UNIVERSIDAD NACIONAL DEL LITORAL
FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA

Tesis presentada como parte de los requisitos de la UNL, para la
obtenciéon del Grado Académico de

DOCTOR EN ENERGIA Y MATERIALES AVANZADOS
En el campo de Quimica Medicinal

“Nuevos materiales idnicos basados en polioxometalatos con
actividad frente a microorganismos patégenos”

Realizada en: LADAQ-UNL

Autor: Ing. Ana Gabriela Enderle

Director de la Tesis argentino: Dra. Maria Julia Culzoni
Director de la Tesis aleman: Dr. Carsten Streb

Miembros del Jurado de la Tesis: Dr. Dario Falcone — Dr. Héctor
Goicoechea — Dr. Sven Rau.

2020



Resumen

La sintesis de nuevos materiales hibridos, combinando las propiedades de los
componentes organicos e inorganicos, da como resultados compuestos con
propiedades fisicas y quimicas Unicas. Actualmente, en el campo de la quimica
medicinal, se buscan nuevos materiales que tengan alta bioactividad y especificidad,
y presenten seguridad y bajos riesgos para la salud.

Los polioxometalatos (POMs) son oxo-clusters metalicos inorganicos e importantes
candidatos para ser usados como farmacos con actividad antiviral, antibacterial y
antitumoral. Una ventaja para la formacion de compuestos multifuncionales es que los
POMs al tener caracter aniénico, se pueden combinar con cationes funcionales y asi
poseer un segundo componente reactivo en su estructura. Esta unién idnica entre los
cationes organicos y los polioxometalatos aniénicos conduce a la formacién de
compuestos multivalentes bien definidos. Se espera que la derivacion de los POM con
SocCios organicos, incluidas las moléculas sintéticas y las bases biolégicas naturales,
dé lugar a un efecto sinérgico y concluya en nuevas funciones y/o propiedades
biol6gicamente activas. Comprender el mecanismo de interaccion de los materiales
organico-POMs con multiples biomoléculas en un solo paso o diferentes procesos en
simultaneo que suceden en sistemas bioldgicos, proporcionara una base para el
desarrollo de un campo novedoso en el descubrimiento de farmacos.

Esta tesis doctoral se basa en el disefo y la sintesis de nuevos materiales idnicos a
base de POMs con aplicaciones antibacterianas, antifungicas y antivirales. Se
presentara la caracterizacién, el andlisis de algunas de sus propiedades
farmacocinéticas, el comportamiento en un sistema bioldégico y mecanismo de accion
potencial terapéutico y se plantean futuras direcciones clinicas. Los capitulos explican
el modo de accion de estos compuestos a partir de los resultados del analisis in vitro.
Este mecanismo podria no explicarse de un solo modo, sino mas bien por multiples
interacciones POM-proteinas que afectan a varias vias bioldgicas al mismo tiempo y

la suma de estas alteraciones conduce en ultima instancia a la bioactividad.

El capitulo | contiene una amplia introduccion a los POMs y sus derivados organicos
que presentan bioactividad contra microorganismos patégenos. En el capitulo Il se
describen los procedimientos sintéticos para un nuevo POM-IL y la preparacién de los

films soportando el nuevo compuesto en una matriz polimérica, y sus potenciales
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aplicaciones como barreras antibacterianas y antifingicas. El capitulo Il comprende
la actividad antiviral de los POMs divididos en dos secciones. La primera seccién trata
de un material hibrido basado en un catién de cafeina y un POM que contiene
Tungsteno y Cerio. Este compuesto presenta actividad anti-VIH y se demuestra que
debido a la presencia de este cation se logra mejorar la especificidad celular y reducir
la toxicidad en células. La segunda seccién presenta la actividad anti-ZIKV y el modo
de interaccién de los POM y biomoléculas mediante célculos computacionales y
experimentos in-vitro. Estos resultados contribuyen tanto al disefio de terapias
antivirales alternativas como al conocimiento del mecanismo de acciéon de los

polioxometalatos como agentes antivirales. El capitulo IV presenta la conclusion.

El acceso a materiales hibridos con una base biolégica y los POMs es atractivo, ya
que permite obtener compuestos con propiedades Unicas e interesantes desde el
punto de vista biolégico. Se espera que la sintesis y las posibles aplicaciones de estos
compuestos como antivirales, antimicrobianos y antifingicos resalten el impacto de la

ciencia de materiales organicos-POM y enriquezcan el campo de la quimica medicinal.
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Capitulo 1: Introduccion

1.1 Polioxometalatos

Los polioxometalatos (POMs) son una clase de compuestos inorganicos con
propiedades fisicas y quimicas Unicas y muy utiles para la formacién de nuevos
materiales con diferentes aplicaciones. Los primeros trabajos en el campo de los
POMs son de los afios 1800, sin embargo, para poder dilucidar completamente sus
estructuras se requirié del descubrimiento de la difraccion de rayos X y técnicas
relacionadas.’ Esto, posteriormente, provocé un aumento en la popularidad de los
POMs. Desde la década de 1990, hubo muchos informes sobre aplicaciones en
diferentes campos de nuevos compuestos que contienen POMs en su estructura. Los
avances en quimica computacional también contribuyeron a profundizar explicaciones
sobre las estructuras de estos clusteres inorganicos, sus propiedades electronicas y
su reactividad. Durante los ultimos afos, el mundo cientifico ha logrado un gran
progreso en la quimica de POMs y se han publicado muchas revisiones y documentos
que tratan diferentes aspectos como propiedades, procedimientos sintéticos vy

aplicaciones (Fig. 1).
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Figura 1. Publicaciones de investigaciones de POMs (1979-2019). Base de datos Scopus (marzo de 2020)

Los POM son oxo-aniones metalicos inorganicos de formula general [MxOy]™ donde M
es un metal de transicién (p. ej. Mo, W, V) unido a oxigenos (O). Los metales de
transicion se encuentran en sus estados de alta oxidacion, es decir, d°, d' (p. ej. Mo®*,
W6+) y se denominan adenda &atomos. Junto con los oxo-ligandos, forman una
coordinacién poliédrica del tipo (MOy) (y=4-,6-). Los oxo-ligandos estabilizan los
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estados de alta oxidacién de los adenda atomos y pueden formar dobles enlaces M=0O
terminales mediante interacciones pr-dir.2

Las aplicaciones de los POM se encuentran en diversas areas, como la conversion y
el almacenamiento de energia, la fotocatalisis y los materiales bioactivos. El impacto
de los POMs en bioquimica y en campos de investigacion relacionados, ha aumentado
en los ultimos anos, ya que los POMs pueden desempenar diferentes funciones en la
interaccion con biomoléculas como aminoacidos, péptidos y proteinas.® El rango de
propiedades que exhiben estas sustancias abre nuevas posibilidades para
aplicaciones en areas que no han sido completamente exploradas como proyectos de

quimica medicinal.

1.1.1 Formacion de polioxometalatos (proceso de condensacion y
autoensamblaje)

Las rutas sintéticas para la preparacién de POM son muy simples y requieren una
pequefa cantidad de pasos o incluso un solo paso. Los factores importantes a tener
en cuenta al sintetizar un POM son el tipo de anién de éxido metélico y su
concentracion, el pH, la fuerza ionica, el tipo de heterodtomo y su concentracion, la
presencia de ligandos adicionales y/o agentes reductores, y la temperatura de la

reaccion.*

Los POMs son compuestos altamente ordenados, formados espontaneamente a partir
de blogues de construccidn mas pequefios por autoensamblaje. Los compuestos
finales difieren en propiedades fisicas y quimicas de los materiales de partida. La
formacién de estructuras POM obedece generalmente a dos principios:

1) cada atomo debe ocupar solo un poliedro compartido de borde (MOx) en el que
el metal se desplaza hacia el borde, como resultado de la unién T entre el My
el O;

2) la restriccién de Lipscomb: no se observa la estructura con tres y mas grupos

oxo terminales.®

La formacion de POM sigue un proceso de autoensamblaje unico en el que los grupos
aniénicos de metal de transicidn-oxigeno estan dominados por la formacién de
enlaces coordinados entre el centro correspondiente al metal deficiente en electrones
y los atomos de oxigeno, que actlian como ligandos nucledfilos.® La disminucion del
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pH da como resultado una expansion del numero de coordinacién metalico de los
precursores, de coordinacién tetraédrica a octaédrica y que conduce a una mayor
polarizacion de los enlaces dobles M=O (Esquema 1).2

- 1+
OHze OH2@
0 0 0 o - HO Q9 O
SIS S| = o)
AN AN o | 5
OH2 OH2 O O

Esquema 1. Reaccién de condensacion de [WOs]™ octaedro a bloques de construccién polinucleares
[WxOy]™ mayores.

Posteriormente, los atomos de oxigeno terminales pueden protonarse mas facilmente,
iniciando la aparicion de reacciones de condensacion consecutivas entre
las unidades [MOs]. Estos bloques de construccién se pueden vincular compartiendo
esquinas, bordes y mas inusualmente, caras (Fig.2).2 Los dos modos de enlace mas
comunes son el modo de compartir esquina con un ligando p -oxo y el modo de

compartir borde con dos ligandos p-oxo puentes.

Figura 2. Los diferentes modos de uso compartido: uso compartido de esquinas (izquierda), uso compartido de
bordes (centro) y uso compartido de caras (derecha). Esquema de colores: M (azul), dorado (poliedros); O
rojo. Reimpreso con permiso de Sprinker Spektrum, ref. 2.

Algunos intermedios inestables pueden reaccionar nuevamente de manera inmediata
y agregarse a triadas de borde compartido altamente simétricas [W3O13]. La estructura
final se obtiene mediante la condensacién adicional de los intermediarios de 6xido de
metal polinuclear hidratados e inestables: el crecimiento del cluster esta
esencialmente influenciado por los orbitales d vacios de los metales de alto estado de
oxidacion que permiten la formacidn de enlaces T fuertes, disminuyendo la basicidad
y la nucleofilicidad de los enlaces dobles terminales M=0.2 El aislamiento de los POM
en el estado solido cristalino es muy importante para su identificaciéon y caracterizacién

estructural. La adicion de una sal, generalmente de metales alcalinos o de amonio
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(cloruro, bromuro, nitrato), conduce a la precipitaciéon del POM. La recristalizacion de
la sal de POM se puede lograr con agua, solventes organicos u otras combinaciones.”

En este mismo proceso, los heteropolioxometalatos se ensamblan alrededor de un
template tetraédrico central. Una estructura muy conocida que ayuda a ejemplificar
esta metodologia es la estructura Keggin. El borato, el silicato o el fosfato pueden
actuar como templates y la estructura se forma mediante la agregacion de triadas

alrededor de este anion tetraédrico XO4™ (Fig. 3).2

(2) (3)
H+ x r %

Figura 3. Autoensamblaje del anion Keggin. (1) El bloque de construccion de oxometalato (MOe), (2) (M3O13) se
forman espontaneamente en solucidn por acidificacion, (3) en presencia de la plantilla tetraédrica (SiO4)*, el
blogue de construccién se ensambla para formar la estructura Keggin.

(1)

1.1.2 Clasificacién y clasificacion estructural.

Los POM se clasifican por su disposicidn estructural y los nombres a menudo se basan
en el cientifico que dilucidd su estructura. En la Fig. 4, las ilustraciones poliédricas
muestran la diversidad estructural de las familias mas comunes. Las familias mas
conocidas, debido a su amplia gama de aplicaciones y la consecuente gran area de

investigacién, son las familias Keggin y Wells-Dawson. 2
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Figura 4. llustraciones poliédricas de algunos polioxometalatos que muestran su diversidad estructural. a)
Estructura Keggin [XM12040]™, b) Estructura Dawson [XaM1sOe2]"", c) Lindqvist hexamolibdato [MosO19]™, d)
Estructura Anderson [XMsO24]"~. Color: &tomos de adenda en azul, heteroatomo en naranja y 4tomos de oxigeno
en rojo.

Los POMs son bien conocidos por su diversidad estructural, pero tienen ciertas
propiedades en comun:

a) alta carga, tamano, simetria y estabilidad térmica;

b) los equilibrios que implican la formacion de POMs se modifican en gran
medida por varias variables como la concentracion de los reactivos, el pH, la presencia
de ligandos adicionales, contraiones, temperatura o presién. En la seccién anterior, se

describen los detalles sintéticos de los POMs;

c) las especies que contienen contraiones inorganicos (a menudo alcalinos o
alcalinotérreos) son a menudo solubles en agua, mientras que los contraiones o
contraiones organicos voluminosos les confieren mayor solubilidad en disolventes

organicos;?

d) pueden actuar como ligandos a través de los atomos de oxigeno ubicados

en la superficie del grupo.

Los POMs se pueden clasificar en tres grupos, en funcién de la presencia de diferentes
elementos en su estructura: isopolioxometalatos, heteropolioxometalatos y los POMs
azul de molibdeno (grupos basados en molibdeno reducido). Para esta tesis, el
segundo grupo es de interés para la investigacién de sus propiedades y sinergia con

los cationes organicos.
e |sopolioxometalatos

Los isopolianiones son POMs sin heteroatomos internos con la formula
general [MxOy]™. Por lo general, son mas inestables que su contraparte como

heteropolianiones. Estos compuestos son ampliamente utilizados como bloques de
13



construcciéon debido a sus altas cargas y propiedades fuertemente basicas de sus
oxigenos superficiales. 89

e Heteropolioxometalatos

Estos grupos incluyen uno o mas heteroatomos en su estructura. La férmula molecular
general es [XMxOy]™donde X generalmente es B, P, Si, y actia como estructura
interna. Este tipo de POMs son los mas investigados y la presencia del heteroatomo
mejora la estabilidad del cluster. El elemento generalmente esta ubicado en el centro
de la estructura, pero a veces también se puede ubicar en la superficie de esta.
Dependiendo del tipo de heteroatomos en el marco, las propiedades de los POMs, por
ejemplo, carga o reactividad, pueden modificarse. La variacion de heteroatomo es, por
lo tanto, una buena herramienta para el disefo de clusteres y manejo de sus

reactividades, Utiles para una determinada aplicacion.’

La mayoria de las publicaciones y patentes sobre polioxometalatos y sus aplicaciones
biolégicas involucran polioxometalatos Keggin con adenda atomos de tungstato (K-
POM) y/o polioxometalatos Well-Dawson (WD-POM) y sus respectivos derivados.?

1.1.3 Familia Keggin

En 1933, J. Keggin determiné la estructura del anién a-Keggin [PMo12040]%> mediante
el uso de difraccion de rayos X.'°La férmula general del Keggin POM es [XM12040]™
donde X es el heteroatomo, comunmente Si, P y M es el addenda atomo, tipicamente
Mo o W. Este POM posee una simetria tetraédrica, basada en el heteroatomo central
rodeado por cuatro atomos de oxigeno. Las unidades octaédricas MOs comparten
bordes para formar las triadas MsO1s. El heteroatomo se encuentra en el centro de la
jaula formada por las cuatro triadas que estdn unidas por enlaces M-O-M que

comparten esquinas.

En 1970, Baker y Figgis estudiaron la isomerizacion de la estructura tipo Keggin. Cinco
posibles isémeros, a, B, y, & y €, son el resultado de la rotacion de 60° alrededor del
eje de uno, dos, tres de los cuatro trimeros, respectivamente.’! De todos ellos, a es el
mas estable porque las estructuras solo comparten esquinas y la repulsién es
menor. Mientras que con cada giro de 60°, el numero de bordes compartidos aumenta
y disminuye la estabilidad del grupo (Fig. 5).'2
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Figura 5. Isbmeros de Baker-Figgis del anion Keggin. Color: octaedro azul: [MOs]™, centro naranja: X
heteroatomo. La triada rotada era de color azul claro para aclaraciéon. Reimpreso con permiso de la Ref. 12.

La arquitectura Keggin puede modificarse mediante hidrélisis controlada, que permite
la eliminacidn selectiva de uno o varios trimeros, o0 mediante un estricto control de pH
con una soluciébn de sales de metales y/o de heteroaniones. Las estructuras
resultantes son las llamadas especies lacunarias tales como [XM11039] ™ (Fig. 6).° El
sitio vacante lacunario puede incorporar metales funcionales, conocidos como
heterodtomos secundarios, a través de puentes de hidrogeno con los oxigenos
superficiales y/o a través de los atomos de oxigeno terminales ubicados en el sitio

vacante. Esta caracteristica es muy Util para una mayor funcionalizacion del clister. 2

Figura 6. Representacion poliédrica de [SiW120a40]* (izquierda) y [SiW110s9)°- (derecha).

El Keggin POM lacunario de tungstato y con heteroatomo de Silicio, [SiW11039]°",
posee una densidad de carga negativa mayor que el Keggin saturado [SiW12040]*.
Esta mayor densidad de electrones facilita el enlace a una gran cantidad de iones

metalicos que dan como resultado estructuras complejas y novedosas.?
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1.1.4 Familia Wells- Dawson

La estructura elipsoidal del complejo [P2W1sQOe2]® fue sugerida por A. Wells en 1945 y,
después de eso, B. Dawson determiné la posicion del heteroatomo por difraccion de
rayos X monocristal.’®Por lo tanto, la estructura [X2MisOs2]™se conoce como
estructura de Wells-Dawson. Se puede obtener como resultado del ensamblaje de

dos estructuras tri-lacunarias del anion Keggin (Fig. 7).

' Casquetes

Cinturones

' Casquetes

Figura 7. Representacion poliédrica de la estructura WD-POM {X2M1s} formada al sumar dos unidades {XMa}.

El a-WD-POM convencional esta construido a partir de dos unidades tri-lacunarias de
a-Keggin, el isbmero y esta formado por dos unidades tri-lacunarias de B-Keggin y la
combinacién de POMs tri-lacunarios a y B-Keggin conduce al isbmero B de este
POM. 4

La estructura WD-POM esta estrechamente relacionada con la estructura K-POM
debido a que contienen heteroatomos en su estructura, tetraédricamente coordinados
(tales como P y Si). Aunque todos los metales son equivalentes en el anion Keggin,
se puede hacer una distincidén clara entre los octaedros polares (casquetes) y los
octaedros ecuatoriales (cinturones) en la estructura WD. En la Fig. 6, se observa que
la matriz ecuatorial Mi2se forma a través del intercambio alternativo de esquinas y
bordes de las unidades MOs. También estan vinculados al octaedro polar por una sola
esquina por grupo MOe. Esto hace que las moléculas WD sean diferentes de los
aniones Keggin, en los que cada octaedro comparte dos bordes con

las unidades vecinas de MQs.1°

Algunas especies lacunares pueden formarse y aislarse en solucion acuosa

dependiendo del pH y los contra-cationes presentes durante su sintesis. El anion
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monovacante {P2W17} se aisla como isdémeros a-[P2W170s1]'% por hidrélisis del grupo
Dawson a pH 6-7. El anién {a1-P2W17} es inestable y cambia faciimente al
isémero {az2-P2W17} (Fig. 8).

(oo)lacunario

Figura 8. Estructura de los WD-POM (izquierda) y el isémero ai -mono lacunario (derecha).

1.2 Materiales hibridos con POMs

1.2.1 Funcionalizacion organica

La funcionalizacién de los POM con especies organicas con enlaces covalente o no
covalentes es una manera de introducir nuevas propiedades en los POMs. Estas
nuevas combinaciones abren un amplio espectro de posibilidades y desafios en la
investigacion. Las estructuras hibridas POM-organicas a menudo se dividen en dos
clases.

e La primera clase (clase l) involucra especies organicas unidas de forma no
covalente, generalmente a través de interacciones electrostaticas, es decir,
ionicas. Como los POM son grupos anibnicos, la estrategia para obtener estos

materiales es intercambiando sus contraiones. 16

e El segundo (clase Il) se basa en estructuras que contienen un componente organico
unido covalentemente al POM, por ejemplo, mediante enlaces M-O-C, M-O-P-C o
MO-Si-C. El enfoque covalente requiere funcionalizacién y, a veces, post
funcionalizacion de los POM.' Las plataformas de materiales hibridos de POMs
generalmente se refieren a estos materiales ya que contienen grupos reactivos o

sitios de ligandos que pueden funcionalizarse adicionalmente, mediante enlaces
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covalentes a otras moléculas organicas y/o pueden coordinarse con cationes
metalicos o grupos gque contienen metales. 17

Los materiales hibridos de clase | se profundizaran ya que la interaccion electrostéatica
es la interaccion catién-POM mas comuny es el foco de la presente tesis. Las
funciones clasicas de los cationes son controlar la disolucion, precipitacion vy
purificacion de POM, pero también incluye la construccion de la estructura, el
ensamblaje supramolecular, la estabilizacion y la promocién de la reactividad del
cluster. Si el catidn es un derivado organico, se pueden modificar algunas propiedades
guimicas del POM original.'® Por ejemplo, la solubilidad, ya que los materiales hibridos
podrian ser solubles en disolventes organicos si son funcionalizados con cationes
voluminosos de alquil-amonio o alquil-fosfonio.'® Estos cambios en las propiedades
resultan del componente inorganico, los cationes organicos y/o la combinaciéon de
ambos componentes, y su eleccidon determina las caracteristicas finales de los
materiales hibridos.2%2' La comprension fundamental detras de la interaccion POM-
catién esta creciendo debido a la nueva instrumentaciéon, métodos computacionales y

el descubrimiento de nuevos materiales hibridos.

Las siguientes publicaciones incluyen el desarrollo de compuestos ionicos hibridos de
POM funcionalizados y sus aplicaciones relacionadas con el campo de la quimica
medicinal. En 2000, se presentd el estudio de un POM encapsulado con un
surfactante. Por primera vez, un POM -[HsMos7Ve(NO)sO183(H20)18]%'-- fue
encapsulado con éxito con una cubierta de moléculas del compuesto tensioactivo
dimetildioctadecilamonio (DODA). La micela resultante abre nuevas perspectivas para
mejorar la compatibilidad de POMs con materiales organicos y tejidos biol6gicos
mediante la incorporacion de las estructuras inorganicas en materiales blandos
organicos.?? Este trabajo ha sido pionero en la investigacion adicional de grupos
encapsulados en tensioactivos no solo en el campo de la quimica medicinal, sino
también en el desarrollo de materiales avanzados con aplicaciones versatiles que
incluyen catélisis, magnetismo y luminiscencia.?® En 2014, una investigacion
inspirada en hidrogeles bioldgicos, informo el desarrollo de un nuevo hidrogel hibrido
supramolecular basado en el ensamblaje de un Dy-POM y un copolimero tribloque
ABA catidnico. El polimero -poli (N, N-dimetilaminoetilacrilato de etileno )ss -b-Poli
(6xido de etileno)2so-b-(N, N-dimetilaminoetil metacrilato)ss- por interaccion

electrostatica con la sal (Na)s[DyW1003s] x H20, forma un hidrogel sensible al estimulo
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de pH. Esta es una caracteristica interesante para el desarrollo de sistemas de
delivery de drogas y sensores 24, En 2015, se describié el desarrollo de un material
organico-inorganico flexible y monocapa con aplicaciones relacionadas con el
transporte selectivo, la separacién molecular y el sistema de dialisis. La interaccion
electrostéatica entre los enlaces de puente catidnicos a base de a-ciclodextrina (grupos
de azobenceno catidnicos que se conectan con un tri/tetraetilenglicol) y el POM
[PW110a0]* fue la fuerza impulsora para la formacion del hibrido supramolecular. 25 En
2017, se informé un adhesivo funcional del autoensamblaje de aminoécidos naturales
y POM. El uso de POM para impulsar la reticulacion no covalente de aminoacidos
basicos en solucién acuosa da como resultado la formacion de estructuras
supramoleculares con capacidad de adhesién y caracteristicas electrocrémicas, como
las proteinas adhesivas de los organismos sésiles. Estos adhesivos tienen
aplicaciones potenciales en dispositivos biomédicos para tratamientos hemostaticos e
implantes para reparar tejidos y huesos.?® En 2019, se publicé un estudio de una
matriz hibrida POM-polimero para la inmovilizacién de ureasa. El polimero de diureasil
estabilizado con un acido fosfotungstico por interacciones electrostaticas, fue
precursor para formar peliculas de Langmuir que incorporan la enzima en la
monocapa. El objetivo del trabajo fue la prueba de concepto de que la actividad
enzimatica de la ureasa podria detectarse mostrando el uso potencial de esta
metodologia para biosensores. 27 Otros ejemplos importantes de materiales hibridos
con bioactividad son los llamados POM-IL (liquidos ibnicos a base de
polioxometalato). Mas detalles sobre ellos se dan a continuacién en la Seccion 1.2.2.

Esta tesis doctoral estudia los derivados hibridos que implican la interaccion entre
POMs y sustratos organicos seleccionados, derivados de xantina y de guanidina, para
formar sales idnicas. Se espera que los compuestos hibridos hechos de derivados de
xantina muestren actividad antiviral ya que se ha informado que el cation cafeina tiene
propiedades anti-VIH (Capitulo 3, secciéon 3.1). Se espera que los compuestos de
derivados de guanidina tengan efectos antibacterianos y antifingicos, ya que estas
bioactividades se han informado para este grupo organico de compuestos (Capitulo
2). A continuacion, se presenta una introduccion de las principales caracteristicas de
las xantinas y las guanidinas.
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1.2.1.1 Xantinas

Los alcaloides son una clase de compuestos naturales muy importantes para el
desarrollo de farmacos. Durante el siglo XIX, los cientificos han aislado y caracterizado
familias de alcaloides tales como las xantinas, quinina, atropina, etc. Estos alcaloides
son conocidos por sus diversos papeles en la quimica medicinal incluyendo
inhibidores de diversas enzimas de la sefalizacion celular, actividad antibacteriana,
actividades metabdlicas, etc. Entre estos alcaloides, los derivados naturales de la
xantina como la cafeina, la teofilina y la teobromina son compuestos nitrogenados a
base de purina que poseen ciertas propiedades medicinales. Algunas aplicaciones
terapéuticas se basan en su papel como antagonistas del receptor de adenosina,

farmacos antitumorales, farmacos antiasmaticos y farmacos psicoestimulantes.?®

Las xantinas son purinas que transportan grupos carbonilo en las posiciones 2y 6. Su
comportamiento de coordinacién con los cationes metélicos es de gran interés, ya que
son parte del ADN y el ARN. En la Fig. 9, se presentan algunas estructuras de

miembros importantes de la familia.2®
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)
b} c) ) d)
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o r\|1 " N
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CH;
Figura 9. Estructura de los derivados de xantina. (a) La estructura basica de las xantinas. (b) La cafeina tiene R1

= metilo, R3 = metilo, R5 = metilo. (c) Teofilina (R1 = metilo, R3 = metilo, R5 = hidrogeno). (d) Hipoxantina (R1 =
hidrogeno, R3 = hidrégeno, R5 = hidrogeno).30

La cafeina, 1,3,7-trimetilxantina, es uno de los derivados de la xantina que
generalmente se usa en medicina como estimulante del sistema nervioso central, y su
principal modo de accién es la antagonizacién del receptor de adenosina y la inhibicién
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de la fosfodiesterasa.®' La presencia de cafeina en bebidas como café, té, chocolate,
refrescos y bebidas energéticas, le otorgan un reconocimiento popular como la

sustancia psicoactiva méas consumida del mundo.®?

La cafeina es un compuesto biolégicamente activo y un buen candidato para la
funcionalizacién organica de los POM con el fin de mejorar la bioactividad de estos
grupos. En el capitulo 3, se presentara un nuevo material hibrido de un derivado de
cafeina y K-POM con actividad antiviral.

1.2.1.2 Guanidinas

Los derivados de guanidina son una familia de compuestos organicos bioactivos. El
esquema 2 muestrala estructura general de esta familia de compuestos, que

comparten un grupo funcional CNs en forma de Y.32

Esquema 2. Formula general para guanidinas sustituidas

Los compuestos con el grupo funcional guanidina han encontrado muchas
aplicaciones practicas en diversas areas de la quimica, como la catalisis y la quimica
de coordinacion. Ademas, los compuestos con este grupo funcional son adecuados
para el desarrollo potencial de farmacos que actuan en el sistema nervioso central,
agentes antiinflamatorios, agentes antidiabéticos y quimioterapéuticos, asi como

cosméticos.3*

En su forma protonada o alquilada, el grupo guanidinio (Esquema 3) puede unir
aniones tales como carboxilatos, fosfatos, sulfatos y nitratos a través de enlaces de
hidrégeno e interacciones electrostaticas.34 La longitud de las cadenas laterales y la
incorporacion de grupos funcionales pueden sintonizar la actividad quimica de los

compuestos.

Los cationes de guanidina (guanidinio) tienen una estructura de resonancia con

presencia de electrones deslocalizados en los tres enlaces C-N, y todos los enlaces
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C-N tienen longitudes de enlace entre un enlace simple y uno doble (Esquema 3). Esta
resonancia proporciona una buena estabilizacion quimica de la estructura de

guanidinio.
=3 R R:..® _R: R, R 1
‘HN,f 2 e S i IQ.R‘N/H,.
Rg /Jj\ R: - R | F; - Ry /L@ Ry )\
Tr b} NN T Rp R
i | |
Rs Ry Rs Ry Re Ry FL FL..

Esquema 3. Estructuras de resonancia del catién hexaalquil guanidinio.

Los derivados de guanidina son compuestos bioactivos y, por la combinacién de
cationes organicos de esta familia y POMs, se espera obtener liquidos iénicos a base
de polioxometalato (POM-IL). Los nuevos materiales tendrian propiedades sinérgicas
para aplicaciones en el campo de la quimica médica. Un POM-IL basado en

guanidinio con actividad antibacteriana y antifingica se presenta en Capitulo 2.

1.2.2 POM-liquidos iénicos

Los liquidos iénicos (IL) son sales con un punto de fusidén por debajo de 100°C y estan
formados tipicamente por un catién voluminoso organico y un anién inorganico.? Las
interacciones couldombicas son las interacciones dominantes entre iones y algunas
interacciones intermoleculares ayudan a la organizacion supramolecular de los
ILs. Entre estos, las interacciones de coulomb son responsables de la formacion de
pares de iones y de los grupos de iones de orden superior y la presencia de enlaces
de hidrégeno, induce la direccionalidad estructural, una de las caracteristicas mas
interesantes de los ILs.3% Para la mayoria de las aplicaciones, los ILs a temperatura
ambiente son los mas deseables. Se sabe que los compuestos son posibles de
disefar para una aplicacion especifica porque la variacion del catién y/o anidbn modifica
las propiedades fisicas como la viscosidad y la solubilidad.

El campo de los ILs y sus aplicaciones esta creciendo en numero y diversidad tanto
en la investigacion académica como en el desarrollo industrial.3® Se han desarrollado
una variedad de materiales relacionados con ILs, ya que los ILs se pueden incorporar
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facilmente en diferentes soportes, tales como silice, carbonos activados, estructuras
metélicas organicas (MOF) o en una matriz polimérica.3’ La eleccion del soporte
depende generalmente de que la actividad deseada del material compuesto sea solo
como portador o parte activa del material.

Los cationes mas comunes para IL son los cationes de imidazolio, amonio y
guanidinio. Una ventaja del catién de guanidinio sobre los otros es la posibilidad de
introducir en su estructura seis sustituyentes diferentes y, de esta manera, influir en
las propiedades fisicas, electroquimicas y quimicas del IL. Ademas, muchos de ellos
tienen una alta estabilidad térmica debido a la disipacion de la carga positiva que vista
en la seccion 1.2.2. Los aniones mas comunes para IL son aniones organicos o
inorganicos como ClI-, BF4~0 PFs-0 CF3 SO3? . Recientemente, se informé la sintesis
de POM-ILs donde el POM es el componente aniénico.? La incorporacion de POMs en

el campo de liquido i6nico avanza las fronteras de los materiales compuestos.
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Objetivos

Los objetivos de este trabajo se centran en el desarrollo de nuevos materiales idnicos
basados en polioxometalatos con actividad contra microorganismos patégenos. Se
pretende disenar, sintetizar, caracterizar y analizar su comportamiento en sistema

biolégico — mecanismo de accidn, potencial terapéutico y futuras direcciones clinicas.

« Objetivo especifico |: Disefar, sintetizar y caracterizar compuestos con
polioxometalatos funcionalizados, con derivados organicos cuya bioactividad es
conocida, y que posean actividad contra diferentes microorganismos.

« Objetivo especifico Il: Estudiar las propiedades fisicoquimicas como la
estabilidad y la lipofilicidad de los materiales hibridos.

« Objetivo especifico Ill: Evaluar el mecanismo de acciéon y el potencial
terapéutico mediante estudios de acoplamiento in vitro y molecular.

Se espera que los resultados contribuyan al disefio de terapias antivirales alternativas
y al conocimiento del mecanismo de accién de los polioxometalatos como agentes

antivirales, antibacterianos y antifungicos.

Esta tesis presenta perspectivas interesantes para la farmacologia inorganica en el
desarrollo de agentes terapéuticos altamente eficientes y de baja toxicidad.
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Capitulo 2: Actividad antibacteriana y antifungica de
films que contienen un IL de guanidinium-POM

2.1 Introduccién

El desarrollo de resistencia antimicrobiana es un problema a escala mundial. Se
requieren nuevos medicamentos y materiales para prevenir la propagacién de
infecciones causadas por organismos resistentes a los tratamientos antimicrobianos
disponibles actualmente. Esto crea el desafio de obtener nuevos antibidticos y
alternativas terapéuticas." La resistencia antimicrobiana desarrollada por patdégenos

humanos se muestra en la figura 1.

Candida albicans----»
Acinefobacter spp.--»

Gram-negative
Gram-positive
B Gram-positive/

acid-fast
Fungvs Haemophilus ducreyi -
Saimonefia typhi: === =sesesasenaans -
Haemophilus influenzae -ssceesescaaiaas >
Neisseria QoOnomioeas «-======sssssmszss -
Pseudomonas 8erugingsa®---=-=====z===z=z--- -
Salmonella Spp.-r = r==tn==sssn=sccsasccsan== -
Shigefla dysenteriag-====r==reamsmscsmsanamsnunna >
Shigela Sphi = re s r=srasraiaare s 5 skes 6 s mesd6ss -
Other gram-negative rods ===r=ssa=rsssasemssnsnnsanas -
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Figura 1. Patdgenos humanos que han mostrado resistencia a los medicamentos antimicrobianos. Los asteriscos
indican que algunas cepas de estos patégenos, hoy en dia, no se pueden tratar con medicamentos
antimicrobianos conocidos. Reimpreso en su idioma original con permiso de la ref. 2 Copyright © 2012, Pearson
Education, Inc.

Una de las razones de la resistencia a los antimicrobianos es la capacidad de algunos
patdbgenos de formar un biofilm. Este proceso microbioldégico ocurre cuando
los microorganismos se unen irreversiblemente a las superficies y crecen alli
produciendo polimeros extracelulares (principalmente polisacaridos) que facilitan la
union y la formacion de la matriz. Las bacterias E. coliy Staphylococcus aureus son

ejemplos que pueden formar microcolonias y hacer crecer el biofilm.2
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Para probar nuevos compuestos que pueden exhibir un amplio espectro de actividad
antimicrobiana, se usan bacterias Bacillus subtilis (B. subtilis) como modelo Gram (+)
y Escherichia coli E. coli) como modelo Gram (-). Ambos grupos de bacterias tienen
una estructura rodeada de membranas protectoras. Las bacterias Gram (+) poseen
una sola capa de membrana citoplasmatica ademas de una pared celular gruesa y
rigida (peptidoglicano). Las bacterias Gram (-) tienen una capa mas delgada de
peptidoglicano intercalada entre dos membranas: la membrana citoplasmatica y una
membrana externa (Fig. 2). Estas diferencias en la estructura celular protectora son
uno de los desafios en el descubrimiento de medicamentos contra las bacterias
Gram(-)."

Figura 2. Vistas esquematicas de las paredes celulares de bacterias Gram-negativa (arriba) y Gram-positiva
(abajo), que muestran el ensamblaje complejo de compuestos de alto peso molecular.* Reproducido de la Ref. 4
en su idioma original y con permiso de la Royal Society of Chemistry.

B. subtilis pertenece a la familia Bacillaceae mientras que E. coli pertenece a la
familia Enterobacteriaceae. Ambos  organismos tienen forma de  bacilo.
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Algunas especies de E. coli estan asociadas con enfermedades gastrointestinales
humanas y su presencia se vuelve relevante para la seguridad alimentaria y
sanitaria. Se consideran patdégenos transmitidos por el agua y su exposicién es un

riesgo para la salud publica.®

Algunos patdgenos fungicos también constituyen un problema de salud publica, ya
que pueden desarrollar resistencia a los antimicoticos, en parte debido a su modo de
crecimiento de biofilms. El desarrollo de un farmaco antifungico, en comparacién con
los antibacterianos, es mas dificil debido a la naturaleza eucariota de las
células. Los agentes antifungicos que actuan sobre las vias metabdlicas en los hongos
a menudo actan de manera similar en las células huésped, aumentando la
citotoxicidad de estos compuestos. Por lo tanto, el desarrollo de agentes antifingicos

mas efectivos y seguros es una prioridad en el campo de la quimica médica.®

2.1.1 Actividad antibacteriana y antifungica de los POM

Se ha informado que varios POMs poseen actividad antibacteriana y unos pocos
poseen actividad antifungica. Es importante destacar que el area de investigacion de
la actividad antifungica de los POMs no ha sido del todo explorado.

El mecanismo de acciéon de los POM como agentes antibacterianos aun no ha sido
suficientemente dilucidado. En general, la bioactividad de los POM se debe a
interacciones con aminoacidos de proteinas que conducen a respuestas biol6gicas
que afectan la viabilidad de la célula bacteriana.’

En las ultimas décadas, se llevaron a cabo estudios sobre la actividad antibacteriana
de los POMs, y los mas relevantes se mencionan a continuacion. La busqueda de esta
informacion se basd en sus actividades antibacterianas y antifingicas y en su
capacidad para combinarse con compuestos organicos, y de formar parte de un

material nanocompuesto.

Las siguientes publicaciones estan relacionadas con la actividad antibacteriana de los
POM y su efecto sinérgico con antibidticos conocidos y compuestos bioactivos
organicos. En 2006, se informé la actividad de varios POM en combinacién con
oxacilina contra S. aureus resistente a meticilina y vancomicina.8®La presencia de
Ke [P2W18062] x 14H20, K4[SiM012040] x 3H20, K7[PTi2W10040] x 6H20, y KeHs[a-
Ge2TisW1s077] x 16 H20 dio como resultado la inhibicion de la proliferacion celular de
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las cepas, debido a un efecto sinérgico de los POMs y el antibiético mencionado. La
duracién en el tiempo de la inhibicién celular aumenté al incrementar la concentracion
de POMs, dependiendo de la cantidad de indculo de cepa inicial.2 En 2017, se inform6
sobre la sintesis y caracterizacidon de compuestos de feniletinida de plata (1) basados
en POM con actividades antibacterianas y antifingicas. Estas actividades fueron
evaluadas por el método de difusibn en disco de las cepas de bacterias B.
pumilus, B. subtilis, S. aureusy E. coli, 'y los hongos  Aspergillus niger
y Candida albicans. Los resultados biolégicos de prueba de toxicidad mostraron que
estos compuestos tienen baja toxicidad en lineas celulares humanas y de animales, y
que sus propiedades antibacterianas y antifungicas son comparables a los de los

farmacos antibiéticos gentamicina y anfotericina B."°

Los polioxometalatos y péptidos poseen una capacidad intrinseca de auto
ensamblarse en arquitecturas biologicas versatiles. En 2007, por primera vez, se
inform6 la combinacion de aminoacidos y un fosfomolibdato que forma un material
antimicrobiano insoluble en agua y biocompatible. Los amino&cidos utilizados fueron
glicina, lisina e histidina y el material resultd6 con actividad antibacteriana
contra E. coli.'" En 2017, se inform¢ la construccion de una estructura supramolecular
de polimero-polioxometalato basada en péptidos. Debido ala sinergia de ambos
compuestos, el polimero y el POM, los nanocompuestos resultaron con mayor
actividad antimicrobiana y actuan por un mecanismo diferente que sus
precursores. El péptido catidnico actua a través del mecanismo de disrupcion de la
membrana, mientras que el mecanismo de los nanocompuestos se debe

principalmente al dafo celular mediado por radicales libres.'?

Con respecto a los nanomateriales, vale la pena mencionar las publicaciones
relacionadas con la mejora de la actividad antibacteriana de las nanoparticulas y los
POMs. En 2013, se demostré la funcionalizacion secuencial de la superficie de
nanoparticulas de oro reducidas en tirosina (AuNPsTyr) con POMs. Ademas, la lisina
se usd para explorar la actividad antimicrobiana impulsada por la funcionalidad
quimica de manera controlada. La investigacién revel6 que las nanoparticulas de oro
altamente biocompatibles pueden funcionalizarse superficialmente con aminoacidos y
POMs para el disefio de un fuerte agente antibacteriano contra E. coli..'® En 2014, se
presentd una nueva estrategia para mejorar el potencial antibacteriano de las
nanoparticulas de plata (AgNP) mediante su modificacion de la superficie con

POMs. La investigacion, basada en E. coliy Albus staphylococcus, demostrd que la
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combinacién de los POM y AgNPs con tirosina, result6é en un efecto sinérgico
que mejora el dafo fisico a las células bacterianas. Los nanomateriales evidenciaron
ser biocompatibles y se sugiri6 su potencial aplicacién como antimicrobiano especifico
para la cicatrizacion de heridas tépicas.'* En 2014, se publicé un estudio sobre
capsulas antimicrobianas supramoleculares ensambladas a partir de POMs vy
quitosano. Se describié una estrategia basada en tensioactivos para formar
estructuras  nano hibridas organometdlicas esféricas con propiedades
antimicrobianas. Se demostré que el crecimiento de E. colise vio afectada por la
presencia del nanomaterial y el tamafo de los materiales compuestos.’> En 2018, se
publicé una revisidén de la actividad antibacteriana de los POM, que incluye avances
recientes en la sintesis, propiedades y desarrollo de estructuras hibridas y nano
compuestas biolégicamente activascon POM.” Es importante destacar
la relevancia del desarrollo de estrategias nanotecnoldgicas en el campo de los
materiales avanzados relacionados con los POM.

2.1.2 Actividad antibacteriana de POM-IL

La actividad antibacteriana de los liquidos i6nicos POM (POM-IL) como una nueva
clase de antimicrobianos esta actualmente en investigacion. Las POM-ILs basados en
aniones de tipo Keggin (a-SiW11O39)® con iones tetraalquilamonio como especies
catibnicas activas, evidenciaron poseer actividad contra importantes patdégenos
humanos: E. coli, P. aeruginosa y especialmente contra la Gram (+), S. aureus. En la
misma publicacién, se mencioné que los K- POM lacunarios son mas efectivos que
los completamente saturados, lo que sugiere que el sitio lacunario podria desempenar
un papel interesante en la actividad antibacteriana y también a la capacidad de
combinarse con mayor cantidad de contra cationes que son bioactivos. Estos ILs
tienen cadenas de alquilo (C7 y C8) en su estructura para interactuar con las
membranas lipidicas de la célula bacteriana. También se informé que la actividad
antibacteriana de estas IL permanece después de ser soportada en diferentes
superficies como particulas de silice y piedras que se encuentran en

monumentos.16.17
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2.2 Films multifuncionales basadas en un liquido idnico
guanidinium-POM

Es una preocupacion mundial descubrir nuevos compuestos antibacterianos,
basandose en estudios de la resistencia a los antibidticos adquirida por las
bacterias. Recientemente, ha habido un aumento en el nimero de guanidinas
reportadas como nuevos biocidas.'® Por ejemplo, los antibidticos estreptomicina y
gluconato de clorhexidina tienen un nucleo de guanidinio en sus estructuras quimicas
y algunos desinfectantes comerciales contienen sales de dodecil guanidinio.™
Los compuestos de guanidina pueden protonarse para formar cationes de guanidinio
que pueden combinarse con diferentes aniones. Los polimeros catiénicos biocidas
como las poliguanidinas y las polibiguanidas exhiben una alta actividad antibacteriana
y baja toxicidad. Una serie de derivados de fenil guanidinio también exhiben actividad
antifingica. Desde esta perspectiva, una combinacion de un catién voluminoso de

guanidinio con un POM podria conducir a la formacién de un material antimicrobiano.

En este capitulo, se presenta el desarrollo de un film multifuncional antibacteriano y
antifungico basada en un nuevo liquido iénico de guanidinio-POM. Se estudia
la caracterizacion y la actividad de los precursores y de los films contra
microorganismos. Los films podrian estar destinados para ser utilizados como

recubrimientos de superficie antimicrobianos en entornos clinicos.

En este trabajo, se presentanla combinacion de un catibn de guanidinium
estéricamente exigente con un Keggin POM lacunario, lo que resulta en un nuevo
liquido iénico. Este liquido i6nico (DOTMG-1) se prepard por intercambio idnico
empleando la N, N, N' N'-tetrametil- N'', N "-dioctylguanidinum bromuro de sal
(DOTMG - Br) con la sal de potasio de polioxometalato -Ks a[SiW1103g]. En la Figura
3, se presentan las estructuras quimicas de estos compuestos.
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Figura 3. Representacion esquematica de las estructuras quimicas de a) DOTMG-Br y b) DOTMG-1.

Para el nuevo POM-IL y el precursor, se determiné la lipofilicidad utilizando parametros
cromatograficos para estudiar su perfil fisicoquimico. Para evaluar la actividad
antibacteriana y antifungica y la toxicidad contra las células de mamiferos, se

realizaron estudios in vitro.

Se sabe que los liquidos ibnicos, en general, requieren una matriz portadora para
formar films delgados. Se demuestra que al disolver el polimero de polimetilmetacrilato
(PMMA) y DOTMG-1 en el mismo disolvente organico y usar la técnica de
recubrimiento por rotacién (spin-coating), es posible preparar un film multifuncional en
el que el liquido idnico se impregna en la matriz polimérica.?® En las siguientes
secciones, se presenta la preparacion de los films y los estudios para analizar su
capacidad de inhibicion y el impacto de la presencia de POM-IL en la topografia de
la superficiey la efectividad para la inhibicion bacteriana. Se espera que el
recubrimiento sea biocompatible, facil de manipular y con actividad antimicrobiana.

En la siguiente seccion, se presentan los fundamentos de las diferentes técnicas
microscopicas que participan en los estudios antimicrobianos y en la caracterizacion

microestructural de los materiales.
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Técnicas microscopicas

La caracterizacién de los materiales implica la determinacién del tamaro, la formay la
distribucién de fases. La microscopia electronica de barrido (SEM), la microscopia
electrénica de transmisién (TEM) y el microscopio de fuerza atémica (AFM) se
utilizaron para estudiar estas caracteristicas.

Los microscopios electrénicos usan un haz de electrones en lugar de luz, y una bobina

deflectora en lugar de lente, lo que permite tener una resolucion muy alta.
e SEM

Es una microscopia capaz de producir imagenes de gran aumento y muy alta
resolucion. El principio de funcionamiento de SEM se basa en el uso de un haz de
electrones de pequeno didmetro que interactia con la superficie de la muestra y se
emiten varias senales, lo que permite explorar la superficie de la muestra punto por

punto.

Los electrones primarios son emitidos por un canon de electrones y tipicamente son
acelerados y enfocados espacialmente a un punto por una o dos lentes
condensadoras. El diametro del haz incidente en el SEM debe ser lo mas pequerio
posible ya que determina la resolucidon espacial del instrumento. Los haces de
electrones pasan a través de bobinas de escaneo conectadas en la columna, ubicadas
justo arriba de la lente del objetivo, para lograr la desviacién en las direcciones x e y
para escanear y cubrir un area cuadrada de la muestra. Cuando los electrones
primarios entran en contacto con la muestra, pierden energia debido a la dispersion
aleatoria repetida y absorcion en la muestra. El volumen que contiene la mayoria de
los electrones dispersos se llama volumen de interaccion. Desde la parte superior de
la superficie de la muestra se emiten varias senales, como electrones secundarios,
electrones retrodispersados y rayos X caracteristicos de la muestra, que son
detectados por detectores especiales. Estas sefales se amplifican y se muestran en
el tubo de rayos catddicos (CRT) o en una pantalla de plana. El haz de electrones en
la exploracion CRT o los voltajes generados por computadora se sincronizan
perfectamente con el haz incidente y el resultado es una imagen que mapea de
intensidad de las sefales emitidas.?"

Por lo general, el escaneo se realiza a una velocidad de video (aproximadamente 60

pixel/segundo) para enfocar el espécimen a estudiar, y luego a mayor aumento y bajo
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escaneo para grabar una imagen de buena calidad. Si el modo de imagen SEM es la
imagen secundaria de electrones (la mas comun), la sefal detectada son los
electrones secundarios. Estos electrones son electrones de baja energia (<50 eV)
expulsados por la dispersion inelastica y son muy utiles para examinar la topografia
de la superficie con alta resolucién espacial. El brillo de la sefial depende del nimero
de electrones secundarios que llegan al detector y es sensible a la topografia de la
superficie de la muestra. El rendimiento es mas bajo para la incidencia normal
(perpendicular) y aumenta mientras que el angulo entre el haz primario y la incidencia

normal en la superficie aumenta.

La microscopia electrénica de barrido ambiental (ESEM) funciona de manera similar
a la SEM, pero es util para estudiar muestras biol6gicas en su estado natural como
hidratadas y con una superficie no conductora. El sistema de bombeo del ESEM
permite la transferencia del haz de electrones desde el alto vacio a la regién de alta
presiébn donde se coloca la muestra. El detector utilizado habitualmente es un
dispositivo de deteccidn de gases disefiado para detectar sefiales del entorno gaseoso
del ESEM.?2

e TEM

Esta técnica es util para obtener una morfologia completa, que incluye el tamario de
grano, los limites de grano y la interfaz, defectos en su naturaleza y estructuras
cristalogréficas y atomicas. Los electrones pasan a través de la muestra y se

transmiten para formar una imagen.

El sistema oOptico-electrénico contiene la pistola de electrones, que produce el haz de
electrones, y varias lentes magnéticas, colocadas verticalmente en la columna. Las
lentes del condensador enfocan el electrén en la muestra y, junto con la pistola, forman
parte del sistema de iluminacion. La etapa de muestra esta disefiada para mantener
la muestra lo mas estacionaria posible para evitar los ruidos o las vibraciones que
podrian traducirse en la imagen. El otro sistema del microscopio es el sistema de
imagenes y esta compuesto por las lentes que juntas producen una imagen ampliada
de la muestra en la pantalla. El disefio de las lentes determina la resolucion espacial
de las imagenes obtenidas.
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En el modo de imagen de campo brillante, el area formada por electrones que
permanece sin dispersar (transmitida) aparece brillante en relacibn con la
muestra. Estos electrones se seleccionan con la apertura del objetivo insertada y
centrada alrededor del eje éptico de la lente del objetivo. Las regiones de mayor
nuamero atémico o regiones mas gruesas aparecen oscuras en este modo, ya que
muchos de los electrones incidentes son absorbidos por el diafragma objetivo, y
debido al aumento en la cantidad de dispersidn elastica, respectivamente. Estos
efectos se denominan contraste de grosor de masa (mass-thickness contrast). Este
modo se usa comunmente para estudiar muestras bioldgicas ya que los agentes de
tincion (con un nimero atémico promedio mas alto) apareceran mas oscuros para que

la muestra bioldgica se vea mas clara.?
o AFM

Esta técnica permite la visualizacibn y manipulacién de estructuras a escala
nanométrica o atdbmica. La muestra se escanea por un micro — cantiléver flexible con
una punta afilada que se dobla bajo la influencia de fuerzas. La punta generalmente
tiene un diametro del orden de nanémetros y esta hecha de silicio. Cuando la punta
esta cerca de la superficie de la muestra, la fuerza entre la punta y la muestra conduce
a una desviacién del cantiléver de acuerdo con la ley de Hooke. La desviacidon se mide
usando un laser reflejado desde la superficie superior del cantiléver sobre un sistema
de fotodiodos (Fig. 4).22

Quad
photodiode

Sense cantilever
bending and
twisting via laser

Microlabricated, f
cantilever e

Figura 4. Los componentes centrales de la AFM. Reproducido con permiso de la Ref. 23. Copyright © 2012 por
John Wiley & Sons, Inc
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Hay tres modos comunes de AFM: modo de contacto, modo sin contacto y modo
intermitente. En el primero, la punta escanea la muestra por contacto directo y con una
fuerza muy baja y la desviacion se debe a las fuerzas repulsivas entre la punta y los
atomos de la superficie de la muestra. Este modo no es adecuado para materiales
blandos, ya que puede danar la muestra. En el modo sin contacto, la punta oscila a
una frecuencia ligeramente superior a su frecuencia de resonancia y la amplitud de la
oscilacion es de pocos nanometros. Las fuerzas que se extienden sobre las
superficies, como las fuerzas de Van der Waals, disminuyen la frecuencia de
resonancia del voladizo y, combinado con un sistema de bucle de retroalimentacion,
mantienen una frecuencia constante ajustando la distancia promedio de punta a
muestra. Este modo no se usa en materiales hidrofilicos debido a que la presencia de
la capa de menisco liquido en condiciones ambientales da como resultado imagenes
de baja resolucion. El dltimo modo, también llamado tapping mode, se usa
ampliamente para biomateriales o materiales blandos porque hay un contacto
intermitente de la punta con la muestra directamente, pero no se aplica fuerza de
friccion lateral a la muestra y la informacion topografica proporcionada por la
microscopia. Es con una muy buena resolucién. En este modo, el cantiléver oscila
hacia arriba y hacia abajo cerca de su frecuencia de resonancia, pero la amplitud de
la oscilacion es tipicamente de 100-200 nm. Las fuerzas, como la electrostética y Van
der Waals, actuan sobre el cantiléver y la amplitud de la oscilacién disminuye cuando
la punta se cierra a la superficie. Mientras se realiza la exploracion sobre la muestra,
el sistema de control ajusta la altura del cantilever para mantener constante la amplitud

de oscilacién o la frecuencia.??

El AFM tiene muchas ventajas en comparacion con otros microscopios, ya que
requiere una preparacion de muestra simple y no es necesario tener una superficie
conductora, proporciona imagenes 3D simultdneamente y ademas de las imagenes
de altura, también se pueden obtener imagenes de fase. Ademas, durante el analisis,

no se requiere vacio, y es adecuado para estudiar muestras bioldgicas.

2.2.1 Seccion experimental

2.2.1.1 Materiales y métodos.
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Observaciones g¢enerales: todos los reactivos y productos quimicos fueron
suministrados por SIGMA ALDRICH, FISHER CHEMICALS, ABCR CHEMICALS y
ACROS ORGANICS. Los materiales se usaron sin purificacion adicional. A menos que
se describa lo contrario, las reacciones se llevaron a cabo bajo presion atmosférica. La
sal de resazurina de sodio, fosfato de sodio monobasico, fosfato de sodio dibasico,
trinidrato de cacodilato de sodio, glutaraldehido al 25%, DMSO, NaCl, solucién salina
tamponada con fosfato (PBS), usados en los ensayos in vitro, también fueron de
Sigma-Aldrich. Todos los medios de cultivo fueron de Scharlab, SL (Espana).

Para los ensayos bacterianos, se utilizaron los siguientes medios de cultivo: agar
triptona de soja (TSA), agar Mueller Hinton suplementado con cloranfenicol (MHA) y
agar de infusién de cerebro-corazén (BHIA) como medio sélido; Luria-Bertani (LB) y
caldo de nutrientes (NB) como medios liquidos.

Para los ensayos fungicos, se utilizaron los siguientes medios de cultivo: Agar
Sabouraud Dextrosa suplementado (SDA) con cloranfenicol, Agar de malta de
levadura (YMA) y Agar papa dextrosa (PDA) como medio sélido; RPMI 1640, caldo de
malta de levadura (YMB) y peptona de dextrina de malta (MEP) como medio liquido.

Analisis elemental (EA): el andlisis elemental se realizé en un equipo de analisis
elemental Carlo Erba 1108.

Espectroscopia de emision atémica plasmatica acoplada inductivamente (ICP-
AES): se realiz6 en un espectrometro Perkin Elmer Plasma 400.

Resonancia Magnética Nuclear (RMN): 'H y 3 C espectros de RMN se registraron
en Bruker Avance 600 (1H: 600,13 MHz; 13C: 151,87 MHz) y Bruker Avance 500
espectrometros (1H: 500,14 MHz, 13C: 125,76 MHz).

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT- IR): para el POM, la
espectroscopia FT-IR se realizé en un espectrofotémetro Bruker Vector 22 FTIR. Las
muestras se prepararon como granulos KBr. Para los films, se utilizd espectrometro
Jasco 4700 con un soporte magnético. Las senales se dan como numeros de onda en
cm ~'usando las siguientes abreviaturas: vs = muy fuerte, s = fuerte, m = medio, w =

debil y b = amplio.

Analisis de termogravimetria (TGA): TGA se realizd en un instrumento Shimadzu
TGA-51; Se calentaron muestras de aproximadamente 10 mg a una velocidad de
10 ° C/ min en atmdsfera de aire (30 ml/ min), en el intervalo de 30 a 800 °C.
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Cromatografia liquida de ultra alto rendimiento (UHPLC): los experimentos se
realizaron en un sistema UHPLC Agilent 1260 Infinity (Waldbronn, Alemania) equipado
con una bomba binaria, membrana desgasificadora, muestra automatica,
compartimento de columna del horno, UV-Vis (Ultra Violet -Visible) detector de matriz
de diodos, y el paquete de software OpenLab CDS Chemstation (Agilent
Technologies, Waldbronn, Alemania) para controlar el instrumento, la adquisicion de
datos y el analisis. La separacién se realizé inyectando 15 pL de soluciones estandar
de trabajo en una columna analitica ZORBAX XDB-C18 (75 mm x 4.6 mm, 3.5
pMm). Todas las mediciones de pH se llevaron a cabo con un potenciémetro 410A Orion
(Massachusetts, Estados Unidos) equipado con un Boeco BA 17 (Hamburgo,
Alemania). Para la medicion de la lipofilicidad: las soluciones estandar se
prepararon pesando y disolviendo exactamente en acetonitrilo (ACN) cantidades
apropiadas de DOTMG-Br o DOTMG-1 para alcanzar concentraciones de 30 mg/L. La
fase movil binaria consistié en una solucion acuosa de 10 mmol/L de sal de sodio de
acido heptano-1 sulfénico (A) (pH 7.0) y ACN (B), administrada a 0.300 mL/min. La
temperatura de la columna se ajusté a 25 °C. Durante la secuencia del experimento,
se inyectaron volumenes de muestra de 5 uL y se analizaron usando diferentes fases
moviles de la siguiente manera: la composicién estaba cambiando en un 1% en cada
medicién [10 mediciones, comenzando en 20 (A): 80 (B) y terminando con 10 (A): 90
(B)]. Los cromatogramas UV se registraron a 230 nm.24 25,26, 27

Ensayo de citotoxicidad: se realizé utilizando el ensayo de viabilidad de células
luminiscentes Cell Titer Glo (Promega, EE. UU.), la incubadora de COz Steri-Cult 3311
(Thermo Scientific, EE. UU.) y el luminémetro de microplacas Orion Il (Titertek-
Herthold, Alemania). Se realiz6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las
lineas celulares utilizadas fueron HEK293T (linea celular de rindn embrionario
humano, utilizada para la transfeccion transitoria) obtenida a través de ATCC ® (CRL-
3216TM), y TZM-bl (derivado de células Hela utilizado como linea celular indicadora
para la infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana por VIH) obtenido a
través del NIH (Instituto Nacional de Salud) - Programa de reactivos para el SIDA
(sindrome de inmunodeficiencia adquirida) (numero de catdlogo 8129). Para evaluar
la actividad citotoxica potencial, se disolvieron inicialmente 100 mg de DOTMG-1 y
DOTMG-Br en 1 ml de dimetil sulféxido (DMSO) y la solucién de concentracion inicial
se diluyé adicionalmente 1: 200 en PBS, para evitar cualquier efecto citotoxico
relacionado con DMSO. Las células HEK293T y TZM-bl se sembraron en una placa
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de 96 pocillos en 100 pl de medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) para tener
una confluencia celular del 30-40% en el momento de la siembra. Al dia siguiente, las
células se incubaron con una dilucion serial de DOTMG-1 y DOTMG-Br, con DMSO
como solo control negativo y Tritdn-X 100 como control positivo para la muerte
celular. Las células se incubaron durante 2 dias a 37 °C y se evalud la viabilidad celular
con el ensayo Cell Titer Glo midiendo la cantidad total de trifosfato de adenosina
(ATP). La determinacioén de la concentracion citotéxica 50 (CC50) se realizo utilizando
el log (inhibidor) frente a la respuesta: opcion de regresion no lineal de pendiente

variable (cuatro parametros) disponible en el software Graph Pad Prism 8.

Ensayos de proliferacion microbiana: se registré el crecimiento bacteriano y fungico
midiendo la densidad 6ptica (DO) de las muestras a 620 nm durante un periodo de 24
horas utilizando un lector de microplacas (Thermo Scientific MULTISKAN GO). Los
resultados se compararon con la variacion de DO de un cultivo de control que contiene
solo bacterias u hongos. Todos los controles y ensayos antibacterianos se replicaron
seis veces para verificar la reproducibilidad de los resultados y calcular los valores
medios y las desviaciones estandar.

Microscopia electréonica de barrido (SEM): las imagenes SEM se obtuvieron
utilizando un microscopio electrénico de barrido Phenom Pro (SEM). Para todas las
imagenes, la distancia de trabajo fue de 2.5 + 0.5 mm. Los films se apoyaban en
obleas de Si y no fueron recubiertas con pulverizacién catédica. Para el film A, el
estudio se realiz6 utilizando un voltaje de aceleraciéon de 5 kV y un soporte de
reduccion de carga (CRH). Estos parametros se establecieron para obtener imagenes
de buena calidad de la muestra ya que el film solo consistia en PMMA. Para los films
B, C y D, el estudio se realiz6 utilizando un voltaje de aceleracién de 5 kV y

un soporte estandar (SH).

Microscopia electrénica de barrido ambiental (ESEM): los datos se recolectaron
en un SEM de emisién de campo Quanta FEG-250 (FEI Company) para imagenes de
alta resolucion que funcionan en modo ESEM usando un detector de electrones

secundario gaseoso (GSED) en condiciones de alta humedad relativa.

Microscopia de fuerza atomica (AFM): las imagenes de AFM se obtuvieron
utilizando un Bruker Multimode 8 SPM (Santa Barbara, CA, EE. UU.) Con un
controlador NanoScope V (Santa Barbara, CA, EE. UU.). Las imagenes AFM se
adquirieron en modo intermitente utilizando puntas de silicio dopadas con antimonio,
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con una constante de resorte de 42 N/m y una frecuencia de resonancia de 320
kHz. Se exploraron areas de tipicamente 15 um x 15 uym. El analisis de la imagen se
realizé con Gwyddion version 2.46 (Brno, Republica Checa). La rugosidad superficial
promedio (Ra) se determind a partir de imagenes de altura AFM.?8 Para cada imagen
de altura, se definié un plano de referencia (plano medio) y se considerd un eje Z,
perpendicular a ese plano, donde Z = 0 estaba en el plano. Los valores Z se calcularon
a partir de las imagenes de manera discreta, donde Zj se definié como la altura del j -
pixel desde el plano medio. Los valores Z positivos estan asociados con
protuberancias por encima del plano medio, mientras que los valores Z negativos
estan asociados con depresiones debajo del plano. La Ra de cada imagen AFM se
determin6 como la desviacién promedio de los valores de altura del plano medio, al
considerar M pixeles en cada imagen (M = 262,144).

Microscopia electronica de transmision (TEM): las bacterias fijas se depositaron en
una cuadricula TEM y se visualizaron mediante imagenes de campo brillante en un
microscopio FEI Tecnai T20 que funciona a 200 kV.

2.2.1.2 Sintesis de la POM-IL

Sintesis de Ks[a-SiW11039] x 13H20:1a sintesis es una modificaciéon del
procedimiento de la literatura.?® El metasilicato de sodio (0,50 g, 4,09 mmol) se disolvié
a temperatura ambiente en 10 ml de agua destilada y se filtrd (solucion A). En un vaso
de precipitados de 100 ml, se disolvié tungstato de sodio (8,26 g, 25,18 mmol) en 3 ml
de agua destilada hirviendo (solucién B). A la solucion B, en caliente, se anadi6é gota
a gota una solucién acuosa de HCI 4 mol L' (8,25 ml) durante 5 minutos con agitacion
vigorosa para disolver el precipitado local de acido tungstico. Se afadié la solucion A,
seguido rapidamente por la adicion de 2,50 ml de 4cido clorhidrico acuoso 4 mol L
(pH 5-6). La solucién se mantuvo a 100°C durante 1 h. Después de enfriar a
temperatura ambiente, la solucidon deberia filtrarse si no esta completamente
transparente. Se anadidé cloruro de potasio (6,80 g) a la solucién con agitacion
magnética. El producto sélido blanco se filtrd (porosidad media), se lavé con dos
porciones de 20 mL de una solucién de cloruro de potasio (1 mol L"), luego se lavd

con 50 mL de agua fria y finalmente se seco al aire.
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Sintesis de (C21HseN3) Br (DOTMG-Br): la sintesis es una modificacion del
procedimiento de la literatura.®® La mezcla de tetrametilguanidina (1,15 g, 10 mmol),
bromuro de n-octilo (3,869, 20 mmol), carbonato de potasio (1,38 g, 10 mmol) y
bromuro de tetrabutilamonio (0,06g, 0,20 mmol-catalizador) se calentdé a reflujo en
ACN durante 36 h y luego se enfri6 a temperatura ambiente. Luego, se recogio el
filtrado. Se anadieron N- hexano y agua, y la mezcla se agité vigorosamente. La capa
organica se separd y el disolvente se evapord. Después de eliminar las trazas de
disolvente con alto vacio, se obtuvo DOTMG-Br como un liquido viscoso ligeramente

amarillo (rendimiento: 0,70 g, 1,66 mmol, 17%).

Sintesis de (C21Has N3)s[a-SiW11039] (DOTMG-1): la sintesis se basa en un
procedimiento de literatura modificado.3! En un balén de fondo redondo, mezclaron las
disoluciones de Ks[a-SiW11 Os9] x 13H20 (0.16 g, 0.05 mmol, 1.00 eq) en agua (50
mL) y DOTMG-Br (0.4 mmol, 8.00 eq) en diclorometano (80 ml). Las soluciones se
agitaron vigorosamente durante 15 minutos. La capa organica se separo, el disolvente
se elimind a presion reducida y se obtuvo un liquido amarillo altamente viscoso

(rendimiento: cuantitativo). MW = 5399 gr/mol.

2.2.1.3 Preparacion de films.

Las obleas de silicio (University Wafers) se limpiaron con agua, etanol y plasma de
aire (Zepto, Diener GmbH) antes de su uso como soporte.

Tres films diferentes de las concentraciones de POM-IL/PMMA se prepararon: 20/80
(film B), 35/65 (film C), 50/50 (film D). El film A esta hecho 100% de poli (metacrilato
de metilo) (PMMA).

El PMMA (Mw~350,000) se disolvi6 en tolueno (50 mg en 0.5 mL) y se agit6é y calent6
(60-70 °C) durante 3 horas para obtener una solucion homogénea del 10% m/v. La
solucion de PMMA se mezcl6 con diferentes cantidades de DOTMG-1 para preparar
soluciones 2% m/v, 35% m/iv y 5% m/v para los fims B, C y D,
respectivamente. Después de agitarse durante 1 hora con un agitador orbital (270
rpom), con una micropipeta, se depositaron 20 pl de cada solucibn mediante
recubrimiento por rotacidn (spin-coating) en el centro de una oblea de silicio cuadrada
(15 mm x 15 mm). Para el film A (film de PMMA), la velocidad de velocidad fue de 250
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rpm/s durante 5 s y 3200 rpm/s durante 15 s. Para los films con DOTMG-1, se ajust6
a 300 rpm/s durante 5 s con una velocidad de aceleracién de 120 rpm/s, y se aumentd
en 30 rpm siempre que aumentara la cantidad de compuesto en la composicion. El
segundo paso consistié en 1200 rpm con una velocidad de aceleracion de 500 rpm/s
durante 15 s. Las tasas se establecieron para permitir la sequedad de los films.

2.2.1.4 Ensayo antibacterial

Este proyecto se realizé en colaboracién con M. Sc. |. Franco Castillo quién realiz6 los
ensayos antibacteriales en el Instituto de Ciencia de Materiales de Aragén (ICMA-
CSIC) y CIBER-BBN, CISC-Universidad de Zaragoza, Espana.

Microorganismo y condiciones de crecimiento: se analizaron cuatro cepas
bacterianas en los ensayos antibacterianos: Escherichia coliDH5a, VTEC
(verotoxigénico E. colii como modelo Gram (-), Bacillus subtilis (1904-E) y Listeria
monocytogenes como Gram (+). Las condiciones de crecimiento bacteriano se

resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Bacterias y condiciones de crecimiento.

, , Temperatura | Incubacion
Microorganismos 2/’:’%3 I%z%% de previa al
incubacion inoculo
E. coliDH5a TSA LB 37°C 24 horas
Bacterias VTEC MHA LB 37°C 24 horas
B. subtilis TSA NB 37°C 24 horas
L. monocytogenes | BHIA NB 37 °C 24 horas

Ensayo de inhibicion de crecimiento bacteriano: se determind la concentracién
minima inhibitoria (MIC) de DOTMG-1 de las cuatro cepas bacterianas (E. coli DH5a,
VTEC, B. subtilisy L. monocytogenes). Las bacterias se descongelaron e incubaron
en los medios de cultivo sélidos apropiados por 24 h a 37°C. Se prepard un inéculo de
107 UFC/ml en el medio liquido apropiado y se afadieron 100 yL a una placa de 96
pocillos que contenia 98 uL del medio liquido apropiado y 2 puL del POM-IL disuelto en
DMSO a la concentracién deseada. El control positivo contenia bacterias y medios
liquidos, mientras que el control negativo solo contenia DOTMG-1 disuelto en medios
liquidos. Las curvas de crecimiento bacteriano se registraron durante un periodo de

24 h midiendo la DO de las muestras a 620 nm.
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Para los films: se incubaron 50 pL de E. colio B. Subtilis 108 CFU/mL sobre las
muestras A, B, C y D durante 4 h a 37 °C en la camara de humedad. Después del
tiempo de incubacién, las muestras se enjuagaron con solucion salina estéril y agua
estéril destilada y estas soluciones se diluyeron y se colocaron en placas sobre placas
de agar TSA. Las muestras enjuagadas se visualizaron en el ESEM.

Ensayo de viabilidad de células bacterianas: se analizé la viabilidad de células
bacterianas después del tratamiento con DOTMG-1 usando un ensayo de Resazurina
(10-Oxido de 7-sodiooxi-3H-fenoxazin-3-ona). Se incubé el inéculo bacteriano
de 10 “UFC/ml con diferentes concentraciones de DOTMG-1 (al igual que en el
ensayo de inhibicion del crecimiento bacteriano) en una placa de 96 pocillos. También
se incluyeron controles positivos (bacterias y medios liquidos) y negativos (DOTMG-1
y medios liquidos). Después de la incubacion de las placas durante 24 h a 37 ° C, se
anadieron 0,1 mg/ml de Resazurina (disuelta en LB para E. coliDH5a y VTEC, y en
NB para B. subtilisy L. monocytogenes) cada pocillo y se incub6 a 37°C en la
oscuridad durante 1 h bajo agitacién. El compuesto de resazurina (azul) se vuelve rosa
en presencia de microorganismos viables; por lo tanto, los pozos rosados después del
tiempo de incubacién indicaran que las bacterias estan vivas, y los pozos azules

bacterias muertas.

Actividad antimicrobiana superficial: se estudié6 la actividad antimicrobiana
superficial de DOTMG-1 utilizando un estandar JIS Z 2801 modificado (Numero de
referencia: JIS Z 2801: 2000 (E); ICS 07.100.10; 11.100). Los portaobjetos de vidrio
esterilizados (2 x 2 cm) se cubrieron con DOTMG 1 disuelto en acetona a diferentes
concentraciones para obtener concentraciones en la superficie (de 1 a 16 pg/cm). Los
portaobjetos recubiertos se secaron bajo luz UV durante 20 minutos para evitar
cualquier contaminacién externa y luego se afnadieron 50 pl de una suspension
bacteriana 107 CFU/ml sobre los portaobjetos recubiertos y un portaobjetos de control
sin recubrimiento. Se colocé un cubreobjetos sobre cada muestra para mejorar la
superficie de contacto. Las muestras se incubaron durante 24 h a 37 °C en una camara
de humedad y, después del tiempo de incubacion, las bacterias se extrajeron agitando
las muestras dentro de un tubo de halcon de 50 ml con 20 ml de medio liquido durante
1 minuto. Los medios liquidos que contienen las bacterias extraidas se diluyeron y
sembraron en los medios sélidos apropiados para cada microorganismo. Las colonias
cultivadas en las placas se contaron después de la incubacion de las placas durante

24 h a 37 °C. Se obtuvo un porcentaje de reduccién bacteriana comparando el numero
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de colonias presentes en las placas de las muestras recubiertas y las colonias
presentes en las placas de la muestra de control.

Andlisis TEM de las bacterias incubadas con DOTMG-1: con TEM se estudi6 la
morfologia de las bacterias después del tratamiento con DOTMG-1. Una suspensién
bacteriana de 107 UFC/ml de cada bacteria (E. coli DH5a, E.coli VTEC, B. subtilis, L.
monocytogenes) se incubo con el compuesto en la MIC y 2 MIC. El ensayo se realiz6
en una placa de 12 pocillos, donde cada pocillo contiene 1 ml de la suspensién de
bacterias, 980 pyL de medio liquido y 20 uL del compuesto a la concentracién
correspondiente. Luego, la placa se incubé durante 24 h a 37°C bajo agitacién. Para
visualizar las muestras con TEM, se fijaron las bacterias. Las muestras se
centrifugaron a 3000 rpm durante 15 minutos y luego el sedimento se re-suspendi6 en
1,5 ml de PBS estéril. Se llevé a cabo otra centrifugacion a 3000 rpm durante 15
minutos y el sedimento que contenia la bacteria se re-suspendié en 1,5 ml de
glutaraldehido al 2,5% en PBS 10 mmol L', pH 7,2 para la fijacion celular. Las
muestras se incubaron 2 h y luego se lavaron una vez con 1 ml de PBS estéril y tres
veces con agua destilada estéril (centrifugada a 3000 rpm durante 15 min entre un
lavado y otro) para eliminar el glutaraldehido. Los granulos se re-suspendieron en 1
ml de agua MilliQ estéril y se guardaron para su posterior andlisis. Se depositaron 2 pl
de cada muestra en una rejilla de cobre recubierta de carbono (malla Cu200) y se
dejaron secar a temperatura ambiente durante la noche. Las imagenes TEM se

obtuvieron en un microscopio electronico TECNAI T20 (FEI) que funciona a 80 kV.

2.2.1.5 Ensayo antifungico

Este proyecto se realizé en colaboracién con M. Sc. |. Franco Castillo quién realiz6 los
ensayos antifungicos en el Instituto de Ciencia de Materiales de Aragdn (ICMA-CSIC)
y CIBER-BBN, CISC-Universidad de Zaragoza, Espana.

Microorganismo y condiciones de crecimiento: se utilizaron cuatro hongos de la
Coleccion Esparnola de Cultivos Tipo (CECT) en los ensayos antifungicos, es
decir, Aspergillus  niger (CECT  2088), Cladosporium  cladosporioides (CECT
2111), Aspergillus ochraceus (CECT 2093) y Penicillium expansum (CECT 2278). Se
almacenaron suspensiones de esporas fungicas en Tween al 0,1%, glicerol al 20% a
-80 ° C antes de su uso. Todas las condiciones de crecimiento fungico se resumen en

la Tabla 2.
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Tabla 2. Hongos y condiciones de crecimiento

, , Temperatura | Incubacion
Microorganismos 2/’03;23 I%Z%OO de previa al
incubacion inoculo
Hongos A. niger SDA RPMI 35 °C 4 dias
A. ochraceus YMA MEP 25°C 4 dias
C. cladosporioides SDA RPMI 25°C 4 days
P. expansum PDA YMB 25°C 4 days

Ensayo de inhibicion del crecimiento fungico: la determinaciéon MIC de DOTMG-1
contra las cuatro cepas fungicas (A. niger, A. ochraceus, C. cladosporioidesy P.
expansum) se realiz6 mediante un método de microdilucion en medio de cultivo segun
el Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana EUCAST) directrices
(E.DEF 9.3.1). Las esporas de hongos se incubaron durante cinco dias en medio
sOlido a la temperatura correspondiente para cada molde. La parte aérea de los
hongos se tom6 con un hisopo y se re-suspendié en agua estéril destilada con Tween
al 0,1% para obtener una suspension de 108 conidios/ml. Esta suspension se diluyd
luego a 10° conidias/ml en agua estéril destilada. Para determinar el MIC, DOTMG-1
se disolvio en DMSO a las concentraciones deseadas y se anadieron 2 uL de cada
solucién a cada pocillo de una placa de 96 pocillos que contenia 98 uL de medio de
cultivo y 100 pL de los 10 °conidios. / ml de suspensién. El control positivo contenia
solo esporas de hongos y medios de cultivo, mientras que el control negativo contenia
solo DOTMG-1 disuelto en medios de cultivo. Después de un periodo de incubacién
de 48 ha 35 °C para A. nigery 25 °C para A. ochraceus, C. cladosporioidesy P.
expansum, de acuerdo con las recomendaciones de CECT, los valores de MIC se
determinaron como la concentracion mas baja de DOTMG-1 para inhibir el crecimiento
de hongos detectable a simple vista. Los resultados se confirmaron midiendo la DO

de las muestras a 620 nm y comparandola con la DO del control positivo.

Visualizacion ESEM de hongos incubados con DOTMG 1: ESEM también estudié
el efecto de la POM-IL sobre los hongos. Primero, se prepard una suspension de
10° conidios/ml como se mencioné anteriormente en el ensayo de inhibicién del
crecimiento fungico. Luego se incub6 1 mL de esta suspension con el compuesto en
el MIC y 2 MIC para cada hongo mediante la adiciéon de 20 yL de DOTMG-1 disuelto
en DMSO (100 veces concentrado) y 980 pL de medio liquido. La solucién se incubd

en un vial de vidrio durante 48 h la temperatura correspondiente para cada
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hongo. Después del tiempo de incubacion, las muestras se centrifugaron a 10000 rpm
durante 10 minutos y el sobrenadante se desechd. El sedimento, que contiene el
hongo, se re-suspendié en 1 mL de solucion salina -NaCl 0. 9% - (SN) y se filtr6 a
través de una membrana de policarbonato (13 mm de diametro, tamafo de poro 0.22
pum). Posteriormente, las membranas que contienen el hongo se colocaron en una
placa de 12 pocillos y se fijaron. El protocolo de fijacion se realiz6 de la siguiente
manera: las membranas se lavaron una vez con 2 mL de SN y luego se fijaron con 2
mL de tampoén de cacodilato 0,1 M durante 1 hora y 30 minutos a 37 °C. Para
deshidratar el hongo, se utilizaron concentraciones crecientes de metanol (5 minutos
con metanol al 30%, 5 minutos con metanol al 50%, 5 minutos con metanol al 70%,
10 minutos con metanol al 100% y 5 minutos con metanol al 100%). Las muestras fijas
se visualizaron en un SEM de emisién de campo Quanta FEG-250 (FEI Company)
para imagenes de alta resolucion que funcionan en modo ESEM utilizando un detector
GSED.

2.2.2 Resultados y discusion
2.2.2.1 Caracterizacién de los compuestos.

Los liquidos i6nicos, DOTMG-Br y DOTMG-1, fueron totalmente caracterizados por
FT-IR, espectroscopia RMN, EAy TGA.

e POM-1

FT -IR (cm™): 3420 (b), 2364 (w), 2037 (m), 1624 (m), 995 (s), 917 (s), 888 (vs), 793
(vs), 512 (s), 480 (s).

ICP-AES (valores calculados entre paréntesis): Si 0.86 (0.87), W 64.31 (62.78).

e DOTMG-Br
FT-IR (cm ') : 3420 (b), 2931 (s), 2848 (m), 2360 (m), 2314 (m), 1600 (s), 1558 (vs),
1458 (m), 1401 (vs), 1375 (m), 1152 (w), 1068 (w), 895 (m), 832 (s), 723 (m).

TH RMN (600 MHz, DMSO- d6) d 3,16, 3,07 (m, 4H, CH2N), 2,89, 2,86 (m, 12H,
CHsN), 1,55 (m, 2H, CH2CH2N), 1,39 (m, 2H, CH2CH2N), 1,26 (m, 20H, CH2), 0,86
(t, J=7,2, CHa). El espectro se muestra en la figura 5.
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3C RMN (151 MHz, DMSO - d6)  162,4, 48,7, 39,6 (solapamiento con DMSO), 31,2;
28,6; 28,5; 27,0; 26,1; 22,0; 13,9. El espectro se muestra en la figura 6.

ez BEEE

oed o4 -

S T T

/”\ 7
Bf
n N

|91 s‘l, e e

LN e

584 R

L i T T T T T T T T T T T T T T T L T T T T T
138 125 11.8 1.5 a5 a0 B85 on ?.BCL r.".I." :IG.'J 6.0 55 5.0 4.5 40 s 10 5 20 15 1o as a0
L (ppm
Figura 5. Espectro de ' H- NMR de DOTMG-Br en d6-DMSO.

= r Nonomo @

A g f AAARAN O

| I e |

@
N[
)\ E[
\\N IT/"
?'IBU 190 160 1 l;ﬂ 130 140 130 120 L0 f tlEIIITl‘ 3 50 80 m &0 5.0 40 30 20 10 L]
pom

Figura 6. Espectro ¥ C-NMR de DOTMG-Br en d6-DMSO.

48



La 'H NMR y la '3C NMR son consistentes con la estructura molecular de DOTMG-
Br. El andlisis FT-IR es consistente con los grupos funcionales presentes en la

molécula del cation.

e DOTMG-1
FT-IR (cm ') : 3450 (b), 2962 (s), 2925 (s), 2853 (m), 2361 (w), 1739 (w), 1595 (s),
1562 (s), 1463 (m), 1407 (m), 1375 (m), 1262 (s), 1097 (s), 1018 (s), 970 (m), 920 (m),
881 (w), 801 (s), 660 (w), 530 (m).

EA: % (valores calculados entre paréntesis): C 36.6 (37.37), H 7.1 (6.86), N 6.0 (6.22)

TH RMN (600 MHz, DMSO- ds) & 3,14, 3,09 (m, 4H, CH2N), 2,90, 2,87 (m, 12H,
CHsN), 1,55 (m, 2H, CH2CH 2N ), 1,38 (m, 2H, CH2CH 2N), 1,24 (m, 20H, CH 2),
0,85 (t, J=7,2, CH 3). Los espectros se muestran en la figura 7.

3C RMN (151 MHz, DMSO - d6) 5 162,3; 48,8; 39,6; 39,5; 31,2; 28,6; 28,5; 27,0; 26,1;
22,0; 13,9. Los espectros se muestran en la figura 8.
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La masa inicial fue de 9,46 mg y la pérdida del 50,2% coincide con la férmula esperada
de la EA (pérdida de catién% 50,5). El analisis TGA se muestra en la Figura 9.

La'H NMR y la '*C NMR son consistentes con la estructura molecular del cation. El
analisis FT-IR es consistente con los grupos funcionales presentes en la molécula del

catiéon y el POM.

e Medicion de lipofilicidad
El comportamiento de DOTMG-Br y DOTMG-1 entre la fase polar y no polar se midi6
por RP (fase inversa)-UHPLC. Esta metodologia se utilizé por primera vez en POM-IL
y el objetivo era descubrir una relacion entre la lipofilicidad y la respuesta biolégica de

los compuestos.

El grado de divisidn en porciones se mide por la retencién de analito, y cuanto mayor
es la afinidad por la fase no polar (fase estacionaria), mas largos son los tiempos de
retencidn, lo que indica una mayor lipofilicidad. La capacidad de retencién se calcul6

en base a la ecuacion 1

k=tr—t0 (1)

to

mientras que tr es el tiempo de retencion y toes el tiempo del compuesto no
retenido.?* El logKw se obtiene extrapolando los valores de log K contra la composicién

de la fase mévil (ecuacion 2)
LogK = Sy + logKw (2)

Para DOTMG-Br, una regresion lineal simple se aproxima con el fin de predecir logK
basado en % de ACN (Fig. 10).
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Figura 10. Curva Log K de DOTMG-Br

Log K predicho es igual a -1.92x 102+ 2.72 (% ACN). El valor de log Kwpara
DOTMG-Br es 2.72. Para DOTMG-1, la regresion lineal se muestra en la figura 11.

—&— datal
-=--- linear
125

logK

095 =

0.9 | 1 | 1 I 1 I 1
80 81 82 83 84 85 86 87 88 89

Figura 11. Curva Log K de DOTMG-1
Log K predicho es igual a -1.82 x 102+ 2.66 (% ACN). El valor de log K wpara
DOTMG-1 es 2.66.

Estos valores indican que los compuestos no son completamente hidréfobos y que
también son insolubles en agua. La similitud en los valores indica que la presencia de

POM como contra anién apenas afecta esta propiedad fisicoquimica.
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e Ensayo de citotoxicidad
Los ensayos de citotoxicidad y viabilidad celular se realizaron para estudiar el efecto
toxico de los compuestos en las células. El efecto citotéxico dependiente de la
concentracion de DOTMG-1 y DOTMG-Br, junto con un control positivo y negativo, en
células HEK293T y células TZM-bl se puede observar en las Figuras 12 y 13,

TT
DOTMG-1
WOOTMG-B
mOMED
B Trizcn-X

Figura 12. Efecto citotoxico in vitro dependiente de la concentracion de DOTMG-1 y DOTMG-Br sobre la
viabilidad de las células HEK293T.

respectivamente.

HEK293T cells

100 T - =
- | - T '
o
A A B SERR EA 2 - an & iE A B "

Concentration {ng/ml})

9 Viability
a

TZM-bl cells

. BOOTMG-
i B OOTMG-B
BOME
| M
_ A BB — I -

Concentration (ng/ml)

9 Viability

Figura 13. Efecto citotdxico in vitro dependiente de la concentracién de DOTMG-1 y DOTMG-Br sobre la
viabilidad de las células TZM-bl.
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La viabilidad celular disminuye si aumenta la concentraciéon de las IL. Hay un
importante efecto citotdéxico de DOTMG-Br en comparacién con DOTMG-1. Para

obtener un valor numérico, se calcul6 la CCso para las IL en ambas lineas celulares.

Tabla 3. Valores CC 5, de DOTMG-1 y DOTMG-Br

CCs (ng/ml)
Compuestos Células Células
HEK293T TZM-bl
DOTMG-Br 2458 587
DOTMG-1 14203 2717

Los resultados en la Tabla 3 muestran que DOTMG-1 es menos téxico que DOTMG-

Br para ambas lineas celulares.

2.2.2.2 Caracterizacion de los films.

Para los films, FT-IR ATR se ha utilizado para realizar el anélisis de composicion y
los estudios de microscopia -SEM y AFM- para realizar el analisis superficial y
topogréfico. Las composiciones de los films son:

—Film A, PMMA (como control)
—Film B, DOTMG-1 / PMMA 20/80
—Film C, DOTMG-1 / PMMA 35/65

—Film D, DOTMG-1 / PMMA 50/50

e FT-IR
A partir de los espectros FT-IR, es posible visualizar los cambios en las sefales
correspondientes a PMMA y DOTMG-1 al aumentar el contenido de POM-IL en las
peliculas de B a C. En la Fig. 14, los espectros de las peliculas son mostrado. Los
picos en 610 cm™'y 1115 cm~"corresponden a los fonones reticulares de Si y a los
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complejos Si-O2, respectivamente.®? Los picos principales de PMMA estan en 1713
cm™', 1425 cm™, 1125 cm™'y una regién entre 1000 a 750 cm~.33 Se puede observar
gue la region correspondiente a 750-1000 cm™' es una zona superpuesta de sefales
POM y PMMA. Dos picos correspondientes al catién en 1603 cm™'y 1562 cm™' se
visualizan mas en los espectros correspondientes a las peliculas C y D.

PMMA + POM

Film A
—— Fim B
—— Fiim'C
B0 —F\\mD_ Si*

Transmittance %

PMMA

PMMA

I 1 1 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber cm-1

Figura 14. Espectros FT-IR de los films A, B, Cy D.

e Analisis SEM

El film A, sélo de PMMA, tiene una superficie lisa y consta de una fase (Fig. 15). De la
Fig. 16, 17, 18 y 19, se observa que los films tienen una interfaz distinta entre dos
fases. Por definicion, un material compuesto consiste en mas de un grupo atémico con
una interfase distinta que los separa.3* Como las fases en las imagenes SEM se
identifican fisicamente y se basan en el material de la matriz, las films podrian
clasificarse como compuestos de matriz polimérica (PMC) con una fase de polimero
primario y una fase secundaria de POM-IL.3 El tolueno actia como un
compatibilizador durante el proceso de solucién y cuando el disolvente se evapora
mediante la técnica de recubrimiento por rotacidén, los compuestos se segregan en
diferentes fases. La distribucidén de fases en la matriz compuesta es aleatoria y, por lo
tanto, se espera que las propiedades sean isotrépicas. El PPMA se utiliz6 debido a su
biocompatibilidad, transparencia y porque es facil de manejar y procesar.

oFilm A:
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Figura 16. Micrografias SEM de film B (10kV). Ampliaciones: a) 1000x; b) 2000x; c) 5000x; d) 10000; e)
15000x; f) 20000x

Film C (imagenes de dos posiciones diferentes):
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Figura 17. Micrografias SEM de film C (5kV) Ampliaciones: a) 1000x; b) 2000x; c) 5000x; d) 10000; e) 15000x; f)
20000x.

Figura 18. Micrografias SEM de la film C (10kV). Ampliaciones: a) 1000x; b) 2000x; ¢) 5000x; d) 10000; €)
15000x; f) 20000x.

oFilm D
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Figura 19. Micrografias SEM de film D (10kV). Ampliaciones: a) 1000x; b) 2000x; ¢) 5000x; d) 10000; €)
15000x; f) 20000x.

A partir de los graficos SEM, se observa que el aumento del contenido de IL en los
films también aumenta el tamario de las gotas en xy (Fig. 20). Ademas, en la Film B
hay pocas vesiculas mas grandes, distribuidas al azar.

)
30um B 30um C 30um D

Figura 20. Micrografias SEM de films B, C y D. Escala de barra de 30 pm.

Ademas, se pudo observar que los limites de las gotas no estan completamente
definidos, pero ambas fases aun se pueden visualizar (Fig. 21).
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Figura 21. Micrografias SEM de gotitas en films B, C y D. Escala de barra 5 ym

e Imagenes AFM
El perfil de altura de los films se analiz6 con la técnica AFM. La figura 22 muestra

la imagen altura, la imagen de fase y la imagen 3D del film A. Las figuras 23, 24 y 25
muestran la imagen de altura y la imagen de altura 3D del film B, C y D. No fue posible
obtener imagenes de fase de buena calidad. de los films que contienen POM-IL debido

a sus propiedades de superficie y morfologia.

o Film A:

Figura 22. a) Imagen de Altura, b) imagen de fase, y ¢) imagen de Altura 3D.

oFilm B:
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Figura 23. Izquierda: imagenes de altura; derecha: imagenes en 3D de altura (diferentes posiciones).

oFilm C:
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0,22um

-0,14 ym

0.16 pm
015 pm

Figura 24. Izquierda: imagenes de altura; derecha: imagenes en 3D de altura (diferentes posiciones).

o Film D:
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-16,0

-15,0

Figura 25. Izquierda: imagenes de altura; derecha: imagenes en 3D de altura (diferentes posiciones).

A partir del perfil de altura de las muestras, es posible calcular la rugosidad. En el film
D, las gotas son mas grandes, pero la superficie es mas plana y la rugosidad
disminuye en comparacién con los fiims C y B. A partir de la comparacién de la
rugosidad de B y C, se observa que este valor aumenta cuando aumenta el contenido
de IL (Tabla 4).

Tabla 4. Valor cuadratico medio de la rugosidad de la superficie (Sq)

Film Sq (nm)
A 0.4
B 33.8 +/- 0.1
C 36.7 +/- 0.2
D 9.4 +/- 0.1

Este efecto podria explicarse por el hecho de que las gotas de DOTMG-1 estan
incrustadas en la matriz de PMMA en los films B y C, y cuando el compuesto esta al
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50% de concentracion (film D), las gotas estan mas "relajadas" y cubren méas superficie
de los films.

2.2.2.3 Actividad antibacteriana y antifungica de la POM-IL

¢ Ensayo de inhibicién del crecimiento bacteriano.
Con el fin de estudiar las propiedades antibacterianas de la DOTMG-1, el crecimiento
de bacterias de E. coliDH5a, VTEC, B. subtilisy L. Se estudi6 monocytogenes, en
presencia del compuesto. Las curvas en la Figura 26 representan el nimero de células
bacterianas viables (turbidez) a lo largo del tiempo.

06- E. coli DHSa . o8- VTEC
0.7 074
0.6 —a— 0 pg/mL 0.6 - —u— 0 pg/mL
E 054 . o 31.2 pgfmL E 054 . s 31.2 pg/mlL
8 04] i . o 625 pg/mlL 8 04 a 625 pgimL
g 03] o ‘ v 125.0 pg/mlL g 03] . 5 v 125.0 pg/mL
02] . * . —&— 250.0 pg/mL 02 Sy —4— 250.0 pg/mL
o j‘-.f DA = . « 500.0 pgiml ' « 500.0 pgimlL
0=ttt P ge e i
0.0 T T T T {5 004 v T T T / T
0 2 4 6 8 2 1 0 2 4 [ B 2 4
Time {hours) Time (hours)
o B. subtilis - L. monocytogenes
.
0.7 -
” 04
064 —n— 0 {.Igu’ITIL —a— 0 pgfm!_
E 05 g +— 1.0 pg/mL Eas : s T.8pg/mL
8 4l —a— 2.0 pg/mL 8 v —a— 156 pg/mL
g 03l . v— 4.0 pg/ml g 0.2 5% 2 v 31.2 pg/mL
5l 5 - —4— 7.8 pg/mL . o —4— 625 pg/mL
s T « 156 pgiml AR S e = * 125.0 pgimL
01 .*—1--‘.»—4-—4—:-—4—4 — b iy
0.0 T - : T if - 004 T T T T /; T
[+] 2 4 6 8 22 24 o 2 4 B B 22 24
Time (hocurs) Time (hours)

Figura 26. Curvas de crecimiento de E. coli DH5a, VTEC, B. subtilis y L. monocytogenes, comenzando con un
indculo de 107 UFC/ml a diferentes concentraciones de DOTMG 1 (que varian de 0,98 a 500 ug / ml)

Se observa que DOTMG-1 posee mayor actividad antibacteriana contra bacterias
Gram (+) en comparacion con Gram (-) y que la actividad es mayor contra la cepa
de B. Subtilis. El aparente aumento de la turbidez en el gréfico de E. coli DH5a a las
concentraciones mas altas se debe a la precipitacion del compuesto en los medios
de cultivo. Estos resultados se confirmaron con el ensayo de resaruzina descrito a

continuacion.
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ElI MIC es la concentracién de compuesto mas baja que previene el crecimiento visible
de microorganismos. Los compuestos con puntuaciones MIC mas bajas son agentes
antimicrobianos mas efectivos. En la Tabla 5, se muestran los valores MIC de

DOTMG-1 contra las cepas bacterianas analizadas.

Tabla 5. Concentracion inhibitoria minima (MIC) de DOTMG-1 contra los diferentes microorganismos

Microorganismo MIC (ug / ml)
Bacterias Gram (-) | E. coli DH5a 125,00
VTEC 125,00
Bacterias B. subtilis 1,95
Gram (+) L. monocytogenes 31,35

El valor MIC de B. subtilis es el mas bajo (1,95 ug/ml) mientras que el valor MIC de

las cepas negativas de dos gramos es el mas alto (125,00 pg/ml).

e Ensayo de viabilidad de células bacterianas.
El ensayo deviabilidad de células bacterianas se realizd6 para conocer
la concentracion bactericida minima (MBC). Esto se define como la concentracién
mas baja de agente antimicrobiano que mata las células bacterianas. Para la
determinacién de la viabilidad celular, se realizd el ensayo con un indicador redox
colorimétrico. El colorante de resazurina se reduce a resorcion por la respiracion
aerdbica de las células metabdlicamente activas y su forma reducida es rosa vy
altamente fluorescente. La forma oxidada es azul no fluorescente e indica células no

viables.

E. Coli DH5a B. subtilis
LB 500.0 250.0 125 625 313 O NB 156 7.8 39 19 10 0

VETC L. monocytogenes
LB 500.0 250.0 125 625 313 © NB 125.0 625 31.2 156 78 O

Figura 27. Ensayo de viabilidad de células de resazurina para E. ¢ oli DH5aq,
VTEC, B. subtilis y L. monocytogenes, incubados con diferentes concentraciones de DOTMG 1 (en ug / ml). Los
pozos azules contienen bacterias muertas y los pozos rosados, células bacterianas vivas.
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Como se puede ver en la Fig. 27, el MBC tanto para E. coli (E. Coli DH5a como para
VTEC) es 125,00 pg/ml y 1,95 y 31,35 pg/ml para B. subtilisy L. monocytogenes,
respectivamente. Estos valores concuerdan con los ensayos de densidad Optica que

se muestran en la Tabla 4.

e Ensayo de inhibicion del crecimiento fungico
Para conocer la concentracién mas baja de DOTMG-1 que es suficiente para inhibir el
crecimiento fungico (MIC), se realizd6 un ensayo de inhibicion del crecimiento

fungico. Los hongos en estudio fueron A. Niger, A. ochraceus, C. cladosporioidesy P.

expansum.
Tabla 6. Concentracion inhibitoria minima (MIC) de DOTMG-1 contra los diferentes hongos.
Microorganismo MIC (ug / mli)
Hongos A. niger 250,00
A. ochraceus 125,00
C. cladosporioides 31,30
P. expansum 31,30

Se observa en la Tabla 6 que DOTMG-1 posee una actividad antifungica similar
contra C. cladosporioides y P. expansum. Con respecto a la actividad entre las cepas
de Aspergillus, la actividad es mayor contra A. Ochraceus que A. Niger.

e Actividad antimicrobiana superficial

Para estudiar si el DOTMG-1 puede prevenir la formacion de biofilms, se realizé un
ensayo de actividad antimicrobiana de superficie. En la Figura 28, se presenta un

diagrama esquematico que muestra los pasos del método.
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Cortar los portacbjetos
en cuadrados (2x2cm) |*

50 pl E. coli DH5a, VTEC, B. subtilis y
L. monocytogenes
(107 CFU/mL) fueron agregados

Aplicar un
recubrimiento de Glass slide ~ DOTMG-1 DOTMG- 1 DOTMG- 1 DOTMG- 1
DOTMG-1 en acetona a (Reference) £ ColiDHSa £ coli yvTEC B. Subtilis L. monocytogenes

diferentes
concentraciones

J

!

Incubacidn en ambiente
humedo por 24h a 372C.

Dia2 »—

7 L 7
DOTMG-1 DOTMG-1 Referencia DOTMG-1 DOTMG-1
E. Coli DH5a E. Coli VTEC B. subtilis L. monocytogenes

Las muestras se
pusieron en
contacto con 20 mL
del medio liquido

Diluciones y
*| sembrado en placas
Incubacién por
TP 24ha3rec

Figura 28. llustracion del método JIS para medir la actividad antimicrobiana de superficie

La concentracion por area del compuesto para valores medidos de reduccion

bacteriana al 100% se encuentra en la Tabla 7.

Tabla 7. Concentracién de DOTMG-1 utilizado para obtener una reduccion bacteriana del 100% en la superficie

tratada.
Microorganismo DOTMG 1 (100% de reduccién bacteriana) ug cm -2
E. coliDH5a 8,00
E. coliVTEC 4,00
B. subtilis 2,00
L. monocytogenes 2,00




Se observa que la concentracion que redujo el 100% del crecimiento bacteriano es
menor para las dos cepas de Gram (+). Estos resultados son consistentes con los
resultados de MIC y muestran que el DOTMG-1 puede inhibir el crecimiento bacteriano

en una superficie recubierta.

e Microscopia:

Se utilizaron técnicas microscépicas de alta resolucion (TEM y ESEM) para examinar
los cambios estructurales en bacterias y hongos, respectivamente, inducidos por
DOTMG-1.

oAnalisis TEM de las bacterias incubadas con DOTMG-1.

Las imagenes TEM se utilizaron para analizar los cambios en la forma, el tamafo y la
estructurade E. coli DH5a, VTEC, B. subtilis L. monocytogenes después de incubarse
a concentraciones de MIC y 2 MIC.

E. coli DH5a B. sublilis L. monocytogenes

Figura 29. Imagenes TEM de las diferentes bacterias (E. coli DH5a, VTEC, B. subtilis y L. monocytogenes) en
ausencia de antimicrobianos (control) e incubadas con el DOTMG-1 a la concentracion de 2 MIC y MIC para
cada bacteria.
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En la Figura 29, se observa que a 2 concentracion de MIC, las bacterias comienzan
a verse afectadas por el compuesto, y a la concentracion de MIC el crecimiento se
detiene por completo, y las células bacterianas pierden su integridad estructural. En el
caso de la bacteria Gram (-) (E. coliDH5a y VTEC) las células estan completamente
cubiertas por agregados POM-IL, probablemente debido a las caracteristicas de su
pared celular.

o Visualizacién ESEM del hongo incubado con DOTMG-1.

Para visualizar los cambios en la morfologia de la estructura fungica, los hongos A.
Niger, A. ochraceus, C. cladosporioides 'y P. expansum se incubaron con DOTMG-1
y los resultados se analizaron utilizando la metodologia ESEM.

A. niger A. ochraceus C. cladosporioides P. expansum

Figura 30. Imagenes ESEM de los cuatro hongos (A. niger, A. ochraceus, C. cladosporioides y P. expansum) en
ausencia de antimicrobianos (control) e incubados con el DOTMG-1 a concentraciéon MIC para cada cepa de
hongos.

En las imagenes ESEM presentadas en la Figura 30, se puede observar que a la
concentracion MIC todos los hongos estudiados pierden su integridad estructural con
un efecto importante en C. Cladosporioidesy P. expansum.

2.2.3 Actividad antibacteriana de los films.

Para estudiar si la actividad antibacteriana del DOTMG-1 permanece mientras esta

incrustado en la matriz polimérica, se realizé un andlisis in vitro sobre los films.

oResultados del conteo de placas TSA
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Con el fin de analizar la actividad antibacteriana de los films, el recuento de colonias
de E. coliy B. subtilis se realizé en placas de TSA.

Film A

Los valores CFU/mL del inéculo inicial se calcularon con la férmula de la ecuacién 3

number of colonies x dilution factor (3)

CFU/ml - 0.005 ml

Los factores de dilucion son las diluciones totales de la muestra original a la placa
contable. En la Tabla 8, se muestran los factores de dilucién, el recuento de colonias

y la concentracién del medio inicial.

Tabla 8. Conteo de colonias

E. coli B. subtilis
dil 103 | UFC/ml dil 10 2 UFC / ml dil 103 UFC / mi
12 24x10°6 90 1.8x10° 66 1.2x10°
12 24x10°8 86 1.7x10° 55 1.0x10°
8 1.6x10° 74 1.4x10° 66 1.2x10°

*

coli Diluciones de B. subtilis

las muestras

Figura 31. Placas de recuento de TSA para el film A.
En la Figura 31, los resultados para E. coliy B. subtilis se muestran incubadas sobre

el film de A (muestra de control). El recuento final de UFC concuerda con el in6culo

inicial (~ 106 UFC / ml), lo que significa que la Film A no mata las bacterias.
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Fiims B,CyD

Se realizé el mismo procedimiento para evaluar la actividad antibacteriana de los films
que contienen DOTMG-1. Los resultados de las placas TSA se muestran en la Figura
32.

Figura 32. Placas TSA que cuentan los resultados de los films B, C y D (de izquierda a derecha).

Se observa que en las placas que contienen los films B, C y D, ni E. coli ni B. subtilis,
pudieron crecer en los medios solidos después del tiempo de incubacién. Es posible
concluir que incluso el film B (concentracion mas baja de DOTMG-1 incrustada en
PMMA) puede matar ambas cepas bacterianas.

oMicroscopia: resultados de ESEM

Para estudiar la inhibicién de la formacién de film y validar los resultados del estudio
anterior, se utilizé la metodologia ESEM. En la Figura 33, se muestran las imagenes
ESEM de E. coliy B. subtilis en la superficie de los diferentes films.
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Figura 33. Im&genes ESEM de fiims A, B, Cy D.

Se observa que B. subtilis no se adhiere a las superficies del film. Las imagenes
ESEM de los films inoculadas con B. subtilis presentan pocas bacterias, incluso en la
muestra de control (A). Esto podria explicarse porque la adhesién bacteria de B.
subtilis comparada con E. coli. Para esta ultima, se confirmé6 que la viabilidad de las
bacterias de los resultados placas de TSA, ya que se observaron menos células de
las bacterias, mientras la concentracion de DOTMG-1 se incrementa entre los films
(de B a D).

2.3 Conclusién

El catién estéricamente exigente de la familia de cationes de alquil-guanidinio -
DOTMG-, combinado con el Keggin POM lacunario - a-[SiW110s39]%, resulté en un
nuevo liquido i6nico, DOTMG-1, que no es citotoxico y tiene propiedades
antimicrobianas. El efecto de DOTMG-1 sobre B. subtilis, L. monocytogenes'y E. coli,
en términos de actividad antibacteriana, se examind mediante la realizacién de
diferentes pruebas. EI compuesto posee una mayor actividad antibacteriana
contra B. subtilis y L. monocytogenes en comparacioén con las cepas de E. coli. Es
importante resaltar que el compuesto también podria prevenir la formacién de
biofilms. En términos de actividad antifungica, se estudidé el efecto sobre A.
Niger, A. O ochraceus, C. Cladosporiooidesy P. E expansum. EI nuevo POM-
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IL posee una actividad antifungica similar contra C. cladosporioidesy P. expansum, y
su actividad es mayor contra estas cepas comparada con las de Aspergillus.

El POM-IL de guanidinium ha demostrado ser Util para preparar nuevos tipos de films
multifuncionales que pueden usarse como recubrimientos para diferentes
superficies. Los compuestos DOTMG-1 se incluyeron en una matriz polimérica de
PMMA. Las PMC resultaron ser biocompatibles y su morfologia superficial cambia al
aumentar la cantidad de DOTMG-1. A partir de los resultados antibacterianos de los
films, se concluye que el recubrimiento polimérico inhibe el crecimiento bacteriano y
la formacion de biofilms, incluso en la composicién mas baja de DOTMG-1/PMMA
20/80. Las peliculas podrian ser candidatos potenciales para su uso en entornos de
atencién médica, ya que cumplen con los requisitos de baja toxicidad y de seguridad,

un aspecto importante en entornos clinicos.

Los resultados de este capitulo respaldan el gran potencial y las perspectivas de estos
materiales avanzados en el desarrollo e implementacion de superficies

antimicrobianas.
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Capitulo 3: Actividad anti-ZIKV y anti-VIH de POMs y
sus derivados

3.1 Introduccidén

Los virus son parasitos intracelulares obligados. Se conoce una gran cantidad de virus
y, dado que puede ocurrir un entrecruzamiento entre especies, las infecciones

humanas de origen animal suceden con mayor frecuencia.’

Las particulas del virus infecciosas se llaman viriones. Los viriones més simples
consisten en acido nucleico (ARN o ADN monocatenario o bicatenario) y una
capside. Su funcién es proteger el genoma viral y, durante la infeccion, unir el virién a
receptores especificos de la célula huésped. Algunos virus son virus envueltos y
tienen en su estructura una bicapa lipidica que contiene proteinas transmembrana y
actllan como recubrimiento protector adicional.? En 1971, D. Baltimore desarroll6 un
sistema de clasificacidén para los virus que permite relacionar los genomas virales y el

camino hacia el ARNm (Fig .1).3

Clasificacion

j Il 1 v A Vi Vil

dsDNA ssDNA dsRNA ssRNA(+) ssRNA(-) ssRNA(+) dsDNA(+/-)
| ) T
dsDNA ssRNA(-) dsDNA

| ! }

SJAMNWAVVANANWANANA ANV WAV NNV
mRNA

Figura 1. Clasificacion de virus de Baltimore

El Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) se clasifica como clase VI, mientras que
el virus Zika (ZIKV) es clase V. Estos dos virus fueron seleccionados para su
investigacion en esta tesis doctoral ya que se desea extrapolar sobre el estado del
arte en relacion con el VIH y los POMs y aplicar esta informaciéon al
ZIKV. Las enfermedades relacionadas con estos virus siguen siendo una amenaza, y

la falta de una cura eficiente empuja a la comunidad cientifica a encontrar nuevos
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tratamientos y vacunas preventivas. Los polioxometalatos podrian ser candidatos
potenciales para ser utilizados como agentes antivirales.

Primero, este capitulo presenta los virus VIH y ZIKV. Se describe su estructura,
mecanismo de infeccion y enfermedades relacionadas. Ademas, se introduce la

actividad antiviral de los POM observada en los ultimos anos.

En segundo lugar, se presenta la posible conjugacién entre el catién caffeinium y los
K-POM para la sintesis de agentes anti-VIH, como una combinacién potencial de
farmacos antivirales. La funcionalizaciéon de los POM con cationes organicos es una
forma de mejorar su potencial aplicacion en el campo de la quimica medicinal. La
cafeina es un compuesto biolégicamente activo, utilizado para diferentes aplicaciones
en bioquimica. El caffeinium se eligié como catién principal y los cambios se basaron
en los aniones Keggin para explorar el papel de los POMs en la actividad antiviral de
los compuestos. A continuacién, se describe un nuevo enfoque que combina datos
experimentales y estudios de acoplamiento molecular para investigar el mecanismo
de accion de los POM en ZIKV. El desarrollo de POM como farmacos antivirales
inorganicos se ve obstaculizado en parte por nuestro conocimiento limitado del
mecanismo de interaccion entre el virus y el farmaco a nivel molecular. El objetivo de
esta tesis se basa en evaluar la actividad anti-ZIKV de los WD-POM y obtener una
visibn mecanicista de la actividad antiviral, de modo de evaluar sus posibles
aplicaciones en la prevencion de la infeccion por ZIKV y ayudar al desarrollo de
derivados. Se muestran una serie de WD-POM vy su citotoxicidad y actividad
antiviral. Para obtener informacion sobre el mecanismo de accion, se realizaron

estudios computacionales y un ensayo de competencia de anticuerpos.

3.1.1 Virus de inmunodeficiencia humana - VIH

El VIH infecta los glébulos blancos (células CD4+), debilita progresivamente el sistema
inmunitario del huésped y hace que la persona infectada sea vulnerable a las
infecciones oportunistas. A fines de 2018, habia 37.9 millones de personas viviendo
con VIH en el mundo y 1.7 millones eran nuevos infectados.* El VIH causa el sindrome
de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y actualmente sigue siendo un problema de
salud relevante debido a la capacidad del virus para establecer una infeccién latente,
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lo que le permite evadir la terapia antiviral y el sistema inmunitario del
huésped.® Existen varias iniciativas propuestas para controlar la propagacion del VIH
y crear conciencia entre las personas sobre la prevencion y el tratamiento del VIH. Uno
de los objetivos del desarrollo sostenible es comprometerse a poner fin a la epidemia
del VIH para 2030.4 Esto alienta a la comunidad cientifica a proporcionar herramientas
que inhiban la entrada y propagacién del virus de forma innovadora, segura y efectiva.

El VIH es un lentivirus perteneciente a la familia Retroviridae. Su forma es
aproximadamente esférica con un diametro de ca. 100 nm y esta rodeado por una
doble membrana lipidica (cubre la mayor parte de la superficie del VIH-1 en contacto
con el medio externo).6 Dentro de la envoltura lipidica, se encuentran las glicoproteinas
de la envoltura viral, gp120 y gp41(Fig. 2). El virus usa estas proteinas para ingresar
a una nueva célula al unirse al receptor CD4 presente en los linfocitos T. La proteina
matriz p17 esta anclada en el lado interno de la envoltura lipidica viral. Las dos copias
del ARN del VIH estan protegidas por multiples copias (aproximadamente 2.000) de
la proteina p24 que forma una capside coénica. El genoma es parte de un complejo
proteina-acido nucleico, compuesto por la nucleoproteina p7 y la transcriptasa inversa
p66 (RT).”

gp41 Rk, lipid layer
=~ Ty
e s T 8? //
: - s
host cell pfotemsﬁ « r /) p17 matrix antigen
00 o

T

HIV-RNA

p24 core antigen

B!

p7 gag

“—__ reverse
“ transcriptase
P9 gag

Figura 2. llustracién de la estructura del VIH (reimpreso en el idioma original con permiso de la Ref. 7)

En la Figura 3, se puede observar la estructura de la membrana y la posicidn del sitio
de unién a CD4. Gp120 interactua con gp41 principalmente a través de interacciones

que involucran el dominio interno y las extensiones N- / C- terminales.
76



CD4 receptor

binding site
bridging sheet
co-receptor /
binding site V4 V1/V2 stem
CD4 receptor 1 : outer g e
binding site ‘ domain {8

gp120 g gp41
interactive

face

gp41

00000000 000000000000800 0000000000000 0000000

0000000000000 0000000000

virus membrane

9909000000900 0000000000

/" NIC-termini

Figura 3. Estructura de las proteinas y el receptor celular. Reimpreso en el idioma original con el permiso de la
referencia 8. (Copyright © 2020, American Society for Microbiology)

El ciclo de replicaciéon del VIH comienza cuando la gp120 del virién se une al CD4,
desencadenando un cambio conformacional que permite su anclaje a un correceptor
celular, ya sea CCR5 o CXCR4. La interaccién entre gp120 y los correceptores
estimula un cambio conformacional adicional que permite la exposicion de la gp41. Al
ser una proteina transmembrana, la gp41 promueve la fusién de la membrana viral

con la del huésped, permitiendo la liberacién de la capside en la célula.?

El mercado mundial de medicamentos contra el VIH tiene el potencial de crecer en
2.440 millones de USD entre 2019 y 2023 y se acelerara con una tasa de crecimiento
anual compuesta (CAGR) de aproximadamente el 2%.° Los principales factores que
impulsan el crecimiento del mercado de medicamentos contra el VIH incluyen el
aumento tanto de la prevalencia del VIH como de la tasa de tratamiento y
diagnéstico. Existen varias iniciativas de la mayoria de los gobiernos destinadas a
crear conciencia entre las personas sobre las causas del SIDA, sus sintomas, las
opciones de tratamiento disponibles y el papel crucial de estos tratamientos en el
control del crecimiento del virus. Por lo tanto, esto impulsara el mercado de
medicamentos para la prevencion del VIH. Sin embargo, se espera que las estrictas
regulaciones gubernamentales para la aprobacién y comercializacién de
medicamentos contra el VIH limiten el crecimiento de la industria. La combinacion de
medicamentos contra el VIH ya conocidos tiene el mercado mas grande debido a sus
buenos resultados en el control del VIH y e infecciones relacionadas, asi como a su
facilidad de uso. La prevencion eficaz del VIH reducira la transmision. Por lo tanto, es

77



necesario realizar esfuerzos con alianzas y un sistema de salud integrado que brinde
prevencion, diagnéstico y tratamiento del VIH.®

3.1.2 Virus ZIKA — ZIKV

En 2019, un total de 87 paises y territorios tenian evidencia de transmision autoctona
de ZIKV por el mosquito Aedes aegypti. En 2016, hubo un pico de infecciones por
ZIKV en el continente americano que comenzé a disminuir en 2017 y 2018. El virus
del Zika ha estado recibiendo atencién mundial porque investigadores han encontrado
evidencia de que el ZIKV puede estar relacionado con defectos congénitos y
afecciones neurolégicas como la microcefalia y el Sindrome de Guillain-Barré en
adultos. La nueva evidencia cientifica continla acumulandose y mejorando nuestra
comprensiébn de la transmision global del ZIKV y sus complicaciones
asociadas. Estudios recientes han proporcionado nueva informacion sobre la

incidencia, prevalencia y patrones de transmisién del ZIKV en todo el mundo. °

En la Figura 4, se observa que la estructura del viridn es esférica, de aproximadamente
50 nm de diametro y cubierta por la proteina de la envoltura (proteina E). Las proteinas

de la superficie estan dispuestas en una simetria de tipo icosaédrico. '

M protein

E dimer

T=3-like organization
of surface dimers

Figura 4. Estructura del ZIKV. Reimpreso en el idioma original con el formulario de permiso de la Ref. 11.

El ZIKV ingresa a la célula por endocitosis, dependiente del pH y mediada por

clatrina. Luego, se libera y se replica dentro del citoplasma.'?La entrada de células
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esta mediada principalmente por la proteina E, aunque la maduracién de particulas
incompleta permite la mediacion por la proteina M y otros lipidos aniénicos presentes

en la membrana viral.'®

No hay vacuna o tratamiento para la infeccidén por ZIKV. Los cientificos y el sector de
la salud estan buscando diferentes terapias, como medicamentos antivirales y
vacunas, para combatir la propagacién de la infecciéon. El aumento de la conciencia
entre las personas sobre el diagnédstico y el tratamiento de enfermedades debido a
diversas iniciativas aumenta la tasa de tratamiento y, por lo tanto, este factor actia
como un motor importante para el crecimiento del mercado. Se informa que el
mercado terapéutico global de ZIKV esta creciendo en 33 millones USD, con un CAGR
del 4% de 2019-2023."* Las iniciativas de agencias estatales e internacionales tienen
como obijetivo la prevencién y el tratamiento con inhibidores de virus, por lo que se

pueden esperar escenarios favorables para continuar el desarrollo de la investigacion.

3.1.3 Actividad antiviral de los POM

Se han reportado a varios polioxometalatos como inhibidores de las replicaciones de
muchos virus de ADN y ARN envueltos como el virus del herpes, y retrovirus como el
VIH-1, VIH-2. Dentro de ellas, también se ha publicado que los polioxometalatos
podrian inhibir la unién del virus en su receptor celular, dando como resultado, agentes

antivirales que actuan en las primeras etapas del ciclo viral.'®

En base a la historia del VIH y el SIDA, se sugiere que la epidemia comenzé a
mediados y finales de la década de 1970 y, para 1980, el VIH se habia extendido a
Ameérica del Norte, América del Sur, Europa, Africa y Australia.'® En 1987, la FDA
aprobd el primer medicamento antirretroviral contra el VIH, la azidotimidina (AZT). En
1996, se cred el "Programa de las Naciones Unidas sobre el VIH / SIDA (ONUSIDA)"
con el objetivo de innovar y colaborar internacionalmente para encontrar nuevas
alternativas terapéuticas para combatir el SIDA. Se observa que durante 1990 y 1996,
el periodo en el que se invirti6 mayor esfuerzo para encontrar un tratamiento eficaz
para combatir la enfermedad, se desarrolldé un interés sustancial en comprender la
actividad antiviral de los POMs. Después de eso, el interés se mantiene en el tiempo
hasta nuestros dias.'”
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En el libro "Approved Drug Products with Therapeutic Equivalence Evaluations"
(también llamado libro naranja) de la FDA, no se encontraron resultados de
medicamentos con POMs que hayan sido aprobados como agentes antivirales en
fases clinicas basadas en lineamientos de seguridad y de eficacia.'®

En 2000, se otorgé a Raymond F. Schinaziy Craig L. Hilluna patente para el
desarrollo de un aerosol que administra una sal de polioxometalato a los pulmones
para prevenir o tratar infecciones virales respiratorias.'® Esta invencion se relacioné
con una gran combinacion de POMs para el tratamiento de la Influenza A, B y
las infecciones del virus sincitial respiratorio (VSR). En 2003, se concedié a Shiro
Shigeta y Toshihiro Yamase una patente llamada "Antiviral drugs containing
heteropolyanions” y la invencion se relacioné con nuevos medicamentos antivirales
que contienen heteropolianiones. Estos consisten en POMs representados por la
formula [(XW90s3)2V303]P~, donde como p es un numero positivo entre 9y 12y X es
Sb, P, As o Bi y especialmente Sb, como ingredientes activos para formular
medicamentos antivirales. En la patente, se afirma que estos POMs poseen un amplio
espectro de actividad antiviral contra el DFV (virus de la fiebre del dengue), el Pfluv
(virus de la parainfluenza), el VIH y el virus del herpes simple, mostrando una alta
eficacia y baja toxicidad.2? En 2005, otra patente relacionada con los compuestos de
POMs como agentes antivirales fue otorgada a Raymond F. Schinaziy Craig L.
Hill . Esta invencién estaba relacionada con los POM con las siguientes formulas
moleculares generales: (M)7[PW1103g], (M)s[SiW11039], (M)9[HSiW9O34],
(M)s [HPW9Oa4], (M)10[(TM)4(PW9Q34)2], (M)16[(TM)4(P2W150s6)2], (M)14[NaPsW30011],
(M)12[(TM)3(PW39Os34)2], y (M)s[P2W180s2] en la que M es un cation de metal alcalino,
NH4* 0 un aminoacido catiénico, y TM es un i6n de metal de transicion divalente, como
Mn, Fe, Co, Ni, Cu y Zn. Estos compuestos fueron reivindicados como agentes
antivirales para el VIH.?' Todas estas patentes (reclamadas en Estados Unidos y
Japédn), aunque fueron otorgadas, caducaron debido a razones relacionadas con el
pago de las cuotas (busqueda realizada en Espacenet y patentes de Google en
febrero de 2020).

Con respecto a las publicaciones de investigacién, a modo de mencionar las mas
relevantes, se realizd una busqueda en la base de datos Scopus (febrero de 2020).

En la década de 1980, un grupo de cientificos del Instituto Pasteur de Paris, Francia,
inform6 que el compuesto HPA-23 - (NH4)17[NaW21SbyOss] x 14 H20 - podria inhibir la
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reproduccion del VIH (fecha de patente: 1988).22 Este descubrimiento genero interés
en investigadores de todo el mundo, ya que habia muchas personas que padecian
SIDA y tenian la esperanza de un tratamiento.?? El medicamento se habia
administrado a pacientes infectados con VIH que tenian sintomas de SIDA en
Paris. Como el prometedor medicamento antiviral no estaba disponible en los Estados
Unidos, muchas personas infectadas con el VIH viajaron a Francia para comenzar con
el tratamiento.?* Poco después, se realizaron ensayos clinicos para el compuesto en
los EE. UU. Esto ocurri6 antes de la creacion de la red de Grupos de Ensayos Clinicos
del SIDA (ACTG) que luego establecié (y continla estableciendo) estandares para la
evaluacién de las terapias contra el SIDA.?> Desafortunadamente, los resultados de
los ensayos clinicos mostraron que la administracién del compuesto se asociaba con
efectos secundarios significativamente adversos y relacionados con el sistema central
nervioso como amnesia, mareos, toxicidad renal y aumento de enzimas hepaticas,
entre otros?® Todos estos ensayos se realizaron poco después de la identificacion de
la estructura del VIH y cuando no habia mucho conocimiento sobre el mecanismo de
accion. Ademas, el disefio del protocolo y las herramientas bioldgicas disponibles en
ese momento no eran las mismas que ofrece la tecnologia actualmente. En 1994, se
informo que un ARN de flavivirus, de forma replicativa bicatenaria, se inhibi6é de forma
dependiente de la dosis del mismo farmaco, HPA-23 y derivados. Se destacé el uso
potencial de estos POMs para el tratamiento de la infeccion por dengue.?” En 1998,
una revision mostro que la densidad de carga de POMs era una consideracion
importante en la eficacia de la inhibicidén, y que su actividad antiviral es amplia con
respecto a los virus, pero especifica en determinados sitios de unién y con alta
eficacia. Los datos concluyeron que los POM son efectivos contra el VIH-1, y se
identificaron tres modos de accidn, inhibicion de la unién del gp120 con CD4,
interferencia con el paso de adsorcién viral y la fusion de los linfocitos infectados con
los no infectados, y la prevencion en la formaciébn de sincitios. Otros
inhiben la transcriptasa inversa del VIH-1 y la proteasa del VIH-1.28 El objetivo en ese
momento era obtener relaciones estructura-actividad y usar esta informacion para
disefiar medicamentos terapéuticos y menos toxicos de POM y/o en combinacion con
otros  agentes antivirales. En 2001, una publicacibn  mostré  que
los POMs que contienen Nb de la clase Wells-Dawson podrian inhibir la proteasa del
VIH-1 (VIH-1P) y el estudio del mecanismo de accion se basé en estudios de cinética,

unién y modelos moleculares. Los estudios computacionales sugieren que la inhibicion
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de los POMs se lleva a cabo en el patch catiénico que contiene los residuos de lisina
y ubicados en la region "bisagra" que cubre los sitios activos comunes de los
inhibidores de la proteasa del VIH-1P.2° En 2002, se publicd una revision sobre los
nuevos desarrollos en la terapia del VIH con compuesto quimicos, que indica que los
polioxometalatos actiian sobre la absorcion viral al unirse a la glicoproteina gp120 de
la envoltura viral.3® En 2003, un informe acerca de las actividades anti-ARN de POMs
sustituidos con titanio y vanadio fue publicado. El mecanismo de accién anti-VIH de
PM-1001, KioNa[(VO)3(SbWgOas)2] x 26 H20, muestra actividad con una ECsode
menos de 2 pumol L "'y concentraciones de toxicidad entre 41 y 47 umol L '. Los
resultados sugirieron que este POM afecta la union del VIH a la membrana celular y
la formacién de sincitios entre las células infectadas y no infectadas por el VIH.3! En
2006, se publicé una revision sobre la actividad de virus anti-ARN de los
polioxometalatos. Se hizo hincapié en las actividades antirretrovirales de diferentes
compuestos de la familia Keggin. Estos fueron probados contra FluV A, RSV, virus de
parainfluenza (PfluV) tipo 2, DFV, VIH-1 y coronavirus SARS in vitro. El compuesto
con la estructura K1oNa[(VO)3(SbWgOss)2] x 26 H20, el mismo de la publicacion
anterior (PM-1001), posee actividades de virus anti-ARN de amplio espectro que
incluyen actividad contra estos virus.®2 En 2018, la actividad anti-VIH y el mecanismo
de accion de un polioxometalato de Keggin que contiene titanio, KeHPTi2W 10040, se
evidencié contra un grupo diverso de cepas de VIH tipo 1, que resultaron en
compuestos con baja citotoxicidad y genotoxicidad. El ensayo de adicién de tiempo
reveld que este POM actua en una etapa temprana de infeccion porque inhibe mas
el virus Env-pseudotipo que el pseudotipo del virus de la estomatitis vesicular
(VSVG). Ademas, se demostrd que el Ti-POM bloqueb el sitio de unién de gp120 en
el receptor CD4 y se une directamente al péptido N36, mediante el bloqueo de la
formacion del niicleo de gp4.32 Recientemente, se informé que el POM tipo Keggin de
la publicacion anterior, [Ti2PW10040]”, actlia sobre proceso de entrada de la infeccion
viral del ZIKV, y puede reducir significativamente la produccién de progenie de este

virus.34

En varias publicaciones se atribuyd la actividad antiviral de los POM a la interaccion
con proteinas. Las interacciones POM-proteina varian desde una interaccién fuerte
hasta una moderada a débil y las POMs se ubican principalmente en la periferia de la
estructura y cerca de una regién cargada positivamente. Se ha informado que los
residuos basicos estan presentes principalmente en cada sitio de unién de los POMs,
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y también estan involucradas cadenas laterales polares pero sin carga (alta
contribucion de enlaces de hidrogeno en el complejo proteina-POM), mientras que los
residuos no polares y cargados negativamente juegan un papel menor.3® El enfoque
en este capitulo es identificar nuevos compuestos antivirales basados en POMs que
interaccionen con una proteina y bloquean algun paso del ciclo viral para detener su
reproduccion.

3.2. Caf-POM como agentes anti-VIH

La familia de las xantinas son compuestos versatiles con alta diversidad molecular, lo
que los convierte en candidatos potenciales para crear nuevos compuestos con
bioactividad para la prevencién y el tratamiento de infecciones. Existe evidencia previa
de la actividad anti-VIH de los derivados de xantina, especialmente la cafeina. En
algunas publicaciones, se informa una relacién entre la ingesta de cafeina y los
marcadores inmunoldgicos y virolégicos de la progresion de la enfermedad del
VIH. Ademas, el aumento del numero de recuentos de células CD4 y la disminucidn
de las cargas virales se asociaron con un mayor consumo de cafeina.’® Otros
resultados sugieren que la cafeina inhibe la via de ATR (serina / treonina proteina
especifica quinasa) y que afectan a la transduccién de HIV-1 y otros estudios se basan
en el iinhibicién del VIH-1 de replicacion por cafeina y relacionados con la cafeina,
metilxantinas, debido a un efecto en la etapa de integracién del ciclo de vida del
virus.%-38  Como se menciond anteriormente (seccidén Introduccion), varias
investigaciones han informado sobre la actividad anti-VIH de los POM y uno de los
compuestos mas potentes reportados fue el Ki3g[Ce(SiW11039)2 x 26H20],
un sandwich Keggin POM sustituido con cerio.®® Se demostr6 que el
compuesto inhibe el VIH-1 a concentraciones por debajo de desde 0,008 hasta
0,8 uM.*° Basandose en estos estudios, fueron disefiados una serie de materiales
hibridos basados en la interaccidon electrostatica entre un cation caffeinium y POM,

para estudiar su papel potencial como agentes anti-VIH.

En el presente capitulo, el objetivo es sintetizar y explorar la posible conjugacion entre
el cation cafeina y los Keggin POMs sustituido con cerio y el lacunario como
posibles agentes anti-VIH. Por esta razén, se eligié el caffeinium como un catién
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principal y los cambios se basaron en los aniones para comprender el papel de los
POM en la actividad antiviral de los compuestos hibridos. En la Figura 5, se presenta
la representacion de los aniones Keggin sintetizados para este estudio.

Figura 5. Representacion de bola y palo de los clusters: a) Keggin mono-lacunario [ SiW11Osg®" ; b) mono-
sustituido cerio Keggin [CeSiW11Oagj* *; colores: silicio (beige), tungsteno (azul), oxigeno (rojo), cerio (verde)

Para obtener informacién sobre el mecanismo de accion, se realizd un ensayo de
tiempo de adicion y un ensayo de filtracion con colorantes en liposomas que imitan las
particulas virales. El analisis de los resultados se basé en la interacciéon de los Caf-
POM y la membrana lipidica para estudiar si la actividad antiviral se debe a la
perturbacidn de la organizacién funcional del virion.

3.2.1 Seccion experimental
3.2.1.1 Materiales y métodos.

e Espectroscopia UV-VIS: la espectroscopia UV-VIS se realizé en
un espectrofotdmetro SHIMADZU UV-Vis-NIR UV-3600.

e Analisis elemental: EA se realizé en un Analizador Elemental Carlo Erba 1108.

e Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN): 'H y '3C espectros de
RMN se registraron en Bruker Avance 600 (1H: 600,13 MHz; 13C: 151,16 MHz) y
Bruker Avance 500 espectrometros (1H: 500,14 MHz, 13C: 125,76 MHz);

e Espectroscopia de emision con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-
AES): ICP-AES se realiz6 en un espectrometro Perkin Elmer Plasma 400.

¢ Difraccion de monocristal de rayos X (XRD): se realizé6 en un difractémetro de
cristal Unico de Bruker D8 de Quest con un detector de fotones Il utilizando
radiaciéon Mo Ka (A = 0,71073 A).

e Espectroscopia FT-IR: para el polioxometalato, la espectroscopia FT-IR se realizé

en un espectrofotdmetro Bruker Vector 22 FTIR. Las muestras se prepararon como
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pastillas con KBr. Las sefales se dan como niimeros de onda en cm - utilizando
las siguientes abreviaturas: vs = muy fuerte, s = fuerte, m = medio, w = débil y b =
amplio.

e Ensayo de infeccion de virus y dependiente en el tiempo: El VIH-1 infectividad
en las células se midi6 con un luminémetro Orion Il de microplaca (Titertek-
Berthold).

e Ensayo de viabilidad celular: la viabilidad celular se cuantific6 usando el kit
CellTiter Glo-luciferase (Promega, # G7571) usando un luminémetro de microplaca
Orion Il (Titertek-Berthold).

e Ensayo de liposomas: los liposomas se cuantificaron mediante analisis de
seguimiento de nanoparticulas (NTA) utilizando un ZetaView (ParticleMetrix,
Inning, Alemania). La intensidad de fluorescencia de los colorantes se leyd en un
lector de placas Cytation 3 (Biotek, Winooski, EE. UU.).

3.2.1.2 Sintesis

Observaciones generales: Todos los productos quimicos se compraron a Sigma
Aldrich, ABCR o ACROS y eran de grado reactivo. Los productos quimicos se usaron
sin purificacién adicional a menos que se indique lo contrario. Las reacciones se

llevaron a cabo a presién atmosférica a menos que se indique lo contrario.
e Sintesis de P7: KsB2[SiW11039] x 13H20:

La sintesis es una modificacién del procedimiento de la literatura. 4! El metasilicato de
sodio (0,5 g, 4,09 mmol) se disolvié a temperatura ambiente en 10 ml de agua
destilada y se filtré (solucién A). En un vaso de precipitados de 100 ml, se disolvid
tungstato de sodio (8,26 g, 25,18 mmol) en 3 ml de agua destilada hirviendo (solucién
B). A la solucién de ebullicion B, se afiadié gota a gota una soluciéon de 4 mol L1
de HCI acuoso (8,25 ml) durante 10 minutos con agitaciéon vigorosa para disolver el
precipitado local de acido tungstico. Se anadio la solucion A, seguido rapidamente por
la adicion de 2,5 ml de HCI acuoso 4 M (pH 5-6). La solucién se mantuvo hirviendo
durante 1,5 h. El cloruro de potasio (6,8 g) se anadié a la solucidén, que se agitd
magnéticamente durante 15 minutos. Después de esto, la solucién se filtro, y el
producto soélido blanco se filtré (filtro de porosidad media). La purificacién del
producto se logrd disolviendo el producto en agua, se filtrd y se volvié a precipitar la
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sal afadiendo KCI sélido (6 gr). El precipitado, después de la filtracién, se lavé con
dos porciones de 20 ml de una solucion de KCI (1 mol L -"y finalmente se seco al aire.

e Sintesis de P3: KsH [B2 CeSiW11039] x 12 H20:

La sintesis es una modificacion del procedimiento de la literatura. > A 100 ml de
una solucion acuosa de KCI1 mol L-1se anadieron 0,16 g (0,65 mmol) de
CeCls x 7H20 y 2,5 g (0,84 mmol) de compuesto P7. El pH de la solucion se ajusté a
5,0 mediante la adicién gota a gota de 0,1 mol L' de HCI acuoso. Luego, la solucion
se agitdé a 50°C durante 30 minutos y se dej6 enfriar a temperatura ambiente. La
filtracién y la evaporacién lenta en un recipiente abierto a temperatura ambiente dieron
como resultado cristales individuales incoloros adecuados para la difraccion de rayos
X de un solo cristal de K4H [B 2- CeSiW1103g) x 12 H20 después de aproximadamente
1 semana. En el estado solido, el grupo forma una especie dimérica, mientras que
proponemos que el dimero se desagregue enlos respectivos monomeros en
solucién. Se usé MeOH/ agua para el proceso de recristalizacién para obtener el
complejo Ce:POM 1: 1. Rendimiento: cuantitativo. MW = 3188 gr / mol.

e Sintesis de Caf + 1,3,7,9-Tetramethylxanthinium Methyl Sulfate (CeH13 N4O2)
(OSOsCH3,

La sintesis es una modificacion del procedimiento de la literatura.*® La cafeina (5,0 g,
25,7 mmol) se disolvié en nitrobenceno (75 ml) a 100 ° C durante 1 h. Se afnadié sulfato
de dimetilo (5,2 ml) a la solucion y la mezcla se calenté a reflujo a 100°C durante 24
h. La mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente, se anadié un exceso de
éter dietilico y el disolvente se decant6. El residuo se lavé con éter dietilico varias

veces y un sélido blanco. Rendimiento: (1.2 g, 3.7 mmol, 72%)

e Sintesis de CP-7 (CoH13N402)s [B-SiW11039] x 5H20

Se disolvieron 1,10 gr (0,18 mmol) de P7 en agua y se anadieron 0,85 gr (2,65 mmol)
de cafeina en agua. La solucidon se agité durante dos horas a temperatura ambiente y
durante la noche, se formé un precipitado. Después de filtrar y lavar varias veces, el
compuesto se seco al vacio. Rendimiento: cuantitativo. MW = 4348 gr / mol.
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e Sintesis de CP-3 (CoH13N402)4 K [CeSiW11039) x 20H20

Se disolvieron 0,12 gr (0,03 mmol) de P3 en agua y se anadieron 0,15 gr (0,47 mmol)
de cafeina en agua. La solucidn se agité durante dos horas a temperatura ambiente y
durante la noche, se formé un precipitado. Después de filtrar y lavar varias veces, el
compuesto se seco al vacio. Rendimiento: cuantitativo. MW = 4050 gr / mol.

3.2.1.3 Estabilidad de los compuestos

Para estudiar la estabilidad de los compuestos en condiciones experimentales, se
realizd un ensayo de estabilidad. Los experimentos se prepararon en 10 mM de fosfato
PBS (pH 7,4). La concentracion de las muestras fue de 10 umol L ! La estabilidad se
caracterizo por espectroscopia UV-visible a los 0, 4 y 7 dias.

3.2.1.4 Ensayos in vitro

M. Sc. Matteo Bosso realizd los estudios in vitro en el Departamento de Virologia

Molecular de la Universidad de Ulm, Alemania.

e Ensayo de infeccion viral: VIH-1 libre se generé por transfeccidbn de células
HEK293T con de una construccioén proviral que carecen de expresion de la env gen
(pNLenvi1_ env _deficient_NL4-3) (5 g) en combinacién con vectores de expresion
que codifican ya sea la canonica VIH 1 gen env (pCAGGS_HIV-1 M NL4-3 env) o
la glucoproteina del virus de la estomatitis vesicular no relacionada (VSV-G) (1
ug). La transfeccién se realizé utilizando el método del fosfato de calcio. A las 48
horas después de la transfeccion, se recogieron los sobrenadantes, se purificaron
por centrifugacion a 1.500 rpm durante 5 minutos y se congelaron a -80 °C. La
infectividad total de ambas reservas de virus se evalué mediante la realizacién de
diluciones seriadas en solucion salina tamponada con fosfato de Dulbecco 1x
(DPBS) [-]CaCl2[-]MgClz(Gibco / Life Technologies). Los sobrenadantes
resultantes se usaron para infectar 10.000 células TZM-bl (1) por triplicado y la
infectividad del VIH-1 se midi6 a las 48 h. después de la infeccion lisando las
células en 40 ul de Gal-Screen (Applied Biosystem o Life Biotechnology) y después
30 minutos de incubacién a temperatura ambiente, se transfirieron 35 pl de lisados
celulares a placas blancas de micropocillos de 96 pocillos (Nunc) y se cuantificé la
luminiscencia derivada de B-galactosidasa, de acuerdo con las instrucciones del
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fabricante, con un luminémetro de microplacas Orion Il (Titertek- Berthold) como
unidades de luz relativas por segundo (RLU/s). La dilucion mas baja que no
mostrd signos de superinfeccion se us6 para otros experimentos. Posteriormente,
los POMs y primera ronda de infeccion por VIH-1 se preincubaron durante 10
minutos a 37 °C antes de infectar 10.000 células informadoras TZM-bl y medir la
infectividad del VIH-1 a las 48 h después de la infeccion.

e Ensayo de citotoxicidad: 10.000 células TZM-bl se sembraron en placas de cultivo
de 96 pocillos (Sarstedt AG & Co. KG) y las células a tratar se incubaron con las
dosis indicadas (expresada enpmol LY de POMs. Dos dias después del
tratamiento, se eliminaron los sobrenadantes del cultivo celular y se cuantifico la
viabilidad celular total usando el ensayo CellTiter Glo-luciferase (Promega, #
G7571) usando un lumindmetro de microplacas Orion Il (Titertek-Berthold). Se
realiz6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante en las condiciones
correspondientes a los ensayos de infeccion respectivos. DMSO (Merk, #
1029521000) y Triton X-100 (Sigma-Aldrich, # T9284) se usaron como control
negativo y positivo para la citotoxicidad celular respectivamente.

e Ensayo de tiempo de infeccion: el VIH-1 se incub6 previamente con POM a
temperatura ambiente durante 360, 180, 60, 30, 15 minutos antes de la infeccién o
se agreg6 directamente a las células TZM-bl. Después de la infeccion, se realiza

el ensayo de infeccion viral.

e Ensayo de liposomas: los liposomas para el ensayo de filtracion de tinte se
prepararon mediante extrusién e hidratacion de pelicula delgada. DOPC (1,2-
dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina), esfingomielina (Egg SM) y colesterol de lana de
ovino (Chol), disueltos en cloroformo (Avanti Polar Lipids, Alabaster, EE. UU.) Se
mezclaron al 45/25/30% molar en un balén de vidrio. El disolvente se evapor6
luego aplicando lentamente un vacio en una linea de Schlenk. El vacio se mantuvo
durante 2 h y luego se purgd con argdn. La pelicula lipidica se hidrata luego
mediante la adiciéon de 50 mmoles L' de 5(6)-carboxifluoresceina preparada en
PBS al 50% (que resulta en una solucién iso-osmolar a PBS) y se ajusta a pH 7,4
con NaOH, produciendo una concentracién de lipidos de 5 mmol L' Los matraces
se agitaron a 60 °C, 180 rpm, durante 1 h. Luego se prepararon pequefias
vesiculas unilamelares por extrusibn de 25x a través de membranas de
policarbonato 0,2 uym (Membrana grabada en pista Nuclepore, Whatman,
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Maidstone, EE. UU.) En un Mini Extrusor (Avanti Polar Lipids) en una plataforma
de calentamiento a 60 °C. El tinte libre se elimin6 mediante filtracién de exclusién
por tamano 2x usando columnas PD midiTrap Sephadex G-25 (GE Healthcare,
Buckinghamshire, Reino Unido) y luego se cuantificaron los liposomas mediante
analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA) usando un ZetaView
(ParticleMetrix, Inning, Alemania). Para el ensayo en formato de 96 pocillos, las
preparaciones de liposomas se diluyeron en PBS y se afadieron 2,25 x 10%pocillo
en placas (volumen de 90 yL). La intensidad de fluorescencia se ley6 en un lector
de placas Cytation 3 (Biotek, Winooski, EE. UU.). La linea de base se establecio
midiendo la fluorescencia durante 5 minutos, luego se agregaron 10 pl de
compuestos y las placas se incubaron durante 30 minutos mas con mediciones
cada 1 minuto. La intensidad maxima (100% de liberacién de colorante) se midi6é
luego agregando Triton X-100 a una concentracion final de 1% y nuevamente
midiendo durante 5 minutos.

3.2.2 Resultados y discusion
3.2.2.1 Caracterizacion
o P7

FT -IR: 3447 (b), 2361 (w), 1616 (m), 991 (s), 948 (s), 878 (vs), 808 (vs), 729 (vs), 535
(s).
ICP-AES (valores calculados entre paréntesis): Si 0.78 (0.83), W 58.01 (59.76).

e P3

FT-IR: 3447 (b), 2361 (w), 1623 (m), 1000 (s), 950 (s), 904 (s), 887 (s), 869 (s), 804,
707 (s), 511 (m)

DRX (Fig. 6)
Tabla 1. Datos de cristal y refinamento de estructura para P3.

Cddigo de identificacion MH19092_0m
Formula empirica CeK.055S1W,,
Peso de la féormula 3186.96
Temperatura / K 150 (2)
Sistema de cristal Triclinico
Grupo espacial P-1
a/A 13.3194 (8)
b/A 13.4752 (8)
c/A 13,7136 (9)
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o/°

p/e

y/°

Volumen / A »

Z

Peac g/lom?

wmm-!

F (000)

Tamafio de cristal / mm 3
Radiacién

100,131 (3)
92.596 (3)
92.223 (3)
2417,7 (3)

2

4.378

27,457

2764,0
0.15x0.12 x 0.1
Mo (L= 0.71073)

2 ® rango para la recopilacion de datos / ©6.908 a 49.598

Rangos de indice

Reflexiones recogidas

Reflexiones independientes

Datos / restricciones / parametros
Bondad de ajuste en F*

Indices finales de R [I> = 2 & (I)]
Indices R finales [todos los datos]
Dif. Mds grande pico / agujero / e A=

-15<h<15,-15<k<15,-16<1<16
34903

7770 [R .= 0.1080, R ,...= 0.0766]
7770/18/654

1.030

R =0.0556, wR ,=0.1415

R =0.0727, wR ,=0.1550
3.83/-292
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La Figura 6. Representacion de Keggin POM substituido con cerio [CeSiW1103g] 4 en forma de dimeros (arriba) y
monoémeros (abajo). Esquema de color: silicio (rosa), tungsteno (azul), oxigeno (rojo), cerio (naranja)

ICP-AES (valores calculados entre paréntesis): Si 0.89 (0.79), W 55.29 (56.9).

e Caf +
FT-IR (cm -): 3445 (b), 3075 (b), 2959 (w), 1720 (s), 1676 (vs), 1587 (m), 1551 (s),
1464 (m), 1349 (m), 1310 (m), 1253 (s), 1220 (s), 1095 (w), 1056 (m), 1007 (s), 883
(m), 746 (s), 651 (w), 609 (m), 580 (s),

RMN

' H RMN (400 MHz, 6xido de deutério) & 8,93 (s, 1H), 4,16 (s, 3H), 4,10 (s, 3H), 3,78
(s, 3H), 3,68 (s, 3H), 3,34 (s, 3H) (Fig. 7).
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La Figura 7. Espectro de 1H-NMR de Caf -en D . O.
e CP7

FTIR (cm *1): 3440 (b), 3172 (m), 3089 (m), 2960 (m), 2361 (w), 1720 (vs), 1675 (vs),
1585 (m), 1549 ( m), 1463 (m), 1346 (m), 1306 (m), 1259 (m), 1184 (w), 1116 (w),
1055 (m), 1005 (m), 964 (s), 903 ( vs), 818 (vs), 777 (vs), 742 (vs), 652 (m), 602 (s),
507 (m).

RMN

TH RMN (600 MHz, DMSO- d ¢ 5 9,24 (s, 1H), 4,24 (s, 3H), 4,10 (s, 3H), 3,77 (s, 3H),
3,37 (HDO), 3,26 (s, 3H) (Fig. 8).
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La Figura 8. Espectro de 'H-NMR de CP7 en d6-DMSO.
3C RMN (151 MHz, DMSO - d¢ d 153,8, 150,7, 140,43, 139,7, 108,3, 37,3, 35,9,
31,7, 28,8 8 (Fig. 9)
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La Figura 9. Espectro de *C-NMR de CP7 en d6-DMSO.
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EA: % (valores calculados entre paréntesis): N 10.7 (10.38); C 20,17 (19,88);

ICP-AES: % (valores calculados entre paréntesis): Si 0.63 (0.64), W 48.89 (46.5).

e CP3 -

FT-IR 3439 (b), 3089 (m), 2962 (m), 2361 (w), 1719 (vs), 1670 (vs), 1584 (s), 1549
(vs), 1464 (s), 1346 (), 1306 (m), 1261 (m), 1185 (m), 1117 (w), 1094 (w), 1005 (m),
958 (s), 890 (vs), 855 (vs), 770 (vs ), 720 (s), 602 (m), 509 (m)

RMN

1H RMN (600 MHz, DMSO- ds) & 9.05 (s, 1H), 4.27 (s, 3H), 4.14 (s, 3H), 3.80 (s, 3H),
3.35 (HDO), 3.27 (s, 3H) (Fig. 10)

LRE

La Figura 10. Espectro de 'H-NMR de CP-3 en d6-DMSO.
3C RMN (151 MHz, DMSO - d) 8 153,3, 150,3, 139,9, 139,1, 107,8, 36,8, 35,4, 31,2,
28,3 (Fig. 1 1)

94



Figura 11. Espectro de *C-NMR de CP-3 en d6-DMSO.
EA: % (valores calculados entre paréntesis): N 5.56 (5.5 3); C 10.63 (10. 6 7)

ICP: % (valores calculados entre paréntesis): W 48.85 (49.92); Si 0.58 (0. 69)

Se demostré que todos los resultados del andlisis de los compuestos para
caracterizarlos son consistentes con sus estructuras moleculares. En CP3, mas alla
de la interaccion electrostatica de los componentes, hay un apilamiento cara a cara
adicional (interaccion par- 1) entre la base de purina y el Ce-POM. Se informd que
estas interacciones ocurren en las caras mas grandes del anion. 4° En esta estructura,
se propone que esta pudiese ser la razén de la presencia de un K +y 4Caf *para
equilibrar las cargas, ya que el POM tiene cuatro caras mas grandes (dejando las
caras grandes cerca del Cerio discriminadas por el efecto de impedimento estérico)
(Fig. 12).
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Figura 1 2. llustracién del acoplamiento de catién cafeina al Ce-POM. Solo se muestran dos orientaciones para
mayor claridad.

Como se mencion6 anteriormente en el Capitulo 1, los POM pueden interactuar con
diferentes aminoacidos de las proteinas virales principalmente mediante interacciones
electrostaticas y enlaces de hidrégeno. Ademas, con el compuesto de cafeina, podria
haber efectos cooperativos a traves de la inclusion de una segunda interaccion no
covalente (es decir, interacciones 1 -apilamiento o catién— 1) para formar triadas de
anion—1r - Ty anién— 1 —catién con los aminoacidos situado en la superficie de la
proteina.®® Todas estas interacciones podrian desempefiar un papel importante en el
mecanismo de accion de CP3 contra la infeccién por VIH.

3.2.2.2 Resultados de estabilidad

Todos los POM evaluados exhiben estabilidad durante los 7 dias en el tampdn PBS a
pH 7,4. La forma de las curvas y la no aparicion de nuevos picos muestra que los
compuestos son estables a las condiciones de los ensayos in vitro (Fig. 13, 14,15y
16).
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Figura 15. Estabilidad de P3

Figura. 16. Estabilidad de P7

3.2.2.3 Resultados in vitro
Para investigar la posible actividad antiviral de los compuestos, se realizé un ensayo
de virus de infeccién de una sola ronda. La concentracién inhibitoria media maxima
(ICs0) se calculé como la concentracion inhibitoria del 50% usando el software Graph
Pad Prism 8. Los valores se indican en la Tabla 2.
Tabla 2. IC50 expresado en pM y pg/ml de los compuestos indicados contra la ronda Unica de infeccion VIH-1
pseudotipo con la glicoproteina de la envoltura de VIH-1 o VSV-G. Los valores se derivan de 3 experimentos

independientes, calculados por triplicado. Esquema de color: verde (alta actividad antiviral) a amarillo (baja
actividad antiviral)

AIV-A VSV(g)

Nombre (g'y'n‘]"(’)l) lﬁﬁﬂ (;;:/5"20 IC50 (pM) | IC50 (pg/ml)
AE-AV-CP7 | 4348 | 86740 | 377145 | 2577140 | 11205405
AE-AV-P7 | 2987 | 25450 | 76019 | ~ 399626
AE-AV-CP3 | 4050 | 6117 | 24774 | 269031.0 | 10895756
AEAV-P3 | 3188 | 8776.7 | 279800 | 387398 | 1235008

La comparacion de los IC sovalores de CP7 y P7 (8674 pM y 2545pM,
respectivamente), permite observar que el catién caffeinium disminuye la actividad
antiviral de P7. Sin embargo, en CP3, la adicién de cafeina mejora la actividad

antiviral. En la Tabla 1, en verde, se destaca la mayor inhibicién de CP3 contra VIH-1
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(IC somas bajo = 612 pM). La cafeina y el caffeinium también se analizaron y no
mostraron actividad antiviral.

Para asegurarse de que la actividad antiviral observada no se debiera a un posible
efecto citopatico o citotoxico en las células TZM-bl, se realizd un ensayo de viabilidad

celular.
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Figura 17. Evaluacion del efecto citopatico CP-3, P3, CP7 y P7 sobre las células informadoras TZM-bl. El factor

de dilucién aplicado en las células indica el doble de dilucién aplicado en el volumen total del medio (200 pl) en el
que se incubaron las células (concentracion en nM). N = 1 en triplicados técnicos = DE

En la Fig. 17, se observa que los compuestos seleccionados no muestran ningun
efecto citopatico en las células. Por esta razén, como CP3 muestra la mayor inhibicidén
y no es citotdxico, se eligié para estudios adicionales.

Al comienzo de este capitulo, se mencionaron varios estudios relacionados con la
amplia actividad antiviral de los POM. Para estudiar si los compuestos recién
sintetizados podrian actuar sobre el viribn o sobre las células, se preincubaron POM
y el stock de VIH-1 y posteriormente se infectaron células TZM-bl, o las células TZM-
bl se pretrataron con POM durante 24 horas. Posteriormente, se eliminaron los
sobrenadantes de cultivo celular con POM, las células se lavaron una vez con
1 x DPBS y se infectaron con VIH-1. La infectividad viral se midi6 a las 48 horas
después de la infeccidn.
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Figura 18. Determinacion de la inhibicién del VIH-1 mediada por POM de a) CP3 y b )P3. Los POM se incubaron
previamente con células informadoras TZM-bl (linea azul) durante un dia antes de la infeccion o se mezclaron
con el stock de VIH-1 y luego se agregaron a las células TZM-bl. n = SEM

En la figura 18, se observa que la inhibicion fue mucho mas pronunciada cuando los
conjugados POM se preincubaron con el VIH-1, lo que sugiere que actian contra
el virién. Como los POM, en general, podrian definirse como inhibidores amplios de la
entrada viral, para investigar si los compuestos pudiesen ejercer sus funciones a

través de un mecanismo adicional, se realiz6 un ensayo de tiempo de infeccion.
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Figura 19. Ensayo de inhibicion dependiente de la dosis del virus de Ce-POM CP3 (izquierda) y P3 (derecha). Se
incubaron cantidades constantes de existencias infecciosas de VIH-1 durante los puntos de tiempo indicados a
temperatura ambiente, antes de infectar células informadoras TZM-bl. n =2 £ DE

Los resultados (Fig. 19) muestran que la cuantificacién del rendimiento infeccioso del
VIH-1 indica una inhibicién ligeramente mas potente a las 6 horas después de la
incubacion en ambos casos, lo que sugiere que los POM pueden afectar los
parametros asociados al virion (como integridad y/o conformacion de glicoproteinas

de la envoltura) de una manera dependiente del tiempo.

Para obtener mas informacién sobre el mecanismo de accién, se realizd un ensayo
de filtracién de tinte de liposomas. La preservacién de la organizacién funcional de la

envoltura lipidica del VIH es necesaria para una infeccidn eficiente. Este estudio utiliza
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vesiculas lipidicas que imitan el virién para evaluar si el compuesto puede destruir la
membrana del virion. Los liposomas que contienen el colorante de carboxifluoresceina
se tratan con el Caf-POM y su respectivo POM. Si la fluorescencia aumenta debido a
la filtracion del colorante y la posterior dilucién en el tampon, se demuestra que los

compuestos pueden alterar las membranas.

Para este ensayo, los liposomas consistieron en DOPC / SM / Chol a una relacién de
45/25/30% molar para imitar aproximadamente la membrana viral del VIH. Los

resultados se muestran en la Fig. 21 y se observa un mayor efecto de CP3 que de P3.
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Figura 21. Alternativa: ensayo de disrupcién de liposomas usando vesiculas lipidicas que imitan viriones. a) CP3
y b) P3. 1ra linea de puntos: adicién de compuesto (5 min previos registrados como linea de base); Segunda
linea de puntos: adicién de Triton X-100 al 1% (sefial maxima, establecida al 100%)

Este resultado sugiere que el compuesto CP3 esta destruyendo la membrana viral y
esta podria ser la razon de su alta actividad antiviral. Para explicar la ruptura de la
membrana de lipidos, se propone un mecanismo hidrolitico asistido el Cerio de la
estructura del POM. Se ha reportado que el Ce (lll) podria actuar como proteasas
artificiales  hidrolizando proteinas grandesy  complejas.¢ En  nuestro  caso,
adicionalmente, la selectividad de la escision podria atribuirse a las interacciones
electrostéticas entre los residuos positivos de la proteina y la carga negativa de
la POM. Por otra parte, la atraccion estructural para facilitar el sitio de interaccion de
CP3 y los residuos de proteinas, podria atribuirse a las mismas interacciones entre
otras, lo que fue explicado anteriormente (Secciones 3. 2. 2. 1).

101



3.2.3 Conclusién

En conclusion, hemos desarrollado una nueva serie de compuestos de Caf-Keggin,
basada en una interaccion no covalente entre ambos componentes, y nos
caracterizamos bien por FT-IR, EA, ICP, XRD y RMN. Los compuestos no mostraron
ningun efecto citopatico en las células TZM-bl. La conjugacion de caffeinium con
Keggin POM parece perjudicial para su actividad antiviral, con la excepcién de CP3y
P3 (IC50 = 612 pM e IC50 = 8 7 7 6 pM, respectivamente). De acuerdo con estudios
previos del virus POM, los K-y Caf-POM parecen actuar en un virién en lugar de a
nivel celular. Ademéas, CP3 parece ganar actividad antiviral de una manera
dependiente del tiempo. Esto podria deberse a una posible destruccién de la particula
viral o una posible escision de la glucoproteina viral. Para obtener una idea de esta
hipbtesis, se realizd un ensayo de fuga de liposomas y los resultados muestran que
no hay un efecto importante, pero hay una fuga para CP3, lo que significa que este
conjugado podria destruir la membrana del virién. El mejor compuesto, al actuar en
etapas del ciclo viral temprano y alterar las propiedades de la membrana lipidica viral,
tiene un gran potencial para prevenir la infeccién por VIH.

En el futuro, el desarrollo de una matriz polimérica para unir el compuesto tiene como
objetivo disefiar un dispositivo de liberacion de farmacos. Hay muchas iniciativas
destinadas a la prevencién y el tratamiento con nuevos inhibidores de virus, por lo que
se podrian esperar escenarios favorables para continuar el desarrollo de esta

investigacion.

3.3 Actividad anti-ZIKV de Dawson POMs

El objetivo de esta seccion es evaluar la actividad anti-ZIKV de los WD-POM y
profundiza el conocimiento sobre su mecanismo de accién antiviral para evaluar sus
posibles aplicaciones en la prevencion de la infeccion por ZIKV y ayudar al desarrollo
de derivados mejorados. Se sintetizaron una serie de WD-POM: (NH4)s [P2M018Oe2],
Ke [P2W180s2], grupos funcionalizados de metales de transicion como Ks[Co(H20)
P2W17061] y Ks[Mn(H20)P2W170s1], y un grupo trisustituido Ks[HP2V3W150e2] (Fig.
22).Se estudi6 su estructura y relacion de actividad antiviral. Para obtener

informacion sobre el mecanismo de accion, se realizaron estudios de acoplamiento
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molecular para encontrar la conformacion de energia mas baja del complejo E-
proteina- [P2 W18 Oe2] &y los datos se validaron mediante un ensayo de competencia
de anticuerpos. Como los POM son aniones grandes, podrian unirse a los residuos de
la proteina E a través de interacciones electrostaticas y este hecho podria explicar su
actividad y accion anti-ZIKV en la estructura del virus ZIKA.

WD-POM Funcionalizacion con metals de
2 transicion de WD-POMs Trisubstituido WD-POMs

Figura 22. WD-POM seleccionados para este estudio. Esquema de color: &tomos de addenda M = Mo Y W

azul, metal del template X = P: naranja; O rojo y Transition Metal TM = Co, Mn; verde

Detalles computacionales

Los estudios de acoplamiento molecular se utilizan para simular la interaccion entre
una proteina y un ligando. El algoritmo de busqueda de acoplamiento genera la pose
de acoplamiento colocando el ligando en diferentes orientaciones y conformaciones
en un sitio 0 en varios sitios de la proteina. La funcién de puntuacién de acoplamiento

estima la energia libre de unién para una pose. 4

Antes de los estudios de acoplamiento, los ligandos y la proteina deben
optimizarse. En nuestro caso, para optimizar la geometria de los POM vy las cargas
parciales, los calculos cuanticos se realizaron utilizando la teoria funcional de

densidad (DFT). Los calculos se realizaron utilizando funcional B3YLP.

Para preparar la estructura de la proteina (archivo PDB) es necesario eliminar los
residuos de agua, agregar los atomos de hidrogenos polares y calcular las cargas de
Gasteiger para calcular las cargas parciales de los residuos de la proteina.

Después de estos pasos, en caso de utilizar Autodock, ya que el software requiere

precalcular mapas de cuadricula, es necesario especificar el tamafio de
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cuadricula. Para los estudios de acoplamiento ciego, el cuadro contiene toda la
estructura de la proteina y esta metodologia podria usarse para predecir los sitios
activos. Cuando se conoce el sitio activo o hay algunos supuestos de una potencial
region activa, la caja contiene los residuos de esta regién en un tamano extendido
razonable. Para calcular los potenciales de afinidad atomica, la energia de interaccién
de cada tipo de atomo en el ligando con los atomos de los residuos incrustados en la
caja se asigna a cada punto de la cuadricula.*®

Al ejecutar Autodock, los algoritmos de busqueda exploran los estados
conformacionales del ligando y, al usar la funcién empirica de puntuacién de energia
libre y la informacién del mapa de cuadricula, la interaccion de la proteina del ligando
se analiza y califica dependiendo de la fuerza de unién. Se utilizaron el algoritmo
genético lamarckiano (LGA) y el campo de fuerza AutoDock4.2, respectivamente.

El algoritmo genético (GA) desarrolla una poblacion de genes que representa
conformaciones. Los genes compiten para ingresar a un grupo de reproduccion en
funcion de su estado fisico, que corresponde a la energia de las conformaciones que
representan. Durante un periodo de muchas generaciones, los individuos
sucesivamente mas adecuados (que corresponde a las conformaciones de menor
energia) evolucionan a través de las operaciones genéticas. Si se alcanzan las
evaluaciones de energia total o el nUmero maximo de generaciones, el proceso se
detiene. EI LGA primero encuentra la conformacion mas baja, analiza su fenotipo
(coordenadas atdmicas) y luego asigna estos valores a sus respectivos genotipos y
descendencia. Este algoritmo presenta un mejor rendimiento ya que combina la GA 'y
la optimizacién de busqueda local. El resultado al final del proceso de evolucion es un

conjunto de conformaciones que pueden analizarse.*?

El campo de fuerza utilizado en Autodock4.2 y Autogrid, incluye seis evaluaciones por
pares (V) relacionadas con el estado unido y no unido, y una estimacién de la entropia
conformacional perdida al unirse ( AS..,f). En la ecuacion 1, L se refiere al ligando y

P a la proteina.

AG = ( bound unbound) + ( bound unbound) + ( bound unbound + ASconf)
Cada término energético (V), incluye evolucion para dispersién / repulsion, enlaces de
hidrogeno, electrostatica y desolvatacion. Las constantes de ponderacién W vy los
parametros se han optimizado para calibrar la energia libre empirica en funcién de un

conjunto de constantes de union determinadas experimentalmente.
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En la ecuacion 2, el primer término representa el potencial de interacciones de
dispersion/repulsion y los parametros A y B se calculan utilizando el campo de fuerza
ambar. El segundo término representa un término direccional de enlace H y los
parametros C y D se asignan para dar una profundidad maxima de pozo de energia
de 5 kcal / mol a 1.9A para H-O y H-N y de 1 kcal/mol a 2.5A para enlaces H-S. La
funcién E(t) representa la direccionalidad basada en el angulo t de la geometria de
union puente de hidrégeno ideal. El tercer término representa la electrostatica forzada
por los potenciales de Coulomb y el término final representa el potencial de
desolvatacion: V es el volumen de atomos que rodea a un atomo dado (estos atomos
estan protegiendo el atomo de las moléculas de disolvente) y S es el pardmetro de
solvatacién, los términos exponenciales estdn relacionados con un factor de

ponderacién de distancia. %°

En la Figura 23, se presentan ejemplos de la relacidn entre la distancia interatémica y
la energia de las cuatro contribuciones del campo de fuerza de Autodock. La
dispersion / repulsién es para la interaccidon entre dos atomos de carbono, el potencial
de enlace de hidrébgeno se muestra para una interaccion oxigeno-hidrégeno
(extendido a un minimo de -2 kcal/mol), el potencial electrostatico es para atomos con
cargas opuestas con carga atémica completa y el potencial de desolvatacion es para
un atomo de carbono con aproximadamente 10 atomos que desplazan el agua a cada

distancia.
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Figura 23. Ejemplos de contribuciones del campo de fuerza Autodock Autodock, AutoGrid, AutoDockTools, (Ref.
50. Copyright © 1991-2009, reimpreso en su idioma original)

3.3.1 Seccion experimental

3. 3.1.1 Materiales y métodos

e Espectroscopia FT-IR: se realizé en un espectrofotémetro Bruker Vector 22
FTIR. Las muestras se prepararon en pastillas de KBr. Las sefales se dan
como numeros de onda en cm ' utilizando las siguientes abreviaturas: vs = muy

fuerte, s = fuerte, m = medio, w = débil y b = amplio.

e Espectroscopia UV-VIS: la espectroscopia UV-VIS se realizd6 en un
espectrofotometro UV-Vis-NIR SHIMADZU UV-3600.

e Estudios de acoplamiento molecular: los estudios de acoplamiento molecular
se realizaron con el software AutoDock 4.2.48 La estructura cristalina de la
proteina de envoltura del ZIKV se descargé del Protein Data Bank (PDB:
5HJM). 51 Se uso el software Autodock MGLTools para preparar el archivo de

entrada Autodock 4.2 (pdbqt), se agregaron hidrégenos polares y se eliminé el
106



agua de la estructura. Para calcular la superficie molecular potencial
electrostatica, se usé el complemento APBS (Adaptive Poisson- Boltzmann
Solver) para Pymol. Los modelos cristalograficos de un Dawson-POM se
obtuvieron de la base de datos CCDC de cristalografia (ICSD 56, numero de
deposito 1590683 y CUYYOL, nimero de depédsito 761260, respectivamente)
y luego se modificaron para eliminar los grupos organicos, conservando la
estructura de Wells-Dawson [P2W1gOs2 €y [P2Mo1sOe2 fusando la
herramienta de modelado Mercury CSD 4.0.0. Las cargas parciales de cada
atomo del POM se calcularon con la teoria funcional de densidad (DFT)
funcional B3LYP 52 con conjuntos basicos lanl2dz %3 y 6-31G* > implementados
en el programa Gaussian 09.% La carga total del ligando se establecié en -6 y
la estructura se mantuvo rigida durante todo el calculo del acoplamiento. Los

cargos parciales calculados se aplicaron para otros célculos.

e Ensayo de estabilidad: para estudiar la estabilidad de los compuestos en
condiciones  experimentales, se  realizd un ensayo  de estabilidad. Los
experimentos se prepararon en 10 mM de PBS (pH 7,4). La concentracion de
las muestras fue de 1 uM. La estabilidad se caracteriz6 por espectroscopia UV-
visible a los 0, 4 y 7 dias.*

3.3.1.2 Sintesis

Observaciones generales: Todos los productos quimicos se compraron a Sigma
Aldrich, ABCR o ACROS y eran de grado reactivo. Los productos quimicos se usaron
sin purificaciéon adicional a menos que se indique lo contrario. Las reacciones se

llevaron a cabo a presién atmosférica salvo que se indique lo contrario.

¢ Sintesis de los compuestos.
- Sintesis de POM PW: Ke o,B[P2W18062) x 19H20

La sintesis es una modificacion del procedimiento de la literatura. Se
disolvié 4 Na2 WQO4 x 2 H20 (12 g, 36,5 mmol) en 40 ml de agua y se afadieron 10 ml
(147 mmol) de acido orto fosférico (85%). La solucidén se calentd a reflujo durante 4
h. Después de enfriar, 4,8 g de NH4Cl se afadid, y la solucién se agité durante 10

min. Luego, la sal de amonio cruda obtenida de la solucién a reflujo, se lavé agitando
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en una solucién de 5 g de NH4Cl en 25 ml de agua durante 10 minutos y luego se re-
disolvié en 25 ml de agua tibia (45 °C). Se afnadi6 cloruro de potasio (1,9 g) a la
solucién fria. La sal de potasio se elimind por filtracién y luego se disolvié en 50 ml de
agua caliente (80 °C). Las agujas blancas de triacontatungstopentafosfato que
aparecieron al enfriar a 15 °C se eliminaron por filtracion. El filtrado se traté
directamente con 2 g de KCI para obtener una mezcla de los dos isbmeros de
octadecatungstodifosfato de potasio. EI precipitado se filtré y se secd al
vacio. Rendimiento: 8 g (1,62 mmol).

- Sintesis de V-PW: Ks [HP2V3W15062) x 9H20

La sintesis es una modificacién del procedimiento de la literatura.5® Se disolvié el meta
vanadato de sodio, 0.2 g (1.6 mmol), en 50 ml de agua caliente y se enfri la solucion
a temperatura ambiente seguido de la adicion de HCI (6 mol L', 1 mL). A esta
solucion de color amarillo palido, agitada rapidamente, se anadieron lentamente 3 g
(0,7 mmol) de SI-1 s6lido (Nai2 [P2W150s6] x 24H20). La  solucion se vuelve
homogénea en pocos minutos y se vuelve de color rojo anaranjado. La agitacién
continué durante 10 minutos adicionales después de que la solucion se volvié
homogénea, seguido de la adicion de 6 g de KCI sdlido. El precipitado resultante se
aislé por filtracién y se cristalizé en agua caliente durante la noche (pH 1,5). El
precipitado se aislé por filtracion y se secd al aire a 60°C para obtener un sélido

cristalino naranja. Rendimiento: 2,4 g (0,54 mmol)

- Sintesis de SI-1: Na12[P2W 15 Os6) x 24H20

La sintesis es wuna modificacion del procedimiento de la literatura.! El
compuesto PW Ks [P2W1s Oe2] x 14H20 (6,2 g, 1,2 mmol) se disolvieron en 21 ml de
agua, y 5,7 g (40 mmol) de NaClO4x H2O se anadieron. Después de agitar
vigorosamente durante 20 minutos, la mezcla se enfri6 en un bano de hielo y el
perclorato de potasio se elimin6 por filtracién después de 3 h. Una solucién de 1,7 g
(16 mmol) de Na2COs se anadid, en 10 mL de agua al filtrado, que después se filtrd
bajo presién reducida para obtener un sdlido blanco. El sélido se lavd con NaCl
acuoso. (2,7mol L™ (1x125 ml) y etanol (2 x12,5 ml), luego se secd al

vacio. Rendimiento: 3.8 g (0.8mmol)
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- Sintesis de Mn-PW: Ks [Mn (H20) P2 W17 Os1] x 16H20:

La sintesis es una modificacion del procedimiento de la literatura. " Mn(NQOsz)2 x 4H20
(0,3 g, 1,3 mmol) se disolvieron en 40 ml de agua y 5 g (1 mmol) de SI-3 se anadieron
bajo agitacion vigorosa en pequefas porciones. La suspensién marrén obtenida se
agité durante 15 min. La suspensién se centrifugé y la solucién restante se precipitd
mediante la adicién de pequenos volimenes (pasos de aproximadamente 1 mL) de
solucién saturada de KCI hasta que el grupo comience a precipitar. Los ultimos dos
pasos se repitieron hasta que la solucién restante es casi incolora. Para la purificacién,
el sélido obtenido se disolvié en 20 mL de agua y se cristalizé por difusién de etanol

en la mezcla de reaccién. Rendimiento: 4.1 g (0.8 mmol)
- Sintesis de SI-2: K12H2P2W12048 x 17H20

La sintesis es una modificacion del procedimiento de la literatura.%” Se
disolvieron 20,75 g (4,25 mmol) del compuesto PW en 75 ml de agua, y se afiadié una
solucién de 12,1 g (0,1 mol) de Tris(hidroximetil)Jamino metano en 50 mL de agua. La
solucién se dej6 a temperatura ambiente durante 30 minutos y luego se anadieron 20
g de cloruro de potasio. Después de la disolucién completa, se afiadié una solucion
de 13,8 g (0,1 mol) de carbonato de potasio en 50 mL de agua. La solucién se agit6
vigorosamente durante 15 minutos, y el precipitado blanco que aparecié después de
unos minutos se filtré y se sec6 bajo succién. Luego, se lavo con etanol (2 x 12,5 mL)
y se seco al vacio. Rendimiento: 15 g (3,93 mmol).

- Sintesis de SI-3: (Ko [a1-LiP2W17061] x 20H20)%’

Se disolvio LiCl (10,6 g, 250 mmol) en 250 ml de agua acidificada con 5 ml de 1 mol
L - HCl acuoso. Después de enfriar a temperatura ambiente (calentar a través de la
disolucion de cloruro de litio anhidro), se anadieron20 g (5 mmol) de Sl-
2 Ki2[H2P2W12048) x 24 H2O con agitacion vigorosa. Se obtuvo una solucién
transparente después de 5 min. Después de ello se agregd, 25mL de solucion
tungstato de litio acuoso 1 mol L -'. Tan pronto como se complet6 la adicién de
tungstato de litio, se afadié HCI (aq) (1 mol L -, 5 mL) gota a gota durante un periodo
de tiempo de 2 a 3 min. El pH de la solucién permanecié entre 4 y 5. Esta adicion fue
seguida inmediatamente por la adicion de 100 mL de solucion acuosa saturada de
KCI. El producto sélido aparecié instantaneamente como un precipitado blanco, que
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se filtré y se sec6 bajo succion. Posteriormente, el producto se suspendié en 125 ml
de etanol durante 15 minutos y se filir6 y se secoé al vacio y se secod al

aire. Rendimiento: 17,7 g (3,6 mmol).

- Sintesis de Co-PW: Ks [a1Co(H20)P2W17061] x16H20

La sintesis es una modificacion del procedimiento de la literatura.5” Co(NQOz)2 x 6H20
(0,3 g, 1,3 mmol) se disolvié en 40 mL de agua. Después de la disolucion completa, se
anadieron 5,1 g (1,1 mmol) de SI-3 bajo agitacién vigorosa en pequenas porciones. La
suspensién naranja-rojo oscuro obtenida se agité durante al menos 15 min. La
suspensioén se centrifugd y la solucion restante se precipitd mediante la adicion de
pequenos volumenes (pasos de aproximadamente 1 mL) de solucién saturada de KCI
hasta que el grupo comience a precipitar. Los ultimos dos pasos se repitieron hasta
que la solucién restante fue casi incolora. Para la purificacién, el solido obtenido se
disolvio en 20 mL de agua y se cristalizé por difusién de etanol en la mezcla de

reaccidén. Rendimiento: 4,5 g (0,9 mmol)

- Sintesis de PMo: (NH4)s [a-P2Mo018062] x 12H20.

La sintesis es una modificacion del procedimiento de la literatura.®® Una mezcla de 20
g de Na2MoO4 x 2H20 (97.2 mmol), H3 PO4(15.2 mol L', 3 mL) y HCI (11.6 mol L™,
16.5 mL) en 50 mL de agua destilada se mantuvo a 100 °C durante 8 h. Luego, la
mezcla se enfrid a temperatura ambiente y se afadieron 10 g de NH4Cl sélido. La
precipitacion de un soélido verde se observé inmediatamente después de la adicidn de
cloruro de amonio. Este precursor y la solucién sobrenadante se mantuvieron a 5 °C
durante la noche para mejorar la precipitacién. El sélido se filtr6 y se re-disolvi6 en la
cantidad minima de agua destilada. Esta solucién se filtr6 para separar las impurezas
no disueltas, y se anadieron 10 g de NH4Cl sdlido para volver a precipitar la
sal. Nuevamente, el precursor y la solucién sobrenadante se mantuvieron a 5 °C
durante la noche. Finalmente, la sal se filird, se lavé con etanol, éter dietilico anhidro

y se secd a temperatura ambiente al vacio. Rendimiento: 1 g (0,32 mmol).

e Estudios de estabilidad
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Los experimentos se prepararon en 10 mM de solucion tampén de fosfato (PBS) (pH
7,4). La concentracion de las muestras fue de 1 uymol L7144

3.3.1.3 Ensayos in vitro
El estudiante de doctorado M. Sc. Rudiger Gross realizé los estudios in vitro en el
Departamento de Virologia Molecular de la Universidad de Ulm, Alemania.

e Los stocks virales de ZIKV se prepararon como se describié anteriormente en
Vero EG6. Los titulos de virus se determinaron mediante el método de Reed-
Minch y se almacenaron a -80 °C.%° Para investigar el efecto de POM, se
incubd ZIKV equivalente a un MOI final de 0.3 durante 15 minutos a 37 °C con
la solucion tampoén o los compuestos en estudio. Luego, estas mezclas se
agregaron a 6 x 103 células Vero E6 sembradas el dia anterior en placas de 96
pocillos. Después de 2 dias, se realizd un ensayo de inmunodeteccion de ZIKV

basado en células como se describe en la literatura.t0: 6!

e Ensayo recombinante E-proteina: la proteina E-recombinante de ZIKV y la HAS
(control) se incubaron con 50 ymol L' de la POM indicada, tanto a 0,32 mg / ml
de proteina, durante 30 minutos a 37 °C. Luego se realiz6 la SDS-PAGE
reductora (Bis-TRIS 4-12% Novex, TCEP como agente reductor) y se tifieron

los geles para la proteina total con Gel Code Blue (Coloidal Coomassie).

e Ensayo de viabilidad celular: 10.000 células Vero se sembraron en placas de
cultivo de 96 pocillos (Sarstedt AG & Co. KG) y las células después del
tratamiento de un dia se incubaron. Dos dias después del tratamiento, se
eliminaron los sobrenadantes del cultivo celular y se cuantificd la viabilidad
celular total usando el ensayo CellTiter Glo-luciferase (Promega, # G7571)
usando un luminémetro de microplacas Orion Il (Titertek-Berthold). Se realiz6
de acuerdo con las instrucciones del fabricante en las condiciones

correspondientes a los ensayos de infeccidn respectivos.

e Ensayo de competencia de anticuerpo: Para evaluar los sitios de union de POMs,
se realizd un ensayo de competicion de anticuerpos. Los anticuerpos utilizados
fueron: 4G2, del bucle de fusién (Absolute Antibody, Reino Unido); ZKA64,
union en el DIl (Absolute Antibody, Reino Unido), ZV-67, unién en DIl en la
region LR (Absolute Antibody, Reino Unido) y B4, proteina NS1 de unién

111



(control sin unién en proteina E (Abcam, Reino Unido)). Para este ensayo, las
células se sembraron VeroE6 al formato de 96 pocillos (6.000 células / pocillo)
y al dia siguiente, se infectaron con ZIKV-MR766 a MOI 0,15. Dos dias
después, las células se fijaron y se permeabilizaron con PFA/MeOH como se
describe. Luego se agregaron POM a las células fijas después de la dilucion en
PBS con POM de hasta 500 uM en las células y las placas se incubaron 37 °C
durante 15 minutos.? Luego se eliminaron los POM y se agregaron anticuerpos
primarios en tampon de anticuerpos (PBS + Tween 20 al 0,3% = PBS-T, + 10%
de FCS) y se incubaron durante 1 hora a 37°C. Los anticuerpos se evaluaron
primero en células VeroE®6 infectadas con MOI 0,15 fijas y las concentraciones
utilizadas en la configuracion del ensayo de competicion se ajustaron a su
ECso. Después de la incubacién con el anticuerpo primario, las células se
lavaron 3 veces con 100 ul de PBS-T y luego se afnadi6 anticuerpo secundario
acoplado a HRP. Después de otra incubacién de 1 hora a 37 °C, las células se
lavaron nuevamente con 100 ul de PBS-T 4 veces antes de que la deteccion
se llevara a cabo con el sustrato KPL SureBlue ™ TMB. La reaccién se detuvo
mediante la adicién de un volumen 1: 1 de H2SO4 0,5 mol L' después de 5
minutos y los resultados se leyeron midiendo la absorbancia a 450 nm con

correccién de referencia a 650 nm.

3.3.1.4 Estudios de acoplamiento molecular

Se realizaron dos busquedas utilizando el software Autodock con configuraciones
similares (Seccion 3.2.2.1). La primera busqueda de acoplamiento permitio al POM
explorar toda la superficie de la proteina E. Una grilla cubica grande (127 x 80 x 80,
con espacio de 1 A). El segundo acoplamiento implicé una bisqueda del sitio 1, una
cuadricula clbica (62 x 62 x 68, con un espacio de 0.414A) centrada alrededor del
grupo de residuos (ARG138, ARG164 y LYS166), y el sitio 2, una cuadricula cubica
(78 x 72 x 80, con un espacio de 0.375 A) centrado alrededor del bucle de fusién (99-
110). La configuracién de AutoDock se parametriz6 para que la orientacién de la
molécula de ligando y su posicion inicial se establecieran al azar. La estrategia de
busqueda local de LGA se empled con el experimento de acoplamiento derivado de
100 ejecuciones programadas para finalizar después de 2500000 evaluaciones de
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energia. La molécula Dawson POM se parametrizé para un acoplamiento rigido de

modo que los enlaces no tengan torsién libre durante el calculo del acoplamiento.

3.3.2 Resultados y discusion

3.3.2.1 Caracterizacion

e POM PW
FT -IR (cm : 3581 (b), 1613 (m), 1092 (s), 1021 (w), 961 (s), 912 (s), 781 (vs)

e POM V-PW

FT -IR (cm *: 3448 (b), 1616 (m), 1085 (s), 1055 (m), 1015 (w), 990 (s), 943 (s), 917
(s), 887 (w), 773 (vs, b)

SI-1

FT-IR (cm -": 1630 (m), 1130 (m), 1080 (s), 1006 (m), 980 (m), 950 (s), 910 (s), 870
(vs), 805 (vs), 730 (vs).

e POM Mn-PW

FT -IR (cm *): 3448 (b), 1616 (m), 1094 (m), 1092 (s), 1012 (w), 941 (s), 898 (s), 766
(s, b), 712 (vs).

SI-2

FT -IR (cm ): 3448 (b), 1634 (w), 1077 (m), 1013 (m), 968 (w), 956 (s), 906 (s), 860
(s), 809 (s), 737 (s), 665 (vs)

SI-3

FT -IR (cm -"): 3448 (b), 1632 (m), 1083 (m), 1014 (m), 939 (m), 910 (m), 829 (s), 779
(vs), 612 (vs).

e POM Co-PW
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FT -IR (cm -1): 3448 (b), 1613 (m), 1106 (m), 1080 (s), 1016 (w), 943 (s), 900 (s), 777
(vs, b), 710 (s).

e POM PMo

FT-IR (cm ' ): 3448 (b), 3141 (m, b), 1631 (w), 1605 (m), 1403 (s), 1077 (s), 1004 (m),
939 (s) , 905 (s), 869 (s), 770 (vs), 600 (m).

La sintesis de estos POM es bien conocida. Los espectros FT-IR de cada POM y

precursor coinciden con su estructura.

3.3.2.2 Resultados de estabilidad

Todos los POM evaluados exhiben estabilidad durante los 7 dias en el tampon PBS
a pH 7,4. La forma de las curvas y la no aparicidon de nuevos picos muestra que los
compuestos son estables a las condiciones de los ensayos in vitro (Fig. 24, 25, 26,

27y 28).
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Figura 24. Estabilidad de PW
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Figura 28. Estabilidad de PMo

3.3.2.3 Resultados de los ensayos in vitro

e Polioxometalatos Dawson de tungsteno: los mas activos
Para investigar la posible actividad antiviral de los compuestos, se realizé una ronda
de infeccion y un ensayo de citotoxicidad. La concentracion citotoxica media maxima
y la concentracion inhibitoria media maxima (ICso) se calcularon como la concentracion
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inhibitoria del 50% utilizando el software Graph Pad Prism 8. Los valores se indican
en la Tabla 3.

Tabla 3. Valores de CI50 y CC50 expresados en diferentes concentraciones. Los valores se derivan de 3
experimentos independientes, calculados por triplicado técnico. Multiplicidad de infeccion (MOI) 0.3

ZIKV-FB GWUH 2016 MOI 0.3 Vero Cells
Code MW (g/mol) ICso [nM] ‘ ICo0 [NM] ‘ ICs0 [ug/mL] [ICg0 [ug/mL] CCso [uM] | SI[CCs0/ICs0]
PW 4939.9 133.1 165.1 0.7 0.8 >320 >2404
V-PW 4440.3 128.3 165.1 0.6 0.7 >320 >2490
Mn-PW 4837.1 148.4 370.4 0.7 1.8 >320 >2156
Co-PW 48411 134.0 166.0 0.6 0.8 2255 1684.0
PMo 3105.2 No anti-ZIKV activity observed >320 n/s

Entre los WD-POM, los POM de tungsteno fueron activos contra ZIKV y no se observé
actividad anti-ZIKV para Mo-POM. Los WD-POM muestran la mayor inhibicién
(ICs0o mas baja), sin citotoxicidad (valores CCso de mas de 300 uM para la mayoria de
los casos) y el mejor indice de selectividad. Los POM, V-PW y Co-PW fueron elegidos
para estudios mecanicistas, ya que muestran la mayor inhibicion y V-PW también el
mejor indice de selectividad (Sl). En la Figura 29, se presentan las curvas de inhibicion
anti-ZIKV de los POM activos.
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Figura 29. Curvas de inhibicion anti-ZIKV de los compuestos activos n = 3 (MOI 0.3) a) V-PW; b) Mn-PW; c) PWy
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En la Figura 30, se observa que PMo no muestra actividad anti-ZIKV en ninguna

concentracion probada.

Infectividad relativa [%5]

PMo

LR ww

Concentraciéon de POM [nM]

La Figura 30. Curva de inhibicién de PMo anti-ZIKV n = 3 (MOI 0.3)

El ensayo de reduccién de formacién de foco (FFA) utiliza anticuerpos marcados con

fluorescencia especificos para un antigeno ZIKV con el fin de detectar células huésped
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infectadas y particulas de virus infecciosos. Se observa que las imagenes

son consistentes con los resultados anteriores (Fig. 31).

Co-PW

DMSO solo

Cells only

Figura 31.FFA Hoechst 33342 emplea muestra los nucleos (azul) y 4G2-Alexa 488 es el antigeno viral (verde)

Con el fin de comparar la diversidad estructural de los POM activos, se estudia la
estructura y la relacion de actividad de los POM que forman una estructura cristalina

(Tabla 4).

Atomo

Tabla 4. Anélisis de los WD-POMs en estudio

Hetero

MSMS Package

Volumen
~ Codigo Addenda Atomo @ Functionalizacion | Cristal | AreaA2 = A3
V-PW w P vV Si 598.5 934.7
Mn-PW W P Mn No
PW I, P Si 602.7 932.9
PMo Mo P Si 604.3 941.3
Co-PW W P Co No

Se observa que los mas activos tenian atomos de P como heteroatomos, atomos de

W como el atomo de adicién del marco y una carga negativa de -6 y -8. Los WD-POM

tienen un MW de alrededor de 4000 g / mol y el volumen y el area de superficie son

alrededor de 935 A3y 600 A 2respectivamente (sin depender de la naturaleza del

segundo heteroatomo en la estructura). 63

Para estudiar si los POM estan actuando sobre la célula o el viridén, se realizdé un

ensayo de tiempo de adicién. En azul, primero se infectaron las células, se lavaron y

luego se trataron con una solucion POM correspondiente. En rojo, el virus se incubd
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con la solucién de POM y luego con se realizé la infeccion celular (tratamiento del
virus). En verde, las células se trataron con solucion de POM, se lavaron y luego se
infectaron con el ZIKV (tratamiento celular). En la Fig. 32, se observa que el cambio
en las curvas de inhibicion a valores mas altos durante el tratamiento celular (la
dosis durante la exposicion al virus determina la potencia), significa que el compuesto
actua sobre el virus. Este resultado, combinado con los datos de tiempo de adicién,
concluye que estos POM interfieren con los procesos de entrada / unién temprana en
el lado del virién.

- 7Y POM EE ZKV+POM EE POM-» ZIKV

s 200+ 1501 - Tratamiento celular
= V-PW < s Tratamiento viral
Z mo £
= "
< , £
I TR
5 | - £
E 50 g
- L
] ] | T T
0. 958P 0,900 0 H ©, 9500 0 100 1000 10000
PSS PO PaNs
— 200 150
£ Co-PW
g =
S 1504 =y
5 ] § 100
g 100 & i %
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T 0 E
E
o - T - L T T
?Qﬁe,t;%c(p (§§§3 {} h‘: ,f_:‘%%:@ a & G"’Q‘P@f 0 100 1000 10000
POM en células [nM] POM en células [nM]

Figura 32. Tiempo de adicion: 1 experimento por triplicado (TOA, n = 1, SD). Curvas de tratamiento de células /
virus: 2 experimentos independientes por triplicado cada uno (n = 2, SEM)

En la introduccidén de este capitulo, se presenté la estructura del ZIKV (Fig. 4). La
estructura del virion esta cubierta por la proteina de la envoltura. Para ver si estos
POM pueden escindir o destruir la proteina E, se realizd un ensayo de escision de
proteina E. La proteina E recombinante se incub6 con 50 pM de la solucion de POM
indicada.
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Figura 33. Ensayo recombinante de proteina E

Al no haber cambio en el tamafno de la banda de la proteina E después de la
incubacion con los POM (Fig.33), se concluye que los compuestos activos no escinden

ni destruyen la proteina E del virion.

3.3.2.4 Resultados de acoplamiento molecular

En base a la informacién de que los POM activos estan actuando sobre el virién, se
realizé un analisis de posibles sitios de interaccién entre los POM de Dawson y la
proteina E. La estructura de la proteina E tiene dos cadenas similares de residuos de
aminoacidos (cadenas Ay B) y se presenta previamente en la Figura 4. Al observar la
cadena llamada A (blanco), en la Figura 34, el dominio | es de interés porque el parche
positivo ZIKV se encuentra en esa regién y entre el dominio Il y lll, se encuentra el

bucle de fusion. s

121



ZIKV — patch

positivo tnico
Bucle de fusion

Dominio Il

Dominio 1l

Dominio |

Figura 34. Dominios de la proteina E ZIKV

Al calcular la superficie molecular potencial electrostatica, se observa que las regiones
positivas estan cerca del parche positivo Unico ZIKV y por el bucle de fusién (Fig.
35). Debido al caracter aniénico de los POM, estas regiones son posibles sitios de
interaccion.

Figura 35. Superficie molecular potencial electrostatica de la proteina E ZIKV
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Se llevaron a cabo estudios de acoplamiento para encontrar la conformacién de
energia mas baja del complejo E-Protein-POM. Primero, se realiz6 un estudio de
acoplamiento ciego para explorar los posibles sitios de unién del grupo PW en toda la
proteina E. Los resultados mostraron dos sitios de unién principales correspondientes
al parche de residuos ARG138, ARG164 y LYS166 (sitio 1- Fig. 3 6) y el &rea alrededor
del bucle de fusién (Residuos 99-110) (sitio 2- Fig.37). Estas son las regiones positivas
observadas en el mapa de potencial electrostatico de la proteina. El primer sitio de
union parece ser mas favorable que el sitio 2 (70% de preferencia).

Figura 36. Resultados de blind docking - Sitio 1

Figura 37. Resultados del blind docking- Sitio 2

Se realiz6 un estudio de acoplamiento ciego para el PMo. Los resultados indicaron
que {P2Mo1sy no tiene preferencia por ningun sitio especifico, o que sugiere que existe
una interaccién diferente entre los Mo-POM y los aminoacidos. Dado que los
molibdatos son oxidantes mas fuertes que los tungstatos, proponemos que exista un
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sitio de preferencia diferente para estos ligandos y la cadena lateral de aminoacidos
gue son bloques de construccion de la proteina E. 64 Ademés, se han publicado
resultados sobre la coordinacion de un ligando de lisina a los POM de molibdato.6®

La segunda busqueda de PW se realizd para estudiar las interacciones de 1:1 con dos
sitios de escision de la proteina E restringida al area definida por los dos sitios de
union. Las energias libres de union predichas calculadas son valores bajos: -10.68
kcal/mol para el sitio 1 y -9.18 kcal/mol para el sitio 2. EI| WD-POM puede formar
muchas interacciones favorables dentro de ambas cavidades de union de la proteina
E en el resultante complejo acoplado. Las cadenas laterales cargadas positivamente
de los residuos de ambos lados pueden formar enlaces de hidrégeno y/o interacciones
electrostaticas con los oxigenos cargados negativamente de POM. Estas
interacciones pueden observarse en la Fig. 38 para el sitio 1 y en la Fig. 39 para el

Sitio 2. Como las energias de union son similares, no es posible concluir en qué sitio

—— —~ g -
\# 24

tiene lugar la inhibicién.

]

Interpolated Charge

0.100
0.067
0.033
0.000
-0.033
-0.067
-0.100

Figura 38. Interaccion con el sitio 1
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Figura 39. Interaccion con el sitio 2

3.3.2.3 Resultados del ensayo de competencia de anticuerpos (continuacién)

Para obtener mas conocimiento y comprension de los sitios de interaccidn, se realiz
un ensayo de competencia de anticuerpos. Tres anticuerpos que unen a la proteina
E se seleccionaron: 4G2, ZKA 64 Y ZV67. El anticuerpo 4G2 se une al bucle de fusion
y ZKA 64 se une al dominio Ill. Los otros, presentados en la figura 40, son mas
accesibles en el virus maduro que en las células infectadas. Se seleccionaron los
anticuerpos 4G2, ZKA-64, ZV-67 para mapear el sitio 1y el sitio 2.
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La Figura 40. Anticuerpos disponibles para ZIKV. B4 es un anticuerpo de control que une una proteina ZIKV no
relacionada

En la Figura 41, se presentan los resultados de un ensayo de competencia de
anticuerpos. Especialmente ZV-67, se une mas lejos del bucle de fusién en el dominio
lll, en la cresta lateral, se ve sustancialmente menos afectado por la uniéon de
POM. Estos resultados muestran que el sitio de interaccién de los POM estéa cerca de
los epitopes de union 4G2 y ZKA-64, validando los resultados de acoplamiento acerca

de la uniéon del POM en el bucle de fusion.
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Figura 41. Ensayo de competencia con W-POM (DMSO como control)

3.3.3 Conclusion

El Dawson POM de Tungsteno son ampliamente activos contra el ZIKV con curvas de
inhibicion similares y no tienen efectos toxicos en las células: los indices de
selectividad de W-Dawson POM estan en el rango de 1500-2500. Los experimentos
de tiempo de adicion y el tratamiento con células / virus muestran que los POM actuan
en la entrada tempranay en el virion. En base a estos resultados, se realizaron
estudios de acoplamiento ciego para encontrar sitios de interacciones entre
[P2W180s2) "y la proteina E del ZIKV: bucle de fusién y el parche positivo. Los

resultados muestran dos sitios de interaccion y para obtener una idea del mecanismo
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de accién, se realizaron estudios de acoplamiento en el sitio para encontrar la
conformacién de energia mas baja del complejo de proteina-E vy
[P2W180s2i® restringido a esa area de estudio. En estos dos sitios de unién diferentes
(bucle de fusion y regiones de parche positivas) este POM esta interactuando con
energias de unioén similares. Las energias libres de union predichas calculadas son
bajas y la superficie cargada negativamente de POM puede formar muchas
interacciones electrostaticas favorables dentro de ambas cavidades de union de la
proteina E en la geometria compleja acoplada. Para validar este resultado, se realizé
una competencia de anticuerpos mediante un ensayo de 3 anticuerpos diferentes que
se unen a la proteina E en diferentes epitopos para mapear los sitios de interaccién
POM. El resultado mostré que se espera que los POM de W-Dawson se unan cerca
del bucle de fusién, en una region que afecta la union de ZV-64 y 4G2 (dominio Il y II-
bucle de fusién) y el anticuerpo, ZV-67, que se une mas lejos del bucle de fusién, estan
sustancialmente menos afectados por la union de POM a la proteina E. Las energias
de unién son similares, pero los resultados muestran que probablemente el sitio de

interaccion esta en la zona del bucle de fusion.

Para concluir, se realiz6 con éxito un proceso racional de disefio de farmacos para la
evaluacion y el desarrollo de Dawson-POM como agentes anti-ZIKV. Se espera que
estos resultados resalten el impacto de los POM como compuestos antivirales y su

interaccion con las biomoléculas.
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Capitulo 4. Resumen y Perspectivas

El objetivo de este trabajo fue desarrollar e investigar el papel de los POM y derivados
como agentes antivirales, antibacterianos y antimicéticos y sus futuras direcciones
clinicas futuras. Se ha alcanzado el objetivo principal y el trabajo realizado en la
elaboracién de esta tesis documenta varias contribuciones realizadas en el campo de
la quimica medicinal inorganica.

La primera contribucién principal realizada esta relacionada con la nueva sintesis de
un POM-IL basado en la sinergia de POM y restos bioactivos, en este caso, un
derivado de guanidina. El liquido iénico obtenido se ha caracterizado completamente
y sus propiedades especificas, como la no toxicidad, la actividad antibacteriana y
antifingica se han utilizado para el disefio y la formaciéon de una pelicula bioactiva
multifuncional. EI procedimiento desarrollado consisti6 en la inmovilizacion de
DOTMG-1 en una matriz polimérica utilizando la técnica de recubrimiento por
rotacion. EI material resultante es estable, facil de manipular y tiene una amplia
aplicabilidad debido a las propiedades antifungicas y antibacterianas que se
mantienen del precursor. Los estudios futuros podrian investigar la asociacion entre
POM-IL y otros polimeros para obtener compuestos con propiedades personalizadas
y explorar nuevos campos de aplicacion para estos materiales.

La segunda contribucion principal esta relacionada con la actividad antiviral de los
POM y derivados. Se han desarrollado dos proyectos con diferentes enfoques, uno
relacionado con la infeccion por ZIKV y otro relacionado con la infeccion por VIH. El
uso de técnicas computacionales en combinacién con ensayos in vitro posibilitd
proponer un mecanismo de accion del tungstato Dawson POM en la proteina E de la
ZIKV. Esto ofrece una ventaja significativa para el desarrollo del descubrimiento de
farmacos antivirales que implican POM como compuestos activos, un tema interesante
para futuras investigaciones. Con respecto a la actividad anti-VIH, se desarrollé un
compuesto con una actividad antiviral muy alta mediante la combinacion de un catién
cafeina y Ce-POM. Los estudios también muestran que el compuesto actua en las
primeras etapas del circulo viral. Para la aplicacion clinica de este compuesto, es
necesario el disefio de un dispositivo de liberacion controlada ya que tiene problemas
de solubilidad y biodisponibilidad. Como el compuesto actua sobre el viridbn antes de
las infecciones celulares, podria tener una aplicacién potencial relacionada con la
prevencion de la infeccion por VIH. El desarrollo de un anillo vaginal para la liberacion
controlada del nuevo compuesto anti-VIH, utilizando la tecnologia de impresién 3D,
constituye el objetivo de futuros estudios.
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Se espera que los resultados de este proyecto respalden el gran potencial y las
direcciones futuras de estos materiales avanzados en el desarrollo e implementacién
de dispositivos médicos antivirales.

La resistencia a los medicamentos y las nuevas amenazas, como la pandemia de
coronavirus 2019-2020, son un gran riesgo para la salud publica y la economia
mundial. Es necesario enfrentar estas nuevas y potenciales emergencias
expandiendo la perspectiva de nuevos medicamentos con multiples objetivos y
combinaciones terapéuticas. El autor sugiere que el desarrollo y la evaluacién de POM
y derivados para combatir las enfermedades infecciosas debe continuar en
investigacion ya que estos materiales han demostrado ser de gran importancia en
proyectos de quimica medicinal.
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