 

imidoésteres entre pH 7 a 10 e seu produto seria uma imidoamida (amidina) protonada 

em pH fisiológico (Figura 33) (HERMANSON, 2008; HERMANSON, 2013). A ligação 

amidina é estável em pH ácido e sofre hidrólise e clivagem em pH básico 

(HERMANSON, 2008; HERMANSON, 2013). 
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Figura 33 – Reação do grupo Imidoéster com aminas 
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Fonte: HERMANSON (2013), adaptado pela autora. 

 

Os epóxidos são éteres cíclicos muito reativos devido à tensão de seu anel 

(TRZESNIAK, 2002).  A reação ocorre com nucleófilos e há abertura do anel formando 

um grupo β-hidroxi, na porção epóxido, ou seja, a reação ocorre entre epóxido e 

amina, sulfidrila e carboxilas (HERMANSON, 2013; DENISSEN et al., 2015). Onde é 

formada a ligação amina segundária, tioéter ou éster, respectivamente, esta reação 

de adição nucleofílica ocorre no carbono menos substituído do anel (Figura 34) 

(HERMANSON, 2008; HERMANSON, 2013). 

 

Figura 34 – Reação entre epóxidos com amina, hidroxilas do ácido carboxílico e 
sulfidrilas 
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Fonte: Elaborada pela autora (2020) 

 

O grupo dos derivados de hidroximetil fosfina tem propriedades redutoras, no qual 

derivados de fosfina com hidroximetil são empregados na bioconjugação com 

proteínas e biomoléculas. Tais derivados são o Tris(hidroximetil)fosfina (THP) e β-

[tris](hidroximetil)fosfina]propiônica (THPP) que reagem com aminas, formam ligação 
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covalente do tipo amina secundária ou terciária, atacando o carbono próximo ao 

oxigênio, liberando água (Figura 35) (HERMANSON, 2008; HERMANSON, 2013). 

 

Figura 35 – Reação dos derivados de hidroximetil com amina 
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Fonte: HERMANSON (2013), adaptado pela autora. 

 

O grupo isocianato é formado pela reação de amina aromática com fosgênio, o qual é 

semelhante ao isotiocianato. A diferença desses grupos está na substituição do átomo 

de oxigênio (NCO), que substitui o enxofre no isocianato. Ele pode ser sintetizado 

também a partir da azida de acila, na presença de álcool, que se rearranja formando 

o isocianato (RIFAI et al., 1986; HERMANSON, 2008, 2013). Sua reação com as 

aminas presentes nas proteínas formam uma ligação estável do tipo isoureia, 

entretanto o composto é instável, sofre hidrólise e se decompõe, liberando gás 

carbônico (Figura 36) (HERMANSON, 2008).  

 

Figura 36 – Reação de formação de isoureia a partir do isocianato com amina 

 

Fonte: HERMANSON (2013), adaptado pela autora. 

 



54 
 

 

1.4.3 Procedimento de bioconjugação 

 

O uso das sondas reativas vai desde marcação de biomoléculas, onde as sondas 

reativas são utilizadas para modificar proteínas, peptídeos, oligonucleotídeos 

sintéticos e outras biomoléculas, ao uso na preparação de bioconjugados para 

imunofluorescência, hibridização por fluorescência in situ (FISH), rastreamento de 

células, marcação de receptores e histoquímica fluorescente (SCHADE et al., 1996; 

MATSUMOTO et al., 2007; JOHNSON, 2010; RAYO et al., 2011). Tais usos exigem 

uma série de processos e reações, o que pode afetar a integridade do bioconjugado, 

o qual deve ser mantido após os processos (PODHRASKÝ et al., 1979). 

 

Pensando nos tantos grupos reativos e para que se tenha um bioconjugado ideal, 

estes devem ter algumas características como fluorescência elevada, boa 

solubilidade, ligação seletiva a um receptor, ativação ou inibição de uma enzima 

específica ou a capacidade de ser incorporado à membrana biológica (THOMPSON 

et al., 2000; WISCHKE et al., 2006). No entanto, podem ocorrer inconvenientes e para 

evitar que aconteçam, como precipitação ou ligação inespecífica, é preciso que se 

faça a otimização experimental. Esse procedimento é feito adicionando maiores 

concentrações de algum composto que se quer analisar ou reagente, ou modificando 

algum produto (alteração estrutural ou substituição do composto), ou deixando em 

incubação prolongada (deixando por mais tempo reagindo) (JOHNSON, 2010).  

 

Após a conjugação, é muito importante fazer a purificação, que objetiva remover o 

máximo possível de reagente não conjugado e obter uma amostra mais limpa. A 

purificação pode ser por filtração em gel, membrana de diálise ou cromatografia 

líquida de alta eficiência (HPLC), pois esse excesso de corante livre pode vir a 

prejudicar a leitura (HERMANSON, 2008; JOHNSON, 2010; BOENS et al., 2012; 

MACIEL, 2018).  

 

A gel filtração possui o princípio que se baseia na partição das moléculas em duas 

fases, nessa técnica, a fase estacionária tem o efeito de seleção molecular, 

separando, de acordo com o tamanho e forma molecular. Essa técnica é composta 

por redes porosas tridimensionais em cadeia linear de polímeros entrecruzados, 
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formando a matriz do gel. A gel filtração é usada para separação de misturas de 

macromoléculas de massa molares diferentes (BALDASSO, 2008).  

 

Na membrana de diálise, a solução contendo dois ou mais compostos é colocada em 

contato com a membrana, que permite a passagem seletiva de compostos de forma 

mais rápida que os outros. Nesta técnica, o tamanho do poro determina o peso 

molecular de corte, ou seja, a separação e passagem da molécula por entre a trama 

da matriz. A vantagem dessa técnica está na possibilidade de recuperação de 

bioprodutos, apresenta elevada estabilidade, facilidade de escalonamento do 

equipamento, permite a concentração do composto retido e a purificação em etapa 

única (ZUÑIGA et al., 2003). 

 

Na cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), a separação dos compostos da 

mistura a ser analisada acontece devido a diferentes interações do analito e as fases. 

As vantagens de usar o HPLC estão no fato de que as amostras podem ser analisadas 

com baixo nível de manipulação, a faixa de ebulição não interfere na leitura, o tempo 

de análise é, em minutos, e o método pode ser adaptado para análise linear (LANÇAS, 

2009; RAMOS, 2014).  

 

1.5 O ISOTIOCIANATO E BIOCONJUGAÇÃO  

 

O grupo funcional isotiocianato é um análogo do isocianato com um átomo de enxofre 

substituindo o átomo oxigênio.  Dessa maneira, o isotiocianato é caracterizado por um 

carbono central com hibridização sp formando uma ligação dupla com um átomo de 

nitrogênio e uma outra ligação dupla com um átomo de enxofre (Figura 37) (IUPAC, 

1997). 

 

Figura 37 – Estrutura química do grupo isotiocianato 
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Fonte: IUPAC (1997) 
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Estudos com plantas demonstram que o isotiocianato tem potencial contra doenças e 

se explora isso desde os primórdios. Devido a seus metabolitos atuarem como 

antimicrobianos, estimuladores de defesa corporal, preservação de alimento, o tornam 

de grande importância para o homem, uma vez que, nos dias atuais, já são 

encontradas bactérias resistentes ao antibiótico e o uso do isotiocianato poderia 

auxiliar no desenvolvimento de fármacos. Ele é produzido após hidrólise do 

glicosinolatos (GLs), que é um metabolito da quebra por meio da enzima mirosinase 

presente na planta e, após sofrer estresse ou dano, libera a enzima que age sobre os 

GLs, que por sua vez é hidrolisada a isotiocianato (Figura 38) (ROMEO et al., 2018).  

 

Figura 38 – Formação do grupo isotiocianato a partir da reação do glicosinolato com 
a enzima mirosinase 
 

 

Fonte: ROMEO (2018), adaptado pela autora. 

 

Os isotiocianatos estão presentes em plantas do grupo das couves, brócolis, agrião e 

mostarda e esse mecanismo de conversão é uma forma de proteção da planta. O 

metabolismo a absorção da GLs e do isotiocianato ocorrem no intestino. No entanto, 

ao passar pelo fígado o isotiocianato se conjuga à glutationa e são excretados na 

urina, podendo ser um marcador de glutationa. Além disso, podem ser marcadores 

bioquímicos para o câncer, diabetes e outras doenças (ROMEO et al., 2018; 

PALLIYAGURU et al., 2018). 

 

O grupo amino reativo isotiocianato também é explorado na bioquímica, o qual pode 

ser formado pela reação de amina aromática com tiofosgênio semelhante ao 

isocianato (RIFAI et al., 1986; HERMANSON, 2008). A reação dos isotiocianatos com 

aminas de proteínas, ou cadeias polipeptídicas, envolve ataque do nucleófilo ao 

carbono central do grupo isotiocianato (NCS), o que provoca o deslocamento de 

elétrons e cria ligação do tipo tiouréia entre a amina da proteína e o grupo 

isotiocianato, o composto produzido após formação da tiouréia é estável (Figura 39) 
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(ZIESSEL et al., 2006; HERMANSON, 2008; JOHNSON, 2010; HERMANSON, 2013; 

REZENDE, 2016). 

 

Figura 39 – Reação entre fluoróforo isotiocianato e amina na bioconjugação com 
proteínas 
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Fonte: Elaborada pela autora (2020) 

 

O uso do isotiocianato é bem difundido e diverso, havendo diversos usos, como 

conjugação com carbono dots, que são nano tubos de carbono ocos, onde o 

isotiocianato está presente e pode ser usado como carreador de fármacos para 

diversas células (TANG et al., 2008). Outros usos são como marcadores de proteínas 

e, assim, traçam o percurso de algum medicamento sem que haja necessidade de 

injeções, podendo ser usado via parenteral (WISCHKE et al., 2006). O isotiocianato 

pode reagir com as sulfidrilas e íon fenolato de cadeias laterais de tirosinas, no 

entanto, são seletivos para aminas contidas nas cadeias laterais de lisinas e porção 

amino terminal de aminas em proteínas (JOBBAGY et al., 1966; PODHRADSKY, 

1979; HERMANSON, 2008). 

 

Para que se possa analisar quais aminoácidos estão presentes na sequência da 

proteína, é necessário proceder à reação de degradação de Edman, na qual o grupo 

amino terminal do aminoácido atua como doador de elétron, enquanto o carbono do 

grupo isotiocianato é o aceptor. Essa reação ocorre em três etapas, sendo que na 

primeira etapa, há o ataque do nucleófilo (NH2) ao eletrófilo que, no caso, é o 

isotiocianato de fenila (R-N=C=S) e os elétrons da ligação entre o carbono e nitrogênio 

do isotiocianato são deslocados para o átomo de nitrogênio do peptídeo que retira 

próton do meio para estabilizar carga (Figura 40A) (EDMAN, 1950; RANA et al., 1990).  
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Na segunda etapa, o nitrogênio do grupo isotiocianato conjuga seu par de elétrons 

com o carbono atacado, formando uma dupla ligação nitrogênio com carbono e há o 

deslocamento dos elétrons da ligação carbono com enxofre para o átomo de enxofre, 

formando um tiolato, que vai atacar a carbonila da ligação peptídica em uma reação 

intramolecular. Por fim, ocorre a substituição nucleofílica na carbonila, fazendo com 

que o grupo amino, que está ligado ao restante da cadeia peptídica, seja protonado e 

isso promove a sua expulsão. Isso faz com que um par de elétrons do oxigênio seja 

restabelecido, restaurando a carbonila, sofrendo rearranjo e formando 

feniltiohidantoína, que está ligada ao aminoácido da sequência (Figura 40B) (EDMAN, 

1950; PODHRADSKÝ, 1978; RANA et al., 1990). 

 

Figura 40 – A: Primeira parte da reação de degradação de Edman; B: Segunda parte 
da reação de degradação de Edman 

 

Fonte: EDMAN (1950), adaptado pela autora. 

 

Apesar do crescente número de opções sintetizadas de fluoróforos reativos à amina, 

os isotiocianatos de fluoresceína (FITC) e de tetrametilrodamina (TRITC) (Figura 41) 

ainda são corantes reativos muito utilizados na bioconjugação com compostos 

fluorescentes. Os BODIPYs têm feito parte desses compostos por serem passíveis de 

adição de grupos funcionais (RIGGS et al., 1958; MALATESTI et al., 2006; JOHNSON, 

2010; REZENDE et al., 2013; FREDY et al., 2019). Outra substância disponível 

comercialmente e amplamente utilizada em bioconjugação é o isotiocianato da 

rodamina B. 
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Figura 41 – Exemplos de fluoróforos com isotiocianato disponíveis comercialmente 
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Fonte: Elaborada pela autora (2020) 

 

Existem alguns BODIPYs funcionalizados com o grupo isotiocianato descrito na 

literatura, cuja preparação, estrutura e propriedades estão sumarizadas na Figura 42 

(MALATESTI et al., 2006; ZIESSEL et al., 2006; REZENDE et al., 2013). Os 

compostos ilustrados na Figura 42 se tratam de BODIPYs com anel aromático, na 

posição meso, o que faz com que tenham características fotofísicas semelhantes. 

Nesta pesquisa, propomos dois novos BODIPYs funcionalizados com o grupo 

isotiocianato, desenhados de maneira que tenham propriedades fotofísicas 

singulares, distintas dos compostos já citados. 

 
 
Figura 42 – Exemplos de BODIPYs isotiocianato funcionalizados 

 
Fonte: Elaborada pela autora (2020) 

 

Nesse contexto, é de grande importância o desenvolvimento de novos materiais 

fluorescentes orgânicos com propriedades e aplicações específicas para serem 
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utilizados em análise fluorimétricas (VALEUR et al., 2012; REZENDE, 2016). Portanto, 

nosso grupo de pesquisa possui interesse na funcionalização dos BODIPYs para 

marcação de proteínas em bioquímica por meio de reações de bioconjugação.  
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2 OBJETIVOS 

 
2.1 OBJETIVO GERAL 

 
O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver e caracterizar novas substâncias 

fluorescentes baseadas no fluoróforo BODIPY,  bem como sua aplicação em 

bioconjugação com proteínas.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 

• Projetar a estrutura de novos fluoróforos derivados de BODIPY funcionalizados 

com o grupo isotiocianato; 

• Caracterizar as propriedades fotofísicas dos novos fluoróforos derivados de 

BODIPY produzidos; 

• Estudar a aplicação dos fluoróforos BODIPY produzidos como ferramenta na 

bioconjugação com proteínas e ensaios imunofluorescentes. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 DESENHO E CARACTERIZAÇÃO DE BODIPYS PARA BIOCONJUGAÇÃO 

 
Neste trabalho foram delineadas a estrutura química de dois fluoróforos inéditos 

derivados do BODIPY (Figura 43 – compostos 1 e 2). Ambos possuem o grupo 

isotiocianato a fim de serem aplicados na conjugação com proteínas, baseado na 

conhecida reatividade dessa função com aminas. As estruturas propostas levaram em 

conta a viabilidade sintética, considerando a experiência prévia do grupo de pesquisa 

e de seus colaboradores. Outro ponto chave para a proposta dessas moléculas foi a 

inserção de um anel aromático na posição 3 do BODIPY, que resulta no desvio 

batocrômico da absorção e emissão desse fluoróforo.  

 

Dessa maneira, os compostos 1 e 2 se tratam dos primeiros exemplos de BODIPYs 

isotiocianato com fluorescência e absorção desviada para o vermelho. Por fim, cabe 

salientar a diferença entre os dois compostos, que se trata da presença de átomos de 

cloro no anel aromático central (posição 8). Essa alteração estrutural influencia no 

rendimento quântico de fluorescência, que, em geral é mais alto para o anel clorado. 

 

Figura 43 - Estrutura química dos compostos 1 e 2 utilizados neste trabalho, com a 
descrição do delineamento da estrutura 
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Uma vez delineada a estrutura dos compostos, a síntese foi realizada em colaboração 

com o grupo de pesquisa em Química Heterocíclica e Medicinal da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – USP. O procedimento de síntese não 

será detalhado neste documento. Em termos gerais, o fluoróforo BODIPY foi 

funcionalizado com um anel nitrobenzeno via reação de arilação, seguido de redução 

do grupo nitro e conversão do grupo funcional amina ao grupo isotiocianato (Figura 

44) (VERBELEN et al., 2012; REZENDE, 2016). 

 

Figura 44 - Visão geral da rota de modificação química utilizada para preparação dos 
compostos 1 e 2. a) Arilação; b) redução; c) formação do isotiocianato 

 

 

As propriedades fotofísicas dos dois compostos foram caracterizadas nos seguintes 

solventes orgânicos, cujas polaridades (representadas pelos valores de constante 

dielétricas) são diversas: pentano (C5H12, Κ= 1,84), diclorometano (DCM, Κ= 9,1), 

clorofórmio (CHCl3, Κ= 4,81), acetato de etila (EtOAc, Κ= 6,02), acetona (CH3COCH3, 

Κ= 21), metanol (MeOH, Κ= 33) e dimetilsulfóxido (DMSO, Κ= 46,7). Os espectros de 

absorção foram obtidos no espectrofotômetro Varian Cary 50 (Agilent), enquanto os 

espectros de fluorescência foram obtidos no espectrofluorímetro Cary Eclipse 

(Agilent). O desvio de Stokes, foi calculado a partir da diferença entre o comprimento 

de onda (nm) do pico de absorção e emissão. Os dados foram transferidos no formato 

.csv e os softwares Spekwin32 versão 1.72.2 e Microsoft Excel versão 1911 foram 

utilizados para a análise, processamento e preparação dos espectros.  

 

O rendimento quântico de fluorescência foi obtido através de um método comparativo, 

no qual utiliza-se o valor do rendimento quântico de um composto referência. Neste 

trabalho a referência utilizada foi a Rodamina-101 em metanol acidificado (ϕ = 0,96) 

com excitação em 535 nm para referência do composto 1 e em 550 nm para referência 

do composto 2 (BROUWER, 2011). Para essa análise, soluções diluídas de cada 
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composto (absorbância entre 0,1 e 0,01) foram preparadas e analisadas quanto à 

absorbância (535 nm para 1 e 550 nm para 2) e área sob pico de fluorescência 

(excitação em 535 nm para o composto 1 e em 550 nm para o composto 2). Os dados 

foram plotados e a partir do coeficiente angular da reta de regressão linear utilizando 

a fórmula a seguir: 

𝜙𝑥 = 𝜙𝑠𝑡 [
𝑚𝑥

𝑚𝑠𝑡
] [

𝑛𝑥

𝑛𝑠𝑡
]

2

 

 

Nessa fórmula, 𝜙𝑥 e 𝜙𝑠𝑡 são os valores de rendimento quântico de fluorescência da 

substância estudada e da substância referência, respectivamente. Os termos 𝑚𝑠𝑡 e 

𝑚𝑥 são o valor do coeficiente angular das retas preparadas conforme o descrito 

anteriormente. Por fim, 𝑛𝑥 e 𝑛𝑠𝑡 se referem aos índices de refratividade dos solventes. 

 

3.2 REAÇÃO DOS BODIPYS COM DIETILAMINA 
 

Para testar a reatividade dos compostos com aminas, 1 mg dos compostos 1 e 2 

(aproximadamente 2 µmol) foram transferidos para dois balões de fundo redondo 

distintos (capacidade de 5 mL), aos quais foram adicionados 1 mL de acetona. A 

solução formada, foi mantida à temperatura ambiente sob agitação magnética e então 

adicionou-se 50 µL (35 mg, 0,5 mmol) de dietilamina. A reação foi acompanhada por 

cromatografia de camada delgada (CCD) em placa de alumínio com sílica gel (para a 

fase móvel foi usada solução contendo éter de petróleo/diclorometano na proporção 

1:1). Ao final da reação a solução foi transferida para um vial de vidro e evaporada. O 

produto bruto de cada reação foi solubilizado em metanol e caracterizado por 

espectrofotometria e espectrofluorimetria, conforme descrito anteriormente. 

 

3.3 BIOCONJUGAÇÃO COM ALBUMINA SÉRICA BOVINA (BSA) 

 

Inicialmente, foram pesados 1,2 mg do composto 1 e 1,4 mg do composto 2 e, 

posteriormente dissolvidos em 0,1 mL de DMSO, para preparação de soluções 

estoque do composto 1 (12 mg/mL, 30 mM) e 2 (14 mg/mL, 30 mM) acondicionados 

em tubos eppendorf de 2mL a -12 oC. Para realização da bioconjugação, preparou-se 
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1,9 mL de solução contendo BSA (2 mg) em tampão bicarbonato de sódio (0,5 M, pH  

9,2) em quadruplicata.  

 

Realizou-se a conjugação da albumina com 10 e 25 equivalentes (em mol) de cada 

um dos dois fluoróforos separadamente. Para o experimento com 10 eq, a duas 

soluções distintas de BSA (1,9 mL) adicionou-se 90 µL de DMSO e 10 µL da solução 

estoque dos fluoróforos 1 (reação 1) e 2 (reação 2). Para o experimento com 25 eq, a 

duas soluções distintas de BSA (1,9 mL) adicionou-se 75 µL de DMSO e 25 µL da 

solução estoque dos fluoróforos 1 (reação 3) e 2 (reação 4). Ao final, todas as reações 

continham o cossolventes DMSO (5% v/v), a proteína BSA (1 mg/mL, 0,015 mM) e os 

fluoróforos, conforme indicado na Tabela 1. As conjugações foram realizadas em tubo 

eppendorf de 2 mL, por 1 hora a 38°C. 

 

Tabela 1 - Relação das reações e suas concentrações 

 Fluoróforo Concentração 

Reação 1 1 0,15 mM 

Reação 2 2 0,15 mM 

Reação 3 1 0,375 mM 

Reação 4 2 0,375 mM 

 

Ao fim de reação de bioconjugação, foram testados alguns protocolos para purificação 

da proteína conjugada por diálise. A diálise possibilitaria a retirada dos fluoróforos não 

conjugado presentes na solução, pois eles possuem baixa massa molecular e com 

isso passariam pelos poros da membrana que possui ponto de corte molecular menor 

que a proteína modelo. 

 

3.3.1 Diálise em água destilada 

 

Para essa purificação, foi utilizada membrana de dialise Vivaspin turbo 15 (Sartorius), 

com peso molecular de corte (MWCO) de 30 KDa, suficiente para reter proteínas com 

massa molecular maior que 30 KDa e a proteína modelo (BSA) possui a massa 

molecular de 66,5 KDa, portanto ficaria retida na solução, enquanto os fluoróforos não 

conjugados são dialisados devido ao baixo peso molecular (inferior a 0,5 KDa).  
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Os produtos das reações 1 a 4 (tabela 1) foram incialmente centrifugados na centrifuga 

refrigerada Hitachi Rx series, a 4000 RPM por 10 minutos, com rotor número 60 e 

25°C. Após essa etapa, o volume dialisado foi descartado. Adicionou-se 4 mL de água 

à amostra e o processo de centrifugação foi realizado novamente. A solução aquosa 

final obtida após diálise foi submetida ao Liofilizador L101 (Liotop) do Laboratório 

Multiusuário de Análises Biomoleculares (Labiom).  

 

3.3.2 Diálise com etanol 70% 

 

Nesta purificação também foi utilizada membrana de dialise Vivaspin turbo 15 

(Sartorius), com peso molecular de corte (MWCO) de 30 KDa, como descrito 

anteriormente. Foram testados dois protocolos de diálise com etanol, que diferiram na 

quantidade de etapas de diálise realizadas. 

 

No protocolo 1, foram adicionados 4 mL do etanol ao produto não dialisado e seguiu-

se com uma etapa de diálise por centrifugação na centrifuga Hitachi Rx series 

refrigerada, a 4000 RPM por 20 minutos, com rotor número 60 e 25°C. Após essa 

etapa, realizou-se a troca de solvente, na qual o produto retido foi dissolvido em 4 mL 

de água destilada e centrifugado. Esse processo foi repetido por cinco vezes e o 

produto final foi seco no Liofilizador L101 (Liotop). Esse protocolo foi aplicado a 

produtos de conjugação realizada com 10 eq de cada fluoróforo (reações 1 e 2 da 

Tabela 1), preparados em reações independentes. 

 

No protocolo 2, foram adicionados 4 mL do etanol ao produto não dialisado e seguiu-

se com uma etapa de diálise por centrifugação na centrifuga Hitachi Rx series 

refrigerada, a 4000 RPM por 20 minutos, com rotor número 60 e 25°C. Esse 

procedimento foi repetido três vezes, antes da troca de solvente. Após essa etapa 

realizou-se a troca de solvente, na qual o produto retido foi dissolvido em 4 mL de 

água destilada e centrifugado. Esse processo foi repetido por cinco vezes e o produto 

final foi seco no Liofilizador L101 (Liotop). Esse protocolo foi aplicado a produtos de 

conjugação realizada com 10 eq e 25 eq de cada fluoróforo (reações 1 a 4 da Tabela 

1), preparados em reações independentes. 
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3.4 CARACTERIZAÇÃO DO CONJUGADO 

 
Os produtos obtidos na bioconjugação foram caracterizados por espectrofotometria 

UV-Vis no equipamento espectrofotômetro Varian Cary 50 (Agilent) e por 

espectroscopia de fluorescência no equipamento Cary Eclipse (Agilent). 

 

A partir da relação entre o pico de absorção do BODIPY (Amax) e o pico de absorção 

da proteína (A280) é possível estimar o grau de marcação da proteína, ou seja, a 

relação média de fluoróforos por molécula de proteína (relação F/P). Para isso foi 

necessário calcular o coeficiente de absorptividade molar (ε) de cada fluoróforo. 

Idealmente, essa propriedade seria calculada em meio aquoso, todavia, devido à 

baixa solubilidade dos fluoróforos, o experimento foi realizado em DMSO. Uma 

solução de concentração conhecida de cada fluoróforo em DMSO foi preparada e 

submetida a uma diluição seriada.  

 

Os dados de absorção e concentração foram plotados, e o valor de coeficiente angular 

da regressão linear é numericamente igual ao valor de ε. Além disso, foi calculado o 

fator de correção (CF) para os compostos 1 (CF1, equação 1) e 2 (CF2, equação 2). 

Como pode ser visto na equação, o cálculo é feito a partir do quociente entre a 

absorbância do fluoróforo em 280 nm, e no pico de absorção (542 nm para o composto 

1 - A542 - e 560 nm para o composto 2 - A560), de um espectro obtido em meio aquoso 

com 40% de DMSO. A relação F/P foi calculada pela fórmula a seguir (VIRA et al., 

2010). 

𝐶𝐹1 =
𝐴280

𝐴542
 

 

𝐶𝐹2 =
𝐴280

𝐴560
 

 

𝐴𝑚𝑎𝑥 ×  𝜀𝑝𝑟𝑜𝑡

(𝐴280 − 𝐴𝑚𝑎𝑥𝐶𝐹) × 𝜀𝑓𝑙𝑢𝑜𝑟
 

 

(Equação 1) 

(Equação 2) 

(Equação 3) 
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3.5 ELETROFORESE DESNATURANTE EM GEL DE POLIACRILAMIDA  

 
A preparação do gel de dodecil sulfato de sódio e poliacrilamida seguiu o protocolo 

descrito por Laemmli (1970), sendo realizado no sistema Mini-Protean Tetra Cell 

(BioRad). O gel de separação continha 12% (p.v-1) de acrilamida, 0,3% (p.v-1) de bis-

acrilamida e 0,1% (p.v-1) de SDS em 0,375 mmol.L-1 de Tris-HCl pH 8,8 (volume final 

de 5 ml). O gel de empilhamento continha 3%  (p.v-1) de acrilamida, 0,3% (p.v-1) de 

bis-acrilamida e 0,1% (p.v-1) de SDS em 0,125 mmol.L-1 de Tris-HCl pH 6,8 (volume 

final de 3 mL). Para a polimerização adicionou-se 0,1 % (p.v-1) de persulfato de amônio 

(PSA) e 1:2000, (v.v-1) de tetrametiletilenodiamina (TEMED). 

 

As amostras purificadas das reações de bioconjugação, que estavam secas, foram 

ressuspensas em 500 µL de água destilada fazendo com que a concentração 

aproximada em cada eppendorf fosse de 4 mg/mL de proteína conjugada. Um volume 

de 5 µL de cada amostra  foi diluído em 10 µL de água destilada e 5 µL de tampão 

contendo 0,2% (p.v-1) de SDS; 50% (v.v-1) de glicerol; 0,01% (p.v-1) de azul de 

bromofenol em 0,31 mmol.L-1 de Tris-HCl pH 6,8, seguido de aquecimento a 100 ºC 

por 5 minutos. Após aquecimento, 20 µL de cada amostra foi aplicada ao gel, e uma 

solução aquosa de mesma concentração de BSA não conjugada foi aplicada para 

comparação. A corrida eletroforética foi realizada a uma voltagem constante de 120 

volts durante 2 horas. 

 

Para a visualização das bandas no gel de eletroforese, foi utilizado o ChemiDoc XRS+ 

System (BioRad) com o filtro 1 do aparelho e filtro QDOTS 525 do software ImageLab 

versão 5.0. Após visualização, o gel foi submetido à coloração através da incubação 

incubado overnight em solução de 15% (v.v-1) de metanol, 7% (v.v-1) de ácido acético 

e 0,25% (p.v-1) “Coomassie Briliant Blue” R250. No dia seguinte, o gel foi incubado por 

2 horas em solução descolorante forte, preparada com 10% (v.v-1) de ácido acético, 

50% (v.v-1) de metanol e qsp 75mL de água destilada. Em seguida, o gel foi passado 

para a solução de descolorante fraca, com 5% (v.v-1) de ácido acético, 10% (v.v-1) de 

metanol e qsp 85mL de água destilada, sendo feitas 2 lavagens, de 2 horas em cada. 

Após lavagens em descolorante fraco, foram feitos registros fotográficos. 
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3.6 APLICAÇÃO DO BODIPY EM WESTERN BLOTTING 

 
Para avaliar a aplicação da conjugação do anticorpo com o BODIPY,  25 uL de um 

homogenato de hipocampo de camundongo (onde a proteína Canabinoide CB₁ é mais 

expressa), gentilmente cedido pelo Laboratório  de Neurobiologia Molecular e 

Comportamental, foi submetido à eletroforese em gel de poliacrilamida 12%, seguindo 

protocolo de preparo do gel descrito no item 3.5. Após a corrida eletroforética por 3 

horas, a 300 volts, foi realizada a transferência molhada das proteínas previamente 

separadas pelo SDS-PAGE para uma membrana de fluoreto de polivinilidieno (PVDF).  

 

Inicialmente, a membrana foi submersa em metanol por 10 minutos e, em seguida,  

em tampão de transferência (25mM de Tris base, 182Mm de glicina, SDS 10%, 

metanol puro 20%) por 20 minutos. A transferência foi realizada com amperagem de 

250mA por 18 horas. Para preparação do anticorpo primário, 5 µL do composto 2 foi 

dissolvido em 45 µL de DMSO e adicionado a  5 µL do anticorpo policlonal de coelho 

anti-receptor canabinoide CB₁ previamente dissolvido em 445 µL de tampão 

carbonato a pH 9,2. Essa mistura foi incubada em banho seco por 1 hora a 37 °C.  

 

Após a reação, o conjugado foi diluído em 1,8 mL de PBS e 200µL de DMSO e 

purificado em membrana de dialise Vivaspin turbo 15, sob centrifugação a 25°C,  4000 

RPM por 10 minutos. O produto da purificação (anticorpo primário conjugado com 

BODIPY) foi adicionado em 5 mL de PBS sendo utilizado na incubação da membrana 

de PVDF, colocado no agitador gangorra e acondicionando sob refrigeração por 18 

horas. Por fim, foi realizada a revelação, lavando-se a membrana com quatro vezes 

com PBST (tampão PBS com Tween® 20) por 5 minutos, seguido de lavagem com 

metanol por 30 minutos. A membrana foi analisada no ChemiDoc e utilizando o filtro 

1 do aparelho  e o filtro Alexa Fluor 488 do software.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
4.1 CARACTERIZAÇÃO DOS FLUORÓFOROS 

 
Inicialmente, foi realizada a caracterização fotofísica dos compostos 1 e 2, cujos 

resultados estão mostrados na Tabela 2.  Foram caracterizados os espectros de 

absorção, espectro de emissão e o rendimento quântico de fluorescência nos 

seguintes solventes orgânicos: pentano (C5H12), diclorometano (CH2Cl2), clorofórmio 

(CHCl3), acetato de etila (EtOAc), acetona (CH3COCH3), metanol (MeOH) e 

dimetilsulfóxido (DMSO). Na Tabela 2 estão descritos os seguintes parâmetros: 

comprimento de onda dos picos de absorção e emissão (λmax), largura a meia altura 

dos picos de absorção e emissão (FWHM), desvio de Stokes e rendimento quântico 

de fluorescência (φfl). 

 

Tabela 2 - Caracterização dos compostos 1 e 2 em diferentes solventes. 

Compostos e 
solventes 

Absorção Emissão Desvio de 
Stokesa 

φfl 
λmax

a FWHMa λmax
a FWHMa 

1        

    C5H12 538 44,1 561 32,5 23 0,08 

    CH2Cl2 539 47,1 566 35,2 27 0,09 

    CHCl3 540 47,4 567 34,2 27 0,13 

    EtOAc 537 46,3 562 33,8 25 0,07 

    CH3COCH3 536 46,7 561 34,4 25 0,05 

    MeOH 534 47,5 561 34,1 27 0,05 

    DMSO 543 49,4 572 35,7 29 0,10 

2           

    C5H12 551 42,6 573 29,6 22 0,99 

    CH2Cl2 552 45,6 578 31,3 26 0,96 

    CHCl3 554 46,5 578 31,7 24 0,93 

    EtOAc 550 46 573 30,4 23 0,85 

    CH3COCH3 550 47,7 576 29,5 26 0,88 

    MeOH 547 46,9 571 30,5 24 0,92 

    DMSO 557 47,4 583 30,2 26 0,98 
a dados mostrados em nm  

 

Observou-se para o composto 2 um valor de λmax entre 547 e 557 nm para absorção 

e entre 571 e 583 nm para emissão, que estão desviados para o vermelho quando 

comparados ao composto 1, que mostrou λmax entre 534 e 543 nm para absorção e 

entre 561 e 572 nm para emissão (Tabela 2). Esses dados mostram que a presença 

dos dois átomos de cloro no anel 2,6-diclorofenil na posição 8, estariam causando um 
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leve desvio batocrômico no composto 2, o que condiz com observações anteriores em 

compostos semelhantes (VERBELEN et al., 2015; VERBELEN et al., 2015). 

Interessante ressaltar que o valor de λmax de absorção e emissão desses dois 

compostos estão desviados para o vermelho, quando comparados aos BODIPY 

isotiocianato descritos na literatura e disponíveis comercialmente (MALATESTI, 2006; 

ZIESSEL et al., 2006; NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 

CID=45038425).  

 

Essa observação era esperada, uma vez que os compostos foram projetados para 

mostrarem absorção e emissão com desvio batocrômico, devido a presença do grupo 

aril na posição 3 do núcleo BODIPY (REZENDE, 2013; VERBELEN et al., 2015). No 

que tange o solvatocromismo desses compostos, pouco desvio do λmax de absorção 

e emissão foi observado para os diferentes solventes, o que fica claro observando os 

espectros (Figura 45). Interessante notar que a fluorescência em DMSO mostrou um 

desvio batocrômico mais relevante em relação aos demais solventes, possivelmente 

devido à sua alta polaridade ou viscosidade (REZENDE et al., 2014). 

 

O FWHM, é uma propriedade que reflete a largura de um pico, estimada pela largura 

de um pico à meia altura, mostrada na Tabela 2. Em geral, os BODIPYs possuem 

picos finos, e essa característica foi mantida nos dois compostos, independentemente 

do solvente utilizado. A importância desse pico fino está no fato de poder usar outros 

fluoróforos e não haver sobreposição do espectro, além do fato de se apresentar picos 

pontuais o que favorece a análise.  

 

O desvio de Stokes é a diferença entre o comprimento de onda dos picos de absorção 

e emissão, e são geralmente pequenos para os BODIPYs. Existe interesse em 

preparar compostos com desvios de Stokes mais acentuados, pois um desvio de 

Stokes pequeno gera limitação nas medidas dos espectros dos fluoróforos devido a 

auto supressão da fluorescência. Alguns exemplos de BODIPYs com desvios maiores 

estão relatados na literatura, como um triazolil-BODIPY que apresenta desvio de 

Stokes próximo a 160 nm (ER, 2013), e um composto publicado pelo nosso grupo que 

alcançou desvios próximos a 100 nm (REZENDE, 2015).  

 



72 
 

 

Os compostos 1 e 2, relatados neste documento não apresentaram desvios de Stokes 

tão elevados. Observou-se desvios entre 23 e 29 nm para o composto 1 e para o 

composto 2 a variação foi entre 22 e 26 nm, que, apesar de curtos, foram um pouco 

maiores do que os relatados para outros BODIPY isotiocianato, que foram próximos a 

15 nm (MALATESTI, 2005).  

 

Figura 45 – A: Composto 1 espectros de absorção UV-Vis normalizados nos sete 
solventes orgânicos; B: Composto 1 espectros de fluorescência normalizados nos sete 
solventes orgânicos; C: Composto 2 espectros de absorção UV-Vis normalizados nos 
sete solventes orgânicos; D: Composto 2 espectros de fluorescência normalizados 
nos sete solventes orgânicos 

 

 

Outro dado de grande interesse para a pesquisa é o rendimento quântico de 

fluorescência, que reflete a eficiência de emissão dos fótons absorvidos. Essa 

propriedade variou pouco com os diferentes solventes (entre 0,05 e 0,13 para o 

composto 1 e entre 0,85 e 0,99 para o composto 2), sabendo-se que quanto mais 

próximo de 1, mais eficiente é a emissão de fluorescência do composto (REZENDE, 

2016).  

 

A B 

C D 
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Observou-se que os valores foram superiores para o composto 2 (próximo a 0,9) em 

relação ao composto 1 (inferior a 0,1), fato este esperado devido a presença dos dois 

átomos de cloro ligados ao anel da posição 8. Esses átomos de cloro proporcionam 

impedimento estérico e diminuem o relaxamento não radiativo no composto 2 (KEE et 

al., 2005). Já foi relatado que a adição de anel aromático na posição meso (posição 

8) com livre rotação acarreta em perda de energia por vias não radiativas (relaxação 

não radiativa) (BURGHART et al., 1999; PRIETO et al., 2004; KEE et al., 2005) e neste 

trabalho pode-se verificar que o composto 1 apresentou menor rendimento quântico 

de fluorescência (CHEN, 2000; BOENS, 2012; REZENDE, 2013; VERBELEN et al., 

2015). 

 

4.2 REAÇÃO COM DIETILAMINA 

 
Um estudo inicial da reatividade dos compostos 1 e 2 frente a aminas orgânicas foi 

realizado utilizando a dietilamina. Neste experimento o grupo isotiocianato presente 

nos dois compostos reagiria com a amina secundária presente na dietilamina 

formando os derivados com o grupo tiouréia TU1 e TU2, de acordo com a reação 

mostrada na Figura 46. Com essa reação almejamos avaliar a reatividade das sondas 

fluorescentes com a dietilamina através da avaliação do produto da reação por 

cromatografia em camada delgada (CCD). 

 

Figura 46 -  Reações de teste entre os compostos 1 e 2 com dietilamina para a 
formação de tiouréia BODIPYs TU1 e TU2 

 

 

Imediatamente após a adição da dietilamina aos balões contendo os compostos 1 e 2 

foi possível observar uma alteração na aparência da solução da reação, o que é um 
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forte indicativo da ocorrência de uma reação química. Para avaliar se alguma reação 

química havia de fato acontecido foi feito um teste de CCD, que mostrou consumo 

total do material de partida em menos de 5 minutos de reação (Figura 47). A menor 

mobilidade do produto da reação na CCD indicou que foi formado um produto mais 

polar do que o material de partida, o que era esperado, dada a presença do grupo 

polar tiouréia nos produtos TU1 e TU2 esperados para essa reação. O resultado da 

CCD também indicou que os produtos da reação possuem brilho menos intenso do 

que os respectivos materiais de partida. 

 

Figura 47- A: CCD do composto 1 (ep/DCM50%) indicou conversão total em menos 
de 5 minutos após adição de dietilamina. Esquerda: antes da reação. Direita: após 
reação, sob luz branca; B: CCD composto 1 (ep/DCM50%) indicou conversão total em 
menos de 5 minutos após adição de dietilamina. Esquerda: antes da reação. Direita: 
após reação, sob luz negra; C: CCD composto 2 (ep/DCM50%) indicou conversão 
total em menos de 5 minutos após adição de dietilamina. Esquerda: antes da reação. 
Direita: após reação, sob luz branca; D: CCD composto 2 (ep/DCM50%) indicou 
conversão total em menos de 5 minutos após adição de dietilamina. Esquerda: antes 
da reação. Direita: após reação, sob luz negra 

 

 

A menor intensidade de fluorescência observada nos experimentos de CCD foi 

corroborada pela avaliação visual sob luz negra das propriedades de soluções dos 

compostos 1 e 2 antes e depois da reação com dietilamina (Figura 48). Para o 

composto 1 a coloração observada sob luz branca não foi muito diferente entre ele 

livre e após a reação com dietilamina (Figuras 48A e 48B, respectivamente), todavia 

a visualização sob luz negra mostra uma óbvia redução da emissão de fluorescência 

do composto livre com ele após a reação com dietilamina (Figuras 48C e 48D, 

respectivamente). No caso do composto 2, a alteração nas propriedades fotofísicas 

após a reação são claras entre ele livre e conjugado, quando os compostos são 

observados sob luz branca (Figuras 48E e 48F, respectivamente) e sob luz negra 
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(Figuras 48G e 48H, respectivamente) e, mais uma vez, a intensidade de 

fluorescência parece diminuir após a reação. 

 

Figura 48 – A: Composto 1 livre sob luz branca; B: composto 1 após reação com amina 
orgânica (dietilamina), sob luz branca; C: Composto 1 livre sob luz negra; D: Composto 
1 após reação com dietilamina, sob luz negra; E: Composto 2 livre, sob luz branca; F: 
Composto 2 após reação com dietilamina, sob luz branca; G: Composto 2 livre, sob 
luz negra; H: Composto 2 após reação com dietilamina, sob luz negra 

 

 

Para melhor entender as alterações fotofísicas resultantes da conversão do grupo 

isotiocianato para o grupo tiouréia foram realizados ensaios espectrofotométricos e 

espectrofluorimétricos dos compostos TU1 e TU2 em metanol. A caracterização 

fotofísica indicou um leve desvio batocrômico da absorção e emissão, onde a 

absorção variou entre 543 nm para o composto TU1 e 555 nm para o composto TU2, 

os espectros de emissão variaram para o composto TU1 entre 572 nm e para o 

composto TU2 entre 581 nm (Figura 49). No entanto, nos rendimentos quânticos de 

fluorescência pode-se verificar que houve redução (0,03 para o composto 1; 0,11 para 

o composto 2). 
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Figura 49 - Espectros de absorção e emissão dos BODIPYs contendo tiouréia, TU1 e 
TU2 em metanol. Linha preta completa: espectros de absorção de TU1. Linha cinza 
completa: espectros de absorção de TU2. Linha preta pontilhada: espectros de 
emissão de TU1. Linha cinza pontilhada: espectros de emissão de TU2 

 

 

 

4.3 REAÇÕES DE BIOCONJUGAÇÃO 

 
Para este trabalho, cada composto foi utilizado em reações de bioconjugação 

independentes com duas razões molares diferentes de fluoróforo/BSA (Tabela 1), 

seguidos das purificações por diálise descritas nos materiais e métodos. Inicialmente, 

foram realizadas as reações 1 a 4 descritas na Tabela 1, seguidas da purificação de 

cada uma por diálise com água destilada. Observamos que, apesar da baixa 

solubilidade dos fluoróforos em água, foi possível preparar soluções homogêneas com 

5% do co-solvente DMSO para realização da bioconjugação (figura 50A). Todavia, a 

purificação por diálise pareceu pouco eficiente, uma vez que não foi possível observar 

a presença dos corantes fluorescentes no dialisado (figura 50B). Essa observação se 

deu provavelmente pela baixa solubilidade dos fluoróforos não conjugados em água, 

de maneira que eles permaneceram retidos, devido a formação de agregados 

moleculares que impediram a passagem pelo poros da membrana de dialise ou que 

tenham ficadas retidas na própria membrana de dialise.  
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Figura 50 – A: Tubos eppendorf mostrando as reações 1 a 4 (0,15 mM para reações 
1 e 2, 0,375 Mm para reações 3 e 4) antes da purificação por diálise. B: Exemplo de 
diálise com água. Observar ausência de cor no dialisado 

 

 

Após a diálise em água, as amostras foram liofilizadas e ressuspensas em água 

destilada para posterior caracterização. Mais uma vez, observamos a baixa 

solubilidade do produto, com a formação de um agregado insolúvel, mesmo após o 

uso de um banho ultrassônico (Figura 51). Essa observação pode estar relacionada 

com a presença de fluoróforo não conjugado na solução dos conjugados, o que reforça 

a hipótese de que a diálise não foi eficiente.  

 

Figura 51 – A: Dialisado com agua do composto 1 a 10 eq; B: Dialisado com agua do 
composto 1 a 25eq; C: Dialisado com agua do composto 2 a 10 eq; D: Dialisado com 
agua do composto 2 a 25 eq. Observar a formação de um agregado insolúvel 

 

 

Os resultados com diálise em água nos levaram a testar protocolos de purificação 

utilizando etanol 70%, que solubiliza melhor o fluoróforo sem prejudicar a integridade 

da membrana de diálise. Inicialmente, repetiu-se as reações 1 e 2 para preparação de 

novos conjugados que foram dialisados com etanol 70% (Protocolo 1). Esse protocolo 

de diálise se mostrou mais eficiente na retirada de fluoróforos não conjugados, que 

pode ser observado pela presença de cor no dialisado (Figura 52A). 

 

 

A D C B 

A 
B 
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Figura 52 - A e B: Composto 1 conjugado com BSA e purificado com 1 etapa de etanol 
70%; A1: Composto 1 retido na membrana (analito); A2: Dialisado contendo etanol e 
solvente; B: Composto 1 conjugado para analise 

 

 

A fim de testar outro protocolo de purificação, as reações 1 a 4 foram repetidas e 

submetidas a três ciclos de diálise com etanol 70% (Protocolo 2).  Mais uma vez 

pudemos observar a retirada eficiente dos fluoróforos não conjugados pela presença 

de cor do dialisado (Figura 53 A e B). Além disso, após liofilizadas, as amostras foram 

facilmente solubilizadas em água destilada, diferindo das reações submetidas a dialise 

em água (Figura 53 C e D). Essa observação parece mostrar que a diálise com etanol 

70% possibilitou a obtenção de uma proteína marcada mais pura, sem a presença de 

fluoróforos não conjugados. 

 
Figura 53 – A: Diálise da reação do composto 1 conjugado a 25 eq e purificado com 3 
etapas de lavagem com etanol 70%. Observar presença de cor no dialisado; B: Diálise 
da reação do composto 2 conjugado a 25 eq e purificado com 3 etapas de lavagem 
com etanol 70%. Observar presença de cor no dialisado; C: Solução aquosa do 
produto conjugado obtido em uma reação com 25 eq do composto 1 e purificado com 
3 etapas de lavagem com etanol 70%; D: Solução aquosa do produto conjugado obtido 
em uma reação com 25 eq do composto 2 e purificado com 3 etapas de lavagem com 
etanol 70% 
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4.4 CARACTERIZAÇÃO DOS CONJUGADOS 

 

A absorção e a emissão de fluorescência dos produtos das reações de bioconjugação 

foram caracterizados por espectrofotometria e por espectrofluorimetria. Na figura 54 

estão mostrados os espectros de absorção e emissão dos conjugados preparados 

com o composto 1 (Figuras 54A e 54B) e com o composto 2 (Figura 54C e 54D).  Nos 

espectros de absorção foi possível observar a presença de uma banda em 280 nm 

(Figuras 54A e 54C, seta preta), referentes à proteína BSA dos conjugados. Além de 

uma banda referente ao BSA, observamos também a absorção dos fluoróforos 

conjugados, indicados nas mesmas figuras pela seta cinza. O pico dessa banda de 

absorção está entre 541 e 552 nm para os conjugados do composto 1 (Figura 54A, 

seta cinza) e entre 558 e 565 nm para os conjugados do composto 2 (Figura 54C, seta 

cinza). Este gráfico reforça a ocorrência da conjugação e nos permite inferir que o 

grupo amino-reativo serviu com o proposito ao qual foi projetado. Ao comparar a 

absorção dos conjugados com a dos fluoróforos livres percebe-se um leve desvio 

batocrômico após a conjugação, o que pode estar relacionado com a formação de 

tiouréia ou com os solventes utilizados para análise.  

 

Nos espectros de emissão, foi possível observar picos entre 574 e 583 nm para os 

conjugados do composto 1 (Figura 54B) e entre 581 e 589 nm para os conjugados do 

composto 2 (Figura 54D). Semelhante ao relatado para o espectro de absorção, pode-

se perceber que a conjugação resultou em leve desvio batocrômico do espectro de 

emissão. Como tanto absorção quanto emissão se mostraram desviadas para a 

direita, nenhum efeito significativo da conjugação sobre o desvio de Stokes foi notado. 

Os produtos da conjugação mostraram desvios de Stokes geralmente entre 25 e 35 

nm, o que está dentro do esperado.   

 

Quanto à intensidade da fluorescência, apesar de não ter se calculado o rendimento 

quântico de fluorescência para os conjugados BSA-BODIPY, a fluorescência foi 

aparentemente menos intensa quando comparada aos corantes não conjugados, uma 

vez que foi necessária maior abertura das fendas para registrar os espectros de 

fluorescência dos conjugados BSA-BODIPY. Essa intensidade menor pode estar 
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relacionada com interações dos BODIPYs com as proteínas ou com meio aquoso ou 

ainda resultar da formação da tiouréia. Mais estudos serão realizados para elucidar 

essa hipótese. 

 

Figura 54 – Espectros com excitação em 530 nm. A: Espectros de absorção dos 
conjugados obtidos com o composto 1; B: Espectros de emissão dos conjugados 
obtidos com o composto 1; C: Espectros de absorção dos conjugados obtidos com o 
composto 2; D: Espectros de emissão dos conjugados obtidos com o composto 2. 
Linha preta cheia: Reação com 10 eq do fluoróforo seguida de dialise com água. Linha 
cinza cheia: Reação com 25 eq do fluoróforo seguida de dialise com água. Linha preta 
tracejada: Reação com 10 eq do fluoróforo seguida de dialise com etanol (1 ciclo). 
Linha preta pontilhada: Reação com 10 eq do fluoróforo seguida de dialise com etanol 
(3 ciclos). Linha cinza pontilhada: Reação com 25 eq do fluoróforo seguida de dialise 
com etanol (3 ciclos). Seta preta é referente ao pico do BSA em 280 nm e seta cinza, 
pico dos compostos 

 

 

 

Na Tabela 3 estão mostrados dados referentes ao grau de marcação das proteínas 

com cada fluoróforo em diferentes condições e métodos de purificação. Estão 

relatados o coeficiente de absorptividade molar (ε), fator de correção (CF), o excesso 

de fluoróforo aplicado na reação de bioconjugação, o método de diálise utilizado para 

purificação e relação média de fluoróforos por molécula de proteína (relação F/P). 

 

A B 

C D 
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Tabela 3 - Aplicação dos compostos 1 e 2 na conjugação com BSA 

Composto εa CFb Excesso 
fluoróforo 

Purificação  Relação 
F/P  

1 36000 0,36 10 eq Dialise água  3,24 

10 eq Dialise álcool 1x 0,57 

10 eq Dialise álcool 3x 0,56 

25 eq Dialise água 5,31 

25 eq Dialise álcool 3x 0,67 

2 28000 0,44 10 eq Dialise água 2,19 

10 eq Dialise álcool 1x 1,07 

10 eq Dialise álcool 3x 0,64 

25 eq Dialise água 2,54 

25 eq Dialise álcool 3x 0,81 
aCoeficiente de extinção molar em DMSO (M-1 cm-1) b Fator de correção calculado a partir dos 
espectros de absorção dos corantes não conjugados em solução aquosa (DMSO como co-
solvente).  

 

Em geral, um grau um pouco mais elevado de marcação de proteínas foi observado 

quando a bioconjugação foi realizada com 25 equivalentes do fluoróforo, em 

comparação à conjugação com 10 eq (Tabela 3). Interessante notar que foi observada 

uma relação F/P mais baixa para produtos de conjugação submetidos à diálise com 

etanol, reforçando a hipótese de que esse processo purificação seja mais apropriado 

para eliminar as moléculas de fluoróforos não conjugadas. Essa hipótese está de 

acordo com o que foi observado durante a solubilização dos conjugados, relatado na 

seção 4.3. 

 

Embora não tenha sido calculado o rendimento quântico de fluorescência para o 

conjugado BSA-BODIPY, foi possível observar, visualmente, uma aparente redução 

da intensidade de fluorescência quando comparada aos corantes não conjugados 

(livres). Tal fato foi  confirmado ao observar a necessidade de uma maior abertura da 

fenda do equipamento para registrar os espectros de fluorescência dos conjugados 

BSA-BODIPY, não sendo necessário esta ação, quando se analisa as soluções dos 

corantes não conjugados com absorbância semelhante. Os resultados da reação 

entre os compostos 1 e 2 com dietilamina apresentados anteriormente parecem 

indicar que a redução da intensidade da fluorescência resultaria da alteração química 

do isotiocianato com formação de tiouréia, mas essa diminuição de fluorescência não 

se torna impedimento para a utilização dos compostos em protocolos de 

bioconjugação.  
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Os produtos de bioconjugação foram submetidos a análises de eletroforese para 

confirmar a ocorrência das conjugações. Em todos os géis (Figuras 55 a 57), foi 

possível observar as bandas fluorescentes dos conjugados de BODIPY-BSA (branco 

pontilhado), quando analisada no ChemiDoc sob excitação em 525 nm. Como 

esperado, amostras de BSA não conjugadas não mostraram banda fluorescentes no 

gel, apenas sendo observada após coloração do gel com Coomassie Blue. Esses 

resultados reforçam a conclusão de que houve conjugação entre os fluoróforos e a 

proteína modelo. 

 

Figura 55 - Gel SDS-PAGE a 12% de acrilamida em condições desnaturante 1. A: 
Composto 1 a 10 eq em H2O; B: Composto 1 a 25 eq em H2O; C: Composto 2 a 10 eq 
em H2O; D: Composto 2 a 25eq em H2O; E: BSA 

 

 

 
 
Figura 56 - Gel SDS-PAGE a 12% de acrilamida em condições desnaturante 2. A: 
Composto 1 a 10 eq etanol 1x; B: Composto 1 a 10 eq etanol 3x; C: Composto 2 a 10 
eq etanol 1x; D: Composto 2 a 10 eq etanol 3x; E: BSA 

 

 

A B

 

C
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Figura 57 - Gel SDS-PAGE a 12% de acrilamida em condições desnaturante 3. A: 
Composto 1 a 25 eq etanol 3x; B: Composto 2 a 25 eq etanol 3x; C: BSA 

 

 

 

4.5 WESTERN BLOTTING 

 
Para avaliar a utilização do composto 2 deste trabalho como marcador de proteína em 

outros ensaios, o BODIPY foi previamente conjugado com o anticorpo anti-

canabinoide CB₁ e purificado para eliminar moléculas de BODIPY não ligadas. A 

purificação do conjugado foi realizada em PBS, e a ausência de cor no dialisado 

(círculo vermelho na Figura 58) pode indicar que purificação não ocorreu 

corretamente, indicando que o fluoróforo não ligado não foi dialisado, possivelmente 

devido à baixa solubilidade no meio aquoso. A bioconjugação e purificação do 

anticorpo marcado deve ser melhor otimizada em laboratório.  

 

Figura 58 - Purificação do conjugado anti-canabinoide CB₁ com Composto 2 
(BODIPY) 

 

A B C 
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Após uma tentativa inicial de incubação da solução do BODIPY-anticorpo com a 

membrana, observou-se ligação inespecífica (quadro vermelho na Figura 59). Assim, 

realizou-se uma lavagem prévia da membrana com o metanol para que pudéssemos 

eliminar o excesso de fluoróforo. Essa ligação inespecífica observada na membrana 

pode ser resultado da presença de fluoróforo não conjugado que não foi eliminado 

durante a diálise, devido baixa solubilidade deles em meio aquoso. 

 
Figura 59 - Membrana PVDF após incubação com antiCB1 conjugado com Composto 
2, sendo evidenciado o excesso de fluoróforo no quadro vermelho 

 

 

Após a lavagem previa com metanol pode-se visualizar, durante a revelação do 

ChemiDoc, que há presença do conjugado anti-canabinoide CB₁ com BODIPY ligado 

a proteína canabinoide CB₁, sendo possível observar duas bandas esperadas para 

esta proteína (Figura 60, quadro em vermelho A com a banda de 180KDa e o quadro 

B a banda de 75KDa). Uma observação pertinente é a presença de background ou 

arraste, tal fato pode ser devido ao uso de um pool de proteínas ou por problemas 

durante o bloqueio da membrana ou ainda no aparato de transferência. Esse problema 

também poderia estar associado à baixa solubilidade do BODIPY em meio aquoso 

acarretando uma diálise imperfeita e formação de ligações inespecíficas. 
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Figura 60 - Revelação da membrana usando filtro Alexa Fluor 488, quadro A bandas 
de 180KDa e quadro B, bandas de 75KDa 

 

 

O experimento realizado foi um teste inicial, no qual foi utilizada solução de anticorpo 

de concentração desconhecida. Diante disso, a conjugação foi realizada sem 

conhecer a relação molar fluoróforo-anticorpo, impossibilitando a padronização da 

bioconjugação. Para a padronização do Western Blotting, idealmente, seria 

necessário realizar testes de bioconjugação com soluções estoque contendo 

concentrações conhecidas do anticorpo, para reagir com fluoróforo em diferentes 

condições. Uma vez estabelecido o método de conjugação fluoróforo-anticorpo seria 

possível otimizar de maneira racional o experimento de Western Blotting. 
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5 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 
Neste trabalho concluímos que o método de síntese proposto, resultou em dois 

fluoróforos que possuem espectros de absorção e emissão desviados para o vermelho 

quando comparados a outro fluoróforos da mesma classe funcionalizados com o 

grupo isotiocianato. Outra observação pertinente é a confirmação da reatividade dos 

BODIPYs com aminas após funcionalização com o grupo isotiocianato na posição 

proposta. Porém, verificou-se que a reação com aminas e formação do grupo tiouréia 

reduz a intensidade da fluorescência, no entanto, não elimina a fluorescência. 

Obtivemos êxito nos experimentos onde os compostos foram usados na conjugação 

com proteína, de maneira que esses dois compostos podem encontrar aplicações em 

diferentes áreas. No entanto, para a utilização com conjugação para Western Blotting 

ainda serão necessários mais estudos. O grupo de pesquisa continuará realizando 

testes de aplicação destes e de outro fluoróforos visando o desenvolvimento de novas 

sondas fluorescentes.  

 

Para os dois compostos apresentados nessa dissertação de mestrado ainda 

planejamos realizar estudos visando otimizar a sua aplicação em ensaios de 

imunofluorescência. Cabe salientar que um dos principais problemas enfrentados 

neste trabalho foi a baixa solubilidade dos dois compostos em soluções aquosas, o 

que dificulta a utilização em bioconjugação e sua purificação, ainda que não 

impossibilite seu uso. Nesse contexto, outra perspectiva do grupo de pesquisa para 

dar continuidade nessa linha de pesquisa é inserir grupos funcionais com cargas a fim 

de aumentar a hidrossolubilidade dos compostos, dentre os quais podemos citar 

sulfonatos, sais quaternários de amônio (NIU et al., 2009) 
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APÊNDICE A - 1. RESUMO APRESENTADO NO ENCAQUI DE 2019 
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APÊNDICE A -  2. ARTIGO PUBLICADO NA REVISTA DYES AND PIGMENTS 
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ANEXOS 
 
Anexo 1 - A e B: composto 1 livre de conjugação diluído em agua e DMSO, onde pode 
ser visto particulado (demarcado em vermelho); C e D: composto 2 livre de conjugação 
homogeneizado e diluído em agua e DMSO, podendo ser visualizada a formação de 
particulado ao fundo (demarcado em vermelho) 

 

 

Anexo 2 - Alguns dos equipamentos utilizados; A: Centrifuga Hitachi Rx series 
refrigerada; B: Espectro fotômetro Varian Cary 50 (Agilent) 

 

 

Anexo 3 - A e B: Compostos livres de albumina utilizados como estoque para 
conjugações com BSA; A: composto 1; B: composto 2 

 

 
 

A B 

A 
B 

A B C D 
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Anexo 4 - Membrana de dialise (Sartorius) utilizada para purificações 
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