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Resumen

Las enzimas juegan un papel importante en el correcto funcionamiento del metabolismo
humano, ya que actuan como catalizadores de reacciones bioquimicas. Presentan alta
actividad catalitica y elevada especificidad. Al mismo tiempo ofrecen inconvenientes que
dificultan su aplicacion practica tales como su elevado coste de preparacion y
purificaciéon, una baja estabilidad y una disminuciéon de su actividad catalitica en
condiciones ambientales. En los ultimos afos, se ha incrementado el interés en evaluar la
capacidad de distintos nanomateriales inorganicos como catalizadores enzimaticos
artificiales. Estos nanomateriales inorganicos conocidos como nanozimas, presentan una
serie de ventajas potenciales sobre sus andlogos naturales que incluyen: i) una estructura
robusta y con menor tendencia a la desactivacion en condiciones de reaccidon exigentes
como las que se pueden encontrar en entornos tumorales y ii) la posibilidad de sintesis y
escalado a partir de precursores de menos coste y relativamente més abundantes. Por ello,
estas nanozimas han pasado a ser consideradas como alternativas de gran interés en el
campo de la Nanomedicina, ya sea como biosensores o como parte del tratamiento de
enfermedades como el cancer.

En este Trabajo de Fin de Master se ha llevado a cabo el estudio sistematico de oxidacion
de glucosa, uno de los metabolitos con mayor incidencia en el desarrollo de células
cancerosas. Para ello se ha seleccionado una enzima natural como la glucosa oxidasa
(GOx) que cataliza la oxidacion de la B-D-glucosa a 6-gluconolactona y un catalizador
enzimatico artificial de dioxido de titanio (P25-TiO3) formado en un 70% por anatasa y
un 30% de rutilo. Asimismo, se ha evaluado el catalizador hibrido combinando ambos
sistemas. Los principales resultados han demostrado una mayor actividad catalitica de los
hibridos GOx-P25 tras irradiacion a 365 y 405 nm, debido principalmente a las

propiedades fotocataliticas del P25 en la region del ultravioleta-visible.

1. Introduccion
El cancer es la segunda causa mundial de muerte, solo superada por las enfermedades
cardiovasculares. Se caracteriza por una proliferacion celular descontrolada y una
ausencia de muerte celular regulada que, a excepcion de los canceres hematolédgicos,
genera una masa celular anormal o tumor!. Este tumor primario crece gracias a una nueva
vascularizacion y, con el tiempo, adquiere potencial metastasico y se disemina a otras
partes del cuerpo, lo que provoca metastasis y finalmente la muerte del paciente. El cancer

es causado por dafios o mutaciones en el material genético de las células debido a factores



ambientales o hereditarios'. La cirugia y la radioterapia son los tratamientos mas eficaces
para los canceres locales y no metastasicos, pero son ineficaces cuando el cancer se ha
diseminado por todo el cuerpo. Para el tratamiento de canceres metastéasicos, se utiliza la
quimioterapia, terapias hormonales y bioldgicas, ya que pueden llegar a todos los drganos
del cuerpo a través del torrente sanguineo®. Los fArmacos quimioterapéuticos se basan en
compuestos toxicos que principalmente inhiben la répida proliferacion de las células
cancerosas, pero desafortunadamente, también afecta a las células normales con tasas de
proliferacion rapidas, como los foliculos pilosos, la médula dsea y las células del tracto
gastrointestinal, generando los efectos secundarios caracteristicos de la quimioterapia. La
destruccion indiscriminada de células normales, la toxicidad de los farmacos
quimioterapéuticos convencionales, asi como el desarrollo de multirresistencia mantienen
la necesidad de encontrar nuevos tratamientos’: 2.

La multirresistencia a la quimioterapia es un problema que limita la eficacia de los
medicamentos contra el cancer. Las células tumorales pueden generar multirresistencia
mediante diferentes mecanismos como: 1) el secuestro del farmaco, ii) el aumento de la
eliminacion del farmaco, iii) la disminucion de la afluencia de los farmacos, iv) la
modificacion del sitio de unidn, v) la activacion de enzimas desintoxicantes, vi) el
bloqueo de la sefalizacion apoptdtica y vii) la reparacion del ADN?,

En los ultimos afios se estan desarrollando en el area de la nanotecnologia multitud de
estrategias orientadas a lograr una terapia especifica centrada en el tumor, mediante el
uso de NPs poliméricas, liposomas, dendrimeros, nanotubos de carbono, NPs
superparamagnéticas o NPs que contienen acidos nucleicos [ADN, ARN de interferencia
(ARNIi)] para la entrega de medicamentos especificos contra el cancer, como farmacos de
bajo peso molecular y macromoléculas (proteinas, péptidos o genes)’. De esta forma, se
consigue mejorar la entrega del medicamento al tejido tumoral, al tiempo que se minimiza
su distribucion y toxicidad en el tejido sano. También se ha utilizado la terapia enzimatica.
para dirigir una enzima exogena hacia el tumor, y una vez ahi, suministrar en forma de
profarmaco no toxico el sustrato de dicha enzima, para que ésta transforme el profarmaco
en farmaco activo en el microambiente del tumor (TME)*.

Las enzimas son piezas fundamentales en el correcto funcionamiento de cualquier sistema
bioldgico ya que actiian como catalizadores de las diferentes reacciones implicadas en el
metabolismo’. A pesar de que las enzimas naturales tienen ventajas notables, como una
alta actividad catalitica, una elevada especificidad por el sustrato y condiciones de

reaccion suaves, su actividad catalitica estd muy influenciada por las condiciones



ambientales. Ademas, presentan baja estabilidad ya que pueden sufrir procesos de
desnaturalizacion y digestion, y finalmente su elevado coste de preparacion y
purificacion, hacen que sea muy dificil su aplicacion practica®. En los tltimos afios, se ha
demostrado que un gran numero de nanomateriales presentan actividades cataliticas
intrinsecas similares a las de las enzimas®. Estos materiales cataliticos se estan estudiando
de manera muy activa como alternativas artificiales a las enzimas y se denominan
nanozimas en la literatura actual® 78, Estas nanozimas presentan una serie de ventajas
intrinsecas como: una estructura mas robusta y resistente a condiciones de reaccion
extremas, un alto rendimiento catalitico en amplios rangos de pH y temperatura y la
capacidad para sintetizarlas a partir de precursores de menor coste y relativamente
abundantes por lo que se conciben como una alternativa muy prometedoras a las enzimas
naturales’. Actualmente, hay una gran cantidad de estudios en donde se puede observar
que existen multitud de nanomateriales que mimetizan el comportamiento de las enzimas.
Entre estos NMs, encontramos NPs de 6xido de hierro (Fe203), de 6xido de cerio (CeO»)
que mimetizan la actividad de enzimas como la peroxidasa o la superoxido dismutasa

12 También

(SOD) o el 6xido de manganeso (MnOz) con actividad oxidasa'l
encontramos NPs de metales nobles como oro o de platino que mimetizan las actividades
de enzimas como la catalasa, la peroxidasa y la SOD® 1% !!:12 Jgualmente, se ha observado

como algunos NMs de carbono como el grafeno, el fullereno o los nanotubos de carbono

9,10, 11,12

presentan actividad peroxidasa

T™MB Ox-TMB

H,0, 0

Figura 1. Representacion esquemadtica de la actividad catalitica de nanozimas inorganicas basadas en
nanomateriales con actividad intrinseca similar a la peroxidasa (TMB: 3,3 ', 5,5 -tetrametilbencidina,

Ox-TMB: 3,3 " 5,5-tetrametilbencidina oxidada’?.
Esto ha propiciado la aparicion de numerosas aplicaciones en biomedicina. Por ejemplo,
se han utilizado nanozimas para la deteccion de glucosa u otros metabolitos oxidados
como el colesterol, la colina o el lactato en sangre. También se han utilizado nanozimas

conjugadas con anticuerpos en test de inmuno-ensayos para el diagndstico de



enfermedades'!. Ademas, el uso de nanozimas junto a otras terapias contra el cancer ha
permitido mejorar su efectividad, por ejemplo, la mejora del efecto de la terapia
quimiodinamica (CDT) mediante la sinergia con la terapia fototérmica (PTT), en la cual
se combinaba una enzima artificial basada en Fe3Os4 con un semiconductor
nanoestructurado de BixS; (Figura 2A)!3. Zhao y col'’. concluyeron que los
nanocatalizadores hibridos de Fe;O4@Bi:S; podian atacar a las células cancerosas
mediante el efecto del tratamiento fototérmico con laser a 808 nm, y con el efecto térmico
se mejoro la accion de las NPs de FesO4, que podian convertir el H>O, en radicales

hidroxilo de elevada toxicidad (OH") de manera mas eficiente (Figura 2B).
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FeCl;6H,0 200°C i
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B Normal Manozyme Therapy Enharlced HNanozyme all_nd thermal Therapy

Limited Therapeutic Outcomes Eifficient Therapeutic Outcomes
@Fe;0, vAH0, §FFe,0.@BLS, %-0H

Figura 2. A) Mecanismo de sintesis de los nanocatalizadores Fe;O4@Bi»S3. B) Diagrama esquemdatico

de la terapia fototérmica y quimiodindmica in vivo's.

1.1.  Glucosa Oxidasa

1.1.1. GOxy el consumo de glucosa intracelular

La mayoria de las células tumorales pueden transportar y metabolizar nutrientes a mayor
velocidad que las células sanas a través de sistema vascular intratumoral construido para
soportar la proliferacion. Entre estos nutrientes, el que juega un papel mas importante en
el metabolismo tumoral es la B-D-glucosa'

La glucosa oxidasa (GOx; EC:1.1.3.4) esta ampliamente distribuida en organismos vivos,
y se puede purificar a partir de una variedad de diferentes hongos filamentosos como
Aspergillus niger y los pertenecientes al género Penicillium. GOx es una glicoproteina
dimérica formada por dos subunidades de cadena polipeptidicas idénticas. Cada

subunidad presenta una zona de unién no covalente al dinucle6tido de flavina y adenina



(FAD), que actuan como coenzima, siendo el aceptor final de electrones. GOx cataliza en
presencia de oxigeno la oxidacién de B-D-glucosa a §-gluconolactona'”. El ciclo catalitico
se puede dividir en dos semirreacciones, la semirreaccion de reduccion y la semirreaccion
de oxidacion como se pueden ver en el Figura 3. En la semirreaccion de reduccion GOx
cataliza la oxidacion de la B-D-glucosa a 6-gluconolactona, la cual es hidrolizada a 4cido
gluconico (reaccidon no enzimadtica). Durante la semirreaccion de reduccion el anillo de
flavina de GOx se reduce a FADH,. En la semirreaccion de oxidacion dos protones y dos
electrones se transfieren del enzima al oxigeno molecular (O2) para formar peréxido de

hidrogeno (H20:) y regenerar el estado oxidado del enzima'®.

oH OH OH
H g OOH cox H o) e H OH
Gkt e B ol =0 - of' H o
HO H HO HO
H OH H OH H OH OH
p-D-glucosa s-gluconolactona acido glucénico

7N

GOx-FAD GOx-FADH,

N

HQOQ - 02

Figura 3. El producto de la reaccion la o0-gluconolactona hidroliza de manera espontanea a dacido

gluconico. El O; reoxida el FADH> a FAD, generandose de esta manera H,O..
GOx se utiliza de manera muy extendida en la industria alimentaria para eliminar
pequeiias cantidades de O de los productos alimenticios o glucosa de las bebidas para
diabéticos. También es utilizada para monitorear los niveles de glucosa en procesos
de fermentacion, asi como la determinacion de glucosa en suero o plasma. Ademas, se
utiliza como marcador de antigenos y anticuerpos en inmuno-ensayos enzimaticos'’.
Finalmente, en los ltimos afos, estdn apareciendo multitud de estudios en los cuales se

ha utilizado GOx como agente terapéutico y diagndstico contra el cancer'®.
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Figura 4. Principales aplicaciones de diagnéstico y tratamiento basadas en la utilizacion de GOx"®,



Como describié Otto Warburg!® la glucosa juega un papel crucial en el crecimiento de
los tumores ya que la proliferacion de células tumorales depende principalmente de la
glucolisis aerdbica'®. La glucosa oxidasa puede catalizar la conversién de glucosa
intracelular y O para producir H>O> y &cido gluconico, alterando el aporte de este
nutriente a las células cancerosas e inhibiendo su proliferacion. Por lo tanto, GOx se
define como una oxidorreductasa endogena ideal para la terapia del cancer por

inanicion?.

1.1.2. GOxy el ambiente microtumoral

GOx también puede intervenir potencialmente en la regulacion del microambiente
tumoral (TME)*. El TME es el entorno interno en el que proliferan las células tumorales.
Comparado con los tejidos normales, las caracteristicas basicas de este TME incluyen una
presion de fluidos intersticiales mas alta, hipoxia, un pH ligeramente 4cido, mayor nivel
de glutatién (GSH) y H»0>?!. Por tanto, el consumo de O, a través del proceso GOx
aumenta aun mas el grado de hipoxia y la produccion de acido gluconico mejoraria la
acidez del TME. Por otro lado, el H>O> generado se puede convertir en radicales OH",
utiles para matar las células cancerosas. De esta manera, GOx puede integrar otras
estrategias terapéuticas como PTT, la quimioterapia, la terapia CDT, la inmunoterapia, y
asi sucesivamente para lograr una terapia multimodal cooperativa. En este sentido, GOx
tiene un papel fundamental en el disefio y construccion de nanoplataformas

multifuncionales para terapia tumoral®’.

various nanocarriers

Glucose -
Glucose oxidase
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Figura 5. Diagrama esquemadtico de las estrategias de construccion de nanoplataformas basadas en GOx

y sus aplicaciones en la terapia tumoral sinérgica®.

En el siguiente ejemplo se puede observar cual podria ser el mecanismo de accion de GOx

en el tratamiento contra el céncer. El nanocatalizador GOx—Fe3;04@DMSNs fue



sintetizado encapsulando GOx y NPs ultrapequenas de Fe3O4 en NPs de silice dendritica
mesoporosa (DMSN). Como se muestra en la Figura 6 al ser absorbido por las células
cancerosas, GOx podria agotar glucosa en las células tumorales, que no solo causaria la
limitacién en el acceso a nutrientes (fundamentalmente glucosa) para las células
cancerosas, sino que también generaria una cantidad considerable de H>O,.
Posteriormente, este H>O» seria catalizado in situ por las NPs de FesO4 mediante una
reaccion similar a la reaccion de Fenton para producir OH’, el cual es toéxico y que a su

vez induce la apoptosis de células tumorales?.

GOD-Fe0ya DMSNs nanocatalysts 2
Hutnents
depletion

Figura 6. Estructura de los nanocatalizadores GOx—Fe;O4@DMSNs; y esquema secuencial del
mecanismo catalitico-terapéutico de nanocatalizadores GOx-Fe3;O«@DMSNs (GFD) en la generacion de

radicales OH' para la terapia contra el cancer®.

1.2.  Nanoparticulas de TiO:

El diéxido de titanio (TiO2) es un compuesto que presenta cuatro fases cristalinas: rutilo
(estructura tetragonal), anatasa (estructura octaédrica), brookita (estructura ortorrombica)
y una estructura de alta presion del tipo a-PbO». El rutilo y la fase de alta presion son las
formas mas estables del TiO., por ello muchos compuestos cristalizan presentando estos
dos tipos de estructuras, mientras que se conocen muy pocos ejemplos con estructuras
anatasa y brookita®®>. En general, las superficies de TiO> son quimicamente reactivas
caracterizadas por la presencia de grupos hidroxilo terminales (Ti-OH) por lo que pueden
sufrir modificaciones covalentes en la superficie como primer paso para la inmovilizacion
de enzimas®*.

Las NPs de TiO; se fabrican en grandes cantidades para una amplia gama de aplicaciones,
entre las que destacan su uso como sensores, formando parte en las baterias de iones de

litio, supercondensadores y como soporte de catalizadores?>. Ademds, gracias a sus



propiedades fotocataliticas se utiliza para la descomposicion de contaminantes
ambientales presentes en el agua®®.

Mientras que los metales poseen estados electronicos continuos, los semiconductores
tienen una region en donde no existen niveles de energia disponibles para los electrones.
En los semiconductores esta region se conoce como banda prohibida, y se extiende desde
el borde superior de la banda ocupada por los orbitales moleculares con los electrones
de valencia conocida como banda de valencia (VB, del inglés valence band), hasta el
borde inferior de la banda de conduccion (CB, del inglés conduction band), que es
la banda formada por los orbitales moleculares vacios?’. La fase anatasa del TiO; tiene
un ancho de banda prohibida de 3,2 eV, mientras que el de la fase rutilo es de 3,0 eV?> 26
28 El proceso general de fotocatélisis de un material semiconductor se muestra en la
Figura 7, donde se puede observar el efecto de la radiacion electromagnética incidente
sobre los nanocristales de TiO>. Un electron perteneciente a la VB es excitado y se
transfiere a la CB, lo que genera una vacante de carga positiva (o hueco) en la VB. Los
electrones que se transfieren y los huecos que se han generado sobre la superficie de TiO:
pueden actuar como centros activos para reacciones tipo redox. Por ejemplo, los
electrones pueden reducir al O, y formar aniones de radical superoxido (O;’ ), mientras
que los huecos positivos, cuando reaccionan con el H>O pueden generar OH" (vias 1 y
2)*8. Los pares electron hueco de la superficie que no consiguen reaccionar con ninguna
especie se recombinan. Esta recombinacion puede ser con sus contrapartes de cargas

opuestas que se encuentran en la superficie (via 3), o la recombinacion puede ocurrir en

)29.

el interior del semiconductor (via 4

ﬂ:xidatinn
Y\
D

Volume

< d/

A Recombination
Reduction

A

Figura 7. Esquema del mecanismo fotocatalitico del TiO; que incluye los fenomenos de separacion y de
recombinacion de cargas inducidos en el interior y en la superficie por efecto de una radiacion
electromagnética incidente; A es una especie aceptora de electrones y D es una especie donadora de

electrones®.
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Esta caracteristica ha convertido al 6xido de titanio en un candidato potencial para
aplicaciones biomédicas, ya que las ROS que se generan en la superficie del TiO; durante
su actividad fotocatalitica, pueden causar la peroxidacion de los fosfolipidos que forman
parte de la membrana celular®. Asimismo, también se ha demostrado que las
nanoparticulas basadas en TiO2 pueden presentar buena actividad y selectividad en la
oxidacion de azucares, por lo que podria ser un buen candidato para utilizarlo en la terapia
contra el cancer, ya que el consumo de glucosa es relevante en los procesos metabolicos
asociados al desarrollo de tumores*°. Un ejemplo, fue un nuevo sensor de glucosa basado

P!, en donde GOx se encontraba

en nanocables de TiO» desarrollado por Tang y co
funcionalizada sobre nanocables de TiO». La caracteristica clave de este sensor de glucosa
es que los orificios fotogenerados sobre el anodo de TiO; se utilizaban para formar O,
que sirve directamente como un eficiente mediador de transferencia de electrones entre
el centro enzimatico redox de GOx y la superficie del sensor, lo que conduce a un aumento
de la fotocorriente. Como prueba, los nanocables de TiO> funcionalizados con GOx
exhiben una alta sensibilidad de ~0,9 nM en la deteccion de glucosa en una disolucion

tampon y en suero de raton’’.

& —

G

electrolyte
H*

! 0z V et -\ /Ghumrﬂr. acid .

Figura 8. Esquema del sensor para la deteccion glucosa. Bajo la iluminacion de la luz solar, los
agujeros fotogenerados oxidan H>O o H>O: sobre el anodo de nanocables de TiO; para formar O, que
sirve como aceptor de electrones de FAD/FADH,. La glucosa se oxida a dacido gluconico durante este

ciclo. En el catodo (Pt), los electrones fotogenerados reducen el agua para formar H». La corriente que
fluye a través del circuito se registra en forma de seiial®’.

Por otra parte, las NPs de TiO: solo responden a la luz ultravioleta, la cual

desafortunadamente tiene una baja penetracion en el tejido, y puede resultar dafiina para

los tejidos debido a su alta energia (capaz de romper enlaces), lo que limita sus

aplicaciones biomédicas in vivo. No obstante, el desarrollo en los ultimos afios de la

Nanomedicina ha favorecido la aparicion de nuevas alternativas terapéuticas
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especialmente orientadas al tratamiento del cancer® ®. Estas modalidades terapéuticas
utilizan las NPs de TiO: junto a NPs de otros materiales para expandir la fotoactividad de
las NPs de TiO; mas alla del UV. Entre estas modalidades nos encontramos la terapia
PTT activada por infrarrojo cercano (NIR), la PDT activada por NIR, la PDT activada
por rayos X/radiacion de Cerenkov (CR) y la terapia sonodinamica (SDT) activada por
ultrasonidos®. Un ejemplo, es el novedoso estudio terapéutico descrito recientemente por
Zhang y col.% que incluy® la utilizacion de ultrasonidos para activar NPs de TiO.. En este
estudio se utilizaron NPs de TiO: hidrolizadas (HTiO2), que se acumularon
preferentemente en el tejido tumoral, mejorando la respuesta inmune y destruyendo la
microvasculatura del tumor tras la aplicacion de ultrasonidos (Figura 9A). Este efecto se
tradujo a su vez en una disminucion gradual del volumen del tumor (Figura 9B) por el

efecto SDT activado por ultrasonidos®.
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Figura 9. A) El esquema de SDT mejorado con nanoparticulas HTiO;. Produccion de ROS para mejorar
la respuesta inmune y destruir la microvasculatura del tumor. B) Los cambios en el volumen tumoral de

los ratones portadores de tumores SCC7 en cada grupo de tratamiento®.

También hay que indicar que, debido a su naturaleza relativamente porosa, las NPs de
TiO, han sido ampliamente investigadas como vehiculo para la administracion de
farmacos. Recientemente, se han desarrollado nuevas NPs multifuncionales de TiO»
modificadas con polietilenimina (PEI) para explorar su viabilidad fotocatalitica y lograr
la liberacion de fArmacos asistida mediante luz ultravioleta (UV)®. Ademas, con el fin de
lograr que la administracion estuviera dirigida selectivamente hacia células cancerosas,
se uso acido folico, el cual se conjugd quimicamente sobre la superficie de las NPs de
TiO, para conseguir la internalizacion especifica via endocitosis mediada por receptores.
Ademas, se co-encapsul6 un farmaco contra el cancer poco soluble en agua, el paclitaxel®.

El PEI presente en la superficie de las NPs de TiO»> permitio bloquear eficazmente el canal
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de liberacion prematura del firmaco. Una vez que se irradiaba con luz UV, las moléculas
de PEI fueron progresivamente degradadas por la accion oxidativa de los radicales libres
(OH" y O2"") producidos por el TiO2, con lo cual el farmaco se pudo liberar rapidamente
en el citoplasma. Es importante destacar que la cantidad de fArmaco liberado por las NPs
de TiO; podia regularse mediante el tiempo de exposicion a la radiacion UV para
controlar atin mas el efecto anticancerigeno. Esta nanoparticula porosa multifuncional de
TiO, exhibe una combinacién de liberacion de farmacos activada por estimulos y

focalizacion en células cancerosas®.

lmodlflcatlon PEI

. ) ._;' 1.‘ a #i

Lurel @Fc AFA

APTX
ldrug loading
] N . a UV irradiation ﬁﬂ \jéﬁ
i the system in dichloromethane the system in water drug release

Figura 10. Representacion esquemdtica de la carga y liberacion del farmaco controlado por la radiacion

uvs.

2. Resultados y discusion

2.1. Caracterizacion de los hibridos GOx-P25
Para la caracterizacion de los hibridos GOx-P25 se han utilizado diferentes técnicas
instrumentales como el microscopio electronico de transmision (TEM), la espectroscopia

de IR y la espectroscopia de fotoemision de rayos X (XPS).

2.1.1. Microscopia Electronica de Transmision (TEM)
La microscopia electronica de transmision nos permite observar como GOX se encuentra
distribuida en la estructura del P25. La Figura 11, muestra iméagenes de TEM
correspondientes a la enzima libre sobre una base de P25. Se puede observar la formacion
de pequefios dominios orgédnicos de naturaleza amorfa con tamafios inferiores a los 5 nm.
Asimismo, cabe destacar la mas que posible presencia de subdominios de tamafio inferior
al nandmetro, que escapan a la resolucion del microscopio y que rapidamente evolucionan

por la irradiacion del haz electronico incidente.
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————— 20 nm

Figura 11. Imagenes de microscopia electronica de transmision representativas de la enzima Glucosa

Oxidasa.

Por otra parte, la Figura 12 muestra imagenes de TEM correspondientes a la muestra de
P25 decorada con la enzima GOx (0,01 g/l). Se observan dominios de 4-6 nm
homogéneamente distribuidos en la superficie de las NPs de P25, cuyos tamafios oscilan
entre 25 y 40 nm. Ademas, parece apreciarse una fina capa de material organico amorfo
que envuelve a todas las NPs de P25. La distribucion es extremadamente homogénea y

representativa en todas las muestras y zonas de la rejilla de TEM evaluadas.

Figura 12. Imdgenes de microscopia electronica de transmision correspondientes a la muestra del

hibrido 0,01GOx-25P235.

2.1.2. Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR)
La estructura bésica de los compuestos puede ser determinada a partir de la manera en
que absorben sus enlaces la energia infrarroja a frecuencias especificas. Aunque el
espectro IR caracteriza a cada compuesto, se encuentra que ciertas agrupaciones atomicas

dan lugar siempre a bandas en un determinado intervalo de frecuencias, independiente de
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la naturaleza del resto de la molécula. La existencia de estas bandas, caracteristicas de

grupos funcionales, permite la caracterizacion de multitud de compuestos*.

Tabla 1.
Bandas de absorcion de GOx y de los hibridos GOx-P25 determinadas por FTIR.
GOx GOx. P25 Asignacion

3278 em Amida &

2961 comr 2057 em! CH: stretching asimétrico

2930 cm 2920 cmr CH: stretching asimétrico

2876 cm! 2850 cm! CH; stretching simétrico

1640 cm* Arida I

1532 emr Amida IT

1100 cm-! 1120 em* C-0 stretching

Las bandas correspondientes a los enlaces CHz y CH» se observan en las muestras de P25

con enzima confirmando la presencia de GOx en la superficie del soporte. Estan

desplazadas a menores niimeros de onda sugiriendo que hay interaccion entre estos

grupos de la enzima y el P25 (probablemente a través de los grupos OH del P25).

— G0x

— P15

—  0.01GOx-30P25
—  0.01GOx-23P25

CH, stretching
asmeétrico

Absorbancia (a.u.)

CH: stretching
asnmetrico

v

- .,

CH; stretching
: simétrico
P

T T T T T T . :I : T T T
2600 2500 2400 2200 2200 2100 2000 2200 2800 ZF00 2600
Longitud de onda (cm')

Absorbancia (a.u.)

C-0 stretching

T T T T T T T T
1800 170D 1600 1500 1400 1300 1200 1100
Longitud de onda (cm)

Figura 13. Espectros de absorcion por FTIR de las muestras de enzima libre, P25 y de los hibridos GOx-

P25 con la asignacion de las bandas de absorcion de GOx y de los hibridos GOx-P25.

La presencia de la enzima también se confirma en las muestras GOx-P25 con la aparicién

de banda relacionada al stretching del enlace C-O que aparece a mayores nimeros de

onda. La banda a 1640 cm™ en las muestras con P25 se debe al bending de los OH del

agua adsorbida.
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2.1.3. Espectroscopia de fotoemision de rayos X (XPS)
El analisis de los catalizadores por Espectroscopia de Emision de Rayos-X (XPS), ha
permitido discernir la composicidon atdmica en superficie, al tratarse de una técnica con
sensibilidad en torno a los 10 nm. La Tabla 2 resume la composicion detectada para todos

los materiales de la memoria.

Tabla 2.

Porcentaje atomico en superficie determinado por XPS.

E.E. (V)
% Atémico
01ls Tilp Nls Cls
5204 4582 2845
P15
51.18% 22.30% 26.52%
3310 308.1 2845
Enzima
28.08% 4. 83% 67.06%
5204 4583 3908 2845
0,01GOx-25F215
48.17% 22.25% 0.59% 23.08%
529.6 4583 3907 2845
0,01GOx-50F25
52.98% 22.36% 0.44% 24.22%

La Figura 14.B recoge un espectro de fotoemision caracteristico de la muestra 0,01 GOx-
25P25 y los correspondientes ajustes indicativos del tipo de enlaces observados en
superficie. El detalle especifico de las energias de enlaces asociadas a los distintos
enlaces encontrados y las energias de enlace correspondientes aparecen reflejados en la

Tabla 3.
Tabla 3.

Asignacion de los distintos tipos de enlaces del C determinados por ajuste para las muestras de la

memoria.
E.E. (eV)
45 Atomico
Cls C no asignado C-C/C=C/C-H C-O0/C-N c=0
2830 2843 2833
Enzima
12% 52% 36%
284.5 2856 288.1
0,01GOx-25P15
73% 17% 10%
284.5 2833 288.1
0,01GOx-50P25
T6% 16% 8%

Cabe destacar que ambas muestras soportadas revelan una composicion similar, siendo la
presencia de enlaces carboxilicos a mayores energias de enlace (288.2 eV) la sefial mas
distintiva respecto a la enzima libre (ver Figura 14). Esta contribucion en particular parece
indicar una posible interacciéon entre el soporte y la enzima a través de un enlace

carboxilico.
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Glucosa | C1s
Oxidasa

c-Ccic=C

284.5eV

L C1s

) C-0/C-N ]
285.5eV g -O/C-
E P 0-C=0 285.5 eV
288.1 eV y 7
288 286 284 282 200 288 286 284 282
Energia de Enlace (eV) Energia de Enlace (eV)

Figura 14. Espectro de fotoemision y ajustes correspondientes a la region del Cls de A) la muestra de

enzima libre y B) del hibrido 0,01GOx-25P25.

Asimismo, destaca el porcentaje de N detectado en la enzima no soportada que puede
servir de guia para determinar qué fraccion de enzima se ha depositado sobre la superficie
del P25 (ver Tabla 15). De manera andloga, se procedio a evaluar la naturaleza del enlace
del N. Se observé nuevamente un cambio en la naturaleza del enlace del N (Figura 15. B)

respecto al enzima libre (Figura 15.A).

A B

B . Glucosa]
N1s Oxidasa B N1s

2 R,NH
¥ 4 399.6 eV

402 400 398 396 404 402 400 308 306
Energia de Enlace (eV) Energia de Enlace (eV)

Figura 15. Espectro de fotoemision y ajustes correspondientes a la region del N1s de A) la muestra de

enzima libre y B) del hibrido 0,01 GOx-25P25.

Las muestras soportadas contienen un porcentaje de N limitado y predomina la presencia
de N totalmente sustituidos que se identifican a energias de enlace de 399.6 eV
aproximadamente (ver Tabla 4). Por el contrario, la enzima libre presenta una presencia

mayoritaria de enlaces amino terminales (identificados a energias de enlace cercanas a
398 eV).
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Tabla 4.

Asignacion de los distintos tipos de enlaces del N determinados por ajuste para las muestras de la

memoria.
E.E. (eV)
% Atémico
Nls R-NH: Ra-N R;-NH
3081 3009
Enzima
94% 6%
399.6 401.0
0,01G0x-25P25
20% 10%
399.7 401.2

0,01GO0x-50P25
89% 11%

Como conclusiones parciales podemos establecer que la naturaleza de los enlaces
asociados a la enzima varia cuando se encuentra soportada sobre las NPs de P25. También
cabe destacar la posible formacion de un enlace de uniéon de la enzima y el TiO2 via

enlace carboxilico.

2.2. Determinacion de la actividad catalitica de conversion de glucosa

Se realizaron ensayos enzimdticos a diferentes longitudes de onda. Las muestras
ensayadas fueron: i) las dos concentraciones de enzima y ii) las dos cantidades de P25
utilizadas para la generacion de los hibridos GOx-P25 (muestras control). Después se
determino la actividad enzimatica de los 4 hibridos GOx-P25 desarrollados. Cada una de
estas muestras se incubaron a 37 °C y fueron expuestas a 365 nm, 405 nm y a oscuridad.
Para observar la actividad enzimatica se representd el porcentaje de glucosa convertida a
los 30 y a los 60 minutos.

A continuacion, se representa el porcentaje de glucosa convertida a dos tiempos para las

muestras control y para los cuatro hibridos GOx-P25 sin presencia de luz.

% Glucosa convertida sin luz

16,9

30 min

% Glucosa convertida
[
=]
=
i

= B0 min

Muestras

Figura 16. Representacion de la actividad de GOx libre, P25 sin enzima y de los hibridos GOx-P25 sin

la exposicion a la luz.
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Se puede observar, que exceptuando el hibrido 0,01GOx-25P25, los demas hibridos
presentan a los 30 minutos una menor actividad catalitica que las muestras control de
enzima libre. Por otra parte, la actividad catalitica de los hibridos y las muestras de control
de enzima libre son muy parecidas a los 60 minutos. Hay que destacar que las muestras
de P25 no han mostrado ningun tipo de actividad sin la presencia de luz.

En la Figura 17, se representa el porcentaje de glucosa convertida a dos tiempos para las
muestras control y para los cuatro hibridos GOx-P25 irradiados a 365 nm. En esta, se
observa como las muestras control con enzima libre no presentan ninguna actividad
después de irradiar las muestras a 365 nm. Por otra parte, la actividad catalitica de los
hibridos y de las dos muestras de control de P25 se ha visto incrementada

considerablemente después de estar expuestos a la radiacion.

% Glucosa convertidaa 365 nm

57,

Muestras

Figura 17. Representacion de la actividad de GOx libre, P25 sin enzima y de los hibridos GOx-P25

después de irradiar las muestras a 365 nm

Finalmente, el porcentaje de glucosa convertida a dos tiempos para las muestras control
de enzima y P25 y para los cuatro hibridos GOx-P25 irradiadas con una longitud de onda
de 405 nm se presentan en la Figura 18. En esta, se observa como las muestras control de
enzima libre tampoco presentan ninguna actividad después de estar expuestas a una
radiacion de 405 nm. Por otro lado, los porcentajes de la glucosa convertida de las
muestras control de P25 y de los hibridos GOx-P25 son mayores con respecto a los
porcentajes de la glucosa convertida de los hibridos cuando no fueron expuestos a la luz,
pero inferiores a los que presentan las mismas muestras expuestas a 365 nm. Con lo cual,
evidencia una mayor capacidad fotocatalitica por parte del P25 al estar expuestas a

longitudes de onda en la region del UV.
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% Glucosa convertida a 405 nm

% Glucosa convertida

32,3
21,
30 min
| 60 min
&

Figura 18. Representacion de la actividad de GOx libre, P25 sin enzima y de los hibridos GOx-P25
después de irradiar las muestras a 405 nm..

Los resultados obtenidos en los tres supuestos nos indican que la actividad que presentan
los hibridos GOx-P25 es consecuencia de la actividad fotocatalitica que presentan las NPs
de P25. Estos resultados vienen respaldados por los expuestos en el Anexo 3, en donde
se puede observar como no se aprecia formacion alguna de d-gluconolactona en ninguno
de los hibridos ni tampoco en las muestras de control de P25. Esto nos lleva a pensar que
la -gluconolactona formada haya podido evolucionar a otra especie oxidada como por

ejemplo a &cido gluconico.

2.3. Capacidad de reutilizacion de los hibridos GOx-P25
A continuacion, se representa la capacidad de reutilizacion del hibrido que presentaba un
mayor porcentaje de conversion de la glucosa a 365 nm. Para ello, el mismo hibrido ha
sido reutilizado dos veces mas para observar como afecta la reutilizacion a su capacidad
oxidativa. Como se puede observar en la Figura 19, la reutilizacion del hibrido no afecta
a su capacidad catalitica, ya que es durante la segunda reutilizaciéon cuando el hibrido
0,005G0Ox-25P25 presenta un mayor grado de conversion de glucosa. Este aumento de la
actividad catalitica podria ser debido a que, durante los ciclos de lavado, se eliminara

enzima soportada sobre el P25, con lo cual la superficie disponible de P25 para oxidar a

la glucosa seria mayor.
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% Glucosa convertida a 365 nm por el hibrido
0,005G0x-25P25
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W60 min

% Glucosa convertida

Inicial Reutilizacion 1 Reutilizacion 2

Muestras

Figura 19. Representacion del porcentaje de glucosa convertida en los dos ciclos de reutilizacion del

hibrido 0,005GOx-25P25 expuesto a una radiacion de 365 nm.

2.4. Desactivacion catalitica

Finalmente, se adjuntan los resultados obtenidos al mantener durante 225 minutos, el
enzima libre y el hibrido 0.01GOx-25P25 en ausencia de iluminacion y el hibrido
0.01GOx-25P25 expuesto a una radiacion de 365 nm. Se puede observar como el
porcentaje de conversion de glucosa del hibrido 0,01GOx-25P25 a los 225 minutos es del
92%. Con lo cual nos confirma que el proceso fotocatalitico es el que gobierna el proceso
de oxidacion de la glucosa, ya sea por la interaccion con los huecos positivos de la
superficie del P25 o por los posibles radicales OH" que se hayan podido generar.

% Glucosa convertida

1000

i
B =800

t

:

§ 60,0 39,1 %135 min
° W 225 min
o 400

Q

=

(4]

2 20,0

N\
Control 0,0160x 0,01G0x-25P25 0,01G0x%-25P25
365 nm

Muestras

Figura 20. Representacion de la actividad de catalitica del enzima libre y del hibrido 0,01 GOx-25P25
sin irradiar y del hibrido 0,01GOx-25P25 después de estar expuesto a una radiacion de 365 nm.
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Por otro lado, las muestras sin irradiar revelan como el grado de conversion de la glucosa
es mayor para el enzima libre que para el hibrido, habida cuenta de una posible logica
pérdida de actividad tras la interaccion con P25, que pudiera afectar a la conformacion

nativa de la enzima.

3. Conclusiones

La caracterizacion de las muestras nos indica que se consigue inmovilizar el enzima sobre
las NPs de P25, con lo cual es posible la obtencion de hibridos funcionales que combinan
GOx y P25. Los resultados obtenidos al comparar la actividad catalitica de las distintas
muestras a diferentes longitudes de onda muestran que la capacidad catalitica que
manifiestan los hibridos GOx-P25 a la hora de degradar la glucosa depende en gran
medida de la respuesta fotocatalitica del P25, especialmente en presencia de los LEDs de
luz UV.

También cabe destacar el papel inhibidor de los mismos LEDs en la actividad especifica
del GOx. La falta de produccion de d-gluconolactona pone de manifiesto que el P25 no
simula el comportamiento enzimatico de GOx. Sin embargo, las elevadas tasas de
conversion de glucosa, incluso después de tratamientos prolongados o tras varios
procesos de reutilizacion hacen pensar en el P25 como un fotocatalizador con gran
potencial para el tratamiento del cancer por la via de la disrupcion metabdlica y abre el
camino para seguir investigando alternativas con este soporte y a seguir explorando vias

de inmovilizacion y de generacion de materiales hibridos.
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