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Resumen

La presente Propuesta de Premio describe los resultados cientificos mas relevantes
obtenidos por el Laboratorio de Bioinorganica (LBI) en los ultimos seis afios de trabajo
en el novedoso campo de los nano-materiales, especificamente en la sintesis y
modificacién de nano-particulas y superficies de oro con biomoléculas. Las monocapas
auto-ensambladas (SAMs) de biomoléculas, sobre superficies de oro, permite modificar
las propiedades quimico-fisicas de la interface y, en ese sentido, prometen ser
excelentes candidatos en el disefio racional de dispositivos con una funcionalidad
determinada. La investigacion abordada en la presente propuesta esta dirigida a la
obtencion de superficies de oro modificadas, a escala nano-métrica, con biomoléculas
como las porfirinas y la enzima lacasa, como potenciales detectores de 6xido nitrico en
el primer caso, y para el disefio y construccion de bioceldas de combustibles y
biorremediacién, en el segundo. Una via expedita para la obtencion de SAM sobre oro,
es mediante su interaccion con compuestos modificados con grupos tioles o disulfuros.

En este trabajo se describe la metodologia para la modificacion y posterior auto-
ensamblaje sobre superficies de oro de compuestos de Ru(ll) con deuteroporfirina-1X,
con potenciales aplicaciones en la deteccion electroquimica del 6xido nitrico (NO[)) y la
lacasa, una enzima oxidoreductasa con potenciales aplicaciones en la construcciéon de
bioceldas de combustibles y en la construccion de sistemas de biorremediacion de
compuestos ligninoliticos.

Los resultados se incluyen en 7 publicaciones cientificas, 6 de ellas referenciadas en la
Web de la Ciencia, entre las que se encuentran articulos en revistas especializadas el
campo de la Quimica y la nanotecnologia. Adicionalmente, esta investigacion realiza
una importante contribucion a la formacion de profesionales, lo que se evidencia en las
dos Tesis Doctorales en Quimica defendidas en el 2013.

Comunicacion Corta

Introduccion

El desarrollo de la Nanotecnologia se ha visto acelerado en los ultimos afios debido al
interés que despiertan sus diferentes aplicaciones. En ese marco, el empleo de
biomoléculas resulta de importancia, debido a que se encuentran en la misma escala
de tamafo de los propios dispositivos manométricos, su alta especificidad funcional y
su abundancia en la naturaleza. Entre los conceptos mas importantes en la
Nanotecnologia se encuentra el de auto-ensamblaje, que expresa que aquellos
sistemas compuestos por moléculas que se reconocen molecularmente, pueden
asociarse repetitivamente sin necesitad de la accion de una fuerza externa al medio. El
auto-ensamblaje se ha utilizado en la modificacion de superficies de electrodos,
superficies planas o0 nano-particulas de distintos materiales. EI metal blando mas
estudiado es el oro, sobre el cual se obtienen monocapas auto-ensambladas (self-
assembled monolayers, SAM) de compuestos tiolados con gran facilidad y un alto
grado de compactacion. El Laboratorio de Bioinorganica de la Facultad de Quimica de
la Universidad de La Habana ha obtenido resultados, en afios recientes, en la
inmovilizacién de biomoléculas sobre superficies de oro. Se ha inmovilizado con éxito
enzimas como la catalasa, la superéxido dismutasa y la xantina oxidasa.! En la



actualidad, parte de nuestros esfuerzos se encuentran dirigidos al auto-ensamblaje de
biomoléculas con aplicaciones en el campo de los biosensores, las bioceldas de
combustibles, asi como la biorremediacién; ello a partir de la construccion de sistemas
derivados de porfirinas naturales y la enzima peroxidasa lacasa.
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Esquema 1. a) Biosensor electroquimico basado en las propiedades de la Ru(I)DP(CO) para coordinar
moléculas de interés bioldgico. b) Enzima lacasa. Se destacan los residuos aromaticos cercanos al Cu
del sitio T1. c¢) Ciclo catalitico de la lacasa. La reaccién de oxidacién ocurre en el sitio T1 y la reduccion
de O, en el centro trinuclear de Cu.

Los compuestos de porfirinicos, con Ru(ll) coordinado en el interior del macrociclo,
poseen elevada afinidad por especies de relevancia bioldgica como O,, CO y NO.? Ello
los distingue como excelentes candidatos en el disefio y preparacion de biosensores
electroquimicos de esas especies. La dimetilésterdeuteroporfirina-IX (DMEDP), que se
obtiene en abundancia de la sangre de vacuno, se tom6 como producto de partida para
la coordinacion del Ru(ll), evitando los costosos procedimientos de sintesis de
porfirinas reportados en la litera-tura. Este aspecto resulta ser una novedad que avala a
la presente propuesta de premio.

La lacasa, por otro lado, es una peroxidasa que acopla la oxidacion de sustratos
polifendlicos a la reduccion de dioxigeno molecular. Debido a ello, una de las
aplicaciones mas novedosas de la lacasa es su empleo como componente catddico
para la reduccion bioelectrocatalitica de dioxigeno, uno de los retos mas significativos
en la fabricacién de bioceldas de combustible.® Las lacasas son capaces de oxidar
diversos sustratos no polifendlicos a través del sitio T1 de la enzima. Esa caracteristica
ha permitido el empleo de la lacasa en el tratamiento de aguas residuales
contaminadas con desechos ligninoliticos.* Luego del proceso de biorremediacion, no
es posible recuperar la enzima para ciclos posteriores, lo que conlleva a la necesidad
de su inmovilizacion sobre diversos soportes que permitan su separacion de forma
sencilla. Las nano-particulas constituyen los soportes que ofrecen la mayor relacion
areal/volumen y, por tanto, son el sistema mas atractivo para efectuar la inmovilizacion.

'villalonga, Cao and Fragoso, Chem. Rev., 2007, 107, 3088-3116.

’Kadish, Caemelbecke and Royal, Electrochemistry of Metalloporphyrins in Nonaqueous Media part-2
Elsevier Science, New York, 2000.

*Meredith and Minteer, Annu. Rev. Anal. Chem., 2012, 5, 157-179.

*Fernandez-Fernandez, Sanroman and Moldes, Biotechnol. Adv., 2013, 131, 405-412.



Resultados y Discusion

La primera parte de este trabajo aborda la formacién de un biosensor para la deteccion
selectiva de CO, O, y NO, a partir de SAM de Ru(ll)DP(CO) sobre electrodos de oro.
Para la obtencion de los diferentes derivados tiolados o disulfuros de Ru(I)DP(CO),
para propiciar la formacion de las SAM, se aprovechd la presencia del grupo éster en
los residuos 13,17-bis-(2-metoxicarboniletil), a partir de cual se obtuvieron los grupos
carboxilo o hidroxilo correspondientes (3 y 4 esquema 1). La introduccion de grupos
carboxilo permitié acoplar la cistamina y 4-aminotiofenol, mientras que la presencia de
los grupos hidroxilo permitié el acoplamiento del acido lipoico. En el caso del derivado
de 4-aminotiofenol (4-ATP), la reaccidn entre el acido carboxilico de la Ru(ll)DPac(CO)
(3) y el 4-ATP, tuvo lugar a través el grupo tiol y gener6 el derivado tioléster como
producto principal de la reaccion. La obtencion de ese producto, permitio estudiar su
auto-ensamblaje sobre oro a través del grupo amino, lo cual ha sido escasamente
abordado en la literatura cientifica, resultando un aspecto novedoso en esta propuesta.
La seleccion de los diferentes espaciadores se realizdé considerando los siguientes
aspectos: a) presencia de grupos disulfuros en lugar de tioles, b) longitud de la cadena
alifatica, c) niumero de atomos de azufre capaces de interactuar con la superficie de
oro, y d) caracter aromatico y/o alifatico de la molécula espaciadora. Las estrategias de
sintesis empleadas en la preparacion de los derivados de la Ru(ll)DP(CO) se muestran
en el esquema 1.
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Esquema 2. Grupos espaciadores (R) y estrategia de sintesis de los diferentes derivados de
Ru(I)DP(CO). (a) Ru3(CO)1,, CeHe, reflujo (53%); (b) KOH(5 M), THF, reflujo (96%); (c) THF, LiAlH,,
reflujo (79%); (d) THF, NEt;, CICO,iBu, -15 °C, cistamina, (55%); (e) THF, NEts, CICO,iBu, -15 °C, 4-
aminotiofenol, (75%); (f) THF, NEt;, acido lipoico, CgHsCOCI, DMAP, 0 °C (75%).

Los derivados de Ru(l)DP(CO), con los brazos espaciadores de cistamina y acido
lipoico (compuestos 5y 7, respectivamente), se auto-ensamblaron sobre los electrodos
de oro a través de los grupos disulfuros, mientras que el derivado del 4-ATP (6) lo hizo
a través del grupo amino. Las monocapas auto-ensambladas de esos compuestos
fueron caracterizadas por las técnicas de voltametria ciclica (VC) y espectroscopia
fotoelectronica por rayos-X (XPS). Mediante VC de desorcion reductiva en medio
basico, de la SAM de 5y 7, se obtuvieron valores de potenciales de reduccion de -0.92
y -1.02 V, respectivamente. El valor de -1.02 V indic6 una mayor estabilidad de la
monocapa de 7 respecto a la de 5, resultado de la mayor longitud de la cadena alifatica



del &cido lipoico respecto a la de la cistamina, ademéas del mayor numero de &tomos de
azufre en el primero. Mediante XPS se comprob¢ la formacion del enlace Au-S en
ambas monocapas al registrase la sefial del S2pz, en 162.0 eV.

La formacion de SAM del compuesto 6 resultd ser, inicialmente, a partir de la
interaccion entre el grupo amino y la superficie de oro segun los estudios realizados
mediante XPS y VC. Mediante VC de desorcidon reductiva, de la SAM de este
compuesto, luego de 24 de auto-ensamblado, se registraron dos picos catodicos en -
0.84 V y -0.69 V. Al cabo de varios dias, se observo que el pico en -0.84 V disminuyé
su intensidad, mientras que el de -0.69 V, la aumentdé. Mediante un estudio comparativo
de desorcién reductiva, de la SAM de moléculas de derivados del 4-ATP, y anélogos
funcionales de este, se comprobé que la sefial en -0.84 V correspondié con la
desorcién de la monocapa auto-ensamblada a través del grupo amino, y la sefial en -
0.69 V, a través del grupo tiol (Figura 1a). Ese resultado permitio concluir que, en el
caso del compuesto 6, las SAM experimentan un reordenamiento donde el S del
tioléster es reemplazado por el grupo amino del 4-ATP contiguo, con la formacién de
una amida y el correspondiente enlace del S liberado con el oro (Figura 1b).
Adicionalmente, se comprob6 mediante espectroscopia RMN-*C que, ese
reordenamiento fue catalizado por la superficie de oro. A partir de la caracterizacién de
SAM del compuesto 6 se obtuvieron dos resultados totalmente novedosos: 1) por
primera vez en la literatura se reportd el empleo de la técnica de VC de desorcion
reductiva para estudiar la formacion de SAM a partir de la interaccion entre grupos
aminos y la superficie del oro, y 2) es la primera vez que se reporta en la literatura el
reordenamiento descrito anteriormente.®
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Tabla 1: % de composicién de los picos de S 2ps» and N 1s

pico  Posicion/eV  asignacion % de contribucion
162.3 -S-Au (a) 39(3)
4 S2psn
1 U 163.9 -S-(CO)- (b) 61(+4)
g 17 Nl 3994 -NIL-Au (c) 59(+4)
14 400.2 -NH-(CO)- (d) 41(23)

T T o N
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E(V) vs. Ag/AgCI S

Figura 1. a) voltamogramas de desorcion reductiva del 4-ATP y compuestos derivados de este. b)
Posible mecanismo del reordenamiento de la SAM del compuesto 6 sobre oro. La tabla 1. muestra la
posicion de las sefiales del espectro XPS y el porciento de las areas de cada pico desconvolucionado.
Estos resultados evidencian el reordenamiento de la monocapa anteriormente descrito.

5Martin, Cao, Montforts and Noeske, New J. Chem., 2013, 37, 1610-1615.



Las SAMs sobre oro de los compuestos 5, 6 y 7, se hicieron interactuar con Oxido
nitrico (NOe) para evaluar su capacidad detectora frente a esa especie a partir de VC.
Los voltamogramas registrados para cada una de las SAM sumergidas en una
disolucién de NOe, mostraron una sefal de reduccion en -0.56 V para la SAM de 5, y
en -0.69 V para las de 6 y 7. Esas sefiales fueron caracteristicas de la reduccion de
NO+ (coordinado al centro de Ru en la porfirina) a NO.® El tiempo de respuesta de los
diferentes electrodos frente a NOe, bajo nuestras condiciones de trabajo, varié entre
tres y cinco minutos, en dependencia de la SAM empleada.

La segunda parte del trabajo se centr6 en la inmovilizacion de la lacasa sobre la
superficie de electrodos y nanoparticulas de oro, a través de las interacciones entre el
sitio T1 de la enzima y un residuo de L-tirosina (Tyr), en un procedimiento
supramolecular. Para ello, fue necesario modificar la Tyr con el &cido mercaptoun-
decanoico (MUATyr) de manera que, al igual que en el caso de la Ru(ll)DP(CO), la
presencia del grupo tiol permitiese la formacién de SAM sobre las superficies de oro. La
presencia de la enzima se comprob6 por XPS, a partir del incremento de la sefial
correspondiente la fotoemision de los electrones N1s en los 400,36 eV (Figura 2a). Se
comprobd, asimismo, que las placas de oro recubiertas con la lacasa por via
supramolecular, mostraron actividad peroxidasa. Para ello se emple6 la aparicién de
una banda en UV-vis, correspondiente a la oxidacion de ABTS en 420 nm. La
inmovilizaciébn de lacasa sobre electrodos de oro tuvo como objetivo la reduccién
bioelectrocatalitica del dioxigeno disuelto en el medio. Esa reaccion transcurre
normalmente a valo-res muy elevados de sobrepontencial y requirié de la presencia de
1-ferroceno-6-hexanotiol (FcH), ademas de MUATYyr, en las SAM. El ferroceno en esas
SAM mixtas actu6 como mediador de la transferencia electrénica en el proceso redox
entre la enzima y el electrodo, y se observo la reduccion del dioxigeno en los 0.52 V,
con una densidad de corriente de 23 pA/cm2 (Figura 2b).” Los resultados obtenidos
con el biocatodo de lacasa, son los primeros reportados en nuestro pais en el campo
de las bioceldas de combustible. Mayores avances en sistemas analogos, permitiran
obtener energia renovable y barata en la alimentacion de dispositivos electronicos
implantables de dimensiones submicrométricas.
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Esquema 3. a) Electrodos de oro modificados con SAM mixtas de FcH y MUATyr. b) Nano-particulas de
oro modificadas con diferentes derivados tiolados de aminoacidos, B-ciclodextrina, o lacasa.

®Martin, Cao, Esteva and Montforts, Journal of Porphyrins and Phthalocyanines, 2009, 13, 35-40. Kadish,
Caemelbecke and Royal, Electrochemistry of Metalloporphyrins in Nonaqueous Media, Elsevier
Science, New. York, 2000.

"Antuch, Abradelo and Cao, New J. Chem., 2014, 38, 386.



Por ultimo, se decidié avanzar en el disefio de nano-particulas de oro que permitieran
el auto-ensamblaje directo de lacasa, exclusivamente a partir de interacciones supra-
moleculares, con el objetivo obtener un sistema nano-métrico que permitiera emplear la
enzima en procesos de biorremediacion de aguas residuales. La novedad de ese
concepto radica en la posibilidad de maximizar la carga de enzima inmovilizada, al
disminuir de manera radical las dimensiones del soporte. Las nano-particulas de oro
ofrecen, ademas de una superficie facil de modificar por via quimica, una elevada
estabilidad luego de varios ciclos de precipitacion y redispersion. Resultados iniciales
se obtuvieron con nano-particulas de oro modificadas con un derivado de
ferroceniletilendiamina, debido a la presencia de interacciones tanto -1 como por
enlaces de hidrogeno en el ligando. Las nano-particulas demostraron fuertes
interacciones multivalentes entre si, pero su limitada solubilidad en agua impidié su uso
en la inmovilizacion de la enzima. El ligando en la superficies de las nano-particulas se
cambiéo por el derivado MUATyr (AuNPMUATYyr), ya que la mayor longitud del
espaciador, asi como la mayor polaridad de la Tyr, resultaron favorables en la
inmovilizacién supra-molecular de lacasa sobre las nano-particulas (Figura 2c). La
eficacia de la estrategia supra-molecular conllevd a una mayor actividad enzimatica por
numero de enzima (1.3 veces), mayor estabilidad de la lacasa en el tiempo (Figura 2d),
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Figura 2. a) Espectros XPS de SAM de MUATYyr antes (abajo) y después (arriba) de inmovilizar lacasa.
b) Reduccion de O2 en electrodos modificado con lacasa. c) Imagen TEM de AuNPMUATyr@Lac.
Escala = 20 nm. d) Actividad residual comparativa en el tiempo por unidad de lacasa entre AUNPMUA-
Lac (sélido) y AUNPMUATyr@Lac (puntos).

asi como ante cambios de temperatura, en comparacion con estrategias de
inmovilizacién convencionales como la covalente. Resulta destacable, igualmente, que
la inmovilizacion supra-molecular sobre AUNPMUATYr no necesito alterar la superficie
de la enzima en forma alguna. Otra estrategia de inmovilizacion sobre las nano-
particulas se baso en la formacion de complejos de inclusién entre nano-particulas de
oro modificadas con un derivado tiolado de B-ciclodextrina (AUNPMUACD) y la lacasa
modificada con grupos ferroceno o adamantano en su superficie. La modificacion de la
lacasa, en esos casos, conllevd a que las nano-particulas que contenian la enzima
perdieran el 60 % de la actividad enzimatica inicial, al cabo de una semana. La mayor
especificidad se logro, asimismo, con el derivado de Tyr, ya que la inmovilizacién sobre
nano-particulas modificadas con otros aminoacidos como la fenilalanina, o el triptéfano,
mostraron valores de actividad enzimatica muy pequefos.

BAbradeIo, Cao and Schlecht, RSC Adv., 2013, 3, 21461-21465.



Conclusiones

En el trabajo se describieron los resultados principales de nuestra investigacion,
dirigida al desarrollo de nuevas estrategias de modificacién de superficies de oro con
biomoléculas de interés en los campos de biosensores, de las bioceldas de
combustible, y la biorremediacion. La novedad de los procedimientos reportados, esta
dada por el empleo de procedimientos de auto-ensamblaje, asi como otros conceptos
propios de la Quimica Supra-molecular, en la formacion de los sistemas propuestos
con la menor complejidad sintética posible. Se demostré que la formacion de SAM de
Ru(Il)DP, sobre electrodos de oro, permitid atrapar NOe y su posterior deteccion por
via electroquimica. Ese sistema contribuyo, ademas, al estudio de los procesos que
intervienen en la formacién de SAM, a partir de la interaccién entre grupos aminos y la
superficie del oro. Por otra parte, se demostré la posibilidad de inmovilizar la enzima
lacasa sobre superficies de oro modificadas con MUATYyr, sin necesidad de establecer
enlaces covalentes. Esa metodologia de inmovilizacidn, orient6 el sitio T1 de la enzima
hacia las superficies de oro y permitio la reduccion bioelectrocatalitica de dioxigeno, lo
gue constituyd un paso de avance fundamental en el disefio de biocatodos para
bioceldas de combustible. La inmovilizacidon supra-molecular de lacasa sobre nano-
particulas de oro permitid, asimismo, obtener mayores valores de actividad enzimatica,
mayor estabilidad en el tiempo, y ante la temperatura; en comparacion con otros
sistemas basados en la inmovilizacion covalente.
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