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1. Abreviaturas

CTAB: Bromuro de hexadeciltrimetilamonio

EDC: 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]carbodiimida hidrocloruro

HTPA: Acido 2-hidroxitereftalico

MCM-41: Mobil Crystaline Material, material mesoporoso compuesto por silice
MCM-41-APTES: 3-aminopropil) trietoxisilano soportado sobre MCM-41
MCM-41-Br: 3-Bromopropil)trimetilsilano soportado sobre MCM-41
MCM-41-N5Cu: Nitro 5Cu soportado sobre MCM-41

MCM-41-Nitro 2: Nitro 2 soportado sobre MCM-41-APTES
MCM-41-Nitro 3: Nitro 3 soportado sobre MCM-41-APTES
MCM-41-Nitro 4: Nitro 4 soportado sobre MCM-41

MCM-41-Nitro 5: Nitro 5 soportado sobre MCM-41-APTES
MCM-41-Nitro 6: Nitro 6 soportado sobre MCM-41-Br

MCM-41-Nitro 7: Nitro 7 soportado sobre MCM-41-Br

MCM-41-Nitro 8: Nitro 8 soportado sobre MCM-41

MES: Acido 2-morfolinoetanosulfénico monohidratado

N2TiO;: Nitro 2 soportado en TiO,

N5Cu: Es un complejo metalico compuesto por 4 moléculas del ligando Nitro 5y 2 moléculas de agua

unidas a dos centros de Cu(ll), en forma de aspas de molino
N5CuTiO2: Complejo de nitro 5 soportado en TiO;

N6TiO,: Nitro 6 soportado en TiO;

NHS: N-hidroxisuccinimida

Nitro 2: Acido 2-nitrobenzoico

Nitro 3: Acido 3-nitrobenzoico



Nitro 4: 4-nitro-N- [3-(trietoxisilil) propil] benzamida
Nitro 5: Acido 4-nitrobenzoico

Nitro 6: Alcohol 3-nitrobencilico

Nitro 7: Alcohol 4-nitrobencilico

Nitro 8: 3-Bromuro de nitrobencil

ROS: Reactive oxygen species

TEOS: Ortosilicato de tetraetilo

TPA: Acido tereftalico

2. Resumen

Los nanomateriales se han convertido en un interesante campo de estudio para muchas ramas de la
ciencia, debido a su capacidad para disefiar a medida sus propiedades fisico-quimicas de manera
sencilla durante su sintesis o posterior funcionalizacién. Se ha demostrado su gran potencial tanto a
nivel industrial como en el campo de la medicina, como por ejemplo en el desarrollo de nuevas terapias

contra el cancer.

Actualmente los tratamientos que se usan conllevan grandes efectos secundarios. Esto ocurre porque
los farmacos son poco selectivos y afectan a células tumorales y sanas. Disefiar un tratamiento que
actué de forma especifica sobre las células enfermas es todo un reto. Sin embargo, existen diferencias
entre las células sanas y las tumorales y muchas de las vias de investigacion actuales pretenden valerse
de dichas variaciones para atacar selectivamente a las células enfermas. En una zona tumoral, el riego
sanguineo es deficiente y provoca una falta de O,. Esta region hipodxica se puede usar como diana para
gue un fdrmaco actle Unicamente en estas condiciones. Los compuestos nitroaromaticos son
conocidos por su reactividad, ya que durante la reduccion del grupo NO; a NH,, se generan especies
intermedias que son las responsables de liberacién de electrones y generacion de radicales. El
mecanismo de reduccién de estas sustancias puede darse mediante dos rutas, en condiciones
aerdbicas y anaerdbicas. En condiciones anaerdbicas se producen las especies citotdxicas, por lo que
estos compuestos podrian usarse como nuevas alternativas contra el cancer gracias a su selectividad

en ambientes hipodxicos.



El objetivo de este trabajo es estudiar el potencial bioldgico que tienen distintos compuestos
nitroaromaticos, asi como la funcionalizacidon de nanoparticulas con este tipo de moléculas para lograr

una potencial biodistribucién mas efectiva.

Para ello se han sintetizado, caracterizado y funcionalizado nanoparticulas de silice mesoporosa y
6xido de titanio. Se han estudiado los compuestos tipo nitro sometiéndolos a diferentes condiciones
como variacion de pH, ambiente hipdxico o la presencia de un reductor. Se ha observado que los
efectos de un reductor y las condiciones de hipoxia son muy parecidos, pero que no son suficientes
para reducir el grupo nitro por completo. Sin embargo, se ha demostrado la generacion de estos
radicales intermedios que aparecen durante la reduccion del grupo NO; y que ademds cuanto mayor

es el tiempo que se somete a las condiciones de hipoxia, mayor es la generacidon de estos radicales.

3. Introduccion

El interés por estudiar los nanomateriales ha crecido en las ultimas décadas gracias al potencial que
presentan en diferentes areas de la ciencia. Se denominan nanomateriales a aquellos sistemas en los
gue al menos una de sus dimensiones se encuentra en el rango entre 1 a 100 nm. Las propiedades de
los nanomateriales dependen de su tamafno y su forma (1). La principal ventaja que ofrecen los
nanomateriales es su versatilidad, ya que se pueden controlar las condiciones de sintesis para variar
su morfologia y de ese modo obtener nanoparticulas de un mismo tipo, pero con caracteristicas
distintas. En base a esto, existen dos metodologias generales de sintesis denominados «de arriba hacia
abajo» (top down, con la que se pretende dividir sélidos en particulas mds pequefias) y un segundo
grupo «de abajo hacia arriba» (bottom up, busca condesar dtomos o moléculas que se encuentren en

disolucién o en fase gaseosa) (2).

3.1 Método «de arriba hacia abajo»

Dentro del grupo «de arriba hacia abajo» existen diferentes técnicas (1):

a) La evaporacién térmica, que trata de calentar un material hasta su evaporacion para luego
condesarlo. Todo ello se lleva a cabo en una cdmara de vacio, y dado que mediante este método es
muy sencillo que aparezcan imperfecciones, es importante llevar un control preciso de las condiciones

de todo el proceso.



b) Deposito quimico en fase vapor, que se usa principalmente en compuestos basados en carbono y
cuyo objetivo es formar una delgada capa de compuesto mediante una reacciéon quimica de los
reactivos en fase gaseosa. Se coloca un material que actia como sustrato en un horno a alta
temperatura para posteriormente introducir los reactivos en forma de gas, los carbonos de los
reactivos se desprenderdn y se recombinaran en el sustrato formando por ejemplo nanotubos de

carbono.

c) Ablacion laser. Mediante este método se usa un potente laser que incide sobre el material de partida
formando nanoparticulas. Esta técnica es muy usada para formar nanoparticulas de metales nobles ya
gue no requiere de un agente estabilizante. Este método ademads ofrece la posibilidad de modificar las

propiedades de las nanoparticulas resultantes variando por ejemplo la longitud de onda del laser.

d) Implantacion de iones, que consiste en adherir iones de un material a un sélido con la intencion de
modificar las propiedades fisicas y quimicas de sélido, dado que las particulas cargadas pueden
modificar la estructura del sélido y generarimperfecciones. Los iones utilizados son del mismo material

que el sdlido. En una cdmara se aceleran los iones de forma electrostatica y se envian contra el sélido.

e) La molienda, en la que se parte de particulas de un tamaifio macro o micrométrico y mediante

molinos de alta eficiencia se obtiene una mezcla de diferentes tamanos a una escala nanométrica.

3.2 Método «de abajo hacia arriba»

En las técnicas «de arriba hacia abajo» se emplean técnicas que requieren de instrumentos muy
complejos y caros, lo que los convierte en una opcidn menos interesante que su contraparte. La
categoria «de abajo hacia arriba» se caracteriza por mecanismos quimicos permitiendo la obtencién

de particulas de menor tamafio y mas uniformes (1):

a) El método coloidal, en el que se parte de particulas individuales, de mayores que un atomo, pero
del tamafo justo para que puedan realizar movimientos brownianos. Si las particulas son de mayor
tamafio, la gravedad sera predominante y las particulas se sedimentaran, mientras que si las particulas
son mas pequenas que una particula coloidal lo que ocurrird es que se mantendran en suspension y su
movimiento sera irregular. El objetivo es disolver una sal u oxido de la nanoparticula que nos interese,
un reductor y un estabilizante que suele ser un liquido. Una de las ventajas que ofrece este método es
la posibilidad de modificar el tamafo y la forma de las nanoparticulas variando la concentracion de los

reactivos (sal o el dxido de las nanoparticulas), del reductor o del estabilizante.



b) Reduccién fotoquimica y radioquimica, que se caracteriza por usar reductores muy fuertes o
especies excitadas que sean muy activas para asi modificar el sistema quimico de nanoparticulas
metalicas. Permiten generar nanoparticulas sélidas y a temperaturas bajas, y ademds no generan
impurezas, como si ocurriria si se usase una reduccidon quimica. La reduccidon fotoquimica se usa
normalmente para obtener nanoparticulas de metales nobles, mientras que la reduccidn radioquimica

se emplea para obtener particulas con estados de oxidacién inestables.

c) Irradiacién con microondas. Esta técnica permite sintetizar particulas en un rango de tamafio muy
pequefio, a diferencia de otras técnicas que ofrecen una dispersidn de tamafios mucho mayor. Las
microondas crean un campo eléctrico de alta frecuencia que calienta el material, con lo que se
consigue que la temperatura del medio se mantenga estable y de esta manera se logra un crecimiento
mas homogéneo de las nanoparticulas. Se ha convertido en un método muy atractivo ya que es rapido,

efectivo y permite que las nanoparticulas obtenidas sean mas uniformes.

d) Método de las micelas inversas, que consiste en una emulsion de agua y aceite. De forma normal la
parte hidrofébica de las micelas apuntaria a un centro formado por aceite, sin embargo, en el método
inverso la parte hidrofébica de las micelas se orienta en contra del nicleo que estd formado en este
caso por agua. Esta estructura es la que origina la formacién de las nanoparticulas y rige su tamafio,
variando la concentraciéon de agua se puede modificar el tamafio de las particulas, por ello este método
ofrece un control preciso del tamafo de las nanoparticulas. Este es el método que se ha empleado

para la sintesis de las nanoparticulas de silice mesoporosa.

e) Sintesis solvotermal e hidrotermal, que permite disolver reactivos que en condiciones normales no
se disolverian, ya sea por accién del propio disolvente o de otro agente de la mezcla. Cuando no se usa
agua como disolvente estamos hablando de sintesis solvotermal. Es comun el uso de compuestos que
ayuden a disolver los reactivos, y ademas se utilizan especies que funcionan como ntcleos que generan

nanoparticulas porosas.

f) Método Sol-Gel, es muy usado para sintetizar nanomateriales basados en metales. Su nombre viene
dado por que durante la sintesis tenemos una hidrolisis en la que el metal junto con el agua, y con
ayuda de un alcohol, permite obtener un sélido que posteriormente se convertira en un gel. Esta
técnica ofrece numerosas ventajas, no es costosa econdmicamente, genera particulas homogéneas y
es una manera sencilla de obtener particulas con estructuras complicadas. Es la técnica que se utilizara

en este Trabajo fin de Grado para la sintesis de nanoparticulas.



3.3 Propiedades de los nanomateriales

La materia puede variar sus propiedades dependiendo de la escala a la que se encuentre. Un material
que por lo general no conduce el calor, a escala nanométrica puede presentar esa caracteristica. Un
ejemplo seria el cobre, en su forma macroscépica es opaco, pero cuando se encuentra como
nanoparticula pasa a ser transparente (3). Algunas de las propiedades mas comunes que pueden variar
son las siguientes: el area superficial, que por norma general esta propiedad aumenta en gran medida
cuando se encuentra a escala nanométrica; el magnetismo, ya que un material no magnético puede
serlo si posee el tamafio de una nanoparticula como es el caso de los quantum dots de CdSe(4); y la
conductividad eléctrica o térmica también es susceptible de variar, siendo el mejor ejemplo en este
caso la diferencia entre el grafito y el grafeno (1). Algunos materiales como el platino pueden

convertirse en catalizadores en su forma de nanoparticulas, siendo originalmente inertes (3).

Las nanoparticulas pueden clasificarse en base a diferentes criterios. Una forma de clasificarlos es a
partir de cuantas dimensiones se encuentran por debajo de los 100 nanémetros (Figura 1). Los
materiales de dimensién 0 (0D), tienen todas sus dimensiones por debajo de los 100 nm. Los que tienen
una dimension por encima de los 100 nm serian los 1D. Los de dimensién 2 (2D) son aquellos que
tienen dos de sus dimensiones mayores de 100 nm y por ultimo tendriamos los que tienen tres de sus

dimensiones fuera del rango de los 100 nm (3D) (5).
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Figura 1: Clasificacion de nanomateriales en funcion de su dimensionalidad (5).

3.4 Nanoparticulas organicas

A su vez, las nanoparticulas pueden clasificarse seglin su naturaleza, organica o inorganica (figura 2).
Por un lado, las nanoparticulas organicas son compuestos que pueden estar formados por lipidos, o
tener estructuras muy caracteristicas como lo serian los polimeros. Algunos de los tipos de
nanoparticulas orgdnicas son los siguientes: dendrimeros, cuya estructura esta formada por diferentes
ramificaciones que parten de un nucleo (similar a las dendritas de las neuronas), son capaces de
soportar multiples tipos de agentes; liposomas, que son nanoparticulas con forma de esfera formados
por una doble capa lipidica que pueden ser usados para elaborar compuestos hidrofilicos o
hidrofdbicos y cuya principal desventaja es su rapida eliminacidn del organismo; micelas, compuestos
coloidales que poseen un extremo que se comporta de forma hidrofilica y un extremo contrario de

forma hidrofébica, utilizados como vehiculos para compuestos apolares; o las nanoparticulas



poliméricas, que se usan en gran medida en medicina, pero no son particularmente especificas y no

son capaces de almacenar grandes cantidades de compuesto (6).
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Figura 2: Clasificacion de nanoparticulas organicas e inorgdnicas (7).

3.5 Nanoparticulas inorganicas

Dentro de las nanoparticulas inorganicas tenemos materiales formados principalmente por metales,
como lo serian el oro, el platino o el silicio. Los Quantum Dots (QD) se usan como herramientas de
diagnosis ya que presentan propiedades muy Utiles para ello, como es la emisién fluorescente y su
fotoestabilidad. Sin embargo, su uso médico estd muy limitado ya que no son biodegradables por el
organismo. Las nanoparticulas de oxido de hierro poseen propiedades muy interesantes para la
biomedicina, son biocompatibles, biodegradables y se pueden monitorizar por resonancia magnética
nuclear. Otro ejemplo de nanoparticulas inorganicas son las nanoparticulas de oro, que tienen

caracteristicas que las hacen muy utiles para la éptica y la electrénica (6).



Existen también nanoparticulas formadas por didéxido de titanio (TiO,) con propiedades muy
interesantes y que se pueden aprovechar en distintos campos de la ciencia y la tecnologia actuales. El
didxido de titanio absorbe radiacién UV-VIS, gracias a esto es usado en areas de la cosmética como
agente anticorrosivo o como sensor de gases. También se usa en medicina aprovechado su capacidad
de generacién de radicales libres para estudiar cdmo tratar tumores in vitro, fotoexcitando las
nanoparticulas de TiO,. Los principales métodos de sintesis del TiO, son el método Sol-Gel y el

hidrotermal (3).

Los materiales de silice mesoporosa, y concretamente, las nanoparticulas de silice mesoporosa (MSN),
pertenecen al grupo de las nanoparticulas inorganicas. Este tipo de particulas han ganado mucha
relevancia convirtiendo a la silice mesoporosa y su uso en distintos campos cientificos en una
prometedora area de investigacién. La principal caracteristica de este tipo de nanoparticulas es que
presenta poros en su superficie, cuyo tamafio oscila entre los 2 nm hasta los 50 nm, confiriendo al
material elevada porosidad, asi como una gran drea superficial. Debido a esto, las MSN presentan dos
superficies, una interna y otra externa, que pueden ser funcionalizadas. Son nanoparticulas con buena
estabilidad, biocompatibles con el cuerpo humano. Su sintesis es sencilla y facilmente modificable,
pudiendo variar su tamafio, su forma y las propiedades texturales de sus poros. Todo esto hace que
sean capaces de alojar grandes cantidades de otros compuestos, ya sean farmacos, proteinas o

sustancias sensoras, quedando las moléculas que se almacenen en los poros protegidas del exterior

(3).

3.6 Cancer e hipoxia

El cancer es una de las enfermedades que mds muertes causa en la actualidad. Existen numerosos
tipos de cancer que afectan a distintos tejidos y érganos vy, por ello, cada uno es tratado de maneras
muy distintas. Las células sanas actuan al unisono con el resto de las células para funcionar
correctamente, mientras que una célula cancerigena comienza a reproducirse de forma descontrolada,
comprometiendo a las células vecinas y dando lugar a un tumor. A pesar de ser un conjunto de
enfermedades muy estudiadas y de gran importancia, todavia no se ha dado con un tratamiento
efectivo y que no conlleve tantos efectos secundarios. Los tratamientos que se usan de forma
predominante actualmente son la radioterapia, la quimioterapia, la inmunoterapia o la extraccién
quirurgica del tumor. Sin embargo, estas terapias presentan el inconveniente principal de ser
insuficientes en presencia de metdstasis, convirtiendo cualquier tratamiento en un método ineficaz.
Los agentes quimicos tradicionales mas conocidos son el cisplatino, el paclitaxel y la ciclofosfamida.

Desgraciadamente, ninguno de ellos presenta una selectividad muy alta y actian también en las células
10



sanas. La similitud entre las células sanas y las tumorales hacen que sea sumamente complicado
encontrar un compuesto que solo afecte a las células deseadas, esto supone todo un desafio que

requiere estudiar nuevos agentes quimioterapéuticos (8).

Cuando aparece un tumor, se forma una nueva red vascular con la que obtiene su propio suministro
sanguineo. El nuevo sistema vascular del tumor es muy distinto al de un tejido sano, los nuevos vasos
sanguineos son irregulares y tortuosos haciendo que el suministro de oxigeno disminuya conforme las
células se alejan del capilar (figura 3), dando lugar a una regién hipdxica (9). Durante muchos afios la
hipoxia se ha visto como un problema dado que genera resistencia a muchos tratamientos
anticancerigenos, ademas es un factor que acelera la progresién del tumor. Ha sido recientemente
cuando se ha empezado a estudiar como un mecanismo para producir farmacos mas selectivos frente

al cancer (10).

Blood

vessel Aerobic

Figura 3: Representacion del gradiente de oxigeno en un tumor crecido en torno a un capilar (11).

3.7 Especies reactivas de oxigeno (Reactive oxygen species o ROS)

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son entidades formadas por radicales libres, como ejemplo el
02"y el HOe. Son especies muy reactivas y participan en el control del crecimiento celular. Una
variacion en los niveles de estas especies puede originar dafios muy graves llegando a provocar la
muerte celular (12). En un céncer, las ROS pueden incrementar la actividad de las células cancerigenas

promoviendo su proliferacion o desarrollando resistencias a tratamientos (13).

En los ultimos afios se han centrado los esfuerzos en estudiar el uso de compuestos formados por

grupos nitro como sustancias anticancerigenas. Estos compuestos pueden volverse toxicos para las
11



células a través de varios mecanismos, uno de ellos se basa su capacidad para reducirse en condiciones
de hipoxia. Algunos compuestos como los nitroaromaticos o los heteroaromaticos, generan toxicidad
de forma selectiva y son basicos en quimioterapia, por esta razén se estan buscando alternativas con
estructuras similares para usarse no solo en nuevos tratamientos para el cancer, sino también en
algunas infecciones (14). Existen dos mecanismos para la reduccion de grupos nitro. En condiciones
aerdbicas, se forma un radical nitro que interacciona con el oxigeno para formar O,", mientras que en

condiciones anaerdbicas el radical nitro se reduce hasta formar una amina primaria (Figura 4) (15).

02.7 C)2
0
NO, NO,* N NO*
_— T —_— E—
Nitro anion Nitroso Hydronitroxide
radical radical
NHOH NH2+ NH2
—_ _— _—
Hydroxylamine Amino cation Amine
radical

Figura 4: Ruta anaerdbica de un compuesto nitroaromatico (16).

4. Objetivos

El objetivo de este trabajo es el estudio de distintos ligandos con estructuras similares a los compuestos
nitroaromaticos asi como la preparacién, caracterizacién y funcionalizaciéon de sistemas basados en
silice mesoporosa y TiO; con este tipo de ligandos. La finalidad es evaluar la actividad de los ligandos

en condiciones de hipoxia y su potencial generacién de radicales libres.

En primer lugar, se sintetizaran las nanoparticulas de silice mesoporosa y se funcionalizaran con los
distintos ligandos, actuando de igual forma con el TiO,. Se realizardn analisis mediante microscopia
electronica de transmision (TEM) y también se llevarda a cabo una completa caracterizacion

espectroscopica y textural de los distintos ligandos y nanomateriales que se van a utilizar.
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Se realizardn ensayos mediante UV-VIS para estudiar los efectos de la hipoxia, la normoxia y la accidn

de biorreductores sobre los ligandos, comprobando los efectos que tiene una variacién del pH.

Para evaluar si los ligandos de tipo nitro se han reducido hasta la amina primaria, se realizardn ensayos
para determinar la presencia de grupos amino, empleando test como el método de la ninhidrina o de
Biuret. También se evaluaran otros aminodcidos mas conocidos, como la cisteina o la glutamina, como

control para comprobar que los métodos funcionan.

Para estudiar la capacidad de generar radicales libres, se comparardn los resultados de nanoparticulas
de TiO; sin modificar con los ligandos soportados sobre TiO,. De esta manera se podrd evaluar el efecto
gue tienen los ligandos en comparacién con el TiO; por si mismo. Ademas, se estudiard si un aumento
del tiempo en condiciones de hipoxia implica una mayor generacion de radicales o por el contrario
dificulta su aparicion. La generacidn de radicales se estudiara mediante la formacion de HTPA (por las
siglas en inglés del acido 2-hidroxitereftalico), un indicador fluorescente que se forma mediante la

reaccién de estos radicales y el TPA.

5. Métodos experimentales

5.1 Sintesis de MCM-41

La sintesis del material de partida comienza con la preparacion de una disoluciéon formada por 1 g de
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), 480 mL de agua milli-Qy 3,5 mL de NaOH 2 M. Se calienta
hasta una temperatura de unos 80°C. Una vez alcanzada la temperatura, se afiaden 5 mL de ortosilicato
de tetraetilo (TEOS), dejando en agitacién la disolucién durante 2 horas. Pasado este tiempo, se
obtiene un precipitado blanco, que se filtra y se lava con agua milli-Q y posteriormente con metanol.
Tras esto, se deja en la estufa durante 12 horas a una temperatura de 70°C. Por ultimo, pasadas las 12

horas se calcina a una temperatura de 550°C durante 24 horas.
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Figura 5: Mecanismo de formacion de MCM-41 (17).
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5.2 Funcionalizacién con distintos ligandos

5.2.1 Preparacién de MCM-41-Nitro 4 y MCM-41-Nitro 8

Para la formaciéon de MCM-41-Nitro 4 se han empleado 400 mg de MCM-41 y 400 mg (1,07 mmol) de
Nitro 4 (4-nitro-N- [3-(trietoxisilil) propil] benzamida) y para MCM-41-Nitro 8, 200 mg de MCM-41 y
200 mg (0,92 mmol) de Nitro 8 (3-Bromuro de nitrobencil). Primero se afade la cantidad
correspondiente de MCM-41, se deja a vacio y secandose a 110°C durante 12 horas. Posteriormente
se afiade el ligando (Nitro 4 o Nitro 8) y 30 mL de Tolueno y se deja reaccionar durante 48 horas.
Posteriormente se recupera el sélido mediantre centrifugacién a 6000 rpm durante 5 minutos y se lava

con tolueno. Finalmente se mete en la estufa 12 horas.
Los compuestos MCM-41-APTES y MCM-41-Br se preparan siguiendo el mismo procedimiento, a partir

de 800 mg de MCM-41y 844 uL (3,61 mmol) de (3-aminopropil) trietoxisilano) para el MCM-41-APTES
y para MCM-41-Br, 800 mg de MCM-41 y 850 mg (3,49 mmol) de (3-Bromopropil)trimetilsilano).
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a) Nitro 4 b) Nitro 8
Figura 6: Ligandos Nitro soportados sobre MCM-41.

5.2.2 Preparacién de MCM-41-Nitro 2, MCM-41-Nitro 3 y MCM-41-Nitro 5

Primero se prepara un buffer MES en el que se disuelven 7,3 g (124,91 mmol) de cloruro de sodio y

5,325 g (24,73 mmol) de MES (Acido 2-morfolinoetanosulfénico monohidratado) en 250 mL de agua.

Se supenden 150,9 mg (0,9 mmol) de ligando ya sea Nitro 2 (Acido 2-nitrobenzoico), Nitro 3 (Acido 3-

nitrobenzoico) o Nitro 5 (Acido 4-nitrobenzoico) en 15 mL de buffer MES. Posteriormente se afiaden

259 mg (1,35 mmol) de EDC (1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]carbodiimida hidrocloruro) y 233 mg (2,02

mmol) de NHS (N-hidroxisuccinimida) se deja reaccionando a temperatura ambiente durante 45

minutos. Por ultimo, se afiaden 200 mg de MCM-41-APTES y se deja 2 horas a temperatura ambiente.

Pasado el tiempo se centrifuga, se lava con metanol 2 veces y se deja secando en la estufa.

O.__OH Os__OH O OH
NO

NO2 NO»

c) Nitro 2 d) Nitro 3 e) Nitro 5

Figura 7: Ligandos Nitro soportados sobre MCM-41-APTES.
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5.2.3 Preparacion de MCM-41-Nitro 6 y MCM-41-Nitro 7

Se sigue el método utilizado para sintetizar los compuestos de MCM-41-Nitro 4 y MCM-41-Nitro 8 con
la diferencia de que se emplean 200 mg de MCM-41-Br y 115 puL (0,96 mmol) de Nitro 6 (Alcohol 3-
nitrobencilico) para formar el MCM-41-Nitro 6 o 200 mg (1,3 mmol) de Nitro 7 (Alcohol 4-

nitrobencilico) en el caso de MCM-41-Nitro 7.

OH
OH

OoN
NO»

f) Nitro 6 g) Nitro 7

Figura 8: Ligandos Nitro soportados sobre MCM-41-Br.

5.3 Sintesis de N5Cu

El material N5Cu es un complejo metalico previamente sintetizado por el grupo de investigacion en el
que se realizé el Trabajo Fin de Grado. Esta compuesto por 4 moléculas del ligando Nitro 5y 2
moléculas de agua unidas a dos centros de Cu(ll), en forma de aspas de molino. Para su preparacion
se pesan 100 mg (0,26 mmol) de Nitro 5 y se disuelve en la minima cantidad de agua posible. En
paralelo se pesan 24 mg (0,13 mmol) de Cu(NOs); y se disuelve también en la minima cantidad de agua
posible. Una vez disueltos los materiales, se vierte la disoluciéon de Nitro 5 sobre la de Cu(NOs),y se
deja agitando 30 minutos a 80°C. Pasados los 30 minutos se filtra el precipitado, obteniendo un sélido

de color azul turquesa (Figura 9).
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Figura 9: Complejo metalico de Nitro 5 con cobre (lI).

5.4 Adsorcién de los complejos sobre TiO,

A continuacidn, se van a preparar distintas adsorciones sobre nanoparticulas de TiO,. Para ello se pesan
80 mg (0,47 mmol) de Nitro 2, 80 mg (0,21 mmol) de N5Cu y 62 pL (0,51 mmol) de Nitro 6. Por otra
parte, se afiaden 400 mg de TiO, a cada compuesto. Después se afiade 30 mL de etanol y se deja a
temperatura ambiente y en agitacién durante 24 horas. Al dia siguiente se centrifuga a 6000 rpm
durante 5 minutos y se lava con etanol varias veces. Finalmente retiramos el etanol del sélido para

recuperar el material.

5.5 Evaluacioén del efecto del pH sobre los ligandos Nitro

Para estudiar el comportamiento de los ligandos a diferentes pH se preparan dos disoluciones, una con
un pH acido y otra con un pH bdésico con las que poder ajustar el pH de las disoluciones de los ligandos.
Se prepara una disolucién acida 2 M de acido clorhidrico, para ello se toman 24,4 mL (0,5 mol) de HCI
comercial y se diluyen en un volumen de agua destilada de 250 mL. Para conseguir un pH basico se va
a usar una disoluciéon de hidréxido de sodio 2 M, para preparar esta disolucién se pesa 19,99 g (0,5

mol) de NaOH comercial y se disuelven en 250 mL de agua destilada.
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Se preparan varias disoluciones 1 mM de los ligandos Nitro 2, Nitro 3 y Nitro 8. Para los ligandos Nitro
6 y Nitro 7 la concentracion sera de 0,025 mM. Se pesan 16 mg (0,095 umol) de Nitro 2 y Nitro 3 y se
disuelven en 100 mL de agua destilada. Para Nitro 6 y Nitro 7, se toman 11 pL (0,084 mmol) y 15,3 mg
(0,09 mmol) respectivamente y se disuelven en 100 mL de agua destilada. Se toman 0,5 mL de las
disoluciones de Nitro 6 y Nitro 7 y se diluyen hasta un volumen final de 20 mL. Por ultimo, para el

ligando Nitro 8 se pesan 21,6 mg (0,1 mmol) y se disuelven en 100 mL de agua destilada.

Se ajusta el pH de las disoluciones de los ligandos afiadiendo gota a gota las disoluciones de HCI 2 M y
NaOH 2 M, finalmente se tienen disoluciones de cada ligando a un pH de 2, 4 y 7. Para observar el

comportamiento de los ligandos, se mide el espectro UV de cada uno en un rango de (200-500 nm).

5.6 Evaluacién de la respuesta de los ligandos en condiciones de hipoxia y en presencia de un reductor

Se estudia el efecto de las condiciones de hipoxia y la presencia de un reductor sobre los ligandos.
Tendremos muestras de los ligandos en condiciones de hipoxia, en condiciones de hipoxia y con un
reductor, en contacto con el aire y por Ultimo en contacto con el aire y con reductor. Después se mide

en un espectrofotdmetro UV-Vis (200-500 nm).

Para recrear las condiciones de hipoxia se burbujea nitrégeno durante 5 minutos para desoxigenar la
muestra y para evitar el contacto con el aire se usan unos viales con septum (Figura 10), luego se deja
agitando la muestra hasta pasados 30 minutos que se volvera a desoxigenar la muestra durante 1
minuto y luego se deja agitando hasta pasada 1 hora, donde finalmente se medira en el

espectrofotometro UV-Vis (200-500 nm).

Se preparan 6 disoluciones de 25 mLy 4 mM de los distintos ligandos, para la disolucion de Nitro 2 se
toman 16,7 mg acido 4cido 2-nitrobenzoico, para Nitro 3 se usan 16,7 mg acido 3-nitrobenzoico, para
Nitro 5 se cogen 16,7 mg de dacido 4-nitrobenzoico. Para Nitro 6 se usan 12 uL de alcohol 3-
nitrobenzoico, Nitro 7 se toman 15,304 mg alcohol 4-nitrobenzoico y para Nitro 8 se usan 21,603 mg
de bromuro 3-nitrobenzoico y posteriormente se enrasan todas las disoluciones hasta los 25 mL con

agua destilada.

Para los reductores, se preparan distintas disoluciones madre de 50 mLy 0,2 M. Para su preparacién
se toman 1,801 g de glucosa, 1,921 g de acido citrico, 1,211 g de cisteina y 3,073 g de glutatién

reducido. Para el acido ascérbico se pesan 17,613 mg para obtener una disolucion de 50 mLy 2 mM.
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Se preparan muestras de 10 mL de cada ligando a una concentracién de 0,025 mM y 20 mM de
reductor en el caso de que haya reductor, a excepcion del acido ascérbico cuya concentracidn sera
de 0,2 mM. Se toma 1 mL de la disoluciéon madre de reductor, 62,5 uL de ligando y 8,9 mL de agua

destilada.

Figura 10: Montaje para inducir condiciones de hipoxia en los viales que contienen ligandos objeto de estudio.

5.7 Ensayo ninhidrina

Se preparan las muestras en presencia de ninhidrina y se incuban en un bafio de aceite a 90°C durante
6 minutos. Para simular condiciones de hipoxia se aprovechan los 6 minutos de incubacién para realizar
el burbujeo de nitrégeno. Pasado el tiempo de incubacién se deja enfriar las muestras y se mide su

espectro UV (200-700 nm).

Se prepara una disolucion madre de ninhidrina 0,02 M. Para ello se pesan 87 mg (0,48 mmol) de

ninhidrina y se disuelven en 10 mL de etanol y 15 mL de agua destilada.

Se preparan muestras de cada uno de los ligandos a una concentracién de 25 uM por duplicado (el
ensayo de la ninhidrina se va a realizar con los ligandos en condiciones de hipoxia y en contacto con el
aire). Las muestras estaran compuestas por 900 uL (0,019 M) de la disolucién madre de ninhidrina y

33 uL (4 mM) de ligando y se diluira hasta un volumen final de 5400 pL.
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Ademas, para comprobar que el método funciona se analizan muestras de cisteina y glutamina. Se
prepara una disolucién madre de cisteina, pesando 2,42 g (19,97 mmol) y se disuelven en 25 mL de
agua destilada. Se prepara una disolucidon mas diluida de cisteina a partir de la anterior, se toman 2500
pL (0,79 M) y se diluyen en hasta los 10 mL con agua destilada. Se estudian tres muestras de cisteina
con concentraciones distintas: C2 (0,2 M), C3 (0,02 M) y C4 (0,002 M). Para C2 se toman 1350 uL (0,79
M), para C3 se cogen 540 pL (0,19 M) y para C4 se cogen 54 uL (0,19 M) de las disoluciones de cisteina,
por ultimo, se afiaden los 900 pL (0,019 M) de ninhidrina y se enrasa con agua destilada hasta los 5400
pL. Para la glutamina, se prepara una disolucion de 25 mL (0,024 M), se pesan 87 mg (0,49 mmol) y se
disuelven en agua destilada. Se preparan dos muestras de glutamina 0,02 M una con la presencia de

ninhidrina y la otra no, de este modo se puede identificar la sefial de la ninhidrina.

5.8 Ensayo Biuret

Es un método que se utiliza para determinar proteinas, se basa en la reaccién que tiene el Cu®* con los
grupos amino de los aminodcidos para dar un producto de color violeta. Primero se preparan 25 mL
de reactivo de biuret, se pesan 81 mg (0,32 mmol) de sulfato de cobre pentahidratado (CuSQO4-5 H,0),
225 mg (0,79 mmol) de Tartrato de sodio potasico tetrahidratado (KNaC4sH406'4 H20) y 590 mg (14,75
mmol) de hidréxido de sodio (NaOH).

Se preparan distintos viales de muestra con un volumen final de 3,5 mL, de los cuales 3 ml
corresponden al reactivo de Biuret y 0,5 mL a los distintos compuestos que se van a medir, glutamina,
los ligandos Nitro 2 y Nitro 6, metilamina, 2,6-dietilanilina y ciclohexilamina, todos ellos a una
concentracién de 2 mM.Posteriormente se deja a temperatura ambiente durante 30 minutos. Para los
ligandos Nitro 2 y Nitro 6 se preparan dos viales adicionales que se someterdn a condiciones de hipoxia.
Unavez que se tienen los viales con los ligandos y el reactivo de Biuret, se dejan 30 minutos incubando.
Para simular las condiciones de hipoxia, dado que el experimento solo dura 30 minutos se burbujea
nitrégeno una Unica vez durante los primeros 5 minutos de la media hora. Pasada la media hora se

analiza la absorbancia fijando la longitud de onda a 540 nm.

5.9 Ensayo ROS

Para estudiar la generacidn de ROS por parte de materiales basados en TiO, se preparan muestras con
los distintos materiales en presencia de TPA (acido tereftdlico). Estas muestras se incuban durante 1
hora, posteriormente se mediran en un Fluorimetro (longitud de onda de excitacién: 307 nm y longitud

de onda de emisidn: 350-550 nm) y se volverdn a incubar esta vez bajo luz ultravioleta durante 1 hora.
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Ademas, se irdn realizando medidas cada cierto tiempo durante el periodo de incubacién con luz UV a
los 5 minutos, 15 minutos, 30 minutos y pasada 1 hora. Se prepara una disolucidon de TPA 0,25 mM, se

disuelven 2,07 mg (0,012 mmol) en 50 mL de agua destilada.

También se realiza una recta de calibrado de HTPA (acido 2-hidroxitereftalico). Las diluciones para la
recta de calibrado se prepararon a partir de una disolucién de HTPA 0,55 mM, en un rango de 0,5-10
UM. Para la disolucion madre de HTPA, pesaron 6,25 mg (0,034 mmol) de HTPA y se disolvieron en 50

mL.

5.9.1 Generacién de ROS por parte de TiO;

Se preparan 3 viales en los que se suspenderan 1 mg de TiO, en 4 ml (0,25 mM) de la disolucién de
TPA. Uno de los viales se somete a hipoxia durante la primera hora de incubacion (5 minutos de
desoxigenacion iniciales y 1 minuto de desoxigenacidon a los 30 minutos). En la segunda hora de
incubacién, para mantener las condiciones de hipoxia y que reciba toda la luz UV posible, se cambia el
septum por una capa de parafina. Los dos viales restantes estardn en contacto con el oxigenoy en uno

de los viales se coloca parafina para comparar el efecto que tiene.

5.9.2 Generacidon de ROS por parte de ligandos con grupos nitro adsorbidos sobre TiO»

Se evalua la generacién de ROS de los distintos ligandos soportados sobre TiO,. Ademas, se compara
el efecto que tiene someter a las muestras en condiciones de hipoxia a un tiempo de desoxigenacion
mayor. Se pesan 1 mg de N2TiO; (Nitro 2 soportado en TiO;), 1 mg de N5CuTiO; (Complejo de Nitro 5
soportado en TiOz) y 1 mg de N6TiO; (Nitro 6 soportado en TiO;) y se suspenden en 4 mL de TPA (0,25
mM). Todas las muestras se preparan por duplicado y se someten a condiciones de hipoxia, la mitad
tendra un tiempo de desoxigenacion de 5 minutos y en la otra mitad serdan 15 minutos de

desoxigenacion.

6. Discusion de Resultados

6.1 Microscopia electrénica de transmisién (TEM)

Los materiales de MCM-41 han sido caracterizados mediante microscopia electrénica de transmisién

(TEM), pudiéndose conocer su morfologia, asi como su tamanfio. Tal y como se muestra en la figura 11,
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las particulas MCM-41 presentan morfologia esférica con un diametro medio de 47 + 8 nm. Los datos
obtenidos mediante la microscopia TEM han sido tratados con el programa Imagel, obteniendo el

histograma de la figura 11.
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Figura 11: Histograma de MCM-41 e imagen TEM.

6.2 Analisis mediante espectroscopia infrarroja (IR)

Como se puede observar en la figura 12, el espectro IR muestra las bandas caracteristicas de las
nanoparticulas de silice. La banda a 3400 cm™ (banda a), y la banda que se encuentra en 1630 cm™
(banda b) corresponden a las vibraciones del enlace O-H. La banda mas caracteristica del espectro 1080
cm? (banda c) junto a 463 cm™ (banda e) pertenecen a la vibracién de enlaces Si-O-Si y la banda a 800
cm® (banda d) pertenece al enlace Si-O (18). En la figura 12 se pueden ver bandas mas representativas
de los ligandos, en 2950 cm™ (banda f) tenemos una banda asociada a los enlaces C-H de los distintos
ligandos. Entre 1500 y 1460 cm™ (banda g) tenemos una regidn que perteneceria a enlaces del tipo
C=C, en 1350 cm™ (banda h) tenemos una pequefia sefial perteneciente a un enlace con un grupo -

NO,. Por ultimo, se encuentra un pico en 1242 cm™ (banda i) que corresponderia a un enlace C-O. En
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la figura 12 se muestra el espectro IR de TiO, donde las bandas mds caracteristicas serian a 3430 cm™

(a) y a 1630 cm™ (b) correspondiente a las vibraciones de los enlaces O-H (19).
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Figura 12: Espectros de infrarrojos de nanoparticulas de silice MCM-41 Y MCM-41 funcionalizada con el ligando Nitro 8 (A) y nanoparticulas de
silice MCM-41 funcionalizadas con los ligandos Nitro 4 y Nitro 6. (B) Nanoparticulas de TiO, y TiO, funcionalizado con el ligando N5Cu (C).

6.3 Anélisis mediante difraccién de rayos X

En la figura 13, la muestra de MCM-41 presenta un unico pico de difraccion debido a que los poros
todavia estan libres. La ocupacion de los mismos tras la funcionalizacién se ve claramente cuando en

la muestra MCM-41-nitro 2 el pico de difraccion decrece hasta practicamente desaparecer.
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Figura 13: Difraccion de rayos X de muestras de MCM-41 y MCM-41 funcionalizada con el ligando Nitro 2.

6.4 Evaluacién del efecto del pH sobre los ligandos nitro

Para estudiar el efecto del pH en los ligandos, se han preparado varias disoluciones con pH distintos,

pero manteniendo la misma concentracion. Originalmente las disoluciones de los ligandos tienen un

pH de 4. En la tabla 1 estan recogidos los maximos de absorbancia de cada disolucion de ligando con

pH mas acidos y mds basicos. En el caso del Nitro 2 no se observan cambios en los maximos de

absorcién, manteniéndose en valores cercanos al 0,5 ademas, no sufre ningln desplazamiento de

longitud de onda cuando varia el pH del ligando. Los ligandos Nitro 3 y Nitro 7 al contrario que Nitro 2,

si que sufren un aumento de la seial cuando la disolucién tiene un pH acido. Por ultimo, para los

ligandos Nitro 6 y Nitro 8 si que hay una variacidn de los maximos de absorcién, tanto para pH acidos

como bdsicos. En el Nitro 8 se da también un desplazamiento de la sefial pasando de 213 nm de la

disolucién original a 218 nm cuando se modifica su pH.

Tabla 1: Maximos de absorcién de los distintos ligandos a distinto pH. La concentracidn de Nitro 2, Nitro 3 y Nitro 8 es de
1mM y para Nitro 6 y Nitro 7 es 0,025 mM.

Nitro 2 Nitro 3 Nitro 6 Nitro 7 Nitro 8
Absorbancia (267 nm) | Absorbancia (222 nm) | Absorbancia (269 nm) | Absorbancia (277 nm) | Absorbancia
pH 2 0,53 1,762 0,777 0,312 0,14 (218 nm)
pH4 0,504 1,439 0,594 0,244 0,08 (213 nm)
pH7 0,54 1,493 0,786 0,278 0,14 (218 nm)
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6.5 Evaluacién de la respuesta de los ligandos en condiciones de hipoxia y en presencia de un reductor

El objetivo de este ensayo es comprobar si se produce la reduccion del grupo nitro en condiciones de
hipoxia y en presencia de un reductor cuyo mecanismo seria el que se muestra en la figura 14. En el
caso de que se haya producido la reduccion del grupo nitro a grupo amino, deberia reflejarse en los
espectros con la aparicion o desaparicidén de las sefiales o también mediante desplazamientos de la

longitud de onda del maximo de absorbancia.

Figura 14: Mecanismo de reduccion de un compuesto nitroaromatico (20).

Se han analizado los espectros de absorbancia de cada uno de los ligandos en condiciones de hipoxia
(Sin 03), normoxia (0,), hipoxia y reductor (Sin O, + Red) y por ultimo normoxia y reductor (O, + Red).

Para ello se midieron los espectros UV-VIS de los ligandos en las condiciones descritas tal y como se

aprecia en la figura 15.

—— Acido Ascorbico — N2
—— Acido Citrico —— N3
A) —— Cisteina 060 B) N5
—— Glucosa ' N N6
— Glutation N7
— N§
0454 [\
.o © ‘
(5} ©
= c I
8 8 030
o o
(2] [%2]
< <
0,15
0,00 4
T T T T T 1 T T T T T 1
200 250 300 350 400 450 500 200 250 300 350 400 450 500
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 15: (A) Espectros de absorcion de los distintos reductores a una concentracion de 20 mM, excepto el acido ascérbico que seria 0,2 mM. (B)
Espectro de absorcion de los ligandos, pH 4 y 0,025 mM. Nitro 2 (N2), Nitro 3 (N3), Nitro 5 (N5), Nitro 6 (N6), Nitro 7 (N7) y Nitro 8 (N8).
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Absorbancia

Al analizar los espectros de los ligandos y reductores por separado vemos que la sefial de los reductores
interfiere con la de los ligandos ya que ambas seiales aparecen en el mismo rango. Ademas, cabe
destacar que la glucosa apenas da sefial, por lo que es el Unico reductor que en principio no interferira
con la sefial de los ligandos. Después de analizar todas las muestras y estudiar sus espectros de
absorcion UV-VIS (ANEXO), los mas interesantes fueron las muestras de ligando Nitro 6 junto con el
acido ascorbico y el de la glucosa, ya que son los espectros en los que se puede apreciar una mayor

diferencia entre sus sefiales.

En el caso del Nitro 6 seria el alcohol 3-aminobencil y cuyos maximos de absorcidn se encuentran a
231y 280 nm (20), y si observamos la figura 16, en el espectro de la glucosa vemos que el efecto de
los reductores y de las condiciones de hipoxia es similar, se reduce la absorbancia, pero no hay un
desplazamiento de los picos y tampoco aparecen nuevas sefiales. En el caso del acido ascérbico (figura
16), vemos que en condiciones de hipoxia se reduce la sefial, pero al igual que con la glucosa, ni aparece
ni se desplaza la sefal, sin embargo, cuando afadimos el dcido ascérbico como reductor aparece un

pico en ~250 nm perteneciente al propio acido ascérbico.
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Figura 16: Espectros de absorcion del ligando Nitro 6 (0,025 mM), (A) con acido ascérbico (0,2 mM) y (B) con glucosa (20 mM).

26



Absorbancia

El ligando Nitro 2 tiene un maximo a 217 nm, sin embargo en el articulo de Jana et al (21) estudia la
reduccién del Nitro 2 y se puede ver como el madximo de absorbancia a 267 nm se va reduciendo a la
vez que se desplaza hasta los ~¥307 nm. Si se comparan los espectros de |a figura 17, se puede ver como
al someter las muestras a condiciones simuladas de hipoxia, la sefal a 267 nm sufre un ligero
desplazamiento y la absorbancia también se reduce. Se ve ademas que la presencia de los reductores
en condiciones de hipoxia incrementa la seial con respecto a los reductores en presencia de O,. La
ventaja que ofrece la glucosa en comparacién al dcido ascérbico es que nos permite estudiar lo que
ocurre con el maximo de absorbancia a 267 nm. En la figura 17 se ve que el efecto de las condiciones
de hipoxia (sin O;) y la presencia de reductor (O, + Red) es el mismo ya que tanto la absorbancia como
el desplazamiento de longitud de onda es practicamente idéntico. Ademas, se ve que estos efectos no
se suman, ya que, de ser asi, la seial correspondiente al maximo de absorbancia a 267 nm en
condiciones de hipoxia y en presencia de la glucosa (Sin O, + Red) seria menor y sufriria un mayor

desplazamiento.
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Figura 17: Espectros de absorcién del ligando Nitro 2 (0,025 mM), (A) con 4cido ascérbico (0,2 mM) y (B) con glucosa (20 mM).

Con el ligando Nitro 3 ocurre lo mismo (figura 18) hay un pequefio desplazamiento pero que sigue sin
ser el maximo de absorcion del compuesto reducido del Nitro 3, el dcido 3-aminobenzoico (304
nm)(22). Los resultados del resto de ligandos no aportan practicamente informacion, no hay variacion
en las sefales y en el caso de haberlas la variacién no es muy significativa, aparte de que se mantiene

el problema de interferencia de los reductores.
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Figura 18: Espectros de absorcién del ligando Nitro 3 (0,025 mM), (A) con acido ascérbico (0,2 mM) y (B) con glucosa (20 mM).

Los espectros de los ligandos nitro 2, nitro 3 y nitro 6 en condiciones de hipoxia y en presencia de un
reductor difieren del espectro del ligando original en especial en el caso nitro 6. Estos resultados

sugieren un posible cambio estructural del ligando como consecuencia de las condiciones de hipoxia

y la presencia de un agente reductor como la glucosa.

6.6 Ensayo ninhidrina

El objetivo de este experimento seria la deteccién de los grupos —NH, que aparecerian como
consecuencia de la reduccion de los grupos NO, de los ligandos. Las muestras desoxigenadas
(condiciones de hipoxia) deberian de interaccionar con la ninhidrina y formar el PUrpura de Rilhemann

gue emite una sefial en el espectro UV a 570 nm (23).

fvo 0 (0]
OH H.N OH 0
N — O I0
\ e \ "
0 0 HO

Puarpura de Rohemann +C0O, +3H0

Figura 19: Reaccion general de la ninhidrina con aminoacidos (24).
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La ninhidrina se usa principalmente para determinar aminoacidos que tengan grupos amino libres, por
lo que para comprobar que el método que se emplea es correcto se realizdé el ensayo con dos
aminoacidos conocidos como la cisteina y la glutamina. En el caso de la cisteina aparece una region
saturada que va desde los 340 nm hasta los 420 nm, ademds esta regién va disminuyendo conforme
se reduce la concentracion de cisteina. A 570 nm tenemos una absorbancia de 0,17 para C2, 0,09 para
C3 y 0,04 para C4 (figura 20). El método de la ninhidrina presenta algunas excepciones ya que hay
algunos aminodcidos que al interactuar con la ninhidrina no emiten sefial a 570 nm sino a 440 nm,
estas excepciones serian la prolina, la hidroxiprolina y la cisteina (25). Por lo que esta regién saturada
probablemente pertenezca a la sefial de la cisteina y la sefial a 570 nm se debe a la presencia de la

forma oxidada de la cisteina, la cistina.

Posteriormente se midié el espectro UV de la glutamina para comprobar que la sefial no interferia con
el Purpura de Riihemann. Después se analizé la glutamina a la misma concentracion de cisteina que
no habia dado una sefial saturada y en este caso aparecié una sefial a 570 nm perteneciente al Purpura

de Riithemann (figura 20). Estos resultados demuestran que el procedimiento es correcto.
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Figura 20: (A): Espectros UV de Cisteina a distintas concentraciones en presencia de ninhidrina. (B): Espectros UV de Glutamina (control) y de glutamina
en presencia de ninhidrina (G5).

Después se analizd una disolucién solo de ninhidrina y posteriormente de los distintos ligandos en
presencia de ninhidrina y en condiciones de hipoxia. Se agruparon sus espectros donde podemos ver
gue todos son practicamente idénticos (figura 21). El espectro satura en un rango que va desde los

220 nm hasta los 300 nm como consecuencia de la presencia de ninhidrina, pero si nos fijamos en la
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longitud de onda que nos interesa 570 nm no vemos ninguna sefial que indique que se haya formado
el Purpura de Rithemann, por lo que concluimos que no se ha producido la formacién de grupos amino

libres y por tanto los grupos NO; de los ligandos no se han reducido.
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— N6
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— N7

N8 + 02
— N8

Absorbancia

T T T T 1
200 300 400 500 600 700
Longitud de onda (nm)

Figura 21: Espectro UV de los ligandos (25 uM) en presencia de ninhidrina. Muestra de ninhidrina (control), en presencia de
0> (ligando + 02) y condiciones de hipoxia (ligando).

Una razén por la que los ligandos no han dado seial mientras que la cisteina y la glutamina si podria
ser la concentracién. Al encontrarse a una concentracién mas baja podria no formarse suficiente
cantidad de aminos libres como para que de sefial, similar a lo que ocurre con la cisteina. Por este
motivo se decidid repetir el andlisis aumentando la concentraciéon de los ligandos a 2 mM (figura 22).
Se observa un aumento en el intervalo de longitudes de onda en el que se produce saturacién (llegando

hasta los 330 nm) pero sigue sin aparecer una sefial a 570 nm.
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Figura 22: Espectro UV de los ligandos (2 mM) en presencia de ninhidrina. En presencia de O, (ligando + 02) y condiciones
de hipoxia (ligando).

En el caso de que la concentracidn fuese insuficiente se optd por aumentar todavia mas la
concentracién de los ligandos, analizando en este caso los ligandos Nitro 2 y Nitro 6 a una
concentracion de 40 mM (figura 23). Al igual que en el caso anterior no aparece ninguna sefial a 570
nm y la zona de saturacion ha aumentado como consecuencia de una mayor concentracién de los
ligandos. Concluimos por tanto que por mucho que se aumente la concentracién de los ligandos, no
aparece ninguna sefal a 570 nm como consecuencia de la formacién del Purpura de Rithemann. Esto
demuestra que en condiciones de hipoxia o normoxia no se forman grupos amino libres como

consecuencia de la reduccién de los grupos nitro de los ligandos.
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Figura 23: Espectro UV de los ligandos Nitro 2 y Nitro 6 (40 mM) en presencia de ninhidrina. En presencia de O, (ligando +
02) y condiciones de hipoxia (ligando).

6.7 Ensayo Biuret

Dado que en el ensayo de la ninhidrina no se obtuvo resultado alguno de que los ligandos se estuvieran
reduciendo, se optdé por confirmar los resultados obtenidos con otra técnica de cuantificacién de
aminoéacidos que seria el método de Biuret. Esta técnica se basa en la interaccién entre el Cu®y los
grupos NH; de las proteinas (26) dando un producto de color violeta. En este caso seria con los grupos
aminos de los ligandos reducidos. Ademas, se usé glutamina como referencia y se analizé también
metilamina, 2,6-dietilanilina y ciclohexilamina para comprobar si este método funcionaba con

compuestos que no fuesen aminodcidos, pero si que tuvieran grupos amino (Tabla 2).

Tabla 2: Absorbancia medida a una longitud de onda fija de distintas sustancias (2mM) sometidas al ensayo Biuret.

Muestra Absorbancia (540 nm) Ligandos Absorbancia (540 nm)
Glutamina 0,092 Nitro 2 0,085
Metilamina 0,092 Nitro 2 (hipoxia) 0,094

2,6-Dietilanilina 0,108 Nitro 6 0,095
Ciclohexilamina 0,107 Nitro 6 (hipoxia) 0,134

La glutamina es un aminodcido con dos grupos amino por lo que forma enlaces con el Cu del Biuret,
sin embargo su reactividad mediante este método es bastante baja en comparacion a otros
aminoacidos como lo seria su analogo con un carbono menos, la asparagina (27). La absorbancia de la
metilamina, 2,6-dietilanilina y de la ciclohexilamina es bastante similar a la glutamina por lo que este

método funciona para detectar grupos amino. Sin embargo, la absorbancia de los ligandos Nitro 2 y
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Nitro 6 es también muy parecida a la glutamina, el problema de estos compuestos es que no presentan
ningun grupo amino, ya que son los compuestos nitro sin reducir. Esto nos indica que a pesar de que
el método permite la determinacién de grupos amino, como nos demuestran los valores de
absorbancia de la glutamina y de otras moléculas con grupos amino. En los ligandos objeto de estudio
no se observan grupos amino como consecuencia de un hipotético proceso de reduccidn de los grupos

nitro de origen.

6.8 Evaluacion de la potencial generacién de radicales libres

6.8.1 Generacién de ROS por parte de TiO;

Primero se midid la generacidon de ROS por parte de nanoparticulas de TiO; con el fin de compararla
con la capacidad de generacidén de ROS de sistemas complejos constituidos por ligandos soportados
sobre TiO,. Para medir la generacidn de ROS se utilizé un indicador fluorescente, el HTPA sintetizado
in situ como consecuencia de la reaccion entre el TPA y ROS (figura 24). Con el fin de cuantificar la
cantidad de ROS generados se realizé una recta de calibrado de HTPA (ANEXO) que confirma la
relacién entre la presencia de HTPA y el incremento de la sefial de fluorescencia con un maximo de

emisidon a 425 nm (28).

0 OMa (9] OMNa
OH* OH
e
§ OMa (9] OMa
TRA HTPA

Figura 24: Mecanismo de reaccién de TPA con ROS para formar HTPA (28).

Posteriormente se midieron tres suspensiones de TiO, con distintas condiciones a lo largo de una hora
de incubacidn con luz ultravioleta, que es el agente desencadenante de la generacién de ROS por parte
de TiO, (figura 25). Las condiciones ensayadas fueron (A) en presencia de O, (B) en presencia de O, y
con parafina y (C) sometido a hipoxia y con parafina. La parafina tiene la misma funcién que el septum

en otros experimentos, mantener las condiciones de hipoxia evitando el contacto con el aire. En el
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Intensidad Fluorescencia

Intensidad Fluorescencia

caso (A) no hay un espectro tan claro como en los otros dos casos, pero si que se puede ver que pasados

60 minutos de incubacidn bajo luz UV, aparece el maximo de emisiéon a 425 nm aunque con una

intensidad mucho menor que en los casos (B) y (C). Comparando los casos (B) y (C) se observa que el

efecto de la hipoxia genera de forma mas progresiva compuestos ROS, ya que en la muestra (C) que

no estd sometida a hipoxia se observa una sefial maxima en los primeros 5 minutos y que luego

desciende hasta alcanzar unos valores de intensidad de fluorescencia similares a los tiempos finales de

(B).
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Figura 25: Espectros de Fluorescencia de (A) TiO, en presencia de O, sin parafina, (B) TiO, hipoxia y parafina, (C) TiO; en presencia de O; y parafina.
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6.8.2 Generacién de ROS por parte de ligandos con grupos nitro adsorbidos sobre TiO5

Se analizaron los ligandos Nitro 2, Nitro 6 y el complejo de N5Cu soportados en nanoparticulas de TiO;,
ademads se va a comparar el efecto que tiene un aumento en el tiempo de desoxigenacién. El
mecanismo de reduccién de los compuestos nitroaromaticos genera ROS por lo que en el caso de que
los ligandos se hayan reducido, la intensidad de fluorescencia deberia de ser similares o incluso
mayores que los del caso (B) de la figura 25 ya que el método para detectar los ROS es a través de la
formacién de HTPA. Las condiciones de hipoxia (salvo el tiempo de desoxigenacién) y el uso de la

parafina se mantienen igual.

Al comparar los espectros de fluorescencia del Nitro 2 (figura 26) se ve que un tiempo de 15 minutos
de desoxigenacion dificulta la generacidon de ROS y por tanto la formacién de HTPA de ahi que su
espectro sea difuso y su maximo de emisién se dé en t0 y ademds a una longitud de onda que no es
425 nm. En el caso de los 5 minutos de desoxigenacidn los resultados se parecen mucho a los
resultados obtenidos en el caso (B) de la figura 25, sin embargo, mientras que al TiO: le cuesta 30
minutos llegar a los valores maximos de absorbancia, con la presencia de Nitro 2 se ve que pasados 5

minutos ya alcanza el nivel maximo de emisidn.
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Figura 26: Espectros de Fluorescencia Nitro 2 soportado en TiO2. Tiempo de desoxigenacion: (A) 5 minutos y (B) 15 minutos. Tiempo bajo luz UV: t0 (0
min), t5 (5 min), t15 (15 min), t30 (30 min) y t60 (60 min).

Segun los espectros de la figura 27 el caso del complejo N5Cu es al contrario que con el Nitro 2. Al
analizar las disoluciones preparadas a las mismas concentraciones que en el caso anterior, con 5
minutos de desoxigenacion no aparece la curva caracteristica de la formaciéon de HTPA mientras que

con 15 minutos de desoxigenacion si. La presencia de N5Cu tiene un efecto mas potente que el Nitro
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2 ya que la diferencia entre los maximos de intensidad de emisién es de 70 unidades. Comparando

también el N5Cu con el TiO; se ve que la presencia del ligando acelera la aparicién de HTPA al igual que

ocurria con el ligando Nitro 2.
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Figura 27: Espectros de Fluorescencia complejo N5Cu soportado en TiO,. Tiempo de desoxigenacion: (A) 5 minutos y (B) 15 minutos. Tiempo bajo luz UV:
t0 (0 min), t5 (5 min), t15 (15 min), t30 (30 min) y t60 (60 min).
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En la figura 28 se ve que un incremento del tiempo de desoxigenacién genera un aumento de la

sefial de casi el doble. En ambos casos el nivel maximo de intensidad de emision a la que llegan

ocurre pasados 15 minutos bajo luz UV, por lo que tardan mas tiempo en alcanzar el maximo que los

ligandos Nitro 2 y el complejo N5Cu pero consiguen valores de absorbancia mas altos que estos.

Después de analizar todos los espectros, se puede ver que la presencia de los ligandos hace la que la

sefial de fluorescencia sea mayor en comparacion al TiO, por si solo, esto quiere decir que los ligandos

se han reducido y como consecuencia han generado ROS. Esto explicaria la diferencia entre las sefiales

de TiO; y TiO; con los ligandos. Ademas, el efecto de cada ligando es distinto, para Nitro 2 y N5Cu la

generaciéon de ROS es practicamente inmediata ya que a los 5 minutos bajo luz UV ya alcanzan el

maximo de intensidad de fluorescencia, mientras que en el caso de Nitro 6 la generacion de ROS es

mucho mas progresiva. Por otro lado, vemos que cuanto mayor sea el tiempo de desoxigenacion,

mayor es la generacion de ROS, aunque para el Nitro 2 esto no se cumpla.
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Figura 28: Espectros de Fluorescencia Nitro 6 soportado en TiO,. Tiempo de desoxigenacion: (A) 5 minutos y (B) 15 minutos. Tiempo bajo luz UV: t0 (0
min), t5 (5 min), t15 (15 min), t30 (30 min) y t60 (60 min).

La inmovilizacién de los ligandos sobre nanoparticulas MCM-41 pretendia estudiar la capacidad de
generacién de ROS por parte de los ligandos objetivo de estudio sobre un soporte inerte desde el punto
de vista de la generacién de ROS, y comparar estos resultados con los obtenidos en el caso del soporte
de TiO,. Por cuestiones de tiempo no ha sido posible disponer de estos resultados en la fecha de

presentacion de este trabajo, pero la investigacidon debera continuar y determinar este aspecto.

7. Conclusiones

Al estudiar los efectos que tenian los distintos pH sobre los ligandos se observé que los ligandos Nitro
3 y Nitro 7 presentaban cambios Unicamente a pH acido. En cambio, los ligandos Nitro 6 y
Nitro 8 se ven afectados al encontrarse tanto a pH acido como basico, llegando incluso a producirse
un desplazamiento de longitud de onda para Nitro 8. Sin embargo, a pesar de los cambios, las
longitudes de onda de los maximos de absorcién no coinciden con los compuestos reducidos de los

ligandos. Por lo que se deduce que el efecto del pH es sutil y no provoca la reduccién de los ligandos.

Al simular los efectos de la hipoxia y estudiar el comportamiento de los ligandos en presencia de un
reductor, se observd que los casos mas interesantes son los ligandos Nitro 2, Nitro 3 y Nitro 6 junto
con la glucosa como agente reductor. Lo mas interesante de este experimento es que el efecto sobre

los ligandos es el mismo en condiciones de hipoxia, en presencia de un reductor en contacto con el
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aire o cuando tenemos los ligandos en condiciones de hipoxia y con un reductor. Los maximos de
absorbancia se reducen en la mayoria de los casos, pero no aparece ninguna sefial nueva o un
desplazamiento de la longitud de onda significativo. Esto demuestra que el efecto de la hipoxia o la
presencia de un reductor es insuficiente para la reduccion del grupo nitro a grupos amino lo cual se

comprobd mediante los ensayos de ninhidrina y de Biuret.

Por ultimo, se evalud la generacién de radicales libres y al comparar los resultados de TiO; con los
ligandos soportados sobre TiO,, donde se vio que la presencia de los ligandos aumentaba los niveles
de ROS con respecto a TiO; y que ademas cuanto mayor fuera el tiempo de desoxigenacién durante la

hipoxia, mds aumentaba la presencia de ROS.

Estos resultados nos indican que las condiciones de hipoxia no son suficientes para reducir los grupos
nitro a grupos amino, sin embargo, si se ha detectado la presencia de ROS. Es probable que el grupo
nitro se hayareducido a especie intermedia en vez de al grupo amino final, esto explicaria la generacion
de ROS y que no se haya detectado la presencia de grupos amino en los ensayos de la ninhidrina y del

Biuret.

Los estudios llevados a cabo a lo largo de este trabajo demuestran que los ligandos objeto de estudio
no tienen la capacidad de reducirse espontdaneamente en las condiciones de hipoxia simulada (con la
consiguiente generacién de radicales libres), por lo que se descarta su potencial terapéutico como

principio activo en entornos de hipoxia.

Sin embargo, si se ha observado una mejora en la generacién de ROS en sistemas complejos
constituidos por los ligandos nitro 2, nitro 6 y nitro 5 Cu soportados sobre TiO,. A pesar de que hubiera
sido deseable disponer de datos sobre la generacidon de ROS en sistemas constituidos por ligandos

soportados sobre MCM-41 no ha sido posible por cuestidn de tiempo.

Por lo tanto, esta linea de investigacién debera determinar la importancia de la naturaleza del soporte

inorganico sobre el que se anclan los ligandos, asi como el efecto terapéutico en cultivos celulares.
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