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ABREVIATURAS

Azo: azobenceno

AMP: péptido antimicrobiano
CD: dicroismo circular

CDP: dipéptido catidnico

DCC: diciclohexilcarbodiimida
DIPEA: N,N-diisopropiletilamina
DMAP: 4-(dimetilamino)piridina
DMF: N,N-dimetilformamida

EA: enfermedad de Alzheimer

E. coli: Escherichia coli

EDX: fluorescencia de rayos X por
energia dispersiva

EEDQ: N-etoxicarbonil-2-etoxi-1,2-
dihidroquinolina

Et;0: dietiléter

EtOH: etanol

5-FU: 5-fluorouracilo

GAG: glucosaminglucano

HB: Hypocrellin B

Hep-2: linea celular de carcinoma
epitelial de laringe humano

HFIP: 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol

HR-TEM: microscopia de transmisién
electrdénica de alta resolucién
HR-ESI-MS: espectrometria masas con
ionizacion por electrospray de alta
resolucién

IR: espectroscopia infrarrojo

ITC: calorimetria de titulacion
isotérmica

MCF-7: linea celular de

adenocarcinoma de mama

En RMN

s: singlete

D,0: agua deuterada
ppm: partes por millén
MHz: megahercios

MEB: microscopia electrénica de
barrido

MET: microscopia electrénica de
transmisién

MIC: concentracién minima inhibitoria
NHS: N-hidroxisuccinimida

NLS: sefiales de localizacidn nuclear
PEC: cluster encapsulado en péptido
POM: polioxometalato

PTA: 4cido fosfotungstico

RD: linea celular de rabdomioma
RMN: resonancia magnética nuclear
TBA: tetrabutilamonio

TBABr: bromuro de tetrabutilamonio
TGA: analisis termogravimétrico
Tris-NHa:
tris(hidroximetil)Jaminometano

VLP: particula similar a virus

VPH: virus del papiloma humano
XRD: difraccidon de rayos X

0C: grado Celsius

g: gramo

M: concentracién molar

min: minuto

mmol: milimol

mL: mililitro

Rdto.: rendimiento

rpm: revoluciones por minuto

rt: temperatura ambiente

%: porcentaje



En IR

w: débil; m: media; s: fuerte; vs: muy fuerte; br: ancha; sh: hombro (de sus
abreviaturas en inglés)

O:: oxigeno terminal

O.: oxigeno puente entre octaedros que comparten vértices

0.: oxigeno puente entre octaedros que comparten aristas

Abreviaturas vy cédigo de letras de aminoacidos

Ala (A): alanina Lys (K): lisina

Arg (R): arginina Met (M): metionina
Asp (D): 4cido aspartico Phe (F): fenilalanina
Cys (C): cisteina Pro (P): prolina

Gln (Q): glutamina Ser (S): serina

Glu (E): acido glutamico Thr (T): treonina
Gly (G): glicina Tyr (Y): tirosina

His (H): histidina Val (V): valina

Leu (L): leucina



RESUMEN

Compuestos hibridos de polioxometalato-péptido y sus
aplicaciones en biomedicina

Los polioxometalatos son clusters inorganicos de metales de transicién y oxigeno con
alta carga negativa y dimensiones nanométricas, utilizados ampliamente en el campo de
la catalisis y de la biomedicina. La funcionalizacion de polioxometalatos con péptidos da
lugar a nuevos materiales hibridos con potente actividad bioldgica para su uso en
nanomedicina, especialmente como agentes antibacterianos, antitumorales o
antiamiloides. El ensamblaje con péptidos puede producirse a través de interacciones
electrostdticas entre ambos componentes (hibridos idnicos) o mediante unién covalente
(hibridos covalentes). Durante la Ultima década, se han realizado numerosas
investigaciones sobre la sintesis y evaluacion de la actividad biolégica de diferentes
hibridos POM-péptido. Una parte importante de estos estudios consiste en la
caracterizacion de los hibridos, ya que su estructura puede determinar sus propiedades
y, por tanto, sus aplicaciones. El creciente interés y los avances en el campo de los
nanomateriales hibridos POM-péptido muestran nuevos posibles tratamientos para
enfermedades como el cdncer o el Alzheimer. Por todo ello, este trabajo engloba una
revision bibliografica de diversos hibridos POM-péptido, asi como el disefio de una ruta
sintética para la obtencion de un hibrido de tipo covalente y la sintesis y caracterizacion
de tres precursores POM como trabajo experimental.

ABSTRACT

Polyoxometalate-peptide hybrid compounds and their
biomedical applications

Polyoxometalates are a type inorganic clusters of transition metals and oxygen with high
negative charge and nanometric dimensions, widely used in the field of catalysis and
biomedicine. The functionalization of polyoxometalates with peptides gives rise to new
hybrid materials with potent biological activity for use in nanomedicine, especially as
antibacterial, antitumor or antiamyloid agents. The assembly with peptides can take
place through electrostatic interactions between both components (ionic hybrids) or by
covalent bonding (covalent hybrids). During the last decade, much research has been
carried out on the synthesis and evaluation of the biological activity of different POM-
peptide hybrids. An important part of these studies is the characterization of hybrids,
since their structure can determine their properties and, therefore, their applications.
Advances in the field of POM-peptide hybrid nanomaterials show new possible
treatments for diseases such as cancer or Alzheimer’s disease. Therefore, this work
includes a bibliographic review of various POM-peptide hybrids, as well as the design of
a synthetic route to obtain a covalent-type hybrid and the synthesis and characterization
of three POM precursors as experimental work.
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INTRODUCCION

1. Introduccion

Los polioxometalatos (POMs), también llamados polioxoaniones o clusters metalicos,
comprenden una amplia familia de clusters inorganicos formados por la condensacién
de oxoaniones de metales de transicion (especialmente, wolframio, molibdeno y
vanadio) dando lugar a estequiometrias y estructuras muy variadas. Atendiendo a su
composicion podemos clasificarlos en isopolioxometalatos y heteropolioxometalatos.

Los isopolioxometalatos presentan una férmula general [MmOn]P, siendo M un metal de
transicién tal como Nb, V, Mo o W unido a atomos de oxigeno, formados por
condensaciéon de oxoaniones MO4s" en medio acido.

?
/ﬁ“ﬁ

o

Figura 1. Una estructura caracteristica de isopolioxometalatos es la
estructura de Lindqvist [NbsO1s]®. Representacion atémica y poliédrica.

Los heteropolioxometalatos presentan en su estructura, ademads de dtomos de metales
de transicién y de oxigeno, atomos de boro, silicio, fosforo o germanio que se
denominan heteroatomos. El heteroatomo queda alojado en el interior de la estructura,
rodeado por los octaedros de oxoaniones condensados y unido a los atomos de oxigeno
gue le rodean.

a-XM;0,, a-XM;,0,, a-X;M;: 0,
Anderson-Evans Keggin Wells-Dawson

Figura 2. Estructuras caracteristicas de heteropolioxometalatos.

Los polioxometalatos son sintetizados mediante reacciones simples dando lugar a
estructuras generalmente estables térmicamente. Ademads, presentan buena estabili-
dad en disolucién acuosa, especialmente en medio acido, ya que en medio bdsico
pueden descomponer por reaccién con hidréxidos. Los heteropolioxometalatos son
altamente solubles en agua y disolventes polares, como alcoholes, siendo insolubles en
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disolventes organicos como benceno. Las sales inorgdnicas de estos heteropoliacidos
tienen mayor solubilidad en agua cuanto mds pequefio es el catién (mejor con Li* o Na*
que con K* o NH4*), mientras que las sales con cationes organicos, como el
tetrabutilamonio (TBA), son solubles en disolventes organicos pero no en agua.
Normalmente, los polioxometalatos se encuentran muy hidratados, pudiendo
cuantificar las moléculas de agua mediante un analisis termogravimétrico (TGA).

Muchos de los polioxometalatos son potentes agentes oxidantes, ya que presentan
atomos metalicos en su mayor estado de oxidacidén. En algunos casos, estos POMs
pueden sufrir reducciones reversibles con ganancia de uno o dos electrones, dando lugar
a especies intensamente coloreadas con metales de valencias mixtas, denominadas
heteropoliazules.!

Todas estas propiedades, afiadidas a su facil sintesis, convierten a los polioxometalatos
en especies interesantes para su funcionalizacion con moléculas organicas o
biomoléculas dando lugar a compuestos hibridos con diversas aplicaciones en el campo
de la catalisis y en el disefio de nuevos (nano)materiales. Ademads, cabe destacar el
avance en el disefo y sintesis de hibridos POM-péptido con capacidad antimicrobiana,
antitumoral y antiamiloide que abre puertas a la mejora biomédica, por ejemplo en el
tratamiento del Alzheimer.?3

2. Objetivo y planteamiento del trabajo

El trabajo a desarrollar se divide principalmente en dos partes:

» Revision bibliografica de compuestos hibridos polioxometalato-péptido
incluyendo los procedimientos y resultados obtenidos en la sintesis vy
caracterizacién de hibridos covalentes e idnicos. Ademas, se expondran algunas
de las aplicaciones mas relevantes de estas especies en el campo de la
biomedicina (uso como antibacterianos, antitumorales y antiamiloides).

> Parte experimental basada en la sintesis y caracterizacién de un hibrido
covalente polioxometalato-péptido, partiendo de los precursores. Las técnicas
para su caracterizacion serdn espectroscopia FT-IR y RMN vy analisis
termogravimétrico (TGA).

Ademads, se propondrdn otros métodos de sintesis de hibridos covalentes POM-péptido,
estudiando distintas estrategias de activacién del grupo acido de la tricina, como ligando
organico de unién previa al POM, para su posterior unién al extremo amino del péptido.
También se valorara la posible unidn a través del grupo tiol de un aminoacido cisteina
presente en un spacer del péptido, para lo que se necesitard como ligando organico
previamente unido al POM la maleimida.

LAURA FUERTES MONGE 2
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3. Revision de compuestos hibridos POM-péptido y sus aplicaciones en
biomedicina

3.1 Introduccion

Los polioxometalatos son sistemas inorgdnicos con propiedades adecuadas para su
aplicacion en biomedicina como agentes antibacterianos, antivirales y antitumorales.
Ademas, su funcionalizacidn con moléculas organicas o biomoléculas permite optimizar
sus propiedades fisicoquimicas y generar caracteristicas estructurales y morfoldgicas
Unicas, mejorando y ampliando su rango de aplicaciones en este campo.* La formacion
de hibridos inorgdnicos-(bio)organicos puede darse por interaccidn electrostatica entre
ambos componentes (unién idnica) o mediante unidon covalente, clasificando los
hibridos de POMs en Clase | y Clase Il, respectivamente.®

o £
)

© A7 LN
® >
¢

Figura 3. Hibridos POM-péptido: clase I, “lonic assembly” (izda.) y
clase Il, “Covalent approach” (dcha.).

Los materiales hibridos de Clase | son capaces de autoensamblarse con un alto
rendimiento a través de bloques de construccién relativamente sencillos, abriendo
puertas al disefio y creacidon de nuevos (nano)materiales avanzados. Por otra parte, los
de Clase Il permiten una modificacién mas precisa de las propiedades electrdnicas y
espectroscépicas, ademads de facilitar un medio controlado en una postfuncionalizacion
en otra superficie, debido a que establecen una unién mas fuerte (covalente) entre el
POM y el componente (bio)organico.

Una de las estrategias para funcionalizar polioxometalatos es la uniéon a péptidos, tanto
de forma idnica como covalente, dando lugar a un hibrido POM-péptido. La investiga-
cion en la quimica de los materiales hibridos POM-péptido ha tenido grandes avances
en la Ultima década, en especial del afno 2015 a 2020, debido a sus destacadas
propiedades fisicoquimicas y sus multiples aplicaciones. La mayoria de estos hibridos
han sido sintetizados, segun la literatura, por reaccion directa del POM con el péptido,
destacando como estructuras predominantes para el polioxometalato la Lindgvist
[MeO19]%, Anderson-Evans [XMs024]%, Keggin [XM12040]% y Wells-Dawson [X2M13062]%".

Es posible funcionalizar POMs con péptidos que presentan propiedades antifungicas,
citotoxicas, anticancerigenas, antiinflamatorias, antiamiloides y antioxidantes, entre
otras.®” Una nueva propuesta de investigacion, en la que se engloba este trabajo, es la
de utilizar péptidos antimicrobianos (AMPs, por sus siglas en inglés). Estos péptidos
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tienen estructura secundaria de a-hélice y contienen residuos protonados, confiriendo
cardcter catidnico al péptido y permitiendo la sintesis de hibridos de Clase I. En este
trabajo se revisardn especialmente los estudios basados en nuevos materiales hibridos
POM-péptido con aplicaciones bioldgicas.

3.2 Hibridos POM-péptido idnicos

Los polioxometalatos son polianiones de medidas nanométricas y de alta carga negativa,
siendo asi capaces de interaccionar con moléculas cargadas positivamente. Por ello,
para originar el autoensamblaje de hibridos POM-péptido de Clase I, se eligen péptidos
cationicos o aminoacidos cargados positivamente.

La mayoria de los trabajos revisados utilizan como polioxometalatos estructuras simples
y pequeias, destacando la tipo Keggin y algunas de sus variedades tales como los
heteropolidcidos Keggin (Hs3PW12040 0 HaSiW12040)%° 0 el Keggin lacunario.'? Entre los
aminodacidos preferidos para los péptidos de unién al POM, se encuentran los cargados
positivamente, como se ha mencionado anteriormente, y los aromaticos, ya que
proporcionan hidrofobicidad al sistema y buenas caracteristicas de autoensamblaje y
empaquetamiento. También cabe destacar el uso de péptidos bio-inspirados ya que
mejoran la biocompatibilidad del hibrido para su aplicaciéon biomédica.

Tabla 1. Vista previa de los diferentes POMs y péptidos para la obtencion de hibridos idnicos

Ref. Ano Tipo de POM Férmula POM Péptido Aplicaciones
8 2010 HPA Keggin H3PW1,040 CDP (FF-NH,) Encapsulacion
ABlS-ZO (AC-QKLVFF-

3 2013 Wells-Dawson [P2COW17061]* Antiamiloide

NH,)
Cépside HPV18
(SSKPAKRVRVRARK)  Deteccion del

11 2015 Lindqvist Nas[EuW10036] Capside HPV16 VPH
(SSTSTTAKRKKRKL)

9 . . KAzoKAzoKAzoKAzo Antibacteriano

12 2016 HPA Keggin HaSIW 12040 K-NH; Ensamblaje 1D

13 2016  HPA Keggin HiSiWi0g | CPtidoscortosricos Ly o

en lisina: KLKLKLK

. . Ac-EEMQRRAD-NH; .
14 2017 HPA Keggin H4SiW1,040 Ac-EEMQRR-NH, Adhesivos

Keggin mono-

15 2019 .
lacunario

Ks[ot-SiW11030] GHK Adhesivos

La primera sintesis, segun se conoce, de hibridos POM-péptido de Clase | fue llevada a
cabo por X. Yan et al.® en el afio 2010. En este caso se selecciond para la sintesis un
polioxoanién Keggin, concretamente el acido fosfotungstico (PTA, en inglés), H3PW120ao,
el cual se combind con un dipéptido catidnico (CDP, en inglés), H-Phe-Phe-NH, - HCI. El
CDP deriva del péptido difenilalanina (FF) que esta presente en el péptido B-amiloide.
Los autores iniciaron la sintesis del hibrido adicionando una disolucién acuosa de PTA a
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una disolucion HFIP (1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol) del péptido, en una ratio 1:5y
a temperatura ambiente. Instantdneamente, se generd una suspensidon turbia
opalescente, indicando que se habia producido ensamblaje entre los dos componentes.
Los polioxoaniones de PTA habian interaccionado electrostaticamente con el extremo
N-terminal positivo del CDP, quedando encapsulados y generando estructuras PEC
(peptide-encapsulated clusters, en inglés), las cuales podian autoensamblarse en mayor
medida originando esferas coloidales supramoleculares (ver Figura 4). El analisis por
microscopia electréonica de barrido (MEB) junto con la microscopia electrénica de
transmisién (MET) indicaron la formacion de estructuras supramoleculares esféricas de
tamafio aproximado de 150 nm. Por otra parte, la microscopia electrénica de
transmisién de alta resolucién (HR-TEM, en inglés) mostraba que dichas esferas
supramoleculares contenian unidades estructurales basicas de alrededor de 1 nm
(correspondientes a unidades de PTA) rodeadas de una capa de péptido, originando
estructuras hibridas idnicas PEC de aproximadamente 1.4 nm. Ademas, se realizé un
estudio por fluorescencia de rayos X por energia dispersiva (EDX, en inglés), que indico
la presencia de wolframio y carbono en la estructura supramolecular. Por lo tanto, ésta
se componia tanto de PTA como de CDP, siendo una esfera coloidal hibrida.

electrostatic w

1
N ¢ interaction .
A + — i
< =% 5’ k
), .

g

cationic dipeptide POM further PECs
stacking
£

hybrid spheres

Figura 4. llustracion esquemadtica de la union PTA-CDP con la generacion de una
estructura esférica supramolecular. Reproducida con permiso de la referencia®.

La sintesis se repitié modificando la ratio PTA/CDP, y variando el pH y la temperatura
con el objetivo de analizar la influencia de estos tres factores en el ensamblaje idnico.
Los cambios en la relacion PTA/CDP no modificaron la morfologia ni el tamafio de las
nanoparticulas, pero se vio que habia un limite de estabilidad del sistema por encima
del cual precipitaba una red de particulas originada por el exceso de péptido. El aumento
del pH producia la pérdida de la carga positiva del grupo amino del péptido, impidiendo
la union idnica entre éste y el Keggin. Por lo tanto, las nanoesferas solo eran estables en
condiciones acidas, deshaciéndose a pH basicos. Por otro lado, el calentamiento por
encima de 50 °C producia una fuerte disminucién en la turbidez de la disolucion,
sugiriendo que la interaccién iénica disminuia e incluso desaparecia a temperaturas por
encima de 70 °C. Asi, los autores demostraron que estas esferas hibridas presentaban
propiedades de respuesta a estimulos, en concreto al pH y a la temperatura. Esta
caracteristica, afadida a la capacidad de albergar moléculas en su interior, permite
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utilizar estas nanoesferas hibridas en la liberacidén controlada de farmacos, en especial
de los que son hidrofébicos como Hypocrellin B (HB) usado en terapia fotodinamica.

Este articulo dio paso al resto de investigaciones en la quimica de los hibridos idnicos
POM-péptido, donde los procedimientos para su sintesis siguen una forma similar a la
descrita, con la particularidad de que cada investigacion se centra en un tipo de POM vy
de péptido diferente, dando lugar a hibridos morfolégicamente distintos y con aplicacio-
nes muy variadas.

En el afio 2013, Xiaogang Qu et al.? realizaron un estudio similar al descrito ante-
riormente en el que también se obtuvieron nanoesferas hibridas, en este caso con
propiedades antiamiloides. Para la sintesis se adiciond una disolucién acuosa de
Ks[P2CoW17061], POM con estructura Wells-Dawson, a una disolucion HFIP del
fragmento del péptido B-amiloide, AB1s-20 (Ac-QKLVFF-NH,), a temperatura ambiente.
Los estudios microscépicos (MEB, MET, HR-TEM) indicaron que las esferas coloidales
tenian un tamafo de aproximadamente 80 nm. El espectro FT-IR del hibrido POM-
péptido mostraba una fuerte interaccién entre ambos componentes, observando
sefiales correspondientes a los enlaces N-H y C=0 del péptido (2834 y 1634 cm™,
respectivamente) y bandas en la regidn del POM, por debajo de 1000 cm™, asociadas a
los enlaces W=0¢, W-Oy-W y W-0,-W.

Dos afios después, Lixin Wu et al.*! innovaron mediante el ensamblaje de un péptido
rico en argininay lisina derivado de la proteina de la capside del VPH (virus del papiloma
humano) con un POM Lindqvist con europio, Nas[EuW10036], el cual aportaba propieda-
des de luminiscencia al hibrido. La caracterizacion de éste se realiz6 mediante MET,
MEB, difraccién de rayos X (XRD, en inglés) y FT-IR. El andlisis por calorimetria de
titulacién isotérmica (ITC, en inglés) confirmd que el ensamblaje estaba gobernado por
la termodindmica, y el estudio del potencial { demostré que la uniéon entre ambos
componentes se daba por interaccion electrostatica.

Por ultimo, cabe destacar la funcionalizacion de POMs con péptidos de tipo facial,
utilizados ampliamente por el investigador Wen Liy sus colaboradores, en el afio 2016.°
Estos péptidos presentan propiedades anfipaticas, de modo que cuando el péptido se
pliega las cadenas laterales hidrofdbicas e hidrofilicas se disponen en caras opuestas del
péptido, lo que les da el nombre de péptidos faciales. Li et al.>*? llevaron a cabo la
sintesis de un hibrido basado en el ensamblaje de un péptido facial, combinando una
parte hidréfila (aminoacidos lisina) con una parte hidréfoba (azobenceno), y el
heteropoliacido Keggin H4SiW1,040. La formacién del hibrido se produjo en disolucién
acuosa a pH ligeramente acido, al interaccionar ambos componentes en un ratio minimo
POM/péptido 1:2. El péptido facial adoptd la conformaciéon de lamina-B, analizada
mediante dicroismo circular (CD, en inglés), con las cadenas laterales de residuos
hidrofobos a lados opuestos del esqueleto del péptido. La microscopia electrénica
demostré la formacion de largas fibras hibridas de un diametro de aproximadamente
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13 nm. Ademds, las imagenes por HR-TEM mostraron que los nanoclusters de POM se
disponian en el interior de estas nanofibras como una doble capa separada por una
distancia proxima a los 5 nm (ver Figura 6A). Los investigadores sugirieron, de acuerdo
con los resultados experimentales, que las fibras presentaban una estructura interna de
capas POM-péptido-péptido-POM (ver Figura 5). Los aminodcidos lisina cargados positi-
vamente mantenian unidos los péptidos al POM mediante interacciones electrostaticas,
mientras que los péptidos se asociaban debido a puentes de hidrogeno entre los esque-
letos peptidicos de las [dminas-PB, y a interacciones hidrofébicas y de tipo -t entre los
anillos planos de grupos azobenceno. De este modo, se generaban nanoestructuras 1D.

Shell Core

Figura 5. Estructura interna de las nanofibras originadas por interaccion
electrostdtica entre un péptido facial y un heteropolidcido Keggin.

Los autores repitieron la sintesis con seis variantes de péptidos faciales combinandolos
con siete POMs de diferentes tamafios y estudiando el autoensamblaje entre ambos
componentes.® Se vio que la estabilidad de las nanofibras aumentaba con la disminucién
del nimero de residuos lisina o con el aumento de las interacciones hidrofdbicas.
Ademads, al aumentar el tamafio de los clusters anidnicos, el impedimento estérico
evitaba el plegamiento de los péptidos originando nanoesferas en lugar de nanofibras.

En estudios posteriores durante los afios 20163, 2017y 2019%, Wen Liy sus colabora-
dores demostraron que al modificar las condiciones experimentales (pH, co-disolventes,
etc.), el tamaio del POM y las caracteristicas del péptido podian dirigir la formacion de
hibridos con nanoestructuras 1D o 3D, con diferentes posibilidades de aplicacién (ver
Figura 6).

Fibers

Figura 6. Micrografias MET de diferentes ensamblajes ionicos POM-péptido.
Reproducidas con permiso de las referencias.1*%141%
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3.3 Hibridos POM-péptido covalentes

A diferencia de los hibridos de Clase |, el autoensamblaje de hibridos POM-péptido
covalentes (Clase Il) representa un desafio sintético, conociéndose un menor nimero
de ejemplos y con aplicaciones hasta ahora limitadas. Sin embargo, la unién entre los
componentes es mas fuerte, lo que da lugar a hibridos con mayor estabilidad.

Hasta el momento destacan dos lineas diferentes para la sintesis de hibridos POM-
péptido covalentes. La primera implica la funcionalizaciéon previa del POM con una
molécula organica, tris(hidroximetillaminometano (a partir de ahora nombrada como
TRIS-NH2) o un derivado de ésta, mientras que la segunda utiliza como ligando puente
entre el polioxometalato y el péptido un compuesto organometdlico de estafio.

Los compuestos organometalicos de estafio fueron ampliamente utilizados por Max
Malacria y sus colaboradores durante los afios 2003 y 2005.67 La funcionalizacion se
llevd a cabo, tal como indica el Esquema 1, con Cl3Sn(CH;)2COOH en dos POMs Wells-
Dawson lacunarios con la misma férmula quimica pero diferente ubicacién del hueco
lacunario ai-/o2-[P2W17061]1%. Esto dio lugar a dos isémeros cuya diferencia se encon-
traba en la disposicién del a&tomo de estafio en la estructura, afectando asi a la simetria
de los compuestos obtenidos: el isémero a, presenta simetria Cs, mientras que el
isdbmero ai es un compuesto quiral.

'y C];SD(cHz)chEH

H,0, pH=5

C1,Sn(CH,),CO.H

M\ BuyNBr, CH,CN

0ty-[PaW;30g:]" [Py 7051{Sn(CH2),COHN

Esquema 1. Ruta para la funcionalizacion del POM lacunario con el derivado
organometdlico de estafio. Reproducida con permiso de la referencia.®

Siguiendo el procedimiento de Pope et al.*®1° el isémero o, se obtuvo adicionando el
compuesto organometdlico de estafio a una disolucién acuosa de a2-[P2W17061]*% a pH
5, precipitando como sdlido blanco al aiadir bromuro de tetrabutilamonio (TBABr). Su
caracterizacidn por IR mostré las bandas caracteristicas asociadas a los enlaces P-O sin
el tipico desdoblamiento de los compuestos lacunarios, lo que sugeria que el hueco
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habia sido completado con el compuesto organometalico de estafio. El isomero a; se
sintetizdé tras adicionar el POM lacunario Ke[at1-LiP2W17061] @ una disolucién de TBABr en
acetonitrilo a la que se le habia afiadido previamente el derivado organometalico de
estafio. Esta estrategia diferente de sintesis fue necesaria dado que el isémero lacunario
a1 isomerizaba térmicamente al isémero au en las condiciones de sintesis anteriores.

Una vez ensamblado el organometdlico, se llevé a cabo la activacion del extremo acido
del derivado de estafio y su posterior unidn a los aminodcidos fenilalanina (Phe) o al
derivado de tirosina Tyr-O'Bu por reaccién con su extremo amino, dando lugar a un
enlace amida. La activacidén se realizé utilizando como coupling reagents EEDQ (N-
etoxicarbonil-2-etoxi-1,2-dihidroquinolina), para la unién con Tyr-O'Bu, o cloroformiato
para el ensamblaje con fenilalanina. Los hibridos obtenidos se caracterizaron mediante
31P-RMN y 'H-RMN.

El primer ejemplo de funcionalizacién de un POM con un derivado del TRIS fue reportado
en el afio 1990 por J. Zubieta y Q. Chen, los cuales lograron la unién de un polioxo-
vanadato con estructura Wells-Dawson con tris(hidroximetil)nitrometano.?® Reciente-
mente, se han revisado diversas estrategias para la unién de moléculas organicas
derivadas del TRIS como nexo entre POMs con diversas estructuras y péptidos.?%2%23 Un
avance importante fue el del investigador Xiaogang Qu y sus colaboradores, en el afio
2019. Estos funcionalizaron un POM Mn-Anderson con la molécula orgénica TRIS-NH,
para su posterior unidon con aminoacidos quirales, generando hibridos con fuerte
actividad inhibitoria en la agregacién del péptido B-amiloide (AB), responsable de
enfermedades como el Alzheimer o el Parkinson.?* La funcionalizacién del Anderson-
Evans con TRIS-NH; se realizd segln el estudio de Marcoux et al.?®>, mientras que la
posterior unidn peptidica se obtuvo mediante el procedimiento descrito en el articulo
de Yvon et al.?!, ambos procesos representados en el Esquema 2.

O
H
HN C\/\C o)

II
- _TRIS-NH, DCC, NHS
Acetato de DMF, 50 0c 24h DMF, rt, 24h
manganeso (Il)

Rdto. 80% HN
C/\/ “OH
o)
0 o]
.C PN
HN™ " N
i NH,-AA
o Aminoacido quiral a. D/L-His
(NH2-AA) b. D/L-Glu
c. D/L-Leu
0 DMF, rt, 24h d. D/L-Phe
o DIPEA
HN. C__N -
o O 1

Esquema 2. Ruta sintética de diferentes hibridos Mn-Anderson-aminodcido quiral.
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El tratamiento de (TBA)a[a-MogO26] con acetato de manganeso (Il) en presencia del TRIS-
NH; dio lugar al POM Mn-Anderson difuncionalizado, que fue aislado como cristales
naranjas con un 80% de rendimiento y caracterizado mediante difraccidon de rayos X. Su
reaccién con anhidrido succinico origind un acido carboxilico que se activé en la
siguiente etapa por reaccién con N-hidroxisuccinimida (NHS) en presencia de DCC
(diciclohexilcarbodiimida). La activacién del acido permitié la facil reaccion con el
extremo amino del aminoacido quiral en presencia de N,N-diisopropiletilamina (DIPEA),
generando un enlace amida y obteniendo como producto final el hibrido covalente
quiral. Los hibridos sintetizados incluian aminoacidos cargados positivamente (D/L-His),
cargados negativamente (D/L-Glu) o aminoacidos hidrofdbicos (D/L-Leu y D/L-Phe).
Todos los productos se aislaron por precipitacion con dietiléter (Et,0) sin posterior
purificacién y fueron caracterizados mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF),
confirmando que la unién del POM y el aminoacido se producia por amidacion.

También en el aflo 2019, Hu et al.?® desarrollaron un nuevo método de sintesis de
hibridos con capacidad antitumoral a partir de un hexavanadato Lindqvist enlazado
covalentemente a ésteres de aminoacidos. Tal como muestra el Esquema 3, se hizo
reaccionar el hexavanadato, previamente difuncionalizado con un derivado alcohol del
TRIS (Ve-TRIS-OH), con anhidrido succinico en acetonitrilo y en presencia de DMAP (4-
(dimetilamino)piridina) como catalizador para la esterificacion. El producto obtenido se
trataba de un éster que presentaba un extremo 4acido. Este extremo se activé con EEDQ
y, seguidamente, se hizo reaccionar con el extremo amino de los diferentes ésteres de
aminodcidos, B-Alanina etil éster y L-Alanina metil éster, originando los hibridos
covalentes por enlace amida.

0]
T I
H 0N C.
I
090 °
\V\_/V/ Rdto. 70% ] 1 EEDQ
P . B
Acetonitrilo, 50 °C NH,-AA
DMAP
C NH,-AA
I
HO HO\C/\/C\O AA'HN\ICI;/\/C\O a. B-Alanina etil éster
I - i il é
V4-TRIS-OH 5 o) b. L-Alanina metil éster

Esquema 3. Ruta sintética de hibridos covalentes hexavanadato Lindqvist-aminodcido.

La estructura de ambos hibridos se determiné mediante el andlisis por difraccion de
rayos X. Los espectros FT-IR de ambos compuestos mostraron bandas muy fuertes cerca
de los 950 cm™ correspondientes al enlace V=0. Ademas, presentaban bandas a 1735y
1737 cm™ asociadas al enlace éster y bandas a 1667 y 1671 cm™ correspondientes al
enlace amida. La caracterizacion se completd mediante espectroscopia H-RMN y
espectrometria de masas con ionizacion por electrospray de alta resolucién (HR-ESI-MS,
en inglés). Los resultados confirmaron el éxito en la sintesis de los hibridos de Clase II.
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3.4 Aplicaciones biomédicas

La actividad biolégica de los hibridos POM-péptido es muy variada, pudiendo utilizarse
en el campo de la biomedicina como antiamiloides, agentes antibacterianos o incluso
como antitumorales. Ademas, destacan importantes publicaciones relacionadas con el
uso de péptidos del virus del papiloma humano (VPH).

e Relacionados con el VPH

El grupo de Lixin Wu, describié la sintesis de hibridos idnicos basados en POMs de
europio ensamblados a péptidos derivados de proteinas de la cdpside de dos cepas
patégenas del VPH, explicada en el apartado 3.2.1! Estos péptidos, llamados sefiales de
localizacion nuclear (NLS, en inglés), son fragmentos de proteinas de la capside de VPH-
16 y VPH-18, ricos en arginina y lisina y cargados positivamente. La interaccidon
electrostatica entre el oxoanién de europio y los péptidos originaron nanoesferas
fluorescentes. Posteriormente, en el afio 2018, los autores estudiaron la fluorescencia
de estos hibridos idnicos en presencia de diferentes glucosaminglucanos (GAGs), como
heparina, sulfato de condroitina o acido hialurdnico, los cuales son receptores celulares
que permiten la entrada del virus a las células.?’ Si el péptido que conformaba el hibrido
presentaba afinidad especifica por el GAG, dejaria de ensamblarse con el POM para
unirse con el GAG, de modo que disminuiria la fluorescencia. El método fue probado con
un hibrido que contenia la proteina recombinante HPV-16L1, siendo efectivo para
identificar los receptores celulares heparina y sulfato de condroitina. Este avance fue un
ejemplo del uso de hibridos POM-péptido para la deteccidn del virus.

e Antiamiloides

Diversos hibridos polioxometalato-péptido presentan actividad inhibitoria en la
agregacion del péptido B-amiloide (AB), proceso implicado en la formacidn de placas
amiloides en el cerebro que son abundantes en pacientes afectados por la enfermedad
del Alzheimer (EA). Entre ellos destaca el hibrido basado en la interaccidn electrostatica
entre un polioxowolframato Wells-Dawson y el fragmento peptidico ABis20, cuya
sintesis se ha descrito en el apartado 3.2.3 El péptido AB1s-20 contiene la secuencia KLVFF
gue puede unirse al péptido AB completo y prevenir su agregacion. Ademas, la
incorporacion de un tinte fluorescente (congo red) en las nanoesferas hibridas permitié
la monitorizacién del proceso de inhibicién mediante el cambio de fluorescencia.

Debido a la estructura compuesta hélice-a y [amina-pB, el péptido B-amiloide es sensible
a entornos quirales, de modo que la quiralidad y la orientacion de la hebra AB afectan
fuertemente al proceso de agregacién. Esto se ve reflejado en la sintesis de hibridos
covalentes originados mediante la unidn entre un Mn-Anderson y un aminoacido quiral,
estudiados por el grupo de investigacién de Xiaogang Qu en el afio 2019 (Esquema 2).%*

Los investigadores demostraron que la funcionalizacion del POM con aminodcidos
quirales, en especial con el aminoacido hidrofdbico fenilalanina (Phe), originaba hibridos
con actividad antiamiloide. Ademas, los estudios realizados in vivo mostraron que los
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hibridos quirales atravesaban la barrera hematoencefalica y alargaban la vida util de la
cepa Caenorhabditis elegans transgénica con EA.

e Antitumorales

Tal como se expone en el apartado 3.3 (Esquema 3), la unién por amidacién entre un
hexavanadato Lindqvist con B-Alanina etil éster o L-Alanina metil éster dio lugar a
hibridos de Clase Il con fuerte capacidad antitumoral, incluso mayor que la del fdrmaco
comercial 5-fluorouracilo (5-FU). Los ensayos in vitro, realizados por Hu et al.?s,
demostraron que ambos hibridos covalentes, presentaban capacidad inhibitoria contra
la proliferacion celular para el carcinoma epitelial de laringe humano (Hep-2), para lineas
celulares de rabdomioma (RD) y para adenocarcinoma de mama (MCF-7). En especial,
en células MCF-7, la actividad inhibitoria de ambos compuestos duplicaba la del 5-FU
(24.87%). Con el objetivo de cuantificar la potencia de ambos compuestos como agentes
antitumorales, se calcularon los I1Cso, que representan la concentracién de compuesto
necesaria para inhibir la proliferacion celular en el 50% de las células. Los resultados
corroboraron que ambos hibridos eran agentes anticancerigenos mas potentes que el
5-FU, bajo las mismas condiciones. Ademas, el hibrido con B-Alanina etil éster mostré la
actividad inhibitoria mas potente contra células Hep-2 y MCF-7 con valores de ICsp de
11.40 y 53.01 uM, respectivamente.

e Antibacterianos

La actividad antibacteriana predomina especialmente en los hibridos POM-péptido de
Clase I. El primer ejemplo de estos hibridos idnicos fue sintetizado por Li et al.'?,
mediante el procedimiento descrito en el apartado 3.2. El ensamblaje entre el Keggin
HaSiW12040 y el péptido facial (KAzoKAzoKAzoK) dio lugar a nanofibras hibridas con
actividad antibacteriana frente a Escherichia coli (E. coli), siendo su concentracion
minima inhibitoria (MIC, en inglés) de 60 uM. Los estudios de microscopia confocal
sugirieron que la superficie cargada positivamente de las nanofibras permitia su uniény
acumulacién en la membrana celular de la bacteria, provocando lisis y muerte celular.
Ademas, las nanofibras presentaron resistencia frente a la degradacidon enzimatica en
sueros humanos, lo que podria alargar su tiempo de vida en la circulacién y facilitar su
distribucidn a los tejidos afectados en un futuro uso como farmaco antibacteriano.

Las investigaciones de Lixin Wu et al.?® sobre la mejora de la estabilidad de VLPs (virus-
like particles) y la actividad bioldgica de POMs, llevaron al ensamblaje idnico de Eu-POMs
con VLPs del VPH. La encapsulaciéon de Eu-POMs en dichos VLPs daba lugar a hibridos
con actividad antibacteriana frente a E. coli, mientras que la adhesién de los POMs a la
superficie de los VLPs no originaba hibridos antibacterianos. La morfologia del hibrido y,
por tanto, su actividad antibacteriana dependia de las condiciones experimentales.
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4. Sintesis y caracterizacion de precursores POM

4.1 Introduccion

Uno de los objetivos del proyecto es la sintesis covalente de un hibrido POM-péptido
que presente actividad bioldgica para su uso en biomedicina. Para ello, se disefia la ruta
de sintesis a llevar a cabo en el laboratorio representada en el Esquema 4.

[WO4J% + [HaPO*] (Kela-P,W 15061 14 H,0]

N82C03

NaVO, + HCI

|KeHIPoW15V506,] - 8 H,O| (Natala-P2Wi50se] 24 H,0)

NH
(BuyN)Br 2

Tris(hidroximetil)aminometano

(BugN)sH4PoW 15V3067 > “’

[HaN-C(CH20)3PW15V3050]™
J + Péptido

Hibrido covalente POM-péptido
Esquema 4. Ruta sintética del hibrido covalente POM-péptido.

La parte experimental engloba la sintesis de los tres primeros polioxometalatos, segun
la ruta sintética, y su caracterizacion mediante espectroscopia IR, 3'P-RMN y analisis
termogravimétrico (TGA).

El primer paso de la ruta da lugar a un polioxometalato con heterodatomos de P y cuya
estructura es de tipo Wells-Dawson (compuesto 1). La reaccién de éste con carbonato
sédico origina el POM Dawson trilacunario (compuesto 2), el cual ha perdido 3 dtomos
de W procedentes de los 3 octaedros de la cuspide de la estructura. La tercera etapa
permite completar el hueco trilacunario con tres octaedros de vanadio (cap V3),
generando de nuevo la estructura Wells-Dawson completa (compuesto 3).

La funcionalizaciéon con tris(hidroximetillaminometano puede realizarse a partir del
compuesto 3. Sin embargo, para mejorar la estabilidad del polioxometalato y su
solubilidad en disolventes organicos, los contraiones K* del POM pueden ser sustituidos
por cationes TBA, previo a la funcionalizacién con el tris.

La union covalente entre el POM funcionalizado y el péptido se produce por reaccion
entre el grupo amino del tris y el extremo acido del péptido, dando lugar a un enlace
amida.
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4.2 Parte experimental

4.2.1 Instrumentacion

Espectroscopia infrarrojo

Los espectros de infrarrojo (IR) se han realizado a muestras en estado sélido mediante
un espectrofotémetro FT/IR-4100 Jasco.

Espectroscopia RMN

La caracterizacion de los compuestos mediante resonancia magnética nuclear (RMN) de
31p{'H} se realizé con un espectrofotdmetro Brucker AV-400. Como disolvente para la
preparacion de las muestras se empled agua deuterada (D20) y como referencia H3POa
(3!P). Los desplazamientos quimicos & se expresan en partes por millén (ppm).

Analisis termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico se lleva a cabo mediante el instrumento Universal V4.5A
de TA Instruments, el cual dispone de una balanza analitica altamente sensible que
detecta pequenas variaciones en el peso de la muestra al iraumentando la temperatura.
Las medidas se realizan en atmdsfera de aire, con incrementos de temperatura de
10 °C/min hasta alcanzar los 800 °C. La pérdida de masa entorno a los 100 °C indicara
el nimero de moléculas de agua presentes en la muestra inicial.

4.2.2 Sintesis y caracterizacion

Sintesis de Ks[a-P2W18062] - n H20 (1)

7 [WO,J* + 8 H* [W705,4]% + 4 H,0

80 H3PO4 +18 [W7024]6- +42 K+ I 7 KG[OL-PZW'IBOGZ] + 66 [H2PO4]- + 54 H20

Esquema 5. Sintesis del compuesto 1.

Este producto se sintetiza siguiendo la sintesis Nadjo con recristalizacién descrita en la
literatura.?®

Se toman 200 g de Na;WOs - 2H,0 (0.607 mmol) y se disuelven en 233 mL de H;O0. La
disolucién se mantiene en agitacién mientras se afiade HCl 4M (167 mL, 0.66 mol)
mediante un embudo de adicién controlada. El pH varia desde 8.7 a los 10 minutos de
adicionar HCl, hasta 7.4. Se afiaden 3 mL extra de HCl para que el pH final sea de 7.2. La
disolucién torna de color, pasando de ser blanquecina a amarillenta. Una vez disuelto
todo el sélido, se afiade de manera controlada H3POs 4M (167 mL, 0.66 mol) con
agitacion constante. La disolucion presenta un color amarillo palido, sin precipitado, y
con pH 1.7. Esta disolucion se deja a reflujo durante aproximadamente 26 horas. Tras el
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reflujo, se deja enfriar la disolucidn y, posteriormente, se afladen 100 g de KCI (1.34 mol)
obteniendo un precipitado amarillo palido que se filtra en un Biichner y se mantiene en
el desecador durante la noche. Dado que la pérdida de agua en el desecador es pequeiia
(0.1 g), el sélido se liofiliza durante 24 horas aproximadamente. El producto seco se
recoge, obteniendo 121.34 g de un fino polvo amarillo pdlido. A continuacién, se
redisuelve en 430 mL de H,0 y se filtra para eliminar las impurezas insolubles. El filtrado
se deja a reflujo a 80 °C durante 72 horas, posteriormente se enfria a temperatura
ambiente y se conserva a 4 °C hasta apreciar cristales. Estos cristales amarillos verdosos
se filtran con un embudo Biichner y se secan a vacio durante la noche (23.83 g, primera
fraccion del compuesto 1). Al filtrado se le adicionan 50 g de KCI (0.67 mmol) mientras
se agita y, seguidamente, el sélido generado se filtra y se seca a vacio durante la noche.
El producto seco se trata de un fino polvo amarillo verdoso (44.32 g, segunda fraccién
del compuesto 1). Rdto: 2.32%; 14.1 mmol, 68.15 g.

IR (cm™): 1088 (s), 956 (m), 909 (m), 740 (vs, br)
31p.RMN (400 MHz, D20, ppm): -12.9 (s)
TGA: pérdida de 4.94% de masa a 100 °C, correspondiente a 13 moléculas de H,O0.

Formula final: KG[(!-PszOez]' 13 Hzo

Sintesis de Nai2[a-P2W150s6] ' n H20 (2)

[0-PaW1g0g5]%" + 12 [CO4]% + 6 H,0 [PoW15056]'% + 3 [WO4]% + 12 [HCO3]

Esquema 6. Sintesis del compuesto 2.

El procedimiento para esta sintesis se encuentra en la literatura.’® Se lleva a cabo
ajustando las cantidades a 3 mmol del reactivo limitante de partida, Ke[a-P2W130e2] (1).

En un matraz de fondo redondo se prepara una disolucion con 14.4 g de Ke[a-P2W130e;]
(1) (3 mmol) y 50 mL de H;0, a la que se le afladen 13.125 g de NaClO4 - H,0 (0.093 mol),
con agitacion constante. La suspensién se deja en agitacion durante 20 minutos y
después se coloca en un bafio de hielo durante 2 horas. A continuacién, el NaClO4 que
no ha reaccionado se elimina mediante filtracién con papel de filtro. Al filtrado, con tono
amarillo verdoso paélido, se le anade una disolucién de Na,COs, previamente preparada
afiadiendo 40 mL de H,0 a 3.975 g (0.0375 mol) de carbonato de sodio. Rapidamente,
se genera una gran cantidad de precipitado blanco. La suspension se transfiere a 4 tubos
Falcon de 50 mL y se centrifuga durante 5 minutos a 3000 rpm. Se decanta el producto,
juntando las fracciones sélidas. A continuacidn, el precipitado se lava con una disolucién
de NaCl (4 gen 25 mL) y, después, se lava con aproximadamente 25 mL de EtOH, dejando
secar a vacio durante algunas horas. Finalmente, el sélido de color blanco se liofiliza
(compuesto 2). Rdto: 52.77%; 1.58 mmol, 6.86 g.
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IR (cm™): 1128 (w), 1085 (s), 1006 (m), 977 (w), 916(w), 866(s), 808 (s), 722 (br, vs)
TGA: pérdida de 7.83% de masa a 100 °C, correspondiente a 19 moléculas de H30.

Formula final: Na2[o-P2W15056] - 19 H20

Sintesis de KsH[P2W15V306¢,] ' n H20 (3)

+ HCI
Na12[P2W15O56] n Hzo + NaV03 + KCI - KBHP2W15V3062 n Hzo

Esquema 7. Sintesis del compuesto 3.

El procedimiento para la sintesis de este compuesto se describe en la literatura.3! Se
lleva a cabo ajustando las cantidades de 10.7 mmol a 1.4 mmol del reactivo limitante de
partida, Na12[P2W150s6] (2).

Se toman 0.52 g de NaVOs (4.29 mmol), se disuelven en 90 mL de H,0 caliente y se dejan
enfriar a temperatura ambiente. Seguidamente se adicionan 2 mL de HCI 6M (12 mmol),
coloreando la disoluciéon de un rojo anaranjado intenso. A continuacidén, se afiaden
lentamente 6 g de Nai2[a-P,Wi50s6] (2) (1.4 mmol), intensificAndose el color de la
disolucién. Esta se agita durante 10 minutos. Después, se adicionan 13 g de KCl sélido
(174.4 mmol), apareciendo un precipitado de color naranja. La suspension se transfiere
a 2 tubos Falcon de 50 mL y se centrifugan durante 10 minutos a 3500 rpm. Se recoge
el sélido mediante decantacidn y éste se redisuelve en 10 mL de H;O caliente a pH 1.5,
generandose una suspensidn. Esta suspension se centrifuga en 2 tubos Falcon de 50 mL
durante 10 minutos a 3500 rpm. A continuacién, se decanta para recoger el pellet y éste
se liofiliza durante la noche. Posteriormente se recoge el sélido seco obtenido (5.38 g).
A continuacién, se afaden unos 70 mL de H,O al sélido para su disolucién y
seguidamente se somete a una acidificacién mediante una columna de intercambio
iénico (columna con resina Dowex 50WX8 acidificada previamente con 40 mL de una
disolucién de H,SO4 0.125 M) obteniendo una disoluciéon transparente de color naranja
oscuro. Finalmente, esta disolucion se trasvasa a un cristalizador y se deja a 4 °C hasta
obtener cristales, que se pesaran y recogeran en un vial. Rdto: 61.13%; 0.86 mmol,
4.14 g.

IR (cm™): 1081 (s), 1063 (sh), 991 (m), 952 (s), 905 (s), 794 (sh, s), 722 (vs, br)
31p.RMN (400 MHz, D,0, ppm): -7.1 (s), -13.8 (s); -9.5, -13.7 (4% del total)
TGA: pérdida de 11.53% de masa a 100 °C, correspondiente a 31 moléculas de H-O0.

Formula final: KsH[P2W15V3062] : 31 H0
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4.3 Discusion de resultados

Siguiendo la ruta sintética planteada inicialmente, se han podido llevar a cabo las sintesis
de los tres primeros polioxometalatos, precursores del hibrido covalente POM-péptido.
El analisis de éstos por espectroscopia de IR y RMN y por analisis termogravimétrico
(TGA) permiten su caracterizacidon y muestran las diferencias estructurales entre cada
uno de ellos.

v Espectroscopia RMN
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Figura 7. Espectro de *'P{*H}-RMN del compuesto 1.

La Figura 7, correspondiente al espectro de RMN de 3!P{*H} del compuesto 1, muestra
una Unica sefial a -12.9 ppm. Dado que este compuesto presenta en su estructura dos
atomos de fésforo, una Unica sefial indica que ambos fésforos son equivalentes ya que
presentan el mismo entorno quimico. No se observan sefiales correspondientes a
posibles impurezas. Ademas, el valor del desplazamiento quimico indica que el isdmero
que predomina en la estructura del polioxometalato sintetizado es el isémero a.?®

A diferencia del espectro anterior, la Figura 8 muestra dos sefales correspondientes a
dos atomos de fésforo no equivalentes. Esto se debe a que el polioxometalato
KsH[P2W15V30s2] (3) presenta en su estructura un cap {V3} que hace que el entorno
guimico de los &tomos de fosforo sea diferente, originando dos sefiales distintas en el
espectro de 3'P-RMN que son -7.1 ppm (s) (P en entorno del cap {V3}) y -13.8 ppm (s) (P
en entorno del cap {Ws}). Ademas, aparecen otras dos sefiales a -9.5 y -13.7 ppm, que
representan un 4% del total, lo que indica la presencia de impurezas en el producto
obtenido.
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Figura 8. Espectro de 3'P{*H}-RMN del compuesto 3.
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Figura 9. Comparacion de espectros IR de los compuestos 1 (azul),
2 (naranja) y 3 (gris).

La maxima diferencia se encuentra en las bandas asociadas a los enlaces W-O del
espectro IR del compuesto 2, las cuales se encuentran desdobladas, puesto que es un
POM lacunario, y ligeramente desplazadas a niumeros de onda menores. La Unica banda
correspondiente al enlace P-O también se desdobla para los compuestos 2 y 3.
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Ademas, el compuesto 3 es el Unico que presenta bandas correspondientes a enlaces
V-0, de acuerdo con su féormula quimica.

Tabla 2. Asignacién de bandas y nimeros de onda (cm ) para los IR de los compuestos 1, 2y 3.

Asignacion (1) (2) (3)
P-O 1088 (s) 1128 (m), 1085 (s) 1081 (s), 1063 (sh)
W=0¢ 956 (s) 1006 (m), 977 (w) 991 (m)
W-0,-W 909 (s) 866 (s), 808 (s) 905 (m, br)
W-0,-W 740 (vs, br) 722 (vs, br) 722 (vs, br)
V=0 - - 952 (m, br)

Intensidades y formas de las bandas
w: débil; m: media; s: fuerte; vs: muy fuerte; br: ancha; sh: hombro

v Analisis termogravimétrico (TGA)

Los polioxometalatos sintetizados se encuentran de manera hidratada, con un nimero
de moléculas de agua diferente segun las condiciones de reaccién y los procedimientos
de sintesis llevados a cabo. Por ello, es necesaria la cuantificacion de estas moléculas de
agua mediante el analisis termogravimétrico (TGA). La muestra de analisis se somete a
un aumento continuado de la temperatura, lo que lleva a la evaporaciéon de las
moléculas de agua presentes y, por tanto, a una pérdida de masa que es detectada por
una balanza analitica altamente sensible que dispone el instrumento. En la Figura 10,
correspondiente al andlisis termogravimétrico del compuesto 3, se muestra claramente
la pérdida, a 100 °C de temperatura, del 11.53% de masa, correspondientes a 31
moléculas de agua. Para los compuestos 1y 2 la pérdida de masa fue del 4.94% y 7.83%,
respectivamente, correspondiéndose con 13 y 19 moléculas de agua.

11.53%

Weight (%)

94+

92 |

90

o 200 7 s 777 el 77 o
Temperature (°C) Universal V4.54 TA

Figura 10. Andlisis termogravimétrico del compuesto 3.

LAURA FUERTES MONGE 19



ESTUDIO SOBRE OTROS POSIBLES METODOS DE SINTESIS DE HIBRIDOS COVALENTES DAWSON-PEPTIDO

5. Estudio sobre otros posibles métodos de sintesis de hibridos covalentes
Dawson-péptido

El método pensado para llevar a cabo experimentalmente la unién covalente del POM
al péptido implica la unién previa del POM con tris(hidroximetil)Jaminometano, que
presenta un extremo amino que puede reaccionar con el extremo acido del péptido,
generando un enlace amida. Sin embargo, otra posibilidad seria la funcionalizacién del
POM con la molécula organica tricina, la cual presenta un grupo acido que podria
reaccionar con el extremo amino del péptido, obteniendo también un enlace amida.

Otra opcidn consistiria en la unién del POM al péptido a través del grupo tiol del amino-
acido cisteina. Para ello, se utilizara como ligando organico de unién previa al POM la
maleimida. La reaccion entre maleimida y un grupo tiol puede ocurrir a través de
diferentes mecanismos, tales como adicidon nucledéfila o mediante radicales. Debido al
tamafio de la maleimida, el aminoacido cisteina con el que se producird la reaccidon debe
pertenecer a un spacer (GGGC) colocado en el extremo C-terminal del péptido, de modo
que su estructura secundaria de a-hélice no se vea afectada.

5.1 Union por reaccion con el extremo amino del péptido: activacion del grupo dcido
de la tricina

La reaccion entre un acido carboxilico y una amina para dar lugar a un enlace amida, con
la correspondiente eliminacién de una molécula de agua, no ocurre espontaneamente
a temperatura ambiente, se necesitan altas temperaturas. Esta condicion puede llevar
a la pérdida de la integridad de los sustratos y, dado que en este caso uno de ellos es un
péptido, una alta temperatura podria suponer desnaturalizacion y pérdida de su
funcionalidad.

Por este motivo, previo al tratamiento con el extremo amino del péptido, es necesaria
la activacion del grupo acido de la tricina, convirtiendo su grupo -OH en un mejor grupo
saliente. Esta activacion puede realizarse mediante el uso de coupling reagents, tales
como carbodiimidas.3?

El mecanismo de activacién de acidos carboxilicos a través de carbodiimidas puede
explicarse utilizando diclohexilcarbodiimida (DCC) como ejemplo (ver Esquema 8). La
primera etapa consiste en la transferencia del protén del acido carboxilico a uno de los
nitrogenos de la DCC. Seguidamente, se produce el ataque del carboxilato al carbono
electréfilo de la carbodiimida, dando lugar al intermedio O-acilurea que presenta un
grupo carbonilo muy electréfilo. Por ultimo, otra molécula de carboxilato ataca
nucleofilicamente a la O-acilurea dando lugar a un anhidrido que reacciona mas
facilmente que el 4cido con el extremo amino del péptido.

La reaccion con carbodiimidas puede llevarse a cabo en DMF y a temperatura ambiente,
pero la formacion de N-acilurea al utilizar DCC (reaccién secundaria no deseada) esta
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desfavorecida por la utilizacion de disolventes aproticos con baja constante dieléctrica
como el diclorometano.

Y

_|._

Esquema 8. Activacion del grupo dcido de la tricina con DCC.

Uno de los métodos mas descritos en la literatura para la uniéon covalente POM-péptido
incluye el uso de N-hidroxisuccinimida (NHS) en presencia de carbodiimida para la
activacion del grupo 4cido (Esquema 9).*?! El papel de la NHS es mejorar el grupo saliente
del acido que previamente ha activado la carbodiimida al formar la O-acilurea.

DMEF, rt, 24h

Hibrido
POM-péptido

DIPEA

+ PEPTIDO o
Vi

C

HoN;

OH

Esquema 9. Activacion del grupo dcido de la tricina con NHS en presencia de DCC.
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5.2 Unidn por el grupo tiol de la cisteina: reaccion con maleimida

Imidas ciclicas tales como la maleimida junto con sus derivados han mostrado actividad
bioldgica como agentes antibacterianos, antifungicos o antitumorales.3® Dado que la
maleimida puede reaccionar con un grupo tiol (presente en el aminoacido cisteina), una
posibilidad de formar un hibrido covalente POM-péptido mejorando su actividad
bioldgica es el uso de maleimida como nexo entre el POM vy el péptido.

La reaccion de maleimida con el grupo tiol puede llevarse a cabo a través de radicales
como indica el Esquema 10.3* La primera etapa consiste en la iniciacion radicalaria para
obtener el radical tiol. La segunda etapa coincide con la propagacién, donde el radical
tiol ataca al doble enlace de la maleimida produciéndose una rotura heterolitica del
doble enlace y generandose un radical maleimida. Este radical ataca en una tercera
etapa de propagacién a otra molécula de tiol, aceptando un dtomo de hidrégeno vy
obteniendo un nuevo radical tiol que podria atacar a otra molécula de maleimida.

hv
RSH —— RS- + H-

0 0
/_\ RS
Rs- + }QN—R' — \.QN—R'
0 0

RS P RS X
N
N—-R'" + RS—H —_— N—-R' + RS-
H
@) @)

Esquema 10. Mecanismo de reaccion de la maleimida con un grupo tiol a través
de radicales. Primera etapa de iniciacion y dos etapas de propagacion.

Como alternativa al mecanismo radicalario, la reaccion entre maleimida y el grupo tiol
de la cisteina puede darse mediante una adicién de Michael (Esquema 11).3* El
mecanismo consiste en el atague nucleofilico del tiol al doble enlace de la maleimida,
dando lugar al enlace tioéter. Esta reaccidn ocurre en condiciones ligeramente acidas
(pH 6-7), ya que en condiciones bdsicas la maleimida puede hidrolizarse a dcido maleico.

O 0]
H
NG|+ HesTY > N
\_/ S/\
(0] (0]
Grupo tiol del
POM-maleimida aminoacido cisteina Hibrido POM-péptido

Esquema 11. Reaccion entre la maleimida y el grupo tiol via adicion de Michael.
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6. Conclusiones

La revision bibliografica realizada a lo largo del trabajo ha mostrado los multiples
procedimientos llevados a cabo, en especial durante la ultima década, para la obtencién
de hibridos POM-péptido idnicos y covalentes con importante actividad bioldgica. La
caracterizacion de hibridos idnicos se realiza en gran medida mediante estudios de
microscopia electrénica (MEB, MET, HR-TEM) y difraccién de rayos X, a diferencia de las
técnicas espectroscdpicas FT-IR y RMN y la espectrometria de masas con las que se
caracterizan, mayormente, los hibridos covalentes. Los polioxometalatos preferidos
para la sintesis de nanomateriales hibridos se basan en estructuras bdsicas como
Lindqvist, Wells-Dawson, Anderson-Evans o Keggin, mientras que la variedad de
péptidos utilizados es mucho mas amplia, destacando aquellos que se asemejan a
sistemas bioldgicos naturales, puesto que mejoran la biocompatibilidad del hibrido para
su futuro uso en nanomedicina. Las aplicaciones biomédicas de estos hibridos POM-
péptido se resumen en agentes antibacterianos, antitumorales e inhibidores de la
agregacion del péptido B-amiloide. Ademas, el ensamblaje de determinados Eu-POMs
con péptidos derivados del virus del papiloma humano ha permitido el desarrollo de un
nuevo sistema de deteccion del virus y de sus receptores celulares.

Por otro lado, el trabajo experimental se inicio disefiando una posible ruta de sintesis de
un hibrido covalente, basado en el ensamblaje entre un polioxometalato Wells-Dawson
y un péptido. Se pudo llevar a cabo la sintesis de los tres primeros precursores POM con
su correspondiente caracterizacion estructural. El andlisis mediante espectroscopia FT-
IR mostré las bandas mas caracteristicas asociadas a los enlaces P-O y M-0O, los espectros
de 31P-RMN sugirieron el nimero de dtomos de fésforo equivalentes y la presencia o
ausencia de impurezas en los productos obtenidos. Por dltimo, el analisis
termogravimétrico permitié la cuantificacion de las moléculas de agua presentes en la
estructura de loa polioxometalatos, necesarias para conocer sus férmulas quimicas
completas.
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ANEXOS

Al. Ke[a-P2W15062] - 13 H,0 (1)
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Figura 11. Espectro de 3'P{*H}-RMN del compuesto 1.
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Figura 12. Espectro IR del compuesto 1.
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Figura 13. Andlisis termogravimétrico del compuesto 1.
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Figura 14. Espectro IR del compuesto 2.
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Figura 15. Andlisis termogravimétrico del compuesto 2.

A3. KsH[P2W15V30¢:] - 31 H,0 (3)
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Figura 16. Espectro de 3'P{*H}-RMN del compuesto 3.
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Figura 17. Espectro IR del compuesto 3.
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Figura 18. Andlisis termogravimétrico del compuesto 3.

LAURA FUERTES MONGE



