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O desenvolvimento de técnicas analiticas, espectroscopicas e de imagem baseadas na deteccao
da fluorescéncia esté associado com a necessidade por marcadores fluorescentes com variadas
caracteristicas e aplicabilidades. Dentre os diversos marcadores fluorescentes disponiveis, 0s
derivados de borodipirrometenos (BODIPY), descobertos no final da década de 1960, passaram
a ser amplamente utilizados desde o final da década de 1980. Esta tese de doutorado se trata de
um estudo pioneiro no Brasil, envolvendo a sintese, modificacdo quimica e caracterizacao
fotofisica de BODIPYSs. Na primeira etapa do projeto métodos de obtencdo de BODIPYs foram
estabelecidos e aplicados na sintese de uma biblioteca de sondas fluorescentes. O estudo
fotofisico dessa biblioteca de fluor6foros nos possibilitou identificar e estudar particularidades
de alguns fluoréforos, como o solvatocromismo, halocromismo e ionocromismo. A segunda
etapa do projeto envolveu o estabelecimento de métodos de modificacdo quimica de BODIPY's
visando a diversificacdo fotofisica e estrutural da biblioteca de compostos. Foram sintetizados
BODIPYs reativos que foram submetidos a reacGes de substituicdo nucleofilica, Suzuki,
Sonogashira, Knoevenagel e arilacdo direta, levando a obtencdo de compostos com
propriedades Opticas diversas. Por fim, na terceira etapa do projeto, esta descrito o
desenvolvimento de novos métodos de modificacdo quimica de fluor6foros BODIPY. Foi
desenvolvido um método simples de tiocianagdo direta dessa classe de compostos com bons
rendimentos, baseado na utilizacdo de tiocianato de amonio e oxone ®. O escopo e as limitacbes
do novo método de tiocianacdo foi estudado em BODIPYs com propriedades eletrbnicas
diversas. Foi mostrada ainda a conversdo de BODIPY's tiocianados a derivados tioalquilados
com caracteristicas opticas particulares. Em conclusdo, com esta tese de doutorado foi
estabelecida uma linha de pesquisa inovadora envolvendo a sintese e modificagdo quimica de
uma classe de compostos com ampla aplicacdo tecnolégica.
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1. INTRODUCAO

1.1 Fluorescéncia: Teoria e aplicabilidade analitica

O termo “luminescéncia” foi introduzido no final do século XIX para descrever fenomenos
luminosos que, em oposicdo a incandescéncia, ndo estdo relacionados com aumento de
temperatura.l> Em termos atuais, a luminescéncia pode ser descrita como a liberagio de fotons
a partir de um estado eletronico excitado.! O estado excitado pode ser alcangado em resposta a
diversos estimulos que séo levados em conta para classificacdo dos tipos de luminescéncia. A
eletroluminescéncia, por exemplo, é a luminescéncia em resposta a um estimulo elétrico,
enguanto a bioluminescéncia ocorre em resposta a um processo bioquimico. Nesse contexto, a
fluorescéncia, assim como a fosforescéncia, se insere no conceito de fotoluminescéncia, ou seja,
ambos sdo fendmenos de liberacdo de fotons no qual o estado eletrnico excitado é obtido apds

excitagdo luminosa.l?

Em geral, a primeira descricdo do fenémeno da fluorescéncia é atribuida a Nicolas Monardes,
um botanico espanhol que ja no século XVI descreveu o aparecimento de uma cor azul peculiar
em uma infusdo medicinal conhecida como Lignum Nephriticum.* Todavia, apenas em meados
do século XIX, apds estudo minucioso do fenémeno da fluorescéncia em solucgdes de sulfato
de quinina, que John Herschel publicou um tratado acerca do fendmeno, descrito por ele como
refrangibilidade da luz.**° Pouco depois, Sir George Gabriel Stokes se aprofundou no estudo
de solucBes de sulfato de quinina e publica uma série de observacdes acerca do fenémeno,
propondo pela primeira vez o uso do termo “fluorescéncia”, cunhado a partir de fluorspath,

nome dado a uma rocha que também emite fluorescéncia.>>®

Em 1933, em um artigo publicado na Nature,” Jablonski propde um diagrama de niveis
energéticos que pode ser visto como precursor de diagramas de transigdes eletronicas
modernos, conhecidos até hoje como diagramas de Jablonski.® Esse tipo de diagrama ¢ utilizado
como modelo para explicar os processos fisicos que ocorrem no fendmeno de

fotoluminescéncia.

Segundo o0 modelo (Figura 1), com a absorcdo de um foton a espécie fluorescente passa de um
estado singleto néo excitado (estado SO) para um dos niveis vibracionais de um estado singleto
excitado (niveis S1, S2), num processo que ocorre na ordem de 10*° segundos. A fluorescéncia
resulta do retorno ao estado fundamental que ocorre na ordem de 10°° segundos. Processos ndo
radiativos de conversdo interna e relaxacgdo vibracional ocorrem na ordem de 102 segundos,

de maneira que a transicédo radiativa da fluorescéncia ocorre a partir do nivel vibracional 0 do



estado S1, caracterizando a regra de Kasha.® Na fosforescéncia, antes da transicdo radiativa,
ocorre um cruzamento inter-sistemas levando a espécie quimica a um estado tripleto, cuja

transicio radiativa ocorre na ordem de 107 segundos®2.
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Figura 1. Representacdo do diagrama de Jablonski. Estdo mostrados: absor¢cdo com excita¢do aos niveis S1
(roxo) e S2 (azul); emisséo de fluorescéncia a partir do nivel S1 (verde); e emisséo de fosforescéncia a partir do
nivel T1 (vermelho). Transi¢Bes ndo radiativas estdo mostradas na forma de setas tracejadas pretas.

Em seus experimentos com sulfato de quinina, Sir Stokes foi perspicaz em observar que a
emissio de fluorescéncia depende da natureza da luz utilizada para excitagdo.®® Ocorre que a
fluorescéncia é observada sempre em comprimentos de onda maiores do que a fonte de
excitacdo, resultado da perda energética relacionada aos processos nao radiativos. Devido a
perda energética resultante do cruzamento inter-sistemas, espera-se um desvio ainda maior na
emissdo da fosforescéncia. Em homenagem aos seus estudos pioneiros, a diferenca entre o
comprimento de onda de méxima absorgdo (Aabs) € 0 de maxima emissdo (Aans) € conhecido

como o desvio de Stokes.1?

Nem todos os fotons absorvidos resultam em emissao de fluorescéncia, uma vez que transicoes
ndo radiativas competem com transigdes radiativas. A razdo entre fotons emitidos e fotons
absorvidos ¢ conhecido como rendimento quantico de fluorescéncia (®s), grandeza que, assim
como o coeficiente de absortividade molar, determina o brilho de um fluor6foro. O tempo

médio que a espécie fluorescente permanece no estado excitado antes da transicao radiativa



também é uma propriedade importante, conhecida como tempo de vida de fluorescéncia (7).
Ambas sdo propriedades determinadas pela natureza da espécie fluorescente e 0 meio em que

esta dissolvida.l?

Além dos seus trabalhos pioneiros acerca do fenémeno de fluorescéncia, Sir George Stokes
também pode ser considerado o primeiro a propor a fluorescéncia como uma importante
ferramenta analitica.’® Em um discurso realizado aos colegas da sociedade de quimica no ano
de 1864 o pesquisador previu que a fluorescéncia teria potencial analitico. Em 1867,
Goppelsroder publicou®® a primeira anélise fluorimétrica da histdria,'® ao explorar a
fluorescéncia do complexo entre o cation Al(l11) e o flavonol morina para a determinacdo do
cation em questdo. Nesse artigo ¢ introduzido o termo “Fluoreszenzanalyse”, que pode ser
traduzido do alemdo como ‘“andlise por fluorescéncia”, ‘“andlise fluorimétrica” ou

“fluorimetria”, marcando o inicio dessa ciéncia.

O uso de técnicas baseadas em fluorescéncia traz uma serie de vantagens em relagdo a outras
técnicas. Quando comparado a métodos colorimétricos baseados na absorbéncia, técnicas
fluorimétricas sd0 muito mais sensiveis e seletivas.!® Além disso, a baixa prevaléncia de
espécies fluorescentes em relacdo as espécies cromoforicas também estd relacionado com
melhor desempenho da fluorescéncia como técnica analitica.’® Cabe salientar, ainda, que a
fluorescéncia € um fendmeno muito influenciado pelo meio, fator explorado no

desenvolvimento de sensores de diversos tipos.t314

A natureza do solvente pode ter efeitos profundos na emissdo de um fluoréforo, caracterizando
o fendmeno de solvatocromismo. Em geral, o efeito de solventes resulta do fenémeno de
relaxacdo induzida por solventes, no qual a reorganizacdo das moléculas de solvente leva a
estabilizaco do estado excitado e diminuicdo da energia do sistema.l® Solventes mais polares
estabilizam de maneira mais eficiente o estado excitado, de maneira que uma das principais

aplicacdes do solvatocromismo é o estudo da polaridade local de macromoléculas.®*314

A supressdo ou “quenching ” da fluorescéncia & um fendmeno no qual a fluorescéncia de uma
especie fluorescente é suprimida na presenca de algum analito, devido a colisbes (quenching
dinamico) ou complexacdo (quenching estatico) entre analito e fluoréforo.>*® No quenching
dindmico, a colisdo do analito com a espécie fluorescente no estado excitado resulta na sua
deexcitagdo por uma via ndo radiativa, enquanto no quenching estatico um complexo néo
fluorescente entre a espécie fluorescente e o analito é formado.® O quenching da fluorescéncia
é uma abordagem muito explorada no desenho de sensores fluorescentes, principalmente para

cations e anions.>® Métodos analiticos baseados na diminuicéo da intensidade da fluorescéncia



sdo conhecidos como métodos “turn-off”, enquanto a abordagem oposta, no qual observa-se o

aumento da fluorescéncia, é conhecida como método “turn-on”.

Outro fenbmeno com aplicacdes analiticas € a transferéncia de energia de ressonancia por
fluorescéncia, ou FRET (do inglés Fluorescence Resonance Energy Transfer). Esse fendmeno
ocorre entre uma espécie doadora no estado excitado que, por interacdo dipolar, excita uma
espécie aceptora, resultando por fim na emissdo da fluorescéncia desta Gltima espécie.l’ Para
que 0 processo ocorra é necessario um overlap entre o espectro de emissdo do doador e o
espectro de absorcdo do aceptor, todavia sem que haja emissdo de foton pelo doador ou
absorcéo pelo aceptor. A dependéncia entre a transferéncia de energia e a distancia entre doador
e aceptor é utilizada extensivamente como base para desenvolvimento de métodos analiticos.’
Uma das aplica¢cdes mais comuns do FRET é na medicdo da distancia entre dois pontos de uma
macromolécula,'® sendo uma técnica muito utilizada na determinago estrutural deste tipo de
compostos, no desenho de sensores fluorescentes de alta seletividade e no estudo espacial e

temporal da interagdes moleculares por microscopia.t®

A intensidade da emissdo € um parametro comumente utilizado em técnica analiticas, todavia
outra vantagem da fluorescéncia é a sua multidimensionalidade, de maneira que diversos
parametros podem ser analisados.?’ Em algumas situagdes, desvios no espectro de emissdo de
fluorescéncia sdo utilizados como parametro analitico. Algumas sondas fluorescentes sdo
desenhadas para que ocorra desvio espectral na presenca de um analito, conhecidas como
sondas ratiométricas.?* A polarizacio, ou anisotropia, da luz emitida por fluorescéncia é um
outro parametro utilizado em métodos analiticos.? e a sua aplicagdo se baseia na relagao inversa
entre o grau de rotagdo de um sistema e polarizacdo da fluorescéncia emitida.® O tempo de
vida de fluorescéncia também € utilizado como parametro analitico com algumas vantagens. O
tempo de vida independe da concentracdo e da intensidade de emissao da espécie fluorescente,®
sendo uma maneira eficaz de evitar a necessidade de medicdes quantitativas da intensidade da

fluorescéncia.

O século XX acompanhou um crescimento tanto na quantidade quanto na complexidade de
métodos analiticos baseados na fluorescéncia, de maneira que é seguro dizer que grande parte
do progresso cientifico desse periodo ndo existiria sem a aplicacdo da fluorescéncia como
ferramenta analitica. Nas areas biologicas e da saude a fluorescéncia encontra aplicacdo na
microscopia, imunoensaios, biologia molecular, engenharia genética, analises clinicas, analises
toxicoldgicas dentre outras areas, e a tabela 1 sumariza algumas das principais técnicas baseadas

em fluorescéncia.



Tabela 1. Informacdes gerais sobre algumas das técnicas laboratoriais baseadas em
fluorescéncia disponiveis atualmente.

Técnica

Desenvolvimento

Observacdes gerais

Microscopia de
fluorescéncia

Inicio do séc. XX

- Alternativa viavel para aumentar a especificidade
e 0 contraste das técnicas microscopicas?
- Diversas técnicas avangadas de microscopia por
fluorescéncia estdo disponiveis atualmente

Imunofluorescéncia®®

Década de 1950

- Microscopia baseada em  anticorpos
fluorescentes
- Visualizacéo de estruturas celulares especificas

Microscopia Segunda metade - Desenvolvida apds a descoberta do laser e a
confocal® do séc. XX focalizagdo pontual

- Alta resolucédo e melhor contraste

- Estudos de amostras vivas em tempo real

- Possibilidade de imagens tridimensionais
Microscopia de dois Aplicada partir - Excitacdo por dois fétons de baixa energia ao

fotons?’28

da década de
1990

invés de um féton de alta energia, com menos dano
a amostra

- Emisséo com desvio anti-Stokes

- Imagens de alta resolugdo em espécies vivas

- Eliminacdo da contaminacdo do laser de
excitacao

Microscopia por
tempo de vida de
fluorescéncia?®3°

Década de 1990

- Imagem ¢ obtida a partir do tempo de vida de
fluorescéncia ao invés da intensidade de
fluorescéncia

- Menos dano a amostra e contaminagao

- Imagens de alta resolucdo em espécies vivas

Imunoensaios
fluorescéncia®*

por

Década de 1970

Baseados na utilizacdo de anticorpos
fluorescentes

- Alternativa segura a ensaios com radioisétopos

- Existem ensaios baseados em anistoropia,®
tempo de vida®** e FRET®®

Citometria de fluxo®

Década de 1970

- Andlise de suspensfes de células baseada na
fluorescéncia
- Muito utilizada na anéalise de células sanguineas

PCR em tempo real®’

Fim do século
XX

- Adaptacdo da técnica de PCR utilizando sondas
fluorescentes para analises quantitativas

1.2 Sondas Fluorescentes

O desenvolvimento de diversas classes de espécies fluorescentes foi fundamental para

disseminacéo da fluorescéncia como parametro analitico. A fluorescéncia ndo € um fenémeno

corriqueiro, de maneira que sondas fluorescentes sdo primordiais para grande maioria das

técnicas laboratoriais baseadas em fluorescéncia. A excec¢do sdo os experimentos baseados na

fluorescéncia intrinseca de algumas amostras ou biomoléculas (Figura 2). O sulfato de

quinina,® produto natural isolado no séc. XIX de espécies da cinchona®® e explorado por

Stokes e Herschel em seus estudos, é considerado o primeiro fluoréforo quimicamente definido



da histéria.*. Outros produtos naturais com fluorescéncia enddgena incluem aminoacidos
aromaticos, como o triptofano, tirosina e fenilalanina; vitaminas, como o retinol, acido folico;

coenzimas como NADH e FAD; e pigmentos como melanina e clorofila.?
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Figura 2. Exemplos de compostos organicos fluorescentes de ocorréncia natural.

Na grande maioria das vezes o analito de interesse ndo possui fluorescéncia intrinseca, sendo
necessario a aplicacao de fluor6foros para realizacdo de ensaios baseados em fluorescéncia.
Atualmente varios tipos de fluoréforos sdo conhecidos e, no que se refere a diversidade
estrutural e ao numero de publicacBes, as sondas fluorescentes sdo principalmente pequenas
moléculas orgéanicas aromaéticas. Todavia, outros tipos de sondas fluorescentes estéo

disponiveis atualmente.*!

Em geral, cations metélicos ndo sdo fluorescentes, todavia, duas exce¢des a essa regra tém sido
exploradas como sondas fluorescentes: eurdpio (Eu®*) e térbio (Th®*).*> A emissdo desses
lantanideos, resultante de transicdes eletronicas envolvendo o orbital 4f, possui duas
caracteristicas peculiares: tempo de vida de fluorescéncia longo e desvio de Stokes grande,*® o
que estimulou a aplicacdo em bioensaios e microscopia baseados no tempo de vida de
fluorescéncia. A aplicacdo de lantanideos possibilita filtrar o sinal da autofluorescéncia presente
em amostras bioldgicas, uma vez que decaimento temporal da autofluorescéncia ocorre na
escala de nanosegundos. Ao ajustar o detector para coleta de emissdo mais tardia é possivel

obter resultados com alta sensibilidade sem a interferéncia da autofluorescéncia.*?

Outra espécie fluorescente de origem inorganica sdo os quantum dots, termo que engloba uma
série de nanocristais de materiais semicondutores, como cadmio, enxofre, selénio, tellrio, cujas
caracteristicas fotofisicas variam com a composicao e o tamanho.* Uma das peculiaridades dos
quantum dots é a larga banda no espectro de absor¢do e excitacdo, o0 que possibilita a sua
excitacdo eficiente numa faixa extensa do espectro eletromagnético. Essa caracteristica

possibilita, por exemplo, a excitacdo simultanea e eficiente de diversos quantum dots distintos



utilizando um mesmo feixe de excitacdo. Outra aplicacdo relacionada a banda de excitacdo € o
uso de quantum dots como aceptores em sistemas de transferéncia de energia. Quanto a
fluorescéncia, a banda de emissdo é bem estreita e relativamente facil de manipular, sendo
possivel construir quantum dots com caracteristicas de emissao desejadas com modificacfes

pontuais no processo de sintese.*®

Proteinas fluorescentes possuem grande importdncia como sondas fluorescentes,
principalmente na area bioldgica. Esta aplicacdo somente se tornou possivel e viavel apds a
descoberta, determinacéo estrutural e clonagem da GFP (green fluorescent protein), isolada de
espécies marinhas bioluminescentes.*® Atualmente, outras proteinas fluorescentes similares a
GFP ja foram descritas e sdo utilizadas na rotina laboratorial. Em geral, essas proteinas possuem
um cromoforo formado a partir de uma reacdo de ciclizacdo do esqueleto proteico que forma
um anel do tipo imidazol ou imidazolona, e pequenas modificagdes nesses cromoforos estéo
por tras de desvios espectrais em algumas proteinas da familia do GFP.*” A natureza proteica
dessas sondas abre a possibilidade de diversificacdo da emisso atraves de mutagénese, a partir
da qual diversas proteinas fluorescentes nunca isoladas na natureza e com emissao diversificada
ja foram obtidas. Outra vantagem € a possibilidade de clonar 0s genes e expressar essas
proteinas em sistemas biologicos, sendo que esses genes sao rotineiramente aplicados como
gene reporter e a obtencdo de linhagens celulares fluorescentes possibilita diversos estudos
aplicando técnicas baseada na fluorescéncia.

1.2.1 Pequenas moléculas organicas

Apesar da importancia das sondas citadas anteriormente, pequenas moléculas organicas
constituem o principal tipo de sondas fluorescentes disponiveis e por muitas décadas a
fluorescéncia foi estuada exclusivamente nesse tipo de composto®®. A emissdo do Lignum
Nephriticum descrita por Nicolas Monardes, por exemplo, ocorria devido a presenca de
matlalina que, assim como o sulfato de quinina utilizado por Herschel e Stokes, é uma pequena
molécula orgénica fluorescente. A existéncia de insatura¢cbes em um sistema planar, que
possibilite a formacédo de longos sistemas pi conjugados, € um pré-requisito estrutural para
corantes fluorescentes organicos.*® Diversos padrdes estruturais desse tipo sdo conhecidos e
aplicados como fluoréforos, e nesta sessdo serdo introduzidos os principais cromdéforos

fluorescente utilizados extensivamente como sondas.

Dentre as pequenas moléculas organicas, derivados sintéticos da xantona, como a fluoresceina

e a rodamina, estdo entre as sondas mais populares (Figura 3). A fluoresceina foi sintetizada



pela primeira vez em 1871 por acilagdo de Friedel Crafts a partir do resorcinol e do anidrido
ftalico.®® A rodamina se diferencia estruturalmente da fluoresceina pela substituicdo dos
oxigeénios ligado ao anel xantona por atomos de nitrogénio, tendo sido sintetizada pela primeira
vez em 1905, numa reacdo similar partindo meta-amino fenois.®> Uma peculiaridade da
fluoresceina e da rodamina ¢é a formacdo de uma espironolactona ndo fluorescente cuja reacdo

de abertura ja foi extensivamente explorada em ensaios analiticos do tipo “turn-on".>?

A importancia analitica dessa classe de compostos é bem refletida pela quantidade e
diversidade de derivados xanténicos disponiveis comercialmente. O isotiocianato da
fluoresceina, mais conhecido como FITC, é provavelmente a sonda fluorescente para marcacdo
de biomoléculas mais conhecida, e se baseia na reatividade do grupo isotiocianato frente a
aminas biologicas. O Texas Red, e muitos dos fluoréforos comercializados sob a marca
AlexaFluor® e CAL Fluor®, também séo derivados xanténicos. Outros fluoréforos derivados
do xanteno incluem a pironina Y, um corante fluorescente para acidos nucléicos; o DHR123,
cuja a fluorescéncia so é observada apds oxidacao por espécies reativas de oxigénio; o BCECF,

utilizado na medicéo de pH citoplasmatico; e o DAF-2, sensor de éxido nitrico.
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Figura 3. Estrutura do ndcleo xanteno e de alguns derivados xantémicos utilizados como sondas fluorescentes.
O método geral de sintese de fluor6foros xantémicos e a formacéo da forma espironolactona também estéo
mostrados.

Derivados a-benzopirona, mais conhecidos como cumarinas, sdo caracterizados por um anel
benzeno fundido a um anel pirona, e emitem fluorescéncia azulada relativamente intensa,
sendo muito aplicados como sondas fluorescentes (Figura 4).>3°* Ainda que diversas cumarinas
de origem natural sejam conhecidas, métodos sintéticos de obtencdo sdo conhecidos desde o
século X1X555¢ e amplamente aplicados na sintese de sensores fluorescentes.>” Além da propria
cumarina, diversos outros derivados cumarinicos, sdo conhecidos, sendo que derivados da

umbeliferona e da 7-amino cumarina estdo entre os mais populares. Os fluordforos



AlexaFluor350®, DiFMU, Pacific Blue®, AMC sdo todos derivados cumarinicos.

Diversos substratos enzimaticos, sintetizados a partir da estrutura da cumarina, estdo
disponiveis e refletem bem o desenho racional de sondas fluorescentes. Uma abordagem
bastante empregada na construcao de substratos enzimaticos é a modificacdo da hidroxila livre
da umbeliferona, que resulta numa espécie menos fluorescente. Nesse caso, a conversdo
enzimatica resulta na liberacdo da umbeliferona com o reestabelecimento da fluorescéncia.
Cumarinas desenhadas especificamente para bioconjugacao (funcionalizadas com succinimidil
éster ou iodoacetamida) e para coloracdo de ceélulas (como a linha de fluoréforos

CellTracker®), também séo utilizadas frequentemente em ensaios bioldgicos.

OO "0 T i iy Oy

Umbeliferona 7-aminocumarina Pacific Blue
Cumarina l inocumari i1c Blu DIEMU

HO
HoN 0.__0 0
5 0.0 o. .0 2 H,N 0.__0 o HO\P/O 0. 0o
HO™\
A \Q%j g 7o © \Q%/j
H 0
© cl

MUG - Substrato para ® AMCA-NHS - Bioconiugacio MUP - Substrato para
Beta-Galactosidase CellTracker™ Blue CMAC jugag fosfatases
Coloragéo celular

Figura 4. Estrutura da cumarina e de alguns derivados utilizados como sondas fluorescentes.

Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos sdo muito conhecidos como poluentes ambientais,
todavia, a emissdo de fluorescéncia é uma caracteristica comum nesse grupo de compostos
(Figura 5).%® A espectroscopia de fluorescéncia é amplamente utilizada como um método
simples e barato para deteccdo ambiental desses compostos,®® todavia alguns hidrocarbonetos

aromaticos policiclicos encontraram aplicacdes analiticas com sondas fluorescentes exdgenas.

O naftaleno e o pireno podem ser citados como os hidrocarbonetos aromaticos mais utilizados
como sondas fluorescentes em diversas aplicacbes. Fluoroforos naftalénicos de uso comum
incluem a sonda tio-reativa Badan, e o sensor de fluidez membranar laurdan.>® Outro exemplo
é 0 ANS,®° cujo solvatocromismo é explorado até hoje na caracterizacéo de sitios hidrofobicos
em proteinas.t* O amarelo Iicifer e as sondas da classe dansyl também possuem o anel
naftaleno em sua estrutura. Dentre os fluoréforos pirénicos, derivados sulfonados como o acido

pirenosulfonico, o AlexaFluor405® e o HPTS sdo muito utilizados.
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Figura 5. Estrutura do naftaleno e do pireno com alguns derivados utilizados como sondas fluorescentes.

As cianinas sdo corantes formados por um nitrogénio quaternario e um terciario, geralmente
partes de uma estrutura heterociclica, ligados por uma cadeia polimetinica ressonante com
nimero impar de carbonos a um nitrogénio neutro (Figura 6).5? Sintetizadas pela primeira vez
em 1856, sdo utilizados desde o século XIX em diversas aplicagcdes tecnoldgicas e mais
recentemente como sondas fluorescentes.®® As merocianinas sdo compostos similares no qual
um dos nitrogénios é substituido por um oxigénio, com a forma neutra e zwiterionica em

ressonancia.®

Dentre as cianinas utilizadas como sondas fluorescentes, derivados da indocianina, contendo o
nacleo inddlico estdo entre as mais difundidas e podem ser exemplificadas pelos fluoréforos
da linha “Cy”, comercializados pela Molecular Probes® e os fluoréforos da linha “quasar”
comercializados pela Biosearch Technologies (Figura 6). Cianinas com a estrutura fechada,
como o Cy3b em geral possuem melhores propriedades fotofisicas devido a rigidez do sistema.
Sondas cianinicas derivadas do benzoxazol, como o DiOC5(3), DiOC6(3) e DODC; do
benzimidazol, como JC-1; e do benzotiazol, como o DiSC2(3) e o DTDCI também sdo
encontrados. Entre as merocianinas, vale citar a merocianina 540, um corante fluorescente

aplicado na coloragao do axonio.

/’,
NMN - N /\/\N 'OMN - AN -
I I I I | I
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Ganina ... meroclanina ..
+ oGt d% O+ 40
R R R R N NZ NN
Cy3ou Cy5 ou 8]
Quasar 570 Quasar 670 Cy7 Cy3b
Qi - Q) {% QP 5 ~
o
DiOC5(3) JC-1 DTDCI Meromanlna 540

Figura 6. Estrutura do esqueleto basico das cianinas e merocianinas e de alguns derivados utilizados
como sondas fluorescentes
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Além das classes de fluordforos organicos citadas, diversos outros compostos encontraram
aplicacBes como sondas fluorescentes. Outros ndcleos presentes em corantes fluorescentes
disponiveis comercialmente incluem a acridina, acridona, fenoxazina, fenantridina, bimane,
bisbenzimida, indol, esquaraina, diarilmetano, nitrobezoxidiazol (NBD), oxonol dentre outros
(Figura 7). O foco do nosso grupo de pesquisa e desse relatério sdo derivados

borodipirrometenos, que serdo mais discutidos nas proximas sessdes.

mﬁ@z@q b Oy

Acridina Acridone Fenoxazina Fenantridina Bimane Bisbenzimida
Indol Esquarama Diarilmetano oxonol

Figura 7. Estrutura de diversos esqueletos encontrados em fluoréforos disponiveis comercialmente

1.3 BODIPYs: Estrutura e propriedades gerais

Os borodipirrometenos sdo compostos contendo o nucleo 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-
indaceno, mais conhecidos pelo acronimo “BODIPY”, termo que serd utilizado nesse texto para
se referir a esse grupo de fluordforos.®® Os BODIPYs estdo entre os fluor6foros mais
conhecidos e com aplicacdo mais difundida, e sdo o objeto de estudo do nosso grupo de pesquisa
e o tema principal desta tese de doutorado. A descoberta desse nucleo fluorescente ocorreu em
1968, quando Treibs e Kreuzer,%® na tentativa de realizar a acetilagio do 2,4-dimetil pirrol com
anidrido acético e BFz-Et>O, obtiveram um produto desconhecido fluorescente. A estrutura

desse composto inesperado foi elucidada como sendo o primeiro BODIPY (Esquema 1).

ACZO
[\ BF3Et0 BF3 Et,0
N \ <
N NH N

Esquema 1. Rota sintética proposta por Treibs e Kreuzer para acetilagdo do pirrol que resultou
na obtencdo sintética do primeiro BODIPY

FF

Embora conhecidos desde o final da década de 1960, poucos artigos cientificos abordando esse
novo grupo de compostos foram publicadas nas duas décadas seguintes. Foi apenas em 1987,
com a publicacdo de uma patente®” da Molecular Probes®, empresa especializada em comércio
de produtos fluorescentes, que esta classe de fluordforos teve sua aplicacdo tecnoldgica
reconhecida e difundida. A Molecular Probes®, atualmente subsidiaria do conglomerado Life
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Technologies®, continua sendo a principal companhia envolvida na comercializagdo de
BODIPYs. Com o reconhecimento da aplicabilidade desses compostos, observou-se um
aumento exponencial na quantidade de artigos cientificos e patentes descrevendo compostos

desta classe (Figura 8).8

250 4

200 1
— Artigos cientificos
Patentes

150 1

100 1

Documentos

50 1

1968 1978 1988 1998

Anos

Figura 8. Quantidade anual de publicacdes cientificas
descrevendo fluor6foros BODIPY nos 40 anos
seguindo a publicacdo do primeiro BODIPY (adaptado
de Ulrich et al., 2008, com permissio da editora).®®

Estruturalmente, os BODIPYs possuem um nucleo formado por duas unidades pirrdlicas,
unidas por uma ponte metino, que estdo complexadas, através do par de elétrons ndo ligantes
do nitrogénio pirrélico, a um atomo de boro (geralmente um grupo difluoroboril),®® sendo
derivados pirrolicos similares a porfirinas, porfirazinas e ftalocianinas (Figura 9). As dipirrinas,
assim como as porfirinas, sdo conhecidas pela capacidade de complexacdo com ions metalicos.
Ainda que diversos complexos metalicos de dipirrinas com propriedades interessantes tenham
sido publicados,’® em geral as propriedades fotofisicas dos BODIPYs sdo superiores as de

outros complexos, o que estimulou o interesse maior por essa classe.

As formas candnicas do nucleo BODIPY (Figura 9) se assemelham as de um corante cianina
monometinico,”* todavia com rigidez estrutural resultante da complexacdo.%® A auséncia de
fluorescéncia nas dipirrinas reflete a necessidade da complexacdo para a obtencdo de uma
espécie fluorescente. Acredita-se que a rigidez estrutural do nacleo BODIPY esteja por tras dos
seus altos rendimentos quanticos de fluorescéncia, o que, aliado ao coeficiente de absortividade
molar relativamente alto, confere brilho intenso a esse grupo de fluoréforos.®® O sucesso do
BODIPY estimulou a utilizagdo da coordenacdo com boro tetravalente como meio de fixar a
estrutura de outros croméforos com o intuito de obter novos corantes com propriedades

fotofisicas melhoradas.”?
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Figura 9. Acima: Estrutura bésica do ndcleo BODIPY
mostrando as formas de ressonéncia e a numeragdo do anel.
Abaixo: Estrutura de outros derivados pirrolicos relevantes

Além do brilho intenso, algumas outras caracteristicas tipicas dos BODIPY's estdo relacionadas
com sua ampla aplicagdo como sondas fluorescentes. Em geral, observa-se um pico intenso de
absorcao na regido visivel do espectro eletromagnético referente a transi¢cdo S0-S1 (n-t*) entre
500 e 525 nm (coeficiente de absortividade molar entre 40.000 a 80.000 Mcm™). A transigdo
vibracional 0-1 é em geral observada como um ombro do pico principal e a transicdo S0-S2
pode ser observada como uma banda larga e pouco intensa de absorcéo abaixo de 480 nm.” A
emissdo é observada como um pico fino e intenso com desvio de Stokes pequeno.”>"> Com
algumas excecdes’®’" o estado triplete dos BODIPY's é raramente populado e a fosforescéncia
ndo é comumente observada. Vale citar que os BODIPY's sdo relativamente estaveis, bem como

sollveis em solventes organicos e em geral ndo formam agregados.

A versatilidade quimica é sem duvida um outro ponto positivo dos BODIPYs. Atualmente
existem diversos métodos de modificacdo quimica do nicleo BODIPY que sdo aplicados para
funcionalizacdo e diversificacdo fotofisica. A biblioteca de BODIPYs disponiveis
comercialmente na Molecular Probes® (Figura 10) reflete ndo sé a importancia dos BODIPY's
como sondas fluorescentes, mas também a possibilidade de obtencdo de BODIPYs com
propriedades diversas atraves de modificacbes pontuais na estrutura do ndcleo BODIPY.
Métodos de sintese e modificagdo quimica e fotofisica dos BODIPYs serdo abordados com

mais detalhes posteriormente.
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Figura 10. Estrutura quimica e comprimento de onda de méxima absor¢do e emissdo de alguns BODIPYs
disponiveis comercialmente. E possivel notar que modificacdes estruturais no nicleo BODIPY possibilitam o
desenho de sondas com emissao de fluorescéncia em uma faixa extensa do espectro eletromagnético

1.4 Rotas de obtencédo do BODIPY
A sintese de BODIPYs é realizada a partir de derivados pirrdlicos, explorando a

nucleofilicidade da posicéo o desse heterociclo. O pirrol € um heterociclo aromético de cinco
atomos, contendo um nitrogénio cujo par de elétrons ndo ligante estad em ressonancia com as
insaturacdes, assemelhando-se em reatividade as enaminas. O carater doador do nitrogénio no
pirrol faz dele um heterociclo rico em elétrons e com alta propenséo a reacdes de substitui¢éo
eletrofilica (Esquema 2). Como pode ser visto nas formas de ressonancia do pirrol, todas as
posicBes possuem carater nucleofilico, todavia a posicdo o € mais propensa a substituicdo

eletrofilica devido a maior estabilidade do intermediario formado (Esquema 2).”

Esquema 2. Estrutura, formas de ressonancia e reatividade do pirrol, heterociclo usado como material de partida
para a sintese de BODIPYSs.
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BODIPYs meso-substituidos podem ser obtidos a partir da reagdo de unidades pirrélicas com
aldeidos aromaticos, cloretos acidos ou anidridos ciclicos (Esquema 3, rota a). A reacdo de
unidades pirrdlicas com aldeido aromatico em meio acido resulta na formagdo de um
dipirrometano meso-substituido, método geralmente conhecido como método de Lindsey.’®"®-
81 A oxidagéo do dipirrometano, normalmente realizada com DDQ ou cloranil, leva & formagéo
da dipirrina,”® que pode ser convertida ao BODIPY numa reagdo de complexacdo com
BF3-Et20O, em meio basico. A polimerizacgdo de pirrol € uma reagéo paralela muito comum que
pode dificultar a purificacdo e afetar o rendimento do produto desejado. Uma adaptacao
metodoldgica utilizada para driblar esses problemas é a utilizacdo de grande excesso de pirrol,
que em geral possibilita a obtengdo do produto desejado com rendimentos melhores. O uso de
unidades pirrélicas com uma das posigdes o protegida ¢ comumente empregado na sintese de

BODIPYs, pois sdo menos propicias a polimerizacdo e ndo demandam a utilizacdo de grande

excesso do heterociclo.®689
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Esquema 3. Sintese de BODIPY's a partir da reagdo de uma unidade pirrélica e um aldeido aromatico
pelo método de Lindsey.

Diferentemente da rota citada anteriormente, a reacdo com anidrido ciclico (Esquema 4, rota b)
ou cloreto de acila (Esquema 4, rota c) geralmente ndo demanda a utilizagdo de um &cido para
catalisar a reaci0.82® Qutra diferenca esta no fato de que com essas abordagens observa-se a
formacéo direta da dipirrina, 0 que pode ser uma vantagem. A auséncia de etapa de oxidacédo
permite a sintese de BODIPY's com substituintes meso ndo-aromatico, que sdo impossiveis de
serem obtidos a partir de aldeidos, uma vez que a oxidagéo de dipirrometanos com substituintes
meso ndo-aromaticos em geral ndo é trivial.%® A preparacdo de BODIPYs a partir de anidridos
ciclicos, como anidrido maleico, anidrido succinico e anidrido ftalico, € uma rota valiosa pois

possibilita a obtencdo de BODIPY's carboxilados, que podem ser aplicados em acoplamentos.2
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Esquema 4. Sintese de BODIPYSs a partir da reacdo de uma unidade pirrdlica com
haletos acidos ou anidridos ciclicos.

Outra rota explorada para sintese de BODIPYs se baseia na utilizacdo unidades pirrélicas
carboniladas na posi¢do a do anel. O ataque nucleofilico de uma outra unidade pirrdlica,
geralmente na presenca de cloreto de fosforila (POCIs), resulta na formacgéo da dipirrina que é
por fim convertida ao BODIPY (Esquema 5, rota d).8 O POClI; reage com a carbonila por um
mecanismo semelhante as etapas inciais da reacdo de Vilsmeyer-Haack, a partir do qual um
intermediario halogenado eletrofilico é obtido e convertido a dipirrina apds o ataque da segunda

unidade pirrdlica.

Os materiais de partida para essa sintese pode ser uma unidade pirrdlicas formilada, sendo um
BODIPY ndo meso-substituido formado,® enquanto o uso de unidades pirrélicas aciladas
resultaem um BODIPY meso-substituido.®> A vantagem dessa abordagem esta na possibilidade
de sintetizar BODIPYs assimétricos, ou seja, com diferentes substituintes em cada unidade

pirrolica.
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Esquema 5. Sintese de BODIPYs a partir da reacdo de uma unidade pirrélica com outra unidade
pirr6lica formilada ou acilada.

Mais recentemente uma rota baseada na autocondensacdo de unidades pirrdlicas formiladas
para a sintese de BODIPY's foi descoberta casualmente (Esquema 6, rota €). Foi demonstrado
que a partir da reacdo de dois equivalentes de 2-formil pirréis com 1 equivalente de POClz um
BODIPY simétrico ndo meso-substituido pode ser obtido. Essa reacdo pode ser aplicada em
diversos derivados pirrdlicos a-formilados e € um tanto inesperada, por se basear no ataque do
carbono a formilado de uma das unidades pirrélicas sobre a um intermediario pirrélico
helogenado, obtido da reagdo com POCI3. Apoés a eliminagdo de mondxido de carbono e acido

cloridrico € obtida a dipirrina (Esquema 6, rota e).%

Rota e
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0 R R! R" FF R
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o 17 0} H
H CO/\/H\) H+ (O/,P\ | H* cl \ N
R? \'j cl ‘ICI RE - \=LC -PO,Cl;” R2 /j\,{ = /_\\')1/
> H —_— _/ JH ~/< H

Esquema 6. Sintese de BODIPY's a partir da autocondensacdo de duas unidades pirrélicas
formiladas.
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1.5 Funcionalizacédo e modificacdo quimica e de BODIPYs

Desde a descoberta do BODIPY, diversos grupos de pesquisa trabalharam no desenvolvimento
de métodos visando a modificacdo estrutural de BODIPY's. Em geral modifica¢fes na estrutura
quimica do BODIPYs sdo necessérias para a derivatizacdo de sondas para aplicacbes
especificas e para a diversificacdo das propriedades fotofisicas. Nesta secdo algumas das

principais rotas utilizadas visando a modificacdo de BODIPY's serdo abordadas.

1.5.1 Modificacao dos materiais de partida e intermediarios

A diversificacdo do material de partida utilizado na sintese de BODIPY's ou dos intermediarios
da reacdo, é uma estratégia muito utilizada na obtencéo de sondas fluorescente. Os métodos de
modificacdo direta s6 comecaram a surgir recentemente, sendo que a diversificacdo do material
de partida foi por algum tempo a maneira mais viavel de preparar derivados dos BODIPYs.

Essa € uma abordagem versatil utilizada até hoje na preparacdo de BODIPY's funcionalizados.

Vérias sondas foram obtidas simplesmente aplicando o método de Lindsey com aldeidos
contendo o grupo desejado. A partir da reagdo do 2,4-dimetil pirrol com a 8-hidroxiquinolina-
2-carboxaldeido pelo método de Lindsey, por exemplo, foi sintetizado um sensor fluorescente
para o cation mercurio 11, no qual o grupo 8-hidroxiquinolina atua como unidade sensorial. Uma
abordagem semelhante foi explorada para sintetizar o sensor “DAMBO”, no qual um grupo
3,4-diaminofenil serve como unidade sensorial para o 6xido nitrico,®® e também um sensor de
pH,% com um grupo 4-hidroxifenil na posicdo meso. A aplicagdo de aldeidos aromaticos para
posterior modificacdo também esta presente na literatura, dentre os quais, vale citar a aplicacéo
de derivados halogenados,*® a exploracéo de alcinos em reagdes do tipo click chemistry,®! e a

utilizacdo de acidos carboxilicos® aromaticos na formagéo de ésteres e amidas (esquema 7).
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Esquema 7. Funcionalizagdo de BODIPYs através da diversificacdo do aldeido
aromatico. Os exemplos mostram a aplicacdo dessa abordagem para a sintese de um
sensor de Hg Il e de um sensor de pH.

Outra estratégia bastante utilizada é a modificacdo do pirrol, estimulada pela existéncia de
diversos métodos de modificacdo conhecidos para esse heterociclo. Muitas das sondas
fluorescentes destinadas & bioconjugacdo presentes na patente®” seminal da Molecular
Probes®, e comercializadas até hoje em dia, foram obtidas a partir de pirrdis funcionalizados.
Um outro exemplo da modificacdo do pirrol para obtencdo de BODIPY's foi a sintese de um
pirrol substituido com um grupo azida, que foi posteriormente aplicado na obtencdo de um
BODIPY aplicavel em reaces do tipo “click chemistry”®® Outro exemplo que vale citar é a
sintese de um derivado fluorescente do tocoferol, cuja estrutura permitiu a ligacdo no sitio de
ligacdo do tocoferol da proteina ligadora de tocoferol.** Esse composto, com potencial
aplicacdo biotecnoldgica, foi obtido a partir de um derivado pirrélico funcionalizado com um
alceno terminal, mostrando a aplicabilidade da modificacdo de unidades pirrolicas para sintese

de fluoréforos funcionais (Esquema 8).
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Esquema 8. Funcionalizacdo de BODIPYs através da diversificacdo da unidade pirrélica. Os exemplos mostram
a aplicacdo dessa abordagem para a sintese de um derivado fluorescente do tocoferol e de uma sonda
fluorescente para click chemistry.

BODIPYs halogenados podem ser vistos como 6timos materiais de partida, pois possibilitam a
funcionalizacdo do fluoréforo aplicando reagGes de substituicdo nucleofilica ou de acoplamento
cruzado. Uma das abordagens mais utilizadas para esse fim € a halogenacéo do dipirrometano
que, apos as etapas de oxidacdo e complexacdo, possibilita a obtencdo de BODIPYs 3,5-
dihalogenados (Esquema 9). *® Mais recentemente, a sintese de BODIPYs mono halogenados
em posicdes especificas do anel foram descritas. Esses métodos, baseados na utilizacdo de 2-
acetil halopirrdis, aumentaram consideravelmente o arsenal sintético disponivel para o desenho

de sondas baseadas nos BODIPYs.%97

As primeiras abordagens para a diversificacdo das propriedades dpticas do BODIPY se
baseavam na utilizacdo de pirr6is com extensdo de conjugacdo. A insercdo de grupos
aromaticos na posi¢ao meso néo é eficiente para esse fim, devido a falta de coplanaridade entre
0s grupos meso-aromaticos e anel BODIPY, sendo que as posi¢oes 3 e 5 sdo as mais exploradas
para esse fim. Antes do desenvolvimento de métodos mais modernos para funcionalizacao
direta do BODIPY, derivados 2-estiril pirrol,% 2-aril pirrol,®*®isoind6licos, dentre outros
pirrois com extensdo de conjugacdo’®?, foram aplicados na sintese de BODIPYs com emissdo

desviada para o vermelho (Esquema 9).
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Sintese de BODIPYs halogenados ' Sintese de BODIPYs com
| conjugagao estendida
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Esquema 9. Exemplos de abordagens sintéticas visando a modificacdo do material de partida para a sintese de
BODIPY's halogenados e com conjugacao estendida.

1.5.2 Modificagéo direta dos BODIPYs

Dentre as poucas publicacdes envolvendo BODIPY's no inicio da década 1980, esta a descricéo
do primeiro método de modificacdo direta de BODIPYSs, a reacdo com cloreto de sulfonila para
obtencAo de derivados sulfonados.!%? Baseada no ataque dos carbonos 2 e 6 do anel ao eletréfilo
em questdo, essa reacdo possibilitou a sintese dos primeiros BODIPY's hidrossolUveis. Esta é
uma estratégia ainda muito empregada na obtencao de sondas fluorescentes para aplicacdes em

meio aquoso.

Outras reagdes de substituicdo eletrofilica estdo descritas na literatura (Esquema 6, esquerda),
em geral nas posicdes 2 e 6 do anel BODIPY.®8 A nitracio do BODIPY com acido nitrico ja foi
relatada, %1% assim como reacdes de bromagcéo, %1% cloracio®® e iodacdo,'® que, em geral,
ocorrem preferencialmente nas posicdes 2 e 6. A nucleofilicidade dessas posi¢cdes também ja
foi explorada em reacGes de formilagdo pelo método de Vilsmeyer, que permite a obtencdo de

sondas formiladas™®.

A partir de derivados halogenados reacbes de substituicbes nucleofilicas sdo amplamente
utilizadas na sintese de sondas fluorescentes. Essas reacfes ocorrem principalmente, mas ndo
exclusivamente, nas posi¢es 3 e 5 do anel (Esquema 10, direita), tendo sido realizada com
nucledfilos de nitrogénio, oxigénio, enxofre e carbono.®>°"11-114 A alta eletrofilicidade das
posicdes 3 e 5 do anel possibilitam a aplicagdo de substituicdo nucleofilica direta no anel néo-
halogenado, utilizando alguns nucledfilos especificos (substituicio nucleofilica vicaria)*t>116

ou um oxigénio molecular como aditivo (substituicdo nucleofilica oxidativa).*1"118

Para exemplificar a aplicagdo dos métodos expostos na sintese de compostos funcionais, vale
relatar o desenvolvimento de um sensor para benzenotidis, cuja propriedade sensorial se baseia

na reducdo do grupo sulfoxido por benzenotiois. A sintese se inicia com a aplicagdo de uma
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unidade 2-formil pirrélica halogenada, que é aplicada na sintese de um BODIPY halogenada.
Em uma reagdo de substitui¢do nucleofilica com a-toluenotiol o intermediério tio éter é obtido
e, finalmente, oxidado ao sensor em questdo.'*® O desenvolvimento dessa sonda fluorescente é
um bom exemplo da versatilidade sintética de BODIPYs aplicada a sintese de sondas

fluorescentes inovadoras.

\ NGNS T TN N NS RO NN NS T ONNNS

' N

FF FF 5 FFoR FFE N
Sulfonagéo - R = SOzH 5
Nitrag&o - R = NO, 1SNAr-R'=Cl, Broull
Formilagdo - R = COH : SN oxidativa - R' = H - oxigénio molecular como oxidante
Halogenagdo - R = Cl, Brou | . SN vicaria - R = H - aplicavel apenas com alguns nucledfilos
Exemplos

A. Sintese de BODIPYs hidrossoluveis

FF

B. Sensor de Benzenotidis

Esquema 10. Exemplo de substituigdes eletrofilicas (em cima, & esquerda) e nucleofilicas (em cima, a direita)
do anel BODIPY.

Além das reacdes de substituicdo nucleofilica, os BODIPYs halogenados também sdo bons
substratos para a aplicagcéo de acoplamentos catalisados por metais de transicdo (Esquema 11).
Em geral, é possivel encontrar a aplicacdo dessas reacdes em todas as posi¢cOes do anel
BODIPY.%"112 Derivados do fenilacetileno e de sililacetileno foram utilizados com sucesso na
insercéo de alcinos, através da reacdo de Sonogashira.107112119.120 A reacio de Suzuki, baseada
em derivados do &cido bordnico, foi utilizada para insercdo de grupos aril ou estiril 106112121
enquanto estananas possibilitam também a insercdo de grupos alil, alcinil e alquil pela reacao
de Stille.%"112122 Qutro acoplamento que merece mencéo, devido ao seu amplo uso na quimica
de BODIPYs, é a reacdo de Liebeskind-Srogl, na qual derivados tioalquilicos funcionam como

pseudohaletos, reagindo tanto com &cidos bordnicos quanto com estananas.'?312°
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Outras reacOes permitem explorar a reatividade das posicoes 3 e 5 de BODIPYs néo-
halogenados. Ja foi mostrada que a ativacdo da ligacdo C — H catalisada por paladio permite a
aplicacdo de brometos aromaticos para inserc¢éo de substituintes aromaticos nessas posi¢oes do
anel.1?® Qutra abordagem para arilagio direta de BODIPYs ¢ a aplicacio de um método
radicalar baseado em sais de diaz6nio, '’ sendo que recentemente um método de alquilagdo

radicalar com trifluorboratos também foi descrito na literatura.'?®

ST SN AT TN
X | —_—

N\IB\_.N\/X \ Nog NS4 1NN N& \ Nog NS
F F F F E £ \F FE R

Sonogashira: X = halogénio; R? = fenilacetileno ou sililacetileno |

12 Aril- Arilans : - )
Suzuki: X = halogénio; R? = aromaticos ou estiril ' R = Aril: Arilagdo radicalar ou por ativagdo C - H

1_ .. . ~ .
Stille: X = halogénio; R? = H - aril, alquil, alil ou alcinil R' = Alquil: Alquilagao radicalar

Liebeskind-Srogl: X: SEt; R2 = aril ou alil

Esquema 11. Exemplos da aplicagdo de BODIPYs halogenados (esquerda) e ndo halogenados (direita) para a
funcionalizacdo direta do anel.

Muito comumente BODIPY's metilados sdo preferidos, devido a maior estabilidade e a sintese
relativamente mais simples. Ainda que a estrutura de BODIPY's metilados impeca a aplicacéo
de uma série de abordagens para modificagdo molecular, existem alguns métodos descritos para
modificacdo dessas metilas. Uma das reacdes aplicadas ha mais tempo na modificacdo de
BODIPYs € a condensacdo das metilas na posicao 3 e 5 com aldeidos aromaticos, numa reacao
similar a condensacdo de Knoevenagel (Esquema 12A). Ainda que ndo ocorra com bons
rendimentos, esse tipo de condensacdo é muito explorado, principalmente devido ao efeito

batocrémico na emissdo dos produtos obtidos, BODIPYSs 3,5 estiril-substituidos.t2%-13

A reatividade de metilas ligadas as posi¢oes 3 e 5 de BODIPY's também permite a sua bromacéo
direta, de maneira que o brometo formado se mostrou um bom substrato para reacdes de
substituicdo nucleofilica (Esquema 12B).1*2 Outra abordagem ¢ a formagao de uma enamina a
partir da reacdo com o dimetil acetal da dimetilformamida, que pode ser convertida a um
aldeido'®*** (Esquema 12C).

Reacfes em metilas na posi¢cdo meso também estdo descritas na literatura. BODIPYs meso-
metilados reagem com LDA para formacdo de derivados meso metileno litiados (Esquema
12D). Esse tipo de estrutura serve como um bom material de partida para reacdo de substituicao
com eletrofilos!®. Cabe mencionar que meso metilas sdo suscetiveis a uma reacdo tipo
Mannich, na qual aminas secundarias sdo inseridas nessa posi¢cdo de BODIPYs (Esquema
12E).136
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Esquema 12. Modificacdo quimica de metilas ligadas ao nicleo BODIPY. A:
Reacdo de Knoevenagel aplicada a metilas de BODIPYs para obtencdo de
derivados estiril-substituidos. B: Bromacéao de metilas na posi¢&o 3 do BODIPY
seguida de substituicdo por nucleéfilos. C: Reagdo de metilas para formacdo de
uma enamina e conversao a um aldeido. D: Litiacdo de meso-metila seguida de
substituicdo nucleofilica. E: Rea¢do tipo Mannich resultando na aminagdo de
meso-metilas.

Além das modifica¢fes nos carbonos do anel BODIPY, o centro borénico também pode ser
explorado para modificacdo molecular de BODIPYs (Esquema 13). A partir da reacdo de
BODIPYs com derivados etinil-litiados o &tomo de boro pode ser substituido por um grupo
benzoetinil 13713 A reacdo de BODIPYs com reagentes de Gringnard é um método eficiente

para substituicio dos atomos de fltor ligado ao boro por grupos alquilicos ou arilicos, 38140

Nucleofilos de oxigénio também podem ser utilizados para substituicdo dos atomos de fluor

dos BODIPYs, formando espécies conhecidas como O-BODIPYs. O acetato ou triflato de
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trimetil silil, por exemplo, ja foram utilizados para realizar a adigdo de um acetil ou triflato ao
centro bordnico de BODIPYs.1#1142 Derivados alcoxi ou fenoxi substituidos também podem ser
obtidos através da aplicacdo de alcoxidos de sddio, utilizacao de alcool na presenca de cloreto

de aluminio, ou ainda por substitui¢do do grupo triflato.143144

X X
A D RM —— TN C N\ <R
N.,-N N\ _N. N N._ N% N\_N. N
B; i~ B 5
F F F R F F F O
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R=ArC=C M=Li
R = Ar, Alquil M = MgCl ou AICI

R = Ac ou Tf: AcOTMS ou TfOTMS
R = Alquil: Alcéxidos de sdédio
R = Alquil ou aril: Alcool + AICI;

'
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Esquema 13. Métodos para realizar substitui¢cfes no centro boronico de BODIPY's. S&o conhecidas reagdes com
nucledfilos de carbono (esquerda) ou oxigénio (direita).

Neste contexto, o interesse desta tese de doutorado foi de explorar a quimica de BODIPYs no
desenvolvimento de sondas fluorescentes. Até recentemente a quimica de BODIPY's nunca
havia sido explorada por grupos de pesquisa brasileiros, tendo sido pioneirizada pelo nosso
grupo. Neste trabalho estdo descritas as diversas etapas do projeto, desde o estabelecimento dos
métodos sintéticos até o desenvolvimento de novas abordagens para a modificacdo quimica de
BODIPYs, passando pela diversificacdo estrutural, estudo das propriedades Opticas e potenciais

aplicagdes desse tipo de sondas fluorescentes.
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4. CONCLUSOES GERAIS

O foco deste trabalho foi direcionado a uma classe de fluoréforos de grande importancia
tecnoldgica cuja obtencgdo sintética jamais havia sido estudada por grupos de pesquisa no Brasil,
0os BODIPYs. Nas etapas iniciais do trabalho foram estabelecidos métodos de sintese de
BODIPYs a partir de unidades pirrolicas metiladas, utilizando algumas abordagens descritas na
literatura para a sintese de 1, 2, 3 e 4. As reacOes baseadas em pirrdis metilados sdo geralmente
mais simples e de facil purificacdo pois resultam em menos subprodutos, todavia os materiais
de partida necessarios sdo mais dispendiosos. Essas reagdes inicias de formacdo de BODIPY's
ocorreram com rendimentos ruins a regulares, similar ao que é geralmente relatado na literatura.
Esta foi uma etapa importante para estabelecer métodos até entdo nao disponiveis no grupo de
pesquisa, sendo que tais abordagens sintéticas serdo utilizadas por outros estudantes envolvidos
com a quimica de BODIPY, bem como os produtos obtidos, que foram explorados como
substratos em outras reacdes de modificacao.

Uma vez estabelecidos métodos de sintese de BODIPY's, uma pequena biblioteca de fluoroforos
foi obtida a partir da aplicacdo do método de Lindsey com diversos aldeidos aromaticos. Muitos
dos compostos obtidos nessa etapa foram desenhados vislumbrando aplicacfes tecnoldgicas
especificas, e passaram por estudos fotofisicos. Foi sintetizado um composto substituido com
grupo piperidina 5, que se mostrou um fluoréforo aplicavel como marcador de complexos de
ruténio além de ter sido mostrada sua aplicacdo como sensor de pH e de cétion férrico. O
composto 10, com um grupo catecol na posi¢do meso, € um bom sensor de polaridade, de pH e
de cations metalicos, além da sua conhecida aplicacdo como sensor de oxidacdo. O estudo do
comportamento composto aminado 11, sintetizado a partir da reducédo do derivado nitrado 7,
também mostrou a influéncia do pH e da polaridade de solventes sobre suas propriedades

Opticas.

Apesar da diversidade de compostos obtida aplicando a reacdo de Lindsey, o espectro de
emissdo de fluorescéncia dos compostos era muito similar, o que nos motivou a aplicar métodos
de modificagdo quimica de BODIPYs para a diversificacdo fotofisica da biblioteca de
compostos. Nessa etapa do projeto, com a colabaracdo com um grupo de pesquisa na Bélgica,
foram transferidos, ao nosso grupo de pesquisa, diversos métodos de sintese e modificagdo
estrutural de BODIPYs. Uma das tecnologias mais Uteis foi a sintese de BODIPY's a partir do
pirrol, que nos permitiu aumentar a escala da obtencdo de BODIPY's utilizando materiais de
partida menos dispendiosos, como mostrado para a sintese dos compostos 15 e 16. A sintese de
BODIPYs halogenados por diversas abordagens também foi um avanc¢o importante, como nas
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reacOes aplicadas na sintese dos derivados 19, 20, 22 e 23.

A substituicdo nucleofilica de BODIPYs halogenados foi utilizada na sintese de sondas
fluorescentes com propriedades quimicas e Opticas diversas, exemplificado pelos compostos 24
— 36, muitos dos quais inéditos na literatura. Reacdes de condensacéo e acoplamento também
foram exploradas visando diversificar as propriedades fotofisicas de BODIPYs, como a
condensacdo de Knoevenagel, reacdo de Suzuki, reacdo de Sonogashira, arilacdo radicalar e
reacdo de Trofimov. Diversos compostos com propriedades fotofisicas particulares foram
obtidos, como os derivados 39 — 57 que, com algumas excec¢des, ndo haviam sido relatados na

literatura.

Outro aspecto importante deste projeto foi o desenvolvimento de um novo método de
modificacdo quimica de BODIPYSs, a tiocianacdo direta, baseada num método simples, de facil
purificacdo, rapido e com bons rendimentos. Os resultados obtidos mostraram que BODIPY's
metilados sdo bons substratos para essa reacao, tendo sido explorados na sintese dos compostos
58 — 65, todos inéditos. Interessantemente, auséncia de metilas nos compostos 15 — 17 impediu
a aplicacdo da reacdo em questdo, todavia, a insercdo do grupo piperidina, doador de elétrons,
para a formacéo de 24, reestabeleceu a reatividade resultando na formacao do derivado inédito
66. Vale ressaltar que foi observada a tiocianacdo de BODIPY's substituidos nas posi¢des 3 e/ou
5 pelos grupos morfolino, metdxi ou tiopropil, possibilitando a sintese dos derivados 67 — 74.
A0 nosso ver, os dados obtidos sdo condizentes com um mecanismo de substituicdo eletrofilica,
no qual a oxidacdo do tiocianato resulta na formacao in situ de espécies eletrofilicas que reagem

com o carbono nucleofilico de BODIPYs.

Por fim, vale salientar a aplicacdo de BODIPY's tiocianados como precurssores na sintese de
derivados tioalquilados. Essa converdo pdde ser realizada na presenca de um éalcool e de
trifenilfosfina, todavia, os derivados 75 -79 foram obtidos com rendimentos baixos. Ainda
assim, mostramos a propriedades peculiares desses compostos, como o desvio batocrémico e
alargamento do espectro de fluorescéncia, resultando em um desvio de Stokes mais

pronunciado.
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