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RESUMEN

Las enfermedades conocidas como amiloidosis se asocian al estado
amiloide, causado por el plegamiento no convencional de las proteinas,
dando lugar a la aparicion de agregados fibrilares insolubles ordenados. La
lisozima de clara de huevo de gallina (HEWL) es una proteina ampliamente
utilizada para modelos in vitro de la formacidon e inhibicidn de fibras
amiloides. Mientras que las redes metal orgdnicas (MOF) son materiales
cristalinos porosos con caracteristicas fisicoquimicas atractivas (estabilidad
quimica, térmica, hidrotérmica, adsorbentes, cataliticas) para multiples fines
y en particular para aplicaciones bioldgicas potenciales. En este estudio se
implementd un modelo in vitro para la formacion de fibras amiloides en 18 h
usando etanol al 65 % en buffer y deteccidn por fluorescencia intrinseca, sin
agitaciéon 'y a temperatura ambiente. También se sintetizaron vy
caracterizaron siete MOFs utilizando los iones metdlicos: Cu*2, Fe*3, Al*3, Mg*2
con &cido 1,3,5-bencentricarboxilico (BTC) o acido 1,4-bencendicarboxilico
(BDC), para su uso como potenciales inhibidores en la formacién de fibras
amiloides. Los materiales se caracterizaron después del tratamiento en el
medio de reaccion (buffer de fosfatos/etanol) para determinar su
estabilidad. Las MOFs MIL-53(Cu) y MIL-53(Al) tuvieron gran estabilidad pero
no presentaron actividad inhibitoria. Las MOFs MIL-53(Fe) y NICS-é(Mg)
lograran una inhibicidn parcial, sin embargo perdieron su estructura
tridimensional cristalina, tfransformdandose en materiales amorfos, siendo
poco estables para estos fines. Para HKUST-1(Cu) y MIL-100(Fe) se observo
una inhibicion considerable con una ventana de estabilidad confiable para
este proceso. La mayor estabilidad la fuvo MIL-96(Al) y mostrd una inhibicion
total a la menor relacion molar. Se propone que la inhibicidon de las MOFs
depende del tamano de poro y del tipo de interacciones que sean capaces

de formar al momento de adsorber a la HEWL parcialmente plegada.



ABSTRACT

The diseases known as amyloidosis are associated with the amyloid state,
caused by unconventional folding of the proteins, resulting in the
appearance of insoluble fibrillar aggregates. Chicken egg white lysozyme
(HEWL) is a protein widely used for in vitro models of amyloid fiber formation
and inhibition. While metal organic-frameworks (MOF's) are porous crystalline
materials with atftractive physicochemical characteristics (chemical,
thermal, hydrothermal, adsorbent, catalytic stability) for multiple purposes
and in particular for potential biological applications. In this study, an in vitro
model was implemented for the formation of amyloid fibers in 18 h using 65%
ethanol in buffer and detection by intrinsic fluorescence, without stirring and
at room temperature. Seven MOF's were also synthesized and characterized
using the metal ions: Cu?*, Fe3*, Al3*, Mg?* with 1,3,5-benzenetricarboxylic
acid (BTC) or 1,4-benzenedicarboxylic acid (BDC), for use as potential
inhibitors in the formation of amyloid fibers. The materials were characterized
after tfreatment in the reaction medium (phosphate buffer/ethanol) to
determine their stability. The MOFs MIL-53(Cu) and MIL-53(Al) had great
stability but no inhibitory activity. The MOFs MIL-53(Fe) and NICS-6(Mg)
achieved a parfial inhibition, however they lost their three-dimensional
crystalline structure, tfransforming into amorphous materials, being unstable
for these purposes. For HKUST-1(Cu) and MIL-100(Fe) a considerable inhibition
was observed with a reliable stability window for this process. MIL-96(Al) had
the greatest stability and showed a total inhibition at the lowest molar ratio.
It is proposed that the inhibition of MOFs depends on the pore size and the
type of interactions that are capable of forming at the time of adsorbing the
partially folded HEWL.



I. INTRODUCCION

Las proteinas son biomoléculas que realizan funciones esenciales en todos
los procesos bioldgicos, como el control del crecimiento y diferenciacion
celular, el generar movimiento y soporte mecdnico, la fransmision de
impulsos nerviosos asi como la proteccién inmune, enfre muchas ofras. El
desempeno adecuado de las proteinas es directamente dependiente de la
estructura tridimensional que adquieren al momento de plegarse en su
forma nativa [1]. Algunas proteinas y péptidos ademds de la conformacion
funcional, pueden alcanzar otros arreglos estructurales; abarcando desde
conformaciones desordenadas, parcialmente ordenadas y distintos

conjuntos de agregados proteinicos en condiciones fisioldgicas normales [2].

Una gran variedad de enfermedades pueden ser provocadas por la
deficiencia de una proteina o péptido, que parcialmente o en su totalidad,
no mantiene la estructura globular funcional. Estos padecimientos son
conocidos como amiloidosis o enfermedades del plegamiento andémalo, se
caracterizan por la presencia de agregados fibrilares insolubles altamente
ordenados [3]. Existen una gran variedad de agregados profeinicos, las
fibras y placas amiloides son un tipo de agregados fibrilares con estructura
definida que se forman exiracelularmente, dentro de la célula son llamados

“inclusiones intracelulares”[2], [3].

Las enfermedades asociadas con agregados fibrilares del tipo amiloide se
agrupan en neurodegenerativas, la agregacion sucede en el cerebro
(esclerosis lateral amiotfréfica, Alzheimer), amiloidosis sistemdtica no
neuropdtica donde la agregacion se da en varios tejidos (amiloidosis de
lisozima, fiebre mediterrdnea familiar), y amiloidosis localizada no
neuropdtica aqui la agregacion ocurre en un solo tejido (amiloidosis medial
aodrtica, diabetes tipo Il). Un 85 % de estos padecimientos tienen un cardcter

esporadico como lo son el Alzheimer, Parkinson, demencia con cuerpos de



Lewy, amiloidosis sistemdatica senil y diabetes tipo Il; mientras que un 10% son
causados por mutaciones especificas y son de naturaleza hereditariac como
la enfermedad de Huntington, amiloidosis de lisozima, ataxias

espinocerebelosas y amiloidosis de fibrindgeno [3].
1.1. Estructura de las fibras amiloides

En la actualidad existen mds de 50 proteinas humanas con propiedades
amiloides, éstas adquieren un plegamiento no convencional o una
conformacién no funcional y en consecuencia entran al estado amiloide. El
estado amiloide se caracteriza por la presencia de fibras alargadas rectas
de longitud intermedia, sin ramificaciones y con didmetros de 70 a 120 A
(Figura 1A). Al tenirse con rojo Congo, un colorante de unién especifica,
presentan birrefringencia patognomoénica de color verde, amarila o

naranja cuando se observan por microscopia de luz polarizada [4], [5].

Cada fibra estd compuesta de 2 a 6 subunidades individuales llamadas
protofilamentos, que se enrollan sobre un nUcleo central para formar la fibra
amiloide madura, a su vez cada protofilamento tiene una estructura central
de Idmina PR seriada, que pueden estar en conformacion paralela o

antiparalela [6].

Dado que las fibras amiloides son insolubles y heterogéneas se utilizaron
técnicas biofisicas como difraccion de rayos X, resonancia magnética del
estado sdlido y resonancia paramagnética del electréon, para dilucidar la

esfructura molecular.

Las fibras amiloides fienen un patron de difraccion de rayos X de
conformaciéon de hoja cruzada P, la unidad estructural estable es la
conformaciéon de Idmina B que se une por medio de puentes de hidréogeno
alineados de manera paralela a la fiora amiloide (Figura 1B), formados con

el grupo amino (N-H) y el grupo carbonilo (C=0) de las amidas de la cadena



polipeptidica. Permitiendo asi la unidn de una hebra particular con hebras
que se encuentran tanto abajo como arriba, las cuales se apilan hasta
formar una hebra p que se extiende de manera perpendicular alo largo del
eje de la fibra, esto corresponde a una estructura estdndar de Idmina R

intramolecular de Pauling-Corey [7].
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Figura 1. Estructura de las fibras amiloides. (A) La unidn de largos filamentos forman fibrillas
amiloides visibles por medio de microscopia electrénica de transmision. (B) Esquema
representativo de la organizaciéon espacial de hojas cruzadas p que conforman una fibrilla
amiloide, las lineas discontinuas representan los hidrégenos del esqueleto. Modificado de
[8].

Los puentes de hidrogeno que unen a la hebra B tienen una longitud de ~
4.7 A, esta alineaciéon permite que residuos iguales queden juntos sobre el
eje de la fibra adquiriendo conformaciones tipo asas, proporcionando
estabilidad a la fiora amiloide por medio de interacciones estéricas. El
espacio que existe entre cada Idmina P intermoleculares de ~6 a 11 A de
longitud, es conocido como superficie de interaccion “seca” o hidréfoba y
es en donde la complementacion entre cadenas laterales maximiza 1os
puentes de hidréogeno, las fuerzas de van der Waals y el efecto hidrofobico

propiciado por los residuos de aminodcidos; permite la unidon de las Idminas



B de manera intermolecular y promueven la estabilidad del estado amiloide
[8].

Paraimpulsar el proceso de armado de las fibras amiloides una de las fuerzas
mas significativas proviene de los aminodcidos aromaticos, que tienen la
capacidad de formar interacciones atractivas no covalentes, conocidas
como interacciones -1 0 apilamiento 11, entre los anillos aromdaticos planos
de los residuos. Existen dos conftribuciones claves por parte del apilamiento

T para la formacion de fibras amiloides:

i. Proceso de autoensamblaje: el ordenamiento de los anillos
aromdticos provocado por las interacciones -1 innatas, permite la
liberacion de moléculas de agua ordenadas ligadas a los anillos
aromdaticos, incrementando la entropia general de todo el sistema
termodindmico.

i. Ordenamiento estructural: los anillos aromdticos se apilan en un
patrén especifico , conocido como apilamiento 1 de desplazamiento
paralelo, dando una orientaciéon y direccion especifica que permite
la obtencion de estructuras supramoleculares ordenadas y definidas

(filoras amiloides) y no agregados amorfos [?9], [10].
1.2. Desarrollo de fibras amiloides in vitro

La agregacion amiloide en protofilamentos y fibras de estructura ordenada,
es una propiedad infrinseca de todas las cadenas polipeptidicas si se dan
las condiciones apropiadas, por lo que la capacidad de formacion de fibras
amiloides no es particular a proteinas asociadas a enfermedades [11]. Para
poder convertir una proteina a fibras amiloides in vitro es necesario
desestabilizar parcialmente ala proteina, dado que el desarrollo de las fibras
amiloides se da a partir de precursores parcialmente plegados y no de la
conformaciéon nativa de la proteina. Variaciones de temperatura, agitacion,

exposicion a solventes orgdnicos, cambios drasticos en el pH y potfencial



idnico son algunas de las condiciones que permiten la formacion de estados

parcialmente plegados [12].

Los estados parcialmente plegados son altamente propensos a formar
agregados amiloides debido a que los aceptores y donadores de puentes
de hidrogeno de la cadena principal y los residuos hidrofébicos se
encuentran parcialmente expuestos asi como mds accesibles al solvente

permitiendo uniones intermoleculares [11], [12].

El modelo de polimerizacion dependiente de nucleacion es el modelo mds
aceptado para describir la formacion de fibras amiloides, el cual como
todas las reacciones nucleadas de autoensamblaje produce una cinética
de crecimiento de funcion sigmoide [13]. La fibrlogénesis amiloide sigue un
proceso cinético de dos pasos: nucleaciéon y elongacion, compuesto por

fres fases:

i. Faselag o de retraso: también conocida como fase de nucleacion es
donde empieza el autoensamblaje de mondmeros solubles de
proteina, que sufren cambios conformacionales generando
precursores desplegados, nativos o parcialmente plegados. La unidn
entre los primeros mondmeros conocida como nucleacion primaria,
da paso a la aparicion de fibrillas. La fase lag es el paso limitante de
la velocidad de Ila reaccion, siendo termodindmicamente
desfavorable, por lo que ocurre lentamente, superdndose cuando la
concentracion de fibrilas aumenta hasta el punto critico de
formacion de nicleos oligoméricos [14], [15].

i. Fase de elongacion o de crecimiento: en esta fase el mecanismo de
nucleacion secundaria confinuard uniendo mondmeros a las fibrillas
formadas en la fase lag, que tienen sitios de unidn para reaccionar en
la superficie, hasta lograr la elongacion de fibras amiloides ricas en

IGmina B. El proceso es mas favorable por lo que transcurre



rdpidamente y de manera exponencial, aunque en menor medida
mecanismos secundarios como fragmentacion fibrilar y nucleacion
primaria de mondmeros conftribuirdn en su totalidad a la fase de

crecimiento.

Fase estable o de meseta: es una fase de saturacidon donde la
concentracion de mondmeros ha alcanzado el valor de equilibrio en Ia
reaccion, también ocurre la maduracion de fibras para formar depdsitos

amiloides (Figura 2) [13], [15], [16].
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Figura 2. Cinética de formacién de fibras amiloides a partir de oligbmeros. La fase lag
corresponde a eventos de nucleacion termodindmicamente desfavorables y la fase de
elongacién a la termodindmicamente favorable, rdpida creacidon de fibrillas amiloides

(linea negra). Utilizando “semillas” (fibrillas preformadas) como base, la fase lag se acorta
drasticamente (linea roja). Modificado de [17].

Cabe senalar que todos los procesos microscopicos descritos en el modelo
se realizan en todas las fases del proceso, lo que varia son las constantes de
velocidad y la actividad de las especies reactivas durante el tiempo que

dure la cinética de formacion de fibras amiloides [16].



Las cinéticas de crecimiento de funcidon sigmoide permiten conocer el
tiempo de duracion de las fases de nucleacion (lag) y elongacion por medio
de un qjuste de los datos experimentales. Existen diferentes funciones para
realizar ajustes, entre ellas se encuentra la ecuacion de Boltzmann que
permite obtener los valores conocidos como tiagy t1/2. El punto en el tiempo
de la cinética donde termina la fase lag y ha empezado a desarrollarse un
10 % de la fase de elongacion es el valor tieg Y el punto en el fiempo donde

se ha formado el 50 % de los agregados fibrilares es 1,2 [16].
1.3. La HEWL y la capacidad de formar fibras amiloides

La lisozima de clara de huevo de gallina (HEWL por su siglas en inglés -Hen
Egg White Lysozyme-) es sumamente utilizada como proteina modelo para
investigar la agregaciéon proteinica y la formacion de fibras amiloides de
manera in vitro gracias a su pequeno tamano, excelente solubilidad en

ambientes acuosos y fdcil obtencién [18].
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Figura 3. Estructura tridimensional de la proteina HEWL. La lisozima de clara de huevo de
gallina es una proteina de una cadena polipeptidica simple compuesta de 129 residuos
de aminodcidos, como enzima cataliza la hidrdlisis del enlace glucosidico B-1,4 entre el
dcido N-acetilmurdmico y la N-acetilglucosamina del peptidoglicano, carbohidrato
presente en la estructura de las paredes celulares de bacterias. Tiene un peso de 14.3
kDa cuenta con cuatro puentes disulfuro inframoleculares y un punto isoeléctrico de ~
11.3 [18]. Tomado del PDB (2VB1).



La estructura secundaria de la HEWL tiene un dominio hélice a compuesto
por cuatro hélices a (A-D), un dominio B integrado por tres hebras p (S1-S3) y
tres elementos helicoidales (Figura 3). Los fragmentos de los dominios que
formardn intermediarios parcialmente desplegados, precursores de fibras
maduras altamente ordenadas, serdn la hélice a C, la hélice menos
propensa a conservar su estructura a, y dos de las hebras p (S2, S3) que se
encuentran unidos por dos puentes de disulfuro inframoleculares (Cysé4-
Cysé8, Cys76-Cys?4). Las hélices a A, By D con el resto de los fragmentos de
la proteina se mantendrdn periféricos al ndcleo fibrilar, menos organizados y

solubles en la solucién pero con su conformaciéon nativa.

Los residuos de aminodcidos en la regidon 49-101, que componen al dominio
By hélice a C, son los md&s propensos a entrar al estado amiloide; siendo los
responsables de activar el mecanismo de formacion de fibras amiloides de
la HEWL [19].

1.4. Fluorescencia de la tioflavina-T

La deteccion de la formacion de fibras amiloides y andlisis de las
propiedades estructurales se puede realizar utilizando diferentes sondas
moleculares. Los dos colorantes mdas ampliamente utilizados para la fincidn
selectiva de conglomerados amiloides in vivo, ex vivo e in vifro son la

tioflavina-T (ThT) y el Rojo Congo[20].

La fincién utilizando Rojo Congo es un proceso laborioso, requiere de varios
lavados que disminuyen la reproducibilidad y dificultan la interpretacion de
la birrefringencia verde-manzana caracteristica del colorante; para su
deteccidon histoldgica se necesita utilizar microscopia de luz polarizada y

puede unirse a materiales no fibrilares [21].

El colorante fioflavina-T tiene una estructura de benzotiazol catidnico

anfipdtico y es un potente compuesto fluorogénico (Figura 4a, arriba),
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aumenta su fluorescencia al unirse de manera selectiva a fibras amiloides.
Su deteccion se da por medio de espectroscopia de fluorescencia con una

emision incrementada a 482 nm.

Se cree que el aumento intenso de la fluorescencia del ThT resulta de la
inmovilizacién rotacional del enlace central C-C que conecta los anillos de
benzotiazol y anilina que rotan libres en disolucion (Figura 4a, abaqjo),
cuando se restringe la rotacion se originan rotdmeros ThT fluorescentes. La
union del ThT es de manera paralela al eje largo de las fibras amiloides y de
forma perpendicular a las I[dminas B, especificamente en los “canales”
formados por las cadenas laterales de residuos aromdaticos (Figura 4b) [21],

[22].

Figura 4. Tioflavina-T y mecanismo de unidn a fibras amiloides. (a) La molécula de ThT
posee una longitud de ~15 A, tiene un grupo dimetilamino unido a un grupo fenilo con
dtomos de nitrébgeno y azufre que lo hacen mds polar (arriba), la estructura del
compuesto permite la rotacidon alterna de los segmentos planos del ThT (abajo). (b) El
modelo de unidn del ThT a Idminas B, plantea la unién del ThT (flecha bidireccional) a los
“canales” formados por residuos de aminodcidos. Modificado de [21].

No obstante la gran utilidad del ThT como sonda detectora de fibras en
cinéticas in vitro, su potencial reactividad cruzada hace indispensable
caracterizar la formacidon de fibras amiloides por ofras técnicas
complementarias y contar con al menos otfra evidencia experimental o

tedrica [23].
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1.5. Fluorescencia intrinseca

Una técnica recientemente desarrollada para la deteccidn del crecimiento
de fibras amiloides sin la necesidad de ufilizar sondas moleculares
extrinsecas, es la cuantificacidon de la fluorescencia intrinseca. Durante el
crecimiento de las estructuras de tipo amiloide se presenta un incremento
de la fluorescencia con un comportamiento sigmoide idéntico al

presentado en presencia del ThT [24].

El fendmeno de la fluorescencia intrinseca es una propiedad genérica del
arreglo de hoja cruzada B de las fibras amiloides. El mecanismo de la emision
de fluorescencia intrinseca es desconocido, pero se ha asociado con la red

de puentes de hidrégeno que se forma paralela al eje de la fibra [25].

La hipdtesis general es que la fluorescencia intrinseca se origina de los
estados energéticos de las hebras B, donde los electrones pertenecientes a
los extensos arreglos de puentes de hidréogeno, formados por los grupos
amidas de la proteina y las cadenas laterales, sufren una deslocalizacion
parcial o la suficiente deslocalizacion para dar lugar a electrones “sueltos”
con estados energéticos Opticamente excitables e inducir transiciones
electronicas. Las moléculas de agua en las estructuras amiloides contribuyen
a la formacion de la red de puentes de hidrogeno entre las IGminas B y

contribuyen infensamente en la deslocalizacion electronica [25]-[27].

Por lo tanto, las estructuras amiloides pueden aceptar energia en forma de
luz y emitir fluorescencia, siendo detectable la formacion de fibras amiloides

en ambientes libres de colorantes [24].
1.6. Redes metal orgdanicas

Las redes metal orgdnicas (del inglés Metal-organic Frameworks, MOFs),
también conocidas como polimeros de coordinaciéon, son una clase de

material hibrido cristalino sélido poroso; se componen de la inferconexion
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alterna entre nodos inorgdnicos (vértices) y moléculas orgdnicas, unidos por
enlaces de coordinacidn, obteniéndose estructuras  periddicas
tridimensionales (Figura 5). La extensa variedad de moléculas orgdnicas
empleables son denominadas ligantes, usualmente son moléculas orgdanicas
rigidas con anillos aromdaticos y cuentan con grupos funcionales como:

carboxilatos, fosfonatos, piridilos, imidazolotas, azolatos [28], [29].

. s

Prisma trigonal (NC = 6)

MIL-101

Figura 5. Componentes y estructura de una MOF. El acoplamiento entfre unidades de
construccion secundaria, ya sean iones metdlicos o grupos metdlicos coordinados por
medio de dtomos de oxigeno (poliedro de cromo) o nitrébgeno, con un ligante orgdnico
(acido tereftdlico, BDC) producen materiales cristalinos (MIL-101) con (meso, micro,
ultramicro) -porosidad. El nUmero de coordinaciéon (NC) indica la cantidad de ligantes
enlazados al nucleo del aglomerado metdlico, determinado por el acomodo de los dtomos
de carbono. Modificado de [28].

Las diferentes combinaciones posibles de ensamblaje entre bloques
estructurales (nodos inorgdnicos y ligantes), permite en principio, un nUMero
“infinito” de estructuras particulares, que abarcan docenas de topologias
con distintas aplicaciones potenciales; las redes metal orgdnicas tienen la
facultad de ser disenadas, debido a que se pueden personalizar
sistemdaticamente en términos de sus funcionalidades quimicas y arreglos

geométricos precisos, resultando en una gran diversidad de
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comportamientos quimicos caracteristicos (baja densidad, gran porosidad

y extensas superficies) [28]., [30], [31].

Algunas de las propiedades Unicas distintivas de las MOFs, que pueden ser
planeadas a partir de los elementos estructurales elegidos, son dreas
superficiales especificas altas (entre 1000 a 10,000 m2.g'), porosidad
elevada (volumen de poro con 90 % de volumen libre), bajas densidades
(debajo de 0.13 g-cm3) y tamanos de poro expandibles (apertura del
didmetro de poro hasta 98 A) [28], [30].

Gracias a lo diverso y vasto de sus propiedades, las MOFs poseen un amplio
rango de aplicaciones, tanto industriales como fundamentales, en distintos
campos cientificos abarcando, pero no limitado a: purificacion,
almacenamiento y separacion de gases o fases liquidas (Ha, Oz, CHs4, CO»),
catdlisis heterogénea, deteccidén quimica, conduccidon de protones,
almacenamiento y conversibn de energia, encapsulaciéon de farmacos vy
degradacion de sustancias téxicas; también se han desarrollado materiales
con propiedades épticas, luminiscentes, magnéticas, semiconductoras y de

activacion por fotones [28], [30], [31].

Una atributo peculiar de algunas redes metal orgdnicas es su capacidad
para expandir o confraer el tamano de la apertura del poro , un fendmeno
conocido como ‘respiracion” o breathing, que permite acomodar
moléculas huésped en los poros. Propicidndole a la MOF diferentes
ordenamientos flexibles, sin existir rompimiento de enlaces o pérdida de
cristalinidad pero si modificando las propiedades de confinamiento vy
espacio disponible en el material (incremento o disminucion radical del

volumen de celda) [32].

Las redes metal orgdnicas son materiales que cuentan con sifios
guimicamente reactivos conocidos como sitios metdlicos de coordinacion

no saturados (del inglés coordinatively unsatured metal site, cus”) o sitios de

14



coordinaciéon abiertos (del inglés open coordination sites, OCSs), se
encuentran en los nodos metdlicos y se desempenan como dcidos de Lewis,
teniendo la habilidad de interactuar con moléculas con propiedades de
bases de Lewis por medio de enlaces débiles o fuertes de coordinacion en
una disociacion reversible; la activacion de los (cus) se da por medio de
calcinacion o intercambio de solvente. Esta caracteristica particular de las
MOFs es de gran importancia para aplicaciones cataliticas, y es mas
eficiente sobre las propiedades cataliticas de otros materiales porosos [29],
[33].

La sintesis de las redes metal orgdnicas es un proceso de cristalizacion en
solucion (solventes orgdnicos, agua), que depende de un equilibrio entre la
formacion y disolucidon de cristales, se pueden emplear distintos métodos
para su obtencidén: solvotérmico, electroquimica, mecanoguimica,
sonoguimica, microondas); la purificacion y activacion del material después
de la sintesis, son fundamentales para la obtencidon de una alta cristalinidad
[28], [34].

Al emplear una red metal orgdnica para cierta aplicacién especifica, se
deben contemplar los factores que pueden perjudicar su estabilidad
(ambientes acuosos, pH, aniones, iones metdlicos), con el fin de dirigir la
sintesis del material a la obtencidn de estabilidad quimica, térmica,
hidrotérmica, mecdnica o inclusive bioldgica, dependiendo del potencial
uso. Redes metal orgdnicas que sean quimicamente estables en agua, asi
como resistentes a procesos de hidrdlisis y humedad, poseen estructuras con
fuertes enlaces de coordinacion (estabilidad termodindmica) y un

impedimento estérico relevante (estabilidad cinética) [31], [34].
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1.7. Interaccion de MOF con proteinas

Las redes metal orgdnicas con mayor capacidad de adsorcion y estabilidad
en sistemas acuosos son los materiales tipo MIL-n, debido ala gran diversidad
de estructuras y tamanos de poros; usualmente son considerados
compuestos altamente hidrofilicos mesoporosos. Las MOFs del género MIL-n
pueden adsorber o inmovilizar proteinas sobre la superficie de las redes
metal orgdnicas, a través de la formacion de interacciones covalentesy no

covalentes [31].

Existen cuatro métodos de sintesis para obtener la inmovilizacion de una

enzima en una red metal orgdnica, formando compuestos tipo MOF-enzima:

i. Fijacion superficial: las enzimas se inmovilizan en la superficie de las
redes metal orgdnicas, la fijacidén se da por interacciones débiles no
especificas. No es necesario la existencia de grupos funcionales
especificos o un tamano de poro especifico por lo que una gran
variedad de redes metal orgdnicas se pueden utilizar por este
método. Es el método mds directo donde solo es necesario mezclar la
enzima en una solucidén que contenga la red metal orgdnica.

i. Unidn covalente: las enzimas se pueden anclar de manera covalente
a la superficie de lared metal orgdnica por medio grupos aminos libres
gue se unen con grupos carboxilicos libres para formar un enlace
peptidico, los dos tipos de grupos funcionales se pueden encontrar en
la superficie de la enzima o de la MOF.

ii. Encapsulacion en poros: en este método redes metal orgdnicas con
cavidades mesoporosas son mejores que los materiales de cavidades
microporosas gracias a las ventajas infrinsecas de los materiales
mesoporosos, algunos de ellas son la encapsulacion de enzimas
debido a un mayor volumen de poro, las enzimas se adsorben en la

cavidad en lugar de permanecer solo en la superficie mejorando la
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estabilidad, hay selectividad del sustrato debido al tamano de poro
especifico de cada MOF.

Coprecipitacion: las enzimas se inmovilizan in situ durante el proceso
de sintesis de la MOF, las enzimas son recubiertas por la red metal
orgdnica mientras se realiza la sintesis; este método no permite usar
métodos de sintesis de redes metal orgdnicas a grandes

temperaturas.

Con excepcion del método por unidn covalente donde nuevos enlaces

quimicos se forman, la unidn entre enzima y MOF de los otros tres métodos

se da por interacciones de van der Waals, puentes de hidrogeno e

interacciones -1 [35].

Un potencial nuevo inhibidor debe retardar la velocidad de formacion

fibrilar de una cinética de formacidon de fibras amiloides, una molécula

exdgena (inhibidor) puede alterar el desarrollo tradicional de una cinética

de formacién de fibras amiloides por dos razones:

Efecto cinético: se perturban las constantes de velocidad de las fases
de nucleaciéon o elongacién por el efecto de algun compuesto,
causado por la afinidad entre el inhibidor y la proteina, si un
compuesto se une a la proteina causando inhibicidn se denomina
inhibidor “verdadero”.

Efecto termodindmico: se alteran las fuerzas termodindmicas
necesarias para la fibrilogénesis, es causado por factores externos
(fuerza idnica, pH, amontonamiento molecular, equilibrio
electrostdtico) o compuestos (inhibidores, surfactantes, sales de iones)
gue no requieren de afinidad quimica con la proteina, solamente
modifican el medio de reaccion, estos compuestos se denominan

inhibidores “aparentes”.
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Es necesario analizar los efectos de los factores externos y las interacciones
entfre potenciales inhibidores y la proteina o fibrillas, para poder discernir

entre inhibidores “aparentes” y “verdaderos” [36].
1.8. BioMOFs: MOFs biolégicas

La utilidad de las redes metal orgdnicas se ha enfocado principalmente a
fines industriales, en medios inorgdnicos, pero en los Ultimos anos el estudio
de las MOFs, con potenciales aplicaciones bioldgicas y médicas, se ha
ampliado. Los campos explorados hasta el momento son: como vehiculos
de enfrega de fadrmacos terapéuticos (ibuprofeno, cidofovir) o agentes
cosméticos, captura vy liberacion de gases bioldégicos (NO, CO) con fines
antibacterianos, antitrombdticos o de cicatrizacion y en imagenologia

(como agentes de contraste) con desempenos terandsticos.

Una MOF puede poseer una probable funcidon bioldgica, cuando la
estructura y caracteristicas fisicoquimicas de |la red metal orgdnica permita
obtener toxicidades aceptables y degradaciones fisioldgicas adecuadas,

en el momento de su interaccidén con medios bioldgicos.

Se han realizado estudios toxicolégicos tanto in vifro como in vivo, para
determinar la biocompatibilidad de las redes metal orgdnicas, un estudio
demostré que la administracion via intravenosa a ratas en grandes
cantidades (220 mg-kg') de MOF (de hierro y ligandos con carboxilatos), no
presentd efectos toxicoldgicos o perjudiciales después de la exposicion. Por
otra parte, experimentos in vivo indicaron que MOFs de carboxilato de
hierro, son degradas por el bazo e higado siendo posteriormente eliminadas
por medio de orina y heces; indicando la naturaleza biodegradable del

material.

La aplicacion mas prometedora hasta el momento es la de encapsulacion

y liberacion confrolada de farmacos, debido a la alta porosidad, las MOFs
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pueden encapsular hasta un 42 %w de fdrmaco, excediendo por mucho la

capacidad de cualquier liposoma, polimero o vehiculo de reparto existente.

Ciertas redes metal orgdnicas bajo condiciones fisiologicas in vitro exhiben
una degradacion paulatina, y aunque algunas MOFs presenten cierta
inestabilidad quimica en fluidos corporales, no representa un obstdculo para
desempenar su funcidn adecuadamente; por el contrario, permite una
liberacion controlada del fdrmaco durante largos periodos de tiempo, con
la posterior eliminacion del vehiculo, evitando aglomeracion y acumulacion
enddégena. Cabe mencionar que algunas MOFs cuentan ya con

aprobacion médica para desempenarse como farmacos de linea [37], [38].

Algunas de las cualidades de las MOFs que posibilitan su desarrollo, para

eventuales ocupaciones bioldgicas son:

i. Uso de metales no toxicos y biocompatibles (Fe, Mg, Ca, Zn, Mn, Cu)
con ligantes de toxicidad baja (dcidos fosfonicos o carboxilicos), para
la sintesis de materiales altamente porosos.

i. Lamayoriadela MOFsson biodegradables en medios acuosos. Hasta
cierto punto, pueden resistir en amortiguadores salinos (PBS, BSA)
desde unos dias hasta varias semanas; dependiendo de la estructura
cristalina, tamano de particula, estructura y composicion de la MOF.

ii. El microambiente intferno dual (hidrofébico/hidrofilico), permite
hospedar una alta diversidad de moléculas, con distintas
propiedades quimicas.

iv. Las interacciones entre huésped y hospedero se pueden modular,
mediante la funcionalizacion del ligante con moléculas polares o
apolares, modificando el tamano de poro, la flexibilidad de la MOF,
asi como la interconectividad de la estructura tridimensional, o una

combinacion de dichas modificaciones.
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Las BioMOFs o MOFs bioactivas son redes metal orgdnicas constituidas por
elementos enddgenos al cuerpo humano, donde los nodos inorgdnicos son
metales con actividad biolégica y los ligantes orgdnicos son biomoléculas
(aminodcidos, péptidos, bases nitrogenadas, proteinas), con o sin
modificaciones; también la misma molécula terapéutica (farmaco) puede
fungir como ligante siendo parte de la estructura del material, eliminando

asi el proceso de encapsulacion [37], [38].

Dada la gran cantidad de redes metal orgdnicas existentes, y su extensa
lista de propiedades biofisicoquimicas, el espectro de potenciales
aplicaciones biolégicas es sumamente amplio todavia. En la actualidad no
existe ningun estudio o experimento, concerniente al uso de redes metal

orgdnicas para la inhibicidon de fibras amiloides.
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II. JUSTIFICACION

El plegamiento no convencional de ciertas proteinas en estado fisioldgico
puede resultar en la formacion del estado amiloide, asociado actualmente
con alrededor de 50 padecimientos de distinta indole. En la actualidad no
existe ningun tratamiento que pueda evitar o revertir el estado amiloide,
aungue se han probado diferentes moléculas y técnicas, todavia no hay
alguna que haya mostrado una eficiencia aceptable. Las redes metal
orgdnicas son compuestos porosos nanométricos estructurados a partir de
iones metdlicos y ligantes orgdnicos, poseen estructuras tfridimensionales y
propiedades fisicoquimicas Unicas y diferentes a cualquier otfro tfipo de
molécula o material. Las MOFs debido a sus componentes orgdnicos,
inorgdnicos y topologia, podrian debilitar o interferir con las interacciones
entre proteinas, necesarias para la formacion del estado amiloide.
Adquiriendo la potencial habilidad de funcionar como intercaladores e
inhibidores de fibras amiloides. Algunas caracteristicas de las MOFs, como
alta estabilidad, biocompatibilidad y biodegradabilidad, permiten pensar

en una plausible funcidn como fdrmaco inhibitorio.
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. HIPOTESIS

Silas estructuras y las caracteristicas fisicoquimicas de materiales de tipo red
metal orgdnica (MOF) son adecuadas para interaccionar con proteinas
como la HEWL en un modelo de formacion de fibras amiloides, entonces
estos materiales pueden funcionar como inhibidores potenciales del

proceso de formacion del estado amiloide.

IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Sintetizar y caracterizar redes metal orgdnicas conteniendo dcido trimésico
o dcido tereftdlico en combinacién con los metales Cu*2, Al*3, Fe*3 o Mg*?
para su posterior evaluacién como inhibidores potenciales en la agregacion

amiloide de la HEWL como modelo in vitro.
4.2. Objetivos particulares

> Sintetizar redes metal orgdnicas por diferentes técnicas de
calentamiento (solvotermal, microondas y convencional) utilizando
como ligantes orgdnicos dacido frimésico y dacido tereftdlico en

combinacién con los metales: Cu*2, Al*3, Fe*3 y Mg*2.

> Purificar y caracterizar los compuestos sintetizados por medio de
difraccion de rayos X en polvo (DRX), espectroscopia de infrarrojo por

transformada de Fourier (FTIR), andlisis termogravimétrico (TGA).

> Generar un modelo biolégico in vifro de amiloidogénesis, utilizando la
HEWL en un solvente orgdnico polar (etanol), donde las redes metal

orgdnicas sean dispersables y estables.

> Llevar a cabo cinéticas de formacion de fibras amiloides y observar si

existe inhibicion utilizando las redes metal orgdnicas sintetizadas a
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diferentes concentraciones por medio de la fluorescencia del THT y la

fluorescencia intrinseca.

> Caracterizar las redes metal orgdnicas después de concluir la cinética
de formacion de fibras amiloides por medio de difraccién de rayos X
en polvo (DRX), espectroscopia de infrarrojo por transformada de

Fourier (FTIR) y andlisis termogravimétrico (TGA).

V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materiales

5.1.1. Disolventes
N,N-dimetilformamida (DMF) (99%), agua Milli-Q (H20), agua inyectable
(Pisa), etanol absoluto (EtOH), alcohol etilico grado biologia molecular
(100%), trietilamina (EtsN), dcido nitrico, metanol, la mayoria de los solventes

fueron marca Sigma-Aldrich.

5.1.2. Reactivos
Los reactivos acido benceno-1,3,5-tricarboxilico (BTC), dcido benceno-1,4-
dicarboxilico (BDC) [98%)]. cloruro de hierro (lll) hexahidratado (FeCls«6H20)
[98-102%], nitrato de cobre (ll) trihidratado (Cu(NO3)2:3H20) [98.0-102.0%],
nitrato férrico (lll) nonahidratado (Fe(NO3)3-2H20) .,[98.0-101.0%], nitrato de
aluminio (lll) nonahidratado (AI(NOgz)3:9H20) [98.0-102.0%], nitrato de
magnesio (Il) hexahidratado (Mg(NOs)2:6H20) [99%], lisozima liofilizada de
clara de huevo de gallina (HEWL), tioflavina-T, fosfato de sodio monobdsico

(NaH2POy4), fueron marca Sigma-Aldrich.
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5.2. Metodologia

5.2.1. Sintesis de redes metal organicas (MOF)
MOF HKUST-1(Cu)

La red metal orgdnica HKUST-1(Cu) se sintetizd siguiendo una metodologia
modificada previamente descrita por Loera-Serna et al [39]. Se pesd 0.5 g
(2.37 mmol) de acido benceno-1,3,5-fricarboxilico (BTC) y se disolvid en 100
mL de DMF/EtOH/H2O (1:1:1 v/v) a su vez se pesd 1.05 g (4.34 mmol) de
nitrato de cobre (ll) frihidratado (Cu(NO3)2-3H20) disolviendose en 100 mL de
la misma mezcla de solventes, se juntaron las dos soluciones y se agregd 0.5
mL de trietilamina dejadndose en agitaciéon por 7 h, se centrifugd la solucion
a 14,000 rom hasta recolectar todo el precipitado azul. El precipitado con
20 mL de la mezcla de solventes se puso en un reactor de acero inoxidable
y celda de teflén (45 mL) a 120 °C por 24 h. La reaccién se recolectd en
tubos conicos (25 mL) y se centrifugd a 14,000 rom por 15 min, se decantd el
sobrenadante, posteriormente se filtré al vacio y se lavd con 2 x 20 mL de

DMF/EtOH/H20 (1:1:1 v/v), el precipitado azul se secé a 60 °C por 5 h.

MOF MIL-53(Cu)

Para la sintesis de la red metal orgdnica MIL-53(Cu) se siguid la metodologia
de Tannenbaum et al. [40] ligeramente modificada. Se colocaron en un
mortero 023 g (0.95 mmol) de nitrato de cobre(ll) trihidratado
(Cu(NO3)2:3H20) y 0.16 g (0.96 mmol) de dcido benceno-1,4-dicarboxilico
(BDC), los reactivos se molieron durante 10 min. Posteriormente se pasaron a
un vaso de precipitados (25 mL) con 13 mL de agua Milli-Q y se dejaron en
agitacion por otros 10 min, se agregaron 4 uL de dacido nitrico (1 mol). La
mezcla se vacio en un reactor de acero inoxidable y celda de teflon (45 mL)
junto con otros 5 mL de agua Milli-Q y se dejo en una estufa a 220 °C por 72
h. La reaccion se dejo enfriar a temperatura ambiente, se centrifugd la

mezcla de reaccion en un tubo conico (25 mL) a 14,000 rom por 20 min y el
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precipitado se resuspendid en un solucidn compuesta por 15 mL de DMF y
15 mL de agua Milli-Q durante 18 h, se volvié a cenfrifugar varias veces en
DMF solamente hasta que Ia solucidn no mostrara impurezas visibles. Se filtrd
al vacié y se lavd con 2 x 25 mL de etanol absoluto, se dejé secar a 80 °C

por 2 h.

MOEF MIL-100(Fe)

La sintesis de la red metal orgdnica MIL-100(Fe) se realizd6 por medio del
método de microondas, usando una metodologia modificada descrita
anteriormente por Horcajada et al [41]. En un vial de vidrio con tapa
hermética se colocaron 0.60 g (8.97 mmol) de nitrato de hierro(lll)
nonahidratado (Fe(NOs3)3-9H20) vy 0.84 g (3.99 mmol) de dcido benceno-
1,3,5-fricarboxilico y se agregaron 15 mL de agua MiIlli-Q, la mezcla se
infrodujo a un reactor de microondas modelo Monowave 200, marca Anton
Paar a 130 °C por 6 min (800 watts, 2,450 MHz) con agitacion. El precipitado
rojizo se filtrdé al vacio y se lavd con 2 x 25 mL de etanol absoluto, finalmente

el sélido se secd en una estufa a 80 °C por 16 h.

MOF MIL-53(Fe)

La red metal orgdnica MIL-53(Fe) se sintetizO utilizando una metodologia
modificada acorde con la descrita por Kazemian et al [42]. En un matraz de
bola de fondo plano (250 mL) se colocaron 15 mL de DMF, en este volumen
se disolvieron 0.16 g (0.96 mmol) de acido benceno-1,4-dicarboxilico (BDC)
y 0.27 g (0.99 mmol) de cloruro de hierro(lll) hexahidratado (FeClz.6H20). La
mezcla se mantuvo en agitacion durante 15 min, y se elevo la temperatura
hasta ~130 °C por 18 h en una parrilla de calentamiento con agitacion. La
reaccion se dejo enfriar a temperatura ambiente, el precipitado anaranjado
se cenftrifugd a 14,000 rom por 10 min luego se filtré al vacio y se lavd con 2
x 25 mL de DMF, posteriormente la muestra se dejé secar durante una noche
a 80 °C.
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MOEFE MIL-96(Al)

Se utilizé la metodologia descrita por Kong et al. [43] para la sintesis de la
MIL-96(Al). Se disolvieron en 15 mL de agua MIlli-Q 0.32 g (0.85 mmol) de
nitrato de aluminio(lll) nonahidratado (Al(NO3)3-9H20) y 0.28 g (1.33 mmol)
de acido benceno-1,3,5-tricarboxilico por 10 min con agitacion, la solucién
se coloco en un reactor de acero inoxidable y celda de teflon (45 mL) a 150
°C por 72 h. La reaccion se dejé enfriar a temperatura ambiente, el
precipitado blanco se centrifugd a 14,000 rpm por 20 min, posteriormente se
filtré al vacio y se lavd con 3 x 20 mL de DMF. El compuesto blanco se dejé
en un matraz de bola de fondo plano (50 mL) con 30 mL de DMF en
agitacion a ~150 °C por 12 h. Se volvio¢ a filtrar al vacio y se lavd con (2 x 20

mL) de etanol absoluto, se secd a 80 °C por 18 h.

MOE MIL-53(Al)

La MIL-53(Al) se sintetizd utilizando variantes de diversas metodologias [44],
[45]. En un reactor de acero inoxidable y celda de teflon (45 mL) se pusieron
0.28 g (1.73 mmol) de dcido benceno-1,4-dicarboxilico (BDC) y 1.3 g (3.46
mmol) de nitrato de aluminio(lll) nonahidratado (AlI(NO3)3:9H20) «
reaccionar en presencia de 20 mL de agua Milli-Q a 220 °C por 72 h. Se dej6
enfriar a temperatura ambiente la celda y se filtird al vacio, el precipitado
blanco se lavd con etanol absoluto hasta que el pH de la solucidn filtfrada
fue de ~ 7.0, el pH se verificd con tiras reactivas, se secd a 100 °C por 45 h.
Se puso durante 17 h en 15 mL de DMF, se filtiré al vacio y se lavd con DMF
caliente (2 x 15 mL), después se lavd con metanol 2 x 20 mL. Se dejo en 25
mL de metanol por 4 h, posteriormente se centrifugd y se secd a 100 °C por
5 h. El material se activd calcindndolo en una mufla marca Yamato modelo
FO210CR a 329 °C por 72 h [46].
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MOF NICS-6(Mg)

La red metal orgdnica NICS-6(Mg) se sintetizd siguiendo una metodologia
modificada previomente descrita por Mazaj et al [47]. Se solubilizaron 0.77 g
(3 mmol) de nitrato de magnesio(ll) hexahidratado (Mg(NOz)2¢6H20) vy 0.42
g (1.92 mmol) de dcido benceno-1,3,5-tricarboxilico en un matraz de bola
(250 mL) con 50 mL de etanol absoluto, la reaccion se puso en agitacion a
~120 °C por 4 h. Se redujo el volumen de la reaccién en un rotavapor a ~20
mL y se vertié en un reactor de acero inoxidable y celda de teflon (45 mL).
Se colocd en la estufa a 190 °C por 24 h. La reaccion se dejé enfriar a
temperatura ambiente, se filtrd al vacio y se lavd con 4 x 15 mL de etanol

absoluto, posteriormente se dejo secar a 100 °C por 14 h [47].

5.2.2. Dispersion de las redes metal orgdnicas
Previo a la evaluacion de las redes metal orgdnicas, éstas se dispersaron
hasta conseguir la mayor estabilidad coloidal. Se pesd la red metal orgdnica
y se solvatd con 1 mL de alcohol etilico absoluto, de la muestra de 1 g. Se
realizaron diluciones seriadas hasta la concentracion de 0.01 g. Todas Ias
muestras se sonicaron entfre 15-20 min o hasta que la dispersidén estuviera

totalmente estabilizada.

5.2.3. Formacion de fibras amiloides con la proteina HEWL en
presencia de etanol

Las fibras amiloides se formaron a una concentracion final de 65 % de
alcohol etilico grado biologia molecular (absoluto), se prepard una soluciéon
madre de lisozima (25 mg-mL') en buffer de fosfatos de sodio a pH 7.25, (5
mMM). El conftrol positivo de formacion de fibras amiloides en etanol se llevo a
cabo por triplicado en una placa de 96 pozos (Costar) con tapa franslicida,
la concentracion final de alcohol etilico fue (2.12 mM), de lisozima (69.44 uM)
en buffer de fosfatos pH 7.25, (1.55 mM). Por Ultimo se pusieron 2 yL de ThT

(10 mM), con una concentracion final de (0.67 mM) en un pozo con volumen
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final de 300 uL. Para los experimentos de fluorescencia intrinseca, el
procedimiento anterior se repitid pero se omitid el ThTy se sustituyd por buffer
de fosfatos pH 7.25, (5 mM). Todos los buffers se realizaron usando agua

inyectable.

La placa con la tapa trasldcida se selld con parafim, la incubacion durd 18
h a 25+1 °C sin agitacion y se midié la fluorescencia en un lector de placas
hibrido multi-modal (BioTek Synergy H1). Se usaron dos lecturas diferentes
cada 5 min; la primera para la deteccion de la fluorescencia del ThT a 450
nm para la excitacion y a 490 nm para la emision, la segunda a 295 y 335

nm, excitacidon y emision respectivamente, para la fluorescencia intrinseca.

5.2.4. Evaluacion de la inhibicion de las fibras amiloides de HEWL con
las redes metal orgdnicas a diferentes concentraciones

Se evaluaron las siete redes metal orgdnicas en las mismas condiciones,
siguiendo el proceso anteriormente descrito. Las diferentes concentraciones
de red metal orgdnica se anadieron al final del proceso y se agitdé en un
vortex antes de agregarse (Tabla 1). Se realizaron controles positivos de
buffer de fosfatos, HEWL y ThT, ThT y buffer de fosfatos y etanol. Los controles
negativos consistieron de la red metal orgdnica y ThT, la red metal orgdnica
en ausencia de ThT y HEWL. Todos los experimentos se realizaron por
triplicado posteriormente se promediaron, se calculd su desviacion estandar
y se graficaron ajustando la funcidon sigmoidea con la ecuacidon de
Boltzmann (apéndice B) en el programa OriginPro 2016, para obtener los

valores t12Y fiag.

Tabla 1. Volumen, concentracién inicial y concentracion final de red metal orgdnica
utilizada por pozo para inhibir.

Concenfracion (mgemL-) Volumen (uL) Concentracién final (mgemL1)
2 150 1
1 43 0.1
0.1 43 0.01
0.01 43 0.001
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5.2.5. Prueba de estabilidad de las redes metal orgdanicas
Se pesaron 30 mg de cada red metal orgdnica y se colocaron en un fubo
conico (15 mL) se agregd 9.75 mL de etanol absoluto y 5.25 mL de buffer de
fosfatos de sodio pH: 7.25 (5 mM), posteriormente se sonicd de 15-20 min
hasta dispersion y se dejo la solucion a temperatura ambiente (25 °C) por 18
h. Pasadas las 18 h se centrifugaron los tubos a 14,000 rom durante 10 min y
se decantd el sobrenadante, se secd el precipitado en una estufa a 80 °C
por 24 h; previo a la decantacién se realizaron lecturas del pH, los valores se
resumen en la tabla 1, apéndice A. Finalmente, los materiales se

caracterizaron nuevamente por las técnicas de: DRX, FTIR y TGA.

5.2.6. Caracterizacion de las redes metal orgdnicas recién
sintetizadas y después de la prueba de estabilidad

Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros de FTIR se realizaron en un espectrofotdmetro Bruker Tensor-27.
Se usd la técnica de transmisidon en pastilla con el intervalo de 4000 a 450 cm-

1. Se utilizd bromuro de potasio (KBr) para la caracterizacién de las muestras.

Difraccidn de rayos X (DRX) de polvos

Los difractogramas de rayos X (DRX) se obtuvieron utilizando un
difractobmetro marca Bruker, modelo D2 Phaser, acoplado a un dnodo de
cobre, empleando radiacion de rayos X Cu Kal A=1.5406 A, con un
monocromador de haz difractado; la velocidad de barrido empleada fue
de 0.0075 °.s1, en un intervalo 26 de 5 a 50 °.

Andlisis Termogravimétrico (TGA)

La estabilidad térmica de cada muestra se analizd en un equipo
termogravimétrico marca Perkin Elmer, modelo TGA-4000 usando una
velocidad de calentamiento de 10 °C-min-! en un intervalo de 20 a 995 °C

en atmosfera de N2 con un flujo 20 mL-‘min-'. Se llevo a cabo un andlisis de la

29



primera derivada del fermograma para precisar los intervalos de

temperatura para cada proceso encontrado.

Caracterizacion de las redes metal orgdnicas

HKUST-1(Cu): solido azul, rendimiento 88.7 % base seca de acuerdo a TGA.
FTIR (v, cm, KBr): 3340 (OH), 1643 (COOaniso)asim, 1583 (COOiso)asim, 1446
(COOaniso)sim, 1374 (COOiso)sim, 1113, 759, 730 (Cu-O), 490. DRX (26, °,
(intensidad) i k 1 fase cristatina): 6.7 (113)200;, 9.5 (495)220, 11.6 (1371)222, 13.4
(496) 14001, 14.7 (102)13317, 15 (141) 14201, 16.5 (119) 14221, 17.5 (285) 15111, 19 (527) 14
40, 20.2 (139) 16001, 21.3 (42) 16201, 23.4 (72) 14441, 24.1 (142)15511, 26 (177 ) 17311, 27.7
(35)17331, 28 (54) 1660}, 29.4 (151) 7511, 35.2 (112)1773], Cu20 36.4 (243), 37.9 (39) 11
11, 39.2 (110)188 2, 41.5 (45)17 771, Cu20 46 (47), 47.2 (55). TGA (Tintervaio [°C] (%
pérdida de peso)): 25-100 (5.5), 100-200 (8), 200-327 (20), 327-390 (27), 390-
604 (7)., 604-687 (-1), 687-800 (1).

HKUST-1(Cu)-tratada: sélido azul. FTIR (v, cm-!, KBr): 3421(OH), 1709 (COOH),
1643 (COOQariso)asim, 1569 (COOiso)asim, 1446 (COOaniso)sim, 1374 (COOiso)sim,
1109, 761, 730 (Cu-O), 488. DRX (26, °, (intensidad)m «1):9.4 (321)z 201, 11.6
(724) 1222, 13.92 (204)400;, 14.8 (58) 13311, 15.1 (62) 14201, 16.4 (58) 4221, 17.4 (102)(5
111, 18.9 (182) 14401, 192.1(182) 14401, 20.3 (38) 18001, 21.2 (38) 16201, 23.3 (22)14 44, 24.1
(58)1551], 25.9 (114)1731], 28.7 (78) 1660, 29.4 (78)17511, 35.1 (43)17731, 38.3 (31)111
111, 39.0 (54) 8821, 41.6 (34)111 511, 44.3 (49)11082). TGA (Tintervaio [°C] (% pérdida de
peso)): 25-180 (30), 180-292 (2), 292-396 (33), 396-516 (5), 516-574 (-1), 574-798
(0.5).

MIL-53(Cu): sélido turquesa, rendimiento 30.6 % base seca de acuerdo a
TGA. FTIR (v, cm-T, KBr): 3608 (OH), 1565 (COOaniso)asim, 1503 (COOiso)asim, 1427
(COOaniso)sim, 1382 (COOiso)sim, 1100 (H-C=C), 1015 (H-C=C), 918, 827, 739 (Cu-
O), 558, 469.DRX (26, °, (intensidad)n k1) fase cristalina): 8.9 (523%)1011). 14.4 (35611
01, 15.5 (617)1002, 17.9 (1400)103 17, 26.9 (181)[1 23], 28.8 (424)102 4, 29.3 (304)02
4,31.4(124) 222, 31.8 (190)106 01, 33.7 (131)1053;, 36.2 (197) 1242, 45.6 (183)108 2.
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TGA (Tnienaio [°C] (% pérdida de peso)): 25-308 (0.5), 308-410 (21.5), 410-475
(35), 475-578 (-6.5), 578-925 (-1.5), 925-998 (4.5).

MIL-53(Cu)-tratada: sélido turquesa. FTIR (v, cm, KBr): 3608 (OH), 1565
(COOQaniso)asim, 1503 (COOiso)asim, 1427 (COOaniso)sim, 1382 (COOiso)sim, 1100 (H-
C=C), 1015 (H-C=C), 218, 827, 739 (Cu-O), 558, 469. DRX (26, °, (intensidad)n
k) 8.9 (2691 )11y, 14.4 (215)p1013, 15.5 (357) 10021, 17.9 (819)10317, 26.9 (117)p12
3], 28.8 (286)10241, 29.3 (362)02 4. 31.4 (93)1222, 31.8 (175)10 601, 33.7 (131) 053,
36.2 (166)12421, 45.6 (141)108 2. TGA (Tintervaio [°C] (% pérdida de peso)): 25-308
(0.5), 308-410 (21.5), 410-475 (35), 475-578 (-6.5), 578-925 (-1.5), 925-998 (4.5).

MIL-100(Fe): sélido rojizo, rendimiento 34.3 %, base seca de acuerdo a TGA.
FTIR (v, cm’, KBr): 3670-3100 (OH), 3085 (C-H), 1715 (COOH), 1628
(COOQaniso)asim, 1573 (COOiso)asim, 1448 (COOaniso)sim, 1381 (COOiso)sim, 1120 (H-
C=C), 947 (H-C=C), 759 (C-H), 712 (C-H), 624, 484 (Fe-O), 464 (Fe-O). DRX (26,
°, (intensidad)n k | fase cristaina): 10.2 (76)18 22, 10.4 (56)7 511, 10.7 (?0)18 401, 11
(137)19111, 13.8 (16)11311, 14.92 (14)112221, 17.9 (20)n3711. 18.5 (20) 14621, 20 (23) 115
55, 24 (16)n17951, 27.7 (13)ns 1401, 28 (14)1231 11. TGA (Tintervaio [°C] (% pérdida de
peso)): 25-122 (5), 122-300 (5), 300-429 (25), 429-541 (21), 541-767 (4.5).

MIL-100(Fe)-tratada: sélido rojizo. FTIR (v, cm-T, KBr): 3692-3100 (OH), 3085 (C-
H), 1710 (COOH), 1628 (COOaniso)asim, 1573 (COOiso)asim, 1448 (COOaniso)sim.
1381 (COOio)sim, 1106 (H-C=C), 1034 (H-C=C), 759 (C-H), 712 (C-H), 623, 484
(Fe-O), 464(Fe-O). DRX (26, °, (intensidad)mnkn): 10.2 (68)ig22. 10.4 (55)7 511,
10.7 (86)i840y, 11 (112) 9111, 13.6 (13)p1311, 14.9 (12)pn222, 17.9 (16)ps 71, 18.8
(19)n4621, 20 (18)p1s 55, 24 (13)p1795, 27.8 (10)png 1401, 28 (16)123111. TGA (Tintervalo
[°C] (% pérdida de peso)): 25-120 (22), 120-300 (5), 300-429 (26), 429-541 (15),
541-767 (4.5).

MIL-53(Fe): solido anaranjado opaco, rendimiento 50.9 %. FTIR (v, cm-!, KBr):
3360-3105 (OH), 1660 (COOoniso)osim, 1598 (COOiso)osim, 1503 (CzODMFeFe),
1436 (COOaniso)sim. 1392 (COOiso)sim, 1015 (OH), 887 (Fe-O(H)-Fe), 822 (Fe-O(H)-
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Fe), 749 (H-C=C), 555 (Fe-O).DRX (26, °, (intensidad)n k| fase cristaiina): 9.3 (521) 0
11, 9.6 (101)po02, 12.5 (124), 13.92 (51), 16.1(56), 16.5 (69)013. 17 (36), 18.7
(270)p 221, 19.3 (88)100 4. 20.9 (22)1 211, 21.3 (31)pn 213, 21.8 (134), 25.8 (41),
26.1(41),28.3 (41)1003]. TGA (Tintervalo [°C] (% pérdida de peso)): 25-109 (3), 109-
162 (0), 162-299 (7), 299-398 (24), 398-530 (30), 530-793 (?).

MIL-53(Fe)-tratada: sélido anaranjado opaco. FTIR (v, cm-!, KBr): 3306 (OH),
1662 (COQariso)asim, 1598 (COOiso)asim, 1504 (C=Opmr>Fe), 1436 (COOaniso)sim,
1393 (COOiso)sim. 1017, 822, 750 (H-C=C), 553 (Fe-O). DRX (26, °, (intensidad)n
kn): 9.4 (205)01 13, 10.5 (31), 12.5 (45), 16.2 (20), 16.5 (22)1013, 17.3 (17), 18.9
(71)1022, 19.2 (28)100 4. 22.0 (30), 24.4 (42), 27.8 (17), 29.6 (35), 31.7 (73). TGA
(Tintervalo [°C] (% pérdida de peso)): 25-100 (7), 100-204 (3), 204-310 (12), 310-
397 (16), 397-532 (26), 532-794 (1).

MIL-96(Al): sélido blanco, rendimiento 73.22 %, base seca de acuerdo a
TGA. FTIR (v, cm, KBr): 3467 (OH), 2372 (AI*3¢&OCO), 1718 (COOH), 1661
(COOaniso)asim, 1623, 1579 (COOiso)asim, 1457 (COOaniso)sim, 1401 (COOiso)sim,
1079 (AI-OH), 768 (H-C=C), 735 (H-C=C), 634, 540, 430. DRX (20, °,
(intensidad)h k| fase cristalina): 7.1 (102)11001, 7.6 (228)11011, 9 (2492)p102, 11 (228)p
03], 12.3 (58)12-101, 13.3 (140)11 041, 13.5 (190) 122121, 14.2 (272) 12001, 14.5 (241) 1201,
153 (134)2021, 16.6 (493)1203;, 16.9 (190)00¢, 18.2 (367)1204, 18.9 (115)3-1 01,
19.0 (147)3-1 11, 20.7 (153)(3-1 31, 22.2 (165)120¢), 23.6 (86)3-15, 25.7 (130)30 5,
28.3 (85)(4-1 4. TGA (Tintervalo [°C] (% pérdida de peso)): 25-150 (14), 150-231 (3),
231-344 (2), 344-453 (6), 453-710 (46), 710-799 (0.5).

MIL-94(Al)-tratada: sélido blanco. FTIR (v, cm T, KBr): 3483 (OH), 1718 (COOH),
1661 (COOaniso)asim, 1623, 1579 (COOiso)asim, 1457 (COOaniso)sim, 1401
(COOiso)sim, 1079 (AI-OH), 992, 768 (H-C=C), 735 (H-C=C), 636, 540, 477, 430.
DRX (26, °, (intensidad)nkn): 7.1 (20)p o1, 7.6 (98)pn011. 2 (1344) o2, 11 (208)11 0
31, 12.3 (26)12-10, 13.3 (188) 1041, 13.5 (120)[2-1 21, 14.2 (224)1200], 14.5 (182)120 1],
153 (117)1202, 16.6 (321) 2031, 16.9 (127 )00¢), 18.2 (289) 1204, 18.9 (98)13-101, 19.0
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(136)3-111, 20.7 (114)3-13;, 22.2 (130)120¢]. 23.6 (81)3-15, 25.7 (107)30 5, 28.3
(68)14-1 4. TGA (Tintervaio [°C] (% pérdida de peso)): 25-150 (13), 150-231 (2), 231-
344 (2), 344-437 (5), 437-710 (47), 710-799 (1).

MIL-53(Al): sélido blanco, rendimiento é4.7 %, base seca de acuerdo a TGA.
FTIR (v, cm1, pastilla KBr): 3610 (OH), 3471 (AI-O(H)-Al), 1632 (COOaniso)asim.
1578 (COOiso)asim, 1506, 1443 (COOaniso)sim, 1413 (COOiso )sim, 1293 (C-O), 1122
(AI-OH), 1016 (H-C=C), 985, 838, 763 (H-C=C), 697, 626, 468, 425. DRX (26, °,
(intensidad) [n k1 fase cristaiina): 9.3 (640) 202, 12.4 (2493)n110, 17.7 (831)11-17, 18.2
(83) 3101, 18.8 (133)14001, 19.5 (46)11 113, 20.7 (50) 3111, 23.2 (173) 10201, 25 (465)2
201, 27.1 (181)10217, 30.0 (52) 14201, 30.4 (36) (3121, 31.7 (30) 1121, 32.5 (68) 15117, 35.5
(114)p 301, 36.9 (60)162-17, 37.8 (58) 1800y, 41.1 (55)71 17, 45.0 (54) 802116 0-31. TGA
(Tintervalo [°C] (% pérdida de peso)): 25-110 (8), 108-502 (2), 502-692 (58), 692-
994 (-0.5).

MIL-53(Al)-tratada: sélido blanco. FTIR (v, cm, pastilla KBr): 3607 (OH), 3471
(AI-O(H)-Al), 1632 (COOQaniso)asim, 1578 (COOiso)asim, 1506, 1443 (COOariso)sim,
1413 (COOiso)sim, 1293 (C-0O), 1122 (AI-OH), 1016(H-C=C), 985, 838, 763 (H-
C=C), 697, 626, 468, 425. DRX (26, °, (intensidad) nkiy: 9.3 (342)1202, 12.4 (785)1
101, 17.7 (300)11-17, 18.8 (67) 14001, 19.5 (15)11117, 20.7 (14)31-11, 23.2 (50) 1020, 25.0
(173)2201, 27.1 (60)10217, 30.0 (21)14205, 31.7 (2)p1 121, 32.5 (24)(51 17, 35.3 (36)11 307,
368 (17)i62-11. 37.6 (13) 1800y, 41.1 (21)71 11, 45.0 (17) 160216 0-31. TGA (Tintervaio [°C]
(% pérdida de peso)): 25-108 (8), 108-502 (3), 502-692 (52), 692-764 (3), 764-
995 (-0.5).

NICS-6(Mg): solido blanco opaco, rendimiento 48.6 %, base seca de
acuerdo a TGA. FTIR (v, cm!, pastilla KBr): 3700-2931 (OH), 1681 (COOH), 1625
(COOaniso)asim, 1585 (COOQiso)asim, 1443 (COOaniso)sim, 1372 (COOiso)sim, 1118 (H-
C=C), 956(H-C=C), 815, 774 (H-C), 710 (H-C), 563 (Mg-O), 463. DRX (26, °,
(intensidad) h k 1 fase cristaina): 13 (52)00 17, 14.7 (13)pn 111, 15.5 (16)11011, 20.8 (51) 10
117, 23 (20)121 17, 25.6 (169)1021, 27.3 (65)11 221, 29.6 (90)1222, 32.5 (19)101-2. TGA
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(Tintervalo [°C] (% pérdida de peso)): 25-101 (4),101-226 (4), 226-494(4), 494-686
(50), 686-794 (6).

NICS-6(Mg)-tratada: sdlido blanco opaco, coincide con las bandas y los
picos de difraccion mostradas para NICS-4(Mg). FTIR (v, cm-!, pastilla KBr):
3705-2959 (OH), 1684 (COOH), 1657 (COOMg), 1610, 1563 (COO:iso)asim, 1525,
1475, 1434 (COOiso)sim, 1380, 1168 (H-C=C), 1069 (H-C=C), 822, 757 (H-C), 720
(H-C), 563 (Mg-O), 470. DRX (26, °, (intensidad)n«y): 8.7 (42)pn 10, 13.6 (52)102
o, 14.4 (28)10011, 15 (47)pn 111, 16.6 (33), 17.6 (164) 2201, 17.9 (83)13101, 18.5 (434)p
117, 18.9 (439)131-11, 19.9 (26)10211, 21.3 (46)p1 301, 22.2 (37) 14001, 25.3 (20)12217, 25.7
(47), 26.5 (82)13301, 27 (184)(51 -1, 28.5 (247)131-21, 29 (36)16 20, 29.4 (136)140-2.
TGA (Tintervaio [°C] (% pérdida de peso)): 25-82 (2), 82-212 (27), 212-506 (4), 506-
698 (45), 698-797 (-1).
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VI. RESULTADOS y DISCUSION

6.1. Obtencion y caracterizaciéon de materiales MOF

Para desarrollar los estudios de interaccion entre materiales tipo MOF vy la
HEWL se seleccionaron algunos sistemas representativos. Dichos sistemas
fueron: HKUST-1(Cu), MIL-53(Cu), MIL-100(Fe), MIL-53(Fe). MIL-96(Al), MIL-
53(Al) y NICS-6 (Mg).

Los compuestos HKUST-1(Cu), MIL-100(Fe), MIL-96(Al) y NICS-6(Mg) fienen
como ligante orgdnico al dcido trimésico en su forma aniénica (acido 1,3,5-
benzentricarboxilico, BTCH, 1)), que es una molécula rigida y plana capaz
de formar redes metal orgdnicas de muchas dimensionalidades. Para los
compuestos MIL-53(Cu), MIL-53(Fe) y MIL-53(Al) se utilizd &cido tereftdlico
(Acido benceno-1,4-dicarboxilico, bdc?) como ligante que permite la unidn
simultdnea a cuatro iones metdlicos para asi formar aristas pequenas
("puentes”) con dngulos de 180°. Todas las redes metal orgdnicas obtenidas,
con excepcidén de HKUST-1(Cu) y NICS-6(Mg). pertenecen a compuestos
provenientes del Instituto de Materiales Lavoisier designados como tipo MIL-
n. Los cuales se caracterizan por estar compuestos por metales frivalentes
catidnicos (M= Cr(lll), Fe(lll), V(lll)) asi como metales del bloque p (M= Ga (lll),

In (Il), Al () y ligantes anidnicos bencénicos con multiples carboxilatos [48].

Estos materiales tienen una estabilidad quimica o6ptima en soluciones
acuosas y solventes orgdnicos, con un rango acido-base en agua enfre 6.9
y 7.4, aunque pueden verse afectados por la presencia de iones de
coordinacién fuerte (aniones de fosfato, PO,’). No existe un método exacto
para confirmar la estabilidad quimica de una MOF cuando se encuentra en
una solucion basica, acida o neutra. Una posible aproximacion que se utiliza
es comparar los patrones que se obtienen de DRX en polvos, y si estos

patrones son los suficientemente parecidos se considera que es estable en
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la disolucion. Sin embargo, aunque los patrones sean muy parecidos puede
existir colapso parcial de poros y amorfizaciéon, lo cual deriva en una
disminucion de las intensidades de ciertos planos o en general para todo el

material dependiendo del tipo de dano [30].

6.1.1. Obtencion y caracterizacion de MOF HKUST-1(Cu)

La MOF HKUST-1(Cu) se obtuvo a partir del dcido trimésico haciéndose
reaccionar con la sal de nitrato de cobre(ll) trihidratado en proporcion 2:3
en presencia de una mezcla de solventes de DMF/EtOH/H20 (1:1:1 v/v) y 0.5
mL de trietiamina dejandose en agitacion por 7 h; esta mezcla se colocd
posteriormente en un reactor de acero inoxidable y celda de teflon (45 mL)
a 120 °C por 24 h. El crudo de reaccion se lavdé con DMF/EtOH/H20 (1:1:1

v/v) y el precipitado azul resultante se secd a 60 °C por 5 h [39].

La MOF HKUST-1(Cu) se caracterizd mediante DRX, FTIR y TGA recién
sintetizada (Figura é) y después de estar en solucidn [buffer de fosfatos/EtOH]
durante 18 h (Figura 7, rojo). Por medio de difractogramas se ha
especificado la estructura de la HKUST-1(Cu), la cual tiene forma de cubos
octaédricos con bordes afilados y didmetros entre 15-20 um. Su topologia es
del tipo tbo con un grupo espacial cubico (Fm-3m), caracterizada por
formar la estructura conocida como “ruedas de paletas” o paddlewheel
[49].

Los dtomos de cobre forman cumulos dinucleares, con una distancia de 2.63
A por enlace Cu-Cu, cada dtomo de cobre se encuentra coordinado por
cuatro oxigenos provenientes del ligando (acido trimésico) y una molécula
de agua. Este fipo de arreglo le confiere una distribucidon de tamanos de
poro de conformacién bimodal con poros de didmetros de 9y 3.5 A [50]. La
red metal orgdnica HKUST-1(Cu) cuenta con microporos y mesoporos

simultdneamente, tiene una drea superficial especifica de 600-1600 m2.g1y
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volumen de poro de 0.70 cm3.g!, con famano de mesoporo promedio de
34 nm [51], [52].

En el difractograma (Figura é, panel C) aparece el patréon de difraccion con
los picos caracteristicos en valores de 26 (°): 6.7, 9.5, 11.6,13.4, 14.7 y 15, que
son angulos pequenos, asociados a materiales microporosos que poseen
NUMErosos poros pequenos; los picos restantes tienen correspondencia con
las datos cristalogrdficos publicados para la estructura cristalina cUbica de
la HKUST-1(Cu). Los picos 36.4, 42.3 y 42.8° corresponden al subproducto
Oxido de cobre (Cu20), su aparicion como fase de impureza es la mds
comun, la cual estd condicionada por el tipo de sintesis empleada

(solvotérmica) y la temperatura utilizada (120 °C) [39], [53].

En el espectro infrarrojo (Figura é, panel A) la banda ancha de 3600-3100
cm! se localizan los puentes de hidrégeno formados por el agua de bulto o
de hidratacion, ademds de las moléculas de agua coordinadas a los
dtomos de cobre de Ia red en la HKUST-1(Cu). La banda en 1663 cm-' es la
vibracion tensional del éster metdlico COO-Cu indicdndonos Ia
desprotonacién del grupo carboxilico y su unidn con cobre. La ausencia de
la banda en 1718 cm!, caracteristica del grupo COOH del acido trimésico,
demuestra que todos los iones carboxilatos participaron en la formacion de
la HKUST-1(Cu) y hay BTC libore como impureza ocluido en los poros. Los
modos vibracionales 1643 y 1446 cm-! son caracteristicos de una union
anisobidentada del grupo (COQ), en su contribucion asimétrica y siméfrica,
hacia los dos cobres de la rueda de paletas (paddle wheel) [54]. La bandas
en 1583y 1374 cm ! corresponde a la confribucion asimétrica y simétrica, de
la coordinacion del carboxilato al cobre en su forma isobidentada. La
banda en 1643 cm! fraslapa la banda caracteristica de DMF coordinada
(ca. 1631 cm') a los iones de cobre en la HKUST-1(Cu) proveniente del

solvente de sintesis, tal cual se determind por TGA, lo cual se discute mds
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adelante. La banda en 730 cm! corresponde a la vibracion tensional Cu-O,

donde un adtomo de oxigeno del ligante se coordina con Cu [55], [56].

Para analizar la estabilidad térmica de la HKUST-1(Cu) y en general de los
materiales preparados, se llevd a cabo un estudio por TGA, en particular
para este material el TGA se muestra en la Figura 6, panel B. En el
termograma se observa que pierde el 5.5 % de masa entre 25y 100 °C, que
corresponde a las moléculas de agua ocluidas fiscamente en los poros.
Mientras que de 100 a 200 °C se pierde el 8 %, correspondiente a moléculas
de agua coordinadas a los dtomos de Cu de la HKUST-1(Cu) y a moléculas
de DMF ocluidas en los poros del material. De 200 a 327 °C se observa una
pérdida de 20 %, debido principalmente a moléculas de DMF->Cu, lo cual
no se observa claramente por FIIR, sin embargo se comentd que dicha
banda puede estar traslapada con la banda caracteristica del fragmento
COOCuy, por eso el andlisis de TGA resulta fundamental para descartar o
aseverar la presencia de dichos adsorbatos en materiales. El colapso total
del material se da cuando el dcido trimésico se descompone entre una
temperatura de 327 a 390 °C, en la cual se tuvo una pérdida de 27 %. De
390 a 604 °C se observa una pérdida de 7 % debida a remanentes orgdnicos
para finalmente dar lugar a éxidos de cobre. Mientras que de 604 a 687 °C
se observa una ganancia del ~ 1 % debida a un proceso adicional de
oxidacion entre las fases de Cu0O y CuO [49], [56]. Finalmente, de 687 a 800
°C se observa una pérdida de ~ 1.5 % para llegar al punto asintético de los

oxidos de cobre.
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Figura é. Caracterizaciéon de la MOF HKUST-1(Cu) por FTIR (A), TGA (B) y DRX (C) recién

sintetizada.
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Después de que la MOF estuvo durante 8 h en solucion [buffer de
fosfatos/EtOH] se volvieron a realizar todas las pruebas de caracterizacion,
las cuales estan enla (Figura 7, rojo), nombradas como HKUST-1(Cu) fratada.
El difractograma (Figura 7, panel C, rojo)muestra la pérdida de los picos 36.4,
42.2 y 42.8 ° asociados con la presencia del dxido de cobre (Cu20), que es
medianamente soluble en solventes orgdnicos (EfOH) y muy soluble en
soluciones acuosas que contengan sales del dcido fosforico (HaPO4). Estos
compuestos pueden reaccionar formando fases sélidas de cobre-fosfato
[57]. No se registrd difraccion de otras fases del cobre con otras moléculas
(Cu(OH2)).

Todos los picos restantes presentan una disminucion de la intensidad del ~
49 % asi como un ensanchamiento considerable, pero se conservan todos
los asociados a la estructura tridimensional de la HKUST-1(Cu). El pico 44.6°
con una intensidad de 43 unidades arbitrarias fue el Unico nuevo registrado,
pero en una muy pequena proporcion. La pérdida de intensidad en los picos
se debe a la reduccion en la cristalinidad de la red metal orgdnica
confiriéndole conformaciones mds amorfas. Esto no implica el colapso
completo de la red metal orgdnica, la estructura tridimensional de la HKUST-
1(Cu) se mantiene en presencia de efanol debido a que la energia de
inferaccion entre las moléculas de etanol y los sitios no coordinados del Cu(ll)
es baja. Pérez-Ramirez et al. [58] determinaron que en etanol puro la HKUST-
1(Cu) puede volver a su forma exclusivamente cristalina proveniente de un
estado hidratado. También evidenciaron que en mezclas [agua/EtOH], la
degradacion cristalina de la HKUST-1(Cu) disminuye significativamente, en
comparaciéon con sistemas puramente acuosos, donde la degradacion se

da en unas pocas horas [58], [59].

En la fase de HKUST-1(Cu) totalmente hidratada, las moléculas de agua
representan hasta un 40 % total de su peso. En el espectro infrarrojo después

del tfratamiento (Figura 7, panel A, rojo) se muestra un gran ensanchamiento
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de la banda 3600-3100 cm ! debido a la saturacion de los poros primarios (9
A de didmetro) por moléculas de agua que forman un enrejado de puentes
de hidréogeno alrededor de las moléculas de agua coordinadas a los dtomos
de cobre por los cuales tienen una gran afinidad debido a su vacancia de
coordinaciéon en la rueda de paletas y al amplio momento dipolar de este

disolvente [51].

Se observa una banda de muy baja intensidad en 1709 cm-! asociada a la
liberacién de dcido trimésico en su forma protonada COOH o también
debido a grupos COOH en la superficie de los cristales de HKUST-1(Cu) que
quedan expuestos o demetalados debido al tratamiento. El
secuestramiento del metal se lleva a cabo debido a la presencia de
especies moleculares de fosfatos o a moléculas de agua del medio [30]. Esto
también puede ser un indicativo de que las cavidades de la HKUST-1(Cu) se
conservaron después del tratamiento y que tienen la capacidad de
encapsular a moléculas del tamano del BTC, o interactuar con la superficie
(interna y externa) del material. Ningun ofro cambio significativo se registrd

en el espectro infrarrojo.

Dada la hidratacion de la HKUST-1(Cu) después de 18 h, el agua ocluida en
los poros representd un 17 % del peso, 12.5 % mds que su confraparte no
solvatada. Mientras que el agua coordinada al cobre tuvo un 13 % de
pérdida de peso, un 5 % mdas que la HKUST-1(Cu) no fratada. La
deshidratacion total de la HKUST-1(Cu) se da hasta 180 °C siendo un 30 % del
peso, correspondiente a cada una de las moléculas de H2O coordinadas a
cada adtomo de cobre en la MOF [51]. Del intervalo de 180-292 °C se observo
una pérdida de peso del ~ 2 % que corresponde a moléculas de DMF
coordinadas a los sitios metdlicos del material, la liberaciéon de DMF al medio

por parte de la MOF durante el fratamiento fue del 18 %.
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La descomposicion de la HKUST-1(Cu) se dio enfre una temperatura de 284
a 369 °C con una pérdida del 33 % de peso, correspondiente al dcido
trimésico. Comparando las pérdidas de peso en los mismos intervalos de
temperatura entre los materiales antes y después del tratamiento, se
determind que la liberacion de BTC al medio fue del 5 %. Donde un 11 % se
componen de ligantes orgdnicos (BTC) superficiales del material, que se
unieron a los centros metdlicos de cobre nuevamente después de su
liberacién y DMF ocluida en los poros y coordinada a los sitios metdlicos, el
22 % restante pertenece al BTC estructural de la HKUST-1(Cu). De 369 hasta
516 °C se registrd una pérdida de peso del 5 % que se consideran
remanentes orgdnicos. De La formaciéon de las fases de CuO y CuO se
observd entre las temperaturas 516 a 574 °C, con la misma ganancia de ~ 1
% registrada anteriormente para la HKUST-1(Cu) recién sintetizada. De 574 a
798 °C hubo una pérdida de ~ 0.5 % de peso que corresponde a los Oxidos
de cobre mds reducidos (Figura 7, panel B, rojo). No se observd una

liberacion de especies de cobre al medio significativa (~ 1 %).
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La HKUST-1(Cu) perdio cristalinidad, ya que se hidratd después de estar en
la solucion [buffer de fosfatos/EtOH] por 18 h, pero su estructura

tridimensional especifica y porosidad se conservo.
6.1.2. Obtencion y caracterizacion de MOF MIL-53(Cu)

La red metal orgdnica MIL-53(Cu), también conocida como Cu(BDC), se
sintetizd a partir de nitrato de cobre (ll) trinidratado y dcido benceno-1,4-
dicarboxilico (BDC) en proporcion 1:1. Estos precursores se vaciaron en un
reactor de acero inoxidable y celda de teflon, dejando la mezcla de
reaccion en una estufa a 220 °C por 72 h. El crudo de reaccidn se filtré al
vacid y el solido se lavd dos veces con etanol absoluto, el precipitado se
dejo secar a 80 °C por 2 h dando lugar a la MIL-53(Cu) [40].

La estructura cristalina de la MOF MIL-53(Cu), también conocida como
Cu(BDC), tiene un grupo espacial ortorrédmbico de tfipo Imma o Imcm.
Consiste en dos dtomos de Cu(ll) con ordenamiento de “rueda de paleta”,
con una separacioén de 2.63 A, y conectados por medio de enlaces de
coordinacién bidentados de tipo puente, empleando los dos dtomos de
oxigeno pertenecientes a los grupos carboxilicos en forma de anién del
dcido tereftdlico. Esto provee un geometria cuadrada plana que forma
capas de dos dimensiones paralelas al plano de Miller (-20 1). La MIL-53(Cu)
es un material poroso con un arreglo de microcristales casi cUbicos de entre
300-500 nm, que a su vez estd constituido por particulas del tipo “hoja”
apiladas entre ellas con espesores de 150 nm [60], [61]. La MIL-53(Cu) es un
material poroso con un drea superficial especifica de 1150 m2.g' y un

volumen de poro de 0.48 cm3.g' [62].

El difractograma de la MIL-53(Cu) (Figura 8, panel C) muestra picos finos en
el rango de 5-35 °, parficulares de las redes metal orgdnicas tipo MIL-n,
siendo los caracteristicos 206 (°): 8.9, 14.4, 15.5, 17.9, 26.9, 28.8, esto para la

estructura libore de moléculaos de DMF coordinadas con el cobre.
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Adicionalmente, no se observaron los picos que indican la presencia de
H.BDC residual en los poros del material, aseverando su integridad
estructural y pureza [62], [63]. A partir de este andlisis se determind que se

obtuvo la estructura de poro abierto, sin huéspedes.

Ademds, la ausencia de DMF se puede corroborar por el espectro infrarrojo
(Figura 8, panel A) ya que la banda en 2926 cm-! atribuida a la vibracion
(estiramiento asimétrico) del enlace alifdtico (C-H) de moléculas de DMF no
se visualiza, tampoco se observan bandas en 1650 cm-!, caracteristicas de
C=0O de DMF. La coordinacion de los grupos carboxilicos del dcido
tereftdlico con los iones de cobre se relaciona con las bandas 1565 cm!
(estiramiento asimétrico) y 1427 cm-! (estiramiento simétrico), las cuales son
especificas cuando no hay coordinacién con moléculas de DMF y son para
uniones del tipo anisobidentada del grupo (COOQaniso). Las bandas en 1503 y
1382 cm corresponden a la contribucidn asimétrica y simétrica,

respectivamente, para la unidn del tipo isobidentada.

La ausencia de la banda en 1699 cm! indica que no hay impurezas de BDC
en los poros del material, como se determind también por DRX y por TGA.
Las vibraciones del anillo fendlico se le atribuyen a las bandas 1100 y 1015
cm!. La banda ancha entre 3600-3400 cm! se puede considerar como los
OH del grupo carboxilico o moléculas de agua en la estructura [64]. La
banda en 739 cm se le podria atribuir a la vibracion tensional para la

coordinacion Cu-O.
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La prueba de TGA de |la MIL-53(Cu) (Figura 8, panel B) indica que existe una
pérdida minima de solventes ocluidos en los poros, Unicamente del 0.5 % de
temperatura ambiente hasta 180 °C y contina hasta los 308 °C. La
descomposicion del ligante orgdnico en el material se dio entre 308-475 °C,
en un proceso de dos etapas (el dcido tereftdlico tiene un punto de
sublimacion en 373 °C) [65]. La primera pérdida de peso de 21.5 %
observada en el intervalo 308-410 °C, con un minimo en 390 °C, el cual es
diferente del punto de sublimacion del dcido libre. Esta descomposicion
corresponde entonces al ligante (BDC) que se encuentra en la superficie o
en los bordes de las Idminas del material y que estd unido Unicamente por
un carboxilato a los sitios metdlicos del material. Representando
aproximadamente 20 °C mds para su descomposicidon en comparacion con
el ligante libre. La segunda pérdida de peso de 35 % observada en 410-475
°C (minimo en 432 °C) corresponde al ligante estructural interno de Ia MOF,
y en este caso representa aproximadamente 59 °C mds para su
descomposicion en comparacién con el ligante libre. Que globalmente
representa un proceso rdpido, continuo y resultando en el colapso de la
estructura cristalina de la red metal orgdnica. Se observa una ganancia de
peso de 475 a 578 °C de 6.5 %, generando Oxidos de cobre en alto estado
de oxidacion (Cu20O > CuO), este incremento se extiende de 578 a 925 °C
ganando otro ~ 1.5 % [60], [66]. Finalmente, de 925 a 998 °C pierde ~ 4.5 %
de peso que corresponde a los dxidos de cobre mds reducidos, en un caso

andlogo a lo que ocurre en la HKUST-1(Cu).

En el difractograma de Ia MIL-53(Cu)-tratada se observd una disminucion de
la intensidad del 46 % en todos los picos de referencia para este material
(Figura 9, panel C, rojo), los picos restantes conservaron su intensidad. Dado
gue el etanol no se coordina de la misma manera con los dtomos de cobre

como lo hacen moléculas que cuentan con grupos carbonilo como la DMF.
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Figura 9. Caracterizacion de la MOF MIL-53(Cu)-tratada por FTIR (A), TGA (B) y DRX (C)
después del fratamiento. Recién sintetizada (verde) y después (rojo) de estar en solucién
[buffer de fosfatos/etanol] 1.55 mM/2.12 mM (65 %) por 18 h.
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La MOF tratada presenta una version ligeramente mdas amorfa de la
estructura original sin solvatacidon con DMF [40]. En el espectro infrarrojo
(Figura 9, panel A, rojo) no se observaron bandas asociadas con la liberacion
de dcido ftereftdlico de la estructura primaria y todas las bandas
caracteristicas se conservaron. Mientras que en el andlisis por TGA (Figura 9,
panel B, rojo) no hay cambios significativos visibles, por lo tanto podemos
inferir, aunque la MOF es porosa, no se hidratd (H20) de la misma manera
que la HKUST-1(Cu).

La MOF MIL-53(Cu) después del fratamiento conserva en su totalidad su
estructura, pero pierde cristalinidad a causa del etanol, tal cual se ha

observado en ofras ocasiones [40].
6.1.3. Obtencion y caracterizacion de MOF MIL-100(Fe)

Para la obtencién de la MIL-100(Fe) se usé nitrato de hierro(lll)
nonahidratado junto con dcido benceno-1,3,5-tricarboxiico en una
proporcion 2.2:1 en agua Milli-Q. La mezcla de reaccioén se infrodujo en una
celda de vidrio y se colocd en un reactor de microondas a 130 °C por 6 min.
El precipitado se lavd dos veces con etanol absoluto y se secd en una estufa
[41].

La MIL-100(Fe) es un material altamente poroso, con un grupo espacial
cUbico Fd-3m que consiste en unidades hibridas tetraédricas, formadas
entre la coordinacion de un frimero de tipo ps-oxo-Fe(lll) octaédrico en cada
uno de los vértices del tetraedro con cuatro trimesatos los cuales ocupan
cada una de las cuatro caras del tetraedro. Estas unidades hibridas se
acoplan en una estructura rigida microporosa cristalina del tfipo MTN con dos
tipos de “jaulas” mesoporosas interconectadas, una “jaula” de 2.5 nm con
aperturas pentagonales microporosas de 5.6 A de didmetro y una “jaula”
con mayor tamano, de 2.9 nm, donde la apertura es hexagonal de 8.6 A de

didmetro [41], [67]. La MIL-100(Fe) tiene un drea superficial especifica de
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2800 m2.g!'y un volumen de poro de 2.3 cm3.g'!, con un tamano de

particula de 200 nm y poros de 6 nm [68].

La fase caracteristica de la MIL-100(Fe) aparece en el difractograma en dos
rangos de valores de 26, dngulos bajos de 1 a 6 ° y dngulos altos entre 6-30
°, caracteristicos de los materiales tipo MIL-n. En el difractdmetro Bruker D2
Phaser utilizado en este estudio no fue posible realizar lecturas por debajo
del dngulo 26: ~ 5 ° [69]. A pesar de esto el patrén de difraccion (Figura 10,
panel C) concuerda con el patréon de difraccion de polvos tedrico, obtenido
a partir del archivo .cif de monocristal [70] perteneciente a la MIL-100(Fe).
Asi como con el patron de difraccion reportado por Yong et al. en donde
los principales picos 26 (°): 10.3, 10.9 y 20.1 son los considerados para

evidenciar la formacion de la estructura tridimensional cristalina [71].

El espectro de infrarrojo de la MIL-100(Fe) se muestra en la Figura 10 (panel
A) alli se observa la presencia de moléculas de agua coordinadas a los
dtomos de Fe*3y ubicadas en las cavidades del material, unidas por puentes
de hidréogeno entre siy conlas moléculas coordinadas al metal. Esto da lugar
a vibraciones de estiramiento del grupo -OH generando una banda ancha
en el intervalo 3670-3100 cm . La banda en 3085 cm-! corresponde a los
enlaces C-H del anillo aromdatico del BTC. La banda en 1715 cm ! asociada
a la vibracion de estiramiento del BTC en su forma libre se observa en muy
pequena proporcion, pero esto también puede ser debido a grupos -COOH
en los bordes de los cristales del material, tal cual se analizd mdas adelante
por TGA. La banda en 1628 cm corresponde a un carboxilato
anisobidentado (asim.) coordinado a dos dtomos de Fe*3, mientras que la
banda en 1573 corresponde al modo de coordinacion isobidentado (asim.)
a los mismos dos adtomos de Fe*3 del material. Las proporciones de estas
bandas dan cuenta de que existe una mayor proporcion de coordinaciones
anisobidentadas en comparacion con isobidentadas en la estructura

cristalina [70]. De forma complementaria, se observan las bandas en 1448 y
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1381 cm a estos mismos modos de coordinacion aniso e iso-bidentados
pero en la contribucidn simétrica [72]. Las bandas en 1120 y 947 cm-!
pertenecen a las vibraciones del anillo de benceno y las bandas en 759 y
712 cm! corresponden a las vibraciones de flexion del grupo C-H del anillo
aromdtico, mostrando que el BTC forma parte de la estructura de la MOF.
La vibraciéon de estiramiento del enlace entre Fe-O se le atribuye a las
bandas en 484 y 464 cm-! [73], [74].

La MIL-100(Fe) mostrd, en el andilisis por TGA (Figura 10, panel B), una pérdida
del 5 % de peso entre 25-122 °C, correspondiente a la remocion de
moléculas de agua no coordinadas y etanol ocluidas en los poros, entre 122
a 300 °C se perdi6 el 5 % de peso en moléculas de agua coordinadas a los
trimeros de Fe(lll). El desprendimiento y combustion del ligante orgdnico
(BTC) se dio en un proceso de dos etapas, de 300 a 429 °C (con dos minimos,
en 355y en 394 °C) estos corresponden a la primera etapa con una pérdida
de peso del 25 % y el primer minimo se trata del BTC que se encuentra
ocluido dentro de los poros. Esto ocurre a 355 °C, que son 44 °C menos que
la temperatura de descomposicion del BTC libre (399 °C) é % de BTC libre.
Mientras que el BTC superficial del material se pierde a 394 °C, 19 % de BTC
superficial, esto en concordancia con el andlisis por FTIR. La asignacion de
los picos de pérdida de peso se llevd a cabo en funcion del tratamiento de
la MIL-100(Fe), tal cual se discutird en la seccion siguiente, ya que el pico
que disminuye por el tratamiento es el que se encuentra a 355 °C. La
segunda efapa es del infervalo 429-541 °C (con minimo en 466 °C)
registrdndose una pérdida de peso del 21 %, que corresponde a la

calcinacion del BTC estructural de la MIL-100(Fe) y remanentes orgdnicos.
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Figura 10. Caracterizacién de la MOF MIL-100(Fe) por FTIR (A), TGA (B) y DRX (C) recién

sintetizada.
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Propiciando entonces el colapso de la estructura tridimensional de la MOF.
Mientras que de 541 a 767 °C se observd una pérdida de peso del ~ 4.5 %

correspondiente a los dxidos de hierro [74].

La red metal orgdnica MIL-100(Fe) después del tratamiento dio lugar a MIL-
100(Fe)-tratada, y el pico de 11° pasé de una intensidad de 137 a 112
unidades arbitrarias, esta disminucion de 20 % fue el Unico cambio
significativo en los picos de referencia, indicativo de un material menos
cristalino (Figura 11, panel C, rojo). Aunque la MIL-100(Fe) es estable en agua
desionizada a 37 °C en pH ~ 7-7.35, en amortiguador de fosfatos salino se
degrada, y se observa que entre mas alta sea la concentraciéon de fosfatos
y mds pequeno el tamano de los cristales de la MOF, la pérdida de
cristalinidad es mds rdpida. La MIL-100(Fe) de tamano nanométrico en seis
dias se degrada en presencia de buffer de fosfatos (1.19 mM), mientras que
de tfamano micrométrico se necesitan al menos 8 dias con buffer de fosfatos
a una concentracién 10 veces mayor (11.9 mM), para un proceso de

degradacion [75].

En el espectro infrarrojo para MIL-100(Fe)-tratada (figura 11, panel A, rojo)
existe un ensanchamiento pronunciado en la banda 3670-3100 cm,
correspondiente con las vibraciones del grupo -OH del agua. Mientras que
el andlisis por TGA (figura 11, panel B, rojo) indica que se perdié un 22 % de
peso en agua y etanol ocluidos en los poros del material entre 25-120 °C.
Esta pérdida representa un 17 % mds con respecto al material sin
tratamiento; el aumento puede atribuirse a que en general la MIL-100(Fe)
tiene una capacidad de adsorcion de 0.75 g agua/g MOF a 25 °C. Este dato
sobrepasa al de la mayoria de las redes metal orgdnicas, gracias a su gran
drea superficial especifica y ala fuerte coordinacion entre las moléculas de
agua con los sitios metdlicos del Fe(lll) que aun fienen vacancias y que

propician que el material sea mds higroscopico [74]. La pérdida de peso de
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agua coordinada entre 120-300 °C se mantuvo con un valor del 5 %, este

proceso no se ve afectado por el tratamiento.

El material MIL-100(Fe) después del tratamiento en buffer dio lugar a MIL-
100(Fe)-tratada y presenta en su espectro infrarrojo (figura 11, panel A rojo)
una banda en 1710 cm!, que corresponde al grupo COOH del dcido
trimésico superficial en una proporcion Mmds pronunciada en comparacion
con el material MIL-100(Fe) pristino, indicando su degradacién. También se
observan dos bandas en 1106 y 1034 cm! pertenecientes al benceno,
caracteristicas del BTC cuando se encuentra en su forma superficial en MIL-
100(Fe)-tratada, el cual no estd totalmente coordinado con el Fe(lll) o que

solo se coordina de un lado [77]. Todas las demds bandas se conservaron.

La pérdida de cristalinidad debido a la liberacion progresiva del ligando
(BTC) de la estructura tridimensional provoca un material méas amorfo [75]. El
andlisis de TGA de MIL-100(Fe)-tratada (figura 11, panel C, rojo) nuevamente
mostrd que la combustion del ligante orgdnico (BTC) se llevd a cabo en un
proceso de dos etapas. La primera etapa de 300-448 °C con una pérdida
de peso del 26 %, 4 % de BTC ocluido dentro de los poros y 22 % de BTC
superficial. Esto implica que el tratamiento lavd y removid parte del BTC
ocluido y expuso mads BTC superficial en |la MIL-100(Fe)-tratada en
comparaciéon con el material no tratado y de esta manera se dedujo cual
de los picos corresponde al BTC ocluido. La segunda etapa es del intervalo
448-541 °C observdndose una pérdida de peso del 15 %, perteneciente al
BTC estructural de la MIL-100(Fe)-tratada.
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Figura 11. Caracterizacién de la MOF MIL-100(Fe)-tratada por FTIR (A), TGA (B) y DRX (C)
después del tratamiento. Recién sintetizada (café) y después (rojo) de estar en solucién
[buffer de fosfatos/etanol] 1.55 mM/2.12 mM (65 %) por 18 h.
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La liberacion de dcido trimésico (BTC) al medio debido a la presencia de
iones fosfatos fue del 6 %, que resulta de la suma de BTC ocluido y BTC
estructural (interno+superficial), comparando el termograma de ambos
materiales [74]. La pérdida de peso de ~ 4.5 % entre 541-768 °C se mantuvo
con respecto a su contraparte sin solvatar. No se observé liberacion de

especies idnicas de hierro al medio.

Cabe mencionar que aungue la MOF MIL-100(Fe) contenga moléculas de
BTC ocluidas en sus poros, esto no modifica el patron de difraccidn de rayos
X, a diferencia de otfras MOFs; debido a que MIL-100(Fe) es un material
mesoporoso que puede adsorber y ocluir fdrmacos, como aspirina e
ibuprofeno, sin que este proceso altere la estructura cristalina del material

poroso ni se cambie el patrén de difraccion [78].

La MIL-100(Fe) en soluciéon de buffer de fosfatos/etanol se volvid un 20 % mdas
amorfa pero conservd su estructura porosa primaria, aungue se registré una

liberacion del 6 % de BTC en su forma protonada libre al medio.
6.1.4. Obtencidn y caracterizacion de MOF MIL-53(Fe)

La sintesis de la red metal orgdnica MIL-53(Fe) se obtuvo a partir de acido
benceno-1,4-dicarboxilico (BDC) y cloruro de hierro(lll) hexahidratado en
proporcion 1:1 en DMF. La mezcla se mantuvo en agitacion y calentamiento
a ~ 130 °C por 18 h en una parrila, una vez transcurrido el fiempo de
reaccion, la mezcla se dejo enfriar a temperatura ambiente. El sélido se
separod por filtfracion y se lavd 2 x 25 mL de DMF, el material resultante se dejo
secar durante una noche a 80 °C en el horno, dando lugar a la MIL-53(Fe)

de esta manera [42].

Analizando este material, se puede evidenciar que la MIL-53(Fe) se forma
por cadenas “infinitas” de unidades octaédricas de [FeO4(OH)2], donde
cuatro dtomos de oxigeno provenientes de un grupo carboxilico de

diferentes dcidos tereftdlicos se unen a un dtomo de hierro. De esta manera
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se genera una estructura tridimensional ordenada con un  poro
unidimensional de forma rombica a lo largo del eje c. Este material
pertenece alas MOFs que tienen |la propiedad de adaptar el famano de la
apertura del poro, por lo que su estructura es altamente flexible, y tiene
diferentes fases cristalinas en funcidén de las interacciones de los huéspedes

con los sitios del material.

Cuando esta MOF se encuentra en su estado hidratado los poros de |la MIL-
53(Fe) disminuyen la apertura promedio y se cierran parcialmente
generando una forma monoclinica 12/a de poro estrecho. Esto ocurre
debido a la interaccidn por puentes de hidrogeno entre los dtomos de
hidrogeno del agua y su unidn con los dtomos de oxigeno vecinos al Fe. Los
poros de la MIL-53(Fe) llevan a cabo un proceso de apertura cuando se
encuentran en presencia de moléculas orgdnicas, la expansion de los poros
permite el confinamiento de las moléculas huésped en un mayor volumen,
ddndole una forma ortorrémbica de grupo espacial P 21/n de poro largo.
La cantidad de volumen ocupado en los poros por las moléculas huésped
asi como la distancia que se expandird el poro, depende directamente de
las intferacciones entre la MIL-53(Fe) con las moléculas adsorbidas, y las
formadas enfre moléculas huésped. La MIL-53(Fe) fanfo en su fase
desolvatada o en ausencia de ofros huéspedes orgdnicos, como en su fase
deshidratada, también conocida como fase “activada”, cuando los poros
se encuentran en ausencia de moléculas huésped, tiene un grupo espacial

monoclinico de tipo C 2/c [79].

En su estado hidratado los poros se encuentran en la geometria que se
considera mas cerrada de todas sus fases, impidiendo el acceso de ofras
moléculas huésped. Teniendo como resultado una drea superficial
especifica de 23 m2.g! y un volumen de poro de 0.0215 cm3.g! (valores
pequenos en comparacion con otras MOFs), presentando tamanos de

particula entre 30-40 um y poros con didmetros de ~ 10 A [80]. La apertura
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de los poros por la presencia de moléculas orgdnicas incrementa el darea
superficial especifica, ddndole un valor de hasta 1300 m2.g!, aprox. 57

veces mayor en comparacion con la fase cerrada.

El patron de difraccion (figura 12, panel C) obtenido para la MIL-53(Fe)
corresponde a una mezcla de fases donde los poros tienen ocluidos dos
tipos de moléculas: DMF y H2O, la fase que se encuentra en mayor
proporcion para esta metodologia de sintesis es la que tiene moléculas de
DMF atrapadas ya que fue el disolvente de reaccion. Los picos distintivos de
la fase con DMF son 20 (°): 9.3, 9.6, 16.5, 18.7, 19.3, 20.9, 21.3, 28.3 mientras
que los picos para la fase con H2O son 26 (°): 12.5y 13.9; los cuales estdn en
concordancia con lo reportado previamente por Kazemian et al. [42]. Este
patrén de difraccion también se asocia con un estado semiactivado de la
MIL-53(Fe), donde existe una concentracion intermedia de sitios de
coordinacién no saturados de Fe(ll) y Fe(lll). La obtencién de distintas fases
0 mezcla de fases con poros abiertos, semiabiertos o cerrados de la MIL-
53(Fe) es causada directamente por el tipo de sintesis empleado y el

posterior tfratamiento del material [80]-[82].

La DMF de sintesis se encuentra interaccionando de dos formas con el
material y ambas se describirdn a continuacion. La DMF es una molécula
huésped que puede o no encontrarse unida covalentemente ala red metal
orgdnica. En el caso particular, una parte estd formando puentes de
hidrogeno entfre el C=0 de la DMF y los grupos OH de los fragmentos
octaédricos de Fe, con una distancia de 2.68 A por cada unién C=0--H-O
(equivalente al caso de formar puentes de hidrogeno con piridina); por ofro
lado, cierta cantidad de DMF se une directamente por medio del dtomo de
oxigeno de la DMF con los dtomos de Fe por enlace covalente coordinado
en las cadenas octaédricas; la molécula de DMF es plana y se encuentra
perpendicular a las cadenas octaédricas y el resto de sus dtomos forman

interacciones de van der Waals o interacciones extremadamente débiles
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de puente de hidrogeno del tipo C-H---O con la red metal orgdnica. La MIL-
53(Fe) obtenida en este estudio tiene una fase mayoritaria donde las
moléculas de DMF se encuentran unidas por medio de puentes de
hidréogeno [83].

Para la MIL-53(Fe) el espectro infrarrojo (figura 12, panel A) muestra una
vibracién de estiramiento ancha en el intervalo entre 3360-3105 cm!
correspondiente a la presencia de grupos -OH, pertenecientes tanto a
moléculas de H,O adsorbidas en la superficie del material como de aquellas
ocluidas en los poros, asi como grupos OH puente entre octaedros de Fe. La
banda en 1660 cm ! es del estiramiento asimétrico del carboxilato en modo
anisobidentado, que se encuentra coordinado al Fe. Y la banda en 1598
cm-! es para la coordinacion isobidentada asimétrica del carboxilato con
los dtomos de Fe. Al parecer, no se encuentran bandas en 1692, ni en 1683
cm! indicando que aparentemente no se encuentran grupos de dcido
carboxilico libres, ni ésteres metdlicos, sin embargo al analizar la muestra por
TGA se determina que si hay BDC ocluido en el material. Las bandas en 1436
y 1392 cm! son los estiramientos simétricos del -COO en su coordinaciéon
aniso e iso-bidentada respectivamente, una vez mds asegurando la
presencia de ligandos dicarboxilados unidos a metal. Las proporciones de
las bandas en sus modos aniso e isobidentada indican una mayor
contribucién de coordinaciones isobidentadas en la estructura cristalina. La
banda estrecha presente en 749 cm! corresponde a las vibraciones de
flexion de los anillos aromdaticos de los carboxilatos [82]. La banda en 1503
cm'! es tipica cuando el dtomo de oxigeno de la DMF se encuentra
coordinado con el dtomo metdlico, confirmando la presencia de cierta

parte de moléculas de DMF en su forma coordinada [83].

El andlisis por DRX indicé que se cuenta con una fase cristalina con
moléculas orgdnicas ocluidas en los poros, aparte de DMF ocluida también

se cuenta con ligante orgdnico BDC en los poros. En 1295 cm-! se observa
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una banda tenue caracteristica de BDC en su forma protonada, mientras
que la banda en 1692 cm! tipica de los dcidos carboxilicos del BDC en su
forma protonada cuando se encuentran intercalados en los poros se
encuentra sobrelapada porla banda en 1660 cm-!. Las bandas para el BDC
en su forma libre soluble disperso y para el BDC protonado ocluido en los
poros del material MIL-53(Fe) son distintas [77], [84].

La banda estrecha simétrica en 1015 cm es la flexion que senala la
formacion de puentes de hidrogeno entre grupos -OH pertenecientes a
moléculas de HoO adsorbidas en los poros. Las bandas en 887 y 822 cm ! son
asociadas a los modos vibracionales del grupo -OH pertenecientes al grupo
puente hidroxilo (Fe-O(H)-Fe). La ausencia de bandas asociadas a
vibraciones caracteristicas para DMF en su forma libre indica que se
encuentfra ocluida en los poros mayormente formando puentes de
hidrégeno y también coordinada. La banda en 1625 cm-! relacionada con
una muestra totalmente hidratada no se observa, corroborando Ia
semihidrataciéon de nuestro material por agua adsorbida. El enlace de
coordinacién caracteristico entre el catibn Fe*2 y los dos aniones de
carboxilato (COO-) corresponden a la banda en 555 cm-!, mostrando la
existencia de los enlaces tipo Fe-O, que son inherentes en la estructura de
la MIL-53(Fe) [42], [82], [85].

En el termograma de la MIL-53(Fe) que se aprecia en la figura 12, panel B se
puede observar una pérdida del ~ 3 % en el intervalo 25-109 °C
perteneciente a la evaporacion de H2O en la superficie del material. En el
intfervalo 109-162 °C no se registrd ningun cambio en el peso por lo que
podemos descartar DMF fisisorbida (punto de ebullicion: 153 °C) en la MOF;
de 162 a 299 °C hubo una pérdida del 7 % correspondientes a moléculas de
DMF tanto formando puentes de hidrogeno, como coordinadas con los
centros metdlicos Fe, también contribuyen a la pérdida ciertas moléculas de

agua atmosférica coordinadas. La descomposicion de la MOF MIL-53(Fe) es
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un proceso de multiples pasos, el primero es entre 299-398 °C con una
pérdida del 24 % y el segundo es entre 398 a 530 °C con una pérdida del 30
%. Como se mencioné antes, el andlisis por DRX y FTIR senald que hay
moléculas de ligante orgdnico ocluido en los poros, la pérdida de peso del
24 % corresponde al BDC protonado intercalado en los canales del material.
Mientras que la pérdida del 30 % corresponde a la descomposicidon del BDC
estructural de la MOF, ddndose el colapso de la misma [65]. Por Ultimo existe
una pérdida del 9 % en el intervalo 530-793 °C. La descomposicion a una
velocidad lenta y en pasos puede atribuirse a la formacidén de particulas de
Fe2O3 que rodean al material creando una obstruccion para la transferencia

del calor por conveccion [80], [86].

La MOF MIL-53(Fe) posterior al tratamiento (MIL-53(Fe)-tratada) presentd en
su patron de difraccion (figura 13, panel C, rojo), una disminucidon promedio
del ~ 70 % de intensidad para los picos de referencia en 20 (°): 9.3, 12.5, 18.7,
21.3, y la desaparicidon de los picos correspondientes a 20 (°): 9.6, 13.9, 16.1,
16.5, 17, 19.3, 20.9, 21.8, 25.8, 26.1, 28.3; también se registrd la aparicion de
nuevos picos en 20 (°): 10.4, 24.4, 29.5 con una intensidad promedio de ~
35.6 unidades arbitrarias, indicando la formacion de una nueva fase poco

cristalina.
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Figura 12. Caracterizacion de la MOF MIL-53(Fe) por FTIR (A), TGA (B) y DRX (C) recién
sintetizada.
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Tanto la disminucidén como la desaparicidon de los picos de referencia son
indicativos de un colapso parcial de la red metal orgdnica, resultando en
una destruccion de los poros del material. La gran pérdida de cristalinidad

de la MIL-53(Fe) es propiciada por una interaccion tipo dcido-base de Lewis.

Donde los aniones del HoPO," y HPO,? del buffer, tienen la habilidad de
donar un par de electrones (base de Lewis) alos centros catidnicos Fe+3/Fe+2
(Acido de Lewis) de la MOF, propiciando una fuerte interaccion. La reaccion
entre los aniones de fosfato y los dtomos de hierro generalmente se presenta
en soluciones de sales de fosfatos a pH neutro [84], [87]. También las
moléculas de agua contribuyen a la degradacion del material por medio
de un mecanismo de hidrdlisis, pero en menor medida dado que no se

encuentra en un sistema totalmente acuoso [33], [84].

Los picos emergentes en el difractograma (figura 13, panel C, rojo) después
del tratamiento pueden estar asociados a la formacidon del compuesto
ferrinidrita, dado que, en condiciones de oxidaciéon y bajas temperaturas las
redes metal orgdnicas que contengan nodos de hierro exhiben
degradacion, generando usualmente especies de oxihidréoxidos de hierro
[84].

La descomposicion del material y cierre de los poros también se puede
corroborar por el espectro infrarrojo (figura 13, panel A, rojo), donde la
banda ancha representativa de moléculas de H.O adsorbidas por el
material en los poros desaparece. La aparicion de bandas en 1318 y 1296
cm'! después del tratamiento, caracteristicas del BDC en su forma
protonada [88], ratifican que existe hidrdlisis parcial de la MIL-53(Fe),
obteniéndose liberacion de ligante orgdnico (BDC) al medio. La banda en
1692 cm! representativa de los acidos carboxilicos del BDC en su forma
protonada cuando se encuentran intercalados en los poros no se observa,

indicando su ausencia y esto se corrobora por TGA. La banda en 1436 cm'!
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disminuye considerablemente indicando un colapso parcial de la MOF, las
bandas restantes se conservan sin presentar mayor cambio [84]. La MOF MIL-
53(Fe) tiene un proceso de descomposicion lento en bajas concentraciones
de fosfatos por lo que después de la reaccion sobrard cierta cantidad de

material en su forma original.

El andlisis del termograma (figura 13, panel B, rojo) indica que la
degradacion caracteristica para la MIL-53(Fe), en su forma porosa y con
BDC ocluido, dada en dos pasos, se pierde. Existe un proceso entre 25-100
°C con una pérdida del 7 % en peso correspondiente a moléculas del
solvente (H2O, EtOH) adsorbidas en la superficie del material. De 100 hasta
204 °C se registrd una pérdida de peso del ~ 3 % que se le puede atribuir a
H.O quimisorbida y DMF fisisorbida en la superficie del material. Las
moléculas de DMF todavia coordinadas a los centros metdlicos

representaron una pérdida de peso del 12 % en el intervalo de 204-310 °C.

La degradacion del ligante orgdnico (BDC) que constituye al material se
llevé a cabo en dos pasos, en el intervalo de 310-532 °C con una pérdida
del 42 % en total. Pero aunque las dos etapas observadas para el material
pristino no estdn tan bien definidas, todavia podemos discernir, hasta cierto
punto, entre dos eventos. El primero para el intervalo 310-397 °C con una
pérdida de peso del 16 % que corresponde a las moléculas de BDC
superficiales del material amorfo que pudo provenir del BDC ocluido y que
posteriormente se coordind con los nuevos centros metdlicos superficiales
de Fe expuestos. Y en el segundo intervalo de 397-532 °C se registrd una
pérdida de peso del 26 % siendo del BDC mdas estructural de la MOF amorfa.
Al comparar los termogramas del material MIL-53(Fe) antes y después del
tratamiento se determind que hubo una liberaciéon del 12 % de BDC en su

forma protonada al medio.
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Figura 13. Caracterizacién de la MOF MIL-53(Fe)-tratada por FTIR (A), TGA (B) y DRX (C)
después del tratamiento. Recién sintetizada (naranja) y después (rojo) de estar en
solucion [buffer de fosfatos/etanol] 1.55 mM/2.12 mM (65 %) por 18 h.
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Y 8 % proveniente del BDC ocluido en los poros y ~ 4 % del BDC estructural
de la MOF, debido al efecto de los iones fosfato y las moléculas de agua.
De 532 a 794 °C no se registraron pérdidas considerables, se calculd que la
cantidad liberada al medio de especies de hierro (oxihidroxidos) fue del 8 %
[84].

La MOF MIL-53(Fe) no mostré estabilidad quimica en el tratamiento en buffer
de fosfatos, obteniéndose una estructura colapsada y con disminucion

considerable de porosidad y de la cristalinidad.
6.1.5. Obtencion y caracterizacion de MOF MIL-96(Al)

En la sintesis de la MIL-94(Al) se disolvié dcido bencen-1,3,5-tricarboxilico y
nitrato de aluminio (lll) nonahidratado (AI(NO3)3-9H20) en proporciéon 1.5:1 en
agua MiIlli-Q. La solucién se colocd en un reactor de acero inoxidable y
celda de teflén a 150 °C por 72 h. El compuesto blanco resultante se dejo en
un matraz con DMF en agitacion a ~ 150 °C por 12 h, el sélido blanco se filtré
al vacio y se lavd 2 veces con etanol absoluto, posteriormente se secd a 80
°C por 18 h en un horno dando como resultado a la MOF MIL-96(Al) [43].

El material MIL-96(Al) es una red metal orgdnica formada por aluminios
hexacoordinados con geometria octaédrica, conectados por ligandos
trimesatos [BTC]3, y cuenta con dos blogues inorgdnicos particulares. El
primer ordenamiento “moiety” o fragmento consiste en una subunidad de
un trimero de aluminio octaédrico [AlOs(H20)] us-oxo cenfrado que se
coordina por medio de ligandos de trimesatos esquinados uz-O. La segunda
subunidad inorgdnica se conforma por una red de dos dimensiones
compuesta de cadenas sinusoidales de octaedros de aluminio AlO2(OH)sy
AlO4(OH)2. Las cuales se encuentran interconectadas entre ellas mismas
para formar un enrejado de panal de anillos hexagonales de 18 miembros
en el plano (a, b). Los dos tipos de grupos de aluminio no equivalentes, se

coordinan entre ellos mediante uniones del tipo pz-hidroxo con cuatro
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[AIO2(OH)4] vy dos [AIO4(OH)2] adtomos de oxigeno provenientes del ligante
[BTC]3, teniendo la secuencia especifica —cis-cis-frans para 1os grupos
hidroxo. La MOF MIL-926(Al) cuenta con tres tipos de “jaulas”, dos de ellas
estdn localizadas en las posiciones espaciales (0 0 0) y (2/3 /3 Y4), cuentan
con volUumenes de poro de ~ 420 y 635 A3, respectivamente, y tienen la
capacidad de encapsular moléculas de agua atmosféricas o del medio. La
tercera tiene un volumen de poro mds pequeno y contiene especies de

aluminio octaédrico desordenadas [Al(OH)e] [89], [90].

La MOF MIL-96(Al) es altamente cristalina, las particulas tienen una superficie
suave y una morfologia en forma de prisma hexagonal puntiagudo en los
extremos (tipo 1apiz), con didmetros de 1.5 mm y 1-2 cm de longitud. Es un
material microporoso que cristaliza en un grupo espacial hexagonal de tipo
P63/mmc, cuenta con un drea superficial especifica de 272 m2.g' y un
didmetro de poro de 8.8 A [91].

La posiciéon y las intensidades relativas de los picos de difraccion observados
en el difractograma (figura 14, panel C) son consistentes con el patron
simulado del archivo .cif de monocristal [89] para la MIL-96(Al). Los picos en
20 (°):7.1,7.6,9,14.2,14.5 son los caracteristicos para aseverar la obtencion
del material; dada su elevada cristalinidad se obtuvieron intensidades de

unidades arbitrarias altas [92].

La red metal orgdnica MIL-96(Al) ha demostrado tener una gran capacidad
de adsorcion de CO», proceso que se puede llevar a cabo en condiciones
de bagja presion, a temperatura ambiente y en presencia de humedad
(hasta un 40 %); en comparacion a otras MOFs de poros pequenos su
capacidad de adsorcion de COzes desproporcionadamente alta. El CO2se
adsorbe en las cavidades menos hidrofilicas del material con presencia de
los grupos po-OH, de baja acidez, en algunos casos la adsorcion puede ser

ireversible [93].
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En el espectro infrarrojo para la MIL-96(Al) (figura 14, panel A) se puede
observar una banda ancha en el rango 2394-2331 cm!, donde se
sobrelapan dos senales. La primera en 2372 cm! se asocia a la formacioén
de complejos AI*3&«OCO, debido a la unidn del CO2 con los sitios metdlicos
de coordinacién no saturados (cus) de Al*3 por medio de enlaces de
coordinaciéon. La segunda banda se encuentra en 2338 cm siendo
representativa de la creacidon de aductos de la forma OH-:--OCO,
asociacion caracteristica entre CO2 y los grupos po-OH de las cavidades dell
material, por medio de puentes de hidrogeno. Una banda sumamente
pequena se observa en 2326 cm-!, que corresponde a quimisorcidon de CO»

en los sitios metdlicos del material [93], [94].

Las bandas observadas en 1661 y 1579 cm-1, corresponden a estiramientos
asimétricos del grupo carbonilo en sus formas aniso- e iso-bidentadas,
respectivamente. Las bandas en 1457 y 1402 cm-! senalan los estiramientos
simétricos del grupo carbonilo tanto en sus formas aniso- e iso-bidentadas,
igualmente, confimando la coordinacidon entre grupos carbonilos de las
especies de los ligantes BTC y los dtomos de aluminio. Las bandas en 768 y
735 cm son las vibraciones de flexion de los grupos C-H en los anillos
aromdaticos del ligante (BTC), la banda en 1079 cm! se asocia a las
vibraciones de estiramiento para la unidén AI-OH. Una banda muy pequena
se observa en 1718 cm' y corresponde a ligante orgdnico (BTC) protonado,
dado que la regidn de 1740-1710 cm! es particular para las bandas del
grupo COOH del dcido tfrimésico en su forma soluble libre. Debido al
pequeno tamano de los poros se descarta la oclusidon del ligando en su

forma protonada dentro de los poros [95].
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El termograma muestra (figura 14, panel B) que la MIL-96(Al) pierde un 14 %
de peso en el intervalo de 25-150 °C, correspondiente a la remocién de
moléculas de agua fisi- y quimi-sorbidas, las cuales se encuentran atrapadas
en las cavidades porosas del material y una parte de esta pérdida también
representa la eliminacion del agua que se encuentra coordinada con los
dtomos de aluminio. En el intervalo de 150-231 °C se observa una pérdida
del ~ 3 % debida a la eliminacion de moléculas de DMF fisisorbidas, mientras
que la pérdida del ~ 2 % entre 231-344 °C es DMF quimisorbida. El andlisis por
FTIR indicd la presencia de BTC en su forma protonada soluble, la pérdida de
peso del 6 % en el intervalo de 344-453 °C, corresponde a ligante orgdnico
(BTC) que se encuentra adsorbido en la superficie del material, no ocluido.
La descomposicion de la MOF se da en un solo proceso, de 453-710 °C
donde se registra una pérdida de peso del 46 %, que indica el
desprendimiento y degradacion del ligante orgdnico (BTC) estructural de la
red. En el Ultimo paso del procedimiento de degradacion que va de 710 a
799 °C no hubo cambios significativos en el peso (~ 0.5), generando especies
de Al,Os [43], [92].

El material después del tratamiento mostrd una disminucion en la intensidad
de los picos de difraccion (figura 15, panel C, rojo) del 40 % para los valores
de referencia. No se observd la aparicion de picos nuevos pero el pico en
20 (°): 7.08 desaparecid casi por completo, aunque este plano
cristalografico de baja intensidad (~ 98 u.a.) no estd considerado entre los
tres principales asociados a modificaciones de la morfologia de la MIL-96(Al)
[92].

El material conservd casi en su totalidad su morfologia y alta cristalinidad en
presencia de los iones fosfatos y etanol. Aunque en el espectro infrarrojo
(figura 15, panel A, rojo) la banda en 1718 cm-! asociada con el ligante
orgdnico en su forma protonada aumentd ligeramente, indicando la

liberaciéon de BTC al medio [95]. Los ligantes orgdnicos BTC liberados al
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medio estdn localizados en la superficie de los cristales del material y se
desprenden debido a un proceso de demetalacion superficial del BTC
estructural, ya que estos aniones fosfatos han mostrado un fuerte efecto
secuestrante hacia el Al [94]. Y el ligante BTC ocluido en los poros no se
observa, muy probablemente debido a que los mismos fosfatos generan la

forma aniénica del BTC, la cual es muy soluble en el medio [96].

Otro cambio observado en el espectro infrarrojo (figura 15, panel A, rojo) del
material MIL-96(Al) después del tratamiento en la solucidn de fosfatos y
etanol, es la desaparicion de la banda en 2394-2331 cm!, que corresponde
a las diferentes interacciones entre la MOF y el CO», y la aparicion de una
banda en el rango 3722-3108 cm-'. La MOF MIL-96(Al) es de naturaleza
hidrofilica, y aunque es de las pocas MOFs donde las moléculas de CO» y
H.O no compiten por los mismos sitios de adsorcidn, en condiciones de
humedad alta o en sistemas totalmente acuosos la capacidad de adsorcion
de CO; del material disminuye considerablemente, dado que las moléculas
de H2O también son adsorbidas en los poros que contienen grupos pz-OH.
Las moléculas de H2O son adsorbidas preferencialmente en las cavidades
que contfienen grupos mas hidrofilicos como: H20-Al(1)H2O01erminal,
Al(3")H2Oterminal, Al(3)H20terminal, formando clatratos de H.O por medio de una

red de puentes de hidrogeno muy fuertes, saturando los poros [23].

En la banda del rango 3722-3108 cm! se encuentran sobrelapadas varias
bandas, una en 3388 cm-! que corresponde alas vibraciones de estiramiento
de los grupos —OH en los puentes de hidrogeno del H,O adsorbida, donde
los dos protones del agua interactian con sitios bdsicos, presumiblemente el
oxigeno de los carboxilatos del material. También en este rango se
encuentran las bandas de estiramiento de los grupos libres de —OH de los
carbonilos del BTC superficial del material y de acuerdo a los autores [94],
éstos no participan en la formacion de puentes de hidrogeno con el H,O

adsorbida. Mientras que existe una banda débil en 3415 cm-! caracteristica
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para los grupos -OH de las moléculas de HO que se encuentran
coordinadas al Al*3 del material (H2O->Al). Las bandas en 3685 y 3681 cm-!
corresponden a las vibraciones de estiramiento para los —OH terminales de
la estructura AI-OH, mientras que las bandas en 991 y 952 cm! son las
vibraciones de flexion de la misma estructura. Mientras que las bandas en
3650, 3639 y 3623 cm! se le pueden atribuir a los grupos puente tipo po-OH,
los modos vibracionales de flexion para el mismo grupo se observan en las

bandas sobrelapadas en 1087 y 1076 cm-! [94].

La MIL-96(Al) tiene un ancho de poro medio de 5.6 A, por lo que se le
considera un material microporoso con la habilidad de discriminar por
tamafio enfre aniones. El tamafio de los cUmulos de aniones PO,’ (por
ejemplo el dimero puenteado (HO)2P(O)-O-P(O)(OH)2) es de 7.95 A, esto
dificultard la entrada de los aniones mds grandes a los poros para su
posterior interaccidn con los sitios (cus) del material y darse una
degradacion del mismo. Cabe mencionar que los poros de la MIL-96(Al) se
pueden expandir de 4-5 A por lo que el didmetro del poro mayor serd de 11
A, dédndose la posibilidad de una degradacion/demetalacion por iones
fosfatos. Aunque ésta serd muy lenta debido al famano pequeno de los
poros de la MIL-96(Al) y estard condicionada por la concentracion de iones
y fiempo de exposicidon a estos, asi como de la activacion del efecto de

‘respiracion” por parte del medio en que se encuentre el material [92].

El termograma (figura 15, panel B, rojo) mostrd cambios minimos con
respecto al material antes del tratamiento, tanto en los intervalos de
temperatura como en las pérdidas de peso se mantuvieron tendencias
practicamente iguales, solo se observd una pequena redistribucion de la

cantidad de moléculas de agua fisi- y quimi-sorbidas.
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[buffer de fosfatos/etanol] 1.55 mM/2.12 mM (65 %) por 18 h.
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También se determind que hubo una liberacion del ~ 2 % de BTC al medio,
nuevamente debido a la interacciéon del material con los fosfatos. Aunque
este ligante orgdnico liberado al medio pudo provenir del BTC adsorbido en
la superficie y no del BTC estructural de la MOF, segun el termograma,
ademds de una degradacion del BTC guimisorbido de forma superficial en
el material. La MIL-96(Al) es un material con una gran estabilidad termal e
hidrotermal y cuenta con una baja capacidad de adsorcidn acuosa
atmosférica, solo estando en solucidn se hidrata, pero es muy resistente a la
hidrdlisis [92]. No se registrd liberacion de especies de aluminio significativa
(~0.5%).

La MOF MIL-96(Al) presentd una gran estabilidad quimica e hidrotermal,
aunque el tfratamiento en la solucion de fosfatos y etanol disminuyeron la
cristalinidad del material, se conservd prdcticamente en su totalidad la
estructura tridimensional y solo se presentd una liberacion del ~ 2 % de BTC

superficial al medio.
6.1.6. Obtencion y caracterizacion de MOF MIL-53(Al)

Este material se obtuvo en un reactor de acero inoxidable y celda de teflén
en el cual se colocd dcido benceno-1,4-dicarboxilico (BDC) y nitrato de
aluminio(lll) nonahidratado en una proporciéon 1:2, a la mezcla de reaccion
se adiciond agua MiIlli-Q y se calentd a 220 °C por 72 h. El sélido resultante se
filtré al vacio y se secd a 100 °C por 45 h. El compuesto se puso durante 17
h en DMF, se filtré al vacio y se lavd 2 veces con metanol. El sélido se colocd
en metanol por 4 h, posteriormente se centrifugd y se secd a 100 °C por 5 h.
El compuesto fue calcinado a 329 °C por 72 h, dando lugar al material MIL-
53(Al) [46].

La estructura tridimensional de la red metal orgdnica MIL-53(Al) se construye
a partir de la interconexion entre cadenas infinitas tipo —frans de AlO4(OH)2

con forma octaédrica y ligantes orgdnicos de acido tereftdlico, por medio
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de los grupos OH de los carboxilatos, obteniéndose canales rombicos de
una dimension. La MOF MIL-53(Al) cuenta con tres formas cristalinas, la
primera forma cristalina se presenta en un sistema ortorrdbmbico con un
grupo espacial Pnma, los autores la denominan “as” (as-synthesised) y se
caracteriza por tener las cavidades expandidas con una cara de drea de
7.3 x 7.7 A2, Albergadas en sus canales se encuentran moléculas de dcido
tereftdlico en su forma protonada las cuales presentan desorden. La
segunda forma cristalina se obtiene al evacuar las moléculas de dcido
tereftdlico de las cavidades, por medio de solvatacidn o calcinacién entre
275 y 420 °C. De esta forma se obtiene un material con poros vacios y
expandidos con una cara de drea de 8.5 x 8.5 A2; los autores la denominaron
“ht" (high-temperature) y se cristaliza en un sistema ortorrdmbico de grupo
espacial Imma, cuenta con una superficie de Langmuir de 1590 m2.g'. La
Ultima forma cristalina esla “It" (low-temperature) que cristaliza en un sistema
monoclinico con grupo espacial Cc. En esta fase los canales del material se
contraen y alargan debido a los puentes de hidrogeno que se forman entre
la parte hidréfila del material (O-M) y las moléculas de agua ocluidas en las

cavidades, dando lugar a una cara de drea contraida a 2.6 x 13.6 A2 [97].

El material MIL-53(Al) forma aglomerados de particulas nanomeétricas
alargadas con formas irregulares, pueden tener mas de 100 nm de largo y
entre 40-60 nm de ancho. Se ha determinado que el tamano de los poros
en este material es de alrededor de 0.65 nm; tiene un drea superficial
especifica de 1140 m2.g' y un volumen de microporo de 0.65 cm3.g [45],
[98]. La MIL-53(Al) es una MOF con una gran estabilidad quimica y térmica,
su habilidad de contracciéon (o como le mencionan los autores “respiracion”
o “breathing") se encuentra entre las mds altas para este tipo de materiales,
también cuenta con sitios de coordinacion no saturados de dcidos de Lewis

(AI*3) distribuidos uniformemente [44].
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El patréon de difraccion de rayos X de polvos para la MOF MIL-53(Al) (figura
16, panel C) indica que se obtuvo la fase cristalina “/t" del material (MIL-
53(Al)i), a pesar de haber calcinado el material hasta 329 °C, denotando un
grado de hidratacion y rapidez para llevar a cabo este proceso durante el
enfriamiento del horno. El patron simulado senala que los valores de los
Angulos 26 en: 9.3, 12,4, 17.7,18.8, 23.2, 25 y 27.1 ° son los representativos de

la fase hidratada o de poro contraido y alargado [44], [46].

En el espectro infrarrojo del material (figura 16, panel A) se observa una
banda en 3610 cm! correspondiente a los modos vibracionales de
estiramiento de moléculas de H20, debido a la capacidad del material de
absorber humedad del aire. La banda en 3471 cm corresponde a las
vibraciones de estiramiento del grupo -OH perteneciente al grupo puente
hidroxilo en el octaedro de aluminio (Al-O(H)-Al) [97]. Las bandas en 1632 y
1578 cm-! corresponden a estiramientos asimétricos del grupo carbonilo en
su forma aniso- e iso-bidentada, respectivamente. Los estiramientos
simétricos del grupo carbonilo corresponden a las bandas en 1443, en su
forma aniso, y 1413 cm-!, para la forma iso; estos valores son caracteristicos
para la presencia de grupos carboxilato (CO2Al) coordinados con atomos
de aluminio a fravés de ambos dtomos de oxigeno [44]. La intensidad de las
bandas 1578 y 1413 cm!, indican que el material tiene una mayor

coordinacion en el modo iso-bidentado.

La banda caracteristica de la vibracion de estiramiento del dcido
carboxilico (-CO2H) del BDC libre o superficial en el material aparece en 1700
cm!, pero para este caso particular no se observa, confirmando |la ausencia
de moléculas de BDC encapsuladas en los poros del material. Ademas de
no contar con grupos COOH superficiales y que el proceso de calcinacion
removido todo el BDC que no reacciond durante la sintesis y pasivo la
superficie de los cristales [97]. De igual manera la banda en 1679 cm!

correspondiente a la frecuencia de estiramiento del grupo -CO de la DMF
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no se aprecia, reafrmando que los poros del material se encuentran en su
forma contraida, alargada vy libre de moléculas huésped de tipo DMF pero
side agua [46]. En 1293 se observa la banda C-O de cardcter pseudodoble,
caracteristica del grupo COOAI en este tipo de materiales. La banda en
1122 cm se relaciona con las vibraciones de estiramiento de la union (Al-
OH) [?28], las bandas en 1016 y 7392 cm-! corresponden a las flexiones de los

grupos C-H en el arillo aromdtico [64].

La MIL-53(Al) en su andlisis termogravimétrico (figura 16, panel B) mostré una
pérdida del 8 % entre 25-108 °C, correspondiente a la
deshidratacion/desolvatacion del material donde las moléculas de agua
fisisorbidas de la humedad del aire son removidas. Entre 108 y 502 °C se
observa una gran meseta con una minima perdida del ~ 2 %. En el
termograma no se observa pérdida de peso entre 275-420 °C, caracteristica
de moléculas de BDC libres protonadas removidas de los poros,
comprobdndose de nuevo la ausencia de BDC en los poros del material
sintetizado. La red metal orgdnica MIL-53(Al) es térmicamente inestable
arriba de ~ 520 °C, la elevada temperatura de descomposicion es inusual
para la gran variedad de MOFs existentes y es un indicio de que MIL-53(Al)
es una red metal orgdnica robusta [98]. La pérdida del 58 % que se da en el
intervalo de 502-692 °C, indica el colapso de la estructura del material
debido a la degradacion del ligante orgdnico (BDC) estructural de la red
metal orgdnica fransformdndose en un material amorfo fipo Al2O3. De 692
hasta 994 °C no se observaron pérdidas, sugiriendo que el residuo de

estructura amorfa Al2O3 se mantuvo estable en este periodo [46], [97].
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Después del tratamiento en la solucion de fosfatos y etanol, la MOF MIL-
53(Al) presentd (figura 17, panel C, rojo) una disminucion del 64 % en la
intensidad de los picos de difraccidon de referencia del material, no se
apreciaron picos nuevos u ofros cambios significativos. Tanto para el
espectro infrarrojo como para el termograma no se observaron cambios
significativos después del fratamiento. Las bandas caracteristicas para el
BDC en su forma protonada -COOH libre u ocluido en los poros del material
no se aprecian en el espectro infrarrojo (figura 17, panel A, rojo), mientras
que en el termograma (figura 17, panel B, rojo) no hubo cambios
significativos en las pérdidas de peso asociados con la liberacion de ligante

(BDC) al medio u especies de Al2Os.

Los resultados anteriores estdn en concordancia con lo reportado
anteriormente para el material MIL-53(Al) [98]. que en soluciones acuosas
acidas y neutrales es estable, manteniendo su cristalinidad y porosidad,
siendo altamente resistente al proceso de hidrdlisis. La gran estabilidad del
material en agua a temperatura ambiente y en diferentes valores de pH, no
es condicionada por el tiempo de exposicion al medio, permitiendo la
conservacion de la infegridad estructural de la MOF. La propiedad de que
la estructura tridimensional de la MIL-53(Al) no colapse en sistemas acuosos
es inusual entre las MOFs, pero se le puede atribuir al fuerte enlace quimico
entre los atomos de aluminio (Al*3) y los dtomos de oxigeno del ligante BDC
(-COO)s, de acuerdo a la teoria ABDB (acido-base duro-blando). También
la naturaleza hidrofébica de los anillos aromdticos que componen las
paredes de los tuneles del material, tienen la potencial capacidad de
repeler moléculas de H,O al prever una hidrdlisis en las unidades AlO4(OH)o,

evitando la fragmentacion de la MOF [34], [98].
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después del tfratamiento. Recién sintetizada (magenta) y después (rojo) de estar en
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Especies anidnicas con potencial funcidon de coordinacion también pueden
afectar y desintegrar la estructura de las MOFs tipo MIL-n, Yang et al.
[99]indicaron previamente que MIL-53(Al) posee estabilidad quimica en
medios con especies de fosfatos del fipo HPO," y H.PO,?, hasta

concentraciones de 10 mM [929].

Aunqgue la red metal orgdnica MIL-53(Al) disminuyo su cristalinidad después
del tratamiento en la solucidon de fosfatos y etanol, las caracterizaciones
posteriores del material no mostraron liberacién de BDC o iones metdlicos al
medio, indicando una gran estabilidad quimica y termal por parte de la MOF

en las condiciones del sistema experimental.
6.1.7. Obtencion y caracterizacion de MOF NICS-6(Mg)

Se solubilizaron nitrato de magnesio (ll) hexahidratado (Mg (NOz)2+6 H20) y
dcido benceno-1,3,5-tricarboxilico en etanol absoluto en una proporcion 1:
1.5. La mezcla de reacciéon se agitd a ~ 120 °C por 4 h. Posteriormente se
vertio la solucidn en un reactor de acero inoxidable que contiene una celda
de teflébn y se colocd en una estufa a 190 °C por 24 h. El sélido resultante se
separd por filtracidn a vacio, se lavd 4 veces con etanol absoluto vy se dejé
secar a 100 °C por 14 h, dando lugar a la MOF NICS-6(Mg) [47].

La red metal orgdnica compuesta por el ligante dcido trimésico y el ion
metdlico de Magnesio cuenta con un proceso de cristalizacion altamente
dependiente de la polaridad de la mezcla del solvente (agua/etanol). La
modificacion en las proporciones de la solucidn de reaccion permite
calibrar las dimensiones de los cristales del compuesto. Cuando el solvente
se compone solamente de agua se obtiene la MOF NICS-3(Mg), cuyo
complejo estructural es cero dimensional (0D) ya que no cuenta con poros.
El material estd compuesto de MgO2(H20)s mononucleares en donde se
forma un octaedro, al unirse un dtomo de Mg con dos ligantes de HBTC

cristalograficamente idénticos de forma monodentada en posiciones —frans
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y a cuatro moléculas de agua. La MOF NICS-4(Mg) se obtiene a partir de
25 mol de etanol en el medio de reaccion, su férmula estructural es
Mg>(BTC)(OH)(H20)4+2HO, la estructura de poros cristalina es
unidimensional (1D) y consiste de cadenas de trimesatos anidénicos unidos a
octaedros aislados con centros metdlicos de magnesio, que cuentan con
cuatro moléculas de H,O coordinadas. Cuando existen 45 mol de etanol en
la solucion se obtiene la MOF NICS-5(Mg), siendo su estructura de poros
cristalina en capas de dos dimensiones (2D), con férmula estructural
Mg2(BTC)(OH)(H20)4+2H20. Su principal caracteristica es tener tetrdmeros
(cUmulo cuddruple) de los octaedros de Mg que comparten las esquinas o

bordes, conectdndose por medio de un ligando de BTC [47].

En este trabajo se utilizd un medio de reaccion compuesto solo de etanol,
para la obtencion de la MOF NICS-6(Mg), siendo la Unica MOF compuesta
de BTC(ligante) y Mg(ion metdlico) de estructura de poros tridimensional
(3D), su férmula estructural es Mgs(BTC)2. La NICS-6(Mg) se compone de un
trimero (cumulo triple) de octaedros ordenados de forma lineal, centrados
con Mg, que comparten una cara de uno de los tetraedros y conectados
con ofro trimero a través de ligantes de BTC. Cada atomo de oxigeno en el
trimero de Mgs pertenece al grupo carbonilo del ligante (BTC), por lo que
cada ligante de BTC se une a seis unidades de trimeros de Mgs y cada
unidad de trimero de Mgs se compone de 12 ligantes de BTC. La morfologia
particular del material NICS-6(Mg) da como resultado una MOF con alta
densidad, estructuralmente no porosa, con drea superficial especifica de 5.0

m2.g-1, sistema de cristal friclinico y grupo espacial tipo P-1 [47].

La posicion de los picos de difraccion observados en el difractograma
(figura 18, panel C) indican que la MOF obtenida es la NICS-6(Mg), debido
a que estdn en buena concordancia con el patron simulado a partir del
archivo .cif de monocristal reportado originalmente por Mazaj et al. [47]

para NICS-6(Mg). Los picos corresponden al material con estructura
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tridimensional (3D) formado a partir de BTC y Mg en un medio de reaccion
puramente de etanol, aunque se obtuvieron intensidades bajas indicando

una cristalinidad reducida.

De manera andloga las bandas observadas en el espectro infrarrojo (figura
18, panel A) corresponden en su totalidad a las reportadas para el material
NICS-6(Mg) por Mazaj et al. [47]. Donde la banda para el rango 3700-2931
cm-! corresponde a los modos vibracionales de estiramiento de moléculas
de H20 fisisorbidas en la superficie del material. La banda en 1625 cm!
corresponde al estiramiento asimétrico anisobidentado del grupo carbonilo,
mientras que la banda en 1585 cm ! también pertenece al grupo carbonilo
pero para el estramiento asimétrico isobidentado. Los estiramientos
simétricos del grupo carbonilo en su forma aniso- e iso- bidentada
corresponden a las bandas en 1443 y 1372 cm!, respectivamente. Estas
bandas son particulares para la unidn de forma bidentada entre grupos
carboxilicos desprotonados del ligante (BTC) que interaccionan con los
iones metdlicos de magnesio divalentes (COOMg2) [47]. A las bandas en
1118 y 956 cm! se les relaciond con las vibraciones del anillo de benceno
del ligante (BTC) dentro y fuera del plano, mientras que las bandas 774y 710
cm! fueron asignadas a vibraciones de flexion del grupo C-H del anillo
aromdtico [47], [73]. Se ha reportado que para ofras nanoparticulas (MgO),
el enlace Mg-O se encuentra en el espectro infrarrojo en el rango de 580-
500 cm-!, por lo tanto se puede asociar la banda en 563 cm-! de la NICS-
6(Mg) al enlace Mg-O [100].
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En el andlisis termogravimétrico (figura 18, panel B) de la MOF NICS-6(Mg) se
observa una pérdida de peso del ~ 4 % entre 25-101 °C, correspondiente a
moléculas de agua fisisorbidas en la superficie del material, para el intervalo
de 226-494 °C también se registré una pérdida de peso del ~ 4 %, que se
puede relacionar con moléculas de agua ocluidas en los poros o
quimisorbidas (coordinadas). Hubo una pérdida de peso del 50 % desde 494
hasta 686 °C, atribuida a la remocidén de fragmentos del ligante (dcido
trimésico) de la MOF y su posterior descomposicion. Por Ultimo se dio la
formacion de especies de 6xidos de magnesio en el intervalo de 686-794 °C,

registrdndose una pérdida de peso del 6 % [47].

La MOF NICS-6(Mg) después de estar en la solucion de [buffer de
fosfatos/etanol] 1.55 mM/2.12 mM (65 %) por 18 h presentd cambios
evidentes en todas las técnicas de caracterizacion. En el difractograma
(figura 19, panel C, rojo) se aprecia que los picos de difraccion de referencia
para el material NICS-6(Mg) desaparecieron y en su lugar se observan picos
de difraccidn en nuevas posiciones, con mayor intensidad (NICS-6(Mg)-
tratada). La posicion de los picos del nuevo patrén de difraccion
corresponden al material NICS-4(Mg), cuyo pafréon simulado a partir del
archivo .cif de monocristal [47] perteneciente a NICS-4(Mg) concuerda con
el patron de difraccidon experimental obtenido. Las bandas en el espectro
infrarrojo (figura 19, panel A, rojo) registradas para el material después del
tratamiento reafirman la obtencion de la MOF NICS-4(Mg), dado que

coinciden con los reportados previamente por Mazaj et al. [47].

La banda para el rango 3705-2959 cm-! representa los diferentes modos
vibracionales de estiramiento de moléculas de H2O y grupos —OH, donde se

encuentran multiples bandas:
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i) las asociadas al agua fisisorbida,

ii) los grupos —OH de los carboxilatos del ligante estructural (BTC) sin
desprotonar,

iii) las moléculas de H,O coordinadas de manera terminal al octaedro
de magnesio (SBU) y

iv) los puentes de hidrogeno que se forman entre las aguas
coordinadas y los dtomos de oxigeno de los carbonilos de los

ligantes estructurales (BTC) [47].

A las bandas ubicadas en el rango entre 1684 hasta 1380 cm-! se les puede
atribuir los diferentes modos vibracionales de estiramiento del grupo
carbonilo del ligante BTC, coordinados con dtomos de magnesio y con
moléculas de H2O terminales. La banda en 1684 cm-! corresponde al BTC en
su forma protonada (COOH), la banda en 1657 cm-! se puede atribuir a un
éster del tipo (COOMg). La banda en 1563 cm! es el estiramiento asimétrico
mientras que la banda 1434 cm-! es el estiramiento simétrico de la forma
isobidentada del grupo carbonilo. Las bandas en 1168 y 10692 cm ! pueden
pertenecer a las vibraciones del anillo de benceno del BTC, dentro y fuera
del plano, las vibraciones de flexion del grupo C-H del anillo aromdtico se
pueden relacionar con las bandas en 757 y 720 cm!. Mientras que la banda

en 563 cm! puede asociarse con el enlace Mg-O [47].

El andlisis fermogravimétrico para el material NICS-6(Mg) después del
tratamiento (figura 19, panel B, rojo) también sugiere que la MOF resultante
es la NICS-4(Mg); la pérdida de peso del ~ 4 % observada entre 25-82 °C se
asocia con moléculas de agua fisisorbidas en la superficie del material, del
intervalo 82-212 °C se registrd una pérdida de peso del 27 % correspondiente
a la remocidon de moléculas de H,O coordinadas al Mg, asi como agua
adsorbida. La pérdida de peso del ~ 4 % para el intervalo 212-506 °C podria
atribuirse a moléculas de agua quimisorbidas y ocluidas en los pseudoporos

del material. La pérdida de peso del 45 % entre 506-698 °C indica el
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desprendimiento del ligante BTC de la MOF y su posterior descomposicion.
En el intervalo de 698-797 °C no se registraron cambios significativos,

ddndose solamente la formacion de especies de 6xidos de magnesio [47].

El mayor cambio en la prueba por TGA con respecto al material NICS-6(Mg).
es la pérdida de peso asociada a las moléculas de agua estructurales
coordinadas de manera terminal. El aumento de ~ 4 a 27 % estd en
concordancia con la estructura cristalogrdfica y lo reportado anteriormente
para la MOF NICS-4(Mg) [47]. Las tres pruebas de caracterizacion (FTIR, TGA
y DRX) indican que la MOF NICS-6(Mg) después del tfratamiento en solucién
buffer de fosfatos y etanol se transformé en la MOF NICS-4(Mg).

El cambio de NICS-6(Mg) a NICS-4(Mg) puede atribuirse a la presencia de
moléculas de agua en el medio [buffer de fosfatos/etanol] (35%/65%), dado
que la cristalizacion de la MOF (magnesio y BTC) depende fuertemente en
la polaridad de la mezcla etanol/agua. Por lo tanto, la cantidad de agua y
etanol en la mezcla de reaccién determinaran el nivel de cristalizacion de
la MOF. A mayor concentracidon de etanol el ligante BTC se hace mds
soluble, por lo que la coordinacién entre los grupos carboxilicos del BTC vy el
Mg se favorecen; desfavoreciéndose y disminuyendo la cantidad de
moléculas de agua que actuan como ligandos ferminales con las SBUs de
Mg, promoviendo asi la cristalizacion de las estructuras con mayor

dimensionalidad [47].

El pasar de la MOF con la maxima dimension NICS-6(Mg), sintetizada en un
medio de reacciéon totalmente en etanol, a una MOF de menor dimension
NICS-4(Mg). es causado por la presencia tanto de moléculas de agua como
especies anidnicas (fosfatos), entendiendo que la cantfidad de HO en el
medio dirige la estructura del material resultante. Los dos principales
mecanismos de degradacion cuando una MOF se expone a moléculas de

H>,O, son hidrdlisis, entendida como hidratacion del ion metdlico, y
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desplazamiento de ligante. En nuestro caso particular se llevdé a cabo una
degradacion por desplazamiento de ligante, en donde una molécula de
agua se inserta en la unidn magnesio-oxigeno (M-O) de la MOF 3D NICS-
é6(Mg). dandose de este modo la formacion de cationes (Mg*2) hidratados

asi como la liberaciéon de ligantes (BTC) en su forma aniénica (COO-)s.

En el andlisis termogravimétrico para el material NICS-6(Mg) después del
tratamiento (figura 19, panel B, rojo) se observd un aumento del 23 % de peso
de moléculas de agua coordinadas a los centros metdlicos de magnesio,
con respecto a su contraparte solvatada totalmente en etanol, de igual
manera existio un desplazamiento del 5 % del ligante BTC al medio. En el
espectro infrarrojo (figura 19, panel A, rojo) no se observaron bandas
asociadas al ligante BTC en su forma protonada libre (COOH)s.
Corrobordndose de esta manera el mecanismo de desplazamiento de

ligante debido al aumento en el porcentaje de moléculas de agua [33].

Los iones fosfatos del buffer podrian contribuir a la demetalacion de la NICS-
é6(Mg). ya que de acuerdo a la teoria ABDB la unidn entre bases de Lewis
duras (carboxilatos del ligante BTC) y dcidos de Lewis blandos (iones
metdlicos divalentes Mg*2) es débil. Por lo que los aniones de fosfatos que
son fambién bases de Lewis duras tienen la capacidad de reemplazar al
ligante BTC en los sitios metdlicos de magnesio; aunque es un proceso lento
y resulta de la misma forma en una unidn débil. Por lo que se puede asumir
que el principal mecanismo en la disminucidn de dimensionalidad de la
NICS-6(Mg) es el desplazamiento de ligante propiciado por el aumento de

la concentracion de moléculas de agua [34].
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El comportamiento de disminucion de la dimensionalidad de NICS-6(Mg)3D
—NICS-4(Mg)1D debido a la presencia de agua, ya se ha reportado
previamente para MOFs isoreticulares (IRMOF); un ejemplo son las MOFs que
se componen de cumulos (Zn4O) cuya sensibilidad a la humedad es alta,
convirtiéndose rapidamente en materiales tipo MOF-69, resultando en una

disminucion abrupta en drea superficial [101].

La MOF NICS-6(Mg) después del tfratamiento redujo la dimensionalidad de
sus poros pasado de 3D a 1D, y fransformdndose a la MOF NICS-4(Mg),
debido a la presencia de moléculas de agua en el medio y al mismo
tratamiento en fosfatos. La MOF demostrd una baja estabilidad quimica en

buffer de fosfatos (35 %), con liberacién de ligante BTC.

6.2. Caracteristicas y modelo de formacién de fibras de

HEWL

En este frabajo se utilizaron dos modelos de formacion de fibras amiloides

para los estudios de inhibicidén en presencia de redes metal orgdnicas.

6.2.1. Estudio en agua inyectable

El primer modelo utilizado en este trabajo fue con la proteina HEWLapH 11.8
amortiguador de fosfatos (20 mM), a una temperatura de 37 °C por 72 h;
previamente desarrollado para la formaciéon de fibras amiloides por Cerén
et al. [102]. Algunos de los resultados obtenidos en estas condiciones se
muestran en la Figura 20, en donde la MOF HKUST-1(Cu) tuvo una inhibicion
del 17 %, MIL-53(Fe) y NICS-6(Mg) del 50 %, mientras que la MIL-96(Al) no

mostrd inhibicion.
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Figura 20. Inhibicion de la fibrilogénesis en condiciones alcalinas y con alta concentraciéon
de fosfatos (20 mM). Todas las redes metal orgdnicas se encuentran en una concentracion
de 1 mg-mL-, deteccidon por ThT sin registro de falsos positivos.

A partir de datos de la literatura y de acuerdo a lo realizado en este trabajo
se evidencidé que la estructura cristalina de Ia HKUST-1(Cu) se vuelve
inestable solvatada en agua y su degradacién total se da en unas cuantas
horas (5 h). También se ha descrito en la literatura y se evidencia en este
trabajo que los materiales tipo MIL-n en ambientes que se encuentren fuera
del infervalo acido-base en agua de enfre 6.9 a 7.4 son quimicamente
inestables. Mientras que en presencia de iones de coordinacion capaces de
desplazar al BTC o BDC (aniones de fosfato, PO,’) y que ademds se
encuentren en concentraciones altas, el material se vuelve amorfo. La
degradacion paulatina que sufren los materiales en estas condiciones tiene
como consecuencia la liberacion de los iones metdlicos (Fe*3, Cu*2, Al*3,
Mg*?), propiciando la aparicion de especies como nanoparticulas de
ferrinidrita (Fe2O3) en el caso de la MIL-53 (Fe), asi como liberacion de ligante
al medio; resultando en la pérdida de cristalinidad obteniéndose asi un

material mas amorfo o el colapso total de la MOF [30], [59], [84].

Dado que las condiciones para la formacion de fibras de HEWL en agua en

condiciones bdsicas propicia el colapso parcial o total de las redes metal
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orgdnicas, la inhibicion observada en la figura 20, podria ser causada por
liberacién del ligando (Apéndice A, figura A1), formacidén de especies
metdlicas hidratadas (Apéndice A, figura A2), presencia de la MOF amorfa
o cambios generados por todos los componentes. La inhibicion causada por
los ligantes orgdnicos (BTC, BDC) o por los iones metdlicos hidratados, se

discutird mds adelante para los casos particulares de MIL-53(Fe) y NICS-
6(Mg).

Por lo tanto, se buscaron condiciones donde las redes metal orgdnicas
fueran estables quimicamente, donde la inhibicion fuera dependiente de
interacciones entre la proteina con la estructura de los materiales y no por

cambios generados en las condiciones de la formacion de fibras amiloides.

6.2.2. Estudio en EtOH
En el segundo modelo para la formacion de fibras amiloides de HEWL, se
empled una mezcla de solventes como medio modificado, utilizando 65 %
(v/v) de etanol para aumentar la dispersion y estabilidad coloidal de Ias
redes metal orgdnicas y conseguir reducir la hidrdlisis de los nodos metdlicos.
También se disminuyd la concentracion de iones fosfatos a 1.55 mM vy se
mantuvo un pH de 7.25, para conservar la estabilidad quimica de los

materiales tipo MIL-n [30].

La obtencion de agregados fibrilares en un cosolvente orgdnico es resultado
del cambio de la conformacidon nativa de la proteina a un estado
intermediario, en el cual se reconstruye la capa de solvatacidn con
moléculas de etanol en la superficie de la proteina. Aumentando su
volumen debido al cambio de constante dieléctrica y a la exposicidon de
regiones hidréfolbas debido a la naturaleza del etanol, proceso que no es
posible con agua como uUnico solvente. Esto induce a generar estados
parcialmente desplegados que tienden a la formacion de filamentos
fibrosos [103].
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Todas las MOFs, en este caso la HKUST-1(Cu), MIL-53(Cu), MIL-53(Fe), MIL-
100(Fe). MIL-53(Al), MIL-926(Al) y NICS-6(Mg). se probaron como potenciales
inhibidores de la formacién de fibras amiloides de HEWL en este medio
modificado de etanol al 65% (v/v), usando la técnica de deteccion por
medio de ThT.

En los resultados obtenidos de las cinéticas utilizando deteccidén por ThT, se
generaron dos tipos de falsos positivos. En el primero se observa que HKUST-
1(Cu), MIL-53(Cu) y NICS-6(Mg) a una concentracion de 1 mg-mL' y MIL-
96(Al) a concentraciones de 1y 0.1 mg-mL-!, presentan un aumento de la
fluorescencia, rebasando de manera considerable la fluorescencia del
control positivo (HEWL, 69.44 uM) (Apéndice A, figura A3, panel A). Con
excepcion de la concentraciéon 0.001 mg-mL'la red metal orgdnica MiL-
53(Al) saturd la senal de fluorescencia. Las MOFs MIL-53(Fe) y MIL-100(Fe) no
mostraron aumento de la fluorescencia en ninguna de las concentraciones
probadas y se observd un patrdn de inhibicibn dependiente de

concentracion (datos no mostrados).

El segundo falso positivo muestra que los controles negativos, red metal
orgdnica en presencia de ThT y ausencia de proteina, la fluorescencia
alcanza niveles de intensidad de entre 4000 a 8000 unidades arbitrarias para
HKUST-1(Cu), MIL-53(Cu), y NICS-6(Mg) a concentraciones de 1 mg-mL!, en
comparacion con el control positivo (ThT, ~ 3,500 unidades arbitrarias)
(Apéndice A, figura A3, panel B). Tanto para MIL-53(Al) y MIL-96(Al) a una
concentracion de 1 mg-mL' la fluorescencia del ThT alcanzé el nivel mas
alto de deteccion que permite el espectrofotdbmetro, saturando asi la senal
de fluorescencia. La MIL-53(Al) presentd grandes incrementfos de
fluorescencia entre 10,000 a 70,000 unidades arbitrarias, inclusive a
concentraciones de 0.1, 0.01, 0.001 mg-mL-' (Apéndice A, figura A3, panel
C), siendo la MOF que mds aumento de fluorescencia mostrd. Los materiales

MIL-53(Fe) y MIL-100(Fe) mostraron un aumento de la fluorescencia muy
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tenue, solamente a la concentracion 1 mg-mL' en comparaciéon con el

control positivo ThT.

Todas las redes metal orgdnicas utilizadas en este estudio no emiten
fluorescencia intrinseca en la misma longitud de onda a la cual emite el ThT
(490 nm), a ninguna concentracion (1, 0.1, 0.01, 0.001, mg-mL). El control
negativo del ThT tiene una intensidad de fluorescencia de ~ 3,500 unidades
arbitrarias promedio a lo largo de las 18 h del experimento (Apéndice A,
figura A3, panel D). Por lo que los aumentos drdsticos en la intensidad de
fluorescencia podrian ser consecuencia de la interaccion entre el ThT y las

redes metal orgdnicas.

Cada MOF presentd un patrdén de fluorescencia distinto en su interaccion
con la molécula tioflavina-T, pero se puede determinar que las MOFs con
poros pequenos (HKUST-1(Cu), MIL-53(Cu), MIL-96(Al), MIL-53(Al), NICS-
6(Mg)) tienen la capacidad de activar el mecanismo de fluorescencia del
ThT.

La activacion podria ocurrir cuando la molécula de ThT introduce su anillo
terminal hidréfobo alos poros de la red metal orgdnica, de forma parecida
a su infroduccion en los “canales” de las estructuras de hoja cruzada R en
las fibras amiloides; mientras que el anillo del benzotiazol (figura 4), mira al

solvente [20].

El principal sitio de unidn del ThT es en los “canales” que contengan en su
estructura una gran cantidad de residuos aromdaticos, que presentan una
gran superficie hidrofébica y capacidad de realizar “apilamiento” tipo 1. Las
interacciones tipo 11-11, entre el anillo fendlico del ThT y los anillos aromaticos
de los residuos de la HEWL, son las interacciones predominantes asociadas
alarestriccion del giro del enlace C-C de los anillos de la molécula fioflavina-
T que dan la fluorescencia. Cabe mencionar que la fioflavina-T puede

interactuar con los huecos hidrofébicos de proteinas en su estado globular
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en grandes concentraciones y presentar fluorescencia en intensidades
proporcionales al nimero de interacciones T1-1 presentes y que tiene que

ver con el nUmero de sitios hidrofobos expuestos [21].

Con un proceso similar, el anillo fendlico del ThT podria interactuar con los
grupos benceno (BDC, BTC) de las redes metal orgdnicas, fungiendo ahora
estos como los residuos aromdaticos, que tienen la propiedad de interactuar
con compuestos que contengan anillos bencénicos —de la MOF- a través
de interacciones tipo m-11. La interaccién podria ser parecida a la descrita
por Lin et al. [55] entre el anilo de benceno del ligante BTC de |la HKUST-
1(Cu) vy el anillo fendlico perteneciente al 4-nitrofenol [55]. Adicionalmente
la molécula de ThT cuenta con bases de Lewis (S o N) que se pueden
coordinar con los sitios metdlicos de los materiales formando enlaces S>M o
N->M [104].

Los materiales MIL-53(Al) y MIL-96(Al) en presencia de ThT aumentan su
fluorescencia hasta llegar a niveles de saturacion del detector del equipo.
Este cambio tan drdstico en comparacion con los otros materiales puede
deberse a que la intensidad de la emisidén total del ThT depende de la
disponibilidad que exista de los sitios de unidn. De manera que el
rendimiento cudntfico también diferird ya que depende de la naturaleza
quimica exacta que presenten los sitios de unidn, tanto -1 como Metal-

ligante.

Se ha observado que la intensidad de fluorescencia del ThT difiere de forma
sustancial cuando se une a los “canales” de las fibras formados por dos
isoformas bastante similares del péptido PB-amiloide, de manera similar.
Aunque el mecanismo de activacion de fluorescencia del ThT propuesto por
parte de las MOFs sea parecido, la intensidad de fluorescencia varia

dependiendo de las caracteristicas quimicas particulares de los sitios de
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unién, de las cavidades y en general de como se lleva a cabo la interaccion

del ThT en cada MOF particular [105].

Por otro lado, la ausencia de fluorescencia para el ThT cuando interacciona
con la MIL-53(Fe) y con MIL-100(Fe), indica que esta interaccion no se esta
realizando (apéndice A, figura A3, panel B); en el caso de la MIL-53(Fe)
podria deberse a que en las condiciones de solvatacidn se observd el
colapso parcial de la MOF (figura 13, panel C); ya que no hay poros ni anillos
aromaticos rigidos del ligante (BDC) en la superficie del material, donde se
puedan presentar las interacciones tipo -1 para la restriccion del giro del
ThT. Un mecanismo similar al descrito se reportd previamente por Guo et al.
en el cual demostraron que la MIL-53(Fe) pierde capacidad de adsorcion
del colorante naranja acido 7, después de lavar el material en repetidas
ocasiones con agua desionizada y etanol. Como consecuencia observaron
la liberacidn de iones metdlicos de Fe*3, evento asociado con la pérdida de

cristalinidad del material [106].

Para la MIL-100(Fe), la ausencia de interacciéon fluorescente puede ser
causada por la rapida difusidn del ThT entre los poros del material, el gran
didmetro de los mesoporos permite que la resistencia a la difusidon fuera de

los poros sea muy débil y no exista gran adsorcion de ThT [107].

Se haregistrado la interaccion por medio de adsorcion entre la MIL-100(Fe)
y las moléculas: progesterona, doxorubicing, ibuprofeno, cafeina, aspirina,
Rojo Congo y estaaduvina, que son moléculas de tamano parecido al ThT.
Siendo muy posible que la MIL-100(Fe) adsorba en su totalidad al ThT, no
proporcionando el mismo tipo de “anclaje” del anillo fendlico del ThT en los
poros pequenos de MOFs microporosas, permitiendo asi el giro libre del
enlace C-C de los anillos del ThT [108]. Aunque podrian existir interacciones
entre los sitios (cus) de Fe*3 de la MIL-100(Fe) y los grupos polares del anillo

benzotiazol del ThT, estas serian débiles y no son consideradas decisivas en
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el mecanismo de fluorescencia del ThT como las interacciones de

“apilamiento” fipo Tr-1T [21].

Estos posibles mecanismos de interaccion entre el ThT y las MOFs deben ser
analizadas a profundidad para cada caso particular, y ser considerados solo
como aproximaciones. Pero podria emplearse como una prueba cualitativa
indirecta de la conservaciéon de la estructura tridimensional en las MOFs en
distintos ambientes de solvataciéon o de ser necesario llevar a cabo una

curva patrén para poder analizar el efecto de manera cuantitativa.

Por lo anterior, se decidié no emplear los resultados obtenidos utilizando ThT,
ya que no es fiable en todos los casos para determinar si existe inhibicion por

esta técnica.

La obtencién de falsos positivos en la deteccidn por ThT hizo que se optara
por determinar la formacion de fibras amiloides midiendo la fluorescencia
intfrinseca de la proteina. Debido a esto se volvieron a realizar las pruebas de
inhibicion en 65% (v/v) de etanol utilizando la HKUST-1(Cu), MIL-53(Cu), MIL-
53(Fe), MIL-100(Fe), MIL-53(Al), MIL-96(Al) y NICS-6(Mg); midiendo la emisiéon
a 335 nm, donde se realizaron dos fipos de experimentos, en presencia y

ausencia de Thr.

Se readlizaron experimentos control detectados con fluorescencia infrinseca
en presencia de ThT, en éstos, no se observd aumento de fluorescencia en
el control negativo de las redes metal orgdnicas a ninguna concentracion
(apéndice A, figura A4, panel A). Mientras que en ausencia de ThT todas las
MOFs utilizadas no emitieron fluorescencia intrinseca (em 335 nm) a ninguna

concentracion utilizada (apéndice A, figura A4, panel B).

Las cinéticas de inhibicion en presencia de HKUST-1(Cu), MIL-53(Cu), MIL-
53(Fe), MIL-100(Fe), MIL-96(Al), MIL-53(Al) y NICS-4(Mg) tanto en presencia

como en ausencia de ThT tienen el mismo patron de inhibicion a todas las
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concentraciones utilizadas (1, 0.1, 0.01, 0.001, mg-mL'); diferencidndose
Unicamente en una disminucion del 33 % de la intensidad de fluorescencia
infrinseca en presencia del ThT, incluyendo el control positivo de HEWL (69.44
UM) (apéndice A, figura A4, panel C). Por lo que en presencia del ThT la

fluorescencia intrinseca de la proteina se ve afectada.

Dado que la cantidad de fibras amiloides formadas no se ve afectada por
la presencia de la tioflavina-T, la disminucion de la fluorescencia en
presencia de ThT puede estar relacionada con un fendmeno de

apagamiento y no con cambios estructurales inducidos por el ThT.

Esbjorner et al. [105] han reportado que la molécula de ThT tiene la
capacidad de autoapagarse gradualmente a altas concentraciones. Los
autores describen el mecanismo de autoapagamiento del ThT como de
apagamiento dindmico del estado excitado, siendo un proceso de
relajacion no radiativo que disminuye el tiempo de vida de la fluorescencia
en un 30 %. Al mismo tiempo el rendimiento cudntico o la luminiscencia
disminuye en relacidén con el aumento de la concentracidon del colorante
[105].

La disminucion de fluorescencia intrinseca en presencia del ThT observada
en estos resultados, puede obedecer a un proceso de apagamiento de
colisibon o dindmico donde el estado excitado del fluoréforo (fibras
amiloides) es desactivado cuando entra en contacto con el apagador
(ThT). Se ha descrito que las aminas aromaticas (anillo hidréfobo, con grupo
dimetilamino) son eficientes apagadores de grupos aromdticos no

substituidos (residuos aromaticos) [109].

Debido a que el apagamiento requiere contacto molecular entre el
fluordforo y el apagador por medio de encuenfros difusivos, las
interacciones electrostaticas e impedimentos estéricos deben ser minimos

entre ellos. El fendmeno de apagamiento solo se da a distancias cortas por
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lo que el medio debe permitir una gran difusion, para que la interaccion de
apagamiento se vuelva significativa y debe existir contacto entre las
moléculas interactuantes, eso en una magnitud menor a la suma de los
radios de van der Waals de los dtomos interactuantes (intermolecular). La
distancia minima para que el apagamiento tenga una eficiencia del 100 %
esde 7 A para los radios de van der Waals, de esta manera la distancia entre
la nube electrénica de las moléculas es de menos de 2 A, distancia

molecular necesaria para el apagamiento de colision [109].

La distancia entre la tioflavina-T y los residuos de aminodcidos que
conforman los “canales” de unién en las fibras amiloides de HEWL es de 4 A,
por lo que es posible suponer que el apagamiento es de tipo dindmico o de
colision y podemos descartar un proceso de transferencia de energia por
resonancia [21], [105], [109].

Se decidid solo mostrar las cinéticas de inhibicidon detectadas por
fluorescencia intrinseca en ausencia de ThT, ya que el patrén de inhibicion
se conserva. Pero como senalan Hudson et al. [23] la cuantificacion por ThT
de fibras amiloides debe usarse con precaucidn en presencia de
compuestos exdgenos que contengan estructuras aromdticas. Ya que
puede existir inferaccion directa entre el ThT y el compuesto inhibitorio
exdgeno o competencia de unidén a las fibras amiloides con el ThT [23].
También se ha observado que pese a que el ThT tiene la reputacion de ser
un fluoréforo que no afecta la estructura final de las fibras amiloides puede

inducir la compactacion de los agregados amiloides [105].
6.3. Estudios de interaccion entre MOFs y HEWL

Para determinar la capacidad inhibitoria de las redes metal orgdnicas,
HKUST-1(Cu), MIL-53(Cu), MIL-53(Fe), MIL-100(Fe), MIL-53(Al), MIL-94(Al) y
NICS-6(Mg) a concentraciones de (1, 0.1, 0.01, 0.001, mg-mL') en la
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formacion de fibras amiloides de HEWL, se realizaron cinéticas de 18 h en

65% (v/v) de etanol midiendo la fluorescencia intrinseca a 335 nm.

El efecto de inhibicion durante la formacion de fibras amiloides, se relaciona
con cambios en la intensidad de fluorescencia y con modificaciones en el
tiempo que duran las fases de nucleacion, elongaciéon y estacionaria del
modelo de polimerizacion, con respecto alos valores de intensidad y tiempo

de las fases del control positivo (HEWL).

En el control positivo (HEWL) se observa que la fase de nucleacion dura 2.5
h (figura 21), este valor corresponde al pardmetro tiag. Mientras que se llega
a la mitad de la fase de elongacién en 11.7 h, siendo el pardmetro ti,2. La
maxima formacion de fibras amiloides utilizando la proteina HEWL se alcanzé

en 18 h, con una intensidad de fluorescencia de 1210 unidades arbitrarias.

1200
=== [HEWL] 69.44 uM
1100 ~
1000 ~

900

800

Intensidad de fluorescencia (u.a.)

700 4

600 T T T T T T T T 1

tiempo (h)

Figura 21. Cinética de formacién de fibras amiloides utilizando la proteina HEWL en
solucién [buffer de fosfatos/etanol] 1.55 mMM/2.12 mM (65 %) por 18 h, deteccién por
fluorescencia intrinseca (emisién a 335 nm).

Las modificaciones, aumentos o disminuciones de los valores de tiag y t1/2 con
respecto a los del control positivo (Tabla 2Tabla 2), asi como los cambios en
la infensidad de fluorescencia son los pardmetros que se tomaron como

indicativos del potencial efecto inhibitorio por parte de las MOFs.
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Tabla 2. Pardmetros de duracién (t) de las fases de nucleacién y elongacién, asi como
de laintensidad de fluorescencia del control positivo de las fibras amiloides usando HEWL.
[HEWL] uM tiag (h) ti2(h) Intensidad mdxima de fluorescencia (u.a.)

69.44 2.5 11.7 1210

Los pardmetros de tiag Y 112 se obtuvieron a partir de un ajuste de puntos
para una funcion sigmoide usando la ecuacion de Boltzmann, donde los
valores dx y x0 son los pardmetros de tiempo de las fases de nucleaciéon y

elongacion, respectivamente (apéndice B).

6.2.3. Inhibicion de fibras amiloides de HEWL por de los componentes
simples de las MOFs

La presencia de los materiales tipo MOF en la formacion de fibras amiloides
modifica el crecimiento de la funcidn sigmoide con respecto a los
pardmetros de las fases de nucleacion y elongacion (intensidad de
fluorescencia y tiempo) del control positivo [HEWL] (Tabla 2). Y antes de
analizar los materiales es necesario estudiar los componentes inorgdnicos y
orgdnicos de los mismos por separado para diferenciar las caracteristicas de
una posible inhibicidn y determinar los umbrales en los que estos
componentes simples causarian un posible efecto inhibitorio. Estos resultados
fueron tomados de las figuras A1y A2 del apéndice A y el resumen de dichos
valores se muestra en la Tabla 3. Estos resultados claramente indican que la
inhibicion de formacion de fibras de la HEWL comienza en valores de 247 uM
para Fe(NOz)39H20, con excepcion del AI(NOsz)z9HO, que no mostrd
inhibicion. Mientras que la inhibicion total se comienza a alcanzar en
concentraciones 10 veces mayores. Vale la pena recalcar que también los
ligantes orgdnicos BTC y BDC causan inhibicidon pero en concentraciones

mayores, un ~ 53 % mds en comparacion a las sales metdlicas.
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Tabla 3. Datos de concentraciones cuando se comienza a inhibir ([ ]a) y cuando se

consigue la inhibicién total ([ ]tor) del proceso de nucleaciéon de HEWL empleando los
componentes simples de MOFs.
Componente de MOF [Componente]c [Componente]tor
(uM) (MmM)
CuU(NO3)2-3H20 413.9 413
Fe(NOs)s 2H20 247.0 2.47
Mg (NQO3)2 -6H20 390.0 3.90
Al(NOs3)39H20 - -
BTC 475.9 4.76
BDC 601.9 6.02

(---) no presenta inhibicion.

6.1.1. MOF HKUST-1(Cu) y HEWL

La presencia de HKUST-1(Cu) en la formacién de fibras amiloides modifica el
crecimiento de la funcién sigmoide con respecto a los pardmetros de las
fases de nucleacion y elongacion (intensidad de fluorescencia y tiempo) del
conftrol positivo [HEWL] (Tabla 2).

La HKUST-1(Cu) a una concentracion de 1.65 mM logré modificar de manera
considerable tanto la fase lag como la fase de crecimiento, causando una
disminucion significativa de la intensidad de fluorescencia (figura 22). Las
alteraciones en ambas fases estdn relacionadas con cambios en las
constantes de velocidad, primordialmente para las reacciones de
nucleacion secundaria pero también para las asociadas al proceso de
elongacion. Para la concentfracion de 165.32 pM igualmente se vio
modificado el proceso de nucleaciéon secundaria y elongacion [16], [36]. Las
concentraciones de 1.65 y 16.52 uyM de HKUST-1(Cu) no presentaron

inhibicion significativa en la formacion de fibras amiloides (figura 22).
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Figura 22. Cinéticas de formacion de fibras amiloides de HEWL en ausencia (verde) y en
presencia de diferentes concenfraciones de [HKUST-1(Cu)].

La Tabla 4 indica que la fase lag se prolongd 36 min mds y se llegd 6 h antes
al valor t12 para la concentracion de 1650 uM de HKUST-1(Cu), la intensidad
de fluorescencia disminuyd un 54 %. Para la concentraciéon de 165.32 uM de
HKUST-1(Cu) la intensidad de fluorescencia decayd un 37 % vy la fase lag se
redujo 30 min, mientras que se llegd al valor de ti/2, 3.4 h antes con respecto

al control positivo (HEWL).

Tabla 4. Pardmetros de duracién (t) de las fases de nucleaciéon y elongacién promedio e
intensidad de fluorescencia de formacion de fibras en presencia de la MOF HKUST-1 (Cu).

[HKUST-1(Cu)] uM tiag (h) ti2 () Intensidad mdaxima de fluorescencia (u.a.)
1650 3.1 5.7 824
165.32 2 8.3 978
[HEWL]
69.44 2.5 11.7 1210

El mecanismo de interaccion entre la HEWL y la HKUST-1(Cu) podria ser
parecido al reportado por el grupo de Liu et al. [52] que inmovilizaron una
proteina de 210 aminodcidos en su forma nativa (lipasa de Bacillus subtilis)
en HKUST-1(Cu) que mantiene la funcionalidad biolégica después de la

union. Describiendo el proceso como de adsorcion de la proteina en la
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superficie de los cristales de MOF, facilitando la estabilizacion del complejo

proteina-MOF por interacciones de van der Waals [52].

Oftro posible mecanismo de interaccion entre la HKUST-1(Cu) y una enzima
(citocromo C) es el descrito por Ming et al. [110], donde el citocromo C de
104 aminodcidos se encapsuld en la MOF mesoporosa Tb-mesoMOF; el
citocromo C es mds grande que las aperturas de las cavidades mesoporosas
pero mds pequena que el didmetro de las cavidades de la Tb-mesoMOF. El
citocromo C tuvo que adoptar un cambio conformacional parcial, distinto
al estado nativo y desplegado (parcialmente desplegado), para realizar el
proceso de entrada a las cavidades porosas; este mecanismo es parecido
al realizado en células conocido como translocacion proteinica, donde
éstas, atraviesan ciertos organelos por medio de complejos de nanoporos
(figura 23) [35].

a2

2

b

= Despliegue
@@ Parcial

Adsorcién Entrada en
Superficial Poros

Migracién
a los poros

==

Figura 23. Esquema del mecanismo tentativo de la translocacién de una proteina
(citocromo C) alas cavidades de una MOF (Tb-mesoMOF). El primer paso del mecanismo
involucra adsorcién superficial (arriba, izquierda) seguido por un desplegamiento parcial
de la proteina (arriba, derecha), posteriormente la proteina parcialmente desplegada se
divide entre la superficie y los poros exteriores (abajo, derecha), para finalmente migrar
al interior de las cavidades porosas interiores (abajo, izquierda). Modificado de [35].
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El mecanismo para la lipasa de Bacillus subtilis, se describe como de fijacion
superficial, pero es para una proteina que se encuentra en su estado nativo.
En el sistema de formacion de fibras amiloides en presencia de etanol, se
inducen dominios especificos de la proteina HEWL para generar especies
parcialmente desplegadas. Debido a esto se sugiere un doble mecanismo
de interaccion, donde la regibn menos amiloidogénica de la HEWL
interacciona con la superficie de la HKUST-1(Cu) por medio de interacciones
de van der Waals. Y la region con mayor tendencia al estado amiloide sufrird
un proceso de encapsulacion en los poros de la HKUST-1(Cu), parecido al

descrito para el citocromo C (figura 23) [35].

Si el mecanismo de encapsulacidon por poros sucede, los aminodcidos en los
dominios parcialmente desplegados de la HEWL (dominio B y hélice o C) se
difundirdn dentro de las cavidades de la HUSKT-1(Cu), y podrdn tener
interacciones tanto débiles no covalentes (puentes de hidrogeno,
hidréfobas, electrostaticas, interacciones 1-1m) como covalentes (enlaces de
coordinacién) con los metales del material (figura 23). Este tipo de
inferacciones se han descrito anteriormente en otros estudios, como el
mecanismo de adsorcion enfre HKUST-1(Cu) y moléculas toxicas como el

azul de metileno y el 4-nitrofenol [55], [T111].

La HKUST-1(Cu) pertenece al tipo de redes metal orgdnicas que contiene
una alta concentracion de sitios (cus), recordando que se fratan de sitios
metdlicos de coordinacion no saturados, lo cual es caracteristico de los
sistemas dinucleares metdlicos con ordenamiento de ‘“rueda de paletas”
[33].

En la HKUST-1(Cu) la presencia de moléculas de agua en la primera esfera
de coordinacion de los iones de cobre se ha sugerido como el detonante
para la aparicion de un sitio de coordinacion no saturado en el ion Cu(ll)

[50]. Las moléculas de agua tienen una fuerte afinidad por los centros idbnicos
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metdlicos debido al gran momento dipolar de las especies dinucleares de
cobre (Cu-Cu) [51].

La HKUST-1(Cu) en sistemas totalmente acuosos coordina gradualmente
mdas moléculas de agua en los (cus) debilitando estructuralmente a la MOF.
Esto ocurre hasta el punto del colapso de la red metal orgdnica teniendo
como consecuencia la liberacion del ligante BTC en su forma protonada, asi
como del hidroxido de metal Cu(OH)2 [58] o el metal solvatado. La HKUST-
1(Cu) en presencia del tratamiento [buffer de fosfatos/EtOH] conservo la
estructura tridimensional (figura 7, panel C, rojo). Por lo que es posible asumir
que los sitios de coordinacion no saturados siguen disponibles para
interactuar. Los sitios (cus) se activan cuando las moléculas de agua son
desplazadas del centro metdlico, la activacion se puede dar por medio de
temperatura, simplemente por la selectividad dcido-base o por cambios en

el disolvente [112].

Los sitios (cus) pueden interactuar con moléculas polares, teniendo la
habilidad de sustituir las moléculas de solvatacion (H2O, EtOH) previamente
coordinadas, siempre que exista una gran concentracion de moléculas
polares que puedan actuar como bases de Lewis o que exista alta afinidad
por dichos sitios [29]. Los (cus) son parcialmente positivos, por lo que pueden
inferactuar con moléculas aniénicas polares o parcialmente negativas por
medio de interacciones electrostdticas, como son los cuatro dacidos
aspdrticos (D48, Dé6, D88, D101) de la zona amiloidogénica que a pH
fisiologico tienen carga negativa [1]. Los aminodcidos como la asparagina
(5), glutamina (1), serina (?) y treonina (3) pueden ser considerados bases de
Lewis por tener varios pares de electrones no apareados en su estructura
molecular. Teniendo una probable habiidad de formar enlaces de
coordinacién con los sitios (cus) de Cu, ademds de ser aminodcidos mds
blandos por el principio ABDB y que deberian interaccionar mas fuertemente

con dicho metal [113]. Se ha propuesto un mecanismo redox para las
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especies ionicas de Cu(ll) y Cu(l) a pH neutro, con capacidad de formar
enlaces de coordinacion entre cadenas laterales de aminodcidos vy los

orbitales vacios del ion cobre (cus) [113].

La MOF HKUST-1(Cu) es capaz de quimisorber diferentes compuestos
orgdnicos con grupos funcionales donadores de electrones, como aminas,
alcoholes, carbonilos y carboxilatos. Los grupos amino y carbonilo de la
cadena principal, perteneciente a los dominios amiloidogénicos en el
centro hidrofébico de la proteina (HEWL), expuestos al solvente por el efecto
del etanol, podrian contar con la potencial capacidad para formar
coordinaciones C=0->Cu (cus) o en el material hidratado se forman puentes
de hidrogeno entre los N-H de los enlaces peptidicos y las moléculas de
agua coordinadas a Cu (cus) de las maneras siguientes O=C-NH --‘H,O->Cu
/ HN-C=0O---HO>Cu [112]. De hecho este ftipo de interacciones

predominarian en casi todos los sistemas MOF -+ Proteina.

Otra probable interaccién entre los sitios (cus) y la seccidn amiloidogénica
de la HEWL, es con los dos puentes disulfuro intramoleculares (Cysé4-Cysé8,
Cys76-Cys?94), que podria suceder de manera andloga por lo descrito por
Qiu et al. [104]. Estos investigadores describieron la funcionalizacion selectiva
de la HKUST-1(Cu) por grupos sulfhidrilos, siendo un proceso postsintético
simple. La union entre los centros metdlicos con propiedades de dcidos de
Lewis (sitios de coordinacion no saturados) y la molécula con caracteristicas

de base de Lewis (grupo tiol), se da por medio de enlaces R-HS>Cu [104].

Otro forma de relacion que podria suceder con redes metal orgdnicas que
contengan ligantes con grupos funcionales bencenocarboxilicos, son
interacciones de “apilamiento” 1-11. Este tipo de ligantes tienen afinidad por
atraer compuestos que contengan anillos de benceno en su estructura. Los
aminodcidos aromaticos tirosina (Y53) y los triptdéfanos (W62, Wé3), poseen

anillos de benceno, por lo que podrian unirse a la superficie del anillo
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aromdatico del BTC, tanto por interacciones -1 como por intferacciones

hidrofobas [55].

Cabe senalar que para el material HKUST-1(Cu), el mecanismo de adsorcion
predominante se realiza mediante la interaccién de las moléculas con el
material por medio de un proceso de difusion en los poros solvatados vy
posteriormente una adsorcion en la superficie interna de la MOF. La MOF
HKUST-1(Cu) tiene muchos sitios (cus) de tipo dcido de Lewis y por lo tanto
gran reactividad. El proceso de difusion en los poros es determinante
(imitante) para que las interacciones anteriormente mencionadas se
pueden llevar a cabo. Esto debido a que la mayoria de los sitios (cus) con
potencial capacidad de formar interacciones (que no estén formando
enlaces con el ligante orgdnico) con moléculas orgdnicas se localizan en el
interior de las cavidades del material poroso [93], [101]. A este mecanismo
de adsorcion de la HKUST-1(Cu) se le podria atribuir no observar una
inhibicion total en 18 h (figura 22) a la mayor concentracion de la MOF (1.65
mM), asi como al tamano de poro del material. Por lo tanto el mecanismo
de inhibicion de la HEWL en Ia HKUST-1(Cu) deberd ocurrir en su mayoria
sobre la superficie externa del material, sin inferaccionar fuertemente con

los poros internos.

Previomente Bocharova et al. [114] reportaron que concentraciones
micromolares de Cu*?2 a pH 7. 2 inhibe la formacion de fibras amiloides de
una proteina recombinante tipo prion. Aunque la capacidad de unidn del
Cu*2 disminuyd a pH 6, y también observaron ciertos procesos de
coordinaciéon interfibrilar. En condiciones fisiologicas los iones de cobre se
unen a las placas amiloides del péptido AR induciendo la formacion de
especies de oxigeno reactivas toxicas, aunque a la fecha no se sabe con
certeza el papel que juegan los iones de cobre en la formacién de las fibras
amiloides [113], [114].
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El andlisis termogravimétrico indicd que la liberacion de las especies de
cobre al medio de reaccién fue casi insignificante (~ 1 %) (figura 7, panel B,
rojo) al comparar los termogramas. Se determind que es necesaria una
concentracion de 4.14 mM de sal de nitrato de cobre(ll) trinidratado
(Cu(NO3)2:3H20) para obtener una inhibicion casi total y una concentracion
de 413.9 uM para una inhibicidn parcial en la formacion de fibras amiloides
de HEWL (Tabla 3), para las condiciones de nuestro sistema de reaccion.
Dado que la cantidad de especies de cobre liberadas fueron muy bajas, se
puede descartar casi totalmente la participacion de estas especies en el
mecanismo de inhibicidon observado para la HKUST-1(Cu) (figura 22). El pH
después del tratamiento disminuyd ligeramente (apéndice A, tabla 1), y
podria afectar la reactividad de los iones de cobre y por ende su habilidad
inhibitoria. Alteraciones del pH también pueden afectar el equilibrio general
de la formacion de fibras amiloides, aunque el cambio fue muy tenue para

considerarse un factor relevante para modificar el proceso inhibitorio [18].

Todas las sales utilizadas para observar su efecto inhibitorio son nitratos de
metales (Cu, Fe, Al y Mg) con diferentes grados de hidratacion (H20), las
distintas sales tuvieron cinétficas de inhibicidon particulares y con
comportamientos distintos (Tabla 3). Dado que lo constante en todas las
sales es el nitrato y lo variable el ion metdlico podemos asumir que el
causante de la inhibicidn es el componente metdlico, aunado a lo
previaomente reportado [114]-[116]. La HKUST-1(Cu) tiene en una
concentracion total de 1.65 mM iones de cobre en su estructura para la
mayor concentracion, ésta Ultima propicia una inhibicion casi total (figura
22).

La liberacion de BTC al medio en su forma protonada fue del 5 % (figura 7,
panel B, rojo) que es ca. 82.5 uM en el medio, que seria lo disponible en
solucion en la mayor concenfracion  (1.65 mM de HKUST-1(Cu)). En

comparacion, son necesarias concentraciones de BTC de 4759 y 475.87 uM
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para obtener una inhibicidon total y parcial, respectivamente, en nuestro
sistema (Tabla 3). Por lo tanto es posible descartar que la concentracion

liberada de BTC influy6 en el proceso de inhibicion general.

La MOF HKUST-1(Cu) para la concentracion (1.65 mM) donde se observd
una inhibicion casi total (figura 22), cuenta con una concenfracion de 1650
UM para BTC y para iones de cobre, en comparacioén con la cantidad
necesaria para lograr una inhibicion parecida usando los compuestos por
separado que son [BTClior=4.76 y [Cu]io1=4.13 mM, (Tabla 3). Se puede
indicar que es ca. 2.5 veces mds efectivo el uso de la HKUST-1(Cu) a una
concentracidon de 1.65 mM que el uso de los componentes BTC y Cu*2 por

separado.

De acuerdo al andlisis de TGA se liberd un 18 % de DMF después del
tratamiento del material HKUST-1(Cu), ya que se encontraba ocluida en los
poros desde la sintesis. Es conocido que la presencia de diversos solventes
orgdnicos como son etanol, metanol, terbutanol y DMF a pH 7 y 24 °C,
inducen la formacidon de fibras amiloides. De esta manera, Ia DMF es un
factor que promueve la formacién de fibras, sin embargo el papel de la
HKUST-1(Cu), es significativo ya que aunque la inhibicion este ligeramente
(para formar fibras se requieren sistemas al 60-70 % de DMF) arrestada por la

presencia de DMEF si se consigue la inhibicion [117].

La HKUST-1(Cu) como potencial inhibidor, pudo retardar parcialmente la
adicidon de mondmeros protfeinicos a agregados fibrilares ya existentes e
impedir la reaccion de adicidn de mondmeros sobre la superficie de las
fioras, por medio de una adsorcion parcial de la HEWL en su estado
desplegado en la superficie externa de los cristales de HKUST-1(Cu), ademds
con posibilidad de que una pequena fraccion de la biomolécula se
acomode denfro de los poros. Esto en conjunto con las distintas

inferacciones fisicoquimicas posibles enfre ambos sistemas. Solamente a la
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mayor concenfracion de MOF (1.65 mM) se observd una inhibicion

considerable, y no fue una inhibicion total o prolongada.
6.1.2. MOF MIL-53(Cu) y HEWL

La MIL-53(Cu) exclusivamente mostrd inhibicion de la formacion de fibras
amiloides a una concentracidén de 4.39 mM, pero los tiempos de
modificacion de las fases lag y de elongacidon son muy cortos, para

considerarla un inhibidor eficiente a esta concentracion (figura 24).
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Figura 24. Cinéticas de formacion de fibras amiloides de HEWL en ausencia (verde) y en
presencia de diferentes concentraciones de [MIL-53(Cu)].

El material MIL-53(Cu) mostrd una alteracion muy tenue de la fase lag y de
la fase de crecimiento, a su vez la intensidad de fluorescencia disminuyd un
porcentaje bajo (Tabla 5) en comparacion al control positivo, y esto

solamente ocurrid para la concenfracion mas alta de MIL-53(Cu).

Tabla 5. Pardmetros de duracién (1) de las fases de nucleacién y elongacién promedio e
intensidad de fluorescencia de formacién de fibras en presencia de la MOF MIL-53 (Cu).

[MIL53(Cu)] mM tiag (h) 172 (D) Intensidad mdaxima de fluorescencia (u.a.)
4.39 3.7 12.6 1205
[HEWL]

69.44 2.5 11.7 1210
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En la Tabla 5 se muestra que ala concentracion de 4.39 mM la fase lag durd
1.2 hmds y el valor ti2se alargd 1 h, con respecto a los valores del control
positivo (HEWL), la intensidad de fluorescencia solamente disminuyd un ~ 1
%.

La incapacidad de inhibir la formacion de fibras amiloides por parte de la
MOF MIL-53(Cu), podria deberse a la inhabilidad de adsorber las zonas
parcialmente desplegadas de la HEWL ya que el material no tiene poros del
tamano adecuado para que la interaccidbn con la proteina sea
desestabilizante o que existan las interacciones necesarias con ella. En esta
estructura aungue los poros se encuentran abiertos teniendo un didmetro
de poro de 5.2 A, comparado con el de la proteina (32 A) son insuficientes
para gque la interaccidn sea eficiente. Porlo que se dificultaria la entrada de
los aminodcidos para interaccionar con los sitios (cus). Usualmente la MIL-
53(Cu) adsorbe moléculas pequenas como didxido de carbono (CO) y
metano (CHa) [61], [63], [66].

Aunqgue la MIL-53(Cu) es un material que cuenta con (cus) de cobre, donde
posiblemente podrian llevarse a cabo interacciones entre los aminodcidos
y los (cus) superficiales del material, MIL-53(Cu) necesita estar en solventes
altamente polares (DMF) y en presencia de altas concentraciones de
hidroxido de sodio (NaOH) para poder potenciar e incrementar las
inferacciones (cus) entre moléculas huésped y hospedero [60], [118]. Una de
las interacciones débiles principales que permite el autoensamblaje de las
fioras amiloides son las de “apilamiento” tipo ™ enfre aminodcidos
aromaticos, por lo que su inhibicidon es fundamental para el impedimento de
la fibrlogénesis. La MOF MIL-53(Cu) tiene un ligante orgdnico con grupos
bencenocarboxilicos capaz de interactuar con los anillos de benceno de los
residuos aromaticos por medio de interacciones 11-11, pero la forma cristalina

del material se encuentra en capas mantenidas por medio de interacciones
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cohesivas del tipo -1 y puentes de hidrogeno, por lo que son dificiles de

superar por otras interacciones intermoleculares [61], [9].

Para este material no se observd liberacion al medio de BDC en su forma
protonada o especies de cobre (figura 8, panel Ay B, rojo), y no se alterd el

valor del pH (apéndice A, tabla 1).

La MIL-53(Fe) no se "activd” por calcinacion, sin embargo sus sitios (cus)
pueden encontrarse parcialmente disponibles por los lavados con etanol,
de cualquier manera la inhibicidn observada por la MOF es prdcticamente

nula.
6.1.3. MOF MIL-100(Fe) y HEWL

El material MIL-100(Fe) presentd una inhibicién casi del 100 % para el proceso
de formacidén de fibras amiloides, con excepcidén de la concentracion
menor de MOF (1.53 uM). Las demds concentraciones presentaron
alteraciones en los tiempos de duraciéon de las fases lag y de elongaciéon, y

también disminuyeron la intensidad de fluorescencia (Tabla é).

Se registré que la fase de elongacion durd mds tiempo con respecto al
control positivo (HEWL) y hubo una disminucidon en la intensidad de
fluorescencia para la concentracion de 15.37 uM de la MOF MIL-100(Fe). Sin
embargo, no son cambios suficientemente significativos para considerar
que a esta concenfracion la MIL-100(Fe) sea un inhibidor eficaz. A la
concentracion de 153.71 uM de MIL-100(Fe), en la figura 25, se observa un
alargamiento tanto de la fase lag, como de la fase de elongacion. Donde
el punto de inflexion entre las dos fases es poco distinguible, indicando que
el evento de ramificacion por nucleacion secundaria de la fibra amiloide es
el principal proceso inhibido, aunque también se ve afectado el proceso de
elongacion. En la concentracion mayor, 1.53 mM, observamos en la figura
25, principalmente ala fase lag e indicios del inicio de la fase de elongacion.

Mientras que la fase estacionaria no se detectd en el fiempo que durd la
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cinética (18 h), por lo que el principal proceso inhibido es el asociado con la
nucleacion primaria y al final de la cinética también se observa en cierta
medida el proceso de inhibicidon de elongacion de las fibras amiloides [16],
[36].
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Figura 25. Cinéticas de formacion de fibras amiloides de HEWL en ausencia (verde) y en
presencia de diferentes concentfraciones de [MIL-100(Fe)].

El tiempo de la fase lag se acortd por 6 min y el valor de 1, se alargd por 2.2
h, para la concentracion de 15.37 uM. Para la concentracion de 153.71 uM,
la fase lag durd 2.3 h mds y el de ti2 durd 1.1 h mds. Por Ultimo, a la
concentfracion de 1537.10 pM no se observd un aumento de la
fluorescencia, manteniéndose la mayor parte del tiempo en la fase lag. Las
concentraciones 15.37 uM y 153.71 uM disminuyeron la fluorescencia en 19
% en promedio, y a la mayor concentracion, 1537.1 uM, la intensidad de
fluorescencia se mantuvo en valores alrededor de 250 unidades arbitrarias.
No hubo formacién del patréon cinético sigmoide indicativo del proceso de
formacion de fibras amiloides. Dado que no se observaron las fases de
elongacion y estacionaria, no es posible determinar los tiempos de las fases
por el modelo (ecuacidon de Boltzmann) de ajuste, de forma confiable (Tabla
6).
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Tabla 6. Pardmetros de duracién (t) de las fases de nucleacién y elongacién promedio e
intensidad de fluorescencia de formacién de fibras en presencia de la MOF MIL-100(Fe).

[MIL100(Fe)] uM flag (M) ti2 () Intensidad mdxima de fluorescencia (u.a.)
1537.1 ND ND 250
153.71 4.8 12.8 989
15.37 2.4 13.9 973
[HEWL]
69.44 2.5 11.7 1210

La inhibicién de la formaciéon de fibras amiloides a una concentracion de
1.53 mM por parte de la MOF MIL-100(Fe), podria darse a través del
mecanismo de encapsulacidon por poros. Los materiales mesoporosos que
poseen canales de cavidades largas tienen la capacidad de usarse como
plataformas de inmovilizacion de proteinas debido a esta posibilidad de
oclusion parcial o total de la biomolécula en funcidn del tamano del poro
de la MOF. La infroducciéon de la HEWL a las cavidades de la MOF podria
suceder de manera andloga al mecanismo por encapsulacidon por poros

(figura 23) descrito para la Tb-mesoMOF [35].

Se ha descrito anteriormente que la MIL-100(Fe) puede encapsular de
manera eficiente a una gran cantidad de fdrmacos y moléculas
(monohidrato de doxiciclina, clorhidrato de tetfraciclina, trifosfato  de
azidotimidina, ibuprofeno, doxorrubicina, Rojo Congo, azul de metileno,
progesterona) que cuentan con tamanos mayores a los que tienen los 20
aminodcidos proteinicos en promedio. La HEWL debido al etanol se
encuentra en un estado parcialmente plegado, por lo que se puede asumir
que los aminodcidos pueden entrar por las aperturas de las cavidades de la
MIL-100(Fe), siendo adsorbidos por el material. La HEWL podria infroducirse
casi por completo enlas dos cavidades de la MIL-100(Fe) en su forma nativa,
que cuentan con didmetros de 29 y 25 A, mientras que la HEWL fiene un
didmetro de 32 A para su estado nativo. Por lo que en su estado
parcialmente plegado es posible que pueda albergarse en su totalidad en

cualguiera de las cavidades mencionadas con ligeros cambios
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conformacionales en la biomolécula. También debemos considerar que os
poros del material se pueden expandir un ~ 5 %, debido al efecto de
“respiracion” con el que cuentan las MOFs [67], [72], [101], [119]. A diferencia
de la HKUST-1(Cu), donde el famano de las cavidades no permitiria alojar
en su ftotalidad a la HEWL, de manera que solamente la parte

amiloidogénica podria incluirse [50].

La liberacion de los farmacos por parte de la MIL-100(Fe) es sumamente
rdpida debido a su alta afinidad en medios acuosos, la gran apertura del
didmetro largo de los mesoporos hace que cualquier resistencia a la difusion
fuera de los poros sea muy débil. Si observamos la figura 25 para la
concentracion de 1.53 mM, se aprecia casi en su totalidad la fase lag
durante las 18 h. Este comportamiento podria ser indicativo que no
solamente se encapsuld la parte amiloidogénica de la proteina en la
cavidad porosa, sino que probablemente la MIL-100(Fe) adsorbid casi en su
totalidad a la HEWL y el cumulo de aminodcidos adsorbidos impide una
difusidon rdpida fuera del poro debido a impedimentos estéricos y a las
mismas interacciones entre ambos fragmentos [78]. DAndose de esta
manera una inhibicion de tipo de barrera fisica, donde la proteina se
encuentra casi fotalmente adsorbida dentro de Ias cavidades de |la MOF
[101], [112].

La MOF de hierro MIL-100(Fe) cuenta con sitios de coordinaciéon no
saturados que pueden formar enlaces covalentes o de coordinacion
fuertes. Especificamente, cada trimero de hierro posee 2 (cus) accesibles,
capaces de coordinar una gran variedad de especies polares o di/cuadru-
polares. Las cavidades largas de la red MIL-100(Fe) y su ambiente interno
anfifilico, le brindan habilidad de adsorber moléculas huésped, de diferentes
polaridades (hidrofébicas, anfiflicas e hidrofilicas) y permitir tanto

intferacciones del tipo hidrofobo (apolares) con el ligante, como
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inferacciones del tipo hidréfilo (polares o idnicas) con los trimeros metdlicos

o las dos simultédneamente [67], [78].

Si establecemos que una gran parte de la HEWL en su estado parcialmente
plegado se encuentra dentro de las cavidades de la MOF, los grupos
funcionales de los aminodcidos podrdn formar diferentes interacciones
débiles (puentes de hidréogeno, van der Waals) con la estructura anfifilica del
material, principalmente los residuos de la zona amiloidogénica de la HEWL.
De manera mimética a las interacciones descritas entre los (cus) de cobre
de la HKUST-1(Cu) y los aminodcidos, de manera que los sitios (cus) de hierro
de la MIL-100(Fe) podrdn formar las mismas interacciones o andlogas [78].
Los sitios (cus) de Fe en la MOF MIL-100(Fe) fienen una reactividad altq,
gracias a su habilidad inherente de oscilar entre los estados oxidativos +2 y

+3, por lo que su activacidn previa no es necesaria [112].

Los aminodcidos que puedan actuar como bases de Lewis (Asn, GIn, Ser,
Thr, Asp) podrdn competir con las dos moléculas de H2O o EtOH por sitios
(cus) de Fe(ll/lll) (Gcidos de Lewis). De manera que al desplazar las moléculas
del solvente se formardn enlaces covalentes coordinados con los sitios
dcidos. La MIL-100(Fe) al fener una superficie interna y externa cargada
negatfivamente en condiciones acuosas podrd formar fuertes intferacciones
electrostdticas con moléculas huésped catidnicas (Lys, His, Arg). La distancia
entre los anillos aromdticos del BTC en la MIL-100(Fe) es cerca de 5.76 A, por
lo que podria formar interacciones de “apilamiento” t-m1 con los
aminodcidos aromdaticos (Tyr, Trp), dado que una interacciéon -1 se da en
el rango de 3.5 A, que es la distancia de equilibrio promedio para este tipo
de sistemas [67], [73], [108].

El mecanismo de adsorcion de la MIL-100(Fe) sigue los mismos principios al
descrito anteriormente para la HKUST-1(Cu), en donde es necesaria la

adsorcion de las moléculas (proteina) al interior de las cavidades porosas
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solvatadas para que se pueda realizar la interaccion con los sitios (cus) de
Fe localizados en la superficie interna de la MOF [?3]. De esta manera se
maximizan las intferacciones y no solo se fomarian en cuenta aquellos sitios

(cus) de la superficie externa.

Interacciones parecidas entre grupos funcionales (ésteres, dAcidos
carboxilicos, anillos aromdaticos, cadenas laterales alquilo) de farmacos vy
MOFs del tipo MIL-n se han descrito anteriormente. Se registrd liberacion de
BTC al medio en un 6 % (figura 11, panel A y B) debido a la presencia de
iones fosfato, que representan ca. 90 uyM de BTC para la mayor
concentracion (1.5 mM de MIL-100(Fe)), lo cual no es suficiente para lograr
un efecto inhibitorio en este sistema. Donde es necesario llegar a
concentraciones de 4759 y 475.87 uM de dcido benceno-1,3,5-tricarboxilico
en su forma protonada (apéndice A, figura A1, panel A) para generar una
inhibicién total y parcial, respectivamente, haciendo su participacion nula

en el proceso de inhibicion [78].

A partir del andlisis termogravimétrico (figura 11, panel B) de la MIL-100(Fe)
se determind que no existid liberacion de especies de oxihidroxidos de
hierro(lll) (FeO(OH)) o hidroxidos de hierro(lll) Fe(OH)z al medio de reaccion.
Nuestro sistema en etanol necesita de concentraciones entre 2470y 247 uM
de sal nitrato de hierro(lll) nonahidratado (Fe(NOa3)3-9H20) (apéndice A,
figura A2, panel B) para conseguir una inhibicion eficiente de fibras

amiloides, para una inhibicidn total y parcial, respectivamente, ver Tabla 3.

La MOF MIL-100(Fe) para la concenfracion (1.53 mM) alcanzd una inhibicion
total (figura 25), contando con concentraciones de 1.53 mM de BTC y de
iones de hierro, cuando se encuentra seco el material. Siendo ca. 1.6 veces
mas efectivo usar el material MIL-100(Fe) a una concentracion de 1.53 mM,
que los compuestos por separado, de los cuales se necesitan [BTClior=4.76
y [Culio1=2.47 mM, (Tabla 3).
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El pH del medio después de las 18 h se modificé (apéndice A, tabla 1),
aunque este puede ser un factor que afecte el proceso de formacion de
fibras amiloides en general. Se ha reportado anteriormente que 1 mg-mL-!
MIL-100(Fe) en agua desionizada disminuye el pH a 2.9, esta disminucion del
pH se asocia a la degradacion del material y posterior liberacion de BTC en
su forma libre y especies de oxidos de hierro, pero también es debido al
material per se, que es de naturaleza dcida. Dado que no se registrd
liberacion de especies de hierro al medio vy la liberacion de BTC fue minima
(ca. 90 uM, para 4075 uM), la disminucion del pH pudo haberse debido ala
formacion especies de fosfato-hierro o como se dijo al material per se [18],
[84].

Podemos descartar el cambio de pH causado por MIL-100(Fe) como el
causante de la inhibicion observada (figura 25), debido a que previamente
se hareportado la formacién de fibras amiloides en pH acidos (2 y 4), siendo
el proceso mds veloz a pH 2, por lo que la disminucidon de pH registrada
después de 18 h seguird promoviendo la fibrilogénesis [18]. Por otro lado, los
pardmetros cinéticos (Tabla é) de la MIL-100(Fe) difiieron con respecto a los
del control positivo (HEWL). Martins [36] senala que los inhibidores
potenciales alteran las constantes cinéticas debido a una interaccion en la
gue se infercala el agente exdégeno con las fibras de la proteina y este
efecto es el responsable directo de la inhibicidon. Mientras que los inhibidores
aparentes son aquellos que alteran las fuerzas termodindmicas y las
condiciones del medio para ya no propiciar la formacidon del estado
amiloide, pero seria de forma indirecta, por ejemplo halofilia, dilucion o
apinamiento molecular (mayor concentracion). Teniendo esto en cuentaq, la
MIL-100(Fe) podria funcionar como un inhibidor potencial, descartando que

el resultado de la inhibicidon se deba a alteraciones del pH [346].

El material MIL-100(Fe) presentd una inhibicion casi completa de la

formacion de fibras amiloides a su mdaxima concentracion (1.53 mM),
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existiendo un cierto grado de degradacion del material. Resultando en
liberacién de especies de hierro y BTC libre, asi como alteracion en el pH. La
degradacion no fue la suficiente para cambiar la estructura cristalina
tridimensional del material o para que los componentes por separado

participaran en el proceso de inhibicion.
6.1.4. MOF MIL-53(Fe) y HEWL

El material MIL-53(Fe) a concentraciones 435.54 y 43.55 uM tuvo el mismo
efecto inhibitorio, aumentando la fase lag y disminuyendo la fase de
elongacion, en diferentes proporciones. En la figura 26 podemos apreciar
que el punto de unién entre las dos fases es poco distinguible. Como se
menciond anteriormente este tipo de cinética es representativa,
principalmente, de una inhibicién del proceso de formaciéon de fibras
amiloides por nucleacion secundaria y el proceso de elongacion. La mayor
concentracion (4.35 mM) logré la reduccion tanto de la fase lag como de
la fase de elongacién (figura 26), siendo primordialmente el proceso de
elongacion el que sufrié inhibicion (37 %). Y llegando a la fase estacionaria
mucho antes con respecto al control positivo (HEWL), obteniéndose una

disminucion en la formacion de fibras amiloides [16], [34].
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Figura 26. Cinéticas de formacion de fibras amiloides de HEWL en ausencia (verde) y en
presencia de diferentes concenfraciones de [MIL-53(Fe)].

La red metal orgdnica MIL-53(Fe) inhibié la formacion de fibras amiloides,
modificando los tiempos e intensidades de las fases lag y de elongacion
para las concentraciones 435.54 y 43.55 uM. Mientras que a la mayor
concentracion, 4350 uM, la duracion de la fase estacionaria también se
afectd, asi como la intensidad de fluorescencia, con respecto al control
positivo (HEWL). A la menor concentracion, 4.35 UM, no se observd inhibicion

de fibras (datos no mostrados, figura 26) (Tabla 7).

Tabla 7. Pardmetros de duracidn (1) de las fases de nucleacién y elongacion promedio e
intensidad de fluorescencia de formacién de fibras en presencia de la MOF MIL-53(Fe).

[MIL-53(Fe)] uM tiag (h) ti2 () Intensidad mdxima de fluorescencia (u.a.)
4350 1.6 5.1 755
435.54 4.8 4.5 914
43.55 4.1 10.9 1073
[HEWL]
69.44 2.5 11.7 1210

Para la concentracion 43.55 uM de MIL-53 (Fe) la fase lag duro 1.6 h mds que
el control positivo (HEWL), mientras que el valor t1,2se acortd por 48 min y la
intfensidad de fluorescencia disminuyd 12 % en promedio. La concentracion

435.54 uyM disminuyd 7.2 h el valor de 112 y prolongd la fase lag durante 2.3
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h mads, disminuyendo la intensidad de fluorescencia un 24 %. La mayor
concentracion, 4350 uM, presentd una disminucion de 54 miny 6.7 h para la
fase lag y el valor 112, respectivamente. La intensidad de fluorescencia se
vio afectada con una disminucion del 37 %, siendo la mayor disminucion
observada de todas las concentraciones de MIL-53(Fe) empleadas (Tabla
7).

La caracterizacion del material MIL-53(Fe) después del fratamiento
demostrd la obtencidn de una estructura colapsada y con disminucion
considerable de porosidad vy cristalinidad (figura 13, rojo). Por lo que se
puede descartar un proceso de inhibicidon por el método de encapsulacion
de poros o cualqguier interaccidn entre la estructura tridimensional del

material y la proteina.

Low et al. [33] propusieron dos mecanismos de degradaciéon principales
para MOFs en presencia de aguaq, i) por desplazamiento de ligando e ii)
hidrdlisis. En la reaccién por hidrdlisis el enlace metal-igando se rompe,
gracias a la disociaciéon de una molécula de agua para formar un ligando
protonado (H*) libre y un anién oxhidrilo (HO-) [33]. Este mecanismo de
degradacion por hidrdlisis fue el experimentado por la MIL-53(Fe), debido a

las especies que liberd al medio.

La revision de TGA indicd la liberacidon de un 12 % de BDC en su forma
protonada al medio (figura 13, panel B, rojo), en este sistema es necesario
llegar a concentraciones entre 6019.3 y 601.93 uM de dacido benceno-1,4-
dicarboxilico, ver Tabla 3 (apéndice A, figura A1, panel A) para la obtencién
de una inhibicion casi total y parcial, respectivamente. La MOF MIL-53(Fe)
desprendio ca. 522 uM (12 %) de BDC para la concentracion de 4.35 mM all
medio, por lo que no podria considerarse el factor principal responsable de

la alta inhibicidn observada (figura 26). El BDC liberado podria contribuir
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hasta cierta medida como molécula inhibitoria, pero no lograria el nivel de

inhibicion alcanzado por la MIL-53(Fe) a una concentracion de 4.35 mM.

La prueba de TGA también determind que la liberacidon de especies de
hierro al medio fue de un ~ 1 % (figura 13, panel B, rojo), cantidad insuficiente
para generar un proceso de inhibicion de fibras amiloides por iones de hierro
en nuestro sistema (apéndice A, figura A2, panel B). La baja liberacién de
oxihidréxidos de hierro u dxidos de hierro indica que el material amorfo sigue
contando con sitios (cus) de hierro capaces de interaccionar con la

proteina.

El pH de la solucion después de las 18 h descendid hasta 4.63 (apéndice A,
tabla 1), como consecuencia de la liberacién del BDC, la degradacién de
1 mg-mL! de MIL-53(Fe) en agua desionizada resulta en una reduccion del
pH a 4.5. Yiimaz et al. [80] encontraron que en solucidn de etanol el pH
Sptimo de sorcion superficial del rojo de metileno con la MIL-53(Fe) es de 3,
por lo que la disminucidn natural del pH del material aumenta las

posibilidades de interacciones entre la MOF vy la proteina [80], [84].

Aunque el pH se modificd haciéndose mds dcido dicho cambio se puede
descartar como el causante de la inhibicion observada (figura 26) para MIL-
53(Fe), por las mismas razones anteriormente proporcionadas para el caso
de la MOF MIL-100(Fe) y su disminucion de pH. Excluyendo que la inhibicién
sea debida a un efecto que modifigue las condiciones de formacion del
estado amiloide y se debe mds bien a un efecto cinético (Tabla 7), cuyo

mecanismo necesita de interacciones inhibidor-proteina [36].

Para el caso particular de MIL-53(Fe) no es posible determinar si es mads
eficiente usar los componentes por separado (BDC y Fe) o juntos formando
el compuesto de coordinacion MIL-53(Fe), debido a que el material se volvio

amorfo y perdid su estado cristalino. Tampoco se puede determinar el
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porcentaje en que influyé cada componente (material amorfo, MIL-53(Fe),

BDC protonado liberado al medio) en el proceso de inhibicion.

El mecanismo propuesto para la inhibicidn de fibras amiloides por parte de
la MOF MIL-53(Fe)-tratada es de fijacion superficial. Aunque el material ya
no es poroso la superficie amorfa de la MIL-53(Fe) podria tenerla capacidad
de interaccionar con la proteina. Nguyen et al. [82] propusieron un
mecanismo por quimisorcion de comportamiento de monocapa superficial
entre MIL-53(Fe) e ibuprofeno. También se describié por Yiimaz et al. [80] un
mecanismo inicial de sorcion superficial por efecto de capa limite entre el
rojo de metileno y la MOF MIL-53(Fe). Las interacciones entre las moléculas
adsorbidas, ibuprofeno y rojo de metileno, y el material MIL-53(Fe) se da a
través de los sitios activos metdlicos de hierro (cus) y los anillos aromdticos
del material [80], [82]. Teniendo un mecanismo de adsorcion de tipo
superficial principalmente externo uniendo moléculas exdgenas de manera

fisica o quimica [923].

Por medio de la prueba de TGA se determind que después del tratamiento
el material seguia conteniendo moléculas de DMF coordinadas a los centros
metdlicos de hierro (figura 13, panel B, rojo), indicando que los (cus) siguen
estando activos y funcionales, a pesar de la nula porosidad del material.
Existe un porcentaje minimo (~ 3 %) de DMF ligado al material, que liberado
al medio de reaccidn no intervendrd en el proceso de inhibicidon, como se

explicd anteriormente para el caso de la HKUST-1(Cu).

Los centros catidnicos de Fet2/*3 (cus) podrian interaccionar fuertemente
con residuos de aminodcidos anidnicos o aminodcidos con la habilidad de
donar pares de electrones libres, por medio de una interaccion acido-base
de Lewis (ADAB). Ofra relacion que podria darse, es enfre la superficie
cargada positivamente del material amorfo, debido alos centros de Fet2/+3,

y los residuos de aminodcidos con carga negativa en la zona
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amiloidogénica de la HEWL, a través de una interaccion altamente
electrostdatica [80], [87]. Recordemos que los sitios (cus) de hierro no
necesitan ser activados previomente debido a su capacidad de oscilar

entre estados de oxidacion [112].

También podrian interactuar los anillos aromdaticos del BDC, que se
encuentren por toda la superficie del material amorfo, con aminodcidos
aromdaticos de la HEWL por medio de interacciones tipo 11-11. Bloqueando asi
el proceso de “apillamiento” entre ellos, el cual es determinante para la

formacion de fibras amiloides [10], [80].

El material MIL-53(Fe) presentd una inhibicion considerable en la formacion
de fibras amiloides a la mayor concentracién, 4.35 mM, pero el
amortiguador de fosfatos degradd la MOF convirtiéndola en un material
amorfo sin porosidad, existiendo liberacion del ligante al medio. Haciendo
que las posibles interacciones inhibitorias no fueran con la estructura
cristalina del material. Este resultado es un indicio de la importancia de la
porosidad del material para mantener durante todo el tiempo de la cinética
la formacion de fibras en la fase lag, y que las interacciones se dan con los
centros metdlicos y los anillos de benceno disponibles en la superficie, y que

ahora estan expuestos después del tfratamiento.
6.1.5. MOF MIL-96(Al) y HEWL

La red metal orgdnica MIL-96(Al) presentd una alta inhibicion del proceso
de formaciéon de fibras amiloides. Para las concentraciones 397.63 y 39.76
UM no se observd el desarrollo de las fases de elongaciéon y estacionaria,
manteniéndose las cinéticas principalmente enla fase lag. La intensidad de
fluorescencia se mantuvo casi asintdtica para la concentracion 397.63 UM,
mientfras que para 39.76 UM solo incremento un 15 % (figura 27). Para el caso
de 397.63 uM la proporcidon molar de inhibicion resulté de 1:5.7 (HEWL:MIL-
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96(Al)), mientras que para 39.76 uM resultd de 1:0.57, la cual es la mdas baja

de toda la serie, ver Tabla 10.

1200 [MIL96(AI)]
—397.63 UM

39.76 uM
—3.97 UM

0.39 uM
1000 - === [HEWL] 69.44 uM

1100
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600 +————————————
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Figura 27. Cinéticas de formacion de fibras amiloides de HEWL en ausencia (verde) y en
presencia de diferentes concentraciones de [MIL-96(Al)].

La MOF MIL-96(Al) mostré inhibicidn en tres concentraciones, para la
concentracion 3.97 uM se modificaron los tiempos de tiag y ti/2, indicando
una alteracién en los eventos de nucleaciéon primaria y elongacion para la
formacion de fibras amiloides. Resultando en una disminucidon en la
intensidad de fluorescencia (16 %), siendo un cambio muy pequeno para
considerarse como determinante. La concentracion de 39.76 uM inhibio el
proceso de nucleacidon primaria en la mayor parte del fiempo, aungue al
final de la cinética se comienza a apreciar el “inicio” de la fase de
elongacioéon, pero no cuenta con el comportamiento exponencial o rdpido
caracteristico. Porlo que el mecanismo de elongacion también se inhibe en
cierto grado. La concentracion mayor, 397.63 uM, de MIL-96(Al) impidio la
aparicion de ambas fases, de elongacion y estacionaria. Durante las 18 h
de la cinética solo se observd la fase lag, indicando la inhibicion del
mecanismo de nucleacion primaria. Suprimiendo de esta manera la

formacion de fibrillas y obstruyendo la llegada al punto critico de formacion
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de nucleos oligoméricos, derivando en una nula formacion de fibras

amiloides (figura 27) [16].

La concentracion 3.97 uM no modificé significativamente las fases lag o de
elongacion y solo se disminuyo la intensidad de fluorescencia levemente
(Tabla 8). A la concentraciéon menor, 0.39 UM, no se observaron cambios en

la cinética de formacion de fibras amiloides.

Tabla 8. Pardmetros de duracién (t) de las fases de nucleacién y elongacion promedio e
intensidad de fluorescencia de formacion de fibras en presencia de la MOF MIL-96(Al).

[MIL-96(Al)] fiag fi2 Intensidad mdxima de fluorescencia
(MM) (h) (h) (v.a.)
397.63 ND ND 645
39.73 ND ND 713
3.97 2.2 11.5 1095
[HEWL]
69.44 2.5 11.7 1210

Debido a que el patrén caracteristico cinético sigmoide de formacion de
fibras amiloides no se obtuvo paralas concentraciones 397.63y 39.76 UM, no
es posible emplear el ajuste de datos utilizando la funcidn de Boltzmann para
obtener los valores tiag Y t1/2, con coeficientes de determinacion fiables. A
estas concentraciones, la intensidad de fluorescencia disminuyd un 97.8 y
84.5 %, respectivamente, con respecto al control positivo (HEWL). La
concenftracion 3.97 uM acortd ca. 20 min fanto fiag como ti/2, y disminuyd la

intensidad de fluorescencia un 16 % (Tabla 8).

La red metal orgdnica MIL-96(Al) presentd un nivel total de inhibicion en la
formacion de fibras amiloides para las concentraciones 397.63 y 39.76 uM
(figura 27). Dado que la MOF MIL-96(Al) es un material que cuenta con
microporos que solo permiten la entrada de moléculas con tamanos entre
~ 6 y 10 A, dependiendo de la apertura del poro por el efecto de
"respiracion”, siendo las moléculas H,O, CO», N2, EtOH, MetOH de mds facil

adsorcion. Por lo tanto, se puede descartar un mecanismo de
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encapsulacion por poros de la proteina (HEWL), aunque la proteina se
encuentre en un estado parcialmente plegado. La zona amiloidogénica de
la HEWL o aminodcidos particulares no podrdn intfroducirse en los microporos
de la MIL-96(Al) debido al gran tamano de la biomolécula [35], [95].

Para el efecto inhibitorio de la MIL-96(Al) se propone un mecanismo de
fijacion superficial, el sitio de adsorcion de la proteina (HEWL) serd en la
superficie externa del material y el tipo de interaccidon o la energia de unidn
dependerd del proceso de atraccidon (quimisorcion, fisisorcion) [95]. Zhang
et al. [93] han senalado que los sitios de adsorcidon con mayor disponibilidad,
de facil y rapido acceso para la MIL-96(Al) se encuentran en la superficie
del material. También senalan que la capacidad de adsorcidn se maximiza
debido a la superficie uniforme del material y que no se altera en el rango
de pH 3 a 10 [93].

La capacidad de adsorcidn superficial externa puede atribuirse al tipo de
topologia del material y su estructura tridimensional que permite que se
ubigquen una gran cantidad de frimeros de aluminio en la superficie
uniforme, ademds de grupos hidroxilos y en menor medida anillos
aromdticos polares expuestos hacia el solvente [93]. Como se menciond
anteriormente, la MIL-96(Al) se compone de frimeros octaédricos de
aluminio y de una amplia cantidad de grupos hidroxilos puente (u2-hidroxo),
en comparacion a otras MOF de aluminio. En esta estructura, el arreglo de
puentes de tipo p2-OH es el responsable de conferirle al material una

superficie altamente hidrofilica [95].

La MOF MIL-96(Al) cuenta con un gran numero de sitios (cus) de aluminio
(Al3), siendo de tres tipos AI<OH, Al<OH,, AI€<O, a diferencia de HKUST-
1(Cu) y MIL-100(Fe) que solo cuentan con sitios del tipo M€H2O. Benzaqui et
al. [94] han reportado que parte de la gran capacidad de la MIL-96(Al) de

adsorber CO; es debido ala formacion de complejos tipo Al*3¢&0O=C=0 por
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medio de enlaces de coordinacion. También se ha descrito previamente
que la adsorcion de fluoruro (base de Lewis) por parte del material se da por
medio de un desplazamiento del grupo —OH en los sitios (cus) del tipo Al-OH
de la MIL-96(Al), obteniéndose un enlace de coordinacion Al*3<F y puentes
de tipo Al-F-Al [?3], [94].

Por lo tanto, una de las posibles interacciones entre la HEWL y la MIL-96(Al)
podria ser entre los tres distintos sitios (cus) de Al*3 localizados en la superficie
uniforme del material y aminodcidos con cardcter de base de Lewis que se
sitben en la zona amiloidogénica de la HEWL. También podrian darse
interacciones electrostaticas y de puente de hidrégeno entre aminodcidos
y (cus) Al*3 con un mecanismo similar al descrito anteriormente para HKUST-
1(Cu) y MIL-100(Fe). Existen reportes de los efectos de complejos
moleculares de carboxilatos de aluminio en sistemas bioldgicos, de manera
que en nuestro sistema podriamos obtener estos complejos a partir de

Acidos aspdrticos y glutdmicos en coordinacidon con (cus) Al*3 [89], [94].

Dado que MIL-94(Al) es una red metal orgdnica que se forma con ligantes
con grupos funcionales bencencarboxilicos (BTC), las interacciones de tipo
“apilamiento” -1 entre los anillos de benceno de los aminodcidos
aromdticos de la HEWL y el anillo aromdatico del BTC podrian confribuir en la
adsorcion de la proteina por parte del material [55]. Esta interaccion se
podria ver pofenciada debido al arreglo de enrejado de panal de anillos
hexagonales de 18 miembros de BTC ubicado en la segunda subunidad
inorgdnica particular para el material MIL-96(Al) [89]. Este mecanismo seria
similar al descrito por Patil et al. [120] que describen que la adsorcion de
nitrobenceno por parte de una MOF a base de aluminio MIL-53(Al) es
debido a interacciones tipo “apilamiento” -1 entre el nitrobenceno vy el

ligante orgdnico (BDC) [120].

129



El material MIL-96(Al) al ser una MOF a base de aluminio cuenta con alta
cantidad de grupos hidroxilos (-OH), pero a diferencia de ofras redes metal
orgdnicas de aluminio ciertos grupos -OH no participan en la formacion de
puentes de hidrogeno con el agua adsorbida. Encontradndose —OH "libres"
para interactuar con otras moléculas, no necesitando un proceso de
activacion previo. Benzaqui et al. demostraron que la mayor contribucion
para la adsorcion de CO; por parte de la MIL-96(Al) se da por medio de los
arreglos tipo u2-OH "libres" presentes, mediante la formacién de aductos de
la forma O-H---O=C=0, creando una red de puentes de hidrogeno de gran

afinidad que da una fuerte interaccidon huésped/anfitrion [94], [95].

El mecanismo de inhibicion por parte de los anillos de benceno BTC
estructural y los grupos hidroxilo (-OH) en la MOF MIL-96(Al) podria ser similar
al reportado previamente para los polifenoles, moléculas relativamente
pequenas compuestas de anillos aromdticos fendlicos. Porat et al. [10] han
senalado que un polifenol es un inhibidor eficiente cuando se compone de
al menos dos anillos fendlicos y un minimo de tres grupos hidroxilos (-OH) en
los anillos. La inhibicidn por parte de los anillos fendlicos se da por medio de
interacciones de fipo “apilamiento” m-m con los residuos aromdaticos,
mientras que los grupos —OH crean puentes de hidrogeno que potencia la

estabilidad del complejo inhibidor-proteina [10].

Akaishi et al. [121] mencionan que el aumento en el nUmero de grupos
hidroxilo (-OH) en los anillos aromdaticos de compuestos fendlicos aumenta
el efecto inhibitorio. Cerédn et al. [102] enconfraron que de distintos
compuestos fendlicos en estados oxidados o reducidos, los de mayor efecto
de inhibicion fueron aqguellos con mdas numero de grupos —OH [102], [121].
Por lo que podriamos indicar que el mecanismo mds probable de inhibicidon
de fibras amiloides por parte de la MIL-96(Al), se debe a una adsorcion
superficial de la proteina que se estabiliza y mantiene por medio de una red

de puentes de hidréogeno formada entre los arreglos tipo P2-OH del material
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y la zona amiloidogénica de la HEWL, contribuyendo también al complejo
inhibidor-proteina, las interacciones con los sitios (cus) de Al*3 y las de tipo

“apilamiento” T-11.

EL material MIL-96(Al) no presentd una liberacion significativa de iones de
aluminio al medio de reaccion (~ 0.5 %) después del tratamiento en buffer
de fosfatos/etanol (figura 15, panel B). De todos los iones metdlicos utilizados
en este estudio (Cu, Fe, Al, Mg), Unicamente la sal de nitrato de aluminio(lll)
nonahidratado (AI(NO3)3:9H20) no presentd inhibicion en la formacion de
filoras amiloides a ninguna concentracién (apéndice A, figura A2, panel C).
De manera contrastante, en la literatura existen estudios que indican que el
aluminio solvatado promueve la formacion de fibras amiloides en ciertas

condiciones [116].

Para nuestro sistema en etanol es necesario llegar a concentraciones de
4758.7 y 475.87 uM de dcido benceno-1,3,5-tfricarboxilico en su forma
protonada, ver tabla 3 (apéndice A, figura A1, panel A) para generar una
inhibicion total y parcial, respectivamente. El material MIL-96(Al) después del
tratamiento liberd al medio ~ 2 % de BTC, que representa ca. 7.95 uM para
la mayor concentracion (397.63 uM), descartando asi que el BTC liberado
participe en el proceso de inhibicion fibrilar. El pH no se modificd después

del tfratamiento (apéndice A, tabla 1).

La red metal orgdnica MIL-96(Al) presentd una inhibicion total y casi fotal
para las concentraciones 397.63 y 39.76 PM, respectivamente.
Entendiéndose que se cuenta con 397.63 y 39.76 uM de BTC para dichas
concentraciones de MIL-96(Al), y que para obtener una inhibicion total de
filoras amiloides necesitamos alrededor de 4759 uM de ligante orgdnico libre
(BTC). Se puede decir que MIL-9§(Al) es ca. 12 veces mas eficiente para la
concentfracion 397.63 uM y 119.69 veces mads eficiente para la

concentracion 39.76 uM. Siendo la MOF MIL-96(Al) un mejor inhibidor que el
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BTC o los compuestos de manera separada (BTC y Al*3), dado que los iones

de aluminio (Al*3) no tienen efecto inhibitorio.

La red metal orgdnica MIL-96(Al) a concentraciones de 397.63 y 39.76 UM
logré inhibir el proceso de formacion de fibras amiloides, sin sufrir cambios

considerables en su estructura cristalina después del tratamiento.
6.1.6. MOF MIL-53(Al) y HEWL

La red metal orgdnica MIL-53(Al) no mostrd inhibicion para el proceso de
formacion de fibras amiloides. Se observé que los valores para tiag para todas
las concentraciones permanecieron practicamente indistintos. Mientras que
para el pardmetro de t1,2 hubo ligeros cambios en los tiempos para llegar a
la formacion del 50 % de las fibras amiloides. Pero al final la intensidad de
fluorescencia en la etapa estacionaria permanecid alrededor del valor del

conftrol positivo (HEWL) para todas las concentraciones (figura 28).

[MIL-53(AI")]
1 — 4.8 MM
1400 480.76 UM
1 —48.07UM
1 4.8 UM
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Figura 28. Cinéticas de formacion de fibras amiloides de HEWL en ausencia (verde) y en
presencia de diferentes concentraciones de [MIL-53(Al)].
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El material no perturbd ninguno de los procesos de nucleacion primaria o
secundaria, el proceso de elongacion se vid afectado en cierta medida,
pero la fase estacionaria demostrdé que todas las concentraciones
permitieron la misma formacién de fibras con respecto al control positivo

(HEWL).

La nula inhibicion por parte de la MOF MIL-53(Al) se podria atribuir a su
pequeno tamano de poro. MIL-53(Al) como todas las MOFs a base de
aluminio cuenta con grupos hidroxilo (-OH) inherentes a la estructura del
material y sitios (cus) de Al*3. Sin embargo, estos contactos se encuentran
distribuidos uniformemente dentro de los tUneles con forma rombica en (1D)

formados por los poros del material [97].

De manera que el ftipo de adsorcion del material MIL-53(Al) es
primordialmente de encapsulacién en los canales (1D) y no superficial, se ha
reportado anteriormente que MIL-53(Al) encapsula nitrobenceno dentro de
los poros y se adsorbe mediante interacciones tipo “apilamiento” 11-11.
También puede encapsular moléculas de H2O, CO2, EtOH y Nz las cuales se
mantienen dentro de los poros mediante la formacidén de puentes de

hidrogeno con los grupos hidroxilo (-OH) del material [97], [120].

Aunqgue MIL-53(Al) cuenta con sitios (cus) de Al*3 periféricos en el borde del
material que pueden llevar a cabo reacciones catalizadas. La superficie de
la MOF MIL-53(Al), a diferencia de MIL-96(Al), es de naturaleza hidrofébica
debido a que no cuenta con los suficientes grupos —OH superficiales [44],
[120]. Para moléculas polares es necesaria una difusidon en los poros, para
qgue dentro de los tuneles puedan interactuar con los grupos hidroxilo y los
(cus) de Al*3 de la superficie interna del material, asi como para formar
inferacciones tipo “apilamiento” m-m con el ligante orgdnico (BDC),

resultando en una adsorcidon eficiente.
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Los poros del material MIL-53(Al) tienen un didmetro de 8.5 A cuando se
encuentran vacios, con una capacidad de expandirse ~ 5 A debido al
efecto de “respiracion”, pero en presencia de solventes como el agua, los
poros se contraen disminuyendo el drea de cara (2.6 x 13.6 AQ) [97]. Por lo
que se sugiere que la proteina HEWL o partes de ella no podrdn ser
encapsuladas, o solo una muy pequena fraccion, dentro de los poros de la
MIL-53(Al). Por lo tanto, no se podrdn formar interacciones con sus sitios de
contacto del material (sitios (cus) de Al*3, grupos hidroxilo, anillos aromdticos
(BDC)) que se localizan en los tuneles. Una conclusion importante después
de observar estos resultados es que la densidad de grupos -OH superficiales

no es suficiente en la MIL-53(Al) como para tener el efecto de la MIL-96(Al).

Aunque el material es persistente debido a que es altamente hidrotermal y
resistente a la hidrdlisis, MIL-53(Al) no afectd el proceso de formacion de
filoras amiloides también debido a que su pequeno tamano de poro no
permitio la entrada de la HEWL. Impidiendo la generacién de mas
interacciones para conseguir la adsorbencia necesaria que causa la

inhibicion, como en el caso de la MIL-94(Al).
6.1.7. MOF NICS-6(Mg) y HEWL

La MOF NICS-6(Mg) presentd inhibicion en la formacion de fibras amiloides,
modificando los fiempos de los valores tiag Yy 112 asi como reduciendo la
intfensidad de fluorescencia, con excepcion de la concenfracidon menor

(20.53 uM) donde no se presentaron cambios considerables (Tabla 9).
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Figura 29. Cinéticas de formacion de fibras amiloides de HEWL en ausencia (verde) y en
presencia de diferentes concentraciones de [NICS-6(Mg)].

El material NICS-6(Mg) mostrd inhibicion en tres de sus concentraciones,
para 20.53 uM la fase lag se amplid mds tiempo con respecto al control
positivo (HEWL). Mientras que la fase de elongacion no sufrio cambios,
indicando que el principal proceso inhibido fue el de nucleacidn primaria,
siendo una alteracidon poco notable en la formacidn de fibras. Las dos
concentraciones 2054 y 205.38 uM aumentaron la duracion de la fase de
nucleacion y redujeron la fase de elongaciéon, en diferentes proporciones.
Estas modificaciones en las constantes de velocidades cinéticas de
formacion de fibras estan asociadas a la inhibicidon de los mecanismos de
nucleacion secundaria y de elongacion. No obstante, solo a la mayor
concentracion (2.5 mM) se observé una disminucion considerable (84.2 %)

de la fluorescencia (figura 29) [16].

Tabla 9. Pardmetros de duracién (t) de las fases de nucleaciéon y elongacién promedio e
intensidad de fluorescencia de formacién de fibras en presencia de la MOF NICS-46(Mg).

[NICS-6(Mg)] uM tiag (h) 172 (D) Intensidad mdaxima de fluorescencia (u.a.)
2050 3.7 6.5 550
205.38 3.1 7.5 956
20.53 2.7 11.9 1047
[HEWL]
69.44 2.5 11.7 1210
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La concentracion 20.53 uM de NICS-6(Mg) alargd el tiempo de duracion del
valor tag por 12 min, el valor t12 no se modificé y la intensidad de
fluorescencia decayd un 21 % con respecto al control positivo (HEWL). Para
la concentracion 205.38 uM el pardmetro tiag se prolongd 36 min mas vy ti/2
descendid 4.2 h, la intensidad de fluorescencia también disminuyd un 21.5
%. A la mayor concentracion (2.5 mM) fue donde se observd un alto grado
de inhibicion, el valor tiag se extendid 1.2 h mds, mientras que ti2 se acortd
5.2 h, la intensidad de fluorescencia registrd la mayor caida de todas las

concentraciones con un 84.2 % (Tabla 9).

El material NICS-6(Mg) después del tratamiento se transformé en la MOF
NICS-4(Mg). el cambio de MOFs se dio durante el transcurso de las 18 h.
Debido a lo anterior no se puede determinar con exactitud, cudl es el
porcentaje de influencia de cada material en el proceso de inhibicion, o si

el proceso de trasformacion en si mismo afectd la formacion de fibras.

Se determind que después del fratamiento existié una liberacion del 5 % de
BTC al medio de reaccion (figura 19, panel B, rojo). Para que el BTC en su
forma protonada logre una inhibicién total y parcial en nuestro sistema son
necesarias alcanzar concentfraciones de 4758.7 'y 47587 UM,
respectivamente, (apéndice A, figura A1, panel A). El BTC liberado para la
concenfracion de mayor inhibicion (2.05 mM) fue de ca. 102.69 uM,

descartdndose asi su participacion en el proceso inhibitorio.

El pH de la disolucion no sufrid alteraciones después del tratamiento
(apéndice A, tabla 1), siendo que estos factores (pH, BTC liberado) no
alteraron el proceso de formacion de fibras amiloides y que los pardmetros
de tiempo en las cinéticas se modificaron. Todo lo anterior orienta a que la

inhibicion se consiga a través de interacciones MOF-proteina.

Nuestra metodologia no permite conocer en cudnto tiempo se dio la

transformacion de NICS-6(Mg) a NICS-4(Mg), lo mas probable es que al
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principio de la cinética Unicamente intervino NICS-6(Mg) en la inhibicion.
Mientras que al final de la cinética NICS-4(Mg) mantuvo la inhibicion. Para
NICS-6(Mg) el posible mecanismo de inhibicidon podria ser de encapsulacion
por poros, dado que de todas las NICS-n(Mg) es la Unica que tiene una
estructura de poros tridimensional (3D). EI mecanismo propuesto para el
efecto inhibitorio de NICS-4(Mg) seria de fijacion superficial, ya que en esta
forma no se cuenta con una estructura porosa bien definida, siendo

parecido al descrito para el material MIL-53(Fe)-tratada [35], [47].

Las interacciones que predominaran entre la NICS-6(Mg) y la proteina son
similares a las ya descritas anteriormente para el resto de las MOFs con
actividad inhibitoria. Estas son interacciones de tipo “apilamiento” -1 entre
los anillos aromdticos de los aminodcidos y el anillo de benceno del BTC,
ademds de interacciones entre los sitios (cus) de Mg y residuos con cardcter
de base de Lewis, de forma electrostdtico o coordinada. El material NICS-
4(Mg) también tiene la habiidad potencial de readlizar las mismas
interacciones mencionadas para NICS-6(Mg). Esto debido a un mayor
nuUmero de moléculas de agua coordinadas al Mg, con la posibilidad de
formar una red de puentes de hidrégeno, tfanto con las aminas, carbonilos y
residuos de la cadena principal de la zona amiloidogénica de la HEWL [47],
[55], [95].

La NICS-6(Mg) logré un efecto inhibitorio sobre el proceso de
amiloidogénesis, pero cambid su estructura tridimensional debido a una
baja estabilidad en el medio de buffer/etanol, obteniéndose el material
NICS-4(Mg) sin conocer con exactitud que nivel de participacion tuvo cada

material en la inhibicidon conseguida.

137



6.4. Estudios comparativos de interaccion entre MOFs y
HEWL

Todas las redes metal orgdnicas que evitaron la formacion de fibras
amiloides presentaron una inhibicion dependiente de concentracion. La
Tabla 10 indica que las MOFs que tuvieron inhibicion fueron: HKUST-1(Cu),
MIL-100(Fe), MIL-53(Fe), MIL-96(Al), NICS-6(Mg). De éstas HKUST-1(Cu), MIL-
53(Fe) y NICS-6(Mg) tuvieron una inhibicion casi total o parcial, dependiente
de la concenfracion, siendo los tres materiales semiestables en el medio de
reaccion. La MOF MIL-100(Fe) presentd una inhibicion total y parcial para las
dos concentraciones, respectivamente, contando con una estabilidad
media. El material MIL-96(Al) tuvo una inhibicion casi total y total para 397.63
y 39.76 UM, respectivamente, siendo el Unico material persistente, altamente
estable, que mostrd inhibicion. Mientras que en el extremo opuesto se
encuentran las MOFs MIL-53(Cu) y MIL-53(Cu) las cuales tuvieron gran

estabilidad en el medio de reaccién, pero no presentaron inhibicion.

Aparte de gran estabilidad, la MOF MIL-96(Al) tuvo la mejor relacion molar

inhibitoria con respecto a la proteina, de todos los materiales probados.
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Tabla 10. Concentraciones a las cuales las redes metal orgdnicas presentaron inhibicién,
estabilidad de los materiales en el medio de reaccidén después de 18 h vy relaciones

molares con la HEWL.

Red Metal Orgdnica  Inhibicion [uM] Estabilidad (buffer/etanol) Relacién molar
HKUST-1(Cu) 1650, 165.32 Semiestable 1:23, 1:2.3
MIL-53(Cu) Persistente*
MIL-100(Fe) 1500, 153.71 Semiestable 1:21, 1:2.2
MIL-53(Fe) 4350, 435.54 Inestable 1:62, 1:6.2

MIL-96(Al) 397.63,39.76 Persistente* 1:5.7, 1:0.57
MIL-53(Al) Persistente*
NICS-6(Mg) 2050, 205.38 Semiestable 1:29, 1:2.9

(*) denota alta

(---) denota que no hubo inhibicidn en las condiciones experimentales.

estabilidad en las condiciones experimentales.
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VIl. CONCLUSIONES

La formacion de fibras amiloides por medio del uso de solventes orgdnicos
para probar compuestos no solubles en agua con potencial efecto
inhibitorio es un campo de investigacion relativamente nuevo. En este
estudio logramos establecer una metodologia para la formacién de fibras
amiloides usando la proteina de clara de huevo de gallina (HEWL) utilizando

etanol absoluto como solvente orgdnico.

Las condiciones para el desarrollo de la amiloidogénesis fueron en un medio
de reaccion de [buffer de fosfatos/etanol] 1.55 mM/2.12 mM (65 %) por 18 h.
En esta nueva metodologia de formacién de fibras no se necesitd del uso
de agitacién o temperatura, también se acortd el tiempo de formacion de
manera significativa, esto en comparacién con otras metodologias

utilizando HEWL.

También es novedoso indicar que en este trabajo se disend un experimento
para obtener un sistema formador de fibras en etanol. Llevando a cabo
experimentos de deteccion de fibras amiloides por medio de lecturas de
fluorescencia intrinseca, evitando el uso de Tioflavina-T (ThT) como molécula
reportera o sonda. De esta manera se evita la observacidon de falsos
positivos, sea por i) la fluorescencia o apagamiento de la sonda debido a la
presencia de moléculas inhibitorias (fluorescentes o no); o i) por la
interaccion de la sonda con el compuesto inhibitorio y que de esta manera
se modifigue la intensidad de fluorescencia de la sonda
independientemente del proceso inhibitorio mismo. A partir de estas
pruebas de deteccion también encontramos que ciertas redes metal
orgdnicas probadas en este estudio intferactian con la molécula de ThT, lo
cual es de potencial interés para confribuir al entendimiento del mecanismo

de fluorescencia del ThT.
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También se sintetizaron y caracterizaron fisicoquimicamente siete redes
metal orgdnicas con dacido trimésico o dcido tfereftdlico como ligantes
orgdnicos, y los iones Cu*?, Fe*3, Al*3 o Mg*?, dando lugar a HKUST-1(Cu), MIL-
53(Cu), MIL-100(Fe), MIL-53(Fe), MIL-96(Al), MIL-53(Al) y NICS-6(Mg).

Las pruebas de estabilidad realizadas a las MOFs después de encontrarse en
buffer de fosfatos, indicaron que los materiales a base de aluminio MIL-96(Al)
y MIL-53(Al) tienen una alta termo- e hidro- estabilidad, asi como resistencia
a la presencia fosfatos a una concentracion de 1.55 mM. Los materiales
HKUST-1(Cu), MIL-100(Fe) y NICS-6(Mg). no presentaron una estabilidad total
debido a que existio liberacion de ligante (BDC o BTC) o de iones metdlicos
(Cu*?, Fe*3, Mg*?), pero conservaron su estructura cristalina durante las 18 h
de ventana experimental. Teniendo un mecanismo de degradacion en
buffer de fosfatos dependiente del tiempo y la concentracion de especies
anionicas fuertes, en concordancia con lo observado con la transformacion
de NICS-6(Mg)— NICS-4(Mg). La MOF MIL-53(Cu) presentd una estabilidad
total en el medio de reaccidén, mientras que su contraparte de hierro MiL-
53(Fe) perdi6é por completo su estructura porosa tridimensional y se convirtié

en un material amorfo.

Podemos decir que las MOFs de tipo MIL-n con dtomos de aluminio fueron
las mas persistentes, mostrando gran estabilidad independientemente del
ligante orgdanico (BDC o BTC). Para las MOFs con iones de Cu*2, Fe*3 y Mg+*2,
utilizando BTC como ligante, el material de hierro es mas estable que los de
cobre y magnesio, mientras que los compuestos de magnesio y cobre
mostraron una estabilidad parecida. Usando BDC como ligante orgdnico, el
material de cobre fue mds estable que el de hierro. Las pruebas de
estabilidad en presencia de fosfatos y a pH fisiologico (7.25) tienen
relevancia para posteriores aplicaciones bioldgicas empleando redes metal

orgdnicas fipo MIL-n.
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Respecto a las redes metal orgdnicas como potenciales inhibidores de la
formaciéon de fibras amiloides, todas las MOFs que presentaron inhibiciéon lo
hicieron de manera dependiente ala concentracion. Encontramos que MIL-
53(Cu) y MIL-53(Al), aungue son altamente persistentes en el medio de
prueba, no presentaron inhibicidon de fibras amiloides. Los materiales NICS-
6(Mg) y MIL-53(Fe), si presentaron inhibicién pero el tratamiento modificd su
estructura y nivel de cristalinidad. Y aunque estos materiales semiamorfos
presentaron adsorcion de la HEWL por medio de un posible mecanismo
superficial, esta inhibicidén no es resultado de la interaccidon con la estructura

totalmente cristalina o inicial del material.

Los materiales HKUST-1(Cu) y MIL-100(Fe) presentaron inhibicion de la
formacion de fibras amiloides en relaciones molares parecidas (1:23, 1:2.3y
1:21, 1:2.2), respectivamente, pero MIL-100(Fe) a su mayor concentracion
(1.5 mM) presentd una inhibicion total. Estas MOFs construidas con el mismo
ligante orgdnico pero diferente ion metdlico (Cu y Fe) podrian tener un

sistema de adsorcién equivalente (encapsulaciéon por poros).

La red metal orgdnica MIL-96(Al) logrd inhibir la formacion de fibras
amiloides sin sufrir alteraciones en su estructura ni en su cristalinad, cuando
menos de manera notable. De todos los materiales probados fue el de mejor
desempeno, logrando una inhibicion fotal en dos concentraciones
relativamente bajas, de 397.63 y 39.76 uM, en comparacion con las demas
MOFs. Resultando en la mejor relacion molar inhibitoria con la proteina
(1:0.57) consiguiendo inhibicion total. A diferencia de HKUST-1(Cu) y MIL-
100(Fe), cuyo mecanismo es por adsorcion de poros, en la MIL-96(Al) se
determind que su efecto inhibitorio puede ocurrir a través de un mecanismo

de adsorcion superficial.

Al comparar las estructuras cristalinas de los materiales con su poder de

inhibicion, se observa que las MOFs que tiene como ligante DBC no inhiben.
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Lo anterior puede deberse: i) al pequeno tamano de poro que forman,
independientemente del ion metdlico que se utilice en la sintesis; o i) a que
tienen una baja densidad de grupos funcionales superficiales, incluyendo -
OH, sitios cus metdlicos y anillos aromdaticos, y por lo tanto carecerian de
sitios de interaccion suficientes para unirse fuertemente con la proteina. Se
descarté en esta tendencia a MIL-53(Fe) debido a que perdid su estructura

y porosidad volviéndose amorfa.

Todas las MOFs con ligante BTC presentaron inhibicion, con excepcion de
NICS-6(Mg) que perdid su estructura fridimensional y cristalinidad, las demdas
MOFs pudieron afectar el proceso de formacion de fibras amiloides,
independientemente del ion metdlico coordinado. El tamano de poro para
las MOFs con ligante BTC influyd en el nivel de inhibicién pero al parecer lo
mds importante es el mecanismo de adsorcion determinado por Ia
cantidades y diversidad de interacciones quimicas que pueden generarse

entre la MOF y la proteina.

En este estudio se comprobd que las MOFs son candidatos a ser inhibidores
"reales”, con estabilidad en ambientes fisioldgicos y potencial aplicacion

para tratar enfermedades asociadas al estado amiloide.
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Figura Al. Cinéticas de inhibicién de fibras amiloides utilizando dcido benceno-1,3,5-
tricarboxilico (BTC) (panel A) y dcido benceno-1,4-dicarboxilico (BDC) (panel B), las
concentraciones empleadas fueron: 1,0.1,0.01, 0.001 mg-mL-'. Se observa inhibicidon para
los dos compuestos a las mismas concentraciones de 1y 0.1 mg-mL-.

Los dos compuestos (BTC y BDC) no presentaron fluorescencia intrinseca a
una longitud de onda de 335 nm o de 490 nm (datos no mostrados), y
mantuvieron el mismo patrén de inhibicidn en presencia y ausencia de ThT

(datos no mostrados).
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Figura A2. Cinéticas de inhibicion de fibras amiloides por las sales metdlicas:
[CU(NO3)2:3H20] (panel A), [Fe(NOs3)3.9H20] (panel B), [Al(NOs3)3.9H20] (panel C) vy
[Mg(NQO3)2:6H20] (panel D). Las concentfraciones para todos los metales fueron: 1, 0.1,
0.01, 0.001 mg-mL'. Cobre, Hierro y Magnesio solamente presentan una inhibicién
significativa a concentraciones de 1y 0.1 mg-mL'. Para Cobre, Hierro y Magnesio la
concentracion 0.001 mg-mL' no mostré efecto inhibitorio (datos no mostrados).

En la cinéfica de inhibicion utilizando aluminio (figura A2, panel C) no se
observo inhibicion relevante. Ninguno de los metales presento fluorescencia
infrinseca a la longitud de onda de 335 nm o de 490 nm (datos no
mostrados). En presencia y ausencia de ThT el comportamiento inhibitorio es

constante (datos no mostrados).
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Figura A3. Interaccién de las MOF con ThT en diferentes condiciones. Cinéticas de
inhibicion de fibras amiloides donde se observa un aumento de la fluorescencia a la
concentracidon mds alta de MOF (panel A). Redes metal orgdnicas que presentaron
aumento de fluorescencia en presencia de ThT, a una concentracién de 1 mg-mL-, sin
llegar a la saturacién del equipo pero por arriba del control negativo del ThT. MIL-53(Fe)
y MIL-100(Fe) no presentan aumento de fluorescencia en presencia del ThT, las
variaciones observadas pueden atribuirse a que los controles negativos no se realizaron
por triplicado y a la evaporacién del ThT (panel B). Aumentos de fluorescencia de la MOF
MIL-53(Al) en presencia de ThT, en todas las concentraciones sobrepaso la fluorescencia
del confrol negativo del ThT y a 1 mg-mL! llegd a la saturacion de 100,000 unidades
arbitrarias (panel C). MIL-53(Al) no presentd fluorescencia intrinseca ala longitud de onda
de 490 nm en ninguna concentracion, al igual que todos las demds MOFs utilizadas en
este frabajo (datos no mostrados). La fluorescencia es constante durante las 18 h e igual
a la registrada para la mezcla [buffer de fosfatos/EtOH], condiciones de formacién de
fibras amiloides (panel D).
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Figura A4. Confroles negativos de la HKUST-1(Cu) en presencia de ThT midiendo la
fluorescencia a 335 nm, no se observd ningun incremento de fluorescencia por parte de
HKUST-1(Cu) a ninguna concentracion, los demds materiales se comportaron de forma
similar (datos ho mostrados) (panel A). Controles negativos de la MIL-96(Al) en ausencia
de ThT midiendo la fluorescencia a 335 nm, tampoco se observa incremento de
fluorescencia intrinseca por parte de los otros materiales a ninguna concentracién (datos
no mostrados) (panel B). Cinéticas de formacién de fibras amiloides en presencia de
diferentes concentfraciones de NICS-6(Mg), con deteccién por la molécula de ThT
(izguierda), y deteccidén por fluorescencia intrinseca en ausencia de ThT (derecha), el
patrén de inhibicién se conserva para los dos tipos de deteccidon (panel C).
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Los valores de pH para cada MOF después de pasar 18 h en [buffer de
fosfatos/etanol] 1.55 mM/2.12 mM (65 %) se muestran en |a tabla 1.

Tabla 1. Valores de pH después del tratamiento para la prueba de estabilidad.

Red metal orgdnica pH
HKUST-1 (Cu) 7.13
MIL-53 (Cu) 7.21
MIL-100 (Fe) 4.63
MIL-53 (Fe) 4.94
MIL-96 (Al) 7.35
MIL-53 (Al) 7.32
NICS-6 (Mg) 7.24
APENDICE B

Para determinar los pardmetros tiag ¥ ti/2 de las cinéticas de formacion de

fibras amiloides se utilizd la ecuacidn de Boltzmann.

Al — A2

y= 1+ e (x—x0)/dx + 42

La ecuacion se resolvid empleando el programa OriginPro 2016, donde se

obtuvieron los siguientes datos:

Model Boltzmann
Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
Plot G H I J K
A1l 576.81629 634.98966 615.95313 637.36165 630.36165
A2 824.38286 978.68835 1116.80386 1196.16484 1189.16484
x0 5755+ 0.0 8.30055+ 9.71262+ 0 9.59758 £ 0 9.59758 £ 0
dx 3.1117 £ 0. 2.00773+ 2.01715+0 1.66292+0 1.66292+0
Reduced 10.08084 30.69524 13948998 131.59165 131.59165
R-Square 0.9979 0.9981 0.99588 0.99726 0.99726
Adj. R-Sq 0.99787 0.99807 0.99582 0.99722 0.99722

|
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Donde:
Al: valor inicial-fluorescencia basal
A2: valor final-fluorescencia final o total

x0: punto de inflexion de la funcion sigmoide, donde la pendiente de la
funcion exponencial es 0. Se tomd como el valor t1, debido a que

representa el 50 % de la sigmoidea.

dx: derivada de la fluorescencia con respecto al tiempo, el factor de
cambio de la fluorescencia a tfravés del tiempo (pendiente de la funciéon
exponencial). Se tomd como el valor teg dado que es el tiempo donde

empieza la funcién exponencial.
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