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RESUMEN

La erradicacion del hambre es uno de los principales retos del siglo XXI, algo que
requiere incrementar enormemente la produccién de los cultivos actuales y con ello el
uso de pesticidas. Entre los principales tipos de pesticidas se encuentran los compuestos
organofosforados (OPs, del inglés Organophosphorus compounds) que, si bien se
encuentran regulados por la Union Europea, se utilizan ampliamente y suponen un gran
riesgo para la salud humana y el medio ambiente. Desgraciadamente, también se ha
incrementado el uso de otra clase de compuestos organofosforados, los agentes de guerra
quimica (CWAs, del inglés Chemical Warfare Agents) de tipo nervioso.

Los OPs resultan especialmente toxicos dado que, una vez se introducen en el
organismo, su caracter lipofilico les permite atravesar diversos tejidos, entre ellos la
barrera hematoencefalica (BBB, del inglés Blood-Brain Barrier), pudiendo llegar al
cerebro donde inhiben a la enzima acetilcolinesterasa (AChE) al unirse a su centro activo.
Esta enzima posee un papel imprescindible en la transmisién del impulso nervioso, ya
gue se encarga de regular la concentracion del neurotransmisor acetilcolina (ACh) en la
sinapsis nerviosa. Si la AChE no es capaz de llevar a cabo su funcién, se produce una
acumulacién de la ACh que provoca la saturacién de los receptores neuronales asociados.
De esta forma, tiene lugar una transmision continua del impulso nervioso que, en Gltima

instancia, produce la muerte.

Actualmente, el tratamiento principal para la intoxicacion por OPs incluye la
administracion de agentes reactivadores de la AChE como las oximas, capaces de romper
el enlace fosfoéster entre el OP y la enzima AChE y con ello reactivar dicha enzima. Sin
embargo, este tratamiento presenta distintas limitaciones, entre ellas un bajo rendimiento
terapéutico consecuencia de que la administracion de oxima no se produce de forma
controlada y continua. A este respecto, la utilizacion de tratamientos alternativos como
la administracion de esterasas, capaces de reemplazar la actividad de la AChE inhibida
y/o actuar a modo de sumideros de OPs, podrian ser una alternativa valida. De esta forma,
resulta de especial importancia desarrollar materiales que sirvan para el transporte y
liberacion de manera controlada de esta clase de antidotos frente a la intoxicacion por

OPs (p.ej., oximas y biomoléculas). Con respecto a esto, el uso de redes metal-organicas



(MOFs), que son materiales poros cristalinos constituidos por nucleos metélicos unidos
por ligandos organicos, o de los poliedros metal-organicos (MOPs), sus analogos
moleculares, podria ser una opcion viable en el tratamiento de la intoxicacién por OPs.
Estos materiales pueden presentar una elevada porosidad hacia la captura de compuestos
toxicos (p.ej., OPs), asi como hacia el almacenaje y liberacion de agentes terapéuticos. A
su vez, algunos de estos materiales, en particular los formados por Zr(IV), presentan una
actividad catalitica elevada frente a la degradacion hidrolitica de OPs.

En este contexto, en esta Tesis Doctoral se plantea el uso de MOFs y MOPs como
sistemas duales en la captura y/o degradacion de OPs y el transporte y liberacién de
farmacos (oximas) y/o biomoléculas (enzimas tipo esterasa) para el tratamiento de la

intoxicacion por OPs.

Concretamente, en el Capitulo 1l se ha llevado a cabo la sintesis y caracterizacién de
un material hibrido nuevo basado en la red metal-organica de Zr(IV) MOF-808
([Zrs04(OH)4(BTC)2(HCOO)g], BTC = acido benceno-1,3,5-tricarboxilico) y la oxima
neutra RS69N (2-(hidroxiimino)-N-2-(piperidin-1-il)etilacetamida). Asimismo, se ha
evaluado de este material hibrido, denominado RS69N@MOF-808, para actuar como un
sistema dual en el tratamiento de la intoxicacion por OPs. Para ello, se ha analizado su
capacidad para detoxificar DIFP en fluido biolégico simulado. Asimismo, se ha
determinado su capacidad para liberar de forma controlada y continua la oxima RS69N,
asi como la capacidad de la oxima liberada para reactivar AChE previamente inhibida
por DIFP.

En el Capitulo 11l se ha evaluado la posibilidad de emplear poliedros metal-organicos
de Zr(IV) como agentes duales para la detoxificacion de OPs y el transporte y liberacién
de farmacos reactivadores de AChE. Para ello, inicialmente se han sintetizado y
caracterizado cajas tetraédricas moleculares cationicas [((n-butilCpZr)s(OH)3;0).Le]Cls
(Zr-MOP-1; L = &cido tereftalico, n-butilCp = n-butilciclopentadienilo y Zr-MOP-10; L
= acido bifenil-4,4’-dicarboxilico). Tras esto, se ha determinado la capacidad de estos
sistemas para capturar el simulador de agente nervioso DIFP. Asimismo, se ha evaluado
su capacidad para almacenar y liberar de forma controlada el farmaco pralidoxima (2-

PAM o 2-[(hidroxiimino)metil]-1-metilpiridin-1-ium), asi como la de este farmaco para



reactivar AChE previamente inhibida por DIFP. Finalmente, se ha incorporado un
sistema 2-PAM@Zr-MOP en liposomas biocompatibles de fosfatidilcolina y se ha
estudiado su citotoxicidad sobre la linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y.

En el Capitulo IV, se han sintetizado, a partir de ligandos imidazolicos de
nucleofilicidad creciente (purina, benzimidazol, imidazol y 2-metilimidazol), distintas
redes metal-orgdnicas zeomimeéticas (ZIFs) basadas en cinc: Zn(plm). (ZIF-20),
Zn(blm)z (ZIF-11), Zn(Im)2, Zn(mIm)2 (ZIF-L), Zn(mIm)2 (sod ZIF-8) y Znz(mIm)s(OH)
(ZIF-EC-1). A este respecto, se sintetizaron particulas del material sod ZIF-8 con distinto
tamafio (18 nm, 240 nm, 1.2 um y 2 um). Por otra parte, se ha estudiado el efecto que
presenta la nucleofilicidad de los ligandos imidazolicos, la topologia de las redes y los
tamanos de particula sobre la detoxificacion de los compuestos simuladores de agentes
nerviosos tipo G diisopropilfluorofosfato (DIFP) y diisopropilclorofosfato (DICP).
También, se ha evaluado la degradacion estructural asociada a esta detoxificacion que
experimentan los ZIFs y que tiene como consecuencia la liberacion de los respectivos
ligandos imidazdlicos. Ademas, se ha determinado la capacidad de dichos ligandos
imidazolicos para reactivar la enzima AChE previamente inhibida por DIFP. Por otro
lado, se ha ensayado la neurotoxicidad de los sistemas sintetizados sobre una linea celular
de neuroblastoma humano (SH-SY5Y). Finalmente, se ha sintetizado y caracterizado un
material hibrido compuesto por la red metal-organica zeomimética ZIF-8 en fase sodalita
(sod ZIF-8) y una enzima esterasa a modo de prueba de concepto sobre la utilizacion de

ZIFs como sistemas para la administracion de biomoléculas.

En resumen, en esta Tesis Doctoral se ha sintetizado un material hibrido novedoso
formado por una oxima y un MOF de Zr(IV) capaz de actuar como agente dual en el
tratamiento de la intoxicacién por compuestos organofosforados. De manera similar, se
han sintetizado distintas cajas moleculares catidnicas de Zr(I1V) (Zr-MOPs) asi como un
material hibrido constituido por una oximay un Zr-MOP, capaz también de servir como
sistema dual en la intoxicacion por organofosforados. Es mas, se ha incrementado la
biocompatibilidad de dicho material hibrido mediante la realizacion de liposomas de
fosfatidilcolina no neurotoxicos. Por otra parte, se han sintetizado diversos ZIFs mediante
ligandos imidazoélicos de nucleofilicidad creciente y se ha llevado a cabo un estudio

comparativo, en funcién de sus diferentes caracteristicas fisicoquimicas, respecto a su



capacidad para detoxificar agentes nerviosos tipo G y reactivar la enzima AChE.
Finalmente, a modo de prueba de concepto, se ha desarrollado un material hibrido
formado por una esterasa y un ZIF.



ABSTRACT

The eradication of hunger is one of the main challenges of the 21st century, something
that requires an enormous increase in the production of current crops involving the use
of pesticides. One of the most common types of pesticides are organophosphorus
compounds (OPs) which, although regulated by the European Union, are widely used and
pose a great risk to human health and the environment. Unfortunately, there has also been
an increase in the use of another class of organophosphorus compounds, the nerve-type
chemical warfare agents (CWALS).

OPs are particularly toxic because, once they are introduced into the body, their
lipophilic nature allows them to cross various tissues, including the blood-brain barrier
(BBB), ultimately reaching the brain where they inhibit the enzyme acetylcholinesterase
(AChE) by binding to its active center. This enzyme plays an essential role in nerve
impulse transmission, as it is responsible for regulating the concentration of the
neurotransmitter acetylcholine (ACh) at the nerve synapse. If AChE is not able to carry
out its function, an accumulation of ACh occurs, causing saturation of the associated
neuronal receptors. Thus, a continuous transmission of the nerve impulse takes place,

which ultimately leads to death.

Currently, the main treatment for OPs poisoning involves the administration of AChE
reactivating agents such as oximes, which can break the phosphoester bond between the
OP and the AChE, reactivating the enzyme. However, this treatment has several
limitations, including a low therapeutic yield because oxime administration does not
occur in a controlled and continuous manner. For this reason, the use of alternative
treatments such as the administration of esterases, capable of replacing the inhibited
AChE activity and/or acting as OPs sinks, could be a valid alternative. Thus, it is of
particular importance to develop materials that are able to transport and release in a
controlled manner this class of antidotes (e.g., oximes and biomolecules) against OPs
poisoning. In this regard, the use of metal-organic frameworks (MOFs), which are
crystalline porous materials consisting of metal clusters bound by organic ligands, or
metal-organic polyhedra (MOPs), their molecular analogs, could be a viable option in the

treatment of OP poisoning. These materials can exhibit high porosity, which improves



the capture of toxic compounds (e.g., OPs) and the storage/release of therapeutic agents.
In turn, some of these materials, in particular those with Zr(IV), present a high catalytic
activity in the degradation of OPs.

In this context, this Doctoral Thesis proposes the use of MOFs and MOPs as dual
systems for the capture and/or degradation of OPs and the transport/release of drugs
(oximes) and/or biomolecules (esterase enzymes) for the treatment of OP poisoning.

Specifically, in Chapter Il, the synthesis and characterization of a novel hybrid
material based on the Zr(IV) metal-organic  framework  MOF-808
([Zrs04(OH)4(BTC)2(HCOO)s], BTC = benzene-1,3,5-tricarboxylic acid) and the neutral
oxime RS69N 2-(hydroxyimino)-N-2-(piperidin-1-yl)ethylacetamide has been carried
out. Likewise, this hybrid material, named RS69N@MOF-808, has been evaluated to act
as a dual system in the treatment of OPs poisoning. For this purpose, its capacity to
detoxify DIFP in simulated biological fluid has been analysed. Additionally, its capacity
to release in a controlled and continuous way oxime RS69N has been determined, as well

as the capacity of the released oxime to reactivate AChE previously inhibited by DIFP.

In Chapter 11, the possibility of employing Zr(I\VV) metal-organic polyhedra as dual
agents for the detoxification of OPs and the transport/release of AChE reactivating drugs
has been evaluated. For this reason, cationic molecular tetrahedral cages [((n-
butylCpZr)3(OH)30)4L6]Cls (Zr-MOP-1; L = terephthalic acid, n-butylCp = n-
butylcyclopentadienyl and Zr-MOP-10; L = biphenyl-4,4'-dicarboxylic acid) have been
initially synthesized and characterized. Next, the ability of these systems to capture the
nerve agent simulant DIFP has been determined. Their ability to store and release in a
controlled manner the drug pralidoxime (2-PAM or 2-[(hydroxyimino)methyl]-1-
methylpyridin-1-ium), as well as the ability of this drug to reactivate AChE previously
inhibited by DIFP, has also been evaluated. Finally, a 2-PAM@Zr-MOP system has been
incorporated into biocompatible phosphatidylcholine liposomes and its cytotoxicity on

the human neuroblastoma cell line SH-SY5Y has been studied.

In Chapter 1V, different imidazole ligands of increasing nucleophilicity (purine,
benzimidazole, imidazole and 2-methylimidazole) have been used to synthesize zinc-

based zeomimetic metal-organic frameworks (ZIFs): Zn(plm), (ZIF-20), Zn(blm); (ZIF-



11), Zn(Im)2, Zn(mim), (ZIF-L), Zn(mlIm), (sod ZIF-8) and Zn3(mIm)s(OH) (ZIF-EC-
1). In this regard, particles of the sod ZIF-8 material with different size (18 nm, 240 nm,
1.2 um and 2 um) were synthesized. Afterwards, the effect of the nucleophilicity of
imidazole ligands, network topology and particle sizes on the detoxification of G-type
nerve agent simulant compounds diisopropylfluorophosphate (DIFP) and
diisopropylchlorophosphate (DICP) was studied. Also, the structural degradation of
ZIFs, associated with this detoxification and that result in the release of the respective
imidazole ligands, has been evaluated. In addition, the ability of these imidazole ligands
to reactivate AChE, previously inhibited by DIFP, has been determined. Besides, the
neurotoxicity of the synthesized systems has been tested on a human neuroblastoma cell
line (SH-SY5Y). Finally, a hybrid material composed of the zeomimetic metal-organic
frameworks ZIF-8 in sodalite phase (sod ZIF-8) and an esterase enzyme has been
synthesized and characterized as a proof of concept on the use of ZIFs as biomolecule

delivery systems.

In summary, in this Doctoral Thesis a novel hybrid material consisting of an oxime
and a Zr(1V) MOF, capable of acting as a dual agent in the treatment of organophosphorus
poisoning, has been synthesized. Similarly, different cationic Zr(IVV) molecular cages (Zr-
MOPs), as well as a hybrid material based on an oxime and a Zr-MOP, capable of serving
as a dual system in OPs have been synthesized. Moreover, the biocompatibility of such
hybrid material has been increased by its incorporation into non-neurotoxic
phosphatidylcholine liposomes. Moreover, several ZIFs have been synthesized using
imidazole ligands of increasing nucleophilicity. Also, a comparative study has been
carried out, based on their different physicochemical characteristics according to their
ability to detoxify G-type nerve agents and reactivate AChE. Finally, as a proof of
concept, a hybrid material consisting of an esterase enzyme and a ZIF has been

developed.
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1 Compuestos organofosforados

Los compuestos organofosforados (OPs, del inglés Organophosphorus compounds)
se comenzaron a emplear como insecticidas en agricultura a comienzos del siglo XX. Sin
embargo, el hecho de que se pudiesen sintetizar y modificar con relativa facilidad hizo
que, desgraciadamente, pronto se empezasen a utilizar como agentes de guerra quimica
(CWAs del inglés, Chemical Warfare Agents). [1] Desde entonces, se han utilizado
continuamente en numerosos conflictos armados (p.ej., gas sarin en la guerra civil siria)
[2], ataques terroristas (p.ej., gas sarin en el atentado del metro de Tokio de 1995) [3] y
asesinatos (p.ej., VX en el asesinato de Kim Jong-Nam) [4].En cualquier caso, de forma
paralela, también se han desarrollado numerosos compuestos organofosforados para ser
utilizados como pesticidas en agricultura y jardineria, existiendo actualmente mas de 100

OPs estructuralmente diferentes comercializados para dichos fines. [5], [6]

1.1  Estructura quimicay clasificacion

La estructura quimica basica de todos los compuestos organofosforados se encuentra
descrita por la formula de Schrader (Figura 1.1). De esta forma, la diversidad estructural
de los compuestos organofosforados depende de los diferentes sustituyentes del atomo
de fésforo. Los sustituyentes en R1 y R2 pueden ser grupos amino, alcoxi o alquilo
mientras que el sustituyente en X se trata de un grupo acilo labil (haluro, ciano, fenol o

tiol) conocido como grupo saliente. [7]

X\ﬂ(S)

P
RS "R,

Figura 1.1. Férmula de Schrader que representa la estructura quimica bésica de los compuestos
organofosforados.

La reactividad de los compuestos organofosforados depende de su estructura quimica.
Asi, la electrofilicidad del atomo de fosforo resulta crucial para las acciones bioldgicas
este tipo de compuestos. Aguellos organofosforados que presentan dobles enlaces entre
atomos de oxigeno y fdsforo resultan altamente electrofilicos y, gracias a esto, altamente

reactivos. Los grupos que incrementan la reactividad del &tomo de fésforo son los grupos
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halégeno, nitro, ciano, halégeno, cetona y éster carboxilico. Por el contrario, entre
aquellos grupos que desactivan el atomo de fésforo se encuentran los grupos &cido
carboxilico e hidroxilo. [7]

Los compuestos organofosforados empleados como agentes de guerra quimica se
engloban dentro de la categoria de agentes nerviosos. [1] Dichos agentes se caracterizan
por su elevada toxicidad, ya que acttan sobre el sistema nervioso central (SNC). [8] Es
posible clasificar los agentes nerviosos en dos tipos: serie G (del inglés German agents),
y serie V (del inglés, venomous agents). [9] Los primeros en aparecer (desarrollados poco
antes y durante la Segunda Guerra Mundial) fueron los de la serie G, entre los que se
incluyen el tabin (GA o dimetilfosforamidocianidato de O-etilo), el sarin (GB o 2-
[fluoro(metil)fosforilJoxipropano), el soman (GD, metilfosfonofluoridato de O-
pinacolilo) y el ciclosarin (GF o metilfosfonofluoridato de ciclohexilo) (Figura 1.2a). [9],
[10]. Entre los agentes de la serie V, desarrollados tras la Segunda Guerra Mundial, es
posible encontrar el VX (S-[2-(diisopropilamino)etiljmetilfosfonotioato de O-etilo,
desarrollado por Gran Bretafia) y sus isdmeros RV X (desarrollado por Rusia) y CVX
(desarrollado por China), entre otros (Figura 1.2b). Todos los agentes nerviosos se
caracterizan por ser liquidos a temperatura ambiente y presentar cierta volatilidad, si bien
los agentes de la serie V presentan una menor volatilidad que los de la serie G y por lo

tanto una mayor toxicidad y persistencia en el medio ambiente. [11], [12].
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Figura 1.2. Estructura quimica de los principales agentes nerviosos organofosforados.



Sin embargo, debido a la elevada letalidad de los agentes nerviosos, su uso se
encuentra altamente regulado por la Organizacion para la Prohibicion de las Armas
Quimicas (OPCW del inglés, Organisation for the Prohibition of Chemical Weapons)
[13]. De esta forma, para actividades de investigacion, es necesario utilizar simuladores
de agentes nerviosos, es decir, compuestos con una estructura quimica y un
comportamiento fisicoquimico similar al de los agentes nerviosos pero que presentan una

toxicidad menor (Figura 1.3). [1]
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Figura 1.3. Estructuras quimicas de simuladores de agentes nerviosos.

Por otra parte, es posible clasificar los pesticidas organofosforados en cuatro
subgrupos principales en funcién de los sustituyentes del &tomo de fosforo de la formula
de Schrader (Figura 1.4): (i) fosfatos (p.ej., glifosato), (ii) fosforotioatos (p.gj., clorpirifos
y paratién), (iii) fosforoditioatos (p.ej., etoprofés y malation) y (iv) amidofosfato (p.egj.,
fenamifds). [14]

(i) Fosfatos
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Figura 1.4. Estructuras quimicas de distintos tipos de pesticidas organofosforados.
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1.2 Toxicidad y mecanismo de accion

Las principales rutas de exposicion a los compuestos organofosforados, entre ellos
determinados agentes de guerra quimica y pesticidas, son la inhalacién y el contacto
dérmico, si bien otras vias como ingestion e inyeccidn también son posibles. Una vez los
compuestos organofosforados pasan al torrente sanguineo se distribuyen a distintas partes
del cuerpo, incluyendo el sistema nervioso central ya que son capaces de atravesar

facilmente la barrera hematoencefélica (BBB, del inglés Blood Brain Barrier). [15]

Principalmente, dichos compuestos ejercen su accion inhibiendo de forma irreversible
la enzima acetilcolinesterasa (AChE), si bien también son capaces de actuar sobre otras
colinesterasas como la enzima butirilcolinesterasa (BChE). La butirilcolinesterasa se
trata de una esterasa presente en el plasma sanguineo capaz de hidrolizar ésteres de
colina, como el neurotransmisor acetilcolina (ACh) e incluso sustratos mas voluminosos
(p-€j., butirilcolina). [16] Su papel fisioldgico real se desconoce actualmente, si bien se
sabe que participa en la detoxificacion y el metabolismo de compuestos toxicos tipo éster
(p.€j., aspirina o cocaina). [17], [18]

Por otro lado, la enzima acetilcolinesterasa es una hidrolasa de serina encargada de
hidrolizar el neurotransmisor acetilcolina, presente en las sinapsis neuronales y
neuromusculares, cuya funcion es transmitir el impulso nervioso. [19] De forma general,
la acetilcolina estimula la secrecién de fluidos corporales y la contraccién de los
musculos esqueléticos y afecta a una gran cantidad de circuitos neuronales en el sistema
nervioso central. En condiciones normales, las acciones de la acetilcolina sobre sus
receptores (denominados colinérgicos y que pueden ser de dos tipos, muscarinicos o
nicotinicos) finalizan cuando es hidrolizada por la AChE, lo que evita que se produzca
una continua sobreestimulacion de dichos receptores. De esta forma, la inhibicién de la
AChE impide la degradacion de la acetilcolina, por lo que dicho neurotransmisor se
acumula y se produce una sobreestimulacion de los receptores asociados en los tejidos
diana. Entre los efectos de la inhibicion de la AChE se incluyen contracciones musculares
involuntarias y aumento en la secrecion de fluidos (p.ej., lagrimas, saliva), debido a la
acumulacién de acetilcolina en el sistema nervioso periférico, y convulsiones, como

resultado de la acumulacion de acetilcolina en el sistema nervioso central. En Gltima



instancia, puede causar la muerte por disfuncidn respiratoria como resultado de la
parélisis de los musculos respiratorios, broncoconstriccion, aumento de las secreciones

pulmonares y depresion del centro respiratorio del cerebro. [15]

En cuanto al mecanismo de accién, en condiciones fisioldgicas, la hidrolisis de la ACh
se produce gracias a una triada formada por residuos de serina-histidina-glutamato
presente en el centro activo de la enzima AChE. El mecanismo catalitico se desarrolla en
dos etapas: (i) en la primera etapa, la serina realiza un ataque nucleofilico sobre la
acetilcolina, formandose un primer estado de transicion tetraédrico que finalmente da
lugar al complejo acetil-enzima, con la subsecuente liberacion de colina; (ii) en la
segunda etapa, una molécula de agua, activada por una histidina cercana, ataca a la
acetilserina, dando lugar a la formacion de un segundo estado de transicion tetraédrico
gue finalmente da lugar, de nuevo, a la enzima libre, liberdndose por tanto &cido acético

(Esquema 1.1).

2N
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Esquema 1.1. Mecanismo de accion de la hidrélisis del neurotransmisor acetilcolina (ACh) llevada a

cabo por la enzima acetilcolinesterasa (AChE). Adaptado de [9]

El mecanismo de inhibicion de la enzima AChE por parte de los compuestos
organofosforados es similar al primer paso de la hidrélisis previamente mencionada. En
este caso, una vez el compuesto organofosforado alcanza el centro activo del enzima, un
residuo de serina alli presente ataca nucleofilicamente al atomo de fésforo de dicho
compuesto. Esto da lugar a la formacion de un estado de transicion bipiramidal, que

precede a la salida del grupo saliente en el compuesto organofosforado, y a la subsecuente
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fosforilacion de la serina como consecuencia de la formacion de un enlace fdésforo-
oxigeno (aducto enzima-organofosforado). Este aducto fosforilado se asemeja al primer
estado de transicidn que se produce en la hidrélisis de la ACh en condiciones fisiolégicas.
Sin embargo, en este caso la histidina del centro activo no es capaz de llevar a cabo su
funcion activando una molécula de agua dado que, o bien se encuentra en una
conformacion no favorable (como por ejemplo ocurre en la intoxicacion por los
compuestos VX [20] y tabdn [21]) o apantallada del agua (como ocurre en la intoxicacion
por derivados del soméan [22]). Por lo tanto, la hidrolisis espontanea del aducto
enzima@organofosforado resulta extremadamente lenta, tardando desde horas hasta dias
en funcion del compuesto organofosforado. Ademas, la hidrolisis espontanea de dicho
aducto compite con una reaccién intramolecular dependiente del tiempo que se conoce
como “envejecimiento”. [23] Esta reaccion consiste, por lo general, en una desalquilacion
del grupo alcoxi presente en el &tomo de fésforo, que tiene como resultado la formacién
de un aducto fosfonato. Entonces, el oxoanién fosfénico resultante forma un puente
salino con la histidina de la triada protonada que estabiliza enormemente el conjugado
[21], [24] (Esquema 1.2). Ademas, el oxoanion fosfénico previene que cualquier
nucleofilo cargado negativamente se aproxime al &tomo de fosforo. De esta forma, una
vez el conjugado enzima@organofosforado se encuentra enjevecido, no es posible su
hidrdlisis y por lo tanto no resulta posible la reactivacion del enzima. El tiempo de vida
media de la reaccion de envejecimiento varia en funcién del compuesto organofosforado,
siendo de entre 2 y 4 min para el somén, 5 h para el sarin, 46 h para el tabin y 48 h para
el VX. [25]

sitio activo

AChE inhibida

sitio activo

dealquilacion AChE envejecida

Esquema 1.2. Mecanismo de inhibicion de la enzima AChE por compuestos organofosforados y

reaccion de “envejecimiento”. Adaptado de [9].



1.3 Tratamiento actual del envenenamiento por compuestos

organofosforados

Debido a la amplia utilizacion de los compuestos organofosforados, desde su
aplicacion como pesticidas en agricultura hasta su uso como agentes de guerra nerviosos,
estos compuestos suponen un gran riesgo para la salud. [26] Se estima que unos tres
millones de personas se encuentran expuestas a los compuestos organofosforados
anualmente, de entre las cuales se producen unas 300 000 muertes a nivel mundial. [27]
Por ello, es de un gran interés social desarrollar nuevos métodos que permitan la
detoxificacion de los compuestos organofosforados, asi como el tratamiento de la

intoxicacion por dichos compuestos.

Entre los principales mecanismos para la detoxificacion de compuestos
organofosforados se encuentran la adsorcion, mediante el uso de adsorbentes que
capturan los compuestos toxicos desde una disolucién acuosa; y la hidrélisis, ya sea en
medio basico o mediante la accién de un catalizador, que transforma los compuestos
organofosforados tdxicos en productos de degradacion inocuos, o de un menor grado de
toxicidad. [28]

Respecto al tratamiento convencional de la intoxicacion por compuestos
organofosforados, actualmente se utilizan tres tipos de compuestos: (i) farmacos
anticolinérgicos (p.ej., atropina), (ii) farmacos reactivadores de la enzima AChE (p.gj.,
oximas) y (iii) farmacos anticonvulsivos (p.ej., benzodiacepinas). [7] Asimismo, un
posible tratamiento alternativo puede ser la introduccion intravenosa o intramuscular de
biomoléculas que actien como sumideros de compuestos organofosforados (p.ej.,

esterasas). [29]

En relacién con los tratamientos alternativos, los sumideros de OPs (como la enzima
butirilcolinesterasa e incluso la propia acetilcolinesterasa) actian siendo objetivo de los
OPs 'y, de esta forma, se reduce la concentracion de los compuestos organofosforados en
el organismo. [30] De hecho, se ha propuesto administrar a humanos suero humano
enriquecido en BUChE como medida profilactica ante la exposicion de OPs ya que, entre

otras cosas, esta enzima reacciona rapidamente con todos los tipos de OPs ofreciendo un
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amplio abanico de proteccion. [31] Sin embargo, la principal desventaja es que resulta
complejo desde un punto de vista econdmico y logistico obtener BUChE humana en
grandes cantidades. [32] De esta forma, el uso de esterasas alternativas mas econémicas
(p-€j., esterasa porcina) podria suponer una solucion viable a este problema.

Con respecto a los tratamientos tradicionales, las benzodiacepinas (de las cuales la
mas utilizada es el diazepam) actGan, entre otros, inhibiendo la liberacion de la
acetilcolina en las sinapsis neuronales y neuromusculares. Por otra parte, la atropina actda
compitiendo con la acetilcolina por la unién a los receptores colinérgicos, pero
Gnicamente es capaz de actuar sobre aquellos de tipo muscarinico. A su vez, Unicamente
resulta eficaz por un periodo limitado de tiempo. [7] Por el contrario, los farmacos como
las oximas, que actllan reactivando a la enzima acetilcolinesterasa inhibida por
compuestos organofosforados, pueden llegar a revertir por completo el efecto tdxico de
dichos compuestos si se administran a tiempo. [33] De esta forma, la investigacion de
farmacos reactivadores de AChE como las oximas resulta de especial importancia a la
hora de encontrar un tratamiento eficaz en el envenenamiento por compuestos

organofosforados.

1.3.1 Farmacos reactivadores de la enzima acetilcolinesterasa

El primer farmaco reactivador de la AChE empleado con éxito para el tratamiento de
la intoxicacion por OPs fue la hidroxilamina, en 1957. [34] A partir de entonces, se
comenz0 a investigar de forma mas extensa sobre esta clase de antidotos, lo que llevé al
desarrollo de las oximas (RCH = NOH). [7] Dichas oximas resultan mucho mas eficaces
que la hidroxilamina, siendo capaces de reactivar la enzima AChE hasta un millén de
veces mas rapido. [35] La primera oxima eficaz desarrollada, y también la més utilizada
en el tratamiento de la intoxicacion por OPs, es la pralidoxima (abreviada como 2-PAM),
aunque entre otras oximas relevantes se incluyen la obidoxima, metoxima, HI-6 y HL6-
7 (Figura 1.5). [36]
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Figura 1.5. Estructura quimica de distintas oximas.

En cualquier caso, ninguna de las oximas desarrolladas actualmente supone un
antidoto universal frente a la intoxicacion causada por los distintos tipos de compuestos
organofosforados existentes. [37] Por otra parte, muchas de las oximas, entre ellas las
previamente mencionadas, son incapaces de atravesar la barrera hematoencefalica y por
lo tanto de llegar al cerebro debido a que se encuentran cargadas positivamente. [38] De
esta forma, desde el descubrimiento de las oximas se han empleado diferentes estrategias
para intentar obtener una oxima capaz de atravesar la BBB y que resulte eficaz frente al

mayor nimero posible de compuestos organofosforados. [39]

A este respecto, una de las primeras estrategias empleadas fue el uso de profarmacos,
es decir, derivados de farmacos que una vez administrados se metabolizan para
convertirse en el farmaco que presenta el principio activo y que por lo tanto es capaz de
llevar a cabo su funcidn. [40] Concretamente, se empled la pro-PAM, un profarmaco de
la pralidoxima capaz de atravesar la BBB y que se esperaba una vez en el cerebro fuese
oxidado a pralidoxima. [41] Sin embargo, en ensayos in vivo se comprob6 que menos del
10 % de la pro-PAM era capaz de alcanzar el cerebro y por lo tanto la eficacia no era lo
suficientemente alta. [42] Otra estrategia utilizada ha sido el desarrollo de oximas con

carga neta neutra, la primera de las cuales fue la monoisonitrosoacetona (abreviada como
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MINA). Dicha oxima demostr6 ser eficaz en la reactivacion de la AChE cerebral en
conejillos de indias tras ser intoxicados con tres agentes nerviosos diferentes (VX sarin
y ciclosarin). [43] Sin embargo, no resulté tan eficaz como otros reactivadores ensayados
frente a un mayor ndmero de compuestos organofosforados. [44] Otra estrategia
empleada ha sido el desarrollo de oximas conocidas como zwitterionicas,
estructuralmente aldoximas de imidazol u oximas con grupos acetamidas por lo general,
que gracias al equilibrio existente entre su forma cargada y sin carga son capaces de
atravesar la BBB. [45] De entre estas, oximas con estructuras muy similares como la
RS194B y la RS69N (Figura 1.6) han demostrado resultar eficaces en la reactivacion de
AChE humana en ensayos in vitro. [45], [46]. Asimismo, ensayos in vivo han demostrado
que la administracion de RS194B a ratones intoxicados con VX incrementaba su
supervivencia, si bien no present6 tan buenos resultados en un estudio similar con
conejillos de indias y diferentes compuestos organofosforados. [47] A su vez, dicha
oxima fue capaz de reducir los sintomas del envenenamiento por OPs en macacos
envenenados con sarin. Algunos de estos animales recibieron un pretratamiento con
butirilcolinesterasa humana recombinante en forma de aerosol antes de la intoxicacion,
lo que también favorecié la atenuacion de la sintomatologia. [48] Dichos estudios
también se llevaron a cabo con el insecticida organofosforado paraoxon, obteniéndose

resultados similares. [49]

Ho’NQ)LN/\/“O HO’NQ)LN/\/N
H H
RS69N RS194B

Figura 1.6. Estructura quimica de las oximas RS69N y RS194B.

Por otra parte, el mecanismo de reactivacion de la la AChE previamente inhibida por
OPs se desarrolla en dos etapas (Esquema 1.3). Inicialmente, la oxima en su forma
desprotonada (anion oximato), [50] se aproxima y realiza un ataque nucledfilo sobre el
enlace covalente P-O entre el compuesto organofosforado y el residuo de serina del
centro activo del enzima. Como consecuencia, se forma de manera reversible un
conjugado entre la oxima y la enzima fosforilada que, finalmente, se rompe liberando la

enzima libre (reactivada) y la oxima fosforilada. No obstante, se ha demostrado que esta



oxima fosforilada, si se encuentra a una concentracion lo suficientemente elevada, es
capaz de volver a inhibir a la AChE. [7], [16] Por otro lado, si la concentracion de oxima
es demasiado baja, la reactivacion no se produce de forma significativa, lo que lleva a
una reactivacion infeciente. Por ello, la administracion de la oxima de forma controlada

resulta de especial importancia para el tratamiento de la intoxicacion por compuestos

organofosforados.
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Esquema 1.3. Reactivacion de AChE previamente inhibida por OPs llevada a cabo por una oxima.

2 Materiales para la detoxificacion de compuestos organofosforados y

el transporte y liberacion controlada de farmacos

Muchos de los farmacos empleados en la actualidad presentan desventajas como baja
biodisponibilidad, o una farmacocinética inadecuada que hace que sean rapidamente
eliminados por el organismo. De esta forma, para que el tratamiento sea eficaz es
necesario administrar altas dosis del farmaco, lo que conlleva efectos secundarios nocivos
para la salud de los pacientes. Para evitar estos problemas, se requieren métodos de
administracion capaces de obtener una liberacion en medio fisiolégico de manera
especifica, prolongada y controlada. Para conseguirlo, una de las estrategias propuestas
en las Ultimas décadas es la utilizacion de sistemas de liberacion controlada de farmacos
(DDS, del inglés Drug Delivery System). Un DDS se puede definir como una formulacion
o dispositivo capaz de almacenar y transportar un farmaco y liberarlo de forma controlada

una vez ha alcanzado su objetivo. [51] De esta forma, mientras que en las terapias
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tradicionales se obtiene una curva de concentracion de farmaco en el organismo con

numerosas variaciones, los DDS consiguen mantener los niveles de farmaco en el rango

terapéutico, aumentando con ello su actividad y disminuyendo su toxicidad (Figura 1.7).

[52]
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Figura 1.7. Comparacion entre el perfil de liberacion de un farmaco en el organismo tras la

administracion secuencial de dosis (linea sélida An) y empleando un DDS (linea discontinua B).

Imagen adaptada de [53].

Existen diferentes estrategias para incorporar el farmaco al DDS (p.ej., anclaje en

superficie), de entre las cuales destaca se la encapsulacion. De manera general, el uso de

DDS presenta numerosas ventajas [54], [55]:

Protege al farmaco de condiciones adversas, evitando su deterioro en el proceso
de transporte.

Reduce efectos secundarios adversos en caso de que los agentes de transporte sean
biocompatibles y/o biodegradables.

Aumenta la eficacia del tratamiento ya que favorece la internalizaciéon como

consecuencia del uso de un vehiculo de transporte adecuado.



- Mejora la especificidad del tratamiento, ya que se alcanzan las células objetivo de
manera preferencial con baja internalizacion en las células sanas, reduciendo los

efectos secundarios de forma notable.

Por esto, en los ultimos afios se ha estudiado el uso de diversos materiales como DDS,
entre ellos liposomas, nanoparticulas, carbones activos, zeolitas, silices mesoporosas y
polimeros de coordinacion porosos. [56]

2.1 Liposomas

Los liposomas son vesiculas lipidicas esféricas (generalmente de entre 50 y 500 nm
de didmetro) compuestas por una 0 mas bicapas lipidicas como consecuencia de la
emulsion de lipidos en medio acuoso (Figura 1.8).

-. ‘5/ Bicapa hidrofébica

' ‘ «» Colesterol
' Nucleo ¥ ) Fosfolipidos
‘ hidrofilico J : ‘

Figura 1.8. Representacion esquematica de los liposomas. Adaptada de [57].

Su forma esférica, pequefio tamafio y naturaleza quimica (nucleo hidrofilico rodeado
de una bicapa hidrofdbica) han hecho que se utilicen ampliamente como DDS. En funcién
de su tamafio y el nimero de bicapas que presenten se clasifican en: vesiculas
unilamelares pequefias, grandes o gigantes, vesiculas multilaminares y vesiculas
multivesiculares. Respecto a su sintesis, el método més utilizado es el de hidratacion de
capa fina 0 método de Bangham. En él, inicialmente todos los lipidos y un farmaco
hidrofébico se disuelven en un disolvente organico adecuado, que posteriormente se
evapora bajo presion reducida para generar una fina pelicula. [58], [59] Dicha pelicula es

posteriormente rehidratada con una disolucion acuosa tamponada (que a su vez puede
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contener farmacos hidrofilicos para su incorporacién en el ntcleo del liposoma). Cuanto
menor sea la ratio de hidratacion, mayor serd la eficiencia de encapsulacion del farmaco.
[58], [60] Cabe destacar que existen ejemplos reales en los que se usan liposomas como
sistemas transportadores de farmacos, entre los que se puede destacar un sistema
transportador del farmaco anticancerigeno doxorrubicina funcionalizado con
polietilenglicol (Doxil ®) para el tratamiento del sarcoma de Kaposi, [61] o ele empleo
de liposomas en las formulaciones de las vacunas de ARN mensajero frente a la COVID-
19 (Pfizer/BioNTech y Moderna). En este Gltimo caso, los liposomas actuaban como
agentes protectores para incrementar la estabilidad de los ingredientes activos tanto in

vivo como in vitro. [62]

2.2 Nanoparticulas

Las nanoparticulas (NPs) son materiales con un tamafio de entre 1 y 100 nm en al
menos una dimension. [63] Entre ellos se encuentran las nanoparticulas metalicas,
comunmente obtenidas de Au, Ag o Pt. De entre estos, las NPs de oro se han utilizado
ampliamente como DDS por su elevada relacion area superficial/volumen,
biocompatibilidad y que son féciles de sintetizar y funcionalizar. [64], [65] Como
ejemplo de esto, Murawala y colaboradores [66] demostraron la capacidad de NPs de oro
funcionalizadas con albumina sérica bovina para transportar y liberar el farmaco
anticancerigeno metrotexato, mejorando ademas el efecto inhibitorio de dicho farmaco
de manera individual sobre la proliferacion de células de cancer de mama la linea MCF-
7.

2.3 Materiales porosos

Los materiales porosos son un tipo de material que presentan en su interior un sistema
formado por poros y canales. Dichas cavidades pueden presentar distinto tamafio (desde
pocos angstroms hasta decenas de nandmetros), lo que les permite albergar desde
moléculas de hidrogeno hasta grandes macromoléculas como enzimas. Los materiales
porosos pueden ser cristalinos, en caso de que presenten un orden estructural de &tomos
que da lugar a cavidades de un tamafio y jerarquia definidas, o amorfos, sin ningtin orden

estructural y por tanto con una alta complejidad en la forma y tamafio de los poros. Esta



clase de materiales tienen en comdn una elevada area superficial, si bien suelen diferir en
otras propiedades como la hidrofobicidad/hidrofilicidad, estabilidad quimica y térmica,
densidad, etc. [67] Ejemplos de materiales porosos son polimeros de coordinacion
porosos, el carbon activo, las silices mesoporosas y las zeolitas, entre otros (Figura 1.9).
Gracias a sus caracteristicas estos materiales han encontrado diversidad de aplicaciones
que incluyen adsorcion, catélisis, asi como transporte y liberacion de farmacos.
Asimismo, muchos de estos materiales porosos podrian ser utilizados para la

detoxificacion de agentes contaminantes (p.ej., agentes de guerra quimica). [68]

Zeolita A Carbon activo MOF Silice mesoporosa

NU-1000 SBA-15
0,42 nm 0,1—100nm 3,1y 1nm 7 nm
[ | | T | 1
1A 1nm 10 nm 100 nm 1 pm 50 pm
Region Region Region
Microporo Mesoporo Macroporo
®<2nm 2nm < ® <50nm ® > 50 nm

Figura 1.9. Distintos ejemplos de materiales porosos en relacion con su distribucion de tamafio de
poro (®).

2.4 Carbén activado

El carbon activado o carbén activo (AC, del inglés Activated Carbon) es un material
basado en carbono, con pequefias cantidades de heteroatomos (p.ej., hidrégeno, oxigeno
0 nitrégeno) enlazados quimicamente, asi como ciertos componentes inorgénicos que
varian en funcion de la materia prima que se utilice. Su estructura interna es compleja 'y
amorfa, presentando canales y poros con diferente tamafio y morfologia (desde 0.1 hasta

100 nm) [69]. Gracias a esto cuentan con una elevada superficie especifica, por lo que se
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han utilizado ampliamente en aplicaciones de adsorcién. [70] Por ejemplo, se han
empleado como proteccidn frente a agentes de guerra quimicos en filtros para mascaras

y trajes de proteccion personal. [71], [72]

2.5 Silices mesoporosas

Las silices mesoporosas son materiales formados por una estructura ordenada con
poros y canales de tamafio definido (2 — 50 nm) que se encuentran separados por paredes
de silice amorfa (SiO2). Presentan una gran superficie especifica (entre 50 y 1500 m? gt
y un volumen de poro en torno a 1 cm® g*. Gracias a estas caracteristicas, han encontrado
aplicacion en campos como catalisis, sensores o separacion. [73] También se ha descrito
su aplicacion como DDS, aunque su baja capacidad de carga (debida a su baja capacidad
de adsorcion) y la rapida liberacion del farmaco que producen (consecuencia de su debil

interaccion con la superficie de la matriz porosa) limita su uso. [74]

2.6 Zeolitas

Las zeolitas son aluminosilicatos, de metales alcalinos o alcalinotérreos, compuestos
por tetraedros TO, (T = Si o Al) conectados por atomos de oxigeno formando una
estructura tridimensional extendida con canales y cavidades. Gracias a estas
caracteristicas estructurales, presentan propiedades como una elevada area superficial y
porosidad permanente. Ademas, su grado de hidrofobicidad se puede regular ajustando
la relacion Si/Al. Todo esto hace que se hayan estudiado como DDS, siendo algunos
ejemplos la aplicacion de la zeolita beta para la administracion de salbutamol y teofilina
0 el uso de clinoptilolita para la administracion de sulfametoxazol y metronidazol. [75],
[76]

2.7 Polimeros de coordinacion porosos

Los polimeros de coordinacién porosos (PCPs), mas conocidos como redes metal-
organicas porosas (MOFs del inglés, Metal-Organic Frameworks), son un tipo de
materiales cristalinos porosos. Su formacién se debe al autoensamblaje mediante enlaces
de coordinacion entre iones o clisteres metalicos, conocidos como unidades de

construccion secundarias (SBUs, del inglés Secondary Building Units), y ligandos



organicos que actlan como espaciadores. De esta manera, el resultado son redes

cristalinas con sistemas de poros y canales definidos en su interior (Figura 1.10).

Mn+ -
Ligandos

@EU@ - Ny

—w—a

Figura 1.10. Proceso de sintesis de las redes metal-organicas porosas a partir de sus constituyentes.
Adaptada de [77].

Existen diferentes estrategias para la sintesis de MOFs (p.ej., mecanoquimica o
mediante microemulsiones), aunque la mas empleada es la sintesis solvotermal, que
emplea condiciones de presion y temperatura entre moderadas y altas. [78] Asimimoso,
la sintesis asistida por microondas también puede ser utilizada para la preparacion de
MOFs. Esta ultima estrategia resulta Gtil para la obtencion de particulas con una
distribucién de tamafio homogénea, ya que se favorece un proceso de nucleacion rapido
y uniforme. [79]

Los MOFs presentan diversas ventajas frente a los materiales inorganicos porosos

clasicos (p.ej., carbon activado o zeolitas):

- Alta porosidad (pudiendo alcanzar hasta un 90 % del volumen libre) y &reas
superficiales internas (llegando hasta los 10.000 m?/g). [80]

- Elevada riqueza quimica y estructural, consecuencia de la gran variedad de iones
metalicos y ligandos orgénicos que pueden utilizarse para su sintesis. [81]

- Flexibilidad estructural, pudiendo en determinados casos adaptar de manera
reversible sus cavidades porosas al tamafio de moléculas huésped. [73], [82]

- Caracter funcionalizable, lo que permite realizar modificaciones para obtener

propiedades deseadas (p.€j., tamafio de poro. [83], [84]
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- Presencia de iones metalicos con propiedades diversas (cataliticas, luminiscentes,
etc.). [85]

Estas propiedades hacen de los MOFs unos materiales prometedores en una amplia
variedad de aplicaciones, entre las que se incluyen: catalisis, sensores, almacenamiento,
separacion y purificacion de gases, encapsulacion de moléculas bioactivas o aplicaciones
biomédicas. [83]

Incluso, gracias a la posibilidad de disefiar de forma racional la estructura de los MOFs
mediante la eleccion de unos determinados precursores, se ha llegado incluso a imitar la
estructura de las zeolitas. Para ello, se han empleado nodos tetraédricos y ligandos
angulares, similares a aquellos enlaces Si-O-Si y Si-O-Al presentes en las zeolitas. Esto
ha dado lugar a la serie conocida como ZIF (del inglés, Zeolite Imidazolate Frameworks),

constituidos a partir de Zn?* y ligandos imidazolato. [86]

Asimismo, hasta la fecha se han dedicado grandes esfuerzos para la obtencion de
MOFs con alta estabilidad térmica y quimica. Con respecto a esto, el desarrollo de los
MOFs de Zr(IV) UiO-66, UiO-67 y UiO-68 ha supuesto un gran avance puesto que
dichos materiales presentan temperaturas de descomposicion que pueden llegar a ser
superiores a los 500 °C. [87] Todos presentan la férmula general [Zre(us-O4)(Us-
OH.)(L)e] (L =BDC, &cido 1,4-bencenodicarboxilico, para UiO-66; BPDC = acido 4,4’-
bifenil-dicarboxilico, para UiO-67; y TPDC = &cido terfenil-4,4’dicarboxilico, para UiO-
68). Esta extraordinaria estabilidad se debe a la fortaleza del enlace entre los iones Zr(1V)
y los ligandos de tipo carboxliato, asi como a la elevada conectividad del MOF, que se
encuentra coordinado con 12 ligandos carboxilato (siendo la coordinacion méas alta
descrita hasta la fecha). [87] El mismo clUster metalico [Zre(js-O4)(Us-OH4)]** se ha
combinado con diversos ligandos organicos, lo que ha dado lugar a gran variedad de
MOFs de Zr(IV) con distintas topologias (Figura 1.11). [88]
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Figura 1.11. Unidades de construccion secundarias y estructuras cristalinas de algunos MOFs de
Zr(1V). Adaptado de [89]

Nuestro grupo de investigacion ha analizado la capacidad para degradar compuestos
organofosforados (simuladores de agentes nerviosos) de diversos MOFs basados en
Zr(1V) ([Zre(us-0)s(us-OH)4]***). Por ejemplo, se introdujo tert-butéxido de litio
(LiO'Bu) en el MOF Ui0O-66 y se determind que su capacidad para hidrolizar enlaces P-
F o P-O, comUnmente presentes en agentes de guerra nerviosos, aumentaba respecto al
Ui0-66 sin modificar. [90] Esto es asi dado que la introduccion de alcoxidos de litio
aumenta la basicidad de la SBU del MOF, impidiendo ademas que se produzca el
envenenamiento del catalizador. Concretamente, el material UiO-66@LiO'Bu consiguio
hidrolizar por completo el compuesto organofosforado diisopropilfluorofosfato (DIFP)

tras 30 min (tu. = 5 min). A su vez, este material demostr6é también un alto rendimiento
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en la hidrdlisis del simulador de agente vesicante 2-cloro etil etilsulfuro (CEES) y el
compuesto organofosforado dimetil metilfosfato (DMMP) y (ti> = 3 min para CEES Yy tu
= 25 min para DMMP). Con objeto de emplear este material como equipo de proteccion
personal, se depositd el catalizador en fibroina de seda, generandose un compuesto
hibrido (proporcién MOF:fibroina de seda 1:1) que aun mantenia su capacidad catalitica.

Por otra parte, en nuestro grupo de investigacion se han desarrollado materiales
hibridos basados en AC y MOFs como proteccion frente a agentes de guerra quimica de
tipo nervioso. Uno de los principales problemas de los sistemas de proteccién basados en
AC actuales es que los compuestos tdxicos, una vez adsorbidos, puede sufrir un proceso
de desorcién y con ello contaminar al usuario. Por este motivo, se decidié combinar
MOFs de Zr(1V), capaces de degradar los enlaces P-X (X = F, Cl, N, S) caracteristicos
de los compuestos organofosforados, con materiales de AC de elevada capacidad de
adsorcion. Concretamente, se hicieron crecer capa a capa dos MOFs de Zr(IV)
[Zrs04(OH)4(BDC-X)6] (X = H, UiO-66; X = NH,, UiO-66-NH>) sobre la superficie de
tejidos de AC. [91] Los materiales hibridos obtenidos (UiO-66@AC y UiO-66-
NH.@AC) fueron capaces de adsorber de manera rapida y estable el compuesto
organofosforado DIFP, gracias al caracter hidrofobico del AC, para posteriormente
hidrolizarlo como consecuencia de la actividad catalitica del MOF. En concreto, se
obtuvieron unos valores de detoxificacion del 80 % para el UiO-66 @AC y del 40 % para
el UiO-66-NH,@AC pasadas 24 h. Gracias a esto se pudo demostrar que la combinacion
de ambos materiales supone una mejora respecto a los sistemas de proteccion basados en

AC tradicionales.

Por otra parte, de entre las diversas aplicaciones de los MOFs, su uso como DDS

resulta especialmente prometedor debido a que presentan determinadas caracteristicas:

- Elevada porosidad y gran superficie especifica para albergar moléculas bioactivas
en el interior de sus cavidades. [92]
- Capacidad para proteger a los farmacos encapsulados de condiciones adversas

(p.€j., luz, humedad o degradacién enzimatica). [55]



- Versatilidad de funcionalizacion, de forma que modificando determinadas
propiedades (p.ej., interaccion anfitrion-huésped) se puede controlar la cinética
de liberacion del farmaco. [93]

- Estabilidad adecuada en medio biol6gico para liberar el farmaco de manera
controlada y finalmente degradarse evitando la bioacumulaciéon. [94]

Existen diversas estrategias para la encapsulacién de compuestos bioactivos en el
interior de materiales porosos como los MOFs. La méas comun es la encapsulacion del
compuesto activo en el interior de sus cavidades formandose un sistema hibrido
farmaco@material. Dicha incorporacion se suele llevar a cabo mediante la impregnacion
del MOF en una disolucién concentrada del farmaco (impregnacion sélido-liquido). [95]
Sin embargo, otra estrategia comunmente utilizada es la encapsulaciéon durante la
preparacion del material poroso (sintesis one pot). [96] Dentro de esto, en determinados
casos como para la encapsulacion de ciertas biomoléculas voluminosas (p.ej., proteinas),
se emplea la estrategia conocida como mineralizacién biomimética. Dicha estrategia se
basa en la evidencia de que algunas biomoléculas son capaces de favorecer el crecimiento
del MOF al encontrarse ambos en medio acuoso, de forma que la biomolécula queda

finalmente recubierta por la estructura del MOF. [97]

Por lo general, la cantidad de fArmaco incorporado depende de diversos factores como
la concentracion de farmaco utilizada, el disolvente empleado o el pH. [51] Por otra parte,
la posterior liberacion del farmaco encapsulado estara determinada por su difusion a
través de la matriz porosa, que a su vez estd condicionada por diversos parametros: (i)
espaciales, como el tamafio y/o forma de las cavidades del MOF frente al tamafio de la
molécula bioactiva, (ii) interacciones entre la molécula bioactiva y el MOF vy (iii) tamafio
de particula. Asimismo, la estabilidad del material poroso en medio fisiolégico también

jugara un papel en dicha liberacion. [98]

En cuanto a ejemplos précticos, los MOFs como sistemas de liberacion controlada de
farmacos podrian ser Utiles para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas
como el Alzheimer. [99] En la enfermedad de Alzheimer se produce una degradacion
progresiva de las neuronas encargadas de producir los neurotransmisores colinérgicos,

cuya concentracion se reduce drasticamente causando una pérdida del correcto
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funcionamiento cognitivo del paciente. Una de las principales aproximaciones hoy en dia
para el tratamiento del Alzheimer de fase leve a moderada consiste en la utilizacion de
farmacos inhibidores de la acetilcolinesterasa (p.ej., donepezilo, rivastigmina o
galantamina, Figura 1.12) aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) de EE.
UU. [100] Estos farmacos son compuestos nucledfilos que se unen de manera reversible
a la AChE, disminuyendo su actividad y reestableciendo con ello unos niveles normales
de ACh. Su principal problema es que presentan baja estabilidad en medio bioldgico, baja
selectividad en su unidn a la AChE presente en sinapsis colinérgicas y que resulta dificil
controlar la dosis de farmaco en el paciente.
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Figura 1.12. Estructura quimica de algunos farmacos inhibidores de la AChE aprobados por la FDA.

A pesar del creciente uso de los MOFs en aplicaciones biomédicas, alin existe una
falta de estudios que exploren de forma especifica el uso de MOFs para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas. La mayoria de los estudios que utilizan este tipo de
materiales estdn enfocados en su uso como sensores para un diagndstico temprano,
detectando la actividad de la enzima AChE y la presencia de biomarcadores. Los
principales biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer son las fibras B-amiloides
(AP), proteinas que se aglomeran formando placas en el fluido cerebroespinal y se
encuentran relacionadas con la progresion de la enfermedad. [101] En cualquier caso,
existen estudios como el de Wang y colaboradores [102] que utilizan MOFs de Zr para
inhibir fotocataliticamente el autoensamblaje de estas proteinas, frenando con ello el

avance de la enfermedad.

De esta forma, el desarrollo de redes metal-organicas para el transporte y liberacion
de farmacos o ligandos nucleofilos, capaces de unirse de manera reversible a la AChE
reduciendo su actividad, podria suponer un enfoque novedoso para el tratamiento

temprano de enfermedades neurodegenerativas. Asimismo, existen estudios que indican



interacciones complejas entre neuronas reguladas por acetilcolina (colinérgicas) y
aquellas reguladas por dopamina (dopaminicas) en el tegmento ventral del cerebro medio.
[103] Esto permite una mayor comprension de trastornos neuropsiquiatricos como el
Alzheimer o el Parkinson (causado por la degeneracion de neuronas dopaminicas), y
aporta un nuevo enfoque que podria mejorar el tratamiento actual. Con respecto a esto,
los MOFs podrian utilizarse como vehiculos para el transporte y liberacion controlada de
farmacos, como inhibidores de AChE o incluso moléculas bioactivas (p.ej., L-DOPA,
transformada en dopamina en el cerebro), para el tratamiento de estas enfermedades.

2.8 Poliedros metal-organicos

Los poliedros metal-organicos (MOPs, del inglés Metal-Organic Polyhedra), también
conocidos como cajas moleculares metal-organicas, son otro tipo de materiales porosos
cristalinos. [104] Al igual que los MOFs, estan formados por iones o clisteres metalicos
y ligandos organicos. Sin embargo, mientras que los MOFs presentan una estructura
extendida, los MOPs son entidades moleculares. En funcién de los componentes
empleados para la sintesis, es posible obtener MOPs con diferentes topologias (p.ej.,
tetraédricas, cuboctaédricas, cubica). [105]

Su naturaleza modular ha hecho que los MOPs presenten diversas aplicaciones en

catalisis,[106] adsorcidn de gases [107] o administracién de farmacos, [108] entre otros.

Con relacién a la aplicacién de las cajas moleculares en biomedicina, cabe resaltar el
empleo de estos compuestos en la creacidn de canales iénicos sintéticos. En relacién con
esto, Kim y colaboradores [109] consiguieron emplear como canal idnico sintético el
conocido como MOP-18, sintetizado inicialmente por Yaghi y colaboradores. [110] Este
material se trata de un cubooctaedro metal-organico estable, formado por la interaccién
entre iones Cu(ll) y grupos carboxilato en un anillo bencénico, con un tamafio de

aproximadamente 5 nm.

El principal problema de estos materiales es su baja estabilidad, ya que su estructura
tiende a colapsar cuando se eliminan las moléculas de disolvente retenidas en sus poros.
Para evitar esto, una posible solucion es la utilizacion de clusteres de Zr(1V) como SBUs

e iones carboxilato como ligandos, ya que los iones Zr(IV) presentan una gran afinidad
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por los &tomos de oxigeno de los ligandos carboxilato. [111] Con respecto a esto, Yuan
y colaboradores sintetizaron MOPs tetraédricos formados por grupos de circonio
trinucleares y ensamblados por [ZrCp.Cl;] y diversos ligandos carboxilicos. De esta
forma, los grupos ciclopentadienilo bloguean los sitios de coordinacion de los 4&tomos de
circonio, impidiendo la formacion de estructuras extendidas y estabilizando con ello la
estructura discreta. [112] Por este motivo, en el Capitulo 111 de esta Tesis Doctoral se
planteo la sintesis de MOPs con grupos ciclopentadienilo funcionalizados con cadenas
alquilicas, con objeto de aumentar su biocompatibilidad. Asimismo, se estudid el efecto
de MOPs sintetizados con ligandos orgénicos de distinto tamafio y grupos funcionales a
modo de conectores en la encapsulacion de moléculas reactivadoras de

acetilcolinesterasa y la catalisis de compuestos organofosforados.

Por todo lo expuesto anteriormente, en esta Tesis Doctoral se explorara el uso tanto
de MOFs como de MOPs como agentes duales para el transporte y liberacién controlada

de farmacos y la detoxificacién de compuestos organofosforados.
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OBJETIVOS







Uno de los grandes retos a nivel global del siglo XXI es incrementar la produccion de
los cultivos para satisfacer la elevada demanda de alimento consecuencia del continuo
incremento de la poblacion mundial. Con este fin, se ha incrementado el uso de
pesticidas, gran parte de los cuales son compuestos organofosforados (OPs) que
presentan un elevado riesgo para la salud humana y el medio ambiente. Por otra parte,
desafortunadamente también ha aumentado el uso de OPs como agentes nerviosos de
guerra quimica. Los OPs resultan extremadamente toxicos como consecuencia del dafio
que generan sobre el sistema nervioso central debido a la inhibicion de la enzima

acetilcolinesterasa (AChE).

En este sentido, el tratamiento principal para la intoxicacion por OPs se basa en la
utilizacién de agentes reactivadores de la AChE como las oximas. Sin embargo, el
tratamiento actual con oximas presenta diversas limitaciones, destacAndose que si las
oximas no se administran de forma controlada y mantenida en el tiempo, se alcanzan
bajos rendimientos terapéuticos. Respecto a esto, el uso de tratamientos alternativos,
como la administracion de esterasas capaces de reemplazar la actividad de la AChE
perdida y/o actuar como sumideros de OPs podria suponer una alternativa valida. Por lo
tanto, el desarrollo de materiales para el transporte y liberacion controlada de esta clase
de antidotos frente a la intoxicacién por OPs (oximas, biomoléculas, etc.) resulta de
especial importancia. En este sentido, el uso de materiales metal-organicos porosos como
las redes metal-organicas (MOFs) y de sus analogos moleculares, llamados poliedros
metal-organicos (MOPs) podria ser una solucidn viable. Dichos materiales presentan una
elevada porosidad tanto hacia la captura de compuestos téxicos (entre ellos los OPs)
como hacia el almacenaje y la liberacion de agentes terapéuticos. Por otra parte, algunos
de estos sistemas (especialmente aquellos que estan formados por Zr(1V)) poseen una

elevada actividad catalitica frente a la degradacion hidrolitica de OPs.

De esta forma, el principal objetivo de esta Tesis Doctoral es emplear redes metal-
organicas porosas y poliedros metal-organicos porosos como materiales duales en: (i)
captura y/o degradacion de compuestos organofosforados y (ii) transporte y liberacion de
farmacos y/o biomoléculas capaces de actuar como antidotos en la intoxicacion por
compuestos organofosforados. Dicho objetivo principal puede subdividirse en distintos

objetivos especificos:
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1. Sintetizar y caracterizar materiales hibridos basados en la red metal-organica de

circonio MOF-808 ([Zrs04(OH)4(BTC)2(HCOO)e], BTC = acido benceno-1,3,5-
tricarboxilico) y la oxima neutra 2-(hidroxiimino)-N-2-(piperidin-1-
iletilacetamida (RS69N). Estudiar la capacidad del material hibrido
RS69N@MOF-808 en fluido biolégico simulado para: (i) detoxificar el
compuesto organofosforado modelo diisopropilfluorofosfato (DIFP), (ii) liberar
de forma controlada la oxima RS69N vy (iii) reactivar la enzima acetilcolinesterasa
(AChE) previamente inhibida por DIFP.

Sintetizar y caracterizar cajas tetraédricas moleculares cationicas [((n-
butilCpZr)3(OH)30)4L¢]Cls (Zr-MOP-1; L = 4cido tereftalico, n-butilCp = n-
butilciclopentadienilo y Zr-MOP-10; L = 4cido bifenil-4,4’-dicarboxilico).
Evaluar la capacidad de estos sistemas, bajo condiciones biolégicas simuladas,
para: (i) capturar el compuesto organofosforado modelo DIFP, (ii) almacenar y
liberar de manera controlada la oxima pralidoxima (2-PAM, 2-
[(hidroxiimino)metil]-1-metilpiridin-1-ium) y (iii) reactivar la enzima AChE
previamente inhibida por DIFP. Incrementar la biocompatibilidad de los sistemas
hibridos 2-PAM@Zr-MOP mediante su incorporacion en liposomas de
fosfatidilcolina. Ensayar la neurotoxicidad de los sistemas sintetizados sobre la

linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y.

Sintetizar, mediante el uso de ligandos imidazoélicos de nucleofilicidad creciente
(purina, benzimidazol, imidazol y 2-metilimidazol), y caracterizar distintas redes
metal-organicas zeomiméticas (ZIFs) basadas en cinc: Zn(plm). (ZIF-20),
Zn(blm), (ZIF-11), Zn(Im)z, Zn(mlm). (ZIF-L), Zn(mim). (sod ZIF-8) y
Znz(mIm)s(OH) (ZIF-EC-1). Estudiar el efecto de la nucleofilicidad de los
ligandos imidazdlicos, la topologias de las redes y los tamafios de particula sobre:
(i) la detoxificacion de los simuladores de agentes nerviosos de tipo G
diisopropilfluorofosfato y diisopropilclorofosfato (DICP), (ii) la degradacion
estructural de los ZIFs asociada a esta detoxificacion con la subsecuente
liberacion de los respectivos ligandos imidazoélicos y (iii) la capacidad de dichos

ligandos imidazdlicos para reactivar AChE previamente inhibida por DIFP.



Ensayar la neurotoxicidad de los sistemas sintetizados sobre la linea celular de
neuroblastoma humano SH-SY5Y.

Sintetizar y caracterizar un material hibrido entre la red metal-organica
zeomimética ZIF-8 en fase sodalita (sod ZIF-8) y una enzima esterasa.
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CAPITULO Il

Redes metal-organicas de circonio con propiedades duales de

captura y detoxificacion de compuestos organofosforados







En este capitulo, se presenta la sintesis y caracterizacion de un nuevo material hibrido
basado en la red metal-organica de circonio MOF-808 ([ZrsO4(OH)4(BTC)2(HCOO)s],
BTC = &cido benceno-1,3,5-tricarboxilico) y la oxima neutra 2-(hidroxiimino)-N-2-
(piperidin-1-il)etilacetamida (RS69N) y la capacidad de este material hibrido, llamado
RS69N@MOF-808, para actuar como un agente dual en el tratamiento de la intoxicacion
por compuestos organofosforados. Con este fin, se ha estudiado su capacidad para
detoxificar el compuesto organofosforado modelo diisopropilfluorofosfato (DIFP) en
fluido bioldgico simulado. De forma paralela, se ha evaluado su capacidad para liberar
de manera controlada la oxima RS69N vy reactivar la enzima acetilcolinesterasa (AChE)
previamente inhibida por DIFP (Esquema 2.1).

Captura Liberacion RS69N
DIFP
- R o Pd
M \\'OH 0]

Reactivacion AChE

RS6IN@MOF-808

Esquema 2.1. Representacion esquematica del comportamiento dual del material hibrido
RS69N@MOF-808 para la captura del organofosfato modelo DIFP y la liberacién de la oxima
RS69N. El farmaco RS69N liberado es capaz de reactivar la enzima AChE previamente inhibida por
DIFP.

1 Redes metal-orgéanicas para el transporte y liberacion de antidotos de

compuestos organofosforados

Como se menciond anteriormente en la Introduccién de esta Tesis Doctoral, los
compuestos organofosforados (OPs), entre los cuales se incluyen algunos pesticidas
ampliamente utilizados en agricultura, asi como agentes de guerra quimica nerviosos,

resultan altamente perjudiciales para la salud humana y los ecosistemas, debido a su
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capacidad para inhibir la enzima acetilcolinesterasa (AChE). [1] Dicha enzima juega un
papel muy importante en la transmision del impulso nervioso, ya que es la encargada de
regular la concentracion del neurotransmisor acetilcolina (ACh) en la sinapsis neuronal.
[2] Los compuestos organofosforados son capaces de inhibir la enzima AChE gracias a
la similitud estructural de estos compuestos toxicos con la acetilcolina, que es el sustrato
natural de esta enzima. De hecho, estos toxicos se unen de forma covalente a un residuo
de serina del centro activo de la enzima AChE mediante un enlace éster fésforo-oxigeno,
formando con ello un aducto estable enzima-organofosforado que impide que la AChE
realice su funcion. De esta forma, la inhibicion de la AChE da lugar a una acumulacién
del neurotransmisor en la sinapsis nerviosa, con la subsecuente saturacion de los
receptores neuronales de ACh. Todo esto provoca una serie de efectos perjudiciales para
la salud entre los que se incluyen convulsiones, trastornos respiratorios y, en ultima

instancia, la muerte. [3]

Actualmente, el tratamiento mas comudn para la intoxicacién por compuestos
organofosforados consiste en la administracion del farmaco atropina (para estimular el
corazén) junto con farmacos reactivadores de la AChE, generalmente oximas. [4] Las
oximas acttian como agentes nucledfilos al atacar al atomo de fosforo del aducto enzima-
organofosforado, rompiendo el enlace P-O(serina) reactivando con ello la actividad
hidrolasa. [5] Sin embargo, mientras que la administracion de bajas concentraciones de
oxima conducen a bajas tasas de reactivacion de la enzima, el uso de altas dosis del
farmaco pueden tener un efecto perjudicial debido a que estas especies una vez
fosforiladas son capaces de inhibir la AChE. [5], [6] Por ello, resulta crucial controlar la
concentracion optima de la oxima en el organismo para lograr un tratamiento eficaz
contra la intoxicacion por compuestos organofosforados. Con el objetivo de solventar
estos problemas, el tratamiento actual con oximas se basa en la administracion
intravenosa de pequefias cantidades de estos farmacos multiples veces. A pesar de ello
tienen lugar fluctuaciones considerables en la concentracion de oxima en sangre que se
traducen en una baja eficacia terapéutica. [6] Por lo tanto, resulta de especial interés el
desarrollo de nuevos sistemas capaces de asegurar una concentracion de oxima

controlada y constante en el organismo. [7]



Las redes metal-orgénicas porosas (MOFs), gracias a su gran area superficial y
elevada porosidad, son candidatos ideales para albergar moléculas bioactivas (p.ej.,
oximas) y liberarlas de forma controlada o gradual, actuando como sistemas de
administracion controlada de farmacos. [8] Sin embargo, hasta la fecha, se han llevado a
cabo pocas investigaciones en las que se utilicen MOFs para el transporte y liberacion de

oximas en el tratamiento de la intoxicacion por compuestos organofosforados.

En una de dichas investigaciones, se demostré la capacidad de un MOF de titanio,
conocido como MIL-125-NH; ([TisOs(OH)4(NH-BDC)s] (BDC = 4cido 1,4-
bencenodicarboxilico), para adsorber de forma eficaz y reversible el compuesto
pralidoxima (cloruro de 2-(N-hidroxiiminometil)-1-metilpiridinio, abreviado como 2-
PAM), que se usa como antidoto en los tratamientos convencionales de intoxicacién por
compuestos organofosforados. Los resultados de este estudio indicaban que suspensiones
del material en medio fisioldgico simulado liberaban a la disolucién un 82 % de su
contenido en pralidoxima tras 5 minutos de incubacion, alcanzandose la liberacion total
tras 90 minutos en suspension. [9] En otro estudio reciente, se utilizé el MOF de hierro
MIL-88B ([FesOX(BDC)s, X = Cl, OH) para albergar la misma oxima, y liberarla de
forma gradual durante periodos de tiempo mas largos. Ademas, se realizaron ensayos in
vivo para evaluar la capacidad del nuevo material para mitigar el envenenamiento de
ratones por gas sarin, un agente nervioso organofosforado con una alta toxicidad. Los
resultados mostraban que, tras la administracion del material a los ratones, la oxima se
liberaba de forma gradual en su organismo lo que conducia a una reactivacion de la

actividad enzimética de la AChE que se mantenia durante 72 h [6].

Los resultados anteriores ponen de manifiesto la potencialidad de los MOFs para
mejorar la eficacia de los tratamientos contra el envenenamiento por compuestos
organofosforados. Sin embargo, en dichos estudios, la capacidad de adsorcién tan
excepcional de los MOFs aln no se ha explotado en su totalidad. En este sentido, los
MOFs de Zr(IV) han demostrado poseer una elevada capacidad de adsorcion de
compuestos organofosforados y fosfatos, debido a la naturaleza &cido-dura de Pearson de
los sitios activos de Zr(1V) [10], [11].
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Por tanto, en este capitulo se parte de la hipétesis de que los MOFs no solo podrian
almacenar oximas en sus cavidades y liberarlas de forma controlada en medio fisiologico,
sino que, de forma simultanea, también podrian capturar los compuestos
organofosforados toxicos atrapandolos en el interior de sus matrices porosas y, por tanto,
eliminarlos de los fluidos corporales.

2 Sintesis y caracterizacion del MOF de circonio(IV) y encapsulacién

de una oxima neutra

En este capitulo, se ha decidido emplear la red metal-organica de circonio(1V) MOF-
808 ([Zrs04(OH)4(BTC)(HCOO)¢], BTC = &cido benceno-1,3,5-tricarboxilico) como
matriz porosa para la adsorcion y liberacién de agentes reactivadores de la AChE
(oximas) debido a su elevada area superficial y mesoporosidad (que cuenta con
numerosos sitios para la adsorcién de moléculas voluminosas), naturaleza éacida de
Pearson y baja toxicidad del circonio (1V). [12], [13] Gracias a estas caracteristicas, el
MOF-808 resulta ideal como sistema para la administracion de farmacos, ya que podria
ser capaz de albergar y transportar moléculas bioactivas en el interior de su matriz porosa
(p.€j., oximas) asi como liberar dichas moléculas de forma controlada/gradual.[8]
Asimismo, estas caracteristicas también convierten al MOF-808 en el material idéneo
para la detoxificacién de compuestos organofosforados, ya que podria capturar las

moléculas toxicas y alojarlas en sus cavidades, facilitando su expulsién del organismo.

Como agente reactivador de la enzima AChE se ha seleccionado la oxima neutra
RS69N (Figura 2.1). Dicha seleccion se fundamenta en que se ha observado que las
oximas catiénicas (p.ej., pralidoxima, obidoxima) no son capaces de atravesar la barrera
hematoencefalica (BBB, del inglés Blood-Brain Barrier), lo que limita que éstas alcancen
las células diana y, por tanto, reduce su eficacia terapéutica. Ante esta problematica, se
han propuesto dos posibles soluciones: aumentar la lipofilicidad del reactivador mediante
la adicion de grupos funcionales adecuados, o utilizar una oxima neutra, 0 ambas. [14]
De hecho, los compuestos organofosforados lipofilicos y de carga neutra son capaces de
inhibir tanto a la enzima AChE presente en el sistema nervioso central (SNC), como a

aquella periférica en poco tiempo debido a que son capaces de difundir rapidamente a



través de la BBB. [15], [16]. Asimismo, cabe destacar que la oxima modelo seleccionada
RS69N presenta una estructura anfifilica similar a las oximas RS194B y RS41A, capaces
de reactivar la enzima AChE inhibida por el agente de guerra quimica taban (Figura 2.1).
[16]

H H H
| | |
N/\\/h\ﬂ/‘\\.\'tm _\-/\/x XNoH N/\/N\I'hNOH
O oS S IChe

RS194B RS41A RS69N

Figura 2.1. Estructuras quimicas de la oximas RS194B, RS41A y RS69N.

Tras la seleccion del MOF y de la oxima a utilizar, se evalu6 en primer lugar, y de
forma tedrica, la capacidad del MOF-808 para albergar la oxima RS69N mediante el
modelado computacional Monte Carlo Metropolis, realizado usando el modulo
Adsorption Locator del programa de Biovia Materials Studio. [17] El modelado confirmé
que los mesoporos del MOF-808 presentaban una alta capacidad de carga de la oxima,
pudiéndose llegar a acomodar hasta 52 moléculas de RS69N por celda unidad equivalente
a 3.25 moléculas de RS69N por formula unidad del MOF (Figura 2.2a). Resulta
importante destacar que la estructura del MOF cargado con oxima aun presenta un 7.36
% de volumen accesible para una molécula de 1.4 A de radio, por lo que seria capaz de

acomodar hasta 5 moléculas de DIFP (Figura 2.2b).
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Figura 2.2. Modelado computacional de (a) la carga de 52 moléculas de la oxima RS69N por celda
unidad destacando el 7.36 % de volumen accesible (b) la carga de 52 moléculas de RS69N y 5
moléculas de DIFP por celda unidad y (c) la co-adsorcion preferencial de una molécula de la oxima
RS69N y una molécula del toxico DIFP en la matriz porosa del MOF-808.

A continuacion, se prepararon tanto el MOF-808 como la oxima RS69N siguiendo
métodos previamente publicados en bibliografia. [15], [18] Cabe destacar que el MOF-
808 se prepard en forma de nanoparticulas siguiendo un protocolo respetuoso con el
medio ambiente desarrollado previamente por nuestro grupo. [18] Tras la sintesis, la
cristalinidad y pureza del MOF-808 se evalu6 mediante difraccion de rayos X en polvo
(PXRD) mientras que su porosidad se analizé por adsorcién de N> a 77 K. Por otra parte,
se confirmo la pureza de la oxima utilizando espectroscopia de resonancia magnética
nuclear de *H (*H NMR).

a1



Tras la caracterizacion completa de los materiales (véase Anexo 1), se llevo a cabo la
encapsulacion de la oxima RS69N en las cavidades de la matriz porosa siguiendo una
estrategia de impregnacion solido-liquido en la que se emple6 una suspension de 20 mg
de MOF-808 en una disolucion metandlica de RS69N (1 mL). La mezcla se mantuvo en
agitacion a temperatura ambiente hasta la evaporacién completa del disolvente con el
objetivo de forzar la incorporacion de la oxima en los poros del MOF-808 (véase Anexo
). El producto resultante, denominado RS69N@MOF-808, se lavé repetidas veces con
agua, se seco mediante liofilizacion y se almaceno a 4 °C.

La encapsulacion de la oxima RS69N en la matriz porosa del MOF-808 se confirmo
mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) gracias a que las
vibraciones caracteristicas de la oxima (region ~1300-800 cm™) presentes en el espectro
del material hibrido no se solapan con las bandas caracteristicas del MOF (Figura 2.3a).
A su vez, el anélisis por difraccién de rayos X en polvo muestra que el material hibrido
RS69N@MOF-808 mantiene la integridad estructural del MOF puro tras el proceso de
encapsulacion (Figura 2.3b). Asimismo, la ausencia de reflexiones correspondientes a la
oxima RS69N libre en el difractograma del material hibrido RS69N@MOF-808 descarta
la co-precipitacion de la oxima y la matriz porosa como fases cristalinas segregadas,
confirmando que toda la oxima se encuentra adsorbida en la matriz porosa. Por otra parte,
las imagenes obtenidas por microscopia electrdnica de barrido (SEM) mostraron que el
material hibrido estd constituido por particulas con una distribucion de tamafio
homogeéneo (didmetro de particula = 485 + 35 nm, Figura 2.3c). Debido a que el tamafio
de las particulas es superior a 200 nm, se espera que dichas particulas sean excretadas
por el higado y el bazo y, por lo tanto, resulten menos dafiinas que otras particulas més
pequefias (15 — 200 nm). [19]

Tras confirmarse la formacion del material hibrido RS69N@MOF-808, se procedio a
cuantificar la cantidad de oxima RS69N incorporada en las cavidades del MOF-808
mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear de *H (*H NMR). Con este fin,
se digiri6 el material hibrido (20 mg) en una disolucion de NaOD (10 M) vy el
sobrenadante obtenido se analizé6 mediante *H NMR (véase Anexo I). Gracias a esto, se
estimo una relacion molar de 5.2 £ 0.9 moles de oxima por cada mol de MOF-808 (Figura

Al.3). La mayor relacion oxima:MOF encontrada experimentalmente con respecto al
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calculo computacional (véase arriba) podria estar relacionado con la presencia de
defectos en la estructura, asi como que parte de las moléculas de RS69N se acomoden en
la superficie externa de las particulas de MOF-808.

(a) (b)

Intensidad (u.a.)
Intensidad (u.a.)

4000 3000 2000 1000 5 10 15 20 25 30 35
Numero de onda (cm ™) 26 (°)

Figura 2.3. (a) Espectros infrarrojos y (b) difractogramas de rayos X en polvo de la oxima RS69N
(azul), el MOF-808 (rojo), y el material hibrido RS6AN@MOF-808 (verde). La zona en la que se
encuentran las bandas caracteristicas de la oxima RS69N en el espectro infrarrojo estan sefialadas
con asteriscos y la region en la que aparecen se encuentra delimitada por una franja anaranjada. (c)
Imagen de SEM del material hibrido RS69N@MOF-808. Barra de escala: 1 pm.

2.1  Liberacion controlada de la oxima RS69N

Tras cuantificar la cantidad de oxima incorporada en la matriz porosa MOF-808, se
procedi6 a evaluar la capacidad del material hibrido RS69N@MOF-808 para liberar de
forma controlada dicha oxima bajo condiciones bioldgicas simuladas. Con este fin, se
suspendieron 20 mg del material hibrido RS69N@MOF-808 junto con 20 pL de
dimetilacetamida (DMA), utilizada como patrén interno, en 480 uL de PBS deuterado

a1
(ep]



(100 mM, pH = 7.4). La mezcla se incubd durante 24 h y la concentracion de la oxima
RS69N liberada a distintos tiempos se determiné mediante *H NMR (véase Anexo I).

Como se puede observar en el perfil de liberacion de la oxima representado en la
Figura 2.4, durante los primeros minutos se produce una liberacion acelerada de la oxima
(5.8 % de liberacién acumulada transcurridos 10 min), probablemente debida a la
desorcion de las moléculas de oximas débilmente adsorbida en la superficie de las
nanoparticulas. A partir de los diez minutos, se observa una liberacion gradual del agente
reactivador que se mantiene durante al menos 24 horas (9.9 % y 37.5 % de liberacion
acumulada transcurridos 180 min y 24 h, respectivamente). Este segundo tramo de la
liberacion se asigna a la desorcion de las moléculas de oxima alojados en el interior de
las cavidades de la matriz porosa. Por tanto, estos resultados demuestran que la
encapsulacion de la oxima en las cavidades del MOF da lugar a un material que presenta
una liberacién gradual de la oxima en medio fisioldgico simulado. Como resultado, esto
permitiria obtener una concentracion de oxima continua en el tiempo en el organismo
tras su administracion. Como se habia indicado anteriormente, el control sobre la
concentracion del farmaco es beneficioso de cara a conseguir un tratamiento eficaz de
desintoxicacion. [20]
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Figura 2.4. Perfil de liberacion acumulada de la oxima RS69N obtenido a partir de una suspension
de RS69N@MOF-808 en fluido corporal simulado. Condiciones experimentales: RS69N@MOF-808
(20 mg), DMA (20 pL, patrén interno) y PBS deuterado (480 pL, 100 mM, pH = 7.4), temperatura

ambiente.
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2.2 Reactivacion de la enzima acetilcolinesterasa mediante la oxima

RS69N

Una vez evaluada la capacidad del material hibrido RS69N@MOF-808 para liberar
de forma gradual la oxima RS69N, se estudi6 la capacidad de la oxima liberada para
reactivar la enzima AChE previamente inhibida con un compuesto organofosforado
modelo (DIFP). Para ello, se realizaron diferentes ensayos enzimaticos con el objetivo de
cuantificar la actividad enzimatica de la AChE bajo diferentes condiciones (p.ej. en
presencia y ausencia del compuesto toxico, actividad de inhibicion y control,
respectivamente; y tras la adicién del reactivador sobre la AChE previamente inhibida es
decir, actividad de la enzima tras su reactivacion). Con esta finalidad se emple6 el método
colorimétrico del acetato de indoxilo [21] . Este protocolo se basa en la habilidad de
enzima AChE para hidrolizar el compuesto acetato de indoxilo (incoloro) y formar
indoxilo (sustrato incoloro) que se oxida rapidamente generando azul indigo (producto
coloreado) (Esquema 2.2). Por tanto, determinando espectrofotométricamente la
concentracién de azul indigo generada es posible calcular la actividad enzimética de la
AChE.

Acetato de
indoxilo

Esquema 2.2. Reaccion de hidrolisis de acetato de indoxilo catalizada por la enzima AChE y
posterior oxidacion a azul indigo en la que se basa el método de actividad enzimatica colorimétrico

empleado. Imagen adaptada de la bibliografia. [21]



En primer lugar, se evalud la capacidad de la oxima RS69N para recuperar la actividad
enzimatica de la AChE que se ha inhibido previamente con el compuesto toxico DIFP.
Para ello, se prepararon varias disoluciones en PBS (100 mM, pH = 7.4) conteniendo el
compuesto téxico DIFP ([DIFP] final = 5-10°% M) y la enzima AChE y se incubaron
durante 30 minutos para que tuviera lugar la inhibicion parcial de la enzima. Transcurrido
este tiempo, se afadieron distintas cantidades de la oxima RS69N sobre las disoluciones
de enzima inhibida ([RS69N] = 5 x 10* M y 5 x 10° M) y se incubaron durante 30
minutos méas para llevar a cabo la reactivacion enzimatica. Finalmente, la actividad
enzimatica de la AChE en cada una de las disoluciones se determin6 mediante el método
colorimétrico del acetato de indoxilo. Ademas, se realizaron dos ensayos enzimaticos
adicionales como controles: i) un ensayo enzimatico control para determinar la actividad
enzimatica de la AChE en ausencia del compuesto téxico DIFP (actividad control de la
enzima) y ii) un ensayo enzimatico control para determinar la actividad enzimatica de la
AChE en presencia del DIFP y en ausencia de reactivador (actividad enzimética de

inhibicién) (Ver Anexo para més informacion sobre los detalles experimentales).

Por una parte, como se puede apreciar en la Tabla 2.1, el compuesto DIFP es capaz
de inhibir a la AChE, reduciendo su actividad enzimatica en un 62 % en las condiciones
ensayadas. Asimismo, los resultados de los ensayos enzimaéticos indican que el
compuesto RS69N se comporta como un agente reactivador de la enzima AChE,
logrando un porcentaje de reactivacion del 25 +5 % y 97 £+ 3 % para las concentraciones
de oxima RS69N libre de 5 x 10* My 5 x 10 M, respectivamente.

Tabla 2.1. Experimentos control de actividad de la enzima libre, inhibicion por DIFP y reactivacion
por RS69N.

Muestra Actividad enzimatica (mU)
Controlenzima 1.07 £0.03
Controlinnibicisn ([DIFP] = 5-10° M) 0.41x0.04
RS69N (5-10* M) 0.56 + 0.03
RS69N (5-103 M) 1.04 +0.01

Una vez confirmada la capacidad del compuesto RS69N para restaurar la actividad de
la enzima AChE, se evalu6 si la oxima liberada al medio desde la matriz del material

RS69N@MOF-808 tras su incubacion en medio fisiolégico simulado era capaz de
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reactivar a la enzima AChE previamente inhibida con DIFP. Para ello, se prepar6 una
suspension de RS69N@MOF-808 en PBS (100 mM, pH = 7.4) y se incubd durante 24 h
a 37 °C. Transcurrido este tiempo, el sélido se separ6 del liquido por centrifugacion. A
continuacion, una alicuota del sobrenadante conteniendo la oxima RS69N se adiciono
sobre una disolucion de AChE que habia sido inhibida con DIFP durante 30 min ([DIFP]
final = 5:10°% M, [RS69N] final = 3.2 x 103 M]) y se incubd durante 30 minutos
adicionales para que tuviera lugar la reaccion de reactivacion. Finalmente, se evaluo la
actividad enzimatica de la AChE mediante el método colorimétrico del acetato de
indoxilo. Como en el caso anterior, se realizaron dos experimentos control adicionales

para determinar la actividad control de la enzimay la actividad enzimatica de inhibicion.

Como se observa en la Tabla 2.2, la oxima liberada es capaz de restaurar por completo
la actividad de la enzima previamente inhibida con DIFP (inhibicion enzimatica del 70
%). Estos resultados confirman que la presencia del MOF-808 en medio fisioldgico no

afecta negativamente a la capacidad de la oxima liberada de reactivar la enzima AChE.

Tabla 2.2. Reactivacion de AChE con el sobrenadante de RS69N@MOF-808.

Muestra Actividad enzimética (mU)
Controlenzima 1.68 £ 0.04
Controlinnibicisn 0.50 £0.02
RS69Niberada (3.2-10'3 M) 1.69 £0.01

2.3 Descontaminacion de compuestos organofosforados modelo tipo G

Los Zr-MOFs (entre los que cabe destacar el MOF-808) han demostrado ser altamente
eficaces en la captura y eliminacion de compuestos organofosforados presentes en medio
acuoso [24], sin embargo, existen pocos estudios sobre su comportamiento en medios
biolégicos. Por ello, se decidié evaluar la capacidad del material hibrido RS6OAN@MOF-
808 para descontaminar disoluciones del compuesto organofosforado modelo DIFP en
fluido bioldgico simulado (PBS 100 mM, pH =7.4).

Con esta finalidad, se empled una suspension (volumen total 500 ul.) compuesta por
el material hibrido RS69N@MOF-808 (20 mg), DIFP (2.9 x 102 M) y DMA (2.9 x 1072
M), este ltimo utilizado como patrén interno. Esta suspension se mantuvo en agitacion

y a temperatura ambiente durante 24 h. Durante el experimento, la concentracion del



compuesto organofosforado modelo DIFP en la disolucién se cuantific a diferentes
tiempos mediante cromatografia de gases. A su vez, con el objetivo de identificar el
efecto que las moléculas huésped de oxima encapsuladas tenian sobre la capacidad del
MOF-808 para capturar/degradar las moléculas de DIFP en PBS, se realizd un
experimento similar salvo que, en este segundo caso, la suspensién estaba formada por
el MOF-808 (20 mg), DIFP (2.9 x 102 M) y DMA (2.9 x 102 M) a modo de control.

Los resultados, representados en la Figura 2.5 y Figura Al.6, muestran que el material
hibrido RS6AN@MOF-808 es capaz de capturar el compuesto organofosforado modelo
DIFP, alcanzandose una tasa de eliminacién del 30 % tras 90 min y un 95 % transcurridas
24 h mediante un proceso de adsorcién sélido-liquido. La cinética de este proceso se
ajusté a un modelo de adsorcion de pseudo-segundo orden, estimandose un tiempo de
vida media (t12) de 183 min para la captura de DIFP. Por su parte, la matriz porosa MOF-
808 sin moléculas de RS69N en su interior (Figura 2.5 y Figura Al.7), presenta una
cinética de adsorcion mas rapida que la observada para RS69N@MOF-808, con un

tiempo de vida media de 99 min.

Estos resultados indican que, como era de esperar, la presencia de moléculas huésped
en las cavidades de la matriz porosa (RS69N) compite con la capacidad del material para
eliminar el compuesto organofosforado DIFP de la disolucion. No obstante, cabe destacar
que el material RS69N@MOF-808 es aun capaz de capturar casi en su totalidad las
moléculas de DIFP tras 24 horas de incubacion, aunque la cinética de adsorcién se vea
disminuida a la mitad. A su vez, como se ha mencionado anteriormente, se espera que las
particulas relativamente grandes (> 200 nm) de RS69N@MOF-808, sean potencialmente
excretables a través del higado y el bazo. De esta forma, el uso del sistema hibrido
RS69N@MOF-808 podria permitir la eliminacion del DIFP del organismo, impidiendo
que las moléculas tdxicas atravesasen la barrera hematoencefalica y por tanto, evitando

su efecto perjudicial sobre la salud. [19]
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Figura 2.5. Eliminacién acumulada de DIFP en fluido corporal simulado por parte del MOF-808
(curva roja) y del material hibrido RS69N@MOF-808 (curva verde). Condiciones experimentales:
material poroso (20 mg), DIFP (2.9 x 102 M), DMA (2.9 x 10 M, patron interno) y PBS (0.5 mL, 100
mM, pH = 7.4), temperatura ambiente.

A continuacion, con el objetivo de elucidar la naturaleza del proceso de eliminacién
del compuesto organofosforado modelo DIFP de la disolucién, es decir, adsorcién o
degradacion del compuesto toxico, se llevaron a cabo estudios adicionales de *H y 3!P
NMR. Para ello, el material RS69N@MOF-808 (20 mg) se suspendi6 en una mezcla
equimolar de DIFP y DMA (2.9 x 102 M), a modo de patrén interno, en fluido corporal
simulado (PBS deuterado 100 mM, pH = 7.4). La suspension resultante se mantuvo en
agitacion durante 24 h y, transcurrido este tiempo, el sobrenadante y el sélido se

separaron mediante centrifugacion.

El analisis por NMR de 3P del sobrenadante demostrd la presencia de dos especies
de fosforo en disolucién: DIFP y su producto de degradacion, el hidrogenofosfato de
diisopropilo (Figura 2.6a). Ambos productos se cuantificaron mediante *H NMR y los
resultados obtenidos demostraron que, transcurridas 24 h, el 8.7 % del DIFP contenido
inicialmente en la mezcla habia sufrido un proceso de hidrolisis mientras que el 17.2 %

aun permanecia de forma libre en la disolucion (Figura 2.6b).

Por otra parte, el sélido se tratdé con DMSO-ds para extraer aquellas especies que

pudieran encontrarse adsorbidas en la matriz porosa. El analisis por NMR de la disolucién



extraida demostré que Unicamente el DIFP (y no su producto de degradacion) se
encontraba adsorbido en la matriz porosa del MOF-808.

De esta forma, los analisis por NMR junto con los estudios de cromatografia, muestran
que el sistema hibrido RS6AN@MOF-808 es capaz de adsorber en su matriz porosa la
mayor parte del toxico DIFP (74.2 %) y degradar un 8.7 % de dicho toxico,

permaneciendo Unicamente un 17.2 % del mismo en disolucidn transcurridas 24 h.
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Figura 2.6. (a) Espectros de NMR de 3P y (b) de *H del sobrenadante obtenido tras incubar el
material hibrido RS69N@MOF-808 con el compuesto organofosforado DIFP durante 24 h.
Condiciones experimentales: RS69N@MOF-808 (20 mg), DIFP (2.9 x 102 M), DMA (2.9 x 102 M,
patrén interno) y PBS deuterado (0.5 mL, 100 mM, pH = 7,4), temperatura ambiente.

Finalmente, y con el objetivo de evaluar la capacidad detoxificadora dual del material

RS69N@MOF-808 (captura del compuesto tdxico DIFP y reactivacion enzimética
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mediante la RS69N liberada) se llevaron a cabo ensayos de actividad enzimética
adicionales. Con este objetivo se dispersaron 20 mg del material hibrido RS69N@MOF-
808 en una disolucién de DIFP (2.9 x 102 M, 0.5 mL) en PBS (100 mM, pH=7.4),y la
mezcla incubd a 37 °C durante 24 h. A su vez, una disolucion de DIFP (2.9 x 102 M, 0.5
mL) en PBS (100 mM, pH = 7.4) se preparé como control negativo y se incub6 en las
mismas condiciones. Transcurrido este tiempo, se adicioné una alicuota de cada muestra
([DIFP] final en ensayo de inhibicion = [DIFP] final = 5-10 M,) sobre una disolucion
en PBS conteniendo a la enzima AChE y las mezclas se incubaron durante 1 hora para
gue la reaccién de inhibicién enzimatica debido al DIFP tuviera lugar (Véase Anexo |
para mas detalles experimentales). En un Gltimo paso, se evalu6 la actividad enzimética
de la AChE en cada una de las disoluciones. Como en los ensayos enzimaticos anteriores,
se realiz6 un ensayo enzimatico adicional para evaluar la actividad enzimatica de la

AChE en ausencia del compuesto toxico DIFP.

Como se observa en la Tabla 2.3, la disolucion de DIFP inhibia la actividad de la
enzima AChE un 63.5 = 1.3 %. Por otra parte, el sobrenadante obtenido de la mezcla de
RS69N@MOF-808 y DIFP dio lugar a una inhibicion de solo 13.7 £ 1.5 %.

Tabla 2.3. Ensayo de inhibicion de AChE con DIFP en ausencia o presencia de RS69N@MOF-808.

Muestra Actividad enzimética (mU)
Controlenzima 1.07 £0.03
COﬂtl’Ohnhibicion [D|FP] = 5-10'6 M 0.42 £0.03
RS69N@MOF-808 + [DIFP] = 5-10° M 0.93+0.09

De esta forma, se confirma que el material hibrido RS6OAN@MOF-808 es capaz de
reducir significativamente el efecto inhibitorio del compuesto organofosforado modelo
DIFP tiene sobre la actividad enzimatica de AChE (tasa de detoxificacion del 78.4 %)
gracias a su actividad dual: i) captura del compuesto téxico y ii) reactivacion de la

actividad enzimética de AChE mediante la liberacion del agente reactivador RS69N.

3 Conclusiones

En este capitulo se ha aprovechado la porosidad excepcional y la elevada densidad de

posibles sitios de adsorcion para compuestos organofosforados que presenta la red metal-



organica porosa de circonio(IV) [ZrsO4(OH)4(BTC)2(HCOO)s] (MOF-808, HsBTC =
acido benceno-1,3,5-tricarboxilico), para incorporar en las cavidades de su matriz porosa
la oxima neutra 2-(hidroxiimino)-N-2-(piperidin-1-il)etilacetamida (RS69N). Con este
fin, se ha empleado una estrategia de impregnacion solido-liquido que ha dado lugar a
una eficiencia de encapsulacion de 5.2 + 0.9 moles de oxima por cada mol de MOF-808.
Dicha capacidad de adsorcién excede la calculada computacionalmente (3.25 moles) lo
que apunta al alojamiento de las moléculas huésped en exceso en defectos y/o en la
superficie externa de las particulas.

El nuevo material hibrido, denominado RS69N@MOF-808, es capaz de liberar de
forma continua y controlada la oxima RS69N, presentando una liberacion de oxima
acumulada del 37.5 % y una concentracion de oxima liberada de 3.2 x 10 M tras una
incubacion de 24 h en condiciones bioldgicas simuladas. Como se ha demostrado
mediante ensayos de actividad enzimatica, esta concentracion de oxima es capaz de
reactivar por completo la enzima acetilcolinesterasa (AChE) previamente inhibida por el

compuesto organofosforado modelo diisopropilfluorofosfato (DIFP).

También, se ha podido comprobar que el material hibrido RS69N@MOF-808 es
capaz de capturar eficazmente el agente nervioso modelo DIFP en fluido corporal
simulado (PBS 100 mM, pH = 7.4). Concretamente, el sistema hibrido es capaz de
capturar un 95 % de DIFP tras 24, principalmente mediante un proceso de adsorcion (t
= 183 min). Si bien el MOF-808 de forma individual presenta una eliminacién de DIFP
ligeramente mayor, del 100 % transcurridas 24 h, y una cinética de adsorcién mas rapida
(tu2 = 99 min). Por consiguiente, se puede concluir que la incorporacién de la oxima en
la matriz porosa del MOF-808 no afecta de forma significativa a la cantidad maxima de
DIFP que este puede capturar. Por otra parte, gracias a los analisis por NMR de *H y P
se confirm6 que el material hibrido es capaz de degradar parcialmente el DIFP (8.7 %) y
de adsorber la mayor parte del téxico en su matriz porosa (74.2 %). Finalmente, ensayos
adicionales de actividad enzimatica demostraron que el material hibrido RS69N@MOF-
808 es capaz de reducir tras 24 h de incubacion en un 78.4 %, el efecto inhibitorio que el

compuesto organofosforado modelo DIFP presenta sobre la enzima AChE.
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Por todo lo descrito anteriormente, se confirma que el nuevo material hibrido
RS69IN@MOF-808 es capaz de liberar de forma gradual y controlada la oxima RS69N,
consiguiendo con ello reactivar completamente la enzima acetilcolinesterasa previamente
inhibida por el toxico DIFP. A su vez, este material hibrido también es capaz de
detoxificar disoluciones conteniendo el compuesto DIFP, lo que reduce de forma
significativa la capacidad de este toxico para inhibir la enzima AChE. De esta forma, se
concluye que el nuevo material hibrido RS69N@MOF-808 presenta un comportamiento

dual en el tratamiento de la intoxicacion por compuestos organofosforados.



(1]
(2]

(3]

(4]
(5]
(6]

(7]

(8]

(9]
(10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]
(18]

[19]

[20]

4 Referencias bibliograficas

H. Soreq and S. Seidman, “Acetylcholinesterase — new roles for an old actor,” Nat Rev Neurosci, vol. 2, no.
4, pp. 294-302, Apr. 2001, doi: 10.1038/35067589.

F. Worek, H. Thiermann, L. Szinicz, and P. Eyer, “Kinetic analysis of interactions between human
acetylcholinesterase, structurally different organophosphorus compounds and oximes,” Biochem Pharmacol,
vol. 68, no. 11, pp. 2237-2248, Dec. 2004, doi: 10.1016/j.bcp.2004.07.038.

L. Gorecki et al., “SAR study to find optimal cholinesterase reactivator against organophosphorous nerve
agents and pesticides,” Archives of Toxicology, vol. 90, no. 12. Springer Verlag, pp. 2831-2859, Dec. 01,
2016. doi: 10.1007/s00204-016-1827-3.

M. Eddleston, N. A. Buckley, P. Eyer, and A. H. Dawson, “Management of acute organophosphorus pesticide
poisoning,” The Lancet, vol. 371, no. 9612, pp. 597-607, Feb. 2008, doi: 10.1016/S0140-6736(07)61202-1.
B. Antonijevic and M. P. Stojiljkovic, “Unequal efficacy of pyridinium oximes in acute organophosphate
poisoning,” Clinical Medicine and Research, vol. 5, no. 1. pp. 71-82, Mar. 2007. doi: 10.3121/cmr.2007.701.
D. Zhao et al., “Loading and Sustained Release of Pralidoxime Chloride from Swellable MIL-88B(Fe) and
Its Therapeutic Performance on Mice Poisoned by Neurotoxic Agents,” Inorg Chem, vol. 61, no. 3, pp. 1512—
1520, Jan. 2022, doi: 10.1021/acs.inorgchem.1c03227.

K. S. Pawar, R. R. Bhoite, C. P. Pillay, S. C. Chavan, D. S. Malshikare, and S. G. Garad, “Continuous
pralidoxime infusion versus repeated bolus injection to treat organophosphorus pesticide poisoning: a
randomised controlled trial,” The Lancet, vol. 368, no. 9553, pp. 2136-2141, Dec. 2006, doi: 10.1016/S0140-
6736(06)69862-0.

H. D. Lawson, S. P. Walton, and C. Chan, “Metal-Organic Frameworks for Drug Delivery: A Design
Perspective,” ACS Appl Mater Interfaces, vol. 13, no. 6, pp. 7004-7020, Feb. 2021, doi:
10.1021/acsami.1c01089.

S. M. F. Vilela et al., “Nanometric MIL-125-NH2 metal-organic framework as a potential nerve agent
antidote carrier,” Nanomaterials, vol. 7, no. 10, Oct. 2017, doi: 10.3390/nano7100321.

R. J. Drout, L. Robison, Z. Chen, T. Islamoglu, and O. K. Farha, “Zirconium Metal-Organic Frameworks
for Organic Pollutant Adsorption,” Trends in Chemistry, vol. 1, no. 3. Cell Press, pp. 304-317, Jun. 01, 2019.
doi: 10.1016/j.trechm.2019.03.010.

L. Gonzéilez, F. J. Carmona, N. M. Padial, J. A. R. Navarro, E. Barea, and C. R. Maldonado, “Dual removal
and selective recovery of phosphate and an organophosphorus pesticide from water by a Zr-based metal-
organic framework,” Mater Today Chem, vol. 22, Dec. 2021, doi: 10.1016/j.mtchem.2021.100596.

J. Jiang, F. Gandara, Y. B. Zhang, K. Na, O. M. Yaghi, and W. G. Klemperer, “Superacidity in sulfated
metal-organic framework-808,” J Am Chem Soc, vol. 136, no. 37, pp. 12844-12847, Aug. 2014, doi:
10.1021/ja507119n.

H. Yuan et al., “Particulate toxicity of metal-organic framework UiO-66 to white rot fungus Phanerochaete
chrysosporium,” Ecotoxicol Environ Saf, vol. 247, Dec. 2022, doi: 10.1016/j.ecoenv.2022.114275.

S. Ghosh, K. Jana, and B. Ganguly, “Influence of gauche effect on uncharged oxime reactivators for the
reactivation of tabun-inhibited AChE: quantum chemical and steered molecular dynamics studies,” J Comput
Aided Mol Des, vol. 32, no. 7, pp. 793-807, Jul. 2018, doi: 10.1007/s10822-018-0130-1.

Z. Radi¢ et al., “Refinement of structural leads for centrally acting oxime reactivators of phosphylated
cholinesterases,” Journal of Biological Chemistry, vol. 287, no. 15, pp. 11798-11809, Apr. 2012, doi:
10.1074/jbc.M111.333732.

Z. Kovarik et al., “Centrally acting oximes in reactivation of tabun-phosphoramidated AChE,” in Chemico-
Biological Interactions, Mar. 2013, pp. 77-80. doi: 10.1016/j.cbi.2012.08.019.

D. S. Biovia, Materials StudiR2. San Diego, CA: Dassault Systémes BIOVIA, 2018.

L. Gonzélez, R. Gil-San-Millan, J. A. R. Navarro, C. R. Maldonado, E. Barea, and F. J. Carmona, “Green
synthesis of zirconium MOF-808 for simultaneous phosphate recovery and organophosphorus pesticide
detoxification in wastewater,” J Mater Chem A Mater, vol. 10, no. 37, pp. 19606-19611, Apr. 2022, doi:
10.1039/d2ta02074b.

R. Ettlinger et al., “Toxicity of metal-organic framework nanoparticles: From essential analyses to potential
applications,” Chemical Society Reviews, vol. 51, no. 2. Royal Society of Chemistry, pp. 464-484, Jan. 21,
2022. doi: 10.1039/d1cs00918d.

K. S. Pawar, R. R. Bhoite, C. P. Pillay, S. C. Chavan, D. S. Malshikare, and S. G. Garad, “Continuous
pralidoxime infusion versus repeated bolus injection to treat organophosphorus pesticide poisoning: a

67



[21]

[22]

[23]

68

randomised controlled trial,” The Lancet, vol. 368, no. 9553, pp. 2136-2141, Dec. 2006, doi: 10.1016/S0140-
6736(06)69862-0.

M. Pohanka, M. Hrabinova, K. Kuca, and J. P. Simonato, “Assessment of acetylcholinesterase activity using
indoxylacetate and comparison with the standard Ellman’s method,” Int J Mol Sci, vol. 12, no. 4, pp. 2631—
2640, 2011, doi: 10.3390/ijms12042631.

J. Seixas De Melo, A. P. Moura, and M. J. Melo, “Photophysical and spectroscopic studies of indigo
derivatives in their keto and leuco forms,” Journal of Physical Chemistry A, vol. 108, no. 34, pp. 6975-6981,
Aug. 2004, doi: 10.1021/jp049076y.

E. Geravand, F. Farzaneh, R. Gil-San-Millan, F. J. Carmona, and J. A. R. Navarro, ‘“Mixed-Metal
Cerium/Zirconium MOFs with Improved Nerve Agent Detoxification Properties,” Inorg Chem, vol. 59, no.
22, pp. 16160-16167, Nov. 2020, doi: 10.1021/acs.inorgchem.0c01434.



CAPITULO I

Poliedros metal-organicos de circonio como vehiculos de agentes

reactivadores de acetilcolinesterasa







En este capitulo se aborda el concepto de la posible utilidad de poliedros metal
organicos de circonio(IV) como vehiculos de transporte de farmacos reactivadores de la
enzima acetilcolinesterasa capaces de revertir el envenenamiento por compuestos
organofosforados. Con esta finalidad se han sintetizado y caracterizado estructuralmente
las cajas tetraédricas moleculares cationicas [((n-butilCpZr)3(OH)30)4Le]Cls (Zr-MOP-
1; L = &cido tereftalico, n-butilCp = n-butilciclopentadienilo y Zr-MOP-10; L = &cido
bifenil-4,4’-dicarboxilico) decoradas con residuos lipofilicos alquilicos que presentan
cavidades accesibles de ~9.8 y ~10.7 A de diametro interno, respectivamente. Por otra
parte, se ha evaluado la capacidad de estos sistemas para capturar el compuesto
organofosforado modelo diisopropilfluorofosfato (DIFP) asi como de almacenar y liberar
el farmaco pralidoxima. La liberacion controlada de este farmaco da lugar a la
reactivacibn de la enzima acetilcolinesterasa, bajo condiciones bioldgicas
simuladas.Asimismo, se ha llevado a cabo la incorporacion de un sistema 2-PAM@Zr-
MOP en liposomas de fosfatidilcolina biocompatibles y se ha estudiado su
neurotoxicidad mediante ensayos de viabilidad celular con la linea celular de

neuroblastoma humano SH-SY5Y.
1 Poliedros metal-organicos de circonio(1V)

Como se menciond previamente en la introduccién de esta Tesis Doctoral, las redes
metal-organicas de circonio (Zr-MOFs) basadas en unidades de construccion secundarias
del tipo [Zrs04(OH).] estan siendo ampliamente estudiadas para la captura y degradacion
hidrolitica de compuestos organofosforados debido a que presentan una elevada robustez,
una alta accesibilidad a su estructura porosa, y nucleos metalicos de circonio con una
elevada acidez de Lewis.[1]-[4] Asimismo, como se demostré en el Capitulo Il de esta
Tesis Doctoral, las redes metal-organicas de circonio(lV) pueden actuar como sistemas
duales para la adsorcién de compuestos organofosforados y la encapsulacién/liberacién
controlada de oximas, a la vez que sirven como reactivadores de la enzima
acetilcolinesterasa. Sin embargo, su naturaleza polimérica, salvo cuando se encuentran
en forma nanométrica, restringe las rutas en las que los Zr-MOFs pueden ser
administrados a los pacientes (p.ej. la via intravenosa requiere de materiales de tamafio

nanomeétrico) lo que, por tanto, limita su uso clinico en el tratamiento de la intoxicacién
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por compuestos organofosforados. Por el contrario, los poliedros metal-organicos
(MOPs),[5]-[7] son entidades moleculares solubles que pueden considerarse unidades
reducidas de los MOFs, y que se caracterizan por presentar una quimica variada tanto en
estado sélido como en disolucién. En concreto, la solubilidad de los MOPs en disolventes
adecuados facilita en gran medida su procesabilidad frente a los MOFs, ya que permite
el uso de estrategias de funcionalizacidn en disolucion para, por ejemplo, incrementar su
biocompatibilidad y, de esta forma, allanar el camino para su uso como vehiculos de
moléculas bioactivas. Por ejemplo, Liu y colaboradores han demostrado recientemente
la posibilidad de procesar MOPs de circonio en fase homogénea y preparar constructos
circonio-MOPs@liposoma quirales que permiten el transporte selectivo de aminoécidos

a través de membranas. [8]

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, en este capitulo se parte de la hipbtesis
de que los MOPs de circonio, con una funcionalizacion adecuada, podrian ser capaces de
transportar/liberar moléculas de farmacos mediante internalizacion celular y/o difusion a
través de la barrera hematoencefalica, lo que podria permitir el desarrollo de nuevos
antidotos para el tratamiento de la intoxicacion por compuestos organofosforados
(Esquema 3.1).
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Esquema 3.1. Resumen del comportamiento dual de los ensamblajes Zr-MOP para la captura del

agente nervioso modelo diisopropil fluorofosfato (DIFP), la liberacion controlada del farmaco



pralidoxima (2-PAM) y la reactivacion de la enzima acetilcolinesterasa (AChE). Estructura cristalina
de la acetilcolinesterasa humana obtenida de la base de datos de proteinas Research Collaboratory
for Structural Bioinformatics (RSCB). [9]

2 Sintesis y caracterizacion de poliedros metal-organicos

La hidrolisis parcial de (n-butilCp).ZrCl; en N,N -dimetilformamida (DMF) humeda
y la posterior coordinacién de los ligandos organicos de tipo carboxilato a 70 °C da lugar
a la formacion de Zr-MOPs tetraédricos robustos decorados con cadenas de n-butilo y
con féormula [((n-butilCpZr)3(OH)30)4Le]Cls (Zr-MOP-1; L = &cido tereftalico, n-butilCp
= n-butilciclopentadienilo y Zr-MOP-10; L = &cido bifenil-4,4’-dicarboxilico), como se
demostré mediante resonancia magnética nuclear de *H (*H NMR), espectrometria de
masas de ionizacion por electrospray (ESI-MS), microscopia electronica de barrido
(SEM) asociada a espectroscopia de dispersion de energia de rayos X (EDX), asi como
difraccion de rayos X en polvo (PXRD) y de monocristal (SCXRD) (Figura 3.1, Figura
3.4,Figura Al.8 - Figura Al.10, Figura Al.14 - Figura Al.19, Figura Al.21 y Figura Al.26
- Figura Al.29).

Intensidad (u.a.) Intensidad (u.a.)

Figura 3.1. (a) Imagenes SEM-EDX de Zr-MOP-1; cddigo de colores: Cl, verde y Zr, rojo. (b)
Arriba: comparacion de los patrones de PXRD obtenidos para el Zr-MOP-1 (linea azul) y Zr-MOP-
1-NH2 (linea amarilla) con el patrén PXRD simulado para el Zr-MOP-1-NH: (linea gris). Abajo:
patron PXRD del Zr-MOP-10 experimental (linea roja) y simulado (linea negra).

En cambio, si se calienta la mezcla de reaccion a 80 °C se obtienen entidades
moleculares diméricas no porosas con forma de “cigarro” y férmula quimica [((n -
butilCpZr)3;(OH)30),L3]Cly, que se han denominado Zr-MOP-1’ y Zr-MOP-10’ (Figura
3.2c y Figura Al.14, Figura Al.20 y Figura Al.21). Estos resultados concuerdan con la
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teoria de que los ensamblajes tetraédricos y diméricos son los productos de reaccion

cinéticos y termodinamicos, respectivamente.

También se preparé un poliedro metal-organico de circonio (Zr-MOP-1-NH,)
siguiendo el mismo protocolo que en el caso de Zr-MOP-1, pero usando el &cido 2-
aminotereftalico como espaciador organico en lugar del &cido tereftalico. En este caso,
Unicamente se aislaron cajas tetraédricas, probablemente debido a la presencia de los
sustituyentes -NH; en los anillos del ligando orgéanico, que favorece la formacion de la
fase tetramérica por impedimento estérico. Es importante resaltar que estos resultados
estan en linea con lo observado previamente bibliografia, donde se ha demostrado que
tanto la longitud como los sustituyentes del espaciador organico determinan la obtencién

de una u otra fase[10].

En el Esquema 3.2 se recogen, de manera general, las rutas empleadas para obtener

los distintos poliedros metal-organicos de circonio(1V).
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Esquema 3.2. Representacion esquematica de la sintesis de poliedros metal-organicos tetraédricos
funcionalizados con n-butilo Zr-MOP-1(0)-X y sus isdmeros diméricos Zr-MOP-1(0)’. X = H, NH2
La estructura molecular y cristalina del Zr-MOP-1-NH; y el Zr-MOP-10 tetraméricos,
asi como del Zr-MOP-1" dimérico se han resuelto de manera inequivoca mediante
difraccion de rayos X de monocristal (Figura 3.2 y Figura Al.14 - Figura Al.16). Por el
contrario, no fue posible aislar monocristales de los Zr-MOP-1 y Zr-MOP-10" de

suficiente calidad para la resolucion de su estructura mediante SCXRD. No obstante, la



comparacion del patron de difraccion de rayos X en polvo del Zr-MOP-1 con en el de su
anélogo funcionalizado con grupos -NH, confirmé que ambos materiales eran

isoestructurales (Figura 3.1b).

Figura 3.2. (a) Estructura cristalina simplificada del Zr-MOP-1-NH:: el tetraedro fucsia representa
las cajas tetraméricas y el octaedro amarillo la cavidad central. (b) Caja tetraédrica del Zr-MOP-1-
NHoa. (c) Isdmero dimérico Zr-MOP-1°. (d) Caja tetraédrica del Zr-MOP-10, isorreticular al Zr-MOP-
1-NH2. Cdédigo de colores: circonio, azul claro; carbono, gris; y oxigeno, rojo. Los hidrégenos y los
residuos NH2 desordenados no se han representado para mayor claridad.

Con respecto a la estructura cristalina de los Zr-MOP-1, Zr-MOP-1-NH; y Zr-MOP-
10, todos ellos son isorreticulares y cristalizan en el espacio cibico Fm3m. En los tres
casos, la celdilla unidad [Zr-MOP-1: a = 37.131(2) A y V = 51191(8) A3, Zr-MOP-1-
NHz: a = 36.777(3) Ay V = 49743(12) A%, y Zr-MOP-10: a = 42.3762(5) Ay V =
76097(2) A%] se compone de ocho cajas tetraédricas construidas alrededor de una cavidad
central octaédrica (Figura 3.2a). Cada caja se compone de cuatro clisteres de Zr [(n-
butilCpZr)s(OH)s0] conectados por seis espaciadores organicos ditopicos, formando una
caja con forma tetraédrica con un volumen interno disponible de ~490 y ~640 A3 para el
Zr-MOP-1/Zr-MOP-1-NH; y el Zr-MOP-10, respectivamente. Las ventanas de las
cavidades, con forma triangular, presentan unas aperturas de ~4.9 y ~5.8 A (para el Zr-
MOP-1-NH, y Zr-MOP-10, respectivamente), lo que permite la encapsulacion del
farmaco 2-PAM (volumen 117.8 A%) [11] y la captura del simulador de agente nervioso
DIFP (volumen: 148.9 A% (véase méas adelante). Es importante destacar que los 12
residuos n-butilo que sobresalen de la superficie externa de la entidad tetraédrica generan

una superficie hidrofébica que aporta una mayor solubilidad a estos Zr-MOPs en
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disolventes organicos y/o tejidos biol6gicos. Por otra parte, el isomero dimérico Zr-
MOP-1’ cristaliza en el grupo espacial monoclinico C2/c. Cada celdilla unidad [a =
33.980(2) A, b =23.009(2) A, ¢ = 11.2581(8) A, B =97.560(3), y V = 8725.6(12) A’
contiene cuatro dimeros con una forma que se asemeja a cigarros y sin cavidades

accesibles, dando lugar a una estructura densa (Figura 3.2c y Figura Al.14).

Asimismo, la pureza de los materiales obtenidos como polvo microcristalino (bulk
material) se evalu6 mediante *H NMR y ESI-MS, usando metanol como disolvente. Los
resultados indican que tanto los Zr-MOP-1-X (X = H y NHy) tetraédricos y como la caja
Zr-MOP-10 se obtienen como una Unica fase pura (Figura 3.4 y Figura Al.17 - Figura
Al.18Figura Al.19Al). En el caso de los materiales densos Zr-MOP-1" y Zr-MOP-10’,
Unicamente este Gltimo se obtenia como un sistema puro (Figura Al.20 y Figura Al.21),

mientras que el primero presentaba pequefias cantidades de Zr-MOP-1 como impureza.

Con relacion a la estabilidad térmica de los materiales porosos, el andlisis
termogravimétrico confirmé que los Zr-MOP-1, Zr-MOP-1-NH; y Zr-MOP-10 son
estables, bajo atmoésfera de N, hasta aproximadamente 185, 180 y 165 °C,
respectivamente (Figura Al.31 - Figura Al.36). Ademas, su estabilidad térmica se evalud
también mediante difraccion de rayos X en polvo a temperatura variable in situ (VT-
PXRD) (Figura Al.11 - Figura Al.13), observandose que la pérdida de disolvente tras la
evacuacion de los cavidades no viene acompafiada por una pérdida de la cristalinidad o
de una transicion de fase. Estos resultados confirman que la integridad estructural de las
cajas tetraédricas se mantiene tras la activacion térmica, lo que se corresponde con el

comportamiento de otros materiales porosos no covalentes robustos.[12]

Por ltimo, se realizaron estudios de adsorcion de Nz a 77 K para evaluar si las cajas
tetraédricas presentaban porosidad permanente tras su activacion térmica. Los resultados
indican que todas las cajas moleculares sin funcionalizar (Zr-MOP-1 y el Zr-MOP-10)
isotermas de tipo I, tipicos de sistemas microporosos, y unos valores de area superficial
Brunauer-Emmett-Teller (BET) de 435y 1140 m? g* para el Zr-MOP-1y el Zr-MOP-10
respectivamente (Figura 3.3a). Estos valores son aproximadamente la mitad de aquellos
gue presentan sus respectivos materiales en forma extendida, UiO-66 y UiO-67, lo que

concuerda con la pérdida de la contribucion de los poros octaédricos a la porosidad de



estos materiales.[13] Por el contrario, el compuesto Zr-MOP-1-NH presenta una
porosidad extremadamente baja. Este hecho puede atribuirse a la presencia de residuos
amino en el ligando orgénico acido 2-aminotereftalico que bloquea la difusion de las
moléculas de N en las cavidades de caja. De hecho, el CO; a 195 K, que presenta una
energia cinética de adsorcion mas elevada que el Ny, es capaz de difundir en la cavidad
interior de las cajas, dando lugar a un area superficial BET de 177 m? g* (Figura 3.3b) y,
por tanto, confirmando la porosidad permanente del compuesto Zr-MOP-1-NHs.
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Figura 3.3. (a) Isotermas de adsorcion de N2 a 77 K para el Zr-MOP-1-X (X = Hy NH, circulos
azules y diamantes amarillos, respectivamente) y Zr-MOP-10 (cuadrados rojos). Los simbolos
abiertos simbolizan desorcion. Los valores de volumen se encuentran expresados en condiciones
estandar de presion y temperatura (STP). (b) Isoterma de adsorcion de nitrogeno del Zr-MOP-1-
NH: (amarillo) a 77 K e isoterma de adsorcion de CO2 del Zr-MOP-1-NH: (naranja) a 195 K. Area
superficial BET para la adsorcion de N2: practicamente 0. Area superficial BET para la adsorcion de
CO> (195 K): 177 m2/g.

3 Encapsulacion y liberacion controlada de la oxima pralidoxima

3.1 Encapsulacion de la oxima pralidoxima

Una vez demostrada la estabilidad y porosidad permanente de los Zr-MOPs
previamente sintetizados, se exploré su capacidad para encapsular el farmaco
pralidoxima (2-PAM), que como se ha indicado anteriormente es un reactivador de la
enzima acetilcolinesterasa ampliamente utilizado en el tratamiento del envenenamiento

por compuestos organofosforados. Para ello, cristales de Zr-MOP-1y Zr-MOP-10 recién
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preparados se sumergieron en una disolucién de DMF con una concentracién de 2-PAM
70 mM (proporcion molar Zr-MOP:PAM de 1:7) y se incubaron durante una semana a
temperatura ambiente. Tras este periodo, los cristales se recuperaron por centrifugacion
y lavaron con DMF, para eliminar las moléculas de 2-PAM no incorporadas en el interior
de las cavidades, dando lugar a los materiales 2-PAM@Zr-MOP-1y 2-PAM@Zr-MOP-
10. Los resultados de *H NMR, usando CDsOD como disolvente, confirman la formacién
de asociaciones con proporcién molar 1:1 tanto en el compuesto 2-PAM@Zr-MOP-1
como en el compuesto 2-PAM@Zr-MOP-10. Asimismo, se observa que las sefiales
correspondientes a la 2-PAM en los espectros de los dos compuestos 2-PAM@Zr-MOP-
1/10 se encuentra desplazada hacia un campo mas alto (0.02 ppm) respecto al espectro
'H NMR de una disolucién metandlica de 2-PAM libre, sugiriendo que el farmaco ha
guedado retenido en las cavidades del MOP (Figura 3.4b y Figura Al.22 - Figura Al.25).
Asimismo, cabe destacar que el espectro ESI-MS del compuesto 2-PAM@Zr-MOP-1
muestra un pico a 3934.36 m/z, que se corresponde con el ensamblaje Zr-MOP-1-4Cl-
6H+2-PAM"* (Figura 3.4c y Figura Al.30), confirmando la incorporacion del farmaco en
la estructura porosa. Por otra parte, estudios de modelado computacional apoyan la
afinidad de la 2-PAM por los compuestos Zr-MOP-1y Zr-MOP-10, mostrando la
adsorcion preferencial de una Unica molécula del farmaco en la cavidad interior de las
cavidades de las cajas moleculares Zr-MOP-1y Zr-MOP-10 (Figura 3.4ay Figura Al.46).
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Figura 3.4. (a) Modelado computacional de la 2-PAM encapsulada en las cajas de Zr-MOP-1; (b)
Espectro de *H NMR del Zr-MOP-1 libre, 2-PAM y asociacién anfitrion-huésped 2-PAM@Zr-MOP-
1; (c) Espectro ESI-MS del Zr-MOP-1y 2-PAM@Zr-MOP-1.

Por otra parte, estudios realizados mediante PXRD confirmaron que la estructura
cristalina de las cajas tetraédricas se mantiene también durante el proceso de
encapsulacion (Figura 3.5).
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Figura 3.5. (a) Comparacién de los patrones experimentales de PXRD de (izquierda) el Zr-MOP-

1@2-PAM (arriba) y el Zr-MOP-1 (medio) con el patrén simulado para el Zr-MOP-1 (abajo). (b)

Comparacion de los patrones experimentales de PXRD del Zr-MOP-10@2-PAM (arriba) y el Zr-
MOP-10 (medio) con el patron simulado para el Zr-MOP-10 (abajo).

3.2 Liberacion controlada de la oxima pralidoxima

Como se ha mencionado anteriormente, se necesita una concentracion prolongada de
2-PAM en el organismo para conseguir un tratamiento eficaz contra la intoxicacién por
compuestos organofosforados. Con este fin, se ha estudiado la capacidad de las
asociaciones 2-PAM@Zr-MOP-1 y 2-PAM@Zr-MOP-10 para liberar de forma
controlada el compuesto 2-PAM en condiciones biolédgicas simuladas. Para ello, se
prepararon suspensiones de los dos materiales en una disolucién tampén de Tris-HCI (pH
7.4) y se monitoriz6 la concentracion de 2-PAM en la disolucién a diferentes tiempos de
incubacion, mediante espectrofotometria UV-Visible. Los perfiles de liberacion de 2-
PAM@Zr-MOP-1 y 2-PAM@Zr-MOP-10 pueden ajustarse a modelos cinéticos de
pseudo-primer orden (Figura 3.6). Los resultados muestran una liberacién gradual de 2-
PAM, con un ty, de 312 min para el sistema 2-PAM@Zr-MOP-1, alcanzando
aproximadamente un 60% de liberacién acumulada transcurridas 24 h. En el caso del 2-
PAM@Zr-MOP-10, se produce una liberacion acelerada del farmaco (aproximadamente
el 70% de la 2-PAM encapsulada) en los primeros minutos seguida de una liberacién mas

lenta, alcanzandose un 80% de liberacién tras 53 min y un 100% de liberacién tras 7 h.



A la vista de estos resultados se puede concluir que el sistema 2-PAM@Zr-MOP-1 se

comporta como un material adecuado para la liberacion controlada de farmacos.
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Figura 3.6. Liberacién de 2-PAM del 2-PAM@Zr-MOP-1 (circulos verdes) y 2-PAM@Zr-MOP-10

(cuadrados azules).

4 Detoxificacion de agentes nerviosos tipo G

Una vez demostrada la capacidad de los Zr-MOPs sintetizados para incorporar y liberar
el farmaco 2-PAM, se explord su capacidad para actuar como materiales duales en el
tratamiento de la intoxicacion por compuestos organofosforados (Esquema 3.1). Con este
fin, se evalud la capacidad de estos sistemas para detoxificar disoluciones acuosas del
compuesto organofosforado modelo DIFP. Los resultados muestran que estos sistemas
son capaces de capturar de forma rapida y eficaz del organofosforado modelo DIFP en
disoluciones acuosas (14.4 mM) con unos tiempos de vida media ti, de 4.2 y 16.5 min
para el Zr-MOP-1 y el Zr-MOP-10, respectivamente (Figura 3.7). Cabe destacar que la
incorporacién de 2-PAM en el Zr-MOP-1 no parece tener un impacto importante en la
captura rapida y eficiente de DIFP. En este sentido, los resultados muestran que el ti, de
captura de DIFP aumenta de 4.2 a 15.8 min al pasar de la caja vacia Zr-MOP-1 a la
asociacion 2-PAM@Zr-MOP-1 (Figura 3.7).
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Figura 3.7. Perfiles de captura de DIFP de Zr-MOP-1, Zr-MOP-1-NHz, Zr-MOP-10y Zr-MOP-1@2-
PAM en suspension acuosa no tamponada con una proporcion 1:2 MOP:DIFP. Las gréficas
responden a un modelo cinético de adsorcion de pseudo-segundo orden.

La incorporacion de DIFP en la cavidad de las cajas moleculares se confirmé
utilizando 3P NMR y modelado computacional. La falta de degradacién hidrolitica del
DIFP en el interior de las mismas es indicativo de que se favorece un proceso de
fisisorcion (Figura Al.43 - Figura Al.45). Este comportamiento difiere del observado en
la estructura de los sistemas extendidos UiO-6X, capaces de hidrolizar enlaces P-X (X =
F, O y S) de agentes nerviosos/pesticidas.[14] La falta de actividad hidrolitica puede
atribuirse a lamenor acidez de Lewis de los centros metalicos y/o al impedimento estérico

de los residuos n-butilCpZr en estos Zr-MOPs.

Teniendo en cuenta el comportamiento dual del 2-PAM@Zr-MOP-1 para la captura
de DIFP vy liberacion controlada del farmaco, y sus mejores prestaciones frente al
compuesto 2-PAM@Zr-MOP-10, se seleccion6 la primera plataforma para evaluar su
capacidad para restaurar la actividad de la AChE tras su inhibicion con el compuesto

organofosforado modelo DIFP.



5 Ensayos biofisicos de inhibicién y reactivacién enzimatica

A continuacidn, se explord la capacidad de las asociaciones 2-PAM@Zr-MOP-1 para
reactivar AChE previamente inhibida por DIFP, a modo de prueba de concepto de su
validez en el tratamiento de la intoxicacién por organofosforados. Con este fin, primero
se evalud la actividad de la AChE utilizando acetato de indoxilo como sustrato
enzimatico en medio acuoso tamponado con Tris-HCI (pH 7.4). La adicion de DIFP
produce la inhibicion de la AChE, alcanzandose un 50% de actividad para una
concentracion de 5 x 10 M de simulador de agente nervioso (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Perfil de inhibicion por DIFP de la AChE en tampdn Tris-HCI (pH = 7.4)

Tras esto, se evaluo la capacidad de el ensamblaje 2-PAM@Zr-MOP-1 para reactivar
la AChE. Paraello, disoluciones de AChE inhibida al 50% se mezclaron con disoluciones
de 2-PAM liberadas por el compuesto 2-PAM@Zr-MOP-1 tras su incubacién en medio
fisioldgico simulado (Tris-HCI, pH=7,4) durante 1 h ([2-PAM] = 6.06 x 10® M) y 24 h
(([2-PAM] = 1.65 x 10 M) en tampon Tris-HCI. Los resultados muestran un 9 = 1%y

40 + 7 % de reactivacion de AChE, respectivamente (inserto en Figura 3.9).
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Figura 3.9. Liberacién de 2-PAM de 2-PAM@Zr-MOP-1 (circulos verdes); el inserto se corresponde
con la reactivacion de AChE por parte de los sobrenadantes de 2-PAM liberados por 2-PAM@Zr-
MOP-1, con el asterisco significando la reactivacion de AChE por parte de 50 pM de 2-PAM libre;

Cabe destacar que en un ensayo de reactivacion control, utilizando Unicamente una
disolucion acuosa de 5 x 10° M de 2-PAM, y por tanto el mismo rango de
concentraciones de la disolucién de 2-PAM liberada por 2-PAM@Zr-MOP-1 tras 24 h
de incubacion, se obtiene un 48 £ 6 % de reactivacion. Por tanto, estos resultados sugieren
que la presencia del compuestoZr-MOP-1 en medio fisiol6gico no afecta negativamente
a la capacidad de la oxima liberada de reactivar AChE.

De esta forma, en base a los resultados obtenidos, se puede afirmar que el ensamblaje
2-PAM@Zr-MOP-1 no solo es capaz de liberar de forma gradual la oxima 2-PAM en
medio fisiol6gico simulado, llevando a la recuperacién de la actividad enzimatica de
AChE previamente inhibida, sino que también es capaz de capturar las moléculas toxicas
de DIFP en disolucion acuosa. Estos resultados confirman que estos sistemas presentan
propiedades duales para para el tratamiento de la intoxicacién por compuestos
organofosforados, tanto antes como después de que la molécula téxica DIFP alcance su
diana biol6gica, es decir, la enzima AChE.



6 Incorporacion en liposomas de fosfatidilcolina

En base a las buenas prestaciones mostradas por el compuesto 2-PAM@Zr-MOP-1
hacia la detoxificacion de disoluciones con compuestos organofosforados en condiciones
fisioldgicas simuladas, se decidié dar un paso mas y, como prueba de concepto, se
explord la posibilidad de incorporar el compuesto 2-PAM@Zr-MOP-1 en liposomas y,
de esta forma, incrementar la biocompatibilidad de los materiales. Para ello, se tomé
ventaja de la solubilidad del compuesto 2-PAM@Zr-MOP-1 en disolventes organicos
adecuados, como metanol, y, de esta forma, realizar su procesamiento en disolucion. En
concreto, se prepararon disoluciones del compuesto de 2-PAM@Zr-MOP-1 en dos
disolventes orgéanicos, metanol y cloroformo, y se trataron con el surfactante
fosfatidilcolina dando lugar a dispersiones coloidales acuosas de liposomas
biocompatibles. Los materiales resultantes se analizaron mediante microscopia
electronica de transmision (TEM) (Figura 3.11a) y dispersion dindmica de luz (DLS)
(Figura 3.11b y Figura 3.11c), confirmando la formacion de las asociaciones 2-
PAM@Zr-MOP-1@liposoma con un tamafio medio de 200 nm (para aquellas procesadas
en cloroformo) y 100 nm (para aquellas procesadas en metanol). Ademas, el analisis por
TEM-EDX sugiere que las cajas de Zr-MOP-1 se encuentran principalmente asociadas
con la bicapa lipidica del liposoma (Figura 3.10, Figura Al.41Figura Al.42). Cabe
destacar que las asociaciones hibridas 2-PAM@Zr-MOP-1@liposoma ([2-PAM] = 5 x
10 M) son capaces de dar lugar a un aumento del 10 % en la reactivacién de AChE
inhibida por DIFP. Estos resultados sientan las bases del uso de Zr-MOPs como
plataformas para el transporte de farmacos y el tratamiento de la intoxicacion por

compuestos organofosforados.
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Figura 3.10. Andlisis TEM-EDX de los ensamblajes liposoma@Zr-MOP-1@2-PAM preparados a
partir de disoluciones del Zr-MOP-1@2-PAM en metanol. (uranio: verde, circonio: rojo). El uranio

se encuentra presente debido al tratamiento de los ensamblajes con acetato de uranilo.

7 Ensayos in vitro de neurotoxicidad

Finalmente, se evalud la neurotoxicidad de las asociaciones 2-PAM@Zr-MOP-1,
tanto el compuesto original como el incorporado en liposomas, mediante la realizacion
de ensayos de viabilidad celular in vitro frente a cultivos de la linea celular de
neuroblastoma humano SH-SY5Y.[! Los resultados indicaron que la viabilidad celular
de las células de neuroblastoma no se ve afectada por las asociaciones de 2-PAM@Zr-
MOP-1, tanto antes como después de su incorporacién en liposomas de fosfatidilcolina
(Figura 3.11d). Estos experimentos prueban que las plataformas ensayadas para la
reactivacion de AChE no resultan neurotoxicas y podrian ser Utiles para revertir el dafio

al sistema nervioso causado por la intoxicacion por compuestos organofosforados.
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Figura 3.11. Imégenes de TEM (a) y distribucion de tamafios DLS (b) de 2-PAM@Zr-MOP-
1@liposoma preparados a partir de una disolucion de 2-PAM@Zr-MOP-1 en CHClIs. (c)
Distribucion de tamafios DLS de 2-PAM@Zr-MOP-1@liposoma preparados a partir de una
disolucion de 2-PAM@Zr-MOP-1 en MeOH. (d) Viabilidad celular de células SH-SY5Y de
neuroblastoma humano tras 24 h de incubacién con Zr-MOP-1 (10 pM), Zr-MOP-10 (10 pM), y 2-
PAM@Zr-MOP-1@liposoma (5 pM de Zr-MOP-1).

8 Conclusiones

En este capitulo, se ha demostrado que la decoracién de los ligandos Cp terminales
con residuos alquilo en las cajas moleculares Zr-MOPs da lugar a materiales solubles y
biocompatibles. Cabe destacar que los sistemas desarrollados son capaces de capturar el
compuesto organofosforado modelo DIFP e incorporar y liberar, de forma controlada el
farmaco 2-PAM, lo que da lugar a una reactivacion de AChE previamente inhibida por
el compuesto organofosforado. Ademas, gracias que se pueden procesar en disolucion,
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estos sistemas pueden incorporarse en liposomas no neurotdxicos biocompatibles, lo que
posibilita su uso como vehiculos transportadores de farmacos para el tratamiento de la
intoxicacion por compuestos organofosforados. En conjunto, estos resultados pueden
considerarse como una prueba de concepto de la posible utilidad de Zr-MOPs como
sistemas duales para el tratamiento de la intoxicacion por organofosforados (mas alla de
agentes nerviosos/pesticidas), ya que son capaces de capturar una toxina y reactivar su

diana biologica.
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CAPITULO IV

Detoxificacion de compuestos organofosforados inducida por la

degradacion estructural de redes metal-organicas zeomiméticas







En este capitulo, se presenta la sintesis y caracterizacion de distintas redes metal-
organicas zeomiméticas (ZIFs) basadas en cinc y ligandos puente imidazolato. La
superficie de los cristales de ZIFs reaccionan con compuestos organofosforados
induciendo la degradacion de la red cristalina, asi como de los compuestos
organofosforados. Se han investigado las diferentes caracteristicas fisicoquimicas que
influyen en la degradacion estructural provocada por los compuestos organofosforados y
la subsecuente liberacion de ligandos puente imidazolato capaces de reactivar los aductos
de enzima acetilcolinesterasa fosforilada (Esquema 4.1). Mas concretamente, se ha
estudiado el efecto que presentan las siguientes caracteristicas fisicoquimicas de los ZIFs
en su capacidad para actuar como antidotos en la intoxicacion por compuestos
organofosforados: i) nucleofilicidad del ligando imidazolato, ii) topologia de la red

cristalina y iii) tamafio de particula.

Esquema 4.1. La degradacion estructural de los ZIFs da lugar a la degradacion hidrolitica del
simulador de agente nervioso diisopropilfluorofosfato (DIFP) en diisopropilfosfato (DIP) y a la

reactivacion de la enzima acetilcolinesterasa (AChE).

1 Redes metal-organicas zeomimeéticas

Como se ha mencionado anteriormente en la Introduccion de esta Tesis Doctoral, los
compuestos organofosforados (OPs), incluyendo determinados pesticidas y agentes de
guerra quimica nerviosos, son extremadamente toxicos debido a su capacidad para inhibir
la actividad de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) que se encuentra involucrada en la
transmision de impulsos nerviosos. [1], [2] A este respecto, se ha dedicado mucho

esfuerzo para desarrollar materiales de proteccion contra la exposicion a compuestos
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organofosforados, en particular filtros y catalizadores para su detoxificacion. [3]-[7] Sin
embargo, los estudios sobre antidotos para el tratamiento de la intoxicacion por
compuestos organofosforados son mucho més limitados. [8], [9] Con respecto a esto, el
tratamiento actual para la intoxicacién por OPs se basa en el ataque nucleofilico de
oximas al aducto AChE fosforilada (OP@AChE). Dicho ataque conduce a la
recuperacion de la funcion de la enzima y, con ello, a restaurar el proceso de
neurotransmision a su estado fisioldgico. Sin embargo, mientras que las concentraciones
bajas de oxima en el organismo no son capaces de alcanzar una reactivacion enzimatica
adecuada, concentraciones demasiado altas pueden inhibirla y provocar problemas de
toxicidad severa. [10], [11] A su vez, la baja permeabilidad a través de la barrera

hematoencefalica de algunas oximas limita la eficacia del tratamiento. [12]

Por lo tanto, resulta necesario explorar nuevos compuestos que puedan actuar como
antidotos eficaces frente al envenenamiento por compuestos organofosforados y, de esta
forma, mitigar el efecto nocivo que los OPs presentan en el organismo. En este capitulo,
se propone que las redes metal-organicas zeomiméticas (ZIFs), una subclase de las redes
metal-organicas (MOFs) que presentan una gran diversidad estructural, facilidad para
controlar el tamafio de particula [13]-[16] y biocompatibilidad [17]-[19], podrian actuar
como antidotos eficaces contra la intoxicacion por compuestos organofosforados. Para

ello, se parte de las siguientes hipotesis:

i) Los ligandos imidazélicos que componen cominmente los ZIFs, como por ejemplo
los ligandos purina (pIlm), benzimidazol (bIm), imidazol (Im) y 2-metilimidazol (mIm),
son compuestos nucledfilos de baja toxicidad (dosis letal media (LD50) por via
intraperitoneal en ratones de 800 mg kg, 445 mg kg, 300 mg kg* y 480 mg kg, para
plm, blm, Im y mlIm, respectivamente)[20]. Teniendo en cuenta su baja toxicidad y
naturaleza basica de Lewis se postuld que estos derivados serian capaces de atacar
nucleofilicamente al aducto AChE fosforilada (OP@AChE). Por consiguiente, los
ligandos imidazolato podrian comportarse como potenciales agentes reactivadores de la

enzima acetilcolinesterasa inhibida por compuestos organofosforados (Esquema 4.1).

ii) El enlace de coordinacion cinc-imidazolato presente en las estructuras de los ZIFs

ha demostrado ser altamente sensible a medios bioldgicos que contienen iones de tipo



fosfato (H.POs y HPO.?), produciéndose la degradacion estructural gradual de las redes
metal-organicas zeomiméticas, y la consiguiente liberacion de sus constituyentes (iones
cinc y ligandos imidazolicos), asi como de las moléculas bioactivas que puedan estar
alojadas en sus cavidades (como por ejemplo moléculas bioactivas o biomoléculas). [21]
Esta degradacion estructural resultaria ventajosa de cara a su administracion a pacientes
intoxicados por compuestos organofosforados, ya que previene la acumulacion de
nanoparticulas en el organismo. [22] De hecho, estudios in vivo han demostrado
recientemente la bioseguridad de las nanoparticulas de ZIF-8 ([Zn(mIm)]) asi como de
sus productos de degradacion. [23]

iii) Los MOFs que presentan enlaces de tipo cinc-azolato (incluyendo algunos
ejemplos de ZIFs) presentan actividad catalitica frente a la degradacion de compuestos
organofosforados, mimetizando al centro activo de la enzima fosfohidrolasa, gracias al
adecuado balance entre la acidez de Lewis de los iones cinc(ll) y la basicidad de los
ligandos de tipo azolato. [24]-[27] Sin embargo, todos los estudios cataliticos publicados
hasta la fecha se han llevado a cabo usando un medio tamponado muy béasico (pH 9-11),
muy lejos de las condiciones fisiologicas (pH 7.4) requeridas para su empleo como

antidotos frente a la intoxicacion por compuestos organofosforados.

En base a lo expuesto anteriormente, en este capitulo se han empleado condiciones
bioldgicas simuladas (Tris-HCI, 0.1 M, pH 7.4) para estudiar la capacidad que presentan
distintas redes metal-organicas zeomiméticas (ZIFs), basadas en diferentes ligandos
imidazolicos (purina, benzimidazol, imidazol y 2-metilimidazol), para romper el enlace
P-X (X = F, Cl) de compuestos organofosforados modelo. Especificamente, se ha
trabajado con simulantes de agentes nerviosos de tipo G, en concreto el
diisopropilfluorofosfato (DIFP) y el diisopropilclorofosfato (DICP), que cuando se
hidrolizan dan lugar al producto de degradacion no téxico diisopropilfosfato (DIP). Uno
de los resultados mas llamativos de este estudio es que la hidrélisis del enlace P-X viene
acomparfiada de la degradacion estructural de las redes metal-organicas zeomiméticas,
con la subsecuente liberacién de los ligandos imidazolicos y los iones cinc(Il) al medio
fisiologico simulado. Los ligandos organicos liberados tras la degradacién de la matriz
porosa son capaces de llevar a cabo un ataque nucleofilico sobre el aducto OP@AChE,

recuperando con ello la funcion enzimética de la AChE. Cabe destacar que la ruptura del
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enlace P-Xy la reactivacion de la enzima AChE se encuentran influenciadas por factores
como la basicidad/nucleofilicidad de los ligandos imidazolato, la topologia de la red
cristalina y el tamafio de particula de los ZIFs.

Finalmente, y a modo de prueba de concepto, se ha explorado la capacidad de los ZIFs
para actuar como sistemas transportadores de biomoléculas, en concreto de una enzima
esterasa. Durante la realizacion de este estudio, se ha partido de la hip6tesis de que la
incorporacién de una enzima en la estructura de los ZIFs (p.ej., acetilcolinesterasa o
butirilcolinesterasa) dando lugar a un material hibrido esterasa@ZIF, podria incrementar
la estabilidad de la enzima frente a diferentes tipos de estrés (cambios de temperatura,
pH, etc.). Asimismo, el compuesto esterasa@ZIF podria ser utilizado como un antidoto
maés eficaz frente a la intoxicacion con compuestos organofosforados. De esta forma, la
interaccién del compuesto esterasa@ZIF con los OPs llevaria a la degradacion estructural
de los ZIFs y, por consiguiente, a la liberacién de la enzima al medio. Como
consecuencia, la enzima liberada seria capaz de reemplazar la actividad de la enzima
inhibida. y/o de actuar como un sumidero de compuestos organofosforados. [28], [29] El
método escogido para la preparacion del material hibrido esterasa@ZIF ha sido la
mineralizacion biomimética ya que, como se ha mencionado en la Introduccion de esta
Tesis Doctoral, resulta un método réapido, sencillo y eficaz para incorporar biomoléculas

en redes metal-organicas porosas como los ZIFs. [30]

2 Sintesis y caracterizacion de las redes metal-orgénicas zeomiméticas

En este capitulo, se han seleccionado distintos ligandos imidazélicos de basicidad
creciente (nucleofilicidad), concretamente purina (plm), benzimidazol (bIm), imidazol
(Im) y 2-metilimidazol (mIm) (Figura 4.1a) para preparar seis redes metal-organicas
zeomimeéticas (ZIFs) basadas en iones cinc(l1): Zn(plm)2 (ZIF-20, zeolita porosa A) [31],
Zn(blm), (ZIF-11, zeolita porosa RHO), [13], Zn(Im). (3D no porosa), [32] Zn(mIm):
(ZIF-L, laminar, no porosa para el N), [33], [34] Zn(mlIm). (sod ZIF-8, 3D, sodalita
porosa) [13] y Zns(mIm)s(OH) (ZIF-EC-1, 3D, no porosa para el N) [35], [36] (Figura
4.1b). Todos los ZIFs seleccionados presentan la misma férmula (Zn(imidazolato).) pero
diferente topologia. El sistema ZIF-EC-1 es una excepcion que puede considerarse como

una estructura ZIF defectuosa en la que 1/6 de los ligandos imidazolicos han sido



reemplazados por un ion hidréxido que actGa como ligando puente. Todas las redes
zeomiméticas se prepararon en forma de particulas micrométricas siguiendo protocolos
previamente descritos en literatura. Las propiedades quimicas, estructurales y
morfologicas de estos sistemas se confirmaron mediante las siguientes técnicas de
caracterizacion: difraccion de rayos X en polvo (PXRD), isotermas de adsorcion de N,
andlisis termogravimétrico (TGA), andlisis elemental (EA), espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR) y microscopia electronica de barrido (SEM) (Figura
Al.47Figura Al.51, Tabla Al.6).
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[Zn(pIm).]

sod ZIF-8 ZIF-L ZIF-EC-1
[Zn(mim),] [Zn(mim),] [Zna(mim)sOH]

Figura 4.1. (a) Ligandos imidazolicos seleccionados en orden creciente de basicidad/nucleofilicidad.
(b) Estructura de las redes metal-organicas zeomimeéticas sintetizadas: Zn(plm)2 (ZIF-20, zeolita
porosa A), Zn(blm)2 (ZIF-11, zeolita porosa RHO), Zn(Im)2 (3D no porosa), ZIF-L (en capas), sod
ZIF-8 (3D, sodalita) y ZIF-EC-1 (3D, no porosa)
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3 Reactividad frente a modelos de agentes nerviosos tipo G

3.1 Impacto de la basicidad del ligando y la topologia de los ZIFs

Una vez comprobada la pureza de todos los ZIFs preparados, se explord el impacto
de la basicidad del ligando y la topologia de la estructura cristalina de las distintas redes
metal-organicas zeomimeéticas preparadas sobre la degradacion hidrolitica de compuestos

organofosforados modelo de agentes nerviosos tipo G (DIFP y DICP).

Inicialmente, se estudid la reactividad de los ZIFs (0.084 mmol, tamafio de particula
micromeétrico) frente al simulador de agente nervioso diisopropilfluorofosfato (DIFP)
(0.029 M), bajo condiciones biolégicas simuladas (Tris-HCI, 0.1 M, pH 7.4). Para ello,
se monitorizd la desaparicion del compuesto DIFP en la disolucién a lo largo del tiempo
mediante cromatografia de gases. Los resultados indican que Gnicamente los materiales
Znlmy, ZIF-EC-1 y ZIF-L que se encuentran constituidos por los dos ligandos
imidazolato mas basicos (imidazol y 2-metilimidazol) son capaces de producir una
hidrolisis significativa del enlace P-F del DIFP, generando el producto de degradacion
no toxico diisopropilfosfato (DIP) (Figura 4.2, Figura 4.3, Figura Al.52a, Figura
Al.53Figura AL55 - Figura Al.59).

Figura 4.2. Reaccion de degradacion estructural del ZIF provocada por la interaccion del DIFP con

la cara cristalina 1 0 0 del sod ZIF-8.

Los tiempos de vida media ti, para la degradacion del DIFP siguen la tendencia 75
min (ZIF-L) < 124 min (ZIF-EC-1) < 238 min (sod ZIF-8) < 333 min (Zn(Im)) (Figura



4.3, Figura Al.52a y Figura Al.53). Por el contrario, los sistemas ZIF-20 y ZIF-11
basados en los ligandos plm y bim, que presentan una menor basicidad, exhiben una
actividad hidrolitica mucho menor, alcanzando una degradacion de DIFP de tan solo el
25 % transcurridas 24 h.

o ZIF-20 eZIF-11  eZnlm, ZIF-L
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Figura 4.3. Perfiles de degradacion hidrolitica de DIFP (0.029 M, 0.5 mL) bajo condiciones biolégicas
simuladas (Tris-HCI, 0.1 M, pH 7.4) que muestran el aumento de la actividad catalitica de los ZIFs
(0.084 mmol) a medida que incrementa la basicidad del ligando imidazélico. Cddigo de colores
Zn(plm)z, ZIF-20 (rojo); Zn(blm)z, ZIF-11 (azul); Zn(Im)2 (verde) y Zn(mlIm)z, ZIF-L (cian).

Asimismo, se realizaron experimentos adicionales a modo de control para evaluar la
actividad catalitica de los componentes de los distintos ZIFs por separado (iones Zn?* y
ligandos imidazdlicos). Los resultados muestran que tanto la sal Zn(NOs), como todos
los ligandos imidazélicos presentan una baja degradacion hidrolitica del DIFP (Figura
Al.62). Por tanto, estos resultados apuntan a que existe una combinacion sinérgica entre
la acidez de Lewis de los iones Zn?* y la basicidad de los residuos imidazolato y/o
hidroxilo en la estructura cristalina de los ZIFs que facilita la degradacion hidrolitica del
DIFP. En este sentido, es importante resaltar que las unidades Zn,(u-imidazolato) en las
estructuras de los ZIFs son semejantes al centro catalitico Zn,(u-OH)(imidazol). presente
en la enzima fosfotriesterasa, la cual es capaz de hidrolizar compuestos organofosforados
(Figura 4.4). [38]
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Figura 4.4. Estructura del aducto organofosforado@fosfotriesterasa, resaltandose los detalles
estructurales del centro catalitico. [39]

Como se ha expuesto anteriormente, los resultados derivados de los ensayos
cataliticos confirman gue existe una correlacion entre la nucleofilicidad (basicidad) de
los ligandos presentes en la red metal-organica, y su actividad catalitica en la degradacién
del compuesto organofosforado DIFP. Sin embargo, los compuestos ZIF-L, ZIF-EC-1y
sod ZIF-8 presentan el mismo ligando (2-metilimidazol) en sus estructuras, pero
muestran una actividad catalitica diferente hacia la degradacion del compuesto toxico
DIFP. Estas diferencias deberian estar relacionadas con la topologia de cada una de las
redes cristalinas, asi como con el tamafio de los cristales que componen cada uno de los

materiales (Figura 4.1y Figura Al.51).

Por otra parte, también se estudio la estabilidad quimica de las diferentes redes metal-
organicas zeomiméticas durante los ensayos cataliticos. Para ello se cuantifico la
lixiviacion a la disolucién tanto de los ligandos imidazolato, mediante *H-NMR, como
de los iones Zn?*, mediante ICP-OES; tras la reaccion de los distintos ZIFs con el
compuesto organofosforado DIFP durante 24 horas. Como ensayo control, también se
evalud la lixiviacion desde los ZIFs tras su incubacion en el tampdn Tris-HCI durante 24
horas en ausencia del compuesto tdxico DIFP. Los resultados muestran que, en todos los
casos, la reaccion del DIFP con las redes metal-organicas zeomiméticas lleva consigo la
degradacion estructural parcial de estas Gltimas (Figura Al.55 - Figura Al.61 y Tabla
AL7). Asimismo, se observa que la lixiviacion de iones imidazolato de aquellos ZIFs
compuestos por plm, bIm o Im es un orden de magnitud menor que la de aquellos ZIFs

basados en mIm, lo que apunta a una clara correlacion entre la degradacion estructural y



la ruptura hidrolitica del DIFP. Por el contrario, la suspension de los ZIFs en ausencia del
agente nervioso modelo dan lugar a una degradacion estructural mucho menor (Tabla S2,
S4).

Finalmente, se analizaron los efectos derivados de la reaccion del compuesto
organofosforado con las redes metal-organicas mas reactivas, ZIF-8, ZIF-L y ZIF-EC-1;
sobre la morfologia de los cristales. Para ello, se prepararon suspensiones de los ZIFs (en
una disolucion de DIFP (0.18 M) en Tris-HCI (0.1 M, pH 7.4) y se incubaron durante 24
horas. Transcurrido este tiempo, se recuperaron las particulas, se analizaron mediante
microscopia electronica de barrido (SEM) y se compararon con las imagenes de las
particulas originales. También se realiz6 un experimento control en ausencia de DIFP
para evaluar la influencia de la disolucidén tampon sobre la morfologia de las particulas.
Las imagenes de SEM indican, por una parte, que la suspension de los ZIFs en la
disolucion tampon no llevan a una modificacion apreciable de la morfologia de los
cristales (Figura Al.68 - Figura Al.70). Por el contrario, como se observa en las Figura
4.5y Figura AL.68 - Figura Al.70, la interaccion de las moléculas de DIFP con las redes
metal-organicas lleva a la degradacion superficial de los cristales de ZIF-L, ZIF-8 y ZIF-
EC-1, lo que supone una pérdida de volumen de particula de entre el 30 — 35 % (Figura
Al.68 - Figura Al.70) [37].

Figura 4.5. Imagenes de SEM de las particulas de sod ZIF-8 antes y tras 24 h de exposicién a DIFP
(0.17 M, 0.5 mL) en Tris-HCI (0.1 M, pH 7.4).
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Como se ha expuesto anteriormente, la red ZIF-EC-1 presenta una estructura densa
mientras que la red ZIF-L presenta una estructura laminar. En el caso del ZIF-8, esta red
presenta una estructura porosa tridimensional. Sin embargo, las ventanas que dan acceso
a su estructura porosa son demasiado pequefias para permitir la accesibilidad y difusion
de las moléculas de DIFP al interior de la red porosa. En consecuencia, las moléculas de
DIFP interaccionan tnicamente con la superficie externa de las particulas, explicando la
degradacion superficial de los cristales observada mediante microscopia electronica de

barrido.

3.2 Impacto del tamafio de particula

Tras demostrar el importante papel de la basicidad del ligando de la red metal-
organica zeomimética sobre la ruptura del enlace P-X en compuestos organofosforados,
se paso a evaluar el impacto del tamafio de particula de los ZIFs sobre la degradacion de
los modelos de agente nervioso tipo G diisopropilfluorofosfato (DIFP) vy
diisopropilclorofosfato (DICP) [40], [41] Para ello, se seleccioné el compuesto ZIF-8 de
entre las redes metal-organicas méas prometedoras identificadas en el apartado anterior
debido a la mayor estabilidad de la fase cristalina ZIF-8 frente a su poliformofo
metaestable ZIF-L [34], asi como a la disponibilidad de protocolos en bibliografia que
permiten, de forma sencilla, producir cristales de ZIF-8 con tamafio de particula
controlado. En este Gltimo material la variacién de la proporcion de sal de cinc y ligando
y/o mediante la adicion de n-butilamina como agente modulador permiten controlar el
tamafio de particula. [42] De esta forma, y siguiendo estos protocolos se prepararon
cuatro materiales de ZIF-8 diferentes con un tamafio de particula de entre 18 nm y 2 pm
(Figura 4.6).



sod ZIF-8_1.2 pym

Figura 4.6. Imagenes de SEM y TEM de los sod ZIF-8 en orden decreciente de tamafio de particula

Una vez preparados los ZIF-8 con distinto tamafio de particula se caracterizaron
mediante diferentes técnicas incluyendo microscopia electronica, PXRD, TGA, FTIR y
adsorcion de N (Figura 4.6, Figura 4.7 y Figura Al.48 - Figura Al.51), confirmando la
pureza y porosidad de todos los materiales preparados. Cabe resaltar que los
difractogramas de Rayos-X en polvo recogidos en la Figura 4.7 indican que, en todos
los casos, los materiales estan formados por una Unica fase cristalina pura, cibica de tipo

sodalita (sod ZIF-8). Asimismo, se puede observar un apreciable ensanchamiento

103



104

progresivo de los picos en los difractogramas de los distintos materiales lo que es
indicativo de una disminucion del tamafio de los cristales. Por otra parte, las imagenes de
microscopia electronica (SEM y TEM) confirman que todos los materiales obtenidos
presentan una distribucion de tamafio homogéneo y un didmetro de particula medio de
18 nm, 240 nm 1.2 pm y 2 um (Figura Al.71Figura Al.74).
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Figura 4.7. Patrones de PXRD de las particulas de sod ZIF-8 en orden decreciente de tamarfio de
particula

Tras su caracterizacion, las particulas de sod ZIF-8 de distinto tamafio (0.084 mmol)
se expusieron a los modelos de agente nervioso DIFP (0.029 M, 0.5 mL) y DICP (0.029
M, 0.5 mL) en fluido bioldgico simulado (Tris-HCI, 0.1 M, pH 7.4) y se monitorizé la
desaparicion del compuesto toxico (DIFP o DICP) de la disolucion en funcion del tiempo
mediante cromatografia de gases. Como se puede observar en la Figura 4.8, la cinética
de degradacion de DIFP depende de forma significativa del tamafio particula de los
materiales, observandose la siguiente tendencia para los tiempos de vida media de
hidrolisis: 2.6 min (18 nm) < 43 min (240 nm) < 249 min (1.2 pm) < 578 min (2 pm)
(Figura Al.54). Para el compuesto toxico DICP también se observo una tendencia similar
en la cinética de degradacion. Cabe resaltar que, en este Gltimo caso, las nanoparticulas

de 18 nm eran capaces de degradar cuantitativamente el DICP en DIP en menos de 1 min.



Ademés, dado que los fluidos fisioldgicos pueden contener cantidades relevantes de
iones fosfato y que estos podrian actuar como interferentes durante la degradacion de los
compuestos organofosforados por parte de las redes metal-organicas zeomiméticas, se
realiz6 un estudio catalitico adicional exponiendo las nanoparticulas de sod ZIF-8 de 18
nm a una disolucién de DIFP (0.029 M, 0.5 mL) preparada en una disolucién de tampén
fosfato salino 0.01M (pH 7.4). Los resultados muestran que la actividad catalitica de las
particulas de sod ZIF-8 de 18 nm no se ve afectada de forma significativa,
incrementandose el tiempo de vida media de degradacion desde 2.6 min, en ausencia de
iones fosfato, hasta los 3.3 min en presencia de estos iones (Figura Al.52b y Figura
Al54).
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Figura 4.8. Degradacion hidrolitica de DIFP (0.029 M, 0.5 mL) dependiente del tamafio de particula
del sod ZIF-8, bajo condiciones biolégicas simuladas (Tris-HCI, 0.1 M, pH 7.4).

Finalmente, dado que los compuestos toxicos pueden interaccionar Unicamente con la
superficie de los cristales, se analizé si existia una correlacién entre el area superficial
externa de cada uno de los materiales y su actividad catalitica en la degradacion del
compuesto toxico DIFP. Para ello, en primer lugar, se estimo la superficie externa de las
de los cristales de cada material asumiendo que presentaban una geometria esférica. A
continuacion, se representd la constante cinética de degradacion de DIFP para cada uno

de los materiales en funcion del rea superficial externa calculada.
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Como se puede apreciar en la , existe una clara correlacion lineal entre la superficie
externa de las particulas y la cinética de hidrdlisis del enlace P-F. Este resultado es
indicativo de que se esta produciendo la degradacion del simulador de agente nervioso
en la superficie externa de las particulas de sod ZIF-8.
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Figura 4.9. Correlacion entre la superficie geométrica externa de las particulas de sod ZIF-8 y los
valores de constante cinética para la degradacion de DIFP.

De hecho, las imagenes obtenidas mediante microscopia electrénica de transmision
(TEM) y microscopia electrénica de barrido (SEM) de las NPs de sod ZIF-8 expuestas a
DIFP ([DIFP] = 0.18 M, pH 7.4) indican un decapado superficial significativo, que se
incrementa a medida que se reduce el tamafio de las particulas (pérdida de volumen del
31 % para las particulas de 2 um, del 47 % para las particulas de 240 nm y del 94 % para
las particulas de 18 nm) (Figura S25 — S28). El alto degrado de degradacion estructural
tras la exposicion a DIFP de las nanoparticulas de 18 nm, formandose particulas de 7 nm
de didmetro medio, es beneficioso de cara a su administracion en pacientes ya que evitaria
la bioacumulacion de las nanoparticulas en el organismo y facilitaria su excrecion. [23]
Cabe destacar que también se ha observado una dependencia entre el tamafio de particula
y la degradacion estructural de los materiales tras su exposicion al compuesto toxico
DIFP, alcanzandose concentraciones de mIm liberado de 0.05 M para los materiales de
tamafio nanométrico frente al observado para el sod ZIF-8 formado por particulas con
diametro medio de 2 um (Tabla AlL.7).



3.3 Reactivacion de la enzima acetilcolinesterasa inducida por la

degradacion epitaxial de ZIFs

Como se expuso anteriormente, los ligandos imidazolato son bases de Lewis de baja
toxicidad que podrian comportarse como potenciales agentes reactivadores de la enzima
acetilcolinesterasa inhibida por compuestos organofosforados. Con el objetivo de
confirmar esta hipotesis, se llevaron a cabo ensayos de reactivacion enzimatica de la
AChE, siguiendo el método colorimétrico del acetato de indoxilo, para evaluar la
capacidad reactivadora de los distintos ligandos imidazolicos usados en las secciones
anteriores: purina (plm), benzimidazol (blm), imidazol (Im) y 2-metilimidazol (mlIm).
Para ello, se inhibi6 la actividad de la enzima AChE en un 50 % mediante su exposicién
a una disolucion de DIFP. A continuacion, la enzima se tratd disoluciones acuosas a
diferentes concentraciones de los ligandos imidazoélicos durante 30 minutos, se evalud su
actividad enzimaética tras el tratamiento y se compar6 con la actividad enzimatica de la
enzima en ausencia del compuesto toxico (actividad control). Los resultados muestran
que el ligando mim, el de mayor basicidad, se comporta como un reactivador de AChE a
concentraciones superiores a 1 x 10* M bajo condiciones biol6gicas simuladas (Tris-
HCI, 0.1 M, pH 7.4) (Figura 4.10). Por el contrario, el resto de ligandos imidazdlicos
presentan una reactivacion moderada, de solo un 25 %, a la mayor concentracion (0.1 M)
lo que podria relacionarse con su menor basicidad (Figura Al.75). Por tanto, se
seleccionaron los ZIFs basados en el ligando mIm como como los materiales mas

prometedores para actuar como reactivadores de la enzima AChE.
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Figura 4.10. Perfil de reactivacion de AChE inhibida por DIFP (50 % de actividad en comparacion
con la AChE libre) gracias al mIm (Tris-HCI, 0.1 M, pH 7.4).
En un paso sucesivo, se analizo si el mim liberado tras la degradacion estructural de las
redes metal-organicas ZIF-L, sod ZIF-8, ZIF-EC-1 y nanoparticulas de sod ZIF-8 (18
nm) como consecuencia de su incubacion en medio fisioldgico simulado era capaz de
reactivar la actividad de la AChE previamente inhibida con el compuesto DIFP. Paraello,
los materiales se incubaron en una disolucion de Tris-HCI, 0.1 M, pH 7.4 durante 24
horas. Transcurrido este tiempo, los sobrenadantes, con una concentracion en mim de 0.6
—2.0 x 102 M, se recuperaron y se evalué su capacidad para restaurar la actividad de la
AChE previamente inhibida con DIFP mediante el método colorimétrico del acetato de
indoxilo. Los resultados muestran que estos sobrenadantes son capaces de recuperar entre
un 10 y un 54 % la actividad enzimatica de la AChE (Tabla Al.10). Como se esperaba,
el sobrenadante con mayor actividad es aquel procedente de la incubacidon de las
nanoparticulas de sod ZIF-8 de 18 nm, que es capaz de recuperar hasta un 54 % de

actividad enzimatica perdida.

A continuacion, se evalué el doble beneficio derivado de: i) la degradacion del
compuesto toxico DIFP en la superficie de los cristales de las redes metal-organicas
zeomiméticas y ii) la reactivacion de la AChE inducida por los iones imidazolato
liberados como consecuencia de la degradacion estructural de los materiales porosos tras

su reaccion con el compuesto DIFP. Para ello, los materiales micrométrico ZIF-L, sod



ZIF-8, ZIF-EC-1 (0.084 mmol) y las nanoparticulas de sod ZIF-8 de 18 nm (0.084 mmol)
se dispersaron en una disolucién de DIFP (0.029 M, 0.5 mL) bajo condiciones bioldgicas
simuladas (Tris-HCI, 0.1 M, pH 7.4) y la mezcla se mantuvo en incubacion a 37 °C
durante 1, 3y 24 h (véase Anexo I). Transcurrido cada tiempo, se recuperaron los
sobrenadantes y se analizo su efecto inhibitorio sobre la actividad enzimética de la AChE
en comparacion con una disoluciéon de DIFP (0.029 M). Este proceso se definié como
detoxificacion (Tabla Al.10). Como se puede observar en la Figura 4.11, los perfiles de
detoxificacion de los distintos ZIFs siguen una tendencia similar a la observada durante
los ensayos de degradacion hidrolitica del DIFP (Figura 4.3,Figura 4.8 y Figura Al.52a).
De hecho, las nanoparticulas de sod ZIF-8 de 18 nm, aquellas que presentan una mayor
actividad catalitica, son capaces de recuperar el 100 % de la actividad de AChE en tan
solo 1 h de incubacién (Figura 4.11). Por el contrario, las microparticulas de ZIF-L, ZIF-
EC-1y sod ZIF-8 exhiben una menor capacidad de detoxificacion tras 1 h, y alcanzan un
83 %, 72 % y 17 % de recuperacion de la actividad enzimaética tras 3 h, respectivamente.
Asimismo, cabe destacar que todos los materiales son capaces de suprimir el efecto
inhibitorio del DIFP en la funcién de la AChE tras 24 h de incubacion (Figura 4.11).
Estos resultados confirman que los materiales presentan una actividad de detoxificacién
dual ya que la exposicion de las particulas de ZIF a disoluciones con DIFP no solo llevan
a la degradacion del compuesto téxico, sino también a la degradacion estructural de las
redes metal-organicas con la consiguiente liberacion de iones mim que actdan como

agentes reactivadores de la enzima AChE.
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Figura 4.11. Efecto detoxificador sobre la actividad de la AChE de las microparticulas de ZIF-L,
ZIF-EC-1, sod ZIF-8 (1-2 pm) y las nanoparticulas de sod ZIF-8 (18 nm) tras1 h, 3hy 24 h de
exposicion a DIFP, evaluado bajo condiciones bioldgicas simuladas (Tris-HCI, 0.1 M, pH 7.4).
Finalmente, se evalu6 la neurotoxicidad in vitro de las NPs de ZIF-8 de 18 nmy 240

nm de tamafio frente a un cultivo de células de neuroblastoma humano SH-SY5Y. [43]
Los resultados, mostrados en la Figura 4.12, indican que la viabilidad celular apenas se
ve afectada por las NPs de sod ZIF-8 de 18 nm, ya que presentan una neurotoxicidad in
vitro despreciable, mientras que las NPs de ZIF-8 de 240 nm muestran un pequefio grado

de toxicidad (70 % de viabilidad celular) en la mayor concentracion ensayada (0.05 g-L-

1).
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Figura 4.12. Evaluacion de la citotoxicidad in vitro sobre células de neuroblastoma humano, a modo
de modelo neuronal, de las nanoparticulas de sod ZIF-8 de 18 y 240 nm.
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4 Materiales hibridos esterasa@ZIF

Por otra parte, se decidié explorar la viabilidad de los ZIFs para actuar como sistemas
transportadores de biomoléculas, en concreto de una enzima esterasa, a modo de prueba
de concepto. Para ello, se sintetizd un material hibrido de sod ZIF-8 y esterasa comercial
obtenida de higado porcino (esterasa@sodZIF-8). EI método empleado para ello fue la
mineralizacion biomimética (véase Anexo | para més detalles). De forma general, se
mezcl6 una disolucion acuosa de Zn(OAc). (7 mM) con una disolucién acuosa de 2-
metilimidazol (299 mM) junto con esterasa porcina (3.24 mg/mL) y la mezcla se incubd
durante 24 h a temperatura ambiente. Una vez sintetizada, se evalud la cristalinidad de la
muestra mediante PXRD (Figura 4.13), estimandose una pureza del 100 % de la fase
sodalita del ZIF-8 mediante la aplicacién informéatica desarrollada por Hafner y
colaboradores. [44]
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Figura 4.13. Difractograma de rayos X en polvo experimental del material hibrido esterasa@sodZIF-
8 (verde) y simulado del sod ZIF-8 (azul claro).

Por otra parte, el proceso de encapsulacion se confirmé mediante FTIR, gracias a las
vibraciones caracteristicas de la esterasa (regién ~1700 — 1500 cm™) (Figura 4.14), que
se encuentran presentes en el espectro de la esterasa libre y el material hibrido pero no
coinciden con las bandas caracteristicas del sod ZIF-8.
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Figura 4.14. Espectros infrarrojos del material hibrido esterasa@sodZ1F-8 (verde), el sod ZIF-8
(azul claro) y la esterasa libre (morado). Las bandas caracteristicas de la esterasa se encuentran
marcadas con asteriscos y la region en la que aparecen esté delimitada por una franja anaranjada.

La capacidad de carga, asi como la eficiencia de encapsulacién, se determinaron
mediante un ensayo Bradford (véase Anexo ). Dicho ensayo se trata de un método
colorimétrico basado en la union formada entre proteinas y el colorante azul brillante
Coomassie G-250 en su forma anidnica (A = 595 nm), cuantificable mediante
espectrometria UV-Vis. De esta forma, se obtuvo una capacidad de carga de 0.25 + 0.01
mg de proteina por mg de material y una eficiencia de encapsulacion del 48 + 1.3 %.

Finalmente, se analiz6 la actividad especifica del enzima tras el proceso de
encapsulacion y se compar6 con aquella del enzima libre para calcular el porcentaje de
actividad retenida tras la encapsulacion (véase Anexo | para mas detalles). Para ello, se
utilizé el método colorimétrico del p-nitrofenilacetato, basado en la hidrélisis llevada a
cabo por una enzima esterasa del p-nitrofenilacetato (sustrato incoloro) a p-nitrofenol
(producto coloreado), que puede seguirse mediante espectrometria UV-Vis (A =405 nm).
[45] Respecto al procedimiento experimental, inicialmente se resuspendieron las
muestras en tampon citrato (100 mM, pH 5.5) y se incubaron durante 3 h a temperatura
ambiente con objeto de digerir la red metal-organica. Tras esto, se afiadid una disolucion
en DMSO de p-nitrofenil acetato (200 mM) y se recogieron los datos de absorbancia a A
=405 nm durante 30 min mediante espectrometria UV-Vis. La concentracion de producto

(e = 9360 M* cm™), junto con la concentracién de enzima en disolucién (calculada



mediante un ensayo de Bradford), se utilizd para calcular la actividad enzimética
especifica. De esta forma, se obtuvo un valor de 3.88 x 101 + 1.12 x 102 yumol min ** mg-
1 (U/mg) para el material hibrido. La actividad del enzima libre se analiz6 siguiendo el
mismo procedimiento descrito anteriormente, obteniéndose un valor de 8.44 x 10 + 5.87
x 102 umol min * mg?. Asi, de acuerdo con estos datos, se calculé un porcentaje de
actividad enzimatica remanente tras el proceso de encapsulacion era del 48.6 + 1.3 % por
lo que se puede concluir que se mantiene una actividad importante de la enzima tras el

proceso de biomineralizacion.

5 Conclusiones

En este capitulo se ha demostrado que la sensibilidad del enlace de coordinacion Zn-
imidazolato frente a un compuesto simulador de agente nervioso tipo G da lugar a la
hidrolisis del enlace P-X, obteniéndose el producto de degradacién no tdxico
diisopropilfosfato, y produce la degradacion estructural en la superficie cristalina del ZIF,
acompafiada de la liberacion del ligando imidazélico correspondiente. La hidrélisis del
enlace P-X y la degradacion superficial de los cristales de las redes metal-organicas
zomiméticas se encuentran altamente interconectados, y dependen de la basicidad del
ligando, la topologia de la red y el tamafio del cristal. Con respecto a esto, entre los
distintos materiales preparados, las nanoparticulas de sod ZIF-8 de18 nm han demostrado
presentar una alta eficiencia tanto en la ruptura del enlace P-X, como en la liberacion de
iones imidazolato (mIm, como consecuencia de su degradacién estructural) los cuales
son capaces de llevar a cabo un ataque nucleofilico sobre el aducto organofosforado-
acetilcolinesterasa y, por tanto, recuperar la actividad enzimética de la AChE. Ademas,
este material presenta una baja neurotoxicidad in vitro. La reaccién en cascada presentada
en este capitulo es ventajosa ya que se trata de un Unico material que presenta una funcién
de detoxificacion dual. Por altimo, se ha sintetizado un material hibrido esterasa@ZIF a
modo de prueba de concepto de la viabilidad de los ZIFs como sistemas transportadores

de biomoléculas con actividad esterasa.
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CONCLUSIONES

De forma general, en esta Tesis Doctoral se ha demostrado la capacidad para actuar
como sistemas duales en el tratamiento de la intoxicacibn por compuestos
organofosforados de: (i) un material hibrido basado en un MOF de Zr(IV) y una oxima
neutra, (ii) un material hibrido basado en una caja tetraédrica molecular catiénica y una
oxima cargada y (iii) diversas redes metal-organicas zeomimeéticas sintetizadas con

ligandos de distinta nucleofilicidad.

En el Capitulo 11, se ha sintetizado un material hibrido novedoso formado por un MOF
de Zr(IV), el MOF-808, y una oxima neutra, la oxima RS69N. Se ha demostrado que
dicho material, llamado RS69N@MOF-808, es capaz de actuar como un agente dual en
el tratamiento de la intoxicacion por compuestos organofosforados. Esto es asi dado que,
por una parte, el material hibrido RS6ON@MOF-808 puede capturar el simulador de
agente nervioso diisopropilfluorofosfato (DIFP) sin que la oxima encapsulada presente
un efecto significativamente negativo sobre dicha adsorcion. A su vez, dicho material
hibrido es capaz de liberar gradualmente y de forma controlada la oxima RS69N, que a
su vez tiene la capacidad de reactivar por completo a la enzima acetilcolinesterasa
previamente inhibida por DIFP. Que se sepa, el material hibrido RS6ON@MOF-808 se
trata del primer ejemplo reportado en literatura en el que un material hibrido constituido
por una red metal-organica y una oxima presenta un comportamiento dual en el
tratamiento de la intoxicacion por compuestos organofosforados. De esta forma, por todo
lo expuesto anteriormente, es posible concluir que el material hibrido RS6ON@MOF-
808 supone un material bastante prometedor para el tratamiento de la intoxicacion por

compuestos organofosforados.

En el Capitulo I11, se han preparado distintas cajas tetraédricas moleculares cationicas
[((n-butilCpZr)3(OH)30)4Le]Cls (Zr-MOP-1; L = 4cido tereftalico, n-butilCp = n-
butilciclopentadienilo y Zr-MOP-10; L = &cido bifenil-4,4’-dicarboxilico) y se ha
comprobado que la presencia de ligandos Cp terminales con residuos alquilo incrementa
la solubilidad y biocompatibilidad de dichos materiales. Por otra parte, se ha demostrado
gue estos materiales son capaces de capturar de manera eficaz el simulador de agente

nervioso de tipo G diisopropilfluorofosfato. Asimismo, presentan la capacidad de
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incorporar y liberar la oxima pralidoxima (2-PAM) de manera controlada, que a su vez
es capaz de reactivar la enzima AChE previamente inhibida por DIFP. Es mas, gracias a
su procesabilidad en disolucién, ha sido posible incorporar dichos sistemas en liposomas
biocompatibles que no resultan neurotdxicos. Por todo esto, se puede concluir que los Zr-
MOPs podrian utilizarse como agentes duales en el tratamiento de la intoxicacion por
OPs.

En el Capitulo 1V, a partir de ligandos imidazolicos con diferente nucleofilicidad
(purina, benzimidazol, imidazol y 2-metilimidazol) se han llevado a cabo distintas redes
metal-organicas zeomiméticas (ZIFs) basadas en cinc: ZIF-20, ZIF-11, Zn(Im),, ZIF-L,
sod ZIF-8 (con tamafios de particula de 18 nm, 240 nm, 1.2 ym y 2 um) y ZIF-EC-1. Se
ha demostrado que dichos materiales son capaces de degradar los simuladores de agente
nervioso de tipo G diisopropilfluorofosfato y diisopropilclorofosfato hasta
diisopropilfosfato, un producto de degradacion que no presenta toxicidad. Asimismo, se
ha comprobado que esta interaccién produce la degradacion estructural de los ZIFs,
liberandose los ligandos imidazdlicos correspondientes y que dichos ligandos son
capaces de reactivar la enzima AChE previamente inhibida por DIFP. Tanto la hidr6lisis
de los compuestos organofosforados como la degradacion estructural que experimentan
los ZIFs dependen de la basicidad del ligando imidazélico, la topologia que presente la
red y el tamafio del cristal. Respecto a esto, se concluye que el sistema mas prometedor
es el sod ZIF-8 (18 nm) ya que son las que mayor eficacia presentan en la degradacién
de OPs y reactivacion de AChE y ademas no resultan neurotoxicas. Finalmente, se ha
demostrado que es posible emplear ZIFs como transportadores de una enzima esterasa, a

modo de prueba de concepto de su utilidad en el tratamiento de la intoxicacion por OPs.



CONCLUSIONS

In general terms, in this Doctoral Thesis it has been demonstrated the ability to act as
dual systems in the treatment of organophosphorus (OPs) poisoning of: (i) a hybrid
material based on a Zr(IVV) MOF and a neutral oxime, (ii) a hybrid material based on a
cationic molecular tetrahedral cage and a charged oxime and (iii) several zeomimetic

metal-organic frameworks synthesized with ligands of different nucleophilicity.

In Chapter I, a novel hybrid material consisting of a Zr(1V) MOF, MOF-808, and a
neutral oxime, RS69N oxime, has been synthesized. It has been demonstrated that such
material, named RS69N@MOF-808, is able to act as a dual agent in the treatment of
organophosphorus poisoning. On the one hand, the hybrid material RS69N@MOF-808
can capture the nerve agent simulant diisopropylfluorophosphate (DIFP) without the
encapsulated oxime presenting a significantly negative effect on such adsorption. On the
other hand, such hybrid material is able to gradually release oxime RS69N in a controlled
manner, which in turn has the ability to fully reactivate the acetylcholinesterase enzyme
previously inhibited by DIFP. To our knowledge, the hybrid material RS69N@MOF-808
is the first example reported in literature in which a hybrid material consisting of a metal-
organic framework and an oxime presents a dual behaviour in the treatment of
organophosphorus poisoning. Thus, it is possible to conclude that the hybrid material

RS69N@MOF-808 is a very promising material for the treatment of OPs poisoning.

In  Chapter Ill, different cationic molecular tetrahedral cages [((n-
butylCpZr)3(OH);0)4sLe]Cle (Zr-MOP-1; L = terephthalic acid, n-butylCp = n-
butylcyclopentadienyl and Zr-MOP-10; L = biphenyl-4,4'-dicarboxylic acid) and it has
been shown that the presence of terminal Cp ligands with alkyl residues increases the
solubility and biocompatibility of these materials. Moreover, it has been demonstrated
that these materials are capable of efficiently capturing the G-type nerve agent simulant
diisopropylfluorophosphate. They also have the ability to incorporate pralidoxime (2-
PAM) and release it in a controlled manner, which in turn is able to reactivate the AChE
previously inhibited by DIFP. Furthermore, thanks to their processability in solution, it

has been possible to incorporate these systems into non-neurotoxic biocompatible
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liposomes. Therefore, it can be concluded that Zr-MOPs could be used as dual agents in
the treatment of OPs poisoning.

In Chapter 1V, imidazole ligands with different nucleophilicity (purine,
benzimidazole, imidazole and 2-methylimidazole) have been used to synthesize several
zinc-based zeomimetic metal-organic frameworks (ZIFs): ZIF-20, ZIF-11, Zn(Im),, ZIF-
L, sod ZIF-8 (particle sizes of 18 nm, 240 nm, 1.2 um and 2 um) and ZIF-EC-1. It has
been proved that these materials are able to degrade G-type nerve agent simulants
diisopropylfluorophosphate and diisopropylchlorophosphate to diisopropylphosphate, a
degradation product that does not exhibit toxicity. It has also been shown that this
interaction leads to structural degradation of the ZIFs, releasing the corresponding
imidazole ligands, and that these ligands are able to reactivate AChE previously inhibited
by DIFP. Both the hydrolysis of the organophosphorus compounds and the structural
degradation experienced by the ZIFs depend on the basicity of the imidazole ligand, the
topology of the network and the size of the crystal. Therefore, it is concluded that the
most promising system is ZIF-8 sod (18 nm) since it is the most efficient in the
degradation of OPs, the reactivation of AChE and it is not neurotoxic. Finally, it has been
demonstrated that it is possible to use ZIFs as carriers of an esterase enzyme, as a proof

of concept of their usefulness in the treatment of OPs poisoning.
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1 Materiales y métodos

1.1 Materiales y reactivos

Todos los reactivos y disolventes empleados en esta Tesis Doctoral se encuentran
disponibles de manera comercial y no precisaron ningun tratamiento y/o purificacién

antes de usarse.

1.2 Métodos fisicos y quimicos de caracterizacion

Andlisis elemental CHN. El contenido de carbono, hidrégeno y nitrégeno de los
materiales sintetizados se determind empleando un analizador elemental THERMO
SCIENTIFIC modelo Flash 2000 con una microbalanza de precision METTLER M-3.
Dicho aparato se encuentra disponible en el Centro de Instrumentacién Cientifica de la

Universidad de Granada.

Analisis termogravimétrico (TGA). El analisis termogravimétrico de los materiales
sintetizados se realiz6 en atmosfera de aire y con una rampa de calentamiento de 20 °C
min? (desde temperatura ambiente hasta 950 °C). Para ello, se utiliz6 un analizador
termogravimétrico METTLER-TOLEDO modelo TGA/DSC1. Dicho aparato se
encuentra disponible en el Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de

Granada.

Cromatografia de gases (GC). Los estudios de captura/degradacion de los agentes
nerviosos modelo diisopropilfluorofosfato (DIFP) y diisopropilclorofosfato (DICP) en
disolucion acuosa se llevaron a cabo empleando un cromatografo de gases AGILENT
8860 GC. Este cromatdgrafo se encuentra equipado con un detector de ionizacion de
Ilama (FID) y una columna HP-5 de 50 m de longitud, 0.32 mm de didmetro y 1.05 pm
de espesor. Dicho aparato se encuentra localizado en el Departamento de Quimica

Inorganica de la Universidad de Granada.

Difraccion de rayos X de monocristal (SCXRD). Los compuestos obtenidos como
monaocristales en esta Tesis Doctoral, en concreto los compuestos Zr-MOP-1°, Zr-MOP-
1-NH; y Zr-MOP-10 (véase apartado 2.1) se analizaron mediante difraccion de rayos-X

de monocristal (SCXRD) con el objetivo de determinar su estructura cristalina. En el caso
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de los compuestos Zr-MOP-1’y Zr-MOP-1-NH, los cristales se midieron a 130 K,
usando un difractdbmetro BRUKER D8 VENTURE PHOTON I11-14 con radiacion de
grafito monocromatizado Mo-Ka (A = 0.71073 A) disponible en el Centro de
Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada. En el caso del compuesto Zr-
MOP-10, los datos de difraccion se obtuvieron usando el mismo difractometro, pero
usando un generador de Rayos-X de CuKa (A= 1.54178 A), realizandose las medidas a
la temperatura de 100 K. En todos los casos, se aplicaron correcciones de absorcion
multiandlisis utilizando la rutina SADABS. [1] Asimismo, todas las estructuras se
resolvieron empleando métodos directos con SHELXT-2014 [2] y se refinaron con
SHELXL-2018 [2] utilizando el programa OLEX 2-1.3.[3] Todos los atomos distintos
del hidrégeno se refinaron mediante técnicas de ajuste de minimos cuadrados de matriz
completa. Debido a la existencia de desorden posicional, en el caso del Zr-MOP-1’ y el
Zr-MOP-1-NH; algunos de los &tomos de las cadenas n-butilo se modelaron separandolos
en dos posiciones. Lo mismo se realiz6 para uno de los anillos de ciclopentadienilo en la
estructura del compuesto Zr-MOP-1". En el caso del compuesto Zr-MOP-10 no fue
posible modelar por completo la cadena n-butilo debido a la existencia de desorden
posicional severo. En este sentido, se emplearon restricciones DFIX y SADI para
describir las cadenas n-butilo con el fin de obtener parametros geométricos razonables,
debido al desorden observado y a la baja calidad de los datos. Asimismo, a algunos de
los aomos de carbono de las cadenas de n-butilo y algunos de los anillos de
ciclopentadienilo no se le asignaron parametros de desplazamiento anisotrépico. En el
caso del Zr-MOP-1-NH, y el Zr-MOP-10, las moléculas de disolvente se encontraban
altamente desordenadas y ninguno de los intentos de describir la densidad electrénica
difusa tuvo éxito. Las contribuciones a la difraccion de todas estas moléculas altamente
desordenadas, asi como de las cadenas de n-butilo no modeladas se eliminaron
empleando la rutina SQUEEZE de PLATON;[4] las estructuras cristalinas se volvieron
a refinar entonces empleando los datos hkl generados. Cuando fue posible, los atomos de
hidrogeno se asociaron a sus atomos parentales en posiciones geomeétricamente

idealizadas.

Los parametros de ajuste tras la resolucion estructural fueron R; = 0.1062, wR, =
0.2193, GOOF =1.188, R; = 0.0741, wR; = 0.2058, GOOF = 1.075, R; = 0.0965, wR; =



0.2814, GOOF = 1.147, para el Zr-MOP-1’, Zr-MOP-1-NH. y Zr-MOP-10,

respectivamente.

Difraccion de rayos X en polvo (PXRD). Los difractogramas de rayos X en polvo
se registraron en un difractometro BRUKER D2-PHASER empleando una radiacion
CuKa (A = 1.5418 A) y un detector LYNXEYE. Los datos se registraron a un intervalo
de valores de 26 de 5 a 35° cada 0.02° con duraciones de 0.5 s 0 1 s por scan. Dicho
aparato se encuentra localizado en el Departamento de Quimica Inorgénica de la
Universidad de Granada.

Difraccion de rayos X en polvo a temperatura variable in situ (VT-PXRD). El
analisis térmico por difraccion de rayos X a temperatura variable in situ se realiz6 en un
difractéometro BRUKER AXS D8 ADVANCE (CuKa A= 1.5418 A). Para ello, 20 mg de
los materiales sintetizados se calentaron en atmodsfera de aire desde 25 °C hasta su
descomposicion (Tgec = 170-200 °C) con un intervalo de temperatura de 10 °C utilizando
un calentador para muestras hecho a medida, que se encuentra disponible en la

Universidad de la Insubria (Como, Italia).

Espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS). Las
medidas de cuantificacién de iones Zn en disolucion realizadas en el Capitulo IV se
llevaron a cabo usando un espectrometro de masas PERKINELMER NEXION 3000D,

disponible en el Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada.

Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR). Los espectros de
absorcion infrarroja de los materiales sintetizados se obtuvieron en un espectrofotémetro
de transformada de Fourier BRUKER TENSOR 27, con un accesorio de Reflectancia
Total Atenuada GladiATR, operando en el intervalo de nimeros de onda de 4000 a 400
cm, Dicho aparato se encuentra localizado en el Departamento de Quimica Inorganica

de la Universidad de Granada.

Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis). Los espectros UV-Vis se obtuvieron
empleando un espectrofotometro SHIMADZU UV-1800. Dicho aparato se encuentra

localizado en el Departamento de Quimica Inorganica de la Universidad de Granada.
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Los ensayos de actividad enziméatica mediante el método del acetato de indoxilo se
llevaron a cabo utilizando un lector de placas TECAN INFINITE 200 PRO
NANOQUANT. Dicho aparato se encuentra disponible en el Centro de Instrumentacion
Cientifica de la Universidad de Granada. Los ensayos de Bradford y las medidas de
actividad enzimatica mediante el método del p-nitrofenil acetato se llevaron a cabo en un
espectrofotometro THERMO SCIENTIFIC NANODROP, disponible en el Institute of
Physical and Theoretical Chemistry de la Graz University of Technology (Graz, Austria).

Isotermas de adsorcion de nitrégeno y dioxido de carbono. Las isotermas de
adsorcion de Nz a 77 K y de adsorcion de CO, a 195 K de los materiales sintetizados se
obtuvieron utilizando un analizador MICROMERITICS 3FLEX capaz de realizar
medidas de precisién de microporo. Dicho aparato se encuentra disponible en el
Departamento de Quimica Inorgénica de la Universidad de Granada. El area superficial
especifica de los materiales se determind utilizando el método de Brunauer-Emmett-
Teller (BET) mientras que el tamafio y la distribucién de poro se calcularon empleando
la Teoria Funcional de la Densidad (DFT). Antes de realizar las medidas de adsorcién de
nitrégeno, los materiales se sometieron a calor y vacio de forma simultanea (activacion)
empleando para ello un equipo MICROMERITICS SMART VACPREP, que se
encuentra disponible en el Departamento de Quimica Inorganica de la Universidad de

Granada.

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM). Las imagenes SEM de los materiales
sintetizados se obtuvieron usando un microscopio electronico de barrido de presion
variable de alta resolucion ZEISS SUPRA40VP, que se encuentra disponible en el Centro
de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada. Antes de realizar las
medidas por SEM, las muestras se metalizaron con carbono en el Laboratorio de
Preparacion de Muestras Bioldgicas del Centro de Instrumentacion Cientifica de la

Universidad de Granada.

Microscopia Electrénica de Transmision (TEM). Las imagenes TEM de los
materiales sintetizados se obtuvieron gracias a un microscopio electronico de transmision
CARL ZEISS SMT LIBRA 120 PLUS, que se encuentra disponible en el Centro de

Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada. En el caso de las muestras de



liposomas preparadas en el Capitulo I11, antes de realizar las medidas por TEM, se llevo
a cabo una tincién con acetato de uranilo por parte del Laboratorio de Preparacion de
Muestras Biologicas del Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de
Granada.

Resonancia magnética nuclear de proton (*H NMR) y de fésforo (*!P NMR). Los
espectros de resonancia magnética nuclear de *H y %P se obtuvieron usando un
espectrometro de NMR de 400 MHz (2 canales) BRUKER NANOBAY AVANCE llII
HD. Los espectros correspondientes a los experimentos de liberacion de oxima se
obtuvieron con un espectrémetro de NMR de 500 MHz (2 canales) de alta definicion
BRUKER AVANCE NEO. Ambos aparatos estan disponibles en el Centro de

Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada.
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2 Redes metal-orgéanicas de circonio con propiedades duales de captura

y detoxificacion de compuestos organofosforados
2.1  Sintesisy caracterizacion

2.1.1 Sintesis del MOF-808

El MOF-808 ([Zrs04(OH)4(BTC),(HCOO)s], HsBTC=écido benceno-1,3,5-
tricarboxilico) se preparé mediante sintesis asistida por microondas, siguiendo un método
previamente publicado. [5] Se afiadieron ZrOCl,-8H,0 (1.288 g, 4.00 mmol) y &cido
trimésico (0.280 g, 1.33 mmol) a una mezcla de acido férmico/agua (10 mL/10 mL) en
un vial de reaccién de 30 mL, que posteriormente se sonic6 durante 5 min. Tras esto, la
suspensidn se calentd hasta los 95 °C (empleando una rampa de calentamiento de 60 min)
y se mantuvo a dicha temperatura durante 1 h para, finalmente, enfriarse hasta
temperatura ambiente en un periodo de 2 min. El polvo de color blanco obtenido se
centrifugo (2486 g/5 min) y se lavo tres veces con agua y una con acetona. Para eliminar
los restos de disolvente que pudieran haber quedado atrapados en los poros del material,
éste se activo a vacio dindmico durante 8 h. El estudio por TGA (Figura Al.2) dio como
resultado un residuo (calc./exp.) de 54.21/54.61 %. El rendimiento fue de un 71.8 %.

2.1.2 Sintesis de la oxima RS69N

La oxima 2-(hidroxiimino)-N-(2-(piperidin-1-il)etil)acetamida, conocida como
RS69N, se sintetizd de acuerdo con un procedimiento previamente descrito en
bibliografia. [6] Inicialmente, se afiadieron clorhidrato de hidroxilamina (0.69 g, 10
mmol), glioxilato de etilo al 50 % en tolueno (1.98 mL, 10 mmol), acetonitrilo (7.30 mL)
y agua (0.80 mL) en un matraz de fondo redondo de 25 mL y la mezcla resultante se agit6
durante 5 min a temperatura ambiente. Tras esto, se afiadid trietilamina (1.40 mL, 10
mmol) gota a gota y la mezcla se agit6 durante 1 h. Entonces, la disolucion se concentrd
con la ayuda de un rotavapor hasta obtenerse un sélido de color blanco. Dicho solido se
disolvié en una mezcla de agua/dietiléter (15 mL/15 mL), la fase orgénica se separd y la
fase acuosa restante se extrajo dos veces con dietiléter (20 mL). Las fases orgénicas

resultantes se combinaron y se lavaron con salmuera para posteriormente secarse con



sulfato de magnesio anhidro y concentrarse utilizando un rotavapor. El resultado fue un
aceite, que se mezcl6 con dihidrocloruro de N-(2-aminoetil)piperidina (1.47 g, 11.6
mmol), 2-ciano-2-(hidroxiimino)acetato de etilo (1.16 g, 10 mmol) y 10 mL de etanol y
se incub6 en agitacion a 50 °C durante toda la noche. Tras esto, se dejo enfriar a
temperatura ambiente y el precipitado resultante se filtr6 a vacio, se lavd tres veces con
10 mL de etanol frio y se secd utilizando un rotavapor hasta obtenerse un solido de color
blanco. El rendimiento obtenido fue del 63 %. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds)  11.92
(s, 1H), 7.93 (s, 1H), 7.43 (s, 1H), 3.24 (q, J = 8Hz, 2H), 2.37-2.32 (m, 6H), 1.51-1.45
(m, 4H), 1.40-1.35 (app d. J = 4, 2H) (Figura Al.1).
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Figura Al.1. Espectro de NMR de 'H de la oxima RS69N en DMSO-ds.
2.2 Encapsulacion de la oxima RS69N en el MOF-808

2.2.1 Modelado computacional

El modelado computacional de la interaccion entre la oxima RS69N, asi como del
compuesto organofosforado modelo DIFP, con la matriz porosa del MOF-808 se Ilevo a

cabo utilizando el programa de Biovia Materials Studio 2018. [7] Concretamente, se
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utilizo el médulo Adsorption Locator para realizar busquedas Monte Carlo del espacio
configuracional del sistema sustrato-adsorbato con el fin de identificar las
configuraciones de adsorcion méas favorables para los sustratos, en este caso RS69N y
DIFP, en el interior de la matriz porosa del MOF-808. Respecto a la oxima RS69N, se
exploraron cargas de oxima de 1 a 52 moléculas por celda cristalina (entre 0.0625 y 3.25
moléculas de oxima por unidad de MOF-808). Respecto al compuesto organofosforado
modelo DIFP, se exploraron cargas de 0.0625 a 0.313 moléculas por unidad de MOF-
808.

2.2.2  Encapsulacion de la oxima RS69N en la matriz porosa MOF-808

La estrategia empleada para la encapsulacion de la oxima neutra RS69N en la matriz
porosa del MOF-808 fue la impregnacion sdlido-liquido. Para llevarla a cabo,
inicialmente se disolvieron 200 mg de RS69N (1 mmol) en 0.4 mL de HCl al 37 % en un
vial de vidrio de 5 mL. La mezcla resultante se sonic6 hasta disolverse por completo y se
evapord hasta transformarse en un aceite utilizando un rotavapor. Tras esto, se afiadieron
20 mg de MOF-808 (0.01 mmol) junto con 1 mL de metanol y la mezcla se mantuvo en
agitacion durante 24 h para evaporar el disolvente. El resultado fue un sélido de color
blanco, que se lavd con agua (2 x 1 mL) y se recuperé mediante centrifugacion (9168 g/5
min). Tras esto, el sdlido se liofiliz6 con el objetivo de eliminar completamente cualquier
resto de disolvente. Los estudios por TGA indicaron un residuo (calc./exp.) de 30.8/35.8
% (Figura Al.2).
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Figura Al.2. Andlisis termogravimétrico de la oxima RS69N (azul), el MOF-808 (rojo) y el material
hibrido RS69N@MOF-808 (verde).



2.2.3 Cuantificacién de la cantidad de oxima encapsulada

Con objeto de cuantificar la cantidad de oxima RS69N encapsulada en el MOF-808,
el material se digiri6 en medio béasico y se cuantifico la cantidad de oxima mediante
espectroscopia de resonancia magnética nuclear de *H. En concreto, material hibrido
RS6IN@MOF-808 (20 mg) se mezcld con 600 uL. de NaOD 10 M y la mezcla se
mantuvo en agitacion durante 24 h a 25 °C. El sobrenadante se aisl6 mediante
centrifugacion (9168 g/5 min) y se analizé por NMR H (Figura Al.3).
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Figura Al.3. Espectro NMR de 1H de la digestién con una disolucion de NaOD del material hibrido
RS69N@MOF-808. Condiciones experimentales: RS6ON@MOF-808 (20 mg), NaOD (0.6 mL, 10 M),

tiempo de incubacién de 24 h.

2.3 Liberacion de la oxima RS69N

Para cuantificar la cantidad de oxima RS69N liberada por el material hibrido
RS6ON@MOF-808 en medio fisioloégico simulado, se suspendieron 20 mg de
RS6IN@MOF-808 en una disolucion conteniendo 20 uL de dimetilacetamida (0.02

mmol), utilizada como patrén interno, y 480 uL de tampon fosfato salino deuterado (PBS,
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100 mM) en el interior de un tubo de NMR. Tras esto, la mezcla se incub6 a temperatura
ambiente vy, a distintos tiempos, se recogié el espectro *H NMR de la disolucion para
cuantificar la cantidad de oxima liberada. Asimismo, transcurridas 24 h de incubacion,
se separo el sobrenadante del precipitado por centrifugacion (9168 g/15 min), se mezcl6
con 1 mL de NaOD 1 My se volvié a analizar por *H-NMR para cuantificar la cantidad
total de oxima en el material hibrido. Todos los experimentos se llevaron a cabo por
duplicado (Figura Al.4 y Figura AL5, Tabla Al.1).
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Figura Al.4. Espectros NMR de 'H a distintos tiempos (10, 90, 600 y 1440 min) correspondientes a la
liberacion de la oxima RS69N del material hibrido RS69N@MOF-808.
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Figura Al.5. Espectro NMR de *H de la liberacién de la oxima RS69N del material hibrido
RS69N@MOF-808 tras 24 h de incubacion y la adicion de NaOD (1 M) para desprotonar por

completo la oxima.

Tabla Al.1. Area bajo la curva de los picos del espectro *H NMR correspondientes a la oxima RS69N

y al patron interno (DMA) durante la liberacion de oxima por parte del material hibrido
RS69N@MOF-808 a diferentes tiempos (10 min, 90 min, 600 min y 1440 min).

. . Integral DMA Integral RS69N
Tiempo (min)
(61.93 ppm) (63.16 ppm)
10 min 3.00 0.30
90 min 3.00 0.36
600 min 3.00 1.03
1440 min 3.00 1.61
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2.4  Ensayos de actividad enzimatica

2.4.1 Ensayos de reactivacion enzimatica

Con objeto de determinar la capacidad de la oxima RS69N liberada del material
hibrido RS69IN@MOF-808 para reactivar la enzima acetilcolinesterasa, previamente
inhibida por DIFP, se llevaron a cabo distintos ensayos de actividad enzimética. La
actividad enzimatica se determindé mediante un método colorimétrico basado en la
transformacion del acetato de indoxilo en azul indigo. [8] Se selecciono este método para
evaluar la actividad AChE, en lugar del clasico método de Ellman, debido a la
sensibilidad de la acetiltiocolina a los compuestos nucleéfilos (p.ej., oximas), lo que da
lugar a falsos positivos. [19] Cabe resaltar que todos los ensayos enzimaticos se
realizaron por triplicado.

En primer lugar, se evalud la capacidad de la oxima RS69N para restaurar la actividad
de la AChE inhibida con el agente nervioso modelo DIFP. Para ello, en una placa de 24
pocillos, se prepararon diferentes disoluciones mezclando 725 pL de PBS (100 mM, pH
=17.4), 25 pL de una disolucion acuosa de AChE (75 U/mL) y 100 uL. de una disolucion
acuosa de DIFP (concentracion en el pocillo de 5 x 10° M) y se incubaron durante 30
minutos a 37 °C para que tuviera lugar la inhibicién parcial de la enzima. Transcurrido
este tiempo, se afiadieron 100 pL de una disolucion acuosa de la oxima RS69N sobre las
disoluciones anteriores para alcanzar una concentracion de oxima en los pocillos de 5 x
104 My 5 x 10 M; y las mezclas se incubaron durante 30 minutos adicionales a 37°C
para que la reactivacion enzimadtica tuviera lugar. A continuacion, se anadieron 50 uL de
una disolucién 3.0 mM de acetato de indoxilo en isopropanol y la mezcla se incub6
durante 30 min a 37 °C. Finalmente, cada muestra se mezcl6 con 3.3 mL con objeto de
solubilizar el producto enzimatico (azul indigo). La actividad enzimatica se determind
cuantificando la concentracion del producto mediante espectroscopia UV-Vis (A = 620
nm, € = 22140 Mt cm™). [9]

Ademas, se realizaron dos ensayos enzimaticos adicionales como controles:

i) Un ensayo enzimatico control para determinar la actividad enzimatica de la

AChE en ausencia del compuesto téxico DIFP (actividad control de la enzima): En este




caso, se prepar6 una disolucion conteniendo 725 pul de PBS (100 mM, pH = 7.4), 25 uL
de una disolucion acuosa de AChE (75 U/mL) y 200 uL de agua y se incub6 durante 60
minutos a 37 °C. A continuacion, se afiadieron 50 pL. de una disolucion 3.0 mM de
acetato de indoxilo en isopropanol y la mezcla se incub6 durante 30 min a 37 °C.
Finalmente, cada muestra se mezcl6 con 3.3 mL y la actividad enzimatica se estimé

mediante la cuantificacion espectrofotométrica de la cantidad de azul indigo producida.

ii) Un ensayo enzimatico control para determinar la actividad enzimatica de la AChE

en presencia del DIFP y en ausencia de reactivador (actividad enzimatica de inhibicién).

Este ensayo se realiz6 siguiendo el mismo protocolo que para los ensayos de reactivacion
enzimatica detallados anteriormente, excepto que se afiadieron 100 uL. de agua en vez de
100 pL de disolucion acuosa conteniendo la oxima RS69N a la disoluciéon de PBS
conteniendo a la enzima y al agente nervioso modelo DIFP. Como en los casos anteriores,
la actividad enzimatica se determiné espectrofotométricamente mediante el método del

azul indigo.

Una vez confirmada la capacidad del compuesto RS69N para restaurar la actividad de
la enzima AChE, se evalu6 si la oxima liberada al medio desde la matriz del material
RS69IN@MOF-808 tras su incubacion en medio fisioldgico simulado era capaz de
reactivar a la enzima AChE previamente inhibida con DIFP. Para ello, se suspendio
RS6ON@MOF-808 en PBS (100 mM, pH = 7.4) y se incubd durante 24 h a 37 °C.
Transcurrido este tiempo, el s6lido se separ6 del liquido por centrifugacion y se recupero
el sobrenadante. Por otra parte, en una placa de 24 pocillos, se mezclaron 725 pL de PBS
(100 mM, pH = 7.4), 25 uL de una disolucion acuosa de AChE (75 U/mL) y 100 uL de
una disolucién acuosa de DIFP (concentracion en el pocillo de 5 x 10°) y se incubaron
durante 30 minutos a 37 °C para que tuviera lugar la inhibicion parcial de la enzima.
Transcurrido este tiempo, se afiadieron 100 uL del sobrenadante conteniendo la oxima
RS69N liberada del compuesto RS69N@MOF-808 (concentracion de en el pocillo de
3.2 x 10 M]) y la mezcla se incub6 durante 30 minutos adicionales a 37 °C para que la
reactivacion de la enzima tuviera lugar. A continuacion, se determind la actividad
enzimética de la AChE mediante el método colorimétrico del azul indigo detallado

anteriormente. Asimismo, se realizaron dos experimentos controles adicionales para
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determinar la actividad control de la enzima y actividad enziméatica de de la AChE
inhibida, siguiendo el mismo protocolo detallado en los parrafos anteriores.

2.4.2 Ensayos de inhibicion enziméatica

Con el objetivo de evaluar la capacidad detoxificadora dual del material
RS69N@MOF-808 (captura del compuesto toxico DIFP y reactivacion enzimética
mediante la RS69N liberada) se llevaron a cabo ensayos de actividad enzimética
adicionales.

Para ello, se prepararon una suspension del material hibrido RS6AN@MOF-808 (20
mg) en 500 uL de una disolucion control de DIFP (2.9 x 102 M) en PBS (100 mM, pH
=7.4), y 500 pL de una disolucién de DIFP (2.9 x 102 M) en PBS (100 mM, pH = 7.4);
y ambas mezclas se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Transcurrido el tiempo de
incubacion, se separd sélido del liquido en la suspension mediante centrifugacion y se
recuperd el sobrenadante. A continuacién, tanto la disolucién de DIFP como el
sobrenadante recuperado se diluyeron 560 veces (concentracion de DIFP en la disolucion
control diluida de 5 x 10°M).

Por otra parte, en una placa de 24 pocillos, se mezclaron 825 pL de PBS (100 mM, pH =
7.4), 25 uL de una disolucion acuosa de AChE (75 U/mL) y 100 uL de las disoluciones
diluidas anteriores; y las mezclas se incubaron durante 1 hora para que la reaccion de
inhibicion enzimatica debido al DIFP tuviera lugar. A continuacion, se determind
espectrofotométricamente la actividad enzimatica en las disoluciones mediante el método
azul indigo siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. Ademas, se realizd un
ensayo enzimatico control para determinar la actividad enzimatica de la AChE en
ausencia del compuesto toxico DIFP, siguiendo el procedimiento descrito en la seccion

anterior. Cabe resaltar que todos los ensayos se determinaron por triplicado.

2.5 Descontaminacion de compuestos organofosforados modelo tipo G

2.5.1 Estudios por cromatografia de gases

La capacidad del material hibrido RS6ON@MOF-808, asi como la del MOF-808 ,

para descontaminar disoluciones del compuesto organofosforado modelo DIFP se



estudio, entre otras técnicas, por cromatografia de gases. Para ello, se afiadieron 20 mg
de MOF-808 0 RS69N@MOF-808 (0.015 mmol) sobre una disolucion que contenia 2.5
uL de dimetilacetamida (DMA, a modo de patrén interno), 2.5 pl. de DIFP (0.015 mmol)
y 500 pL de PBS (100 mM, pH = 7.4) y la mezcla se mantuvo en agitacion a temperatura
ambiente durante un total de 24 h. La evaluacion de la concentracion de DIFP se
monitore6 a distintos tiempos mediante un cromatografo de gases con un detector de
ionizacion de llama (FID), inyectando 0.5 pL de sobrenadante en la columna a cada

tiempo.

Los datos experimentales se ajustaron a un modelo cinético de pseudo-segundo orden
segun la Ecuacién Al.1 (Figura AlL.6 y Figura AL7):
Qe ket
“=T5k t-q,
t = tiempo de adsorcion (min)
q = capacidad de adsorcion (mol/mol) a tiempo t
q. = capacidad de adsorcion en equilibrio (mol/mol)

k. = constante de adsorcién (mol/mol-min)

Ecuacion Al.1. Ajuste a un modelo cinético de pseudo-segundo orden.
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Figura Al.6. Grafica de ajuste a un modelo cinético de pseudo-segundo orden para la eliminacién de
DIFP por parte del material hibrido RS69N@MOF-808.
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Figura AL.7. Grafica de ajuste a un modelo cinético de pseudo-segundo orden para la eliminacién de

DIFP por parte del MOF-808.



2.5.2 Estudios por resonancia magnética nuclear de 'Hy 3P

La capacidad del material hibrido RS69N@MOF-808, asi como la del MOF-808 de,
para descontaminar disoluciones del compuesto organofosforado modelo DIFP se
estudid, a su vez, por espectroscopia de resonancia magnética nuclear de *H y 3P. Para
ello, inicialmente se suspendieron 20 mg del material hibrido RS69N@MOF-808 (0.015
mmol) o del MOF-808 (0.015 mmol) junto con 2.5 uL de DIFP (2.9 x 102 M) y 2.5 uL
de DMA (2.9 x 102 M, patrén interno) en 500 uL de PBS deuterado (100 mM, pH = 7.4).
La mezcla se incubd durante 24 h y, a continuacion, se separ6 el sélido del liquido
mediante centrifugacion (2486 g/5 min) y se recuperd la fraccion liquida. Por su parte, el
solido separado se suspendié en DMSO-ds para extraer aquellos compuestos que
pudieran haber quedado retenidos dentro las cavidades de las matrices porosas.
Finalmente, ambas fracciones (disolucidn extraida y sobrenadante) se analizaron por
NMR de *H y 3P,
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3 Poliedros metal-organicos de circonio como vehiculos de agentes

reactivadores de acetilcolinesterasa
3.1 Sintesis de poliedros metal-orgénicos

3.11 Zr-MOP-1 [(Zr3(p2-OH)3(us-O) (n-butilCp)s)x(CsH404)n] Clx
(monocristales) x = 6, n =6 para la fase cubicay x =2, n = 3 para la

fase monoclinica.

En un reactor de teflon de 4 mL, se disolvieron 4.43 mg de acido tereftalico (0.027
mmol) y 21.4 mg de dicloruro de 1,1’-dibutilcirconoceno ([Zr(n-butilCp).Cl.] (0.053
mmol)) en 2 mL de N,N-dimetilformamida (DMF) y 0.5 mL de agua. La mezcla se
calent6 durante 8 h a 70 °C con una rampa de calentamiento de 2 °C min*y una rampa
de enfriamiento de 0.1 °C min™. Se obtuvieron cristales clbicos y prismaticos de dos
fases diferentes, Zr-MOP-1 y Zr-MOP-1’ respectivamente, que se recuperaron y

analizaron por difraccién de rayos X de monocristal.

3.1.2  Zr-MOP-1[(Zr3(h2-OH)3(us-O)(n-butilCp)s)a(CsH4O4)s] Cls (granel).

En un vial de vidrio de 10 mL, se disolvieron 27 mg de acido tereftalico (0.169 mmol)
y 132 mg de dicloruro de 1,1’-dibutilcirconoceno (0.326 mmol) en 2 mL de DMFy 1.5
mL de agua. La disolucion se calent6 durante 8 h a 65 °C. El sélido resultante se lavé
con DMF (3 x 3.5 mL) y n-hexano (1 x 3.5 mL) y se recuper6 por centrifugacion (4000
rpm, 10 min). Finalmente, el sdlido se sumergié en n-hexano durante 24 h y se activo a
vacio (60 °C, 8 h) para eliminar los restos de disolvente en los poros del material.
Rendimiento: 90.6 mg, 83.3 %. 'H NMR (400.1 MHz, CDsOD): & (ppm) 8.07 (s, 24 H,
Ph), 8.00 (s, CHO, DMF), 6.56 (t, J = 4 Hz, 24 H, Cp), 6.40 (t, J = 4 Hz, 24 H, Cp), 3.01
(s, CHs, DMF), 2.88 (s, CHs, DMF), 2.84 (t, J = 8 Hz, 26 H, CHy, n-butil), 1.71 (g, J = 8
Hz, 26 H, CH,, n-butil), 1.46-1.37 (m, 25 H, CH,, n-butil), 0.98 (t, J = 8 Hz, 39 H, CH,
n-butil).

3.1.3 Zr-MmOP-1° [(Zr3(u2-OH)3(p3-O)(n-butiICp)g)x(CgH4O4)n]CIx
(granel) x = 6, n = 6 para la fase cubicay x = 2, n = 3 para la fase

monoclinica.



En un vial de vidrio de 5 mL, se disolvieron 4.43 mg de é&cido bifenil-4,4’-
dicarboxilico (0.0267 mmol) y 21.4 mg de dicloruro de 1,1’-dibutilcirconoceno (0.053
mmol) en 2 mL de DMF y 0.25 mL de agua. La disolucion se calent6 durante 8 h a 80
°C. El solido resultante se lavd con DMF (3 x 3.5 mL) y acetona (1 x 3.5 mL) y se
recuper6 por centrifugacion (4000 rpm, 10 min) para posteriormente secarse al aire.
Rendimiento: 9.1 mg, 33.3 % (fase monoclinica), 19.5 % (fase tetraédrica), determinado
por NMR. *H NMR (400.1 MHz, CDs0D): & (ppm) 8.07 (s, 9 H, Ph, fase cubica), 8.00
(s, CHO, DMF), 7.74 (s, 15 H, Ph, fase monoclinica), 6.56 (t, J = 4 Hz, 24 H, Cp), 6.40
(t, J=4Hz, 24 H, Cp), 3.01 (s, CHs, DMF), 2.88 (s, CHs;, DMF), 2.84 (t, J = 8 Hz, 26 H,
CHa, n-butil), 1.71 (q, J = 8 Hz, 26 H, CH, n-butil), 1.48-1.38 (m, 27 H, CH, n-butil),
0.98 (t, J = 8 Hz, 38 H, CH3, n-butil).

3.1.4  Zr-MOP-1-NH;
[(Zr3(pus-OH)3(u2-O)(n-butilCp)s)4(CsHsO4N)s] Cls (Mmonocristales).

En un reactor de teflon de 4 mL, se disolvieron 4.91 mg de &cido 2-aminotereftalico
(0.027 mmol) y 21.4 mg de dicloruro de 1,1’-dibutilcirconoceno (0.053 mmol) en 2 mL
de DMF y 0.25 mL de agua. La mezcla se calentd durante 8 ha 70 °C con una rampa de
calentamiento de 2 °C min™ y una rampa de enfriamiento de 0.1 °C min™. Se obtuvieron
cristales cubicos correspondientes a la fase cristalina cibica, que se recolectaron y

analizaron por difraccion de rayos X de monocristal. No se observo fase monoclinica.

3.1.5 Zr-MOP-1-NH; [(Zr3(ps-
OH)3(2-O)(n-butilCp)3)4(CsHs04N)6]Cls (granel).

En un vial de vidrio de 10 mL, se disolvieron 57.7 mg de &cido 2-aminotereftalico
(0.318 mmol) y 250 mg de dicloruro de 1,1’-dibutilcirconoceno (0.618 mmol) en 5.7 mL
de DMF y 2.85 mL de agua. La disolucién se calentd durante 8 h a 70 °C. El sélido
resultante se lavd con DMF (3 x 10 mL) y acetona (1 x 10 mL) y se recuperd por
centrifugacion (4000 rpm, 10 min). Finalmente, el sélido se sumergidé en n-hexano
durante 24 h y se activé a vacio (60 °C, 8 h) para eliminar el disolvente remanente en los
poros del material. Rendimiento: 202.4 mg, 96.4 %. '*H NMR (400.1 MHz, CDs;0OD): &
(ppm): 8.00 (s, CHO, DMF), 7.84-7.82 (m, Ph), 7.35-7.32 (m, Ph), 7.16 (s ancha, Ph),
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6.54-6.50 (M, Cp), 6.42 (s ancha, Cp), 3.01 (s, CHs, DMF), 2.88 (s, CHs, DMF), 2.75-
2.65 (M, CH, n-butil), 1.63 (m, CH2, n-butil), 1.35 (CHz, n-butil), 0.93 (m, CHs, n-butil).

3.1.6 Zr-MOP-10 [(Zr3(p2-OH)3(us-O)(n-butilCp)3)x(C12HgO4)n] Clx
(monocristales). x =6, n =6 para la fase cubicay x =2, n =3 para la

fase monoclinica.

En un reactor de teflon de 4 mL, se disolvieron 4.43 mg de acido bifenil-4,4’-
dicarboxilico (0.041 mmol) y 21.4 mg de dicloruro de 1,1’-dibutilcirconoceno (0.053
mmol) en 2 mL de DMF y 0.25 mL de agua. La mezcla se calent6 durante 12 h a 70 °C
con una rampa de calentamiento de 2 °C min* y una rampa de enfriamiento de 0.1 °C
min?. Se obtuvieron cristales clbicos y prismaticos correspondientes dos fases
diferentes, Zr-MOP-10 y Zr-MOP-10’ respectivamente. Los cristales se recolectaron y

analizaron por difraccion de rayos X de monocristal.

3.1.7 Zr-MOP-10 [(ng(uz—OH)g(ug—O)(n—butiICp)3)4(C14HgO4)e]CI6

(granel).

En un vial de vidrio de 5 mL, se disolvieron 20 mg de &cido bifenil-4,4’-dicarboxilico
(0.185 mmol) y 55.5 mg de dicloruro de 1,1’-dibutilcirconoceno (0.137 mmol) en 0.45
mL de DMF, 0.22 mL de tetracloruro de carbono y 0.4 mL de agua. La mezcla se calent6
durante 12 h a 60 °C. La suspension resultante se lavé con DMF (3 x 3 mL) y n-hexano
(1 x 3mL)y se recuperd por centrifugacion (4000 rpm, 10 min). Finalmente, el sdlido se
sumergi6 en n-hexano durante 24 h y se activo a vacio (60 °C, 8 h) para eliminar el
disolvente remanente en los poros del material. Rendimiento: 45.7 mg, 92.3 %. 'H NMR
(400.1 MHz, CD;0D): 6 (ppm): 8.04 (d, J = 8 Hz, 24 H, Ph), 8.00 (s, CHO, DMF), 7.81
(d, J =8 Hz, 24 H, Ph), 6.56 (t, J = 4 Hz 24 H, Cp), 6.40 (t, J = 4 Hz 24 H, Cp), 3.01 (s,
CHs, DMF), 2.87 (s, CHs, DMF), 2.85 (t, J = 8 Hz, 27 H, CH>, n-butil), 1.70 (g, J = 8 Hz,
30 H, CH, n-butil), 1.45-1.36 (m, 31 H, CHz, n-butil), 0.96 (t, J = 8 Hz, 42 H, CHjs, n-
butil).



318 Zr-MOP-10 [(Zr3(p2-OH)3(us-O) (n-butilCp)s)2(C14HgO4)3] Cl2
(granel).

En un vial de vidrio de 5 mL, se disolvieron 20 mg de &cido bifenil-4,4’-dicarboxilico
(0.185 mmol) y 55.5 mg de dicloruro de 1,1’-dibutilcirconoceno (0.137 mmol) en 0.45
mL de DMF, 2 mL de tetracloruro de carbono y 0.5 mL de agua. La disolucidn se calentd
durante 12 h a 80 °C. Entonces, el polvo se obtuvo mediante difusion de vapor con éter
dietilico. Se lavo con DMF (3 x 3 mL) y acetona (1 x 3 mL) y se dejo secar al aire.
Rendimiento: 34.1 mg, 67.7 %. *H NMR (400.1 MHz, CD3;0D): & (ppm): 8.00 (s, CHO,
DMF), 7.70 (d, J = 8 Hz, 24 H, Ph), 7.39 (d, J = 8 Hz, 24 H, Ph), 6.56 (t, J = 4 Hz 24 H,
Cp), 6.40 (t, J = 4 Hz, 24 H, Cp), 3.01 (s, CH3, DMF), 2.88-2.86 (m, CHs, DMF and CH,
n-butil), 1.71 (q, J = 8 Hz, 26 H, CHz, n-butil), 1.48-1.39 (m, 27 H, CH,, n-butil), 0.98 (t,
J =8 Hz, 37 H, CHs, n-butil).

3.1.9 Encapsulacion de 2-PAM en el Zr-MOP-1 (Zr-MOP-1@2-PAM)

Zr-MOP-1 fresco con 23.39 mg de pralidoxima (0.136 mmol) y 5.44 mg de hidréxido
de sodio (0.136 mmol) en 2.5 mL de DMF. La mezcla se incub6 durante una semana a
temperatura ambiente. Pasado este tiempo, el sdlido se lavé con agua (2 x 3.5 mL) y
acetona (1 x 3.5 mL) y se recuper6 por centrifugacion. EI material resultante se sec6 a 60
°C durante 2 h. 'H NMR (400.1 MHz, CD3;0D): & (ppm) 8.86 (d, py, pralidoxima), 8.69
(s, CH,=NOH, pralidoxima), 8.54-8.49 (m, py, pralidoxima), 8.07 (s, Ph, Zr-MOP-1),
8.00 (s, CHO, DMF), 6.57 (t, Cp), 6.40 (t, Cp), 4.44 (s, Me, pralidoxima), 3.01 (s, CHs,
DMF) 2.84 (t, CHy, n-butil, Zr-MOP-1), 2.72 (s, CHs, DMF) 1.71 (g, CHz, n-butil, Zr-
MOP-1), 1.46-1.37 (m, CH, n-butil, Zr-MOP-1), 0.98 (t, CHs, n-butil, Zr-MOP-1).

3.1.10 Encapsulacion de 2-PAM en el Zr-MOP-10 (Zr-MOP-10@2-PAM)

El procedimiento para la encapsulacion de 2-PAM en el interior de las cavidades del
Zr-MOP-10 es similar a aquel utilizado para el Zr-MOP-1, con la excepcion de que
Gnicamente se mezclaron 9.85 mg de pralidoxima (0.057 mmol) con Zr-MOP-10 fresco
en 2.5 mL de DMF. *H NMR (400.1 MHz, CDsOD): & (ppm) 8.86 (d, py, pralidoxima),
8.69 (s, CH.=NOH, pralidoxima), 8.54-8.49 (m, py, pralidoxima), 8.04 (d, Ph, Zr-MOP-
10), 8.00 (s, CHO, DMF), 7.81 (d, Ph, Zr-MOP-10), 6.56 (t, Cp, Zr-MOP-10), 6.40 (t,
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Cp, Zr-MOP-10), 4.43 (s, CHs, pralidoxima), 3.01 (s, CHs, DMF), 2.88 (s, CHs, DMF),
2.84 (t, CHa, n-butil, Zr-MOP-10), 1.70 (q, CH2, n-butil, Zr-MOP-10), 1.43-1.36 (m,
CHa, n-butil, Zr-MOP-10), 0.96 (t, CHs, n-butil, Zr-MOP-10).
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3.1.11 Preparacion de liposomas

Se prepararon vesiculas unilamelares gigantes (GUV) de acuerdo con el protocolo
publicado en bibliografia.[10] En concreto, se disolvieron 10 mg de fosfatidilcolina de
yema de huevo y 1 mg de Zr-MOP-1@2-PAM en 10 mL de cloroformo o metanol. A
continuacion. el disolvente se elimind bajo presion reducida durante 15 min y la pelicula
resultante se dejé secar durante la noche bajo vacio dinamico y a temperatura ambiente.
Tras esto, la pelicula se rehidrat6 a 37 °C durante 12 h con 5 mL una disolucién acuosa
de sacarosa (0.2 M).

3.2  Caracterizacion fisica y quimica

3.2.1 Difraccion de rayos X en polvo (PXRD)

Los difractogramas de rayos-X en polvo para los distintos materiales, tanto recién
preparados como después de diferentes tratamientos, en concreto tras su intercambio con
n-hexano asi como tras su activacion térmica bajo vacio dinamico se muestran en las
siguientes figuras (Figura Al.8 Figura Al.10). También se recogen los patrones de
difraccion de rayos-X en polvo simulados a partir de sus estructuras cristalinas resueltas

mediante difraccion de rayos-X de monocristal.
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Zr-MOP-1 tras adsorcion N2
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Figura Al.8. Comparacion de los patrones experimentales de PXRD del Zr-MOP-1’ y Zr-MOP-10 tal
y como se sintetizaron, tras ser intercambiados con hexano y tras la adsorcion de N2 con los patrones
simulados del Zr-MOP-1y Zr-MOP-1". Los asteriscos indican una impureza en el lote de la fase

clbica.
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Figura Al.9. Comparacion de los patrones experimentales de PXRD del Zr-MOP-1-NH: tal y como
se sintetizd, intercambiado con hexano y tras la adsorcion de N2 con el patron simulado para el Zr-
MOP-1-NH2
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Figura Al.10. Comparacion de los patrones experimentales de PXRD del Zr-MOP-10 tal y como se
sintetizo, intercambiado con hexano y tras la adsorcion de N2 con el patron simulado para el Zr-
MOP-10
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3.2.2 Difraccién de rayos X en polvo de temperatura variable (VT-PXRD)

A continuacion, se muestran los resultados del andlisis térmico por difraccion de
rayos-X a temperatura variable realizado sobre los compuestos Zr-MOP-1, Zr-MOP-1-
NH:y Zr-MOP-10. Como se indic6 anteriormente, los materiales se calentaron en una
atmosfera de aire desde 25 °C hasta su descomposicion, registrandose los difractogramas
cada 10 °C (Figura Al.11a - Figura Al.13a). Asimismo, se determinaron los pardmetros
de celda y el volumen de celda a cada temperatura mediante un refinamiento Le Bail, y
se determiné el porcentaje de variacion de dichos parametros con la temperatura para
cada compuesto (Figura Al.11b - Figura Al.13b).
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Figura Al.11. a) Patrones de difraccién de rayos X en polvo (Cu Ka, 2 = 1.5418 A) obtenidos para el
Zr-MOP-1 tal y como se sintetizd, como funcion de la temperatura de calentamiento en aire, con
intervalos de 10 °C, en un intervalo de temperaturas de 25 a 200 °C. (b) Porcentaje de variacion de
los parametros de la celdilla unidad del Zr-MOP-1 durante el experimento de VT-PXRD respecto a
aquellos en los que T = 25 °C, como resultado del refinamiento paramétrico de todo el patron de
difraccion de acuerdo con el método Le Bail. [11]
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Figura Al.12. a) Patrones de difraccién de rayos X en polvo (Cu Ka, 1 = 1.5418 A) obtenidos para el

Zr-MOP-1-NH2 tal y como se sintetiz6, como funcion de la temperatura de calentamiento en aire,

con intervalos de 10 °C, en un intervalo de temperaturas de 25 a 190 °C. (b) Porcentaje de variacion

de los pardmetros de la celdilla unidad del Zr-MOP-1 durante el experimento de VT-PXRD respecto

a aquellos en los que T = 25 °C, como resultado del refinamiento paramétrico de todo el patron de

difraccion de acuerdo con el método Le Bail. [11]
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Figura Al.13. a) Patrones de difraccién de rayos X en polvo (Cu Ka, 2 = 1.5418 A) obtenidos para el

Zr-MOP-10 tal y como se sintetizd, como funcién de la temperatura de calentamiento en aire, con
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intervalos de 10 °C, en un intervalo de temperaturas de 25 a 170 °C. (b) Porcentaje de variacion de
los parametros de la celdilla unidad del Zr-MOP-10 durante el experimento de VT-PXRD respecto a
aquellos en los que T = 25 °C, como resultado del refinamiento paramétrico de todo el patrén de

difraccion de acuerdo con el método Le Bail. [11]

3.2.3 Difraccién de rayos X de monocristal (SCXRD)

Los datos cristalograficos y los resultados de la resolucion estructural mediante
SCXRD se muestran en la Tabla Al.2, mientras que las distancias y angulos de enlace se
encuentran recogidas en las Tabla AlL.3, 4 y 5. Los archivos CIF han sido depositados en
el Cambridge Crystallographic Data Centre (CDCC) bajo el nimero de deposicion
2153759 (Zr-MOP-1"), 2153760 (Zr-MOP-1-NH,) y 2153911 (Zr-MOP-10).

Figura Al.14. Porcion del empaquetamiento cristalino del Zr-MOP-1’ visto a través de la direccién
cristalografica [010]. Eje horizontal, a; eje vertical, c. Elipsoides representadas con un 50 % de nivel
de probabilidad. Los atomos de hidrégeno se han omitido para una mayor claridad. Las
interacciones no enlazantes O—H-+Cl---H-0O, C-H--Cl y O--*-H—O que implican clisteres adyacentes y
DMF se encuentran sefialados con lineas naranjas intermitentes. Codigo de color de &tomos:

carbono, gris; cloro, verde; nitrégeno, azul; oxigeno, rojo; circonio, azul claro.
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Figura Al.15. (a) Porcion del empaquetamiento cristalino del Zr-MOP-1-NH: vista a través de la
direccion cristalogréafica [001]. Eje horizontal, a; eje vertical, b. Elipsoides representadas con un 50
% de nivel de probabilidad. Los atomos de hidrdgeno y las cadenas n-butilo se han omitido, mientras
que los grupos -NH2 se han ordenado para mayor claridad. (b) Un tetraedro. Las interacciones no
enlazantes O—H--Cl--"H—O que implican clisteres adyacentes se encuentran sefialadas con lineas
naranjas intermitentes. Codigo de color de atomos: carbono, gris; cloro, verde; nitrégeno, azul;

oxigeno, rojo; circonio, azul claro.
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DETALLES EXPERIMENTALES

()

(b)

Figura Al.16. Porcion del empaquetamiento cristalino del Zr-MOP-10 vista a través de la direccion
cristalografica [001]. Eje horizontal, a; eje vertical, b. Elipsoides representadas con un 50 % de nivel
de probabilidad. Los atomos de hidrégeno y las cadenas n-butilo se han omitido, mientras que los
anillos fenilo y los ligando carboxilicos se han ordenado para mayor claridad. (b) Un tetraedro. Las
interacciones no enlazantes O—H---Cl--*H—O que implican cliisteres adyacentes se encuentran
sefialadas con lineas naranjas intermitentes. Codigo de color de &tomos: carbono, gris; cloro, verde;

nitrégeno, azul; oxigeno, rojo; circonio, azul claro.



Tabla Al.2. Datos cristalograficos y refinamiento estructural del Zr-MOP-1°, Zr-MOP-1-NHz y Zr-

MOP-10.
Zr-MOP-1’° Zr-MOP-1-NH; Zr-MOP-10
Formula empirica | CesH70ClaN202:Zr6 | C138H18ClsNsO40Zr12 | Ci56Ho6CleOs0Zr12
Formula mol./Da. 2077.64 3737.16 3917.66
T/K 130.0 130.0 100.0
Sistema cristalino monoclinico cubico cubico
Grupo espacial C2/c Fm-3m Fm-3m
a/A 33.980(2) 36.777(3) 42.3762(5)
b/A 23.009(2) 36.777(3) 42.3762(5)
c/A 11.2581(8) 36.777(3) 42.3762(5)
ol° 90 90 90
BI° 97.560(3) 90 90
y° 90 90 90
VIA3 8725.6(12) 49743(12) 76097(2)
Z 4 8 8
Pealc g/lcm?® 1.582 0.998 0.684
ulmm? 0.822 0.591 3.230
F(000) 4152.0 14560.0 15472.0
St MoKa MoKa CuKa
(A=0.71073) (A=0.71073) (AL =1.54178)
Intervalo 260 datos/° 4.288 a 57.58 4.828 a 41.688 3.612 a72.638
] -45<h<45 -20<h<36 -32<h<32
Indices de Miller -31<k<31 -33<k<28 -32<k<32
-11<1<15 -36<1<16 -32<1<32
Retlexiories 101148 12096 55930
recogidas
Reflexiones 11316 1351 966
independientes Rint = 0.0425, Rint = 0.0542 Rint = 0.2512
R, =0.0287 R,=0.0301 R,=0.0251
Datos/impedimentos | ;1316157543 1351/6/77 966/39/91
/pardmetros
Bondad de ajuste F? 1.177 1.075 1.147
Reflexiones R R1=0.1077, R: =0.0741 R: = 0.0965
finales [[>20 (I)] wWR, =0.2217 WR2 = 0.2058 wR2 =0.2814
Refﬁ;‘;?gfs i R; = 0.1292, R; = 0.0913 Ry = 0.1344
[todos los datos] WR2 =0.2343 WR; = 0.2222 WR2 = 0.3484
CCDC 2153759 2153760 2153911

Tabla Al.3. Distancias y angulos seleccionados para el Zr-MOP-1°.
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Atomos

Longitud (A)

Atomos

Longitud (A)

/Angulo (°) /Angulo (°)
Zrd - 0® 2.132(5) 0@ - 7r» - Cc62 121.0(4)
Zr® - @1 2.103(6) 0@ - zr® - CE3) 87.7(3)
Zr® - 0@ 2.083(5) 0®@ - zr® - c4 78.7(3)
Zrv - 0O 2.220(6) 0@ - zr® - Ck9 101.9(3)
Zr® - cGY 2.574(9) oW - zr® - CcGY 153.9(3)
Zr® - C@ 2.519(10) oW - zr® - ck2 153.3(3)
Zr® - Cc63) 2.500(8) 0@ - zZr® - C63) 151.2(3)
Zr® - cE@4 2.532(11) oW - zr® - c 150.7(3)
Zr® - C©9) 2.573(11) oW - zr® - CBd 152.2(3)
Zr@ - zy®1 3.3450(14) Q® - Zr® - CBY 76.8(3)
oWl - 7® - 0®) 152.1(2) 0® - Zr® . c62 88.1(4)
oWl - z¢® - oO1 86.4(2) 00 - Zr® - C¥ 121.5(3)
0@ - 7r® - 0® 85.6(2) QB - Zr® - c4 127.8(3)
0¥ - Zr® - 0@ 73.8(2) QB - Zr® - ) 100.0(3)
o - 7® - 0® 79.2(2) C@ - zr@ - Cc@ 53.5(4)
0® - zr® - CEY 130.1(3) C@) _ 7r@ . C@) 32.1(5)

Transformaciones simétricas para generar atomos equivalentes: 1-x, +y, 1/2-z




Tabla Al

. 4. Distancias y angulos seleccionados para el Zr-MOP-NH..

Atomos L/%ngg;g:g ((;? ) Atomos L/%]ngg;t:fg (("’? )
Zr® - o 2.131(5) oW - Zr® - O® 152.9(2)
zr® - o® 2.059(4) oW - zr® - Cc® 79.4(3)
Zrd) - O®2 2.169(6) oWt - zr® - c® 102.5(3)
Zr® - zpw1 3.335(2) oWt . zr® - C® 121.6(3)
Zr) - c@3 2.520(11) oM - zr® - c®)2 130.5(3)
Zr® - cO 2.577(17) oWt zr® - C®2 92.0(3)
Zr® - c62 2.558(13) C@ - Zr® - cl42 32.1(4)
0® - Ccw 1.256(8) CW-Zzr® . c6 50.0(4)

oW - ZrW . o1 92.6(4) Cc@2 . 7y . C62 31.0(3)
oW - Zr® - o2 85.3(3) C#W-zr® - C®2 51.5(3)

Transformaciones simétricas para generar atomos equivalentes: 1-x, +y, 1/2-z, 2+x,

+7, +y

Tabla Al. 5. Distancias y angulos seleccionados para el Zr-MOP-10.

R R
Zr® - o2 2.125(11) oW - Zr® - O®) 85.7(7)
Zr® - 0@ 2.048(12) oW - Zr - O 79.1(8)
Zr® - 0®s 2.205(19) oW - Zr® - 68 102.0(9)
Zr® - Zpon 3.344(6) oW - Zr - Cc® 121.3(7)
Zr® - co? 2.45(3) oW - Zr® - c8 129.9(9)
Zr® - s 2.58(3) oW - Zr® - cM 90.5(9)
Zr® - c® 2.50(4) CO3 - Zr® - C® 31.8(16)
0® - c® 1.24(2) CO3 - Zr® - cM 51.5(9)

oW - Zr® - OW2 92.3(10) CO3 - Zr® - 3 30.3(9)
oW - Zr® - OB 153.9(6) CO -/ - c® 49.7(13)

Transformaciones simétricas para generar a&tomos equivalentes: 1 1/2 -z, +x, 1/2-y; 2

+y, 1/2-7, 1/2-x; 31/2-z, +y, 1/2-X; * +x, 1/2-z, 1/12-y; 5+x, 1/2-y, 1/2-z
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3.2.4 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de *H (*H NMR)

Los espectros de resonancia magnética nuclear de *H de los compuestos Zr-MOP-1,
Zr-MOP-1’, Zr-MOP-1-NH,, Zr-MOP-10 y Zr-MOP-10" se muestran en las figuras
Figura Al.17 - Figura Al.19. Cabe resaltar que no fue posible obtener el compuesto Zr-

MOP-1" como fase pura, ya que contenia una fraccion de Zr-MOP-1, como se puede

observar en la Figura Al.20.

Zr-MOP-linter.1.fid
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Nad T e
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Figura Al.17. Espectro de NMR 'H de una disolucion de Zr-MOP-1 en CD3OD. Las sefiales

marcadas con un asterisco se corresponden con los disolventes N,N-dimetilformamida y n-hexano

adsorbidos en la estructura porosa del material.
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Figura Al.18. Espectro de NMR *H de una disolucién de Zr-MOP-1-NHz en CD3OD. Las sefiales
marcadas con un asterisco se corresponden con los disolventes N,N-dimetilformamida y n-hexano

adsorbidos en la estructura porosa del material.
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Figura Al.19. Espectro de NMR 'H de una disolucion de Zr-MOP-10 en CDsOD. Las sefiales

marcadas con un asterisco se corresponden con los disolventes N,N-dimetilformamida y n-hexano

adsorbidos en la estructura porosa del material.
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Figura Al.20. Espectro de NMR *H de una disolucion de Zr-MOP-1’ en CD3z0D.
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Figura Al.21. Comparacion de la zona aromatica del espectro de NMR *H de una disolucién de Zr-
MOP-10y Zr-MOP-10’ en CD3OD. Las sefiales marcadas con un asterisco se corresponden con los

disolventes N,N-dimetilformamida y n-hexano adsorbidos en la estructura porosa del material.



A continuacién, se muestran los espectros de *H NMR de los compuestos Zr-MOP-
1@2-PAM y Zr-MOP-10@2-PAM (Figura Al.22 y Figura Al.23) y su comparacion con
el espectro *H NMR de la 2-pralidoxima libre (Figura Al.24 y Figura Al.25)

\“‘ \“"‘u | "i i

9 8 7 6 5 4 3 2 1

Figura Al.22. Espectro de NMR 'H de una disolucion de Zr-MOP-1@2-PAM en CDsOD.
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Figura Al.23. Espectro de NMR *H de una disolucién de Zr-MOP-10@2-PAM en CD30OD.
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Figura Al.24. Comparacién del espectro de NMR *H de la pralidoxima (arriba) y del Zr-MOP-1@2-
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Figura Al.25. Comparacién del espectro de NMR *H de la pralidoxima (arriba) y del Zr-MOP-
10@2-PAM (abajo) en CD3OD.



3.25 Espectrometria de masas de alta resolucion (ESI-MS)

La comparacion de los espectros de masas de alta resoluciéon experimentales y
calculados para los compuestos Zr-MOP-1, Zr-MOP-1-NH; y Zr-MOP-10 confirmando
la identidad de los compuestos en disolucion se muestran en las Figura Al.26 - Figura
Al.29.
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Figura Al.26. Espectro de alta resolucion ESI-MS del Zr-MOP-1. Espectro ESI-MS experimental

(arriba) y calculado (abajo).
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Figura Al.27. Espectro de alta resolucion ESI-MS del Zr-MOP-1-NH.. Espectro ESI-MS

experimental (arriba) y calculado (abajo).
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Figura Al.28. Espectro de alta resolucion ESI-MS del Zr-MOP-10. Espectro ESI-MS experimental

(arriba) y calculado (abajo).



Figura Al.29. Magnificacion del espectro ESI-MS de alta resolucion: picos del [Zr-MOP-1-2CI-6H]*
(a), [Zr-MOP-1-NH-2CI-6H]* (b), [Zr-MOP-10-2CI-6H]* (c). Espectro ESI-MS experimental
(arriba) y calculado (abajo).
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Como se observa en la Figura Al.30, la formacion del compuesto 2-PAM@Zr-MOP-
1 se confirmd mediante espectroscopia de masas de alta resolucion.

TOF MS ES+
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Figura Al.30. Espectro de alta resolucion ESI-MS del 2-PAM@Zr-MOP-1. El pico de mas intensidad
se corresponde con [Zr-MOP-1-2CI-6H]* (3799 m/z) y el siguiente pico de mas intensidad con el [Zr-
MOP-1-2CI-6H+2-PAM]* (3934 m/z).
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3.2.6  Analisis termogravimétrico (TGA) y calorimetria diferencial de
barrido (DSC)

Los anélisis termogravimétricos junto con las curvas de calorimetria diferencial de

barrido para los compuestos Zr-MOP-1, Zr-MOP-1-NH y Zr-MOP-10 se muestran en
las Figura Al.31 - Figura Al.36.
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Figura Al.31. Analisis termogravimétrico del Zr-MOP-1.
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Figura Al.32. Calorimetria diferencial de barrido del Zr-MOP-1.
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Figura Al.33. Analisis termogravimétrico del Zr-MOP-1-NHo.
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Figura Al.34. Calorimetria diferencial de barrido del Zr-MOP-1-NHa.
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Figura Al.35. Anélisis termogravimétrico del Zr-MOP-10.
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Figura Al.36. Calorimetria diferencial de barrido del Zr-MOP-10.
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3.2.7 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

—— Zr-MOP-1

Zr-MOP-1-NH,
— Zr-MOP-10
4000 3000 2000 1000

Numero de onda (cm)

Figura AL.37. FTIR del Zr-MOP-1 (azul), Zr-MOP-1-NHz (amarillo) y Zr-MOP-10 (rojo).
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3.2.8 Microscopia electronica de barrido asociada a espectroscopia de

energia dispersiva de rayos X (SEM-EDX)

5§0.0um 50 0um

Figura Al.40. Imagenes de SEM del Zr-MOP-10.
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3.2.9 Microscopia electrénica de transmisién (TEM)

Figura Al.41. Iméagenes de TEM de los ensamblajes liposoma@Zr-MOP-1@2-PAM preparados a
partir de disoluciones del Zr-MOP-1@2-PAM en metanol.

Figura Al.42. Andlisis TEM-EDX de los ensamblajes liposoma@Zr-MOP-1@2-PAM preparados a
partir de disoluciones del Zr-MOP-1@2-PAM en CHClIs. (uranio: verde, circonio: rojo). El uranio se

encuentra presente debido al tratamiento de los ensamblajes con acetato de uranilo.
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3.3 Estudios de adsorcién de DIFP
3.3.1 Estudios por cromatografia de gases

La captura del compuesto diisopropilfluorofosfato (DIFP) por parte de los poliedros
metal-organicos porosos de circonio(1V) Zr-MOP-1, Zr-MOP-1-NH; o Zr-MOP-10 se
estudié mediante cromatografia de gases con detector FID. Para ello, se suspendieron 10
mg de Zr-MOP-1, Zr-MOP-1-NH; o Zr-MOP-10 en una disolucion conteniendo 500 pL
de H20, 1.25 pL de dimetilacetamida (DMA), como patrén interno; y 1.25 uL de DIFP.
La mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 24 h vy, a ciertos intervalos de
tiempo, se cuantifico la concentracion de DIFP en la disolucion mediante cromatografia
de gases.

3.3.2 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de 3P (*!P NMR)

Los estudios de adsorcion de DIFP por parte de los diferentes MOPs (Zr-MOP-1, Zr-
MOP-1-NH, y Zr-MOP-10) también se llevaron a cabo por NMR de 3!P. Para ello, se
mezclaron 6 mg de cada material con 0.5 mL de D,O y 0.6 uL de DIFP. Tras 15 min o
24 h, los sobrenadantes se separaron del sélido por centrifugacién. A continuacion, el
solido se suspendi6é en CD30D para extraer los compuestos atrapados en el interior de las
cavidades del MOP. Finalmente, ambas fracciones liquidas se analizaron por
espectroscopia NMR de 3P con el objetivo de identificar la naturaleza de los compuestos
fosforados (DIFP o su producto de hidrélisis DIP) tanto en el sobrenadante, como en el
interior de las cavidades de los sélidos porosos. Como se observa en las Figura Al.43 -
Figura Al.45, en todos los casos se observé que el DIFP era el Unico compuesto
fosforado, indicando que la desaparicion del compuesto téxico de la disolucion se

producia Unicamente mediante un proceso de adsorcion.
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Figura Al.43. Espectro de NMR de 3P del estudio de adsorcion de diisopropilfluorofosfato (DIFP) en
el Zr-MOP-1 tras 15 min (arriba) y 24 h (abajo).
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Figura Al.44. Espectro de NMR de 2P del estudio de adsorcion de diisopropilfluorofosfato (DIFP) en
el Zr-MOP-1-NH: tras 15 min (arriba) y 24 h (abajo).
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Figura Al.45. Espectro de NMR de 3P del estudio de adsorcion de diisopropilfluorofosfato (DIFP) en
el Zr-MOP-10 tras 15 min (arriba) y 24 h (abajo).



3.4  Ensayos UV-Vis
3.4.1 Liberacion de 2-PAM de Zr-MOP-1@2-PAM y Zr-MOP-10@2-PAM

Con el objetivo de estudiar la capacidad de los compuestos Zr-MOP-1@2-PAM y Zr-
MOP-10@2-PAM para liberar de forma controlada las moléculas bioactivas 2-PAM en
condiciones bioldgicas simuladas, se suspendieron 20 mg de Zr-MOP-1@2-PAM o Zr-
MOP-10@2-PAM en 14.5 mL de Tris-HCI, 4.5 mL de H,O y 1 mL de isopropanol, para
replicar el medio utilizado en los ensayos de actividad enzimatica. La mezcla se incub6
a 37 °C bajo agitacion orbital. A diferentes tiempos, se tomaron alicuotas de 100 uL que
se centrifugaron para separar el sélido del sobrenadante. La concentracion de 2-PAM en
el sobrenadante se determiné mediante espectroscopia UV-Vis a A =293 nm.

3.4.2 Ensayos de reactivacion de AChE

Con el objetivo de evaluar la actividad inhibidora del compuesto organofosforado
modelo DIFP sobre la actividad enziméatica de la AChE, asi como la capacidad del
compuesto 2-PAM para reactivar la actividad de la AChE, se llevaron a cabo ensayos de
actividad enzimatica de la AChE usando el método de acetato de indoxilo publicado
previamente en bibliografia, aunque con ligeras modificaciones. Dicho método se basa
en la habilidad de la enzima AchE para hidrolizar el acetato de indoxilo en azul indigo.
Asi, la concentracién del producto de hidrdlisis se determina mediante espectrofotometria

UV-Visible lo que, por tanto, permite determinar la actividad de la enzima. [8]

Por una parte, se realizaron ensayos de inhibicién enzimética con el objetivo de
determinar la capacidad del compuesto organofosforado DIFP para inhibir a la enzima
AChE. Para ello, se mezclaron 725 pL de Tris-HCI 0.01 M, pH 7.5 y 25 pL de una
suspension acuosa de AChE (50 U/mL) con 200 pL de agua o 200 pL de una disolucion
de DIFP (concentracion final 5 x10® M) para los ensayos control y de inhibicion,
respectivamente; y se incubaron a 37 °C durante 1 h. Transcurrido este tiempo, se
afadieron 50 pul de una disolucion de acetato de indoxilo en isopropanol y la mezcla se
incub6 durante otros 30 min. Entonces, cada muestra se mezclé con 3.3 mL de DMSO

para solubilizar el producto de hidrolisis (azul indigo) y su concentracion se determind
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mediante espectroscopia UV-Vis a A = 620 nm (e = 22140 M* cm™) lo que, finalmente,
permitié determinar la actividad enzimética en cada ensayo.[9]

Por otra parte, también se realizaron ensayos de actividad enzimética de la AChE para
evaluar la capacidad de las moléculas de 2-PAM liberadas para reactivar la actividad de
la AChE previamente inhibida con el compuesto DIFP. Para ello, 725 pL de Tris-HCI
0.1 M, pH 7.5, 25 uL de una disolucion acuosa de AChE (50 U/mL) y 100 puL de una
disolucién acuosa de DIFP (concentracion final 5 x 10 M) se incubaron durante 30 min
a 37 °C. Pasado este tiempo, se afiadieron 100 pL. de una disoluciéon de 2-PAM
(concentracion final 50 uM) o del sobrenadante liberado por el Zr-MOP-1@2-PAM tras
1 0 24 h de incubacion y la mezcla se incub6 durante otros 30 min. A continuacién, se
afladieron 50 pL de una disolucién de acetato de indoxilo en isopropanol (sustrato) y la
mezcla se incubd durante otros 30 min. Pasado este tiempo, muestra se mezclé con 3.3
mL de DMSO para solubilizar el producto de hidro6lisis (azul indigo) y su concentracion
se determiné mediante espectroscopia UV-Vis a A= 620 nm (e = 22140 Mt cm™?) lo que,

finalmente, permiti6 determinar la actividad enzimatica en cada ensayo.
3.5 Modelado computacional (localizador de adsorbatos)

Se llevé a cabo el modelado computacional de la interaccion del farmaco pralidoxima
(2-PAM) y las moléculas del toxico diisopropilfluorofosfato (DIFP) con las redes Zr-
MOP-1 y el Zr-MOP-10. Con el fin de identificar las posibles configuraciones de
adsorcion de los sustratos estudiados para las cajas MOP, se utiliz6 el programa BIOVIA
Materials Studio 2018 y mediante el médulo Adsorption Locator [12] y se llevaron a cabo

busquedas Monte Carlo del espacio configuracional del sistema sustrato-adsorbato.



Zr-MOP1@2-PAM Zr-MOP1@DIFP

Figura Al.46. Modelado computacional de la acomodacion del farmaco pralidoxima (2-PAM) y las
moléculas del tdxico diisopropilfluorofosfato (DIFP) en las cajas internas de los sistemas Zr-MOP-1
(a, b) y Zr-MOP-10 (b, c).
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3.6  Ensayos de viabilidad celular

Con el objetivo de evaluar la neurotoxicidad de las asociaciones 2-PAM@Zr-MOP-
1, tanto el compuesto original como el incorporado en liposomas, se llevaron ensayos de
viabilidad celular in vitro frente a cultivos de la linea la linea celular de neuroblastoma
humano SH-SY5Y. Para ello, las células se cultivaron en forma de suspension en medio
RPMI-1640 (Sigma Aldrich R5886), suplementado con FBS al 20 % (Sigma Aldrich
F4135), L-glutamina 4 mM (Sigma Aldrich G7513), piruvato de sodio 1 mM (Sigma
Aldrich S8636) y glucosa 4.5 mg/mL a 37 °C en atmosfera humidificada con CO; al 5 %
y se mantuvieron empleando técnicas de cultivos celulares estandar. La toxicidad de las
muestras se determind mediante el ensayo colorimétrico MTS. Los ensayos de viabilidad
celular fueron llevados a cabo en su totalidad por el servicio de Cultivos de Tejidos y
Banco Celular perteneciente al Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad

de Granada, que también proporciond la linea celular.



4  Detoxificacion de compuestos organofosforados inducida por la

degradacion estructural de redes metal-organicas zeomimeticas

4.1 Sintesis de redes metal-organicas zeomiméticas (ZIFs)

Todos los ZIFs se sintetizaron siguiendo métodos previamente publicados en
bibliografia.

411 ZIF-20 [Zn(pIm);]

Se disolvieron 0.029 g de nitrato de cinc hexahidratado (0.10 mmol) en 0.40 mL de
DMF y 0.06 g de purina (pIm, 0.50 mmol) se disolvieron en 0.80 mL de DMF. Ambas
disoluciones se mezclaron. Tras esto, se afiadieron 0.80 mL de una disolucién de
trietilamina (TEA) en DMF (1.25 mmol de TEA) a la mezcla, que se calent6 en un reactor
de microondas a 150 °C durante 15 min. El precipitado resultante se lavé con DMF (3 x
2 mL) y EtOH (3 x 2 mL) y se recuperd mediante centrifugacion (4000 rpm x 10 min).
[13]

412 ZIF-11[Zn(blm);]

Se disolvieron 0.12 g de benzimidazol (bim, 1 mmol) en 8.62 mL de EtOH, tras lo
cual se afiadieron 5.31 mL de tolueno con 1 mmol de amoniaco. Tras esto, se afiadieron
0.11 g de acetato de cinc dihidratado (0.5 mmol) y la disolucién se agité durante 3 h. El
producto se lavé con EtOH (3 x 10 mL) y se recuperé mediante centrifugacion (4000 rpm
x 10 min). [14]

413  zZn(Im),

Se disolvieron 0.30 g de perclorato de cinc hexahidratado (0.81 mmol) en 5 mL de
agua y 0.11 g de imidazol (Im, 1.61 mmol) se disolvieron en 5 mL de agua. Las dos
disoluciones se mezclaron bajo agitacién. Tras esto, es afiadié una disolucion acuosa de
amoniaco gota a gota hasta la obtencién de un precipitado blanco (pH = 10). El sélido
resultante se lavé con H,O (3 x 10 mL) y EtOH (1 x 10 mL) y se recuper0 por filtracion.
[15]
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414 Sod ZIF-8_2 pm [Zn(mIm)]

Se disolvieron 0.32 g de acetato de cinc dihidratado (1.5 mmol) en 10 mL de agua y
1.23 g de 2-metilimidazol (mIm, 15 mmol) se disolvieron en 20 mL de agua. Las dos
disoluciones se mezclaron y mantuvieron a temperatura ambiente hasta el dia siguiente.
El sélido resultante se lavé con H20 (2 x 10 mL) y EtOH (1 x 10 mL) y se recuperd por
centrifugacion (3500 rpm x 5 min). [16]

415 Sod ZIF-8_1.2 pm [Zn(mIm);]

Se disolvieron 0.32 g de acetato de cinc dihidratado (1.5 mmol) en 10 mL de agua y
2.46 g de 2-metilimidazol (mIm, 30 mmol) se disolvieron en 20 mL de agua. Las dos
disoluciones se mezclaron y mantuvieron a temperatura ambiente hasta el dia siguiente.
El s6lido resultante se lavo con H20 (2 x 10 mL) y EtOH (1 x 10 mL) y se recuperé por
centrifugacion (3500 rpm x 5 min). [16]

4.1.6 Sod ZIF-8_ 240 nm [Zn(mlIm)_]

Se disolvieron 0.32 g de acetato de cinc dihidratado 1.5 mmol) en 10 mL de agua y
4.92 g de 2-metilimidazol (mIm, 60 mmol) se disolvieron en 20 mL de agua. Las dos
disoluciones se mezclaron y mantuvieron a temperatura ambiente hasta el dia siguiente.
El s6lido resultante se lavo con H20 (2 x 10 mL) y EtOH (1 x 10 mL) y se recuperé por
centrifugacion (3500 rpm x 5 min). [16]

4.1.7  Sod ZIF-8_18 nm [Zn(mIm),]

Se disolvieron 0.73 g de nitrato de cinc hexahidratado (2.5 mmol) en 50 mL de
metanol y 0.81 g de 2-metilimidazol (mIm, 9.9 mmol) junto con 0.975 mL de n-
butilamina (9.9 mmol) se disolvieron en 50 mL de metanol. Esta Gltima disolucion se
afiadio a la primera disolucion bajo agitacion y la mezcla se mantuvo a temperatura
ambiente durante 24 h. El sélido resultante se lavé con MeOH (3 x 25 mL) y se recupero

por centrifugacion (15000 rpm x 5 min). [16]



418 ZIF-L [Zn(mIm),]

Se disolvieron 0.59 g de nitrato de cinc hexahidratado (2 mmol) en 40 mL de agua y
1.24 g de 2-metilimidazol (mIm, 15 mmol) se disolvieron en 40 mL de agua. Ambas
disoluciones se mezclaron y se incubaron en agitacion durante 24 h a temperatura
ambiente. El solido resultante se lavo con agua (3 x 20 mL) y se recuperé por
centrifugacion (4000 rpm x 10 min). [17]

419 ZIF-EC-1 [Zn3(mIm)s(OH)]

Se disolvieron 0.05 g de acetato de cinc dihidratado (0.29 mmol) en 1 mL de agua y
0.04 g de 2-metilimidazol (mIm, 0.48 mmol) se disolvieron en 0.125 mL de agua. Ambas
disoluciones se mezclaron y agitaron a temperatura ambiente durante 4 h. El polvo de
color blanco resultante se lavé con agua (6 x 1 mL) y se recuperd por centrifugacion
(12000 rpm x 2 min). [18]
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4.2  Caracterizacion fisica y quimica

4.2.1 Analisis elemental

En la Tabla Al.6 se muestra el contenido en nitrégeno, carbono e hidrogeno,
expresado como porcentaje en peso, de las redes metal-organicas zeomiméticas
preparadas determinado experimentalmente mediante andlisis elemental. También se
muestra el contenido en nitrégeno, carbono e hidrogeno, expresado en porcentaje en peso,
gue deberian presentar tedricamente las redes metal-organicas zeomiméticas de acuerdo
a su formula molecular.

Tabla Al.6. Analisis elemental de sod ZIF-20, ZIF-11, Zn(Im)2, ZIF-L, ZIF-EC-1y sod ZIFs-8 (2 pm,
1 pm, 240 nm y 18 nm).

Teorico Experimental
N (%) C (%) H (%) N (%) C (%) H (%)
ZIF-20 30.20 32.38 2.17 30.19 33.49 3.89
ZIF-11 18.57 55.74 4.01 16.14 59.75 5.18
Zn(Im) 27.80 35.76 4.00 27.78 35.50 3.77
ZIF-L 24.62 42.21 4.43 24.75 39.87 6.72
ZIF-EC-1 22.46 38.51 5.00 20.76 37.25 5.84
Sod ZIF-8 2 um 24.62 42.21 4.43 24.51 42.14 6.34
Sod ZIF-8 1.2 um 24.62 42.21 4.43 25.74 43.74 6.36
Sod ZIF-8_240 nm 24.62 42.21 4.43 25.19 42.89 6.02
Sod ZIF-8_18 nm 24.62 42.21 4.43 23.88 41.13 5.76




4.2.2 Difraccién de rayos X en polvo (PXRD)

En la Figura Al.47, se comparan los difractogramas de Rayos-X en polvo
experimentales de las redes metal-organicas preparadas, incluyendo ZIF-20, ZIF-11,
Znlm,, ZIF-L, ZIF-EC-1 y sod ZIF-8 con distinto tamafio de particula; con los
difractogramas de Rayos-X en polvo simulados a partir de la estructura cristalina de la

correspondiente red metal-organica.
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Figura AL.47. PXRD de (a) ZIF-20, (b) ZIF-11, (c) Zn(Im)2, (d) ZIF-L, (e) ZIF-EC-1y (f) sod ZIFs-8

(2 pm, linea azul; 1 pm, linea roja; 240 nm, linea verde; y 18 nm, linea marron). Los patrones



4.2.3 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros de absorcidn infrarroja de los compuestos ZIF-20, ZIF-11, Znlmy, ZIF-

L, ZIF-EC-1y sod ZIF-8 con distinto tamafio de particula; se muestran en la Figura Al.48.
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Figura Al.48. Espectro infrarrojo de (a) ZIF-20, (b) ZIF-11, (c) Zn(Im)z, (d) ZIF-L, (e) ZIF-EC-1y

(f) sod ZIFs-8 (2 pm, linea azul; 1 pm, linea roja; 240 nm, linea verde; y 18 nm, linea marrén).

187



188

4.2.4  Analisis termogravimétrico (TGA)

Los andlisis termogravimétricos de los compuestos ZIF-20, ZIF-11, Znim2, ZIF-L,
ZIF-EC-1y sod ZIF-8 con distinto tamafio de particula; se muestran en la Figura Al.49:
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Figura Al.49. Andlisis termogravimétrico de los ZIFs estudiados bajo atmdsfera de aire (20 mL-min-
1)y rampa de calentamiento de 10 °C min* para el (a) ZIF-20, (b) ZIF-11, (c) Zn(Im)2, (d) ZIF-L, )
ZIF-EC-1, f) particulas de sod ZIF-8 de 2 pm (linea roja), 1.2 pm (linea verde), 240 nm (linea

marroén) y 18 nm (linea azul).



4.25 Isotermas de adsorcion de gases

Las isotermas de adsorcion de nitrdgeno medidas a 77 K de las redes metal-organicas
sod ZIF-8 con distinto tamafio de particula se muestran a continuacion (Figura Al.50).
Antes de llevar a cabo las medidas de adsorcion de nitrégeno, los distintos sod ZIFs-8 se
sumergieron en metanol durante 24 h para eliminar los posibles rectos de reactivo sin
reaccionar que hayan podido quedar atrapados en los poros. Este proceso se llevo a cabo
por triplicado. Tras esto, los materiales se activaron a 100 °C durante 12 h bajo vacio

dindmico para eliminar el disolvente de las cavidades.
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Figura AL.50. Isotermas de adsorcion de nitrégeno de (a) sod ZIF-8 2 pm (BET = 1624 m? g2), (b)
sod ZIF-8 1.2 pm (BET = 1622 m? g), (c) sod ZIF-8 240 nm (BET = 1620 m? g') y (d) sod ZIF-8_18
nm (BET = 1540 m? g1).
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4.2.6  Microscopia electronica de barrido (SEM) y de transmisién (TEM)

Las imégenes de microscopia de transmision electronica de barrido para las redes
metal-orgénicas zeomiméticas preparadas (ZIF-20, ZIF-11, Znlm,, ZIF-EC-1, ZIF-L y
sod ZIF-8 con tamafios de particula de 2 um, 1.2 um y 240 nm se muestran en la Figura
AlL51. En el caso de las particulas de sod ZIF-8 de 18 nm, debido a su tamafio
nanométrico, las iméagenes se tomaron mediante microscopia de transmision electronica
(TEM).

Zn(Im),

Figura Al.51. Imagenes de SEM y TEM de ZIF-20, ZIF-11, Zn(Im)2, ZIF-EC-1, ZIF-L, sod ZIF-8_2
pm, sod ZIF-8 1.2 pm, sod ZIF-8_240 nmy sod ZIF-8_18 nm.

4.3  Estudios de degradacion de DIFP y DICP

4.3.1 Estudios por cromatografia de gases (GC)

La degradacion hidrolitica del DIFP llevada a cabo por los diferentes ZIFs preparados
se cuantificd mediante cromatografia de gases. Para ello, se adicion6 cada uno de los
ZIFs (ZIF-20 (0.084 mmol), ZIF-11 (0.084 mmol), Zn(Im). (0.084 mmol), sod ZIF-8_2
um (0.084 mmol), sod ZIF-8 1.2 um (0.084 mmol), sod ZIF-8_240 nm (0.084 mmol),



sod ZIF-8_18 nm (0.084 mmol), ZIF-L (0.084 mmol) o ZIF-EC-1 (0.029 mmol)) a 0.5
mL de una disolucion Tris-HCI1 (0.1 M, pH 7.4) contendiendo DIFP (2.5 pL, 0.015 mmol)
y dimetilformamida (DMF, 1.08 pL, 0.015 mmol, usado como patrén interno). Cada una
de las mezclas anteriores se mantuvieron en agitacion y a temperatura ambiente. A ciertos
intervalos de tiempo, se cuantifico la concentracion de DIFP en la disolucion mediante
cromatografia de gases para monitorizar la degradacion hidrolitica del DIFP por parte de

las redes metal-orgénicas zeomiméticas.

Asimismo, con el objetivo de evaluar si la presencia de los iones fosfato en medio
fisiologico podian actuar como competidores durante la degradacion hidrolitica del DIFP,
se estudio la degradacion hidrolitica del DIFP por parte de la red metal-organica sod ZIF-
8 de 18 nm, empleado como ZIF modelo, mediante cromatografia de gases, usando como
medio un tampén fosfato salino. El procedimiento experimental utilizado fue el mismo
que en el parrafo anterior, excepto que la disolucién de DIFP y del patrén interno se

prepard en medio tampén fosfato salino (0.01 M, pH 7.4) en vez de en medio Tris-HCI.

Por otra parte, también se estudi6 la degradacién hidrolitica del
diisopropilclorofosfato (DICP) por parte de las redes sod ZIFs-8 con distinto tamafio de
particula (18 nm — 2 um). En este caso, el procedimiento experimental utilizado fue el
mismo que en el caso de la degradadacién hidrolitica del DIFP, con la diferencia de que
se empled una disolucion de Tris deuterado (Tris-DCI) en vez de una disolucién deTris-
HCI.

Los perfiles de degradacion hidrolitica del compuesto DIFP en medio Tris-HCI por
parte todas las redes metal-organicas zeomiméticas se muestran en la memoria excepto
en el caso del ZIF-EC-1, que se muestra en la Figura Al.52a. Por otra parte, la
degradacion hidrolitica del DIFP en medio tampdn fosfato por parte del sod ZIF-8 de 18
nm se muestra en la Figura Al.52b mientras que la degradacion hidrolitica del DICP en
medio Tris-HCI por parte de los distintos sod ZIF-8 de distinto de tamafio de particula

preparados se muestran en la Figura Al.52c.
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Figura AL.52. (a) Perfil de la degradacién hidrolitica de DIFP (0.029 M, 0.5 mL) llevada a cabo por el
ZIF-EC-1 (0.029 mmol) bajo condiciones bioldgicas simuladas (Tris-HCI, 0.1 M, pH 7.4); (b) Perfil
de la degradacion hidrolitica de DIFP (0.029 M, 0.5 mL) llevada a cabo por sod ZIF-8 18 nm (0.084

mmol) em tampén fosfato salino (0.01 M, pH 7.4) para evaluar la posible interferencia del fosfato; (c)
Perfil de la degradacion hidrolitica del DICP (0.029 M, 0.5 mL) llevada a cabo por los sod ZIF-8 de
diferente tamafio de particula: 2 pm (cian), 1.2 pm (rojo), 240 nm (verde), 18 nm (marroén), control

(negro) bajo condiciones bioldgicas simuladas (Tris-DCI, 0.1 M, pD 7.8).

Todos los perfiles de degradacion se ajustaron a un modelo cinético de primer orden
para determinar la constante cinética de hidrdlisis, asi como el tiempo de vida media. Los
ajustes para los distintos ensayos de degradacion hidrolitica se muestran en la Figura
AlL53.
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Figura AL.53. Ajuste a un modelo cinético de primer orden de las gréaficas de degradacion hidrolitica
del DIFP (0.029 M, 0.5 mL) bajo condiciones biolégicas simuladas llevadas a cabo por: (a) ZIF-20
(0.084 mmol), (b) ZIF-11 (0.084 mmol), (c) Zn(Im)2 (0.084 mmol), (d) ZIF-L (0.084 mmol) y (e) ZIF-
EC-1 (0.029 mmol).
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Figura Al.54. Ajuste a un modelo cinético de primer orden de las graficas de degradacion hidrolitica

del DIFP (0.029 M, 0.5 mL) bajo condiciones biolégicas simuladas llevadas a cabo por: a) sod ZIF-
8 2 pm (0.084 mmol), (b) sod ZIF-8 1.2 pm (0.084 mmol), (c) sod ZIF-8_240 nm (0.084 mmol) y (d)
sod ZIF-8_18 nm (0.084 mmol) en Tris-HCI (0.1 M, pH 7.4) y (e) sod ZIF-8_18 nm (0.084 mmol) en
tampon fosfato salino (0.01 M, pH 7.4).
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4.3.2 Estudios de degradacion mediante espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de H y *P (*H- y *'P-NMR)

La degradacion hidrolitica del DIFP Ilevada a cabo por los diferentes ZIFs también se
estudié mediante NMR de *H y *!P. Para ello, se adicioné cada una de las redes metal-
organicas zeomiméticas, Zn(Im) (0.084 mmol), sod ZIF-8 2 um (0.084 mmol), sod ZIF-
8 1.2 pm (0.084 mmol), sod ZIF-8 240 nm (0.084 mmol), sod ZIF-8 18 nm (0.084
mmol), ZIF-L (0.084 mmol) o ZIF-EC-1 (0.029 mmol) a 0.5 mL de una disolucion de
Tris-DCI (0.1 M, pH 7.4) que contenia DIFP (0.029 mmol) y dimetilfosfato (0.029 M),
éste Gltimo utilizado como patrén interno. Las mezclas se mantuvieron a temperatura
ambiente y, a distintos tiempos, se analiz6 el sobrenadante mediante NMR de 'H y %P
para cuantificar la concentracién de DIFP y de ligandos imidazo6licos (mim o Im)

liberados tras la degradacion de las redes metal-organicas.

La degradacion hidrolitica del DICP llevada a cabo por los sod ZIFs-8 con distinto
tamarfio de particula (18 nm — 2 um) también se analiz6 mediante resonancia magnética
nuclear siguiendo el mismo procedimiento experimental anterior, pero usando una
disolucion conteniendo DICP (0.029 M) en vez de DIFP.

Por otra parte, y con el objetivo de evaluar si los iones zinc(ll) o los ligandos mim
presentaban actividad catalitica, se estudié mediante *H NMR la capacidad de los iones
Zn** (Zn(NOs), 6 H20, 0.100 mmol) y mIm (0.020 mmol) para hidrolizar DIFP en Tris-
DCI (0.1 M, pH 7.4, 0.5 mL) y dimetilfosfato (0.029 M, patrdn interno) al cabo de 24 h.

El procedimiento experimental utilizado fue el mismo al de los casos anteriores.

En las siguientes Figura Al.55 - Figura Al.66 se muestran los espectros de resonancia
magnética nuclear de proton (*H) y fésforo (3'P), para los distintos estudios hidroliticos

realizados.

Asimismo, las Tabla Al.7 y Tabla Al.8 tablas muestran la cantidad de ligando
imidazolico liberados durante los ensayos hidroliticos, de acuerdo a la cuantificacion

realizada mediante resonancia magnética nuclear.
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Figura Al.55 S9. Espectro de NMR de 'H (arriba) y 3P (abajo) de la degradacion hidrolitica del
DIFP llevada a cabo por Zn(Im)2. Condiciones experimentales: DIFP (0.029 M), Zn(Im)2 (0.084
mmol), dimetilfosfato (0.029 M, patron interno), Tris-DCI (0.1 M, pD 7.8, 0.5 mL), temperatura

ambiente.
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Figura Al.56. Espectro de NMR de 'H (arriba) y 'P (abajo) de la degradacion hidrolitica del DIFP
llevada a cabo por ZIF-L. Condiciones experimentales: DIFP (0.029 M), ZIF-L (0.084 mmol),
dimetilfosfato (0.029 M, patroén interno), Tris-DCI (0.1 M, pD 7.8, 0.5 mL), temperatura ambiente.
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Figura A1.57. Espectro de NMR de 'H (arriba) y NMR de 3P (abajo) de la degradacién hidrolitica
del DIFP llevada a cabo por ZIF-EC-1. Condiciones experimentales: DIFP (0.029 M), ZIF-EC-1
(0.029 mmol), dimetilfosfato (0.029 M, patrén interno), Tris-DCI (0.1 M, pD 7.8, 0.5 mL),

temperatura ambiente.
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Figura Al.58. Espectro de NMR de 'H (arriba) y NMR de 3P (abajo) de la degradacién hidrolitica
del DIFP llevada a cabo por sod ZIF-8 2 pm. Condiciones experimentales: DIFP (0.029 M), sod ZIF-
8 2 pm (0.084 mmol), dimetilfosfato (0.029 M, patrén interno), Tris-DCI (0.1 M, pD 7.8, 0.5 mL),

temperatura ambiente.
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Figura Al.59. Espectro de NMR de 'H (arriba) y NMR de 3!P (abajo) de la degradacion hidrolitica
del DIFP llevada a cabo por sod ZIF-8 1.2 pm. Condiciones experimentales: DIFP (0.029 M), sod
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Figura Al.60. Espectro de NMR de 'H (arriba) y NMR de 3!P (abajo) de la degradacion hidrolitica
del DIFP llevada a cabo por sod ZIF-8_240 nm. Condiciones experimentales: DIFP (0.029 M), sod
ZIF-8_240 nm (0.084 mmol), dimetilfosfato (0.029 M, patron interno), Tris-DCI (0.1 M, pD 7.8, 0.5

mL), temperatura ambiente.
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Figura Al.61. Espectro de NMR de 'H (arriba) y NMR de 3!P (abajo) de la degradacion hidrolitica
del DIFP llevada a cabo por sod ZIF-8_18 nm. Condiciones experimentales: DIFP (0.029 M), sod
ZIF-8_18 nm (0.084 mmol), dimetilfosfato (0.029 M, patron interno), Tris-DCI (0.1 M, pD 7.8, 0.5

mL), temperatura ambiente.
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Figura Al.62. Espectro de NMR de 'H (arriba) y NMR de 3P (abajo) de la degradacién hidrolitica
del DIFP llevada a cabo por 2-metilimidazol (mIm) y Zn(NOs). (derecha). Condiciones
experimentales: DIFP (0.029 M), Zn(NOs)2 (0.10 mmol), 2-metilimidazol (0.02 mmol), dimetilfosfato
(0.029 M, patron interno), Tris-DCI (0.1 M, pD 7.8, 0.5 mL), temperatura ambiente.
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Figura Al.63. Espectro de NMR de 'H (arriba) y NMR de 3P (abajo) de la degradacién hidrolitica
del DICP llevada a cabo por sod ZIF-8_2 pm. Condiciones experimentales: DICP (0.029 M), sod ZIF-
8 2 pum (0.084 mmol), dimetilfosfato (0.029 M, patrén interno), Tris-DCI (0.1 M, pD 7.8, 0.5 mL),
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Figura Al.64. Espectro de NMR de 'H (arriba) y NMR de 3P (abajo) de la degradacién hidrolitica

del DICP llevada a cabo por sod ZIF-8 1.2 pm. Condiciones experimentales: DICP (0.029 M), sod

ZIF-8_1.2 pm (0.084 mmol), dimetilfosfato (0.029 M, patron interno), Tris-DCI (0.1 M, pD 7.8, 0.5
mL), temperatura ambiente.
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Figura Al.65. Espectro de NMR de 'H (arriba) y NMR de 3!P (abajo) de la degradacion hidrolitica
del DICP llevada a cabo por sod ZIF-8_240 nm. Condiciones experimentales: DICP (0.029 M), sod
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mL), temperatura ambiente.
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Figura Al.66. Espectro de NMR de 'H (arriba) y NMR de 3!P (abajo) de la degradacion hidrolitica
del DICP llevada a cabo por sod ZIF-8_18 nm. Condiciones experimentales: DICP (0.029 M), sod
ZIF-8_18 nm (0.084 mmol), dimetilfosfato (0.029 M, patrén interno), Tris-DCI (0.1 M, pD 7.8, 0.5

mL), temperatura ambiente.
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Figura Al.67. Espectro control de la estabilidad del DICP bajo condiciones bioldgicas simuladas

analizado mediante NMR de 'H (arriba) y NMR de %'P (abajo). Condiciones experimentales: DICP
(0.029 M), dimetilfosfato (0.029 M, patron interno), Tris-DCI (0.1 M, pD 7.8, 0.5 mL), temperatura

ambiente.
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Tabla Al.7. Liberacion del ligando imidazolato tras la degradacion del ZIF debida a la exposicion a
una disolucién de Tris-HCI (0.1 M, pH 7.4) o de DIFP (0.029 M) en Tris-HCI (0.1 M, pH 7.4).
Condiciones experimentales: DIFP (0.029 M), ZIF-20 (0.084 mmol), ZIF-11 (0.084 mmol), Zn(Im):
(0.084 mmol), ZIF-L (0.084 mmol), ZIF-EC-1 (0.029 mmol), sod ZIF-8 2 pm (0.084 mmol), sod ZIF-
8 1.2 pm (0.084 mmol), sod ZIF-8_240 nm (0.084 mmol), sod ZIF-8_18 nm (0.084 mmol), Tris-HCI

(0.1 M, pH 7.4, 0.5 mL), temperatura ambiente.

Liberacién ligando

Liberacién ligando

Muestra imidazolato tras imidazolato tras
tratamiento DIFP (M) tratamiento Tris-HCI (M)

ZIF-20 5.0x1073 3.4x10°%
ZIF-11 1.7x103 0
Zn(Im); 2.4x10° 0

ZIF-L 5.7x107 8.7x10°

ZIF-EC-1 2.2x107 6.0x1073

Sod ZIF-8 2 pm 4.2x102 2x102

Sod ZIF-8 1.2 pm 5.1x10% 3.3x10?

Sod ZIF-8 240 nm 3.5x107? 2.5x107?

Sod ZIF-8 18 nm 4.5%x107? 1.2x1072

Tabla Al.8. Liberacién de ligandos imidazolato tras la degradacién de sod ZIF-8 debida a la
exposicion a una disolucién de DICP (0.029 M) en Tris-DCI (0.1 M, pD 7.8, 0.5 mL). Condiciones
experimentales: DICP (0.029 M), sod ZIF-8_2 pm (0.084 mmol), sod ZIF-8_1.2 pm (0.084 mmol), sod

ZIF-8 240 nm (0.084 mmol), sod ZIF-8 18 nm (0.084 mmol), temperatura ambiente.

Liberacion ligando 2-mIm
SR tratamiento DICP (M)
Sod ZIF-8 2 pm 2.52x10%
Sod ZIF-8 1.2 pm 4.95x107
Sod ZIF-8 240 nm 3.91x1072
Sod ZIF-8_18 nm 2.47x10%

209



210

4.3.3 Estudios por microscopia electronica de barrido (SEM) y de
transmision (TEM)

En las Figura AlL.68 - Figura Al.74 se muestran las iméagenes de SEM de las redes
metal-organicas micrométricas sod ZIF-8, ZIF-L y ZIF-EC-1 tras su preparacion, tras su
incubacion en Tris-HCI a temperatura ambiente durante 24 h, y tras su incubacion en una
disolucion de DIFP en Tris-HCI a temperatura ambiente durante 24 horas.

Figura Al.68. Imagen de SEM (izquierda) de particulas de sod ZIF-8 puras, (centro) de particulas de
sod ZIF-8 incubadas en Tris-HCI durante 24 h y (derecha) particulas de sod ZIF-8 incubadas con
Tris-HCl y DIFP durante 24 h. Condiciones experimentales: sod ZIF-8 (0.015 mmol), Tris-HCI (0.1
M, pH 7.4,0.5 mL) y DIFP (0.18 M), temperatura ambiente.



Figura Al.69. Imagen de SEM (izquierda) de particulas de ZIF-L puras, (centro) de particulas de
ZIF-L incubadas en Tris-HCI durante 24 h y (derecha) particulas de ZIF-L incubadas con Tris-HCI
y DIFP durante 24 h. Condiciones experimentales: ZIF-L (0.015 mmol), Tris-HCI (0.1 M, pH 7.4, 0.5

mL) y DIFP (0.18 M), temperatura ambiente.

Figura AL.70. Imagen de SEM (izquierda) de particulas de ZIF-EC-1 puras, (centro) de particulas de
ZIF-EC-1 incubadas en Tris-HCI durante 24 h y (derecha) particulas de ZIF-EC-1 incubadas con
Tris-HCl y DIFP durante 24 h. Condiciones experimentales: ZIF-EC-1 (0.005 mmol), Tris-HCI (0.1
M, pH 7.4,0.5 mL) y DIFP (0.18 M), temperatura ambiente.
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A continuacion, se muestran las imagenes de SEM de las redes metal-organicas sod
ZIF-8 de distinto tamafio de particula tras su preparacion, y tras su incubacion en una
disolucién de DIFP en Tris-HCI a temperatura ambiente durante 24 horas. Asimismo,
con el objetivo de evaluar la disminucion del tamafio de particula de los materiales tras
la degradacion de su superficie como consecuencia de su reactividad con el compuesto
organofosforado DIFP, se muestran la distribucion de tamafio de particula de las redes
metal-orgénicas tras su preparacion, y tras su incubacion en la disolucién de DIFP en
Tris-HCI. En todos los casos, la distribucién de tamafio de particula se determind a partir
de las imagenes obtenidas mediante microscopia electronica contabilizando, al menos, el
tamafo de 100 particulas. Cabe resaltar que las imagenes del material sod ZIF-8 18 nm
debido a su pequerfio tamafio de particula, se obtuvieron mediante microscopia electronica

de transmision.
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Figura AL.71. Imagen de SEM (a) de particulas de sod ZIF-8 2 pm puras y (b) de particulas de sod
ZIF-8_2 pm incubadas en Tris-HCIl y DIFP durante 24 h. Condiciones experimentales: sod ZIF-8_2
pm (0.015 mmol), Tris-HCI (0.1 M, pH 7.4, 0.5 mL) y DIFP (0.18 M), temperatura ambiente. (c)
Distribucién del tamafio de particula de sod ZIF-8 2 pm antes (barras rojas) y después (barras

azules) del tratamiento con DIFP.
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Figura AL.72. Imagen de SEM (a) de particulas de sod ZIF-8 1.2 pm puras y (b) de particulas de sod
ZIF-8 1.2 pm incubadas en Tris-HCI y DIFP durante 24 h. Condiciones experimentales: sod ZIF-
8 1.2 pm (0.015 mmol), Tris-HCI (0.1 M, pH 7.4, 0.5 mL) y DIFP (0.18 M), temperatura ambiente.

(c) Distribucion del tamafio de particula de sod ZIF-8 1.2 pm antes (barras rojas) y después (barras

azules) del tratamiento con DIFP.
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Figura AL.73. Imagen de SEM (a) de particulas de sod ZIF-8_240 nm purasy (b) de particulas de sod
ZIF-8_240 nm incubadas en Tris-HCI y DIFP durante 24 h. Condiciones experimentales: sod ZIF-
8_240 nm (0.015 mmol), Tris-HCI (0.1 M, pH 7.4,0.5 mL) y DIFP (0.18 M), temperatura ambiente.
(c) Distribucién del tamafio de particula de sod ZIF-8_240 nm antes (barras rojas) y después (barras

azules) del tratamiento con DIFP.
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Figura AL.74. Imagen de SEM (a) de particulas de sod ZIF-8_18 nm purasy (b) de particulas de sod
ZIF-8_18 nm incubadas en Tris-HCIl y DIFP durante 24 h. Condiciones experimentales: sod ZIF-
8_18 nm (0.015 mmol), Tris-HCI (0.1 M, pH 7.4, 0.5 mL) y DIFP (0.18 M), temperatura ambiente. (c)

Distribucion del tamafio de particula de sod ZIF-8_18 nm antes (barras rojas) y después (barras

azules) del tratamiento con DIFP.



4.3.4 Espectroscopia de masas por plasma de acoplamiento inductivo (ICP-
MS)

Con el objetivo de estimar la lixiviacion de iones Zn?** que tiene lugar como
consecuencia de la degradacion de las redes metal-organicas zeomiméticas tras su
incubacion en medio fisioldgico simulado, los materiales sod ZIF-8 2 pum (0.084 mmol),
ZIF-L (0.084 mmol) y ZIF-EC-1 (0.029 mmol) se afiadieron a 0.5 mL de una disolucion
de Tris-HCI (0.1 M, pH 7.4) y se mantuvieron en agitacion durante 24 h a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo, el sélido se separd del liquido mediante
centrifugacion. El sobrenadante se recupero, se acidificé con acido nitrico (concentracion
final del 2 %) y se cuantificé la concentracion de iones Zn?* en la disoluciéon mediante
espectroscopia ICP-MS. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla Al.9:

Tabla Al.9. lones Zn?* liberados por sod ZIF-8, ZIF-L y ZIF-EC-1 tras incubarse en Tris-HCI (0.1

M, pH 7.4, 0.5 mL) a temperatura ambiente durante 24 h, expresados como porcentaje de contenido

total de Zn y concentracion de iones Zn?*,

Zn? liberado de ZIF (%) [Zn?7] sobrenadante (mM)
Sod ZIF-8 2.93 4,93
ZIF-L 3.33 5.73
ZIF-EC-1 5.27 8.72

4.4 Ensayos enzimaticos

Todos los ensayos para determinar la actividad enzimética del AChE se realizaron
mediante el método colorimétrico del azul indigo [8], [9], siguiendo el procedimiento

detallado en la seccion 2.4 de este Anexo.

4.4.1 Ensayos de reactivacion de AChE

Inicialmente, se estudio la capacidad de distintos ligandos imidazdlicos (HpIm, HIm
y HmIm) para restaurar la actividad enzimética de la AChE inhibida en un 50 % mediante
el compuesto DIFP. Cabe resaltar que no fue posible realizar estos ensayos con el ligando

imidazolico Hbim debido a su baja solubilidad en disolucion acuosa.

Para la realizacion de los experimentos de reactivacion enzimatica, se prepararon

diferentes disoluciones en una placa de 24 pocillos mezclando 725 pL de PBS (100 mM,
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pH = 7.4), 25 uL. de una disolucion acuosa de AChE (75 U/mL) y 100 puL de una
disolucién acuosa de DIFP (concentracion en el pocillo de 5 x 10 M) y se incubaron
durante 30 minutos a 37 °C para que tuviera lugar la inhibicion parcial de la enzima.
Transcurrido este tiempo, se afiadieron 100 puL de una disolucion acuosa de cada ligando
imidazolato a distinta concentracién (concentracion final: de 104 M a 0.1 M); y las
mezclas se incubaron durante 30 minutos adicionales a 37°C para que la reactivacion
enzimatica tuviera lugar. A continuacion, se determino la actividad enzimaética de la

AChE en cada pocillo mediante el método colorimétrico del azul indigo.
Ademas, se realizaron dos ensayos enzimaticos adicionales como controles:

i) Un ensayo enzimatico control para determinar la actividad enzimética de la AChE

en ausencia del compuesto toxico DIFP (actividad control de la enzima). En este caso, se

prepard una disolucion conteniendo 725 pL de PBS (100 mM, pH = 7.4), 25 pL de una
disolucion acuosa de AChE (75 U/mL) y 200 pL de agua y se incub6 durante 60 minutos
a 37 °C. A continuacion, se determiné la actividad enzimatica el método colorimétrico

del azul indigo.

ii) Un ensayo enzimatico control para determinar la actividad enzimatica de la AChE

en presencia del DIFP y en ausencia de reactivador (actividad enzimatica de inhibicién).

Este ensayo se realiz6 siguiendo el mismo protocolo que para los ensayos de reactivacion
enzimatica detallados anteriormente, excepto que se afiadieron 100 uL. de agua en vez de
100 L de disolucion acuosa conteniendo los iones imidazolicos a la disolucion de PBS
conteniendo a la enzima y al agente nervioso modelo DIFP. Como en los casos anteriores,
la actividad enzimatica se determind espectrofotométricamente mediante el método del

azul indigo.

Posteriormente, se determind la capacidad de reactivacion de la AChE de aquellos

ligandos imidazolato liberados tras la degradacion del ZIF en fluido bioldgico simulado.

Para la realizacién de estos experimentos, se suspendieron las redes metal-organicas
zeomimeéticas Zn(Im), (0.588 mmol), sod ZIF-8 2 um (0.588 mmol), sod ZIF-8_18 nm
(0.588 mmol), ZIF-L (0.588 mmol) o ZIF-EC-1 (0.203 mmol) en 3.5 mL de Tris-HCI

(0.1 M, pH 7.4) y se mantuvieron en agitacion, y a temperatura ambiente, durante 24 h.



Tras esto, el sobrenadante se separ6 del sélido mediante centrifugacion (15000 rpm x 5
min).

A continuacion, se prepararon diferentes disoluciones en una placa de 24 pocillos
mezclando 825 pL de los sobrenadantes anteriores con 25 pL. de una disolucion acuosa
de AChE (75 U/mL) y 100 uL de una disolucién de DIFP (concentracion final 5 x 10 ©
M). Las mezclas se incubaron durante 1 h a 37 °C. Tras este tiempo, se determiné la
actividad enzimatica de la AChE en cada pocillo mediante el método colorimétrico de
azul indigo. Asimismo, se realizaron dos experimentos controles adicionales para
determinar la actividad control de la enzima y actividad enziméatica de de la AChE

inhibida, siguiendo el mismo protocolo detallado en los parrafos anteriores.

Los perfiles de reactivacion enzimatica en funcion de la concentracion del ligando
para los compuestos imidazdlicos Hplm y HIm se muestran en la Figura AL 75. El perfil

de reactivacion del ligando HmIm se encuentra en la memoria.

a) b)
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Figura AL.75. (a) Perfil de reactivacion de AChE inhibida por DIFP gracias a (a) pIm libre (gréafica
roja) y (b) Im libre (gréafica verde).

442 Estudios de detoxificacion

Se llevaron a cabo ensayos enziméaticos adicionales, Ilamados ensayos de
detoxificacion, para determinar si los ZIFs son capaces de mitigar el efecto inhibitorio
del DIFP sobre la actividad de la AChE a diferentes tiempos de incubacion (1 h, 3hy 24
h).
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Para ello, se adicionaron las redes metal-orgénicas sod ZIF-8 2 um (0.084 mmol),
sod ZIF-8_18 nm (0.084 mmol), ZIF-L (0.084 mmol) o ZIF-EC-1 (0.029 mmol) a 0.5
mL de una disolucién DIFP (0.029 M) en Tris-HCI (0.1 M, pH 7.4) y las mezclas se
agitaron a temperatura ambiente. Tras diferentes intervalos de tiempo (1 h, 3 hy 24 h),
se separd el sobrenadante del s6lido de cada una de las suspensiones anteriores mediante
centrifugacién (15000 rpm x 5 min), se recuper6 el sobrenadante y se diluyé 580 veces
(concentracion de DIFP en la disolucion control diluida de 5 x 10° M).

Por otra parte, en una placa de 24 pocillos, se mezclaron 825 pL de Tris-HCI (0.1 M,
pH 7.4), 25 uL de una disolucion acuosa de AChE (75 U/mL) y 100 pL de las
disoluciones diluidas anteriores; y las mezclas se incubaron durante 1 hora para que la
reaccion de inhibicion enzimatica debido al DIFP tuviera lugar. A continuacion, se
determind espectrofotométricamente la actividad enzimatica en las disoluciones
mediante el método azul indigo siguiendo el procedimiento descrito anteriormente.
Ademas, se realiz6 un ensayo enzimatico control para determinar la actividad enzimatica
de la AChE en ausencia del compuesto tdxico DIFP, siguiendo el procedimiento descrito

en la seccion anterior. Cabe resaltar que todos los ensayos se determinaron por triplicado.
El porcentaje de detoxificacion se determind segun la siguiente expresion:

e Izir
Detoxificacion (%) = ({1 —-—| x 100
Iing

I = Porcentaje de inhibicion de AChE para los experimentos con ZIFs
I,yy = Porcentaje de inhibicién de AChE para los experimentos control de inhibicién

En la Tabla Al.10 se muestran los porcentajes de reactivacion y detoxificacion estimados

a partir de los resultados de los ensayos enzimaticos realizados.



Tabla Al.10. Reactivacion de AChE inhibida por DIFP gracias a los ligandos imidazolato liberados
tras la degradacion de los ZIFs producida durante 24 h de incubacion en Tris-HCI (0.1 M, pH 7.4).
Actividad detoxificadora de los ZIFs tras la exposicion a DIFP durante 1 h,3hy 2

24h 1h 3h 24 h

(%) (%) (%) (%)

ZIF-L 128+3.7 14.2 83.3 100
ZIF-EC-1 9.0+04 17.3 71.7 100
Sod ZIF-8 2 pm 37.1+38 7.1 13.3 100
Sod ZIF-8_18 nm 53.5 +8.7 91.3 100 100

4.5 Cultivos celulares y ensayos de viabilidad

Con el objetivo de evaluar la neurotoxicidad de los compuestos sod ZIF-8 240 nm y sod
ZIF-8_18 nm, se llevaron ensayos de viabilidad celular in vitro frente a cultivos de la
linea la linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Para ello, las células se
cultivaron en forma de suspension en medio RPMI-1640 (Sigma Aldrich R5886),
suplementado con FBS al 20 % (Sigma Aldrich F4135), L-glutamina 4 mM (Sigma
Aldrich G7513), piruvato de sodio 1 mM (Sigma Aldrich S8636) y glucosa 4.5 mg/mL a
37 °C en atmosfera humidificada con CO2 al 5 % y se mantuvieron empleando técnicas
de cultivos celulares estandar. La toxicidad de las muestras se determind mediante el
ensayo colorimétrico MTS. Los ensayos de viabilidad celular fueron llevados a cabo en
su totalidad por el servicio de Cultivos de Tejidos y Banco Celular perteneciente al Centro
de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada, que también proporciono la

linea celular.

4.6 Sintesis y caracterizacion de materiales hibridos esterasa@ZIF

Se llevo a cabo la sintesis de materiales hibridos esterasa@ZIF con objeto de evaluar
la capacidad de los ZIFs para actuar como sistemas transportadores de biomoléculas. El
método empleado para ello fue la mineralizacién biomimética, llevandose a cabo cuatro

réplicas del experimento. Respecto al procedimiento experimental, en cada caso se
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afiadio inicialmente 1 mL de una disolucién acuosa de Zn(OAC), (7 mM) a 1 mL de
disolucion acuosa de 2-metilimidazol (299 mM) junto con esterasa porcina comercial
(3.24 mg/mL, 20 KU, Sigma Aldrich E3019), de forma lenta pero constante y en viales
de centrifuga de fondo redondo de 2 mL, y la mezcla resultante se agitd tres veces por
inversion. Tras esto, la muestra se incubd durante 24 h a temperatura ambiente y se separd
el sobrenadante del sélido mediante centrifugacion (15000 rpm x 5 min). Dicho
sobrenadante seria utilizado posteriormente para determinar la concentracion de proteina,
y con ello la eficiencia de encapsulacion, mediante un ensayo tipo Bradford (véase
apartado 4.6.1). Las distintas muestras se lavaron entonces con agua (3 x 1 mL),
mezclandose tras cada lavado primero con ayuda de una espéatula y luego con ayuda de
un agitador tipo vortex durante 10 s. Tras el tltimo lavado, se tomaron 30 pL de cada
muestra y se depositaron en una placa de silice para llevar a cabo la caracterizacion por
PXRD. A continuacién, una de las réplicas se dej6 secar al aire y a temperatura ambiente
durante 24 h, para posteriormente ser pesada y analizada por FTIR. Con las tres réplicas
restantes, se llevd a cabo un ensayo de actividad enzimatica para determinar la actividad

remanente tras el proceso de encapsulacion (véase apartado 4.6.2).

4.6.1 Ensayo de Bradford

El método de Bradford se trata de una técnica colorimétrica utilizada para la
cuantificacion de proteinas. Esta basado en la variacion de absorbancia que se produce
como consecuencia del cambio de color que experimenta el colorante azul brillante
Coomassie G-250, habitualmente denominado “reactivo de Bradford”. La forma aniénica
de este colorante (presente a A = 595 nm y de color azul) interacciona uniéndose con
determinados residuos proteicos, por lo que su cantidad es proporcional a la cantidad de
proteinas en disolucidn. [20] Para llevar a cabo dicho ensayo, inicialmente se prepararon
disoluciones de albumina sérica bovina (BSA, del inglés bovine serum albumin) con
diferentes concentraciones (0, 0.1, 0.25, 0.5, 1y 1.4 mg/mL), con objeto de llevar a cabo
una curva de calibrado posteriormente. En cada caso (tanto muestras de la curva de
calibrado como muestras de concentracion proteica desconocida) se anadieron 33.3 pL
de muestra junto con 1 mL de reactivo de Bradford comercial (Sigma Aldrich B6916) a

una cubeta de pléstico (1.6 mL volumen, 1 cm diametro). Tras esto, se agitd cada cubeta



levemente para homogeneizar la mezcla y se incubdé durante 10 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, se determiné la absorbancia a A = 590 nm de las muestras
mediante espectroscopia UV-Vis. Finalmente, se determind la concentracion de proteina
de aquellas muestras de concentracion desconocida haciendo uso de la Ley de Lambert-
Beer (Ecuacion Al.2) y la curva de calibrado construida.

Absorbancia = €-1l-c
€ = coeficiente de extincién molar
[ = longitud atravesada por la luz en el medio

¢ = concentracioén del absorbente en el medio

Ecuacion Al.2. Ley de Lambert Beer. Adaptada de la referencia [21].

4.6.2 Ensayos de actividad enzimética

Los ensayos de actividad enzimatica se hicieron siguiendo el método colorimétrico
del p-nitrofenil acetato. Dicho método se basa en la hidrolisis, por parte de una enzima
esterasa, del p-nitrofenil acetato (sustrato incoloro) a p-nitrofenol (producto coloreado),
gue puede seguirse mediante espectrometria UV-Vis a A = 405 nm. [22] Para llevar a
cabo estos ensayos, inicialmente se resuspendié cada muestra en 1 mL de tampon citrato
(100 mM, pH 5.5) y la mezcla se incub6 durante 3 h a temperatura ambiente en un
agitador rotatorio. Pasado este tiempo, se tomaron 33.3 pL. de cada muestra para llevar a
cabo un ensayo Bradford (con objeto de determinar la concentracion de proteina y
posteriormente calcular la actividad enzimatica especifica). Por otra parte, se afiadieron
30 pL de cada muestra a una cubeta de plastico (volumen 4 mL y didmetro 1 cm) junto
con 970 pL de tampon citrato (100 mM, pH 5.5). Para iniciar el ensayo enzimatico, se
afiadieron a cada muestra 10 pL de una disolucion en DMSO de p-nitrofenil acetato (200
mM). Entonces, se monitore6 la absorbancia a A = 405 nm durante 30 min mediante
espectroscopia UV-Vis. La actividad enzimatica especifica (en umol min? mg?) se
determiné aplicando la Ley de Lambert-Beer (Ecuacion Al.2) de acuerdo con la Ecuacion
Al.3 (€ =9360 M*cm™?):

V-AA
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V' = volumen final de reaccién (uL)

AA = absorbancia a la longitud de onda del ensayo dividida por la longitud de la
trayectoria de la luz (cm)

€ = coeficiente de extincién molar (M cm?)
t = tiempo de reaccion (min)
enzima = cantidad de enzima presente en la reaccion (mg)

Ecuacion Al.3. Ecuacion utilizada para calcular la actividad enzimatica en U mg™ (umol min™* mg).
[23].

Asimismo, se realizaron ensayos por triplicado con esterasa libre (concentracion final
0.36 mg/mL) de la misma forma a modo de control, con objeto de determinar el

porcentaje de actividad remanente en el enzima tras el proceso de encapsulacion.
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