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Resumo 

 

Design, síntese e caraterização de derivados de BODIPY novos para aplicação como sensores químicos 

óticos, sondas para bioimagem molecular e componentes para sistemas de libertação de fármacos 

 

Atualmente, existe uma grande variedade de sensores químicos óticos baseados em moléculas 

orgânicas, no entanto os derivados de 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno, designados 

usualmente como BODIPYs, constituem uma nova classe de fluoróforos que tem vindo a despertar 

grande interesse nas mais diversas áreas de investigação. As propriedades fotofísicas e a versatilidade 

química dos derivados de BODIPY explicam o seu crescimento exponencial, destacando-se a sua 

aplicação como sensores óticos para o reconhecimento e deteção de espécies químicas ou ainda como 

sondas fluorescentes em microscopia de fluorescência.  De facto, as moléculas fluorescentes tornaram-

se uma ferramenta indispensável em bioimagem molecular, já que permitem a visualização de estruturas 

celulares e caraterização de fenómenos que ocorrem nos sistemas biológicos, através de imagens de 

alta resolução, em tempo real e sem perturbação das funções celulares. Por outro lado, a incorporação 

de fluoróforos como componente de sinalização em sistemas de libertação de fármacos é uma estratégia 

para a monitorização e avaliação da eficiência de terapia no tratamento de diversas doenças. 

O objetivo deste trabalho consistiu no design, síntese e caraterização de novos derivados 

funcionalizados com diferentes grupos substituintes na posição 2 do núcleo do BODIPY, visando a 

diversificação fotofísica e estrutural dos compostos. Numa segunda etapa, o estudo das capacidades dos 

derivados de BODIPY como sensores óticos de iões metálicos com importância biológica e ambiental foi 

realizado através de titulações espetrofotométricas e espetrofluorimétricas na presença de Pd2+, Hg2+, Fe3+ 

e Al3+, na sequência do estudo preliminar que revelou a seletividade/sensibilidade para estes catiões. A 

potencial aplicação de um dos compostos sintetizados como sonda fluorescente em bioimagem foi 

avaliada em células cancerígenas HeLa recorrendo a técnicas de fluorescência e microscopia confocal, 

tendo-se obtido resultados promissores. Por fim, foi realizada a síntese de derivados de tiofeno com o 

intuito de serem incorporados como unidades de sinalização em sistemas de libertação de fármacos. 

Palavras-chave: bioimagem; BODIPY; catiões; sensores cromofluorogénicos; sondas 

fluorescentes.  
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Abstract 

 

Design, synthesis and characterization of novel BODIPY derivatives for application as optical 

chemosensors, molecular bioimaging probes and components in drug delivery systems 

 

Currently, there are many optical chemical sensors based on organic molecules, however 4,4-

difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene derivatives, commonly known as BODIPYs, represent a new class 

of fluorophores which have been arousing considerable interest across a wide variety of research fields. 

The photophysical properties and chemical versatility of BODIPY derivatives explain their exponential 

growth, highlighting their application as optical sensors for the recognition and detection of chemical 

species or as fluorescent probes for fluorescence microscopy. In fact, fluorescent molecules have become 

a key tool for molecular bioimaging, as it allows the visualization of cellular structures and characterization 

of biological phenomena through real-time and high-resolution images without disturbing cellular 

functions. On the other hand, incorporation of fluorophores as a signaling component in drug delivery 

systems is a strategy for monitoring and evaluating the therapy efficacy for the treatment of several 

diseases. 

The aim of this work was the design, synthesis and characterization of new functionalized 

derivatives with different substituent groups at position 2 of the BODIPY core, intending to diversify the 

compounds’ photophysical properties and chemical structure. In a second stage, the study on the ability 

of BODIPY derivatives as optical sensors for metal ions with biological and environmental relevance was 

performed by spectrophotometric and spectrofluorimetric titrations in the presence of Pd2+, Hg2+, Fe3+ and 

Al3+, as a result of the preliminary study which revealed the selectivity/sensitivity towards these cations. 

The potential application of one of the compounds synthesized as fluorescent probe in bioimaging was 

evaluated in HeLa cancer cells using fluorescence techniques and confocal microscopy, revealing 

promising results. Finally, thiophene derivatives were synthesized aiming to be used as signaling units in 

drug delivery systems. 

Keywords: bioimaging; BODIPY; cations; chromofluorogenic sensors; fluorescence probes. 
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1. Introdução Teórica  
 

1.1.  Química supramolecular: reconhecimento molecular 
 

O conceito “Química Supramolecular” foi definido por Jean-Marie Lehn como a química para 

além das moléculas, tendo como objetivo a construção de sistemas químicos funcionalmente complexos 

e organizados através da associação de duas ou mais entidades químicas unidas por forças 

intermoleculares. As estruturas supramoleculares são formadas devido às interações fracas entre 

moléculas individuais, nas quais se incluem pontes de hidrogénio, forças hidrofóbicas, forças de Van der 

Waals, forças eletrostáticas e interações de coordenação.1  

A Química Supramolecular está intimamente ligada ao reconhecimento molecular, já que um 

dos seus princípios fundamentais é baseado no modelo primordial chave-fechadura/analito-recetor. As 

espécies químicas que efetuam o reconhecimento são designadas por recetor, enquanto que o analito 

se refere à molécula que é reconhecida. A abordagem supramolecular foca-se no desenvolvimento da 

arquitetura molecular do recetor, de forma a que o seu local de complexação possua as propriedades 

químicas e estruturais necessárias para a identificação específica do analito (molécula de natureza 

orgânica, inorgânica ou biológica). Desta forma, a ligação do recetor ao analito forma uma 

“supramolécula” que se carateriza pela sua estabilidade termodinâmica (Esquema 1).2,3  

  

 

Esquema 1. Representação da abordagem supramolecular, adaptado da referência 1.  
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Muitos dos processos de reconhecimento biológico baseiam-se em interações supramoleculares 

(por exemplo a atividade enzimática), pelo que a mimetização destes processos é uma das estratégias 

para a conceção de derivados supramoleculares artificiais.3  

Para além disso, estes sistemas supramoleculares conduzem-nos ao conceito de sensor químico, 

já que o processo de reconhecimento está acoplado ao processo de deteção devido às alterações das 

propriedades físico-químicas destes recetores moleculares induzidas pela formação dos complexos com 

o analito.4  

 

1.2.  Sensores químicos óticos 

 

Um sensor químico é uma molécula capaz de detetar a presença de um analito através da 

conversão da informação química, que ocorre a nível molecular, num sinal analítico, ampliado a nível 

macroscópico. Este processo resulta da interação seletiva entre o sensor e a espécie química permitindo 

uma análise qualitativa e quantitativa do analito em estudo.  

Convencionalmente, um sensor químico é constituído por duas subunidades ligadas entre si, 

sendo que cada uma delas desempenha uma função específica. A subunidade de 

ligação/reconhecimento proporciona a seletividade do sensor químico, já que é responsável pela ligação 

à espécie de interesse. A subunidade de sinalização irá permitir detetar a interação entre o analito e a 

subunidade de ligação. No que diz respeito ao sensor químico ótico, a subunidade de sinalização atua 

como um transdutor ótico que converte o evento de reconhecimento num sinal expresso através de 

alterações das propriedades óticas da subunidade de sinalização. As técnicas de transdução óticas mais 

utilizadas por estes sensores são de absorção ótica e luminescência, apesar de existirem também 

sistemas baseados noutras técnicas espetroscópicas (por exemplo infravermelho, Raman) e parâmetros 

óticos (por exemplo índice de refração, refletividade). Efetivamente, dentro do grupo dos sensores óticos, 

os sistemas fluorimétricos e colorimétricos são aqueles que têm despertado maior interesse, já que 

possibilitam a deteção de espécies relevantes em tempo real, de uma forma diretamente observável (por 

exemplo mudança de cor, emissão de fluorescência) ou com recurso a equipamentos relativamente 

acessíveis.5   
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O desenvolvimento e a conceção de novos sensores químicos óticos pode seguir três abordagens 

clássicas que se distinguem pela forma como a subunidade de ligação e de sinalização estão acopladas 

e interagem com o analito.6 

Na abordagem “subunidade de ligação - subunidade de sinalização”, o sensor é constituído por 

duas subunidades ligadas entre si covalentemente. O analito ao interagir com o local de ligação irá induzir 

alterações das propriedades da subunidade de sinalização, podendo estas manifestarem-se através de 

variações de cor, no caso de se tratar de um sensor colorimétrico, ou alteração da fluorescência, no caso 

do sensor fluorimétrico (Esquema 2). 

 

 

 

 

 

Na abordagem “por deslocamento”, o sensor é igualmente constituído por duas subunidades 

que formam um complexo de coordenação recetor-indicador, no entanto esta ligação não é covalente. 

Na presença do analito ocorre uma reação de substituição em que o local onde se encontra o indicador 

é ocupado pelo analito, formando-se um novo complexo de ligação recetor-analito. Este fenómeno ocorre 

uma vez que a constante de estabilidade do complexo recetor-indicador é menor que a do complexo 

recetor-analito. Os sistemas são desenvolvidos de forma a que os recetores moleculares possuam locais 

de ligação com tamanho e distribuição de carga adequados ao analito de interesse. Assim, a libertação 

do indicador para a solução resulta num sinal analiticamente mensurável (Esquema 3).  

 

 

 

Esquema 2. Reconhecimento do analito pelo sensor químico segundo a abordagem “subunidade de ligação - subunidade sinalização”, 
adaptado da referência 6. 
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A abordagem do “quimiodosímetro” envolve reações químicas altamente especificas e, 

normalmente irreversíveis, induzidas pela presença do analito. Nesta abordagem pode ocorrer uma 

reação em que o analito se liga covalentemente ao quimiodosímetro ou, por outro lado, o analito poderá 

catalisar uma reação química. Em ambos os casos, o composto final é diferente do composto presente 

inicialmente. Estas reações originam alterações seletivas na cor ou na fluorescência da solução, estando 

estas diretamente relacionadas com a concentração do analito (Esquema 4). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 3. Reconhecimento do analito pelo sensor químico segundo a abordagem "por deslocamento", adaptado da referência 6. 

Esquema 4. Reconhecimento do analito pelo sensor químico segundo a abordagem do "quimiodosímetro", adaptado da referência 6. 
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1.2.1. Sensores colorimétricos  

 

Atualmente, a tecnologia baseada em sensores colorimétricos tem como fatores chave a 

simplicidade, a rapidez de resposta e uma boa relação custo-eficiência. A análise colorimétrica permite 

obter informações qualitativas e quantitativas relativamente à presença de compostos químicos (por 

exemplo iões, gases tóxicos e moléculas) ou biomoléculas (por exemplo proteínas e ADN) através de uma 

alteração da cor da subunidade de sinalização, denominada de cromóforo, possibilitando a deteção 

imediata a “olho nú” ou com recurso à espetroscopia de absorção UV-Vis.6,7  

O fenómeno inerente a este método de deteção deve-se à absorção de radiação eletromagnética 

da zona do visível (400-700 nm aproximadamente) pelos compostos químicos. A cor adquirida por um 

determinado composto depende da sua estrutura química, nomeadamente, da presença de ligações 

duplas conjugadas. Estes sistemas -conjugados levam à diminuição da diferença de energia entre as 

orbitais envolvidas nas transições eletrónicas. Assim, a diferença de energia entre a orbital ocupada de 

maior energia (HOMO) e a orbital desocupada de menor energia (LUMO) dos cromóforos irá corresponder 

a um determinado comprimento de onda na zona do visível. Adicionalmente, quanto maior for a extensão 

do sistema -conjugado, menor é esta diferença energética logo maior será o deslocamento da banda 

de absorção do composto para comprimentos de onda maior (desvio batocrómico).  

Para além disso, podem ser incorporados no cromóforo grupos aceitadores ou dadores de 

eletrões que também irão conduzir a uma alteração do comprimento de onda do composto. Por norma, 

os grupos dadores aumentam a densidade eletrónica dos sistemas, induzindo uma diminuição da 

diferença energética entre os estados excitado e fundamental, o que resulta num desvio da banda de 

absorção para comprimentos de onda superiores (desvio batocrómico). Contrariamente, a introdução de 

grupos retiradores na estrutura do composto, diminui a densidade eletrónica do sistema -conjugado, 

verificando-se um aumento da diferença energética entre o estado excitado e fundamental, o que resulta 

no deslocamento da posição da banda de absorção no sentido dos comprimentos de onda menores 

(desvio hipsocrómico).8,9,10 
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A coordenação entre o composto -conjugado (cromóforo) com o analito leva à formação de um 

complexo que apresenta uma banda de absorção com uma posição diferente no espetro do visível, 

resultando numa alteração da cor. Por exemplo, quando um anião interage com um grupo dador do 

cromóforo (Figura 1), irá aumentar o caráter dador desse grupo, aumentando a densidade eletrónica do 

sistema -conjugado, induzindo um desvio batocrómico da banda de absorção. Caso a interação ocorra 

com um catião, o efeito dador diminui, e consequentemente, induz um desvio hipsocrómico.6  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.2. Sensores fluorimétricos   

 

A espetroscopia de fluorescência tem vindo a tornar-se uma técnica analítica cada vez mais 

recorrente nas mais variadas áreas de investigação. Esta técnica baseada na emissão de fluorescência 

apresenta vantagens quando comparada a outras ferramentas de análise, nomeadamente, a elevada 

sensibilidade, o que permite atingir limites de deteção menores e quantificar analitos em amostras 

biológicas e ambientais.11,12 

O design e a síntese de novas moléculas capazes de sofrer variações das suas propriedades 

emissivas tem sido um foco central da química orgânica. O recurso a métodos de modificação estrutural 

através da introdução ou remoção de grupos funcionais é uma das estratégias cruciais no 

desenvolvimento de sondas fluorimétricas com a máxima eficiência e seletividade.13, 14 

 

Figura 1.Modelo proposto para a interação entre cromóforos derivados de antraquinona e um anião através de pontes de hidrogénio, 
adaptada da referência 6. 
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Um sensor fluorimétrico extrínseco é constituído pela subunidade de sinalização fluorescente, 

também designada de fluoróforo, ligada à subunidade de reconhecimento/recetor. A subunidade de 

sinalização e de reconhecimento podem estar separadas por um espaçador que tem como função mediar 

a separação e arranjo geométrico molecular. Por outro lado, num sensor fluorimétrico intrínseco ambas 

as funções de reconhecimento e sinalização são efetuadas pela mesma subunidade.15,16 

Um sensor ideal deve corresponder a dois requisitos básicos: o recetor deve ter a maior afinidade 

possível com o analito de interesse, isto é, seletividade de interação. Adicionalmente, o sinal de 

fluorescência deve evitar interferências, a fluorescência residual da matriz em análise e o fluoróforo deve 

ser estável para evitar a fotodegradação. 

O processo de fluorescência inicia-se quando os eletrões de uma determinada molécula passam 

para um estado de maior energia devido à absorção de radiação eletromagnética. A instabilidade no 

estado excitado, leva a que os eletrões regressem ao estado energético fundamental, ocorrendo a 

libertação da energia absorvida. Estas perdas de energia podem ser através de processos não-radiativos 

(relaxação vibracional ou conversão interna), no entanto apenas se observa fluorescência caso ocorra 

relaxação radiativa entre o nível vibracional mais baixo do primeiro estado excitado da mesma 

multiplicidade (S1) para qualquer um dos níveis vibracionais do estado fundamental (S0).  

Devido à dissipação de energia por processos não-radiativos, a radiação emitida tem menor 

energia que a radiação absorvida, logo corresponde a um comprimento de onda maior (Figura 2).17 
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1.2.2.1. Mecanismos de sinalização  

 

A complexação com o analito desencadeia um processo de sinalização no qual ocorre uma 

modulação das caraterísticas fotofísicas do fluoróforo, nomeadamente, a posição da banda de emissão, 

o tempo de vida e/ou a intensidade de fluorescência.  Alguns dos mecanismos convencionais envolvidos 

no processo de sinalização das sondas fluorescentes são a transferência eletrónica fotoinduzida (PET), a 

transferência intramolecular de carga (ICT) e a transferência de energia por ressonância de Förster 

(FRET).11,12,15 

 

Transferência eletrónica fotoinduzida (PET) 

A transferência eletrónica fotoinduzida tem sido dos mecanismos mais usados em sondas 

fluorimétricas. Na maioria dos casos, a fluorescência de um fluoróforo é suprimida devido à ocorrência 

de PET e pode ser reestabelecida através da inibição deste processo após a complexação do analito com 

o recetor.13 

Figura 2. Representação simplificada das transições eletrónicas envolvidas no processo de fluorescência. Imagem adaptada da referência 
17 
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Este mecanismo ocorre quando o recetor possui átomos que contém pares de eletrões não 

ligantes. Desta forma, a orbital molecular ocupada de maior energia, HOMO, do recetor vai estar 

localizada a uma energia intermédia entre a HOMO e a LUMO do fluoróforo. Assim, quando ocorre a 

excitação de um eletrão da HOMO para a LUMO do fluoróforo por absorção de radiação, pode acontecer 

uma transferência do eletrão da HOMO do recetor para a HOMO do fluoróforo, provocando assim uma 

inibição da fluorescência devido à transição do estado excitado para o estado fundamental ser feita por 

um caminho alternativo não-radiativo.18 

Quando o par de eletrões não ligantes presentes no recetor está envolvido numa complexação, 

a energia da HOMO do recetor baixa, pelo que a probabilidade de transferência de um eletrão entre a 

HOMO do recetor para a HOMO do fluoróforo diminui consideravelmente. Desta forma, a relaxação do 

eletrão da LUMO do fluoróforo para a respetiva HOMO ocorre através da emissão de fluorescência (Figura 

3).19 

 

Transferência intramolecular de carga (ICT) 

No contexto das sondas fluorescentes, a transferência interna de carga é caraterística em 

fluoróforos que possuem grupos dadores (D) e aceitadores (A) de eletrões ligados através de sistemas -

conjugados. A excitação radiativa destas moléculas resulta num estado localmente excitado (LE), a partir 

do qual se forma um estado excitado através de ICT devido à cedência de um eletrão do grupo dador 

para o grupo aceitador, o que leva a redistribuição da densidade eletrónica formando um momento 

Figura 3. Processo de sinalização baseado na transferência eletrónica fotoinduzida representado através do diagrama das orbitais 
moleculares, adaptada da referência 19. 
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dipolar acentuado (Figura 4). Desta forma, o fluoróforo pode apresentar dupla emissão de fluorescência 

correspondente aos diferentes estados excitados.20 

 

 

 

 

 

 

 

A conjugação de um fluoróforo com uma subunidade de reconhecimento com capacidade ICT 

constitui uma das estratégias para o desenvolvimento de novas sondas fluorescentes (Figura 5). A 

complexação destes recetores com o analito pode induzir a ativação ou inibição do estado excitado 

através de ICT, o que resulta num deslocamento do espetro de excitação/emissão do fluoróforo para 

comprimentos de onda superiores (desvio batocrómico) ou para comprimentos de onda inferiores (desvio 

hipsocrómico).21 

 

 

 

 

Figura 4 . Diagrama de energia associado ao mecanismos ICT em compostos com grupos dadores (D) e aceitadores (A) de eletrões 
ligados através de sistemas -conjugados, adaptada da referência 20. 
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Assim, a ICT resulta num sinal “raciométrico” que permite diminuir interferências através da 

autocalibração entre a banda de excitação/emissão correspondente à sonda fluorescente e a banda de 

excitação/emissão do complexo sonda-analito, permitindo uma determinação quantitativa em amostras 

mais complexas (células e tecidos vivos).11,22,23,24,25,26  

  

Transferência de energia por ressonância de Förster (FRET) 

A transferência de energia por ressonância de Förster é um processo através do qual é possível 

gerar um sinal fluorimétrico sensível às conformações e associações moleculares. Este mecanismo de 

sinalização permitiu uma evolução das áreas do diagnóstico médico e biologia molecular já que possibilita 

o estudo da conformação de macromoléculas (por exemplo proteínas e ácidos nucleicos) e monitorização 

de eventos dinâmicos biomoleculares (por exemplo atividade enzimática) através da ativação ou inibição 

de FRET.27,28,29,30 As propriedades de emissão dos sistemas fluorimétricos baseados neste mecanismo são 

bastante promissoras já que os elevados comprimentos de onda de excitação exibidos por estas 

moléculas permitem diminuir os efeitos de autofluorescência e danificação das matrizes biológicas.31  

Para além disso, os sensores químicos baseados em FRET são uma ferramenta poderosa para 

a deteção e quantificação de vários analitos, tal como iões metálicos com importância ambiental e 

biológica.32,33,34 

Figura 5. Sensor fluorimétrico de Cd2+ baseado no mecanismo ICT, adaptada da referência 21. 
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A transferência de energia por ressonância de Förster é um fenómeno eletrodinâmico através do 

qual ocorre um processo não-radiativo em que a energia de uma molécula no estado excitado (dador) é 

transferida para outra molécula no estado fundamental (aceitador). A eficiência deste mecanismo está 

diretamente dependente da distância a que a espécie dadora se encontra da espécie aceitadora, devendo 

estar próximas o suficiente (10-100 Å) para que ocorra FRET. Por outro lado, tem que ocorrer uma 

sobreposição do espetro de emissão do dador com o espetro de excitação do aceitador, de forma a que 

este seja capaz de absorver a energia emitida pelo dador. Assim, a emissão de fluorescência detetada 

será correspondente à da espécie aceitadora, caso seja um fluoróforo (Figura 6).35  No caso do aceitador 

ser um quencher, será analisada a diminuição da fluorescência do dador.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tal como no caso do mecanismo ICT, é possível desenvolver sensores “raciométricos” baseados 

no FRET recorrendo às intensidades de fluorescência para os diferentes comprimentos de onda de 

emissão. Adicionalmente, estas sondas fluorescentes apresentam normalmente um desvio de Stokes 

elevado, o que permite uma maior eficiência na deteção de fluorescência e uma diminuição da 

possibilidade de self-quenching.36,37 

Figura 6. Representação da influência da aproximação molecular entre duas espécies dador/aceitador na eficiência do mecanismo de 
FRET, adaptada da referência 35. 
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1.3.  Derivados de BODIPY 

 

Atualmente, existe uma enorme variedade de compostos orgânicos desenvolvidos no âmbito dos 

sensores químicos óticos, no entanto os derivados de 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno, 

designados usualmente como BODIPYs, constituem uma nova classe de fluoróforos que tem vindo a 

destacar-se na investigação com abordagem supramolecular. A sua descoberta ocorreu em 1968 por 

Treibs e Kreuzer (Esquema 5)38 , no entanto, até ao final da década de 1980 poucos foram os estudos 

feitos usando estes compostos. Desde então, tem-se verificado um aumento exponencial do seu 

reconhecimento por parte da comunidade científica, resultando no design de novos derivados de BODIPY 

com as mais variadas aplicações.39,40,41 

 

A estrutura do núcleo do BODIPY apresenta duas unidades pirrólicas unidas por uma ponte 

metino, que por sua vez estão complexadas, através do par de eletrões não ligantes do nitrogénio 

pirrólico, com um grupo difluoroborilo (Figura 7). Devido à sua estrutura simétrica, o momento de dipolo 

molecular está orientado ao longo do eixo transversal e a carga negativa está localizada em torno dos 

átomos de flúor, enquanto que a carga positiva está situada na posição meso (Figura 8). O núcleo do 

cromóforo é totalmente plano e rígido, o que garante a elevada probabilidade do relaxamento da molécula 

excitada por processos radiativos, evitando a desativação por transições não-radiativas, tal como 

conversão interna e cruzamento interssistemas.42 

 

 

 

Esquema 5. Esquema de síntese proposto por Treibs e Kreuzer para a acetilação do pirrol que resultou na obtenção do primeiro derivado 

de BODIPY.38 
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A popularidade crescente desta classe de compostos deve-se particularmente à sua estabilidade 

química e fotoquímica, às suas caraterísticas fotofísicas, das quais se destacam o elevado coeficiente de 

absortividade molar (ε), o elevado rendimento quântico de fluorescência (ΦF), tempo de vida no estado 

excitado relativamente longo e as bandas de absorção/emissão com comprimento de onda na zona do 

visível.39,40 

 

 

 

Figura 8. Mapa de potencial eletrostático e distribuição de cargas do núcleo do BODIPY.42 

Figura 7. Estrutura química do núcleo do BODIPY e numeração respetiva. 

meso 

α 

β 
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 A biblioteca de BODIPYs disponíveis comercialmente (Figura 9) reflete não só a importância 

desta classe de compostos, bem como a possibilidade de funcionalização e obtenção de BODIPYs com 

diversas propriedades.43  

 

 

 

 

Figura 9. Estrutura química de diversos BODIPYs disponíveis comercialmente (* grupo éster NHS), adaptada da referência 43. 
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De facto, o núcleo do BODIPY pode ser facilmente funcionalizado com diferentes grupos 

substituintes através de diversas vias de síntese, com o intuito de otimizar as suas propriedades químicas 

e fotofísicas. Existem várias estratégias para modelar as bandas de absorção e emissão do BODIPY, 

induzindo desvios hipsocrómicos ou batocrómicos nos espetros, mas mantendo a alta eficiência de 

fluorescência.40 

A funcionalização do núcleo do BODIPY com heteroátomos diretamente ligados na posição meso 

é uma das estratégias para induzir desvios hipsocrómicos. Consoante a eletronegatividade e a 

capacidade dadora de eletrões do átomo ou grupo de átomos introduzidos poderá obter-se um desvio 

espetral de moderado a acentuado. Este efeito está relacionado com um aumento da energia associada 

à orbital molecular desocupada de menor energia (LUMO) na presença do átomo ou grupo de átomos 

dadores, o que leva a uma maior separação energética em relação à orbital molecular ocupada de maior 

energia (HOMO). Desta forma, a transição eletrónica é energeticamente superior, o que se reflete no 

deslocamento da banda de absorção/emissão para comprimentos de onda inferiores. Os grupos 

substituintes podem ser facilmente introduzidos na posição meso através de reações de substituição 

nucleofílica. Esta posição especifica é bastante suscetível ao efeito do grupo dador, uma vez que estes 

provocam uma alteração acentuada da densidade eletrónica do núcleo do BODIPY.44,45,46,47 

No entanto, a funcionalização do BODIPY com os heteroátomos pode influenciar a eficiência da 

fluorescência. Por exemplo, os BODIPYs que contêm um grupo metoxilo (-OMe) na posição meso são 

bastante fluorescentes, independentemente de fatores externos. Contrariamente, a emissão de 

fluorescência pelos análogos com grupos metilamino (-NHMe) depende da polaridade do solvente. O 

quenching da fluorescência nesses derivados poderá estar associado ao mecanismo ICT. A elevada 

capacidade dadora do grupo amino leva a um deslocamento do espetro para comprimentos de onda 

inferiores, no entanto esta capacidade poderá induzir ICT, uma vez que o núcleo do BODIPY atua como 

espécie aceitadora de eletrões. Por outro lado, a capacidade dadora do grupo metoxilo parece não ser 

suficiente para ativar o mecanismo ICT, mantendo a eficiência de fluorescência do composto elevada. 

Adicionalmente, a introdução de grupos alquilo na posição 3 e 5 diminui o caráter aceitador do núcleo e 

reduz a probabilidade de ocorrência do efeito ICT (Figura 10).42 
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 No que diz respeito aos desvios batocrómicos, estão descritas na literatura diferentes estratégias 

com o intuito de modelar os espetros para comprimentos de onda superiores, tal como a funcionalização 

com grupos de forma a aumentar a extensão do sistema -conjugado ou ainda através da substituição 

do carbono meso por um átomo de nitrogénio (aza-BODIPY).48  

 De facto, o método mais direto para a extensão da deslocalização eletrónica do BODIPY é a 

introdução de grupos (hetero)aromáticos nas posições 3 e 5. A introdução de grupos fenilo nestas 

posições aumenta a extensão do sistema -conjugado, no entanto os desvios batocrómicos são limitados. 

Por outro lado, a funcionalização com unidades aromáticas heterocíclicas tal como o pirrol e o tiofeno 

induz um deslocamento mais acentuado das bandas de absorção/emissão (Figura 11).48 

 

 

 

 

 

Figura 10. Eficiência de fluorescência de derivados de BODIPY funcionalizados com grupos metilamino e metoxilo na posição meso e 
grupos alquilo nas posições 3 e 5 em solvente polar (etanol) e apolar (ciclohexano), adaptada da referência 42. 
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Comparativamente à funcionalização com os grupos anteriormente mencionados, a extensão do 

sistema -conjugado poderá ser mais eficiente através da fusão do BODIPY com grupos heterocíclicos. 

Esta estratégia permite aumentar a conjugação do sistema mantendo a rigidez estrutural, de forma a 

reduzir a possibilidade de perdas de energia do estado excitado através da rotação dos substituintes 

aromáticos, mantendo assim a eficiência de fluorescência (Figura 12).48 

 

 

Figura 12. Exemplos de derivados de BODIPY obtidos através da fusão com diferentes grupos (hetero)aromáticos e respetivos 
comprimentos de onda de absorção/emissão, adaptada da referência 48. 

Figura 11. Exemplos de derivados de BODIPY funcionalizados com diferentes grupos (hetero)aromáticos e respetivos comprimentos de 
onda de absorção/emissão, adaptada da referência 48. 
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Nos últimos anos, os derivados aza-BODIPYs, nos quais o átomo de carbono da posição meso 

foi substituído pelo átomo de nitrogénio, têm surgido como uma classe promissora de compostos com 

bandas de absorção/emissão na região do infravermelho próximo. De modo semelhante ao BODIPY, os 

aza-BODIPY podem ser funcionalizados no sentido de aumentar a extensão do sistema -conjugado, 

tanto através da introdução de substituintes heterocíclicos, assim como através da fusão com unidades 

aromáticas (Figura 13).48,49 

  

 

 

 

 

 

 

A versatilidade química dos BODIPYs despertou grande interesse nas mais diversas áreas de 

investigação, podendo ser aplicado como sonda fluorescente em bioimagem para a deteção e marcação 

de biomoléculas, como agente fotossensibilizador na terapia fotodinâmica (PDT) para o tratamento de 

cancro ou na inativação fotodinâmica (PDI) de microorganismos patogénicos. Pode ainda ser utilizado 

como sensor químico ótico para diversos analitos, como componente orgânico em células solares 

sensibilizadas por corante (DSSC) e, ainda, como complexo antena em sistemas fotossintéticos.50,51,52,53,54 

 

 

 

 

 

Figura 13. Exemplos de aza-BODIPYs e respetivos comprimentos de onda de absorção/emissão, adaptada da referência 48. 
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1.3.1. BODIPY como sensor ótico: reconhecimento de iões metálicos  

 

Os iões metálicos desempenham um papel fundamental em diversos processos bioquímicos, 

como por exemplo, a nível do sistema nervoso, os iões Na+, K+ e Ca2+ participam no mecanismo de 

transmissão de impulsos nervosos através da alteração do potencial elétrico das membranas celulares. 

Podem ainda formar complexos com proteínas (metaloproteínas), permitindo a sua regulação a nível de 

atividade enzimática (por exemplo Cu+, Mg2+, Mn2+, Cu2+, Zn2+, Fe3+) ou o transporte de moléculas, tal como 

a presença do Fe2+ na hemoglobina fazendo com que esta seja capaz de transportar o oxigénio através 

da corrente sanguínea.55,56 Por outro lado, variações significativas das concentrações destas espécies 

iónicas podem induzir uma desregulação dos sistemas biológicos.57,58   

O desenvolvimento de métodos capazes de quantificar iões metálicos é uma área de investigação 

que tem sofrido um crescimento significativo. A espetroscopia de absorção e emissão atómica, a 

espetrometria de massa acoplada a plasma indutivo e a voltametria de redissolução anódica representam 

algumas das técnicas analíticas utilizadas, no entanto apresentam custos elevados e não permitem um 

monitorização contínua.59 Já os métodos baseados em sensores fluorimétricos apresentam diversas 

vantagens em termos de sensibilidade, tempos de resposta e monitorização localizada (por exemplo 

através da microscopia de fluorescência).56,60 A combinação de sondas fluorescentes com a microscopia 

permite resolver questões relativas à existência e localização de metais no meio intracelular assim como 

a forma como a concentração do metal origina uma resposta a eventos celulares.61,62  

O recurso a sensores químicos capazes de detetar seletivamente catiões/aniões constitui uma 

ferramenta extremamente importante para a ciência moderna.6,8,9,13,14,63,64,65,66,67   

Os sensores químicos devem ser sensíveis e seletivos, pelo que uma das estratégias durante o 

seu design foca-se na modificação da estrutura da subunidade de reconhecimento dos iões metálicos 

(ionóforo). A seletividade está relacionada com a força de interação responsável pela formação do 

complexo metal-sensor e é influenciada por diversos fatores, tais como a natureza química dos átomos 

do ionóforo, a estereoquímica do complexo metálico (rigidez, posição do local de coordenação), as 

propriedades eletrónicas do ião metálico, o estado de oxidação, o raio iónico e o seu caráter “duro-macio” 

(teoria HSAB, do inglês, Hard-Soft Acids-Bases). A teoria de HSAB permite explicar a estabilidade relativa 
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dos complexos metálicos através do princípio de que os ácidos duros coordenam preferencialmente com 

bases duras e os ácidos macios coordenam preferencialmente com bases macias. Os termos “macio-

duro” descrevem a capacidade elevada/baixa de polarizabilidade dos ácidos e bases de Lewis que 

formam o composto de coordenação. Desta forma, os iões metálicos macios (por exemplo Cu+, Hg2+, Cd2+, 

Pb2+) têm maior afinidade para ionóforos com átomos macios (por exemplo os átomos de fósforo e 

enxofre), os iões metálicos duros (por exemplo Na+, K+, Mg2+, Ca2+, Cr3+, Fe3+) formam complexos mais 

estáveis com átomos duros (por exemplo o átomo de oxigénio), já os iões metálicos com caráter 

intermédio (por exemplo Fe2+, Cu2+, Zn2+, Pd2+, Co2+, Ni2+) ligam-se preferencialmente com átomos de 

acidez/basicidade intermédia (por exemplo o átomo de nitrogénio). 9,68,69,70,71 

Desta forma, através da funcionalização do núcleo de BODIPY é possível desenvolver sensores 

moleculares seletivos para a deteção de diversos iões metálicos, assim como otimizar as suas 

propriedades de absorção/emissão e modelar o mecanismo de sinalização envolvido no processo de 

reconhecimento. Os principais mecanismos de sinalização dos sensores fluorimétricos baseados em 

derivados de BODIPY são a transferência de eletrões fotoinduzida (PET) e a transferência intramolecular 

de carga (ICT). A distinção mais evidente entre os sensores baseados no PET e os sensores que seguem 

o mecanismo ICT reside no tipo de resposta fluorescente após a coordenação com o analito em estudo. 

No caso de se tratar de um mecanismo de transferência de eletrões, assim que o analito se liga ao 

sensor ocorre uma alteração da intensidade de fluorescência, não se verificando alteração na posição 

das bandas de emissão. Quando o sensor é baseado na transferência intramolecular de carga verifica-

se um desvio hipsocrómico/batocrómico no espetro de emissão do sensor livre em relação ao do 

complexo sensor-analito. Simultaneamente, pode ocorrer uma variação de cor, o que permite a deteção 

a olho nu, resultando em sensores cromofluorogénicos bastante promissores.72,73,74  

O composto 21 representado na figura 14 ilustra a influência que a posição em que a subunidade 

de reconhecimento está ligada ao núcleo do BODIPY tem no mecanismo de sinalização, assim como as 

diferentes afinidades que estas subunidades têm para diferentes catiões metálicos. Neste caso verificou-

se que a substituição do núcleo do BODIPY na posição meso com um grupo dador permite modelar o 

mecanismo PET, já a substituição na posição α influencia a eficiência do processo de ICT. Para além 

disso, foi demonstrado que o ião mercúrio(II) tinha maior afinidade para o recetor na posição α e o ião 

zinco(II) para o ligando na posição meso, o que vai de encontro com a teoria HSAB. Desta forma, a 
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coordenação do derivado de BODIPY com o mercúrio(II) induzia um desvio hipsocrómico da banda de 

emissão sem alteração da intensidade de fluorescência. Contrariamente, a interação do zinco(II) bloqueia 

o mecanismo PET, o que resulta num aumento da intensidade de fluorescência, sem alteração da 

posição da banda de emissão.73 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Recentemente foi publicado um novo derivado de BODIPY como sensor cromofluorogénico para 

a deteção de mercúrio(II) em solução aquosa pelo grupo de investigação onde se desenvolveu esta tese 

de mestrado (Figura 15). O derivado de BODIPY foi funcionalizado na posição α com uma subunidade 

recetora de tioaza éter de coroa que revelou ser seletiva para o mercúrio(II) num solvente mais 

competitivo, isto é, em solução de acetonitrilo/água (95:5), originando simultaneamente um sinal 

fluorimétrico e colorimétrico. A coordenação do ião metálico com o composto refletiu-se através da 

inibição do caráter ICT das bandas de UV-Vis, ou seja, verificou-se um desvio hipsocrómico da banda de 

absorção. É de salientar que a alteração da absorção é claramente visível a olho nu, já que a solução 

Figura 14.  Representação do local de interação entre o derivado de BODIPY e os iões mercúrio e zinco, adaptada da referência 73. 
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deste derivado de BODIPY mudou de azul para cor-de-rosa. Simultaneamente, verificou-se um aumento 

progressivo da intensidade de fluorescência com adições sucessivas de mercúrio(II).75 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3.2. BODIPY como sonda fluorescente: aplicação em bioimagem molecular  
 

A bioimagem molecular compreende um conjunto de técnicas que permitem a deteção, 

visualização e caraterização, em tempo real, de estruturas e fenómenos biológicos que acontecem a nível 

molecular e celular, no interior de organismos. De entre as diversas técnicas disponíveis, tais como a 

marcação com radioisótopos ou a ressonância magnética, a imagem por fluorescência revelou ser uma 

ferramenta bastante promissora, já que apresenta elevada sensibilidade e precisão, permite obter 

imagens de alta resolução de uma forma não-invasiva e sem perturbar as funções celulares. Para além 

disso, utilizando a microscopia de fluorescência é possível obter informação detalhada da dinâmica de 

células vivas e saudáveis durante a aquisição das imagens.76 

Com a continua evolução da bioimagem de fluorescência, surgiu a necessidade de desenvolver 

sondas fluorescentes para a marcação de biomoléculas (por exemplo proteínas, lípidos, ADN), 

estruturas/organelos celulares (por exemplo mitocôndria, lisossoma, retículo endoplasmático) ou 

Figura 15. Derivado de BODIPY como sensor cromofluorogénico seletivo de mercúrio(II) em solução aquosa, adaptada da referência 75. 
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sensíveis a alterações das condições fisiológicas (por exemplo viscosidade, pH, potencial de membrana) 

de forma a facilitar o estudo do comportamento celular. Por outro lado, estas sondas constituem uma 

ferramenta bastante promissora no âmbito do diagnóstico precoce de várias doenças e avaliação da 

eficiência de terapias através de sistemas de libertação de fármacos.77,78,79 

Neste sentido existem várias classes de moléculas orgânicas que são tradicionalmente utilizadas 

como fluoróforos, das quais se destacam as cianinas, as rodaminas, as cumarinas e as fluoresceínas. 

No entanto, novas classes de compostos têm sido usadas nesta área e mais uma vez, os derivados de 

BODIPY, devido às suas excelentes propriedades fotofísicas mencionadas anteriormente, têm 

demonstrado ser sondas fluorescentes promissoras para aplicação em bioimagem. De facto, é de 

salientar que a sua elevada estabilidade fotofísica permite obter imagens dos sistemas biológicos durante 

um maior período de tempo sem perda significativa da eficiência de fluorescência inicial. Adicionalmente, 

a facilidade de funcionalização do núcleo do BODIPY permite também melhorar a sua solubilidade em 

meio aquoso e a permeabilidade celular.50 

Por outro lado, a possibilidade de ajustar as propriedades fotofísicas dos derivados de BODIPY 

de forma a que estes sejam excitáveis na região do infravermelho próximo (NIR) representa uma 

vantagem (Figura 16). Os fluoróforos frequentemente empregues em bioimagem utilizam radiação na 

região UV-Vis, no entanto quando as amostras biológicas são submetidas a esta radiação a probabilidade 

de ocorrer autofluorescência e interferir com a fluorescência da sonda fluorescente é maior. 

Consequentemente, a exposição prolongada das células vivas à radiação UV poderá causar danos 

biológicos. Logo, ao utilizar a radiação NIR, de menor energia, estes inconvenientes poderão ser 

ultrapassados.78,79,80 
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O derivado de BODIPY 23 representado na figura 17 foi desenvolvido para a marcação especifica 

de proteínas no meio intracelular.  O composto apresenta um desvio do espetro de excitação e emissão 

para comprimentos de onda superiores quando interage com a estrutura proteica. O facto da posição 

espacial entre os dois grupos acrilo da sonda fluorescente ser semelhante à distância que separa os dois 

grupos reativos da proteína alvo, permite uma interação sonda fluorescente-alvo bastante eficiente e 

específica.81 

 

Figura 16. Exemplo de derivado de BODIPY como sonda de fluorescência NIR, adaptada da referência 80. 
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Recentemente foi publicada uma nova sonda fluorescente baseada nesta classe de compostos 

para a localização da mitocôndria (Figura 18). A funcionalização na posição 3 do núcleo do BODIPY 

permitiu equilibrar o caráter hidrofílico-lipofílico da sonda fluorescente, aumentando assim a sua 

permeabilidade celular. Por outro lado, foi introduzido o grupo -CF3 na posição meso com o intuito de 

aumentar a afinidade e a acumulação específica do fluoróforo na mitocôndria.82 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Exemplo de derivado de BODIPY para a marcação de estruturas proteicas, adaptada da referência 81.  

Figura 18. Exemplo de derivado de BODIPY para a marcação da mitocôndria, adaptada da referência 82.  
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Foi também recentemente reportado um derivado de BODIPY 26 como componente de sistemas 

de libertação de fármacos (Esquema 6). O fluoróforo foi incorporado na estrutura de um fármaco 

antitumoral (camptotecina) através de uma ligação dissulfureto. Assim que o sistema é captado pelas 

células-alvo, ocorre a quebra da ligação devido aos agentes redutores presentes no meio intracelular 

(DTT/GSH) e, consequentemente, verifica-se um aumento da emissão de fluorescência a 433 nm e a 

510 nm. Desta forma, através das alterações desta dupla fluorescência é possível monitorizar em tempo 

real a libertação do fármaco a nível celular e determinar a eficiência da terapia.83 

 

Esquema 6. Exemplo de derivado BODIPY como componente de sistema de libertação de fármacos, adaptado da referência 83. 



 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 2 

Descrição Experimental 
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2. Descrição Experimental 
 

Os espetros de absorção UV-Vis foram obtidos num espetrofotómetro UV/2501PC (Shimadzu) e 

os espetros de emissão de fluorescência foram obtidos num espetrofluorímetro FluoroMax-4 (Horiba). 

Os espetros de ressonância magnética nuclear de 1H e 13C foram registados num aparelho Bruker 

Avance III a 400 MHz e 100,6 MHz, respetivamente, utilizando o pico do solvente como referência 

interna. A atribuição dos sinais de 1H e 13C foi efetuada recorrendo às técnicas de correlação heteronuclear 

bidimensionais. Os solventes deuterados utilizados na espetroscopia de ressonância magnética nuclear 

foram o CDCl3 com 99,8% de grau de deuteração, contendo 0,03% v/v de tetrametilsilano e o DMSO-d6 

com grau de deuteração de 99,9%, contendo 0,1% v/v de tetrametilsilano, ambos da marca Aldrich. 

Os espetros de massa de baixa e alta resolução foram realizados no “C.A.C.T.I. – Unidade de 

Espectrometria de Masas”, na Universidade de Vigo, Espanha. 

Os espetros de IV foram obtidos num aparelho ABB FTLA2000, em pastilha de KBr. 

A cromatografia em camada fina (TLC) foi efetuada em placa de sílica gel 60 com indicador de 

fluorescência F254 (Merck). A cromatografia em coluna foi efetuada usando sílica gel 60 de diâmetro 

entre 230-400 mesh (Merck). 

Os reagentes e solventes das marcas Sigma-Aldrich, Acros e Fluka foram utilizados tal como 

recebidos. 

A intensidade de fluorescência determinada nos estudos biológicos foi obtida através do leitor de 

microplacas SYNERGY H1 (Biotek). 

As imagens de fluorescência em meio celular foram adquiridas através do microscópio confocal 

LSM 780 (Zeiss). 
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2.1.  Síntese de derivados de BODIPY 
 

2.1.1. Síntese do derivado de BODIPY 1 funcionalizado na posição meso 
 

 

 

 

 

 

 

O 2,4-dimetilpirrol (190 mg, 2 mmol) e o 4-(N,N-dimetilamino)-1-naftaldeído (200 mg, 1 mmol) 

foram dissolvidos em DCM seco (100 mL). Foi adicionada uma gota de TFA e a mistura reacional foi 

colocada sob agitação, à temperatura ambiente, durante 50 minutos. Uma solução de DDQ (331 mg, 

1,5 mmol) dissolvida em DCM seco (100 mL) foi adicionada à mistura. A agitação continuou por mais 

50 minutos. De seguida, adicionou-se trietilamina (1,7 mL, 12 mmol) e após 15 minutos foi adicionado 

BF3.OEt2 (2,5 mL, 20 mmol), ficando sob agitação durante 30 minutos. O resíduo obtido por evaporação 

foi submetido a uma cromatografia dry flash (éter petróleo/AcOEt, 4:1). O BODIPY puro 1 foi obtido na 

forma de um sólido vermelho escuro (63 mg, 22%). 

 

1H RMN (400 MHz, CDCl3): δ =1,09 (s, 6H, CH3-1 e CH3-7), 2,58 (s, 6H, CH3-3 e CH3-5), 3,05 (s, 6H, 

N(CH3)2),  5,94 (s, 2H, H-2 e H-6), 7,25 (d, J=7,6 Hz, 1H, H-2’), 7,30 (d, J=7,6 Hz, 1H, H-3’), 7,44 (dt, 

J=1,2 e 7,2 Hz, 1H, H-7’), 7,54 (dt, J=1,2 e 7,4 Hz, H-6’), 7,77 (d, J=8,4 Hz, 1H, H-5’), 8,31 (d, J=8,4 

Hz, 1H, H-8’) ppm. 

13C RMN (100,6 MHz, CDCl3): δ =13,89 (CH3-1 e CH3-7), 14,60 (CH3-3 e CH3-5), 45,53 (N(CH3)2), 114,08 

(C2’), 121,07 (C2 e C6), 123,88 (C8’), 125,55 (C5’), 125,83 (C3’), 126,16 (C6’), 127,18 (C7’), 128,04 

(C4’), 132,19 (C7a e C8a), 132,95 (C4’a e C8’a), 140,36 (C8), 143,01 (C1 e C7), 150,25 (C1’), 155,43 

(C3 e C5) ppm. 

EM (ESI) m/z (%): 419 ([M + 2]+•, 27), 418 ([M + 1]+•, 100), 417 ([M]+•, 40), 291 (4), 102 (5); EMAR 

(ESI) m/z:  [M + 1]+• calculado para C25H27BF2N3, 418,2261; obtido 418,2269. 
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2.1.2. Síntese do derivado de BODIPY 2 formilado através da reação de Vilsmeier-Haack 

  
 

 

 

 

 

 

Uma mistura de DMF (1,79 mL, 23 mmol) e POCl3 (1,70 mL, 18,2 mmol) foi colocada em 

agitação num banho de gelo durante 5 minutos sob atmosfera de azoto. Deixou-se a mistura atingir a 

temperatura ambiente e de seguida ficou sob agitação durante 30 minutos. Adicionou-se o BODIPY 1 

(50 mg, 0,127 mmol) dissolvido em dicloroetano (7 mL) à mistura reacional. A mistura foi aquecida a 

50 °C e ficou em agitação durante 2 horas. Após arrefecimento da mistura reacional à temperatura 

ambiente, esta foi lentamente adicionada a uma solução aquosa saturada de NaHCO3 (40 mL) num 

banho de gelo. A mistura obtida foi retirada do banho de gelo tendo permanecido em agitação por mais 

30 minutos. Adicionou-se acetato de etilo (5 mL) à mistura e a fase orgânica obtida foi lavada com água 

destilada (2 x 50 mL). Posteriormente, a fase orgânica foi seca com sulfato de magnésio anidro, filtrada 

e concentrada por evaporação num evaporador rotativo. O composto foi purificado por cromatografia em 

coluna, usando como eluente o diclorometano, tendo-se obtido o BODIPY 2 puro na forma de um sólido 

vermelho escuro (32 mg, 59 %). 

 

1H RMN (400 MHz, CDCl3): δ =1,12 (s, 3H, CH3-7), 1,37 (s, 3H, CH3-1), 2,64 (s, 3H, CH3-5), 2,84 (s, 3H, 

CH3-3), 3,13 (s, 6H, N(CH3)2 ), 6,11 (s, 1H, H-6), 7,33 (m, 2H, H-2’ e H-3’), 7,48 (t, J=7,6 Hz, 1H, H-7’), 

7,62 (t, J=7,6 Hz, H-6’), 7,72 (d, J=8,4 Hz, 1H, H-5’), 8,31 (s, 1H, H-8’), 9,94 (s, 1H, CHO) ppm. 

13C RMN (100,6 MHz, CDCl3): δ =10,99 (CH3-1), 13,03 (CH3-3), 14,40 (CH3-7), 15,09 (CH3-5), 45,69 

(N(CH3)2), 124,01 (C6), 124,19 (C8’), 125,21 (C5’), 125,60 (C2’ e C3’),126,19 (C2), 127,03 (C8a), 

127,45 (C6’), 127,90 (C7’), 130,26 (C4’), 132,75 (C4’a e C8’a), 134,79 (C7a), 141,80 (C8), 142,51 

(C1), 147,01 (C7), 147,19 (C1’), 156,58 (C3), 161,91 (C5), 185,87 (CHO) ppm. 
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EM (ESI) m/z (%): 447 ([M + 2]+•, 29), 446 ([M + 1]+•, 100), 445 ([M]+•, 28), 201 (1); EMAR (ESI) m/z :  

[M + 1]+• calculado para C26H27BF2N3O, 446,2210; obtido 446,2208. 

 

2.1.3. Síntese do derivado de BODIPY 3 funcionalizado com benzimidazol 
 

 

 

 

 

 

 

Num balão de fundo redondo adicionou-se o BODIPY 2 (50 mg, 0,11 mmol), etanol (10 mL) e 

NaHSO3. (10 mg, 0,09 mmol). A mistura permaneceu sob agitação à temperatura ambiente durante 4 

horas. Após este tempo adicionou-se à mistura reacional DMF seco (5 mL) e a orto-fenilenodiamina (8 

mg, 0,07 mmol). A solução foi aquecida durante 2 horas a 80 °C. A mistura foi arrefecida à temperatura 

ambiente, adicionou-se acetato de etilo (10 mL) e a fase orgânica obtida foi lavada com água (3 x 10 

mL) e seca com sulfato de magnésio anidro. Evaporou-se o extrato orgânico sob vácuo no evaporador 

rotativo. Após purificação por cromatografia em coluna usando como eluente diclorometano obteve-se o 

BODIPY 3 puro (15 mg, 31%) na forma de um sólido vermelho. 

 

1H RMN (400 MHz, CDCl3): δ =1,10 (s, 3H, CH3-7), 1,25 (s, 3H, CH3-1), 2,63 (s, 3H, CH3-5), 2,76 (s, 3H, 

CH3-3), 2,90 (s, 6H, N(CH3)2 ), 6,05 (s, 1H, H-6), 7,03 (d, J=7,6 Hz, 1H, H-2’), 7,08 (d, J=7,6 Hz, 1H, H-

3’), 7,21-7,25 (m, 2H, H-5’’ e H-6’’ ), 7,27 (s, 1H, H-7’), 7,40 (t, J=1,2 e 7,6 Hz, H-6’), 7,51-7,53 (m, 

2H, H-4’’ e H-7’’), 7,58 (d, J=8 Hz, 1H, H-5’), 8,19 (d, J=8,4 Hz, 1H, H-8’) ppm. 

13C RMN (100,6 MHz, CDCl3): δ =12,36 (CH3-1), 13,57 (CH3-3), 14,21 (CH3-7), 14,93 (CH3-5), 45,07 

(N(CH3)2), 113,44 (C2’), 114,57 (C4’’ e C7’’), 199,03 (C2), 122,88 (C6), 123,43 (C5’’ e C6’’), 124,51 

(C8’), 124,98 (C5’), 125,54 (C6’), 125,63 (C4’), 125,82 (C3’), 127,06 (C7’), 128,45 (C4’a), 131,22 
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(C8a), 132,61 (C8’a), 134,12 (C7), 136,41 (C3’’a e C7’’a), 139,91 (C1), 142,28 (C8), 145,75 (C7a), 

146,19 (C2’’), 152,35 (C3), 152,46 (C1’), 159,54 (C5) ppm. 

EM (ESI) m/z (%): 535 ([M + 2]+•, 30), 534 ([M + 1]+•, 80), 533 ([M]+•, 21), 267 (100); EMAR (ESI) m/z:  

[M + 1]+• calculado para C32H31BF2N5, 534,2635; obtido 534,2633. 

 

2.2.  Caraterização fotofísica dos derivados de BODIPY 1-3 

 

Os estudos fotofísicos dos compostos 1-3 foram realizados em soluções de acetonitrilo com 

concentrações de 1x10-5 M, utilizando como padrão de fluorescência a Rodamina 6G em etanol (ΦF = 

0,95) com uma concentração de 1x10-2 M, em células de quartzo. 

A fluorescência foi medida num ângulo de 90° em relação à radiação incidente de excitação. O 

comprimento de onda de excitação dos derivados de BODIPY 1-3 foi de 450 nm. O padrão foi excitado 

no comprimento de onda de excitação de cada composto. Após traçar o espetro de fluorescência, foi 

determinada a respetiva área abaixo da curva.  

O cálculo do rendimento quântico relativo de fluorescência dos derivados de BODIPY sintetizados, 

foi efetuado através da equação: 

 

 

em que, Ap e Acomp são as absorvâncias das soluções nos comprimentos de onda de excitação do padrão 

e do composto em estudo, respetivamente; Fp e Fcomp correspondem às áreas abaixo da curva de 

fluorescência do padrão e do composto em estudo; np e ncomp representam o valor do índice de refração 

do solvente da solução do padrão e do composto em análise, respetivamente. 

 

 

 

𝜙𝐹𝑐𝑜𝑚𝑝
𝜙𝐹𝑝

=
𝐴𝑝 × 𝐹𝑐𝑜𝑚𝑝 × 𝑛𝑝

2

𝐴𝑐𝑜𝑚𝑝 × 𝐹𝑝 × 𝑛𝑐𝑜𝑚𝑝
2
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2.3.  Avaliação dos derivados de BODIPY 1-3 como sensores óticos de iões metálicos 
 

2.3.1. Estudo preliminar da capacidade sensora dos derivados de BODIPY 1-3 

 

O estudo preliminar da capacidade sensora dos derivados de BODIPY 1-3 permitiu verificar de 

forma rápida e simples a possível interação dos compostos com os aniões e catiões metálicos escolhidos 

devido à sua importância a nível biológico e ambiental. 

 Prepararam-se soluções dos derivados de BODIPY em acetonitrilo, com concentração 1x10 -5 M. 

As soluções dos catiões (Ag+, K+, Li+, Hg2+, Ca2+, Co2+, Pb2+, Mn2+, Fe2+, Zn2+, Ni2+, Cd2+, Cu2+, Pd2+, Fe3+ e Al3+) 

sob a forma de sais de perclorato, com exceção do Pd2+ e Li+ cujo contra-ião foi o tetrafluoroborato, e dos 

aniões (H2PO4
-, HSO4

-, CN-, F-, I-, NO3
-, AcO-, Br-, ClO4

-, BzO-) sob a forma de sais de tetrabutilamónio, foram 

preparadas em acetonitrilo e com concentração 1x10 -2 M. Procedeu-se ao estudo, adicionando-se 50 

equivalentes de cada ião à solução de cada um dos compostos 1-3. 

 Consoante os resultados obtidos no estudo preliminar da capacidade sensora dos derivados de 

BODIPY 1-3 em acetonitrilo, procedeu-se a um novo ensaio. Foram utilizadas as mesmas soluções dos 

iões e preparou-se as soluções dos compostos com concentração 1x10-5 M em acetonitrilo/água (75:25). 

Analogamente, adicionou-se 50 equivalentes de cada ião à solução de cada um dos compostos 1-3. 

Em ambos os ensaios, a variação de cor das soluções foi observada sob incidência de luz natural 

e a variação de fluorescência foi verificada através de uma câmara de UV a um comprimento de onda 

de 365 nm.  

 

2.3.2. Titulações espetrofotométricas e espetrofluorimétricas dos derivados de BODIPY 2 

e 3 

 

As titulações espetrofotométricas e espetrofluorimétricas foram realizadas para os derivados de 

BODIPY que apresentaram resposta colorimétrica e/ou fluorimétrica no estudo preliminar. Foram 

utilizadas as soluções dos compostos 2 e 3 em acetonitrilo/água (75:25) com concentração 1×10 -5 M e 

as soluções dos iões (Pd2+, Hg2+, Fe3+ e Al3+) em acetonitrilo com concentração 1×10-2 M. Adicionou-se 
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sucessivamente um determinado número de equivalentes de cada um dos iões às soluções dos 

compostos e foram traçados os respetivos espetros de absorção e emissão após cada adição. 

As constantes de associação (Kass) dos compostos 2 e 3 com os respetivos catiões foram 

determinadas através do programa HypSpec. 

 

2.4.  Avaliação do derivado de BODIPY 3 como sonda fluorescente em sistemas biológicos 

 

2.4.1. Linha celular 

 

A linha celular utilizada nestes ensaios experimentais foi a linha cancerígena HeLa, originalmente 

obtida a partir de células epiteliais do cancro do colo do útero. As células HeLa são frequentemente 

usadas como modelo celular em diversas áreas da investigação devido à sua elevada taxa de replicação 

e estabilidade in vitro.  

As células HeLa foram mantidas em cultura utilizando DMEM (Dulbecco's modified Eagle's 

medium) com um suplemento de 10% de soro fetal bovino e 1% de antibióticos e incubadas a uma 

temperatura de 37 °C com atmosfera de CO2 5%.  

Antes de cada ensaio, as células foram previamente lavadas com uma solução de HBSS (Hank's 

Balanced Salt Solution) e depois submetidas ao processo de tripsinização por 5 minutos a 37 °C. A 

atividade da tripsina foi inibida através da adição de DMEM e procedeu-se à contagem do número de 

células na câmara de Neubauer de forma a determinar a concentração celular adequada ao ensaio a 

realizar. 

2.4.2. Viabilidade celular 

                 

A avaliação da viabilidade celular na presença do derivado de BODIPY 3 e das soluções de Hg2+ 

e Fe3+ foi efetuada através do método do AquaBluer. O seu princípio baseia-se na resposta 

colorimétrica/fluorimétrica induzida pela reação de redução do Aquabluer. As células viáveis 

transformam a forma oxidada do composto (não-fluorescente e azul) na forma reduzida (fluorescente e 
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vermelha). Desta forma, a intensidade de fluorescência detetada é proporcional ao número de células 

vivas, assim como a variação da cor azul para vermelho. 

As células HeLa foram plaqueadas em placas de 96 poços com aproximadamente 3 000 células 

por poço e incubadas durante 24 horas. Foi preparada uma solução concentrada do BODIPY 3 de 5,5 x 

103 µg/mL em DMSO. Uma solução com 550 µg/mL do composto foi preparada através da diluição de 

10 µL da solução concentrada em DMEM num volume final de 100 µL. As soluções concentradas de 

Hg2+ e de Fe3+ (10 x 103 µM) foram preparadas com os respetivos sais de perclorato hidratado dissolvidos 

em acetonitrilo e diluídas para as respetivas concentrações em DMEM. 

As células foram tratadas com diferentes concentrações do composto (1, 5 e 10 µg/mL) e dos 

iões (5-100 µM) e incubadas por 4 horas.  Posteriormente, adicionou-se uma solução de AquaBluer e 

após 4 horas de incubação, mediu-se a fluorescência a um comprimento de onda de excitação de 540 

nm e de um comprimento de onda de emissão a 590 nm. A intensidade de fluorescência foi determinada 

no leitor de microplacas e os valores da viabilidade celular foram calculados e expressos percentualmente 

em relação aos valores obtidos do controlo negativo (células não tratadas). Para cada ensaio foram feitas 

três réplicas independentes para as quais se determinou a média ± desvio padrão. A análise estatística 

dos resultados foi feita através do software GraphPad Prism 5.0. 

 

2.4.3. Deteção de Hg2+ e Fe3+ intracelular 

 

Para as medições da intensidade de fluorescência, foram plaqueadas aproximadamente 3 000 

células por poço numa placa de 96 poços. As células foram tratadas com diferentes concentrações de 

BODIPY 3 (0,5-10 µg/mL) e incubadas por 1 hora. De seguida, procedeu-se à incubação das células 

com diferentes concentrações de Fe3+ e Hg2+ (5-100 µM) por mais 2 horas. Por fim, as células foram 

lavadas com HBSS e foi adicionada uma nova solução de DMEM. A deteção da fluorescência foi feita no 

leitor de microplacas a um comprimento de onda de excitação de 490 nm e a um comprimento de onda 

de emissão a 520 nm. Os valores de intensidade de emissão registados foram normalizados 

relativamente aos valores do controlo negativo (células não tratadas). Para cada ensaio foram feitas três 
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réplicas independentes para as quais se determinou a média ± desvio padrão. A análise estatística dos 

resultados foi feita através do software GraphPad Prism 5.0. 

Para a aquisição das imagens de fluorescência, foram plaqueadas aproximadamente 10 000 

células por placa de Petri 35 mm. As células foram tratadas com a solução do derivado de BODIPY (5 

µg/mL) e incubadas por 1 hora. De seguida, procedeu-se à marcação fluorescente do núcleo celular 

incubando as células com uma solução do marcador Hoechst 33342 (1:1000, cat. no. ab139481, 

Abcam) por 20 min. A solução da sonda fluorescente comercial foi preparada consoante as instruções 

dos fornecedores. As células foram lavadas com HBSS e foi adicionada uma nova solução de DMEM. 

Por fim, adicionou-se a solução do catião (100 µM) e iniciou a monitorização em tempo real adquirindo 

as imagens de fluorescência a cada 5 minutos durante 20 minutos. As células foram analisadas através 

do microscópio confocal utilizando o laser de excitação de 405 nm e de 561 nm, para a localização do 

núcleo celular e do BODIPY 3, respetivamente. 

 

2.4.4. Internalização e localização subcelular do derivado de BODIPY 3 
 

Foram plaqueadas aproximadamente 10 000 células por placa de Petri  35 mm. As células 

foram tratadas com uma solução do marcador Hoechst 33342 e incubadas durante 20 minutos. As 

células foram lavadas com HBSS e foi adicionada uma nova solução de DMEM. Por fim, adicionou-se a 

solução de BODIPY (10 µg/mL) e iniciou a monitorização em tempo real adquirindo as imagens de 

fluorescência a cada 2 minutos durante 20 minutos. 

Para o estudo de co-localização, as células previamente tratadas com o derivado de BODIPY (10 

µg/mL), foram incubadas por 20 minutos com uma solução de MitoSpy™ Green FM (300 nM, cat. no. 

424805, Biolegend) de forma a marcar a estrutura da mitocôndria, com uma solução de ER Staining 

Green Fluorescence (1:1000, cat. no. ab139481, Abcam) para a marcação do reticulo endoplasmático 

ou com uma solução de LysoTracker Deep Red (74 nM, cat. no. L12492, Invitrogen) para a marcação 

dos lisossomas. As soluções das sondas fluorescentes comerciais foram preparadas consoante as 

instruções dos fornecedores.  
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As células foram analisadas através do microscópio confocal, utilizando o laser de 405 nm para 

visualizar o núcleo celular, o laser de 488 nm para visualizar a mitocôndria e o reticulo endoplasmático, 

o laser de 561 nm para visualizar o derivado de BODIPY 3 e o laser de 633 nm para visualizar os 

lisossomas. Foram utilizados diferentes grupos de células incubadas com um único marcador 

fluorescente como grupos controlo. 

 

2.5.  Síntese de derivados de tiofeno por acoplamento de Suzuki 
 

 

 

 

 

 Num balão de fundo redondo introduziu-se o ácido 5-bromo-2-tiofen-óico (0,46 mmol) dissolvido 

em DME seco (4 mL) e adicionou-se Pd(PPh3)4 (0,025 mmol). Deixou-se sob atmosfera de N2 durante 

aproximadamente 10 minutos, com agitação. Adicionou-se o respetivo ácido borónico (0,61 mmol) 

dissolvido no menor volume possível de etanol e adicionou-se a solução aquosa de Na2CO3 2 M (0,67 

mmol). Deixou-se sob agitação com aquecimento a 80 ºC. A reação foi monitorizada por TLC (tempo 

reacional = 13 horas). A mistura reacional arrefeceu até à temperatura ambiente. Adicionou-se água 

destilada (10 mL) e diclorometano (10 mL). Após a separação das duas fases, a fase aquosa foi lavada 

com diclorometano (2 x 10 mL) e acidificada com HCl até pH=1. Após a precipitação do respetivo 

composto, filtrou-se sob condições de vácuo e lavou-se com éter etílico, dando origem ao produto de 

acoplamento puro. 

 O derivado de tiofeno 4 foi obtido a partir do percursor ácido  4-(N,N-dimetilamino)fenilo borónico 

na forma de sólido castanho (10 mg, 9%). 

 1H RMN (400 MHz, DMSO-d6): δ =2,90 (s, 6H, N(CH3)2), 6,71 (d, J= 8,8 Hz, 2H, H-3’ e H-5’), 7,03 (d, 

J= 3,6 Hz, 1H, H-4),  7,05 (d, J= 3,6 Hz, 1H, H-3), 7,41 (d, J= 8,8 Hz, 2H, H-2’ e H-6’) ppm. 

IV (KBr): ν = 3452; 2925; 1611; 1542; 1455; 1409; 1359; 1229; 1122; 811; 783 cm-1. 
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O derivado de tiofeno 5 foi obtido a partir do percursor ácido 4-(N,N-difenilamino)fenilo borónico 

na forma de sólido verde (18 mg, 24%). 

 1H RMN (400 MHz, DMSO-d6): δ =6,96 (d, J= 8,8 Hz, 2H, H-3’ e H-5’), 7,06-7,12 (m, 6H, Ar-H), 7,34 

(dt, J= 0,8 e 7,6 Hz, 4H, Ar-H), 7,43 (d, J= 3,6 Hz, 1H, H-4), 7,62 (d, J= 8,8 Hz, 2H, H-2’ e H-6’), 7,67 

(d, J= 3,6 Hz, 1H, H-3) ppm. 

IV (KBr): ν = 3446; 2853; 1671; 1590; 1536; 1490; 1448; 1314; 1281; 1193; 1109; 1043; 931; 812; 

753; 696; 636; 513 cm-1. 



 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 3 

Discussão de Resultados 

 

 



  Discussão de Resultados 
 
 

41 

3. Discussão de Resultados 
 

3.1.  Síntese dos derivados de BODIPY 

 

Tendo em conta o efeito da funcionalização do núcleo de BODIPY nas propriedades fotofísicas e 

capacidade sensora destes derivados, decidiu-se sintetizar os BODIPYs 1-3 funcionalizados com um 

grupo fortemente dador na posição meso e diferentes grupos retiradores na posição 2. Adicionalmente, 

o grupo dador e os grupos retiradores de eletrões, devido à sua estrutura aumentam também a 

conjugação do sistema -conjugado. 

 

3.1.1. Síntese do derivado de BODIPY 1 funcionalizado na posição meso 

 

A síntese do derivado de BODIPY 1 funcionalizado na posição meso foi efetuada em dois passos 

reacionais.84 Inicialmente ocorreu a síntese do núcleo de dipirrometano através da reação de 

condensação entre o 2,4-dimetilpirrol com 4-(N,N-dimetilamino)-1-naftalaldeído na presença de uma 

quantidade catalítica de ácido trifluoroacético. De seguida, ocorreu o segundo passo reacional em que o 

dipirrometano foi oxidado a dipirrometeno usando a 2,3-dicloro-5,6-diciano-p-benzoquinona (DDQ). O 

intermediário dipirrometano não foi purificado nem isolado tendo sido submetido de imediato à reação 

de complexação com BF3.OEt2 na presença de base. O composto puro 1 foi obtido na forma de sólido 

vermelho escuro com um rendimento de 22% após cromatografia dry flash (Esquema 7).  

 

  

 

Esquema 7. Síntese do derivado de BODIPY 1. 
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Através da caraterização do composto por espetroscopia de RMN de 1H e 13C confirmou-se a 

estrutura assim como a pureza do BODIPY sintetizado. No espetro de RMN de 1H, foi possível distinguir 

os sinais caraterísticos dos substituintes na posição meso assim como os sinais correspondentes ao 

núcleo do BODIPY. O sinal correspondente aos protões H-2 e H-6 surgiu a um desvio químico de 5,94 

ppm. O sinal dos protões dos grupos metilo nas posições 1 e 7 apareceu com um desvio químico de 

1,09 ppm, enquanto que o das posições 3 e 5 surgiu a 2,58 ppm. 

 A presença dos protões do grupo substituinte aromático na posição meso foi confirmada através 

de vários sinais na zona aromática na forma de duplos tripletos correspondentes aos protões H-6’ e H-

7’ e na forma de dupletos para os restantes protões aromáticos. O singleto a 3,05 ppm corresponde aos 

protões dos dois grupos metilos ligados ao átomo de nitrogénio.  

 

3.1.2. Síntese do derivado de BODIPY 2 formilado através da reação de Vilsmeier-Haack 
 

A formilação de Vilsmeier-Haack consiste na reação entre anéis aromáticos ricos em eletrões e 

o agente formilante, o reagente de Vilsmeier, que atua como um eletrófilo. Este eletrófilo é obtido através 

da reação entre uma formamida substituída, N,N-dimetilformamida (DMF), com o oxicloreto de fósforo 

(POCl3). Assim que se forma o reagente de Vilsmeier, este irá reagir com o composto aromático através 

de uma substituição aromática eletrofílica, seguida de hidrólise em presença de água, originando o 

produto final funcionalizado com o grupo formilo.85 

Deste modo, procedeu-se à funcionalização do derivado de BODIPY 1 nas condições 

experimentais descritas anteriormente, tendo-se obtido o derivado de BODIPY formilado 2 com um 

rendimento de 59% após cromatografia em coluna (Esquema 8). 
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A presença do grupo formilo no núcleo do BODIPY na posição 2 foi comprovada através de 

espetroscopia de ressonância magnética nuclear de 1H, tendo-se observado o aparecimento de um 

singleto com desvio químico de 9,94 ppm.  

Adicionalmente, verificou-se a presença de um singleto com um desvio químico de 6,11 ppm 

correspondente ao protão da posição 6 do núcleo do derivado de BODIPY, tendo-se deixado de observar 

o singleto correspondente ao protão na posição 2, devido à funcionalização dessa posição pelo grupo 

formilo. 

 

3.1.3.  Síntese do derivado de BODIPY 3 funcionalizado com benzimidazol 
 

Tendo em conta a aplicação dos derivados de BODIPYs como sensores óticos, decidiu-se 

preparar o composto 3 contendo um anel de benzimidazol devido à versatilidade deste heterociclo como 

sensor ótico de catiões e aniões.63,64,86 

O derivado de BODIPY 3 foi sintetizado através da reação de ciclo-condensação da orto-

fenilenodiamina com o BODIPY 2 sob catálise básica, em que o NaHSO3  atua como agente ativador da 

diamina, de forma a facilitar o ataque nucleofílico do grupo amino ao grupo carbonilo. Formou-se 

inicialmente uma imina e de seguida a ciclização intramolecular originou o produto intermediário ciclizado 

que após aromatização do anel de imidazol levou à formação do produto final (Esquema 9).87,88 

O derivado de BODIPY funcionalizado com o grupo benzimidazol obteve-se sob a forma de sólido 

vermelho, com um rendimento de 31% após purificação por cromatografia em coluna.  

Esquema 8. Síntese do derivado de BODIPY 2. 
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A presença do anel de benzimidazol no derivado de BODIPY 3 foi comprovada recorrendo à 

espetroscopia de ressonância magnética nuclear de protão, através da qual foi possível detetar os sinais 

correspondente aos protões aromáticos do anel de benzimidazol, tendo-se observado dois multipletos 

entre 7,21-7,25 ppm devido aos protões 5’’ e 6’’ e entre 7,51-7,53 ppm devido aos protões 4’’ e 7’’. 

Na figura 19 estão representadas as estruturas dos compostos sintetizados no presente trabalho. 

 

 

 

 

A estrutura química e a pureza dos derivados de BODIPY 1-3 sintetizados foi comprovada através 

das técnicas de caraterização de espetrometria de massa e espetroscopia de RMN 1H e 13C. A atribuição 

dos sinais dos espetros de RMN de 13C foi feita com base nas técnicas bidimensionais HMQC e HMBC. 

A identidade dos novos compostos foi também confirmada através da análise por espetrometria de massa 

de alta resolução uma vez que as massas moleculares obtidas experimentalmente corresponderam às 

massas moleculares teóricas calculadas. 

 

 

Esquema 9. Síntese do derivado de BODIPY 3. 

Figura 19. Estrutura química dos derivados de BODIPY sintetizados. 



  Discussão de Resultados 
 
 

45 

3.2.  Caraterização fotofísica dos derivados de BODIPY 1-3 
 

A síntese de derivados de BODIPY funcionalizados com diferentes grupos funcionais na posição 

2 do núcleo tinha como intuito a diversificação das propriedades fotofísicas e otimizar a capacidade de 

reconhecimento molecular dos novos compostos visando a sua aplicação como sondas óticas em 

amostras biológicas.  

Deste modo, procedeu-se à caraterização por espetroscopia de UV-Vis e fluorescência o que 

permitiu avaliar a influência da extensão do sistema -conjugado assim como o caráter eletrónico dos 

substituintes nas propriedades de absorção/emissão dos derivados sintetizados. 

Os estudos fotofísicos dos compostos 1-3 foram realizados em soluções de acetonitrilo com 

concentrações de 1x10-5 M. O padrão de fluorescência utilizado para o cálculo do rendimento quântico 

de fluorescência foi a Rodamina 6G em etanol (ΦF = 0,95) com uma concentração de 1x10-5 M.  

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Espetros de absorção (a) e de emissão (b) normalizados dos derivados de BODIPY 1 (azul), 2 (vermelho) e 3 (cinza), em 
acetonitrilo. 
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Os compostos exibiram bandas de absorção intensas (log ε =4,58 e 4,75) na região espetral 

compreendida entre 494-512 nm (Figura 20a). Como podemos verificar, o comprimento de onda máximo 

de absorção (λabs) dos derivados de BODIPY sintetizados sofre um deslocamento consoante a estrutura e 

o caráter eletrónico do grupo funcional presente na posição 2 do núcleo do BODIPY. Considerando o 

derivado 1 como composto de referência, após a introdução do grupo formilo (derivado 2) verificou-se 

um deslocamento do comprimento de onda máximo de absorção de 500 nm para 494 nm. Este desvio 

hipsocrómico pode ser atribuído ao efeito eletrónico retirador do grupo funcional nesta posição do núcleo 

do BODIPY que induz uma maior separação energética entre a LUMO e a HOMO.  

Por outro lado, o composto 3 funcionalizado com um anel de benzimidazol demostrou um 

comportamento oposto ao derivado anteriormente mencionado. Neste caso verificou-se um desvio 

batocrómico em relação ao derivado de BODIPY 1 devido ao aumento da extensão do sistema -

conjugado, que se refletiu num deslocamento da banda de absorção para os 514 nm. 

Os espetros de emissão dos compostos demonstraram que a introdução dos grupos funcionais 

não influenciou significativamente os comprimentos de onda máximos de emissão, tendo ocorrido 

apenas um ligeiro desvio batocrómico de 2 nm para o composto 3 comparativamente ao derivado sem 

substituinte na posição 2 (Figura 20b). Os rendimentos quânticos de fluorescência calculados para os 

derivados de BODIPY 1 e 2 foram de 0,117 e 0,148, respetivamente, já o derivado 3 apresentou um 

valor significativamente menor de 0,031 (Tabela 1). A diminuição acentuada do rendimento quântico de 

fluorescência deste derivado de BODIPY poderá estar relacionada com o mecanismo de transferência 

fotoinduzida (PET) entre o grupo dador benzimidazol e o BODIPY.89 Por outro lado, a existência de 

solvatocromismo também poderá influenciar o rendimento quântico calculado, pelo que estudos futuros 

poderão ser realizados, utilizando diferentes tipos de solventes na determinação das propriedades 

fotofísicas. 

Os desvio de Stokes obtidos foram relativamente baixos, no entanto são caraterísticos desta 

classe de compostos. Por outro lado, este fator não limitou a aplicação do derivado 3 em bioimagem, 

como será demonstrado nos estudos efetuados posteriormente. 

Na tabela 1 estão representados os resultados obtidos relativamente à espetroscopia de UV-Vis 

e à espetroscopia de fluorescência. 
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Tabela 1. Resultados obtidos do estudo de espetroscopia de UV-Vis e de fluorescência dos derivados de BODIPY 1-3 em acetonitrilo. 

Composto 

UV-Vis Fluorescência  

λabs (nm) Log ε λem (nm) ΦF 

desvio de Stokes 
(nm) 

1 500 4,58 512 0,117 12 

2 494 4,75 512 0,148 18 

3 512 4,75 514 0,031 2 

 

 

3.3.  Avaliação dos derivados de BODIPY 1-3 como sensores óticos de iões metálicos   
 

3.3.1. Estudo preliminar da capacidade sensora dos derivados de BODIPY 1-3 

 

Foi realizado o estudo preliminar da interação dos derivados BODIPY 1-3 com diversos catiões e 

aniões, com o intuito de fazer uma rápida avaliação da capacidade sensora e perceber a influência dos 

grupos substituintes na capacidade sensora dos compostos. 

Desta forma, prepararam-se soluções dos derivados com concentração de 1x10-5 M e soluções 

de 1x10-2 M dos catiões e aniões, selecionados devido à sua relevância biológica e ambiental. O estudo 

foi feito em acetonitrilo uma vez que é um solvente aprótico, logo não possui a capacidade de estabelecer 

ligações de hidrogénio e interferir com o sistema de reconhecimento destes analitos. 

Após a adição de 50 equivalentes de cada um dos iões às soluções dos BODIPYs, verificou-se 

que estes compostos não exibiram qualquer sinal colorimétrico e/ou fluorimétrico na presença dos 

aniões, no entanto, eram capazes de detetar alguns dos catiões em estudo. 

Relativamente ao comportamento colorimétrico, observou-se que o derivado 2 e 3 sofreram 

alteração de cor na interação com diversos catiões bivalentes e trivalentes. O composto 2 sinalizou a 

presença de Pd2+, Hg2+, Fe2+, Fe3+ e Al3+, tendo-se observado uma mudança da coloração da solução do 

composto de cor de laranja para amarelo na presença de Pd2+, Hg2+ e Fe2+, enquanto que a interação com 

Al3+ originou uma alteração da coloração da solução do composto de cor de laranja para verde. Por outro 

lado, a interação com Fe3+ originou uma descoloração da solução do composto (Figura 21a).  
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A interação do composto 3 com os catiões induziu sinais colorimétricos visíveis para o Co2+, Zn2+, 

Cd2+, Mn2+, Cu2+ e Pd2+ através da alteração da solução do composto de cor de rosa para cor de laranja. 

No caso do Ni2+, Hg2+, Fe2+, Fe3+ e Al3+ observou-se uma alteração da cor da solução do composto de cor 

de laranja para amarelo. No que diz respeito ao derivado 1, verificou-se que não ocorreu variação 

colorimétrica para nenhum dos catiões testados. 

As mesmas soluções foram analisadas sob uma lâmpada de UV a 365 nm e verificou-se que a 

interação dos derivados de BODIPY 1-3 com determinados catiões induziu um sinal fluorimétrico. 

Apesar de se ter verificado que não ocorre alteração colorimétrica do derivado 1 após a adição 

dos catiões, obteve-se uma resposta fluorimétrica resultante da interação com o Cu2+, Co2+ e o Pd2+. A 

interação com estes catiões foi detetada através de um aumento acentuado da intensidade de 

fluorescência. 

A figura 21b corresponde ao estudo com o derivado 2 a partir da qual é possível verificar que na 

presença de Al3+, Pd2+ e Hg2+ a intensidade de fluorescência do composto sofre um aumento bastante 

acentuado. A interação com Fe2+, Pb2+ e Cu2+ também induz um sinal fluorimétrico, no entanto este 

aumento de intensidade é relativamente menor. Por outro lado, a fluorescência resultante da interação 

com o Fe3+ demonstrou ser consideravelmente menos intensa comparativamente aos catiões 

anteriormente mencionados.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 21. Soluções do composto 2 em acetonitrilo sob incidência de luz natural (a) e sob incidência de radiação UV a 365 nm (b), após a 

adição de 50 equivalentes de diferentes catiões. 

(a) 

(b) 
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 De forma semelhante, a intensidade do sinal fluorimétrico detetado no derivado 3 difere 

consoante o catião em estudo. A interação com Ni2+, Hg2+, Fe2+, Fe3+ e Al3+ induziu um sinal bastante mais 

intenso comparativamente à interação do composto com Cu2+ e Pd2+. 

Na tabela 2 estão representados os catiões para os quais os derivados de BODIPY sintetizados 

são capazes de reconhecer em soluções de acetonitrilo, simultaneamente através de variações 

colorimétricas e fluorimétricas, no caso do derivado 2 e 3, ou exclusivamente através de um sinal 

fluorimétrico, no caso do derivado 1. 

 

Tabela 2. Resultados obtidos da avaliação da capacidade sensora dos derivados de BODIPY na presença de vários catiões através de 
alterações do comportamento colorimétrico e fluorimétrico, em acetonitrilo. 

Composto Sinal Colorimétrico Sinal Fluorimétrico 

1 
- Cu2+, Co2+, Pd2+ 

2 
Pd2+, Hg2+, Fe2+, Fe3+, Al3+ Cu2+, Pb2+, Pd2+, Hg2+, Fe2+, Fe3+, Al3+ 

3 
Co2+, Zn2+, Cd2+, Mn2+, Cu2+, Ni2+, 
Pd2+, Hg2+, Fe2+, Fe3+, Al3+ 

Cu2+, Ni2+, Pd2+, Hg2+, Fe2+, Fe3+, Al3+ 

 
 

Consoante os resultados obtidos no estudo em acetonitrilo, procedeu-se a um segundo ensaio 

em acetonitrilo/água (75:25). Analogamente, adicionou-se 50 equivalentes de cada ião à solução de 

cada um dos compostos 1-3. 

Nestas condições, verificou-se que o derivado 1 perdeu por completo a capacidade sensora, 

deixando de apresentar sinal fluorimétrico para o Cu2+, Co2+ e Pd2+. Aparentemente, o derivado 2 tornou-

se sensor colorimétrico apenas para o Fe3+, no entanto os estudos espetrofotométricos efetuados 

posteriormente comprovaram que não ocorre deslocamento da banda de absorção do composto na 

presença de Fe3+, pelo que a intensificação de cor da solução observada é devido à coloração laranja da 

solução do catião (Figura 22a). Por outro lado, sob uma lâmpada de UV foi possível observar a interação 

dos iões Pd2+, Al3+, Hg2+ e Fe3+ através de um ligeiro aumento da intensidade de fluorescência na solução 

aquosa do composto 2 (Figura 22b). 
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Por fim, o derivado 3 demonstrou ser o recetor mais seletivo em meio aquoso, uma vez que o 

reconhecimento passou a ser apenas para três catiões:  o Hg2+ e Fe3+, através do sinal colorimétrico e 

fluorimétrico e para o Al3+ apenas através do sinal colorimétrico.  

Na tabela 3 estão representados os catiões para os quais os derivados de BODIPY sintetizados 

são capazes de reconhecer em soluções de acetonitrilo/água (75:25), através de variações 

colorimétricas e/ou fluorimétricas. 

 

Tabela 3. Resultados obtidos da avaliação da capacidade sensora dos derivados de BODIPY na presença de vários catiões através de 
alterações do comportamento colorimétrico e fluorimétrico, em acetonitrilo/água (75:25). 

Composto Sinal Colorimétrico Sinal Fluorimétrico 

1 - - 

2 - Pd2+, Hg2+, Fe3+, Al3+ 

3 Hg2+, Fe3+, Al3+ Hg2+, Fe3+ 

 

 

 

 

 

Figura 22. Soluções do composto 2 em acetonitrilo/água (75:25) sob incidência de luz natural (a) e sob incidência de radiação UV a 365 
nm (b), após a adição de 50 equivalentes de diferentes catiões. 

(a) 

(b) 
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Deste modo, a intensidade da resposta obtida no estudo da capacidade sensora em meio aquoso 

demonstrou ser menor em relação ao estudo em solvente orgânico, o que poderá estar associado ao 

efeito de solvatação dos iões pelas moléculas de água, levando à diminuição da eficácia de interação 

com os derivados de BODIPY.90 Por outro lado, os estudos demonstraram que em solução aquosa ocorre 

um aumento da seletividade destes recetores que passaram a detetar um número mais restrito de 

catiões, tanto através da variação da cor das soluções dos compostos como através do aumento da 

fluorescência. Estes resultados são bastante promissores tendo em conta a aplicação dos derivados de 

BODIPY como sondas em amostras biológicas, já que que os estudos implicam a estabilidade dos 

compostos e uma eficiência de reconhecimento sob as condições do meio fisiológico/aquoso. 

 

3.3.2. Titulações espetrofotométricas e espetrofluorimétricas dos derivados de BODIPY 2 

e 3 

 

Conforme os resultados obtidos na avaliação preliminar da capacidade sensora dos derivados 

de BODIPY sintetizados e tendo em vista a aplicação destes em amostras biológicas, foram realizadas 

titulações espetrofotométricas e espetrofluorimétricas dos derivados 2 e 3, já que foi verificado no estudo 

anterior que apenas estes dois compostos demonstraram ser sensores colorimétricos e fluorimétricos 

em meio aquoso. Desta forma, foram testados os catiões para qual ocorreu resposta colorimétrica e 

fluorimétrica, isto é, o Pd2+, Hg2+, Fe3+ e Al3+. 

As titulações foram realizadas em acetonitrilo/água (75:25) através da adição sequencial de 

pequenas quantidades de solução dos catiões às soluções dos compostos do qual se pretendia avaliar a 

capacidade sensora, sendo traçado o espetro de absorção/emissão e registando as alterações das 

bandas de absorção/emissão consoante o número de equivalentes de cada catião adicionado. As 

soluções dos catiões foram preparadas com uma concentração superior às das soluções dos compostos 

em estudo (cerca de 103   vezes), de modo a que as adições sucessivas não alterassem o volume final da 

solução. 

No estudo preliminar em acetonitrilo/água (75:25), o composto 2 aparentemente apresentou 

uma intensificação da sua coloração laranja na presença de Fe3+, no entanto, após a titulação 

espetrofotométrica, verificou-se uma sobreposição sucessiva das bandas de absorção com a adição 
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crescente de ião.  Desta forma, verificou-se que o derivado 2 não é sensor colorimétrico para o Fe3+ e 

que a intensificação de cor da solução se deveu à coloração laranja intensa da solução do catião, tal 

como já foi mencionado anteriormente. 

Sendo assim, procedeu-se à titulação espetrofotométrica do derivado 3, tendo-se confirmado 

que, efetivamente, a banda de absorção do derivado 3 sofria um desvio na presença de Hg2+, Fe3+ e Al3+ 

(Figura 23). Como podemos verificar, a adição sucessiva dos catiões resulta num ligeiro desvio 

hipsocrómico, em que a banda de absorção centrada a 510 nm diminui de intensidade, surgindo uma 

nova banda a 499 nm, na presença do Hg2+ e a 497 nm para o Fe3+ e o Al3+. É observado em cada um 

dos espetros de absorção um único ponto isobéstico bem definido a 502 nm, o que confirma que em 

solução o derivado 3 existe em duas formas espetralmente distintas: na forma livre e na forma de 

complexo ligando-catião e para esse comprimento de onda as duas espécies químicas apresentam a 

mesma absorvância. Por outro lado, verificou-se ainda que para atingir o ponto isobéstico foi necessário 

apenas cerca de 0,7 equivalentes de Fe3+ e de Al3+ e cerca de 2 equivalentes no caso do Hg2+. Deste modo, 

os resultados obtidos indicam que o recetor é bastante sensível à presença dos respetivos catiões, no 

entanto a necessidade de um maior número de equivalentes de Hg2+ sugere que o composto apresenta 

uma menor afinidade para o catião bivalente comparativamente aos catiões trivalentes. 
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Figura 23. Titulações espetrofotométricas do composto 3 com adição de quantidades crescentes de Fe3+, Al3+ e Hg2+ em acetonitrilo/água 
(75:25). O inset representa a absorvância normalizada a 497/499 nm e a 510 nm em função de [catião]/[3]. ([3] =1x10-5 M, [catião] = 

1x10-2 M). 
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Relativamente às titulações espetrofluorimétricas, os resultados foram concordantes com o 

estudo preliminar. Foram traçados os espetros de fluorescência e registadas as alterações na intensidade 

de emissão dos derivados 2 e 3 consoante o número crescente de equivalentes de cada um dos catiões 

adicionados. Verificou-se que, em todos os casos, a adição dos catiões às soluções dos compostos 

induziu o aumento da intensidade de fluorescência, o qual se designa por efeito CHEF (Chelation 

Enhancement of Fluorescence). A capacidade de resposta fluorimétrica foi expressa através da 

intensidade de fluorescência relativa (I/I0) em função do número de equivalentes de catião necessários 

para atingir um máximo de fluorescência (Tabela 4). 

Os ensaios espetrofluorimétricos para o derivado 2 foram realizados na presença do Pd2+, Hg2+, 

Fe3+ e do Al3+. Verificou-se que houve um comportamento bastante semelhante para os catiões Pd2+, Hg2+ 

e Fe3+, em que a intensidade de fluorescência relativa resultante da formação do novo complexo, foi 

aproximadamente igual na presença de cada um dos catiões. No entanto, verificou-se que no caso do 

Fe3+, a capacidade de resposta fluorimétrica foi ligeiramente superior uma vez que foi necessário uma 

menor quantidade de ião (aproximadamente 100 equivalentes) para induzir o máximo de fluorescência. 

A presença do Al3+ também induziu um aumento da intensidade de fluorescência, no entanto, observou-

se uma menor capacidade de resposta fluorimétrica, uma vez que foi necessário um maior número de 

equivalentes (cerca de 220 equivalentes) de forma a induzir um aumento significativo mas incompleto 

da intensidade de fluorescência (Figura 24). Estes resultados são concordantes com as diferentes 

intensidades de fluorescência observadas no estudo preliminar da capacidade sensora do derivado de 

BODIPY 2 em meio aquoso. 
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Os ensaios espetrofluorimétricos para o derivado 3 foram realizados na presença do Hg2+ e Fe3+ 

(Figura 25). Observou-se que as sucessivas adições dos catiões induziram um aumento da intensidade 

de fluorescência, tendo-se detetado um máximo de fluorescência após a adição de aproximadamente 

220 equivalentes no caso do Fe3+ e de apenas 4 equivalentes no caso do Hg2+. No entanto, apesar de ser 

necessária uma maior quantidade de Fe3+, verificou-se um aumento bastante mais acentuado da 

intensidade de fluorescência relativa, o que se refletiu numa capacidade de resposta fluorimétrica 

relativamente superior (Tabela 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Titulações espetrofluorimétrica do composto 2 com adição de quantidades crescentes de Fe3+ e Al3+ em acetonitrilo/água 
(75:25). O inset representa a intensidade de fluorescência normalizada a 514 nm em função de [catião]/[2]. ([2] =1x10-5 M, [catião] = 

1x10-2 M). 
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Tabela 4. Valores da intensidade de fluorescência relativa (I/I0) e da capacidade de resposta fluorimétrica para a interação dos compostos 
2 e 3 e os respetivos catiões em acetonitrilo/água (75:25). 

 

As constantes de associação (Kass) dos compostos 2 e 3 com os diferentes catiões foram 

calculadas pelo programa HypSpec recorrendo aos dados experimentais obtidos da titulação 

espetrofotométrica, no caso da interação do composto 3 com o Al3+ e das titulações espetrofluorimétricas 

para as restantes interações. Os valores das constantes de associação foram atribuídos consoante as 

possíveis estequiometrias para a formação do complexo metal:ligando, tendo-se constatado 

invariavelmente que as constantes de associação  mais elevadas correspondem à interação 1:2 (Tabela 

5). Por falta de tempo, não foi possível confirmar a estequiometria através da realização de Job plots, no 

entanto está previsto como estudo futuro.  

Composto 

Intensidade de Fluorescência relativa (I/I0) Capacidade de resposta fluorimétrica 

Pd2+ Hg2+ Fe3+ Al3+ Pd2+ Hg2+ Fe3+ Al3+ 

2 39 39 40 13 O,19 0,14 0,36 0,06 

3 - 13 890 - - 3,26 4,06 - 

Figura 25. Titulações espetrofluorimétricas do composto 3 com adição de quantidades crescentes de Fe3+ e Hg2+ em acetonitrilo/água 
(75:25). O inset representa a intensidade de fluorescência normalizada a 521 nm em função de [catião]/[3]. ([3] = 1x10-5 M, [catião] = 

1x10-2 M). 
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Tabela 5. Logaritmo da constante de associação (log Kass), correspondente à interação 1:2 (M:L) entre os catiões Hg2+, Fe3+, Fe3+ e Al3+ e os 
compostos 2 e 3, em acetonitrilo/água (75:25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Considerando os resultados obtidos, pode-se afirmar que a funcionalização do núcleo do BODIPY 

na posição 2 com diferentes grupos funcionais, nomeadamente, o grupo formilo (derivado 2) e o grupo 

benzimidazol (derivado 3) influencia não só a seletividade e sensibilidade do BODIPY mas também o tipo 

de resposta obtida no processo de reconhecimento dos catiões. De facto, ao contrário do derivado 2, 

verificou-se que a introdução do benzimidazol permitiu a deteção de Hg2+, Fe3+ e Al3+ em solução de 

acetonitrilo/água (75:25) através de um sinal colorimétrico, que se refletiu num desvio hipsocrómico do 

comprimento de onda máximo de absorção dos 510 nm para os 497/499 nm, após a adição de 

pequenas quantidades dos catiões (de 1 a 3 equivalentes). Este deslocamento hipsocrómico da banda 

de absorção sugere que o efeito dador do grupo benzimidazol introduzido no cromóforo (núcleo do 

BODIPY) diminui após a interação com os catiões o que induz uma diminuição da densidade eletrónica 

do sistema -conjugado. 

Efetivamente, o derivado 3 demonstrou ser um sensor colorimétrico bastante sensível, com uma 

ligeira maior afinidade para os catiões trivalentes. Para além das alterações das suas propriedades de 

absorção, verificou-se também que a interação do composto com o Hg2+ e Fe3+ induziu um aumento da 

intensidade de fluorescência, tendo-se obtido uma resposta mais eficiente para o Fe3+. A interação do 

BODIPY funcionalizado com o grupo formilo (derivado 2) com os catiões também induziu um aumento 

da intensidade de fluorescência na presença de Pd2+, Hg2+, Fe3+ e Al3+, no entanto não se verificou qualquer 

alteração do espetro de absorção. 

Ligando Metal log kass 

2 

Fe3+ 7,880  0,005 

Hg2+ 7,121  0,005 

Pd2+ 7,133  0,005 

Al3+ 7,308  0,012 

3 

Al3+ 10,364  0,007 

Fe3+ 10,413  0,076 

Hg2+ 11,209  0,087 
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Considerando os dois compostos como sondas fluorescentes de catiões em meio aquoso, pode-

se afirmar que o derivado de BODIPY 3 é mais seletivo e apresenta valores significativamente mais 

elevados de capacidade de resposta fluorimétrica. O comportamento fluorescente observado em ambos 

os derivados, sugere que o mecanismo de sinalização envolvido no processo de coordenação com os 

catiões é a transferência eletrónica fotoinduzida (PET). A interação do catião com a subunidade recetora 

do composto irá bloquear o processo PET, permitindo o restabelecimento da emissão de fluorescência 

do fluoróforo, o que se reflete num aumento da intensidade de fluorescência, sem que ocorra 

deslocamento da banda de emissão.  

 

3.4.  Avaliação do derivado de BODIPY 3 como sonda fluorescente em sistemas biológicos 
 

Tendo em vista a aplicação dos derivados de BODIPY sintetizados em bioimagem molecular e 

considerando os resultados discutidos anteriormente, verificou-se que o derivado 3 demonstrou 

potencialidades como sonda fluorescente. A sua maior seletividade em meio aquoso e capacidade de 

resposta fluorimétrica foram fatores influentes na escolha deste composto no presente estudo. 

Esta segunda parte do trabalho foi efetuada nas instalações do Laboratório Ibérico Internacional 

de Nanotecnologia (INL), no âmbito de um projeto em colaboração, e consistiu no estudo do 

comportamento do derivado de BODIPY 3 em células cancerígenas HeLa através de técnicas de 

fluorescência e microscopia confocal. 

 

3.4.1. Viabilidade celular 
 

O estudo in vitro da viabilidade celular foi efetuada através do método de AquaBluer e permitiu 

avaliar a biocompatibilidade do derivado de BODIPY 3 com a linha celular HeLa. Adicionalmente, foi 

também avaliado o efeito citotóxico dos iões de Fe3+ e Hg2+, com o intuito de sustentar os estudos 

desenvolvidos posteriormente no âmbito da deteção de catiões no meio intracelular. 

Nos gráficos apresentados na figura 26 está representado o tratamento dos dados experimentais 

obtidos no estudo da viabilidade celular sob a forma de percentagem de células vivas após a incubação 

de 4 horas das células HeLa com diferentes concentrações de BODIPY e dos respetivos catiões.  
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Desta forma pode-se constatar que dentro da gama de concentrações testada (1-10 µg/mL), 

comparativamente aos valores do controlo negativo (células não tratadas), o composto não induz efeitos 

citotóxicos significativos, o que se traduz numa elevada percentagem de células vivas mesmo após a 

exposição a concentrações maiores (Figura 26a). Estes resultados são bastante satisfatórios uma vez 

que demonstram a biocompatibilidade do derivado de BODIPY. Por outro lado, após o tratamento das 

células com as soluções de Fe3+ e Hg2+ (10-100 µM) observou-se uma diminuição acentuada da 

percentagem de células vivas (Figura 26b). De facto, estes resultados sugerem que, efetivamente, 

variações significativas das concentrações destas espécies iónicas podem levar a uma desregulação dos 

sistemas biológicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.2. Deteção de Hg2+ e Fe3+ intracelular 

 

Tendo em conta a capacidade de resposta fluorimétrica do derivado de BODIPY 3 na presença 

dos iões de Fe3+ e Hg2+ demonstrada nas titulações espetrofluorimétricas em meio aquoso, procedeu-se à 

avaliação da capacidade sensora em sistemas biológicos. O estudo foi efetuado em células HeLa 

incubadas com o BODIPY e tratadas com as soluções dos catiões.  

Através da análise do gráfico de barras da intensidade de fluorescência apresentado na figura 

27 é possível verificar que comparativamente ao controlo, a fluorescência detetada nas células tratadas 

Figura 26. Avaliação da viabilidade das células HeLa após a incubação de 4 horas com diferentes concentrações de BODPY (a) e dos 
catiões Fe3+ e Hg2+ (b). A viabilidade celular foi determinada através do método de AquaBluer. Os dados estão apresentados sob a forma de 

média ± desvio padrão. 

(a) (b) 
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com o BODIPY não difere significativamente. As células tratadas simultaneamente com o composto e o 

catião apresentaram um comportamento semelhante, não se observando um aumento significativo da 

intensidade de fluorescência como seria expectável. Estes resultados são pouco conclusivos, já que 

ausência de variação de fluorescência poderá ser devido à perda de capacidade sensora do derivado de 

BODIPY no meio intracelular, assim como devido à sua menor capacidade de permeação da membrana 

celular que dificulta que o composto seja transportado para o interior das células. 

   

 

 

 

 

 

 

Uma vez que o estudo anterior foi insatisfatório e ambíguo relativamente à resposta fluorimétrica 

intracelular do composto, procedeu-se à deteção de fluorescência com recurso à microscopia confocal, 

possibilitando assim a monitorização em tempo real da influência da presença do catião na intensidade 

de fluorescência do composto. 

A figura 28 corresponde às imagens obtidas através do microscópio confocal das células HeLa 

tratadas com o derivado de BODIPY (a) e 15 minutos após a adição de Hg2+ (b). É possível observar que, 

contrariamente ao que seria previsto, ocorre um quenching da fluorescência do BODIPY na presença do 

catião. O mesmo estudo foi efetuado com o ião de Fe3+, não se tendo verificado qualquer variação da 

fluorescência do BODIPY após a adição do catião. De facto, foi demonstrada anteriormente a 

citotoxicidade do Hg2+ e estudos indicam que a exposição a este catião poderá induzir alterações da 

morfologia dos organelos,57 pelo que a extinção da fluorescência observada poderá estar associada à 

rutura das estruturas celulares que leva à dispersão do BODIPY pelo meio celular. 

Figura 27. Avaliação da capacidade sensora do BODIPY 3 para a deteção Fe3+ e Hg2+ intracelular em células HeLa. [BODIPY]= 5 µg/mL e 

[Fe3+]=[Hg2+]= 20 µM. A intensidade de fluorescência foi medida a λexc/emi= 490/520 nm. Os dados estão apresentados sob a forma de 

média ± desvio padrão. 
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Desta forma, pode-se constatar que, efetivamente, o derivado de BODIPY não é uma sonda 

fluorescente de Hg2+ e Fe3+ intracelular em células HeLa, no entanto o composto é capaz de difundir 

através da membrana celular e acumular-se no interior das células.  

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.3. Internalização e localização subcelular do derivado de BODIPY 3 
 

Tal como já foi mencionado anteriormente, o derivado de BODIPY 3 demonstrou permear a 

membrana celular. Neste sentido, procedeu-se ao estudo de microscopia confocal em tempo real de 

forma a investigar o tempo necessário para que ocorra a internalização do composto pelas células HeLa. 

As imagens de fluorescência foram adquiridas a cada 2 minutos durante 20 minutos após a adição do 

BODIPY (10 µg/mL). Com base na figura 29 correspondente à sequência temporal da internalização 

celular, foi possível verificar que na ausência do composto apenas é observável a fluorescência do 

marcador do núcleo celular (Figura 29a). No entanto, foi visível em torno do núcleo o surgimento de 

fluorescência intensa 2 minutos após a adição do composto, tendo-se acentuado num espaço de 10 

minutos (Figura 29c).  

 

 

 

Figura 28. Imagens de fluorescência das células HeLa tratadas com o BODIPY (5 µg/mL) (a) e 15 minutos após a adição de Hg2+ (100 

µM) (b). Marcação fluorescente do núcleo celular (azul) e BODIPY (vermelho). 

 

(a) (b) 
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Estes resultados sugerem a fácil permeabilidade celular e rápida difusão do derivado de BODIPY 

para o meio intracelular. De facto, o composto entra no interior da célula, no entanto a sua localização 

não é dentro do núcleo celular, mas sim no citoplasma, tal como se pode observar mais detalhadamente 

na figura 30. O padrão de fluorescência do BODIPY sugere a sua acumulação em locais específicos no 

citoplasma. Adicionalmente, foi observado que a fluorescência do BODIPY 3 é detetada simultaneamente 

no canal verde, utilizando o laser 488 nm e no canal vermelho, através do laser 561 nm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) 

 

(b) 

 

(a) 

 

(b) 

 

(c) 

 

Figura 29.  Evolução temporal da internalização celular do BODIPY 3. Imagem de fluorescência das células HeLa na ausência do 
composto (a), 2 minutos (b) e 10 minutos (c) após a adição. 

Figura 30. Imagem de fluorescência das células HeLa tratadas com BODIPY 3 adquiridas com diferentes lasers de excitação. A imagem 
no canal verde foi adquirida com um filtro de emissão entre 490-570 nm após a excitação a 488 nm (a) e a imagem no canal vermelho 

foi adquirido com um filtro de emissão entre 580-729 nm após a excitação a 561 nm (b). 
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Esta particularidade relativamente ao comportamento fluorescente do composto no interior das 

células foi investigada através de um estudo comparativo com dois derivados de BODIPY funcionalizados 

com diferentes substituintes na posição 2 e na posição meso. O derivado 2 faz parte do grupo de 

compostos sintetizados no âmbito desta dissertação, e difere estruturalmente do derivado 3 apenas na 

posição 2, contendo um grupo formilo. O derivado 4 foi previamente sintetizado por investigadores do 

grupo de investigação onde decorreu o trabalho desta dissertação. Este composto foi descrito como 

sonda fluorescente para a marcação especifica de lisossomas.89 Comparativamente ao derivado 3, este 

composto apenas difere estruturalmente na posição meso, contendo um grupo fenilo. 

Tal como se pode verificar na figura 31, o BODIPY 2 apresenta apenas fluorescência no canal 

verde, contrariamente, a fluorescência do BODIPY 4 é detetada simultaneamente no canal verde e no 

canal vermelho. Estes resultados são bastante interessantes uma vez que sugerem que, efetivamente, o 

grupo funcional inserido no núcleo do BODIPY poderá estar relacionado com este comportamento 

intracelular. Possivelmente, o grupo benzimidazol poderá estar envolvido no mecanismo da “dupla 

fluorescência”, uma vez que tanto o derivado 3 como o derivado 4 estão funcionalizados na posição 2 

com este heterociclo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Imagens de fluorescência das células HeLa tratadas com derivados de BODIPY funcionalizados com diferentes substituintes na 
posição 2 e na posição meso. As imagens foram adquiridas no canal verde, utilizando o laser 488 nm e no canal vermelho, utilizando o 

laser 561 nm. 

Laser 488 nm Laser 561 nm 

2 

4 
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 Por fim, com o intuito de avaliar a distribuição subcelular do derivado de BODIPY 3 procedeu-se 

ao estudo de co-localização utilizando sondas fluorescentes comerciais para a marcação específica de 

organelos celulares, nomeadamente, da mitocôndria, do retículo endoplasmático e dos lisossomas. Com 

este ensaio pretendeu-se observar se ocorria sobreposição da fluorescência da sonda e do BODIPY, 

indicando a sua afinidade para o mesmo organelo celular. 

As células HeLa foram tratadas com o derivado de BODIPY 3 (10 µg/mL) e com a sonda 

comercial MitoSpy™ Green FM (300 nM). A fluorescência do composto comercial é observada através 

do canal verde (Figura 32a), enquanto que a marcação fluorescente pelo BODIPY 3 é detetada através 

do canal vermelho (Figura 32b). Foi possível constatar que as marcações fluorescentes não apresentam 

um padrão semelhante, como é evidenciado após a sobreposição das imagens. Se tal acontecesse, a 

cor resultante desta sobreposição seria maioritariamente amarela (Figura 32c). Desta forma, estes dados 

sugerem que o derivado de BODIPY não se localiza na mitocôndria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O mesmo estudo foi efetuado com as sondas comerciais para o reticulo endoplasmático e para 

os lisossomas, tendo-se verificado de igual forma que não houve sobreposição dos padrões de 

fluorescência, indicando que a marcação fluorescente pelo BODIPY também não ocorre nos referidos 

organelos. 

 

 

Figura 32. Imagens de fluorescência das células HeLa tratadas com MitoSpy™ Green FM (a) e com BODIPY (b). Sobreposição das 
imagens a e b (c). 

(a) 

 

(b) 
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Os resultados obtidos ao longo deste estudo em células HeLa demonstraram que o derivado de 

BODIPY 3 não é uma sonda fluorescente de Hg2+ e Fe3+ intracelular, no entanto o composto mostrou ser 

biocompatível e capaz de se difundir através da membrana celular, acumulando-se no interior das 

células. De facto, os valores pouco promissores determinados em solução de acetonitrilo para o seu 

rendimento quântico de fluorescência e desvio de Stokes, parecem não afetar a capacidade do BODIPY 

3 como sonda fluorescente em sistemas biológicos, uma vez que as imagens obtidas por microscopia 

confocal, apresentaram uma boa marcação fluorescente e um padrão de fluorescência intracelular 

definido e identificável.  

Outro aspeto a ter em consideração é a deteção da “dupla fluorescência”. Por norma, este 

processo radiativo está associado a dois estados de excitação distintos resultantes do rearranjo eletrónico 

do fluoróforo.91 Desta forma, os resultados obtidos sugerem a formação de diferentes conformações 

eletrónicas do derivado de BODIPY com propriedades emissivas distintas. Tendo como referência estudos 

já reportados, o efeito da “dupla fluorescência” poderá envolver mecanismos, tais como a transferência 

intramolecular de carga (ICT) ou ainda a emissão induzida por agregação (AIE).92,93 

Os resultados obtidos sugerem a existência de diferentes formas do BODIPY 3 em solução, com 

diferente sensibilidade para a excitação, que pode estar relacionada com o caráter solvatocrómico do 

núcleo do BODIPY, referido na literatura, e com a formação de agregados no estado excitado, que alteram 

o comprimento de onda máximo de absorção e emissão. 

No que diz respeito à agregação, foi realizado um estudo de fluorescência preliminar do BODIPY 

3 em soluções de acetonitrilo com diferentes concentrações, nomeadamente 5,3 mM, 0,53 mM e 0,53 

M, com excitação nos comprimentos de onda usados na microscopia confocal, exc 480 nm (canal 

verde) e exc 561 nm (canal vermelho).  
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Na solução mais diluída (0,53 M), a excitação a 561 nm resultou numa banda pouco intensa 

a 640 nm, e a excitação a 480 nm originou um espetro de fluorescência com duas bandas de semelhante 

intensidade a 518 nm e 563 nm. Acresce que estas bandas eram três vezes mais intensas que a banda 

a 640 nm (obtida com exc 561 nm). Na solução com concentração 0,53 mM verificou-se que quando o 

composto foi excitado a 480 nm surgia uma banda de fluorescência a 586 nm, enquanto a excitação a 

561 nm originava uma banda de emissão a 616 nm, com intensidades semelhantes. Na solução mais 

concentrada (5,3 mM), só foi detetada fluorescência com exc 561 nm tendo surgido uma banda por volta 

dos 615 nm. Estes resultados parecem sugerir que em soluções mais concentradas, o BODIPY 3 está 

numa forma agregada com maior comprimento de onda máximo de absorção.  

Adicionalmente, estudos de fluorescência em solução do BODIPY 3 realizados em H2O e DMEM 

também revelaram diferenças na sensibilidade à excitação com diferentes comprimentos de onda (exc 

450 e 490 nm): em H2O, a principal banda de fluorescência era visível por volta dos 515 nm e também 

surgia uma banda secundária pouco intensa na zona dos 680 nm. Estas duas bandas apresentavam 

maior intensidade quando exc = 490 nm. Já em DMEM, surgia a banda principal cerca dos 515 nm mas 

a banda secundária deslocou-se para os 590 nm, com maior intensidade relativamente à que surgia 

quando o espetro foi obtido em H2O. Em DMEM, as duas bandas visíveis apresentavam maior intensidade 

quando exc = 490 nm.  

Por fim, importa referir que estudos posteriores serão necessários na tentativa de desvendar qual 

o alvo intracelular e qual o processo envolvido no fenómeno fotofísico do derivado de BODIPY 3. 
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3.5.  Síntese de derivados de tiofeno por acoplamento de Suzuki 

 

Parte desta dissertação está associada ao projeto “Self-reporting immunostimulating formulation 

for on-demand cancer therapy with real-time treatment response monitoring” em colaboração com o INL. 

Neste contexto foram sintetizados os derivados de tiofeno através do acoplamento de Suzuki tendo como 

objetivo a funcionalização de péptidos com estes percursores heterocíclicos com o intuito de 

posteriormente serem incorporados como unidades de sinalização em sistemas de libertação de 

fármacos.  

O acoplamento de Suzuki consiste na reação entre um grupo ácido borónico e um composto 

halogenado, tal como um brometo, na presença de um catalisador de paládio. O acoplamento cruzado 

de Suzuki-Miyaura é um dos mecanismos mais utilizados para a formação de ligações carbono-carbono 

entre compostos (hetero)aromáticos.94  

Tendo como objetivo a preparação de derivados de tiofeno com diferentes propriedades 

fotofísicas, sintetizaram-se os derivados 4 e 5 funcionalizados com os grupos N,N-dimetilamino e N,N-

difenilamino, respetivamente (Esquema 10). 

 

Os compostos sintetizados foram obtidos com rendimentos baixos, devido a dificuldades no 

isolamento e purificação. Após tentativas de síntese sem sucesso, verificou-se que o produto da reação 

estava na forma desprotonada, pelo que se encontrava na fase aquosa e não na fase orgânica, como 

seria expectável. Desta forma, procedeu-se à acidificação da fase aquosa, com o intuito de promover a 

protonação e consequente precipitação do composto. 

Esquema 10. Síntese do derivado de tiofeno 4 e 5. 
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A estrutura de ambos os derivados sintetizados foi confirmada através das técnicas de 

espetroscopia de RMN de 1H e de infravermelho. 

 Os sinais correspondentes aos protões aromáticos e heteroaromáticos do derivado 4 e 5 

surgiram na forma de dupletos. A atribuição dos protões dos sistemas (hetero)aromáticos foi possível 

através dos valores das constantes de acoplamento, sendo que os sinais correspondentes aos protões 

H-3 e H-4 do anel de tiofeno apresentam uma constante de acoplamento menor (J=3,6 Hz) que a dos 

protões do anel de benzeno (J=8,8 Hz). Em ambos os compostos, os protões H-3’ e H-5’ aromáticos 

surgem a um desvio químico inferior em relação aos protões H-2’ e H-6’ devido ao efeito dador de 

eletrões dos grupos amino. Os grupos funcionais N,N-dimetilamino e N,N-difenilamino influenciam os 

desvios químicos  correspondentes aos protões do sistema aromático, tendo-se verificado ainda que a 

introdução do N,N-difenilamino tem um efeito menos dador de eletrões. 

Através dos espetros de infravermelho foi possível identificar as bandas de absorção 

caraterísticas do grupo funcional carboxilo. 
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4. Conclusões e Perspetivas Futuras 
 

Os novos derivados de BODIPY funcionalizados com diferentes grupos funcionais foram obtidos 

através de vias de síntese distintas com rendimentos moderados (22 - 59%). O derivado 1 foi sintetizado 

através da reação de condensação entre o 2,4-dimetilpirrol com 4-(N,N-dimetilamino)-1-naftaldeído. A 

funcionalização do composto 1 com o grupo formilo na posição 2 através da reação de Vilsmeier-Haack 

originou o derivado 2. O  derivado 3 funcionalizado com o grupo benzimidazol na posição 2 foi obtido 

através da reação de ciclo-condensação entre o percursor formilado 2 e orto-fenilenodiamina.  Os 

derivados de BODIPY sintetizados foram caraterizados através das técnicas de espetrometria de massa 

e espetroscopia de RMN 1H e 13C, a partir das quais foi possível comprovar as estruturas químicas e a 

pureza dos compostos. 

 A influência da extensão do sistema -conjugado e do caráter eletrónico dos grupos funcionais 

nas propriedades fotofísicas dos derivados de BODIPY foi avaliada através de espetroscopia de absorção 

UV-Vis e fluorescência. Os resultados obtidos demonstraram que a introdução de um grupo retirador de 

eletrões (derivado 2) induz um desvio hipsocrómico da banda de absorção, por outro lado, o aumento 

da extensão do sistema -conjugado através da funcionalização com o grupo benzimidazol (derivado 3) 

induz um desvio batocrómico. No que diz respeito aos espetros de fluorescência, não se observaram 

deslocamentos significativos das bandas de emissão. O baixo rendimento quântico determinado em 

acetonitrilo para o derivado de BODIPY 3 (ΦF = 0,031) poderá estar relacionado com o mecanismo de 

transferência eletrónica fotoinduzida (PET) ou com a existência de solvatocromismo.  

 A avaliação dos derivados de BODIPY como sensores óticos de iões metálicos foi realizada 

através de titulações espetrofotométricas e espetrofluorimétricas em acetonitrilo/água (75:25), 

consoante os resultados obtidos do estudo preliminar. Foi possível concluir que a funcionalização do 

núcleo do BODIPY na posição 2 com diferentes grupos funcionais influencia não só a seletividade e 

sensibilidade do BODIPY mas também o tipo de resposta obtida no processo de reconhecimento dos 

catiões em meio aquoso. O derivado de BODIPY 2 exibiu fluorimétrica para Pd2+, Hg2+, Fe3+ e Al3+. Por outro 

lado, o derivado de BODIPY 3 demonstrou ser sensor colorimétrico de Al3+ e, simultaneamente, sensor 

colorimétrico e fluorimétrico de Hg2+ e Fe3+. O comportamento fluorescente observado em ambos os 
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derivados, sugere que o mecanismo de sinalização envolvido na coordenação com os catiões é a 

transferência eletrónica fotoinduzida (PET). 

Os estudos efetuados com o derivado de BODIPY 3 utilizando as células cancerígenas HeLa 

como modelo biológico, contrariamente ao que seria expectável, demonstraram que o composto não é 

sonda fluorescente de Fe3+ e Hg2+ em meio intracelular. Por outro lado, verificou-se que o derivado é 

biocompatível e, através das imagens de fluorescência adquiridas por microscopia confocal, foi possível 

constatar que este consegue permear a membrana celular, acumulando-se no interior das células. 

De facto, a boa marcação fluorescente e o padrão de fluorescência intracelular definido fazem 

deste composto uma sonda promissora em bioimagem celular. Estudos futuros focar-se-ão na 

investigação do alvo intracelular e do mecanismo envolvido no fenómeno da “dupla fluorescência” do 

derivado de BODIPY 3. 

No que diz respeito aos derivados de tiofeno 4 e 5 sintetizados através do acoplamento de Suzuki, 

as suas propriedades fotofísicas serão caraterizadas de forma a avaliar a possível aplicação como 

unidades de sinalização em sistemas de libertação de fármacos constituídos por derivados de péptidos. 
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