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Abstract

Aza-BODIPY FLUOROPHORES: SYNTHETIC ESTRATEGIES AND APLICATIONS
Since their discovery in 1968, the BODIPYs (4,4-difluoro-4-bora-3a, 4a-diaza-s-indacene)
dyes have been attracting attention due to their wide applicability. However, these
compounds have some undesirable characteristics, one being their absorption and emission
below 600 nm. To remedy this disadvantage, many researchers started to develop
analogues, leading to the synthesis of a new class of fluorophores, the aza-BODIPY’s. This
review will address the synthesis, structural modifications and applications of these
interesting compounds.
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Resumo

FLUOROFOROS Aza-BODIPY: ESTRATEGIAS DE SINTESE E APLICACOES

Desde sua descoberta em 1968, os corantes BODIPYs (4,4-difluoro-4-bora-3a, 4a-diaza-s-
indacene) tém chamado a aten¢do devido a sua ampla aplicabilidade. No entanto, esses
compostos apresentam absor¢do e emissdo abaixo de 600 nm. Para contornar esta pequena
desvantagem, estudos recentes estdo voltados para o desenvolvimento de analogos, levando
a sintese de uma nova classe de fluoroforos, os aza-BODIPY' Esta revisdo abordara a
sintese, modificagdes estruturais e aplicagdes desses compostos.

Palavras-chave: aza-BODIPY; fluorescéncia; bioimagem; fototerapia; sonda de fluorescéncia.
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Fluoroforos

Compostos organicos fluorescentes sdo substancias que tém a capacidade de emitir luz ao
absorver radiacdo eletromagnética'. Tais espécies se constituem em ferramentas poderosas,
que estdo a disposicdo de pesquisadores que investigam eventos € processos quimicos,
fisicos e biologicos®. Nos ultimos anos, tem havido grandes esfor¢os no design e sintese de
fluoréforos com estruturas moleculares inéditas e propriedades fotofisicas-chave para as
mais diversas aplica¢des®.

Alguns cromoforos tém sido utilizados como sensores moleculares®, como marcadores
fluorescentes*, como diodos organicos emissores de luz (OLEDs)’ e como sensibilizantes de
células fotovoltaicas®. Além disso, o interesse nestes materiais vem se intensificando,
devido aos seus relevantes usos em sistemas bioldgicos e aplicagdes para imageamento em
medicina’.

Apesar do extenso acervo de fluoréforos que vém sendo utilizados e estudados, a familia
dos BODIPY’s (boron dipirromethene) tem chamado atencdo devido ao acesso sintético,
facilidade de funcionalizagdo, alta estabilidade quimica, versatilidade e boas propriedades
fotofisicas®1°.

Historico

O nucleo BODIPY (4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno), apresentado na figura 1
(A), foi sintetizado pela primeira vez por Treibs € Kreuzer em 1968!!. Desde entdo, tem sido
vastamente explorado e aplicado em diversas areas do conhecimento, porém apresentam
algumas caracteristicas fotofisicas que limitam suas aplicagdes®. Este fato estimulou
investigagdes de sistemas similares, que nao apresentassem tais limitagdes.

Uma das principais limitacdes dos BODIPY’s ¢ a faixa de absor¢do e emissdo, que estd no
ultravioleta-visivel (UV-Vis), comprimento de onda em que ocorre a absor¢do e/ou
espalhamento de luz em biomateriais e consequente limitagdo de uso. Para muitas
aplicacdes mais sofisticadas, especialmente em biomedicina e bioquimica, é necessario que
o fluoréforo, absorva no infravermelho proximo (IVP)!? e com isso, grandes avangos foram
e vem sendo atingidos com derivados aza-BODIPY (figura 1B, Os BODIPY's sao
caracterizados por sais internos e por efeitos praticos, as cargas nao serao apresentadas nas
proximas estruturas).
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Figura 1. Nucleos fundamentais de um BODIPY e de um aza-BODIPY.

O primeiro registro de reacdo envolvendo um aza-dipirrometeno (1) foi descrito em 1943
por Rogers!®, porém esta classe recebeu pouca aten¢do e somente em 1993 Boyer
demonstrou que sua complexag¢do com o trifluoreto de boro'*. O complexo di-fluorborado 2
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apresentou caracteristicas fluorescentes interessantes e destacadamente relevantes, em
comparagdo com seu precursor; contudo a rota sintética empregada por Rogers apresentava
condicdes drasticas e baixo rendimento, o que motivou a realizacao de novos estudos.

3

Figura 2. Representagdo estrutural dos primeiros aza-dipirrometeno e aza-BODIPY
reportados em literatura.

DESIGN ESTRUTURAL
Principais rotas sintéticas
Devido a necessidade de rotas sintéticas em condi¢cdes amenas, com maiores rendimentos e
operacionalmente mais faceis para a sintese do nucleo aza-BODIPY, diversos estudos
metodologicos foram realizados e entre eles, os trés principais foram os de O’Shea, Carreira
e Lukyanets, como apresentado na figura 3.

a) Método de O'Shea

0 NO2 _ ACONH, Et,0.BF5
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b) Método de Carreira
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c) Método de Lukyanets
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Figura 3. Principais rotas Smtelzcas para a construgao do nucleo aza-BODIPY
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Em um primeiro momento, O’Shea investigou a sintese dos produtos simétricos e
assimétricos!®, partindo da ciclizagdo dos adutos obtidos da adigdo 1,4- do nitrometano a
chalconas, seguido de boro-complexacao. As condigdes reacionais deste método sdo amenas
e os rendimentos globais variam de 25 a 60%.
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O método descrito por Carreira permite explorar a extensdo da conjugacao de compostos
aza-BODIPY e se fundamenta na ciclizacdo direta de pirrdis substituidos, seguida da
complexacdo!é. Por este procedimento se pode preparar compostos simétricos e
assimétricos, em rendimentos tipicamente maiores que os da metodologia comentada
anteriormente, ficando na faixa de 40 a 90%.

Em estudos mais recentes, Lukyanets demonstrou uma metodologia que permitiu preparar
compostos simétricos ao submeter a ftalonitrila a reagdo com halogeneto de arilmagnésio'”’.
Esta condig¢@o reacional apresenta rendimentos aproximadamente de 20%, inferiores aos
exemplos reportados anteriormente.

Estas sdo as trés principais e mais abrangentes rotas sintéticas de aza-BODIPY’s; nos
nucleos ja sintetizados, varias modificagdes estruturais podem ser realizadas a fim de
modular as caracteristicas e propriedades desejaveis nos compostos-alvo'®. Dentre estas
caracteristicas as mais realizadas sdo modificacdes para melhorar caracteristicas
fotofisicas!®!%2% ¢ aumentar hidrofilicidade/biocompatibilidade?'~24.

Modificacdes estruturais

Estruturalmente, os aza-BODIPY’s sdo versateis ¢ admitem funcionaliza¢cdes/modificacoes
estratégicas, a partir de nucleos fundamentais mais gerais, permitindo sintese de familias de
compostos. Intrinsecamente, a presenca de anéis aromaticos nas posigdes 1, 3, 5 e 7 lhes
conferem maior estabilidade e por consequéncia, em compostos que contenham anéis nestas
posicdes, pos-funcionalizacdes das posigoes 2, 4 e 6 estdo entre as modificagdes mais
comumente reportadas em literatura.

O primeiro relato da substituicdo do nucleo aza-BODIPY foi de halogenagdo, onde foi
realizada reagdo de bromacdo? nas posi¢des 2 € 6 do aza-dipirrometeno (1) utilizando Br,.
Para a formacao deste produto as condigdes reacionais empregadas foram amenas, levando
ao nucleo dihalogenado (3) em rendimentos elevados (Figura 4). Em seguida, observou-se
que com substituintes ativantes, também ¢ possivel realizar a halogenacdo com o nucleo ja
complexado utilizando de N-iodosuccinimida (NIS) ou de N-bromosuccinimida (NBS)?%%7.

Ph Ph Ph Ph
N S N\
=77 Y\ Bry, tolueno Br Q AN Br
N\ _NH N= NH Nx
Ph 1 Ph Ph 3 Ph

Figura 4. Estratégia de halogenagdo do composto 1

Em seguida, Jiao em 2009 foi pioneiro na monosubstitui¢do de um grupamento aldeido no
nucleo, tornando o nucleo um bloco de construcao estratégico. A reacdo de formilagdo
ocorreu via reagao de Vilsmeier-Haack, produzindo o correspondente aza-BODIPY mono-
substituido (4) em alto rendimento (Figura 5). O produto diformilado nio foi observado
devido ao fato da primeira inser¢do da carbonila, que implicou em desativagdo, prevenindo
o segundo ataque nucleofilico.
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Figura 5. Condigao de formilagdo do niucleo aza-BODIPY
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O composto monoformilado que tem um grupamento muito eletrofilico, ¢ submetido a
reacOes de Wittig utilizando uma ilida de fosforo estabilizada, dando origem aos
correspondentes produtos a.,B-insaturados em rendimentos da ordem de 50 a 90% 2°C,
Além disso, também ¢ possivel a reacdo do aldeido com grupos nucleofilicos, para
formagdo de compostos para aplicagdes variadas 3!-2,

Os nucleos halogenados também podem ser utilizados como blocos de construgdo para
reagdes posteriores, principalmente para reagdes de acoplamento catalisadas por paladio.
Esta reagdo foi reportada pela primeira vez com nucleos aza-BODIPY, em 2011 por Moritz
e colaboradores, em que utilizaram o acoplamento de Stille como estratégia de acoplamento
de um composto dibromado com um tiofeno silanizado que levou ao 2,6-tiofeno aza-
BODIPY em bom rendimento (figura 6) *.

Sn(C4H10)3
= \
N\ Nege Br Pd(PPh3)4 o Neg-

Figura 6. Reagdo de acoplamento de Stille para formag’ao do 2, 6-tlofen0 aza-BODIPY

Em um estudo recente um acoplamento de Sonogashira, foi reportado por Pascal e co-
autores, como estratégia de preparacao de BODIPY’s di-alquinicos (8), em rendimentos
elevados. Estes compostos foram investigados para a aplicagdo como limitadores de
poténcia optica (Figura 7)**.
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Figura 7. Exemplo de reagdo de acoplamento de aza-iodo-BODIPY’s com alquinos
terminais, catalisada por palddio

Como ja comentado, além das posicdes 2 e 6 serem passiveis de funcionalizagdes, também ¢
possivel realizar modificagdes na posi¢ao 4. A funcionalizagdo do 4tomo de boro ¢ uma
estratégia amplamente investigada nos corantes de nicleo BODIPY?*, porém menos comuns
em derivados aza-BODIPY. A substitui¢do dos atomos de fltior foi reportada por O’Shea’®,
onde realizou a reagdo do aza-BODIPY com metoxido de sddio, dando origem ao composto

9 (Figura 8).
N\ NaH MeOH \
\ N\ TTHr.ta \ Neg
3 E o ‘o
\/

Figura 8. Primeira reagdo de substituigdo dos atomos de ﬂuor de um aza-BODIPY

O ataque nucleofilico de reagentes de Grignard sdo as principais estratégias empregadas
atualmente para a substitui¢do dos atomos de flior da posi¢do 4, como representado na
figura 9°°. Recentemente foram reportadas?*3’° sinteses de aza-BODIPY’s com este
padrdo de substitui¢gdes, sendo que alguns dos produtos gerados tiveram sua hidrofilicidade
aumentada, permitindo aplicacdes em sistemas biologicos in-vitro e in-vivo.

Ar2 Ar2
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Figura 9. Principal estratégia para substitui¢dao dos atomos de fluor

APLICACOES

Sondas fluorescentes

A maioria dos eventos estudados nas ciéncias quimica, bioldgica e fisica ocorrem em
escalas muito menores dos que grande parte de outros eventos cotidianos com os quais a
maioria das pessoas estd acostumada a presenciar. Algumas informagdes sobre esses
eventos podem ser convenientemente transmitidas por meio de sinais de luz, que sdo
emitidos por dispositivos moleculares modelados, idealmente para a detec¢do de certo
analito. Entre estes dispositivos estdo as sondas fluorescentes?.

Este recurso analitico tem ganhado cada vez mais aplicagdes e versatilidade devido a alta
sensitividade, baixo tempo de resposta, alta resolugdo e seletividade, com baixa ou minima
invasividade®. Os BODIPY’s e aza-BODIPY’s encontram grandes e amplas aplica¢des
como sensores fluorescentes devido a suas excelentes propriedades fotofisicas, sendo
possivel a modulagdo destas propriedades em fungdo do perfil estrutural requerido para a
aplicacdo pretendida.

Detec¢ao de espécies reativas de oxigénio

O oxigénio tem uma estrutura molecular tnica e além de muito abundante em organismos
vivos, cumprindo papéis vitais, € precursor ou componente de entidades quimicas
responsaveis por estresse oxidativo, que também cumpre papéis benéficos e deletérios. Ao
aceitar elétrons, em processos do metabolismo aerobio, da origem as espécies reativas de
oxigénio (ERO’s), mediadoras dos processos de estresse oxidativo*!. Cabem a estas espécies
varias fungdes vitais, entre as quais a sinalizagdo celular, inducdo de necrose, supressiao ou
inducdo de expressdo de genes entre outras*’. Contudo, o desequilibrio na producdo das
ERO’s e das defesas antioxidantes que protegem as células pode implicar em danos,
causando assim inumeras doengas ou desordens como cancer, asma e problemas
neurodegenerativos como Alzheimer e Parkinson*'4. Devido as patologias associadas as
ERQ’s, sua detec¢do, quantificagdo e especiagdo sdo de fundamental importancia para a
compreensdo, diagnostico e controle/tratamento dos eventos aos quais estdo relacionadas.
As sondas fluorescentes estdo entre as principais ferramentas analiticas rotineiramente
desenvolvidas, customizadas e sintetizadas para a medi¢ao das ERO’s.

Uma das primeiras divulgagdes cientificas de aza-BODIPY para detecgdo de ERO’s foi
realizada por Jiang e colaboradores em 2016%. Neste trabalho, os autores mostraram que a
funcao “acido borénico” nos grupamentos arilas, (composto 10) das posi¢des 3 e 7, reagiam
de maneira seletiva com H>O» (Figura 10), convertendo o acido boronico nos respectivos
fenois (composto 11). Simultaneamente a esta transformacdo, ocorre a diminui¢do de
emissdo fluorescéncia em 681 nm e aumento em 724 nm evidenciando a presenga de
peroxido de hidrogénio no meio. Também foram realizados estudos in vitro a fim de
detectar estas espécies utilizando-se de células hela.
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Figura 10. Reagdo seletiva da sonda na detecgdo de H>0>

Outros derivados aza-BODIPY funcionalizados com grupamentos derivados do acido
bordnico* e derivados de hidrazonas*’ foram utilizados para detec¢do de ERO’s. Neste ano
(2021), Gao e co-autores*® reportaram a sintese e aplicacdo de um sensor seletivo para ions
hipoclorito (ClO"), representado pelo composto 12. O evento de oxidagdo promovido por
ions hipoclorito foi detectado pela oxidagdo seletiva dos atomos de telirio, que atuaram
como ‘“chaves liga/desliga” do dispositivo fluorescente, formando o produto 13. Neste
estudo, o fendmeno de fluorescéncia foi mediado pelos atomos de telurio gragas ao processo
de transferéncia eletronica fotoinduzida (PET), trazido pelo efeito do 4tomo pesado do
telurio®. Neste trabalho, foram realizados estudos in vitro com células RAW264.7 em que
ions hipoclorito cumprem papel fisioldgico relevante (Figura 11).

HE

MeO MeO
Figura 11. Reagdo de oxidagdo dos dtomos de telurio do aza-BODlPY promovzda
seletivamente por ions hipoclorito, acompanhado de aumento de fluorescéncia

Deteccao de metais

Outra aplicagdo para as quais os sensores fluorescentes tem ganhado grande aplicacdo ¢ a de
deteccdo de ions metalicos, em diferentes matrizes, incluindo o de amostras ambientais ¢
biologicas. O mercurio esta entre os elementos de maior toxicidade para organismos
superiores, em todos os seus estados de oxidagdo™°.

Akkaya e colaboradores reportaram a deteccdo de metais promovida por aza-BODIPY’s,
substituidos nas posi¢des 1 e 7 por grupamentos 2-piridinicos, que desempenharam papel
quelante de fons metéalicos®!. A sonda apresentou boa seletividade para ions Hg?",
evidenciado pelo deslocamento de emissdo de fluorescéncia, de 682 para 719 nm (Figura
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12). Sondas contendo grupamentos 2-piridinil*? e 2-tiofeno®® também foram investigadas
para tais aplicagdes.

Figura 12. Representa¢do da estrutura formada da interagdo do composto 14 com ions

He?

O Cobre ¢ um elemento-trago, presente em organismos bioldgicos com participacdo em
processos celulares importantes®*>. Contudo em altas concentragdes pode ser toxico € o
aumento de sua utilizagdo em varios segmentos, em especial agricultura, provoca
contamina¢do ambiental que pode acarretar em doengas neurodegenerativas®® e por este
motivo, métodos robustos de sua detec¢ao sdo importantes.

Em estudos recentes, Sekar e co-autores reportaram a sintese de um aza-BODIPY
substituido com uma por¢do 3-etoxi-N,N-dietilanilina nos anéis aromaticos superiores
(16)*’, capaz de detectar quantitativa- e seletivamente, ions cobre (Figura 13). O composto
16 apresentou emissdo apenas residual em 749 nm e na presenca de Cu®* passou a ter forte

fluorescéncia em 700 nm.

= (T
LJ LJ 3{

Flgura 13. Esquema de reagdo entre o aza-BODIPY 16 e ions Cu**

Terapia fotodinamica

Terapia fotodinamica (PDT) consiste na habilidade de um composto ou sistema, de no
estado excitado, reagir com oxigénio para formar oxigénio singleto ('02). A espécie
resultante pode reagir com as moléculas presentes na célula causando estresse oxidativo,
ocasionando, consequentemente, morte celular 2'°8. Derivados aza-BODIPY’s, além de
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poderem atuar como poderosos sensores de analitos variados, podem agir como
fotossensibilizantes em processos relacionados a PDT!2.

A principal estratégia para aumentar o cruzamento intersistemas singleto-tripleto (ISC), em
compostos organicos capazes de desempenhar este papel, ¢ a insercdo de atomos pesados
como iodo, bromo, cloro, selénio®®, enxofre®, ruténio, iridio. Porém, entre estes exemplos, o
iodo apresenta os melhores resultados e também estes efeitos sdo maximizados quando
ligados diretamente ao nucleo fluorescente®!.

Alguns derivados aza-BODIPY’s vém sendo preparados e destinados a terapia
fotodinAmica®*8, Recentemente, Huang e colaboradores relataram a utilizagdo do composto
diiodado no tratamento in vivo de tumor em ratos (Figura 14)%2. Para gerar oxigénio
singlete, radiacdo no comprimento de onda de 660 nm foi incidida na area do tumor,
previamente tratado com o fotossensibilizante 19. O desenvolvimento do tumor foi
analisado comparativamente (durante 17 dias) em presenga de 19 na presenca e auséncia de
luz. O tratamento em presenca de 19, que recebeu irradiacdo levou a morte celular (no
tecido tumoral), confirmando a produ¢do de oxigénio singlete e sucesso da aplicagdo do

composto para PDT.
RO OR
=R )
/B\
FF
C) o O
RO OR

R= /’\/O\/\O/\/o\
Figura 14. Representa¢do estrutural do fotossensibilizante utilizado nos ensaios in vivo

CONCLUSAO

Ap0s o trabalho pioneiro de O'Shea e colaboradores, publicado em 2002'5, compostos aza-
BODIPY’s passaram a atrair significativamente a atengdo da comunidade cientifica com
aplicacdes que vao da detecgdao de analitos de interesse ambiental como ions metélicos ao
tratamento de cancer in vivo. Do ponto de vista pratico, a utilizagdo de aza-BODIPY’s ¢
bastante atrativa, pois em geral suas sinteses sdo relativamente faceis e robustas, com
possibilidade de diversidade estrutural e modulagao de propriedades fotofisicas e excelentes
fotoestabilidade, além de apresentarem faixas de comprimentos de onda de absorgdo e
emissdo na regido do IVP, compativeis com sistemas biolodgicos para aplicagdes in vivo.

Nos ultimos cinco anos, a pesquisa relacionada a sintese de novos ntcleos aza-BODIPY e
de novas modificacdes estruturais tiveram um rapido desenvolvimento devido as aplicagdes
tecnoldgicas que estes compostos vém ganhando. Apesar disso, as aplicagdes de maior
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relevancia e importancia, que se referem ao campo da medicina ainda sdo muito recentes,
contudo, promissoras € com uma janela de oportunidades ndo s6 instigantes do ponto de
vista cientifico, como também decisivas do ponto de vista do impacto social e de saude
publica que podem trazer.
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