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Abstract

In this article, we present the different approaches to design probes based on the BODIPY
core for detecting fluoride and cyanide anions.
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Resumen
En este articulo se presentan los diferentes enfoques que existen para el disefio de sondas

basadas en el nucleo del BODIPY para la deteccion de aniones fluoruro y cianuro.
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1. Introduccién

Los aniones son ubicuos en la naturaleza
y en los procesos bioldégicos, ademas
estan implicados en la contaminacion del
medio ambiente como resultado de la
agricultura y el desarrollo industrial. Se
sabe que los aniones juegan un papel
importante en una amplia gama de
procesos quimicos y biolégicos, por lo
tanto, su deteccion se ha convertido en un
objetivo primordial de las investigaciones
orientadas al desarrollo de sensores
guimicos. De entre los tantos aniones, la
deteccion de fluoruro y cianuro es
particularmente importante ya que son
especies extremadamente toxicas y muy
perjudiciales para el medio ambiente y la
salud humana.! La intoxicacion con
cianuro puede ocurrir mediante la
absorcién a traves de la piel. Aun asi, el
cianuro es utilizado en diversos procesos
industriales, entre éstos la mineria y la
metalurgia, ademas el cianuro es
extremadamente Util en la preparacion de
una amplia variedad de productos que van
desde plasticos, fibras, oro, colorantes y
agentes quelantes para el tratamiento de
aguas.? Por su parte, el fluoruro es un
ingrediente  comdn en  anestésicos,
medicamentos  psiquiatricos, venenos,
agentes nerviosos y es un contaminante
del agua potable. La exposicion a altas
concentraciones de  fluoruro puede
provocar desorden en los huesos,
actividad anormal de la glandula tiroides
y depresion® En este contexto, varios
sistemas para la deteccion de cianuro en
muestras liquidas han sido explorados.

Estos incluyen el uso de sensores
electroquimicos,* polimeros,®> nanoparti-
culas de oro,® puntos cuanticos CdSe,” y
sondas organicas  fluorogenicas y
cromogénicas.® Por otro lado, varios de
los sistemas para detectar fluoruro han
sido basados en la urea® thiourea,°
amida,* fenol,*? boranos
cationicos,"*macrociclos  basados  en
pirrol,** etc. Los sensores quimicos
colorimétricos fluorescentes son de
especial interés debido a que tienen
algunas ventajas de entre las cuales
destacan su costo operacional
relativamente bajo, facilidad de deteccion,
sensibilidad y selectividad elevadas, la
posibilidad de deteccion a “simple vista”
y son idéneos para las aplicaciones
bioldgicas.”> En este sentido los
colorantes BODIPYs (4,4 -difluoro-4-
bora-3a,4a-diaza-s-indaceno) han cobrado
un gran auge debido a su gran versatilidad
sintética y a las buenas y facilmente
modulables  propiedades que  los
caracterizan,” lo que les confiere una
gran versatilidad y les permite ser
potencialmente utilizados en una amplia
gama de areas, como sensores, agentes de
liberacion de farmacos, interruptores
fluorescentes, peliculas electro-
luminiscentes, colorantes laser, marcaje
fluorescente de biomateriales, sistemas de
captacion de  luz  artificial, vy
fotosensibilizadores para terapia
fotodinadmica.'” Los BODIPYs también se
han utilizado ampliamente como sensores
de cationes metalicos, pero hay pocos
informes sobre sensores de aniones
basados en el niicleo del BODIPY.!®
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2. Sondas para la deteccion de
Fluoruro

Un enfoque general para el disefio de este
tipo de sondas se basa en la formacion de
enlaces Si-F a expensas de la ruptura de
enlaces Si-O y Si-C.!° Otro enfoque
aprovecha la tendencia del anién fluoruro
para formar fluoroboratos al reaccionar
con compuestos de boro.?° Finalmente, un
tercer enfoque utiliza la capacidad del i6n
fluoruro de actuar como wuna base
relativamente fuerte  que puede
desprotonar especies donadoras de
enlaces de hidrégeno.*®

2.1 Sondas basadasen la formacion de
enlaces Si-F.

Las reacciones en las que se forman
enlaces Si-F a expensas de la ruptura de
enlaces Si-O y SirC promovida por el
fluoruro ocurren rapidamente y de forma
irreversible.

En 2010 Akkaya y colaboradores
reportaron la sintesis de dos BODIPYs 1
y 2 (Figura 1) para la deteccion de
fluoruro.?! 1 y 2 contienen un fragmento
fendlico protegido con el grupo
triisopropilsililo (TIPS) que sirve como
sensor de fluoruro en solucion y sobre
una matriz polimérica de
metilmetacrilato. La reaccion de 1 con
fluoruro  liber6 el grupo fenolato
produciendo el abatimiento de la
fluorescencia a 506 nm a través de un
mecanismo de transferencia electrdnica
fotoinducida (PET), el cual, es un estado
electrénico excitado que se caracteriza
por generar un estado de separacion de

cargas no emisivo. En contraste, la
reaccion de 2 con fluoruro libero el grupo
fenolato generando un fendmeno de
transferencia de carga intramolecular
(ICT) asociado a una disminucion de la
intensidad de absorcidn de la banda a 560
nm y un incremento simultaneo en una
banda a 682 nm.

i) TFA, CH,Cl,
\ / _ii) DDQ, NEt;, BF;.0Et, _

Piperidina, AcOH,
PhH, reflujo

Figural. Sintesis de los BODIPYs 1,2y
estructuras de los BODIPYs 3y 4.

Por otro lado, en el 2010 Ravikanth y
colaboradores reportaron el BODIPY 5
(Figura 2) como un quimiodosimetro
especifico para el ion fluoruro.?? El
compuesto 5 presentd dos picos de
absorcion, uno aproximadamente a 530
nm y el pico de mayor absorcion a 571
nm. En cuanto a la emision, dicho
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compuesto exhibio una banda
fluorescente a 584 nm con un rendimiento
cuantico de 0.29. La adicion de fluoruro a
una alicuota de 5 en CH,Cl, promueve la
ruptura del enlace C-Si para dar la
formacién de MesSi-F (Figura 2), dicha
transformacién modifica las propiedades
electronicas del BODIPY 5.

Me;Si—=
Pd(PPh3),Cl,/Cul
i ML el
PhCH3/EtzN

Figura2. Sintesis del quimiodosimetro 5.

El compuesto 6 presentd un pico de
maxima absorcion a 551 nm y exhibio
una banda fluorescente a 564 nm. El
desplazamiento hipsocromico de 20 nm
que produjo la adicion de fluoruro
permite la deteccion de F  mediante
espectroscopia UV-Vis y de
fluorescencia, ademas, se produjo un
cambio de color en la solucién (de rosa a
morado) lo que permite detectar la
presencia del ion fluoruro a simple vista.

Mas tarde, en 2011 Liu y colaboradores
reportaron la sintesis del BODIPY 7
(Figura 3) que puede ser usado como un
quimiodosimetro cromo- fluorogénico
sensible 'y selectivo para aniones
fluoruro.?® El pico de maxima absorcion
del BODIPY 7 se observd a 555 nm, y el
pico de méxima emision se observé a 571
nm. La valoracion se realiz6 usando una
alicuota del BODIPY 7 en acetona a la
cual se le adicionaron concentraciones
crecientes de fluoruro. La adicién de

fluoruro provocé un desplazamiento
hipsocroémico (17 nm) de las longitudes
de onda de maxima absorcion y emision a
538 nm y 554 nm respectivamente para el
BODIPY 8. Este desplazamiento se
acompafid de un cambio de color en la
solucion de un naranja (asociado al
BODIPY 7) a un verde (debida al
BODIPY 8), evidenciando la existencia
de fluoruro a simple vista.

Si(CeHy3)3

(CeHy)s8i—=
| Pd(PPhs)JCul

THF/EtN

Si(CgH3)3

Si(CeHi3)3 Si(CeHi3);

i(CeHy3)3 +
F-=Si(CeHy3)3

Figura 3. Sintesis del quimiodosimetro7 y
estructura del BODIPY 8.

Finalmente, es importante mencionar que
el BODIPY 7 presentd un limite de
deteccion pequefio (1.28 ppb).

En 2011 Liu y colaboradores reportaron
las sintesis de un nuevo compuesto
BODIPY-Cumarina 9 (Figura 4)**, el
cual, fue evaluado como un sensor
ratiométrico fluorescente para aniones
fluoruro, empleando un mecanismo de
desproteccion del grupo triisopropilsililo
(TIPS). La valoracion se llevd a cabo
utilizando DMSO como disolvente vy
TBAF como la fuente de fluoruro. En
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presencia de fluoruro, 9 sufre la pérdida
del grupo TIPS en conjuncion con un
drastico desplazamiento batocromico de
88 nm en el pico de mayor absorcion y
una dramética  respuesta  relativa
fluorescente (l472/1606 = 17.4).
Especificamente, el color de la solucion
cambio de rosa a verde evidenciando la
presencia de fluoruro a simple vista,
mientras que el cambio de color en la
emision fue de naranja a azul Los
resultados de célculos tedricos realizados
mediante DFT y TD-DFT para predecir
los cambios Opticos coincidieron con los
resultados experimentales. Finalmente, se
determind que el limite de deteccion de 9
para F " es iguala 0.12 uM.

N CHO
AL,
" o

2) TIPS-CI
Et;N/DMAP, DMF

Figura4. Sintesis de la sonda BODIPY-
Cumarina.

2.2 Sondas basadas en la formacion de
fluoroboratos.

En 2008 Gabbai y colaboradores
aprovechando la fluorofilia inherente que
presentan los organoboranos, reportaron
la sintesis y aplicacion del compuesto 12
en la deteccion de iones fluoruro (Figura
5). Lareaccion de 12 con TBAF se siguio

por *H-RMN, y generé el fluoroborato
11, comprobandose que la reaccion con

iones fluoruro ocurre muy rapido y de
) 25

manera cuantitativa (Figura 5

TMSOTf
_

Tolueno

Figurab. Sintesis del compuesto 12 a partir del
BODIPY 11.

La aplicacion como sonda fluorescente en
la deteccion de iones fluoruro, fue posible
a través de la especie [12-
dimetilaminopiridina]l [12-DMAP]I,
obtenida tras la adicion de 10
equivalentes de yoduro de
tetrabutilamonio (TBAI), lo que ocasiond
una disminucion considerable en la
intensidad de fluorescencia de [12-
DMAP]OTf, probablemente debido al
efecto externo del atomo pesado.
Finalmente, la adicion de F" a la solucion
que contenia la especie [12-DMAP]I dio
lugar al BODIPY 11 (Figura 6),
registrandose un incremento en la
intensidad de fluorescencia en un factor
de 500%.

Debilmente fluorescente  Fuertemente fluorescente

NMe, NMe,
[12-DMAPJOTF [12-DMAP]I

Figura6. Deteccion de iones fluoruro a partir de
[12-DMAP]OTf
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2.3 Sondas basadas en la formacion de
enlaces de hidrogeno.

En 2014 Ravikanth y colaboradores
reportaron la sintesis de un quimiosensor
selectivo, reversible y reutilizable para la
deteccion de iones fluoruro, basado en el
boro-dipirrometeno 13 (Figura 7). La
estructura de rayos-X del compuesto
reveld que el hidrégeno unido al
nitrdgeno de la unidad de benzimidazol se
encuentra formando enlaces de hidrogeno
intramolecularmente con los atomos de
flior enlazados al boro del nudcleo del
BODIPY, lo que ocasiond un arreglo
coplanar entre la unidad de BODIPY vy el
anillo de benzimidazol, permitiendo tanto
la rigidez del sistema como Ia
conjugacion  del  mismo,  viéndose
reflejado en la alta fluorescencia de 13 a
592 nm (® = 0.47 en CH3CN).

Altamente fluorescente
aprox. 592 nm

HN  NH,

CHZOH/TFA HsC.

Coplanar @
13

Ff) Enlace de H
Altamente fluorescente
aprox. 592 nm

interrumpido

Coplanar No coplanar
13 13-F
Debilmente fluorescente

Figura 7. Sintesis del sensor 13 y mecanismo de
deteccion de iones fluoruro.

Cuando 13 se encuentra bajo la presencia
de iones fluoruro, el enlace de hidrégeno
antes mencionado se ve interrumpido,
dando lugar a la formacion del anion del
benzimidazol, ocasionando con ello la
pérdida de la coplanaridad entre el nlcleo
del BODIPY y la unidad de
benzimidazol. Debido al giro libre que
ahora existe en el enlace BODIPY-
benzoimidazol, asi como a |
transferencia electronica fotoinducida
(PET) por parte de la unidad de
bezimidazol al nicleo del BODIPY,
provoca el abatimiento de |a
fluorescencia, fendmeno acompafiado de
un cambio en el color de la solucion de
rosa (asociado al BODIPY 13) a azul
(debida a la  especie 13-F).
Adicionalmente cuando 13-F fue tratado
con &cido trifluoroacético, se observd un
incremento en la intensidad de las bandas
de absorciona 568 y 420 nm, asicomo en
la banda de emisiéna 592 nm. Lo anterior
se tradujo en un incremento en la
intensidad de fluorescencia de 15
unidades, debido a que se interrumpi6 el
fendmeno PET, como consecuencia de la
protonacion del anillo de benzimidazol.
Luego de varios ciclos de adicion de
iones F y HY, se demostr6 la
reversibilidad y el re-uso del sensor 13, lo
que resulto relevante en la deteccion de
iones fluoruro, ya que la mayoria de los
sensores hasta hoy descritos en la
literatura eran irreversibles.
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3. Sondas para la deteccién de Cianuro

El enfoque mas ampliamente utilizado en
el disefio de sondas para cianuro
aprovecha la alta reactividad de los
aniones CN™ hacia 4tomos de carbono
altamente electropositivos.?® Tipicamente,
este enfoque tiene dos caracteristicas
importantes, la primera, es que hay un
cambio de hibridacion (sp? a sp®) en el
atomo de carbono al cual se adiciona el
CN'. La segunda es la interrupcion de la
conjugacion m de la sonda. Es de gran
importancia sefialar que el HS™ es el anidén
interferente mas importante en el disefio
de sondas para cianuro, sin embargo, la
mayoria de los autores que reportan este
tipo de sondas suelen omitir el ensayo con
HS  y reportan que sus sondas son
altamente selectivas hacia cianuro.

3.1. Sondas basadas en el cambio de
hibridacion (sp® a sp°).

Existen varios reportes en la literatura
basados en este concepto general, por
ejemplo, en 2012 Jan y colaboradores
reportaron la sintesis del
Boradiazaindaceno 142’ para la deteccion
de cianuro (Figura 8).

Figura8. Sintesis del Boradiazaindaceno 14y
adicion de CN"sobre el mismo.

El BODIPY 14 exhibié dos picos de
absorcidn alrededor de 320 y 500 nm. Sin
embargo, la intensidad de emision
fluorescente del BODIPY 14 resultd ser
despreciable en comparacion con otro
tipo de BODIPYs. El abatimiento de la
fluorescencia se atribuyé a un fendmeno
de transferencia de carga intramolecular
(ICT) de la unidad de BODIPY hacia el
fragmento  vinil-diciano. El ataque
nucleofilico del cianuro sobre el &tomo de
carbono olefinico (Figura 8) result6 en la
interrupcion de la conjugacion w entre los
grupos fenilo y vinil-diciano, lo cual,
trajo como consecuencia una disminucion
drastica en la intensidad de absorcion de
la banda alrededor de los 320 nm y la
aparicion de una banda intensamente
fluorescente alrededor de los 520 nm, la
cual  corresponde al aducto  15.
Finalmente se realiz6 un ensayo in vitro,
enel cual, células HeLa fueron encubadas
con 14 y tratadas con cianuro de sodio. 14
exhibié la deteccion exitosa de cianuro en
el citoplasma.
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Una de las principales desventajas de las
sondas basadas en BODIPYs es la nula o
baja solubilidad que presentan en medios
acuosos. Intentando, resolver  este
problema, en 2013 Liu y colaboradores
reportaron la sintesis de tres sondas
fluorescentes 16, 17 y 18 basadas en el
nicleo del BODIPY (Figura 9) para la
deteccion de cianuro.?®

0,8

18

Figura9. Estructuras de los BODIPYs 16,17y
18.

La sonda 16 se utilizo para estudiar
sistematicamente  su  mecanismo de
respuesta para iones cianuro mediante el
uso de *H RMN, espectrometria de masas
y espectrometria de absorcion y emision.
Para aplicaciones préacticas, a la sonda 18
se le introdujo el  fragmento
propilsulfonato (Figura 10), el cual, le
confiere a la sonda una alta solubilidad en
agua. La sonda 17 fue usada como control
para demostrar la importancia del residuo
de propilsulfonato en la sonda 18.

BODIPY a:— sonda 16
Ry =Ry =s'0™ O~ OCH;
R, =-H

sonda 18

BODIPY b: —sonda 17y 18
i

o
Ry=Ry= g\/O\/\o’\/O\/\OCHa

Ro=tt O ~o~O~"0CH,
Figura 10. Sintesis de las sondas 16, 17 y 18.

La adicibn de cianuro rompe la
conjugacion m que inicialmente existia
entre el nucleo del BODIPY vy el
fragmento indolium (Figura 11), Ila
ruptura produjo la desaparicion de la
banda de mayor absorcién a 555 nm de
18 y la aparicion de una nueva banda de
absorcién a 521 nm correspondiente a 19.
Se observé un cambio de color en la
fluorescencia de la solucion (rojo a
verde). Dicho cambio permite detectar la
presencia de aniones cianuro a simple
vista. La sonda 18 mostré un limite de
deteccion igual a 0.1 pM para iones
cianuro en un buffer 10 mM de Tris (pH
9.3), lo cual indica que la sonda 18 es
potencialmente (til en la deteccidn
cuantitativa de aniones cianuro en medios
acuosos.
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Figurall. Adicion de CN sobre 18.

3.2. Sondas basadas en la formacion de
cianohidrinas.

La adicion del anion nucleofilico CN-
sobre compuestos carbonilicos para la
formacion de cianohidrinas esta bien
documentada en la literatura. Teniendo
esto en cuenta, en el 2008 Akkaya y
colaboradores reportaron la sintesis del
BODIPY 20, asi como su aplicacion
como sonda fluorescente y colorimétrica
para la deteccidn de iones cianuro (Figura
12).2° El quimiosensor 20 presentd una
intensa banda de absorcién a 561 nm y
una banda altamente fluorescente a 571
nm.

O _H

= N\
) _—
\ N.§-NS(” Benceno, Reflujo
OYNH

CF3

Figura12. Sintesis del compuesto 20 y formacién
deladucto 21 tras la adicion de CN".

Estas propiedades se ven drasticamente
modificadas tras la adicion de BusNCN,
registrandose un decremento en la banda
de absorcidn caracteristica a 561 nm vy la
aparicién de una nueva banda a 591 nm,
siendo evidente el cambio batocroémico
ocasionado por la adicion del i6n cianuro
al carbono carbonilico. Asi mismo, se
observd una disminucién en la intensidad
de fluorescencia, que fue acompafiado de
un cambio de color en la solucion de un
rosa claro a un azul intenso, propiedades
que en conjunto asumen la formacion del
aducto 21 en solucién. Es importante
mencionar que bajo condiciones &cidas
las propiedades de 20 son restauradas, lo
que hace de 20 un sensor bastante Util
dada la reversibilidad que presenta.

Por otro lado, en 2013 Ravikanth y
colaboradores reportaron el wuso del
BODIPY 22, como un quimiodosimetro
para la deteccion selectiva de iones
cianuro, basado en la reaccion de adicion
nucleofilica del ion cianuro sobre los
grupos carbonilo de las posiciones 3 y 5
del BODIPY 22 para formar 23,
modificando con ello las propiedades
electrénicas de 22 (Figura 13).%°

Figura1l. Estructura de los compuestos 22 y
formacion del aducto 23.

El tratamiento de 22 con TBACN en
CH3CN, resulté en un decremento en las
bandas de absorcion a 540 y 412 nm, yen

9
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la aparicion de dos nuevas bandas a 490 y
350 nm debidas al compuesto 23. Asi
como en una disminucién en la intensidad
de fluorescencia de 22 a 554 nm,
registrandose después de la adicion de 2
equiv. de CN™ un abatimiento de la
misma, acompafiado de un cambio visual
en la coloracion de la solucion de un
anaranjado (verde brillante fluorescente
bajo luz UV) a un amarillo claro (azul
débilmente fluorescente bajo luz UV). Es
importante resaltar que la sonda 22
muestra una respuesta bastante rapida a
temperatura ambiente (menos de 1 min.),
siendo necesario solo 2.2 equiv. del i6n
CN" para transformar la sonda 22 a la
especie 23.

4. Conclusiones

En conclusion, los BODIPYs pueden ser
usados como sondas cromo-fluorogénicas
de diversos iones ubicuos en el medio
ambiente. Especificamente los limites de
deteccion calculados para las sondas aqui
presentadas suelen estar muy por debajo
de las concentraciones permitidas por las
agencias de proteccion ambiental.

Desde un punto de vista préactico, el
disefio de sondas fluorescentes que
puedan ser utilizadas en medios acuosos
tendrian un gran mérito;
lamentablemente, son muy pocas las
sondas fluorescentes reportadas en la
literatura para la deteccion de iones en
medios acuosos. Afortunadamente las
propiedades  fisicoquimicas de lo
BODIPYs pueden ser moduladas a
voluntad lo que abre la posibilidad de
disefiar nuevas sondas fluorescentes que

cubran los requerimientos para Su USO
COMO Sensor.
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