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RESUMEN

La adquisicion de hierro es un proceso fundamental para la viabilidad de la mayoria
de organismos vivos, ya que esta involucrado en procesos bioldgicos fundamentales
como transporte de oxigeno, transferencia de electrones y sintesis de ADN. Sin
embargo, el Fe(lll) es un elemento biolégicamente limitante debido a su baja
solubilidad a pH neutro en condiciones aerdbicas. Para superar esta dificultad, las
bacterias producen sideroforos, agentes quelatantes de bajo peso molecular, que
presentan gran afinidad y selectividad por el Fe(lll). Los sideréforos son excretados al
medio para formar complejos con el Fe(lll), que son transportados al interior de la

celula a través de receptores de membrana especificos.

La interaccion entre el complejo sider6foro-hierro es una de las opciones mas
prometedoras para desarrollar nuevos métodos de deteccion de bacterias. Siguiendo esa
linea, planeamos acoplar sider6foros a nanoparticulas magnéticas (MNP) a través de un
espaciador, con el objetivo de conseguir un método que ofrezca tiempos de extraccion
mas rapidos y mejor sensibilidad.

El presente trabajo esta divido en dos partes, la preparacién de nanoparticulas
recubiertas con silice mesoporosa y conjugadas con el sideréforo ferrioxamina, y la
sintesis de un fragmento que contenga un grupo catecol, un agente quelatante comun a

un gran numero de sideréforos.

El conjugado MNP (Meso)-ferrioxamina se caracteriz6 por técnicas de XRPD, TEM,
TGA, FTIR-ATR y medidas de magnetismo. Los ensayos bacterianos realizados
muestran que este conjugado es menos especifico que el conjugado con cubierta de

silice normal para la extraccion de Yersinia enterocolitica.

Se realizaron varias etapas en la ruta sintética disefiada para la obtencion de un
fragmento que contenga un grupo catecol, pero serd necesario realizar una etapa

adicional a las previstas inicialmente para poder completar esa ruta.



RESUMO

A adquisicién de ferro é un proceso fundamental para a viabilidade da maioria de
organismos Vivos, xa que esta involucrado en procesos bioldxicos fundamentais como
transporte de osixeno, transferencia de electréns e sintese de ADN. Con todo, o Fe(lll) é
un elemento biol6xicamente limitante debido & sUa baixa solubilidade a pH neutro en
condicions aerobias. Para superar esta dificultade, as bacterias producen sideréforos,
axentes quelatantes de baixo peso molecular, que presentan gran afinidade e
selectividade polo Fe(lll). Os sideroforos son excretados ao medio para formar
complexos co Fe(lll), que son transportados ao interior da célula a través de receptores

de membrana especificos.

A interaccién entre o complexo sider6foro-ferro é unha das opciéns mais
prometedoras para desenvolver novos métodos de deteccidn de bacterias. Seguindo esa
lifia, planeamos ensamblar sider6foros a nanoparticulas magnéticas (MNP) a través dun
espazador, co obxectivo de conseguir un método que ofreza tempos de extraccion mais

rapidos e mellor sensibilidade.

O presente traballo estd divido en dous partes, a preparacion de nanoparticulas
recubertas con silice mesoporosa e conxugadas co sidero6foro ferrioxamina, e a sintese
dun fragmento que contefia un grupo catecol, un axente quelatante comun a un gran

ndmero de sideroforos.

O conxugado MNP (Meso)-ferrioxamina caracterizouse por técnicas de XRPD, TEM,
TGA, FTIR-ATR e medidas de magnetismo. Os ensaios bacterianos realizados mostran
que este conxugado é menos especifico que o conxugado con cuberta de silice normal

para a extraccion de Yersinia enterocolitica.

Realizaronse varias etapas na ruta sintética desefiada para a obtencion dun fragmento
que contefia un grupo catecol, pero serd necesario realizar unha etapa adicional &s

previstas inicialmente para poder completar esa ruta.



SUMMARY

Iron acquisition process is fundamental for the viability of most organisms, because
it is involved in essential biological phenomena like oxygen transport, electron transfer
and DNA synthesis. However, Fe(lll) is a biologically limiting element due to its low
solubility at neutral pH in aerobic environments. To overcome this difficulty, most
bacteria produce siderophores, low molecular weight iron chelating agents with
extraordinarily high affinity and selectivity for Fe(lll). Siderophores are excreted to the
environment to form Fe-complexes, which are internalized trough specific membrane

receptors.

Interaction between Fe-siderophore complexes and membrane receptors is one of the
most promising choices to develop new pathogen detection methods. In this way, we
planned to couple siderophores to magnetic nanoparticles (MNP) through a linker, with

the aim to achieve a method which offers faster extraction times and better sensitivity.

The present work is divided in two parts, the preparation of mesoporous silica coated
nanoparticles conjugated with the siderophore ferrioxamine, and the synthesis of a

fragment with a catechol, a chelating common unity in various types of siderophores.

The ferrioxamine- MNP(Meso) conjugate was characterized by XRPD techniques,
TEM, TGA, FTIR-ATR and magnetic measurements. Bacterial tests carried out show
that this conjugate is less specific than the normal silica cover conjugated in the

extraction of Yersinia enterocolitica.

Several steps were performed in the synthetic pathway designed to obtain a fragment
containing a catechol group, but it will require an additional step in order to complete
this route.
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1. NANOPARTICULAS MAGNETICAS

1.1 Relevancia de las nanoparticulas

La nanotecnologia abarca los materiales, aparatos y sistemas cuya funcion y
estructura son relevantes a pequefias escalas de tamafio, en el rango de 1-1000 nm. Las
propiedades que presentan los materiales de tamafio nanométrico varian enormemente
respecto al comportamiento de esos mismos materiales a escala masiva, también
denominada “bulk”. Es conocido que los electrones de la superficie de los materiales
tienen un comportamiento diferente al de los que se encuentran en su interior, y a
medida que un objeto disminuye mas y mas su tamarfio, la proporcion de atomos que
conforman su superficie va aumentando. Esto provoca una mayor relevancia de las
propiedades y el comportamiento de esos &tomos superficiales respecto a los situados en
el interior, y puede ocasionar modificaciones en sus propiedades eléctricas, Opticas,

mecanicas y magnéticas.

Las nanoparticulas magnéticas (MNP) han cobrado gran importancia en los ultimos
afios debido a sus multiples aplicaciones, tales como catélisis, almacenamiento de datos,
agentes de contraste en imagen de resonancia magnética, biosensores y biomedicina.
Para el desarrollo de estas aplicaciones, es fundamental controlar el tamafio, morfologia,

y estado de agregacion de las nanoparticulas.

1.2 Propiedades magnéticas

En un sélido, los atomos que lo componen tienen una localizacion determinada, cuya
proximidad permite la interaccion de éstos de forma cooperativa, produciendo efectos
gue no se llegan a encontrar en fluidos. Uno de estos efectos es el magnetismo
cooperativo, fendbmeno presente en materiales que contengan atomos o moléculas con
electrones desapareados, y cuyos momentos magnéticos estan alineados. Dependiendo
de la alineacién que presenten estos materiales, se pueden clasificar en ferromagnéticos,

antiferromagnéticos y ferrimagnéticos.

A escala macroscopica, estos materiales estan divididos en dominios magnéticos,
regiones que engloban momentos magnéticos con una misma orientacion y que estan
separadas unas de otras por paredes de dominio. En ausencia de campo magnético, los

diferentes dominios estan alineados aleatoriamente, tendiendo a anular entre si la
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magnetizacion neta del material. Pero al aplicar un campo magnético, 1os momentos
magnéticos rotan gradualmente, haciendo que las paredes de dominio se muevan vy el
material se magnetice. Se considera que la capacidad de un material para magnetizarse
o desmagnetizarse esta relacionada con la movilidad de las paredes de dominio, y ésta a

su vez, con el tamafio de particula.
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Figura 1 Diagrama de campo magnético coercitivo frente a didmetro de particula®

A medida que disminuye el tamafio de las particulas, las paredes de dominio van
acercandose, y por tanto, mostrando mayor resistencia a magnetizarse, necesitando un
mayor campo magnético para orientar todos los momentos magnéticos y alcanzar la
magnetizacion maxima (o magnetizacion de saturacion) (figura 1). Su comportamiento
cambia al alcanzar un tamafio critico a partir del cual sélo presenta un dominio
magnético (monodominio). En esta situacion, al existir un menor impedimento para
alinear en una misma direccién los momentos magnéticos que lo componen, se va
incrementando la respuesta magnética frente a un campo magnético externo al reducir

las dimensiones de particula (figura 2).
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Figura 2 Evolucion desde material multidominio a particulas monodominio
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Una particula monodominio se comporta como si todos los momentos magnéticos
estuvieran rigidamente alineados como un anico espin gigante. ElI tamafio de
monodominio varia segun el tipo de material, pero suele encontrarse en el orden de
magnitud de los nandmetros. Los materiales multidominio ferro y ferrimagnéticos, al
ser sometidos a la accion de un campo magnético, alcanzan un punto llamado
magnetizacion de saturacién (Ms), debido a la alineacion méxima de los momentos
magnéticos con el campo. Al retirar el campo aplicado, conservan parcialmente esa
magnetizacion, fendmeno conocido como magnetizacion remanente (Mg). Los

paramagnéticos no presentan Mg pero su respuesta magnética es mucho mas baja.

Superparamagnetisme:

M

L " « high saturation
magnetisation M

H
J * noremanence Mp=1{

=
@

— Ferrornagnalisie
— F'Ql:!fi‘l:)gf‘ ollamo

— S{perparamagnelien

Figura 3 Ciclos de histéresis de materiales ferromagnéticos, paramagnéticos, y superparamagnéticos

Los materiales monodominio presentan la propiedad del superparamagnetismo, que
combina las propiedades de los ferromagnéticos y los paramagnéticos. Presentan una
alta respuesta frente a un campo magnético, pero no conservan Mg. Esta diferencia de
caracteristicas, que se pone de relieve en sus ciclos de histéresis (figura 3), le otorga a
las particulas superparamagnéticas unas propiedades ideales para multitud de
aplicaciones, como por ejemplo las biomédicas®, ya que tienen una respuesta rapida a la
aplicacion de un iméan, pero en ausencia de éste no tienden a aglomerarse por atraccion

magnética entre ellas.

Otro de los puntos clave en la sintesis de MNP es la cristalinidad de las mismas. En
la superficie de las particulas de tamafio nanométrico existe un mayor desorden de

momentos magnéticos (figura 4), rompiendo la simetria del cristal en estas regiones.
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Figura 4 Representacion del efecto de superficie en las MNP?

Debido a la elevada relacion superficie/volumen en las MNP, el efecto de la
superficie tiene una gran repercusion sobre la magnetizacion. Al mejorar la cristalinidad
de las particulas se disminuye el grado de desorden, mejorando la magnetizacion. De
ahi la gran importancia de sintetizar particulas muy pequefias, pero de una elevada

cristalinidad.

1.3 MNP de 6xidos de hierro

Actualmente, unas de las MNP mas estudiadas para diferentes aplicaciones tales
como biomedicina, catalisis 0 medio ambiente, son las correspondientes a 6xidos de
hierro tipo magnetita (FesO4), y maghemita (y-Fe,O3). De hecho, ya han llegado al
mercado agentes de contraste para resonancia magnética (MRI) como el Endorem®*
basados en este tipo de material. A pesar de exhibir una menor Ms, se prefieren las
particulas de los 6xidos de hierro frente a otras nanoparticulas (niquel, cobalto o hierro),
debido a su bajo coste, relativa estabilidad frente a la oxidacion, y menor toxicidad.
Presentan superparamagnetismo cuando su tamafio de particula es inferior a 15 nm®,

aunque existe controversia en el valor exacto de ese limite.

La magnetita y la maghemita tienen la misma estructura: son ferritas de hierro,
espinelas inversas, de grupo espacial Fd3m, presentando una estructura cristalina cibica
compacta centrada en las caras. La maghemita se puede considerar como una magnetita
completamente oxidada, presentando vacantes catidnicas, y siendo sus posiciones
unicamente ocupadas por Fe(l11). Se diferencian a simple vista por su coloracion, siendo
la magnetita de color negro y la maghemita de un tono marron-rojizo. Sus propiedades

magnéticas son bastante similares, aunque la magnetita presenta valores algo mas

9
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elevados de magnetizacion. Debido a su gran similitud estructural, al sintetizar

magnetita es habitual que se contamine parcialmente con maghemita.

Para la sintesis de MNP de magnetita, uno de los métodos mas utilizados es la
sintesis solvotermal, como el propuesto por Pinna®. En este método, la reaccién se
produce en un recipiente cerrado que genera una sobrepresion, y permite al disolvente
alcanzar una temperatura mayor que su punto de ebullicidn a presion atmosférica. Como
reactivos se utilizan una sal de Fe(lll) (acetilacetonato de Fe(lll)) y un disolvente
(alcohol bencilico) que ademas ejerce como agente reductor para conseguir la reduccion
parcial de Fe(l11) a Fe(ll). Este método ofrece varias ventajas, como el reducido coste de
los reactivos, robustez, reproducibilidad, previene la formacion de aglomerados, y
ofrece la posibilidad de controlar el tamafio, forma y cristalinidad de las particulas a

través de la temperatura y tiempo de reaccion.

f 4 g
+ Ph-CH,0H
— ) e
) / 24 H.P
= A
; \ /
1 o
; o . ;
H . ™
o Ho .~ OH +
o)
.y H,‘I')
— He (. . —.
- ,/\/,
\/,’ = f ﬂ |
\_/ \_/ A

Figura 5 Mecanismo propuesto para la obtencién de Fe;O, por sintesis solvotermal’

Aunqgue el mecanismo para la obtencion de magnetita ain no estad demostrado, se han
postulado diversas hipétesis, como el mecanismo propuesto por Niederberg’ (figura 5).
El alcohol bencilico reduce un tercio del hierro(lll) a hierro(ll), hecho que queda
demostrado debido a la obtencién de pequefias cantidades de 4-fenil-3-buten-2-ona,

producto de oxidacion de 4-fenil-2-butanona, subproducto de la reaccién principal.

Para la utilizacion de las MNP de oxidos de hierro en aplicaciones biologicas, es
necesario la funcionalizacién de la superficie de las mismas®. Existen multitud de
estrategias diferentes segun el objetivo que se persiga, pero entre las mas habituales
podemos citar los recubrimientos de silice’, PEG™ o quitosano, que otorgan a las
nanoparticulas las propiedades adecuadas para su uso en medios bioldgicos.

10
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2. SIDEROFOROS

2.1 El papel del hierro

El hierro es un micronutriente esencial para cualquier organismo vivo, participando
en reacciones enzimaticas fundamentales como el transporte de oxigeno, la quimica
redox celular, o sintesis y reparacion de ADN. Sin embargo, a pesar de su abundancia
en la tierra, la disponibilidad del hierro es limitada. Desde que la Tierra adquirié una
atmosfera oxidante, su forma oxidada Fe(ll1) es predominante, y su solubilidad en agua
a pH neutro es muy baja (KpS:10'39), precipitando en forma de Fe(OH)s, lo que dificulta
su obtencion por parte de los microorganismos. En el caso de las bacterias, cuando
infectan a un huésped se enfrentan a un entorno pobre en hierro, ya que normalmente el
nivel de hierro libre en fluidos biolégicos es del orden de 10 M, y concretamente en el
suero humano, la transferrina mantiene una concentracién libre de iones férricos en

24 M*. Por tanto, la capacidad de obtencién del hierro a partir del huésped es

tornoa 10
uno de los mecanismos de virulencia mas importante de las bacterias patégenas®®. Para
superar esta dificultad, las bacterias han desarrollado diferentes mecanismos, como su
obtencidn a partir de glicoproteinas o hemoproteinas, la adquisicion en forma de Fe(ll),

o la produccién de unos agentes quelatantes denominados sideréforos™.

2.2 Los sideréforos

Los sider6foros son compuestos de bajo peso molecular (PM<2000 Da),
biosintetizados y secretados por multitud de microorganismos, que presentan una gran
selectividad a la hora de quelatar iones férricos. Una vez excretadas al medio
extracelular, quelatan fuertemente al Fe(lll), facilitando su solubilidad y posterior

introduccion en la célula.

Los mecanismos para la introduccion del complejo siderdforo-Fe(l11) varian segun el
tipo de bacteria. En las Gram negativas, unos receptores situados en la membrana
externa reconocen y transportan el complejo dentro del periplasma (figura 6), donde son
reconocidos y unidos a sistemas de transporte que los introduce en el citoplasma®™. Ya
en el interior del citoplasma, el Fe(lll) puede desquelatarse por 2 mecanismos. El méas
frecuente es a través de un proceso redox mediante una reductasa, ya que el sider6foro
presenta una afinidad mucho menor por el Fe(ll). El otro mecanismo necesita de

enzimas especificos para hidrolizar el complejo sider6foro-Fe(lll). Para las Gram

11
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positivas, al carecer de membrana externa y zona periplasmatica, el proceso se

simplifica e implica Unicamente a un sistema de transporte activo.

O 092

/

Complejo Sideroforo-Fe(IIT)

Q@9

Sideroforo

Medio extracelular

D O0NOO0O0NHOOCEO0000
000000000 00000000)
4/ Receptor especifico de membrana externa
Q@

J Periplasma
@
I l@é@é@b@é
- (7 cioama
A

Figura 6 Mecanismo de introduccion de Fe(l11) en Gram-negativas mediante sideréforos

Aunque las distintas bacterias y hongos sinteticen sus propios sideréforos, la mayoria
son capaces de reconocer y utilizar sideréforos ajenos. Ademas, estudios recientes
sefialan que los siderdforos tendrian una funcion adicional, protegiendo a las bacterias
contra la toxicidad de los metales pesados®, ya que también tienen la capacidad de
quelatar esos iones metalicos, pero al no ser reconocidos, impiden la entrada por

difusion en la célula.

12
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2.3 Tipos de siderdforos

Las propiedades quimicas de los cationes de hierro han determinado la estructura de
los sideroforos. La geometria mas habitual de los complejos de hierro es la octaédrica, y
dado que el Fe(lll) es un catién pequefio y cargado, se comporta como metal “duro”
dentro de la teoria de acidos y bases de Pearson, por lo que tendra mayor afinidad con
atomos dadores duros como el oxigeno. Teniendo en cuenta estas caracteristicas, los
sideroforos presentan estructuras con ligandos bidentados con atomos de oxigeno
dadores, pudiendo incorporar 3 ligandos bidentados en la misma estructura
(ferrioxamina, enterobactina, etc.), o coordinandose varias unidades de sider6foro al

centro metalico para completar la esfera de coordinacion del Fe(l11).

Aungque actualmente ya se conozcan unos 500 tipos®’ de sideréforos distintos, la gran
mayoria de ellos se pueden clasificar dentro de 3 grandes grupos en funcion del tipo de
ligando bidentado que presenta su estructura: catecolatos, hidroxamatos y a-

hidroxicarboxilatos (figura 7), presentando todos ellos una gran afinidad por el hierro®®,

R1

R4
OH R4 g /O_ R, o, (o)
N
OH Rz/KO 0 OH
Catecol Hidroxamato a-Hidroxicarhoxilato

Figura 7 Estructura de los 3 principales ligandos de los sideréforos

Los siderdforos tipo catecolato poseen una elevada afinidad por el Fe(lll) debido a
la gran capacidad de donar carga de los hidroxilos fenolicos. Un ejemplo de este tipo es
la enterobactina (figura 8), un triscatecolato, formado por 3 unidades de 2,3-
hidroxibenzoico/serina, producido por enterobacterias como la Escherichia coli y
especies del género Salmonella. La afinidad de los siderdforos tipo hidroxamato como
el ferricromo (figura 8), se debe a la deslocalizacion de la carga entre sus formas
resonantes. Por su parte, el ejemplo mas habitual de los a-hidroxicarboxilatos es el

acido citrico (figura 8), usado por una gran variedad de bacterias.

13
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Figura 8 Ejemplos de sider6foros con diferentes ligandos

Ademas de estos tipos, existe otra categoria de sideréforos que podriamos denominar
mixtos, ya que presentan 2 0 mas tipos diferentes de ligandos en su estructura. Ejemplo
de ello es la anguibactina, que presenta un ligando catecol y un hidroxamato.

2.4 Aplicaciones terapéuticas de los siderdforos

La determinacion de la estructura de los sideréforos y de los procesos de transporte
de hierro en los que estan implicados ha permitido desarrollar diversas aplicaciones,
siendo la mayoria de ellas de caracter terapéutico. Aprovechando su gran afinidad por el
hierro, la deferoxamina B (Desferal®) se utiliza para tratar enfermedades provocadas
por exceso de hierro asociadas a transfusiones sucesivas de sangre. La deferoxamina B
(figura 9) quelata los cationes Fe(lll) libres formando ferrioxamina, que es mucho mas
soluble en agua y permite su eliminacion a través de la orina. Aunque se aplique
principalmente en enfermedades que necesitan transfusiones de sangre de forma
continuada (talasemia, leucemia, etc.), también se ha utilizado para la eliminacion de

metales como aluminio o vanadio en casos de contaminacion.

(0] QH
N)WN\/\/\/NHZ
C M Ty 0"
~N T
Y e

OH O O

Figura 9 Estructura de la deferoxamina B
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Dado el incremento de cepas multirresistentes a los antibidticos en los ultimos afios,
se han multiplicado esfuerzos a la hora de desarrollar nuevos antimicrobianos y vacunas
que resulten mas efectivos a la hora de tratar las infecciones producidas por estas cepas.
Existen 3 principales estrategias para el desarrollo de nuevos antibacterianos basados en

los mecanismos de captacion de hierro:

a) Inhibicién de la biosintesis de siderdforos: Basado en la utilizacion de

moléculas que inhiban las primeras etapas de la biosintesis de los sideroforos.

b) Déficit de hierro basado en antagonistas: Empleando analogos sintéticos de
los siderdéforos que actlan como antagonistas. Estos andlogos son reconocidos
por los receptores de membrana, y los bloquean irreversiblemente, limitando el

crecimiento bacteriano.

c) Estrategia “caballo de Troya”: En los afios 60 se descubrieron unos
compuestos que incluian antibiéticos unidos covalentemente a siderdforos,
denominados sideromicinas. Estos conjugados representan un conjunto Unico de
antibidticos naturales, que aprovechan el reconocimiento de los mecanismos de
obtencion de hierro para aumentar su efectividad hasta 100 veces respecto al
antibidtico libre. Tomando como modelos estos antibidticos naturales, en los
ultimos afios se han ido desarrollando estrategias en las que sider6foros naturales
0 analogos sintéticos se utilizan como agentes que, conjugados a distintos
antibidticos, mejoran en gran medida su efectividad contra las bacterias

patdgenas.

En la estrategia de caballo de Troya, los conjugados deben constar de: un compuesto
con actividad sider6fora que quelate Fe(lll), y sea reconocido por los receptores de
membrana, permitiendo la entrada del conjugado en la célula; un farmaco con actividad
antibacteriana; y un espaciador que conecte ambos fragmentos, pero manteniéndolos
separados para que el farmaco no interfiera en el proceso de quelatacion y
reconocimiento. Este Gltimo punto es clave, ya que para que el conjugado sea efectivo
debe seguir siendo capaz de quelatar Fe(l1l), ser reconocido por la célula (lo que puede
depender de los sustituyentes perifericos), ser transportado de forma activa al interior
de la célula, y que libere el agente antibacteriano adecuadamente.
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2.5 Otras aplicaciones

Ademas de las aplicaciones terapéuticas, existen otros 2 principales campos en los
que se ha estudiado la aplicacion de sideréforos. EI primero de ellos es la deteccion de
Fe(Ill) por fluorescencia. Ya sea utilizando siderdforos naturales con propiedades
fluorescentes como la azotobactina'®, o conjugados sintéticos sideréfo-fluoréforo®, se
consigue la deteccion de Fe(lll) por fluorescencia aprovechando la propiedad de los

metales de transicion de desactivar la emisién fluorescente.

La otra aplicacion principal es la deteccion de bacterias patdgenas, que se tratard mas
detenidamente en el siguiente punto. Aprovechando la gran afinidad entre los complejos
sideroforo-hierro y los receptores de membrana de las bacterias, se han disefiado
distintas estrategias para lograr este objetivo. Un ejemplo de estas estrategias es la
utilizacion de un sideréforo sintético de tipo catecol inmovilizado sobre una lamina de

oro® para la deteccién de Escherichia coli.

3. DETECCION BACTERIANA

3.1 Métodos clasicos

Las bacterias constituyen el organismo vivo méas abundante del planeta. Son
microorganismos procariotas (sin ndcleo) y no presentan, en general, organulos
membranosos internos, pero si poseen pared celular. Presentan un tamafio variable,
Mayoritariamente entre 0,5 y 5 um de longitud, y diversas formas como filamentos,
esferas (cocos), barras (bacilos), sacacorchos (vibrios), etc. Si bien un gran nimero de
bacterias son inocuas o0 beneficiosas, otras se comportan como organismos patdgenos, y
es necesario identificarlas convenientemente para poder tratar las enfermedades que

generan.

Los primeros pasos en este sentido fueron llevados a cabo por el holandés Anton van
Leeuwenhoek en 1683, que observd las primeras bacterias usando un microscopio de
lente simple (figura 10) disefiado por él mismo®%. En los siglos posteriores se fue
gestando la idea de que esos microorganismos eran los responsables de multitud de
enfermedades infecciosas, hasta que en 1859 Louis Pasteur demostro que los procesos
de fermentacién eran causados por el crecimiento de microorganismos, y que dicho

crecimiento no era debido a la generacion espontanea, como se suponia hasta entonces.
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La primera técnica de identificacion fue desarrollada por Hans Christian Gram en 1884,
consistente en la tincion de membranas con distintos tintes, y posterior observacion al
microscopio (figura 10). Esta metodologia permite distinguir dos tipos bacterianos en
funcion de sus reaccion diferencial de tincion y que, como se veria mucho mas tarde,
reflejaba la existencia de dos grupos de bacterias con rasgos estructurales distintivos,
considerandose bacterias Gram positivas a aquellas que se tornan de color violeta y

Gram negativas a las que se tornan de color rojo, clasificacion que sigue vigente a dia

de hoy.
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Figura 10 Imagen de a) Microscopio de Leeuwenhoek b) Tincién de Gram

Pero para poder realizar estas pruebas, fue necesario el desarrollo en paralelo de los
cultivos. Los primeros cultivos puros fueron obtenidos por el micélogo Brefeld, quien
logroé aislar esporas de hongos y cultivarlas sobre medios sélidos a base de gelatina. Por
su menor tamafo, este método se hacia inviable para las bacterias, hasta que Koch logré
un medio adecuado al compactar el tipico caldo de cultivo a partir de carne (disefiado
por Loeffler) afiadiéndole gelatina (1881). EI medio solido asi logrado era transparente,
lo que permitia visualizar facilmente los rasgos coloniales, y contenia los nutrientes
adecuados para el crecimiento de una amplia gama de bacterias. Sin embargo, la
gelatina presentaba los inconvenientes de ser atacada por determinados
microorganismos, y de tener un bajo punto de fusion; ambos problemas se solventaron
cuando en 1882 el médico aleman Walter Hesse, siguiendo una sugerencia de su mujer
Fanny, introdujo el agar-agar (polisacarido extraido de algas rojas) como nuevo agente
solidificante. En 1887 Petri, un ayudante de Koch, sustituyo las engorrosas bandejas de
vidrio cubiertas con campanas, usadas hasta entonces para los cultivos solidos, por un
sistema manejable de placas de cristal planas, que se conoce como placas de Petri. Este

método sigue siendo a dia de hoy la base de multitud de ensayos bacterianos.
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La realizacién de cultivos bacterianos sigue siendo una de las técnicas més utilizadas
para la deteccion de bacterias en industrias como la alimentaria o la clinica, y continta
siendo una herramienta basica en cualquier laboratorio de microbiologia. Su uso se
encuentra limitado a que las condiciones fisioldgicas y metabolicas requeridas por la
bacteria en estudio puedan ser reproducidas in vitro. Estos estudios conllevan un gasto
apreciable en recursos econémicos, y sobre todo en tiempo, pues pueden tardar varios
dias en llegar a un resultado, lo que los hace inapropiados en situaciones que requieren
una respuesta rapida. Ademas, pueden producir resultados erroneos cuando se estudian
sistemas complejos con multiples patdégenos bacterianos simultaneamente a diferentes
concentraciones®. Por ello, en los Gltimos afios se han desarrollado varias técnicas que

permiten la deteccion simultanea y de forma rapida de distintos tipos de bacterias.

3.2 Técnicas modernas

Existen diferentes nuevas técnicas basadas en fluorescencia. Dentro de éstas destaca
la citometria de flujo (figura 11), técnica biofisica basada en la utilizacion de luz laser
para el recuento y clasificacion de las células o bacterias segun sus caracteristicas
morfolégicas. Se puede describir como una microscopia automatizada, objetiva y rapida
(puede analizar miles de células por segundo), en donde se mide las caracteristicas
Opticas de la particula. Puede diferenciar taxondmicamente a multitud de bacterias
baséandose (nicamente en sus caracteristicas de dispersion de luz y su fluorescencia®*.Es
una opcién muy utilizada en ambitos clinicos y medioambientales para una rapida
deteccion y cuantificacion de una gran variedad de bacterias. Sin embargo, debido al
pequefio tamafio y el bajo contenido de organulos celulares de las bacterias, puede
presentar problemas de baja sensibilidad, por lo que es necesario afiadir algun grupo

fluordforo.
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Figura 11 Técnicas de a) Citometria de flujo b) PCR

La mayoria de técnicas libres de cultivos para la deteccién e identificacion de
bacterias se basan en la secuencia de nucleétidos 16S rRNA. Todo el genoma bacteriano
de interés se extrae, y la region correspondiente al gen 16S rRNA se amplifica por la
polymerase chain reaction (PCR) (figura 11). La mezcla resultante se somete a
gradiente de desnaturalizacién sobre un gel de poliacrilamida, utilizando urea y
formamida o aumentando la temperatura, para separar los fragmentos y generar una
huella dactilar genética de la comunidad bacteriana en estudio®?°. Asi por comparacion
de las secuencias podemos establecer las relaciones filogenéticas existentes entre los

organismos procariotas.

Se estan empezando a utilizar métodos que combinan esta técnica con otras, como la
espectrometria de masas (MS). Las plataformas PCR/MS permiten la deteccion
universal de uno o varios patdégenos presentes en una amplia variedad de muestras. Tras
la extraccion y una PCR con parejas de cebadores de amplio espectro, se obtienen uno o
varios productos que corresponden a regiones genomicas de identificacion de los
distintos dominios microbianos. Estos productos se desalan y se introducen en un
espectrometro de masas, y los espectros obtenidos se vuelcan en una base de datos que
permite la identificacién por comparacion?’. Este conjunto de metodologias basados en
la técnica de la PCR permite dar resultados fiables en cuestion de horas, por lo que es la
opcion méas usada a dia de hoy en multitud de ambitos (investigacion, medicina,

19



INTRODUCCION

medioambiente...). Sin embargo, es un sistema de deteccion indirecto, y no es aplicable
en todos los casos, o al igual que otras técnicas, presenta problemas para detectar

especies minoritarias en mezclas complejas.

Aunque la espectrometria de masas pueda combinarse con otras técnicas, la MALDI-
TOF? (figura 12) permite, a través de la identificacion de un perfil proteico especifico
de cada bacteria, identificar de manera répida, directa y fiable una gran variedad de
bacterias, e incluso tipificar conjuntos de cepas pertenecientes a la misma especie
bacteriana para realizar estudios epidemiologicos. Esta técnica es la que mas

fuertemente esta desplazando a los cultivos en los &mbitos clinicos.
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Figura 12 Imagen de equipo MALDI-TOF y perfiles de proteinas que genera para diferentes bacterias

3.3 Estrategias en desarrollo

Con la aparicion y el desarrollo de las nanoparticulas de diferentes materiales desde
principios de siglo XXI, se ha intentado aplicar esta tecnologia en la creacion de nuevos
sistemas para la deteccion y/o extraccion de bacterias. Estos materiales poseen una
elevada relacion superficie/volumen, lo que ofrece mas area de contacto para generar
interacciones, y el tamafio de estos materiales es de 2 érdenes de magnitud inferiores
que la mayoria de bacterias, o que permite que varias unidades interaccionen con cada
unidad bacteriana. Ademas, presentan cinéticas mas rapidas en suspension que Sus

analogos de escala microscopica.

Uno de los primeros biosensores de escala nanométrica en ser publicado estaba

basado en funcionalizar la superficie interior de una estructura con distintas capas de
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silica porosa con moléculas que presentaran afinidad por la pared celular de las
bacterias. Para poder detectar selectivamente las Gram negativa, se disefid y sintetizd un
receptor organico de tetratriptofano ter-ciclopentano (TWTCP) que se une
especificamente al difosforil lipido A de la cubierta de lipopolisacéaridos que poseen este
tipo de bacterias®®. El nanosensor se expone a un lisado bacteriano, y en el caso de ser
gram negativas, se detecta por un desplazamiento de las bandas en el espectro de
fotoluminiscencia que se genera al hacer pasar luz a través de las capas del nanosensor.
En los ultimos afios se han desarrollado nuevos soportes enfocados para la posterior
deteccion de las bacterias por fluorescencia. Ejemplos de ello, nanoparticulas de
carbono funcionalizadas con aptdmeros para la deteccion por Transferencia de Energia
de Resonancia de Forster (FRET) de V. parahaemolyticus, S. aureus, y S.
typhimurium®, o nanoparticulas de silicio funcionalizadas con conjugados de aptéamero-

estreptavidina para la deteccion por microscopia de fluorescencia de S. typhimurium®,

|V < m MNP 0
““—"7 Bacteria \\\\é g :J

h ' 4
t 2 -

;,’_:' - 1
LY j Lavado L
- . "‘J
v — ) e—
N ?." ?"
' \:'
Separacion
magnética
/7
c :j “—

3
4
=
o
-
-

2 A

Analisis ¢ummm || Cu—

Figura 13 Utilizacion de MNP para deteccién bacteriana

La utilizacion de MNP para la deteccion de bacterias presenta la ventaja adicional de
permitir una sencilla separacion posterior con ayuda de un iman (figura 13), lo que
agiliza enormemente el proceso. Por ello, se han venido desarrollando distintos tipos de
MNP con diferentes funcionalizaciones, para lograr un método de identificacion rapido,
eficiente, y sencillo de usar. Uno de los primeros ejemplos lo encontramos en la
utilizacion de MNP recubiertas con silice y funcionalizadas con D-manosa, unidas a la

superficie de las MNP a través de un puente tiazol o amida®* (figura 14).
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Con estas MNP se logro la captacion de Escherichia coli de forma maés eficiente que
otras MNP funcionalizadas con anticuerpos o lectinas, posiblemente por la dificultad de
controlar la orientacion de estas biomacromoléculas sobre la superficie de las MNP, lo
que afecta a su capacidad de interaccion. Pero éste método carece de la selectividad que
si ofrece la funcionalizacién con anticuerpos policlonales anti-E. coli *® (figura 14), que
se pueden unir a las MNP recubiertas con silice a través de un puente que contenga un
grupo amino, como el (3-Aminopropil)trietoxisilano (APTES). Otra forma de conseguir
grupos amino en la superficie de las MNP es realizar un recubrimiento con quitosano™,
que ademas de proporcionar biocompatibilidad, permite la extraccion de Escherichia
coli y Staphylococcus aureus.
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Figura 14 Ilustracién de MNP funcionalizadas con a) Monosacéridos® b) Anticuerpos®

En el extremo opuesto, encontramos las MNP recubiertas con un surfactante como el
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB). Estas MNP son capaces de extraer tanto
las Gram positivas como las Gram negativas, mostrando potencial para la desinfeccién

de aguas®*.
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ANTECEDENTES

Aprovechando la gran afinidad y el reconocimiento especifico entre los sideréforos y
los receptores de membrana de las bacterias, y las ventajas ya citadas que ofrece la
utilizacion de MNP, el grupo de investigacion Quimolmat se planted la sintesis de
conjugados de sider6foros con MNP con el objetivo de desarrollar una nueva
metodologia en el campo de la deteccion bacteriana. La prueba de concepto que se
planted consistia en MNP de Fe304, recubiertas de SiO, y funcionalizadas con grupos

amino, sobre las que se acoplaria el sideréforo ferrioxamina (figura 15).

(0]
(U
N-O
<\ o

Fé—=0’

o]
SNy
)WN \
_—Si NH N
°7 ~ 8 )9 oiw
Mo
o]

N

Figura 15 Conjugado de MNP con el sider6foro ferrioxamina (1)

La eleccion de magnetita como material para el nicleo de la nanoparticula se debié a
sus buenas propiedades magnéticas, su facilidad y control de morfologia en el proceso
de sintesis, su bajo coste, y su menor toxicidad que otros materiales magnéticos. La
cubierta de silice reduce su tendencia a aglomerarse por atraccion magnética, aporta una
reduccién en su toxicidad, y ademas permite su funcionalizacién con grupos amino en
su superficie a través de un compuesto de tipo aminosilano. La ferrioxamina es facil de
obtener a partir del compuesto comercial deferoxamina B, y el receptor de membrana
especifico de esta sideréforo es comun a distintos tipos de bacterias. Ambos fragmentos

se acoplaron a través de un enlace amida.

El conjugado 1 ha mostrado resultados prometedores en los ensayos bacterianos con
Yersinia enterocolitica que se realizaron (figura 16), mostrando capacidad de extraer de
forma mucho mas eficiente las bacterias que tienen el receptor de membrana especifico

del siderdforo ferrioxamina, frente a las que no disponen del receptor.
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Figura 16 Ensayo bacteriano del conjugado MNP-ferrioxamina (1) frente a Yersinia enterocolitica

La metodologia del ensayo es muy similar a la que se muestra en la figura 13. Sobre
un cultivo de bacterias (para este caso se utilizd Yersinia enterocolitica) en el buffer
adecuado, se afiaden las nanoparticulas, se mezclan por agitacion en un vértex, se
separan magnéticamente, se descarta el sobrenadante, se disuelve de nuevo en el
tampon, y una fraccion se deposita en un punto especifico de una placa Petri. Este
proceso se repite sobre diluciones sucesivas del cultivo bacteriano, hasta conformar
sobre la placa una columna con las fracciones de las distintas diluciones. Se deja
incubar la placa, y posteriormente se observan las colonias aparecidas. Tras optimizar
las condiciones del ensayo, se logré el resultado de la figura 16, donde se observa a
simple vista que se consigue extraer un porcentaje mucho mayor de las bacterias que si
presentaban el receptor especifico de ferrioxamina, frente al mutante que no poseia el
receptor. Hay que tener en cuenta que las bacterias tienen una gran tendencia a adherirse
a todo tipo de superficie, y las Gram negativas de forma especial a aquellas que estén
cargadas positivamente, o contengan grupos OH terminales. Por eso, las que no tienen
receptor también muestran cierta tendencia a adherirse a las nanoparticulas, pero
significativamente menor que las que si lo poseen, como se observa al realizar las

sucesivas diluciones.
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En vista de los resultados positivos obtenidos para el conjugado MNP-ferrioxamina
(1), se plantearon distintas lineas sobre las que continuar la investigacion. La primera de
ellas, variar la estructura de las MNP para conseguir mejoras en distintas propiedades
(grado de dispersion, toxicidad, respuesta magnética, interaccion con las bacterias).
Teniendo en cuenta el uso extendido de la silice mesoporosa en aplicaciones
nanomédicas, y el aumento de la superficie de contacto que ofrece este material, a la vez
qgue mantiene una baja densidad para evitar la precipitacion de las MNP cuando se

encuentran en suspension, se seleccioné como la primera modificacion a estudiar.

La segunda, variar el sideroforo utilizado. Teniendo en cuenta la gran capacidad de
quelatacion de los grupos catecol como se explico en el apartado de introduccion, se
decidié sintetizar un fragmento que contuviera un catecol, para posteriormente
conjugarlo con las MNP. Asi, ademé&s de estudiar la efectividad de estos conjugados
para la extraccién de bacterias que produzcan este tipo de sider6foros, permitiria iniciar
paralelamente un estudio sobre como afectan los sustituyentes a la interaccion entre

sideroforo y receptor de membrana.
Por tanto, los objetivos concretos que se plantearon para este trabajo fueron:

1) Sintetizar MNP con recubrimiento de silice mesoporosa conjugadas con el

sider6foro ferrioxamina.

2) Sintetizar MNP conjugadas con un fragmento que contenga un grupo catecol.
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PARTE EXPERIMENTAL

1. METODOLOGIA GENERAL

Todas aquellas reacciones que requirieron condiciones anhidras se realizaron bajo
atmosfera de argon desoxigenado seco (Argdn C-50) con agitacion magnética. Las
reacciones de hidrogenacion se realizaron empleando metanol grado HPLC de la casa

VWR bajo atmosfera de hidrogeno (H, Premier X50S) y una leve presion de hidrogeno.

Los disolventes utilizados son comerciales de la casa Panreac, salvo la N,N-
dimetilformamida (DMF) de 99,8% de pureza de la casa Sigma-Aldrich, y se utilizaron

sin purificacion previa.

El avance de las reacciones organicas fue seguido por cromatografia en capa fina
(CCF) empleando cromatoplacas de gel de silice Merck 60 F254. Las manchas se
visualizaron por exposicion a luz UV de A=254 nm, o por revelado por calor tras

inmersion en molibdato cérico amonico.

La cromatografia en columna se realizé en columna de vidrio, utilizando como fase
estacionaria gel de silice Merck 60 (0,040-0,063 mm), y la extraccién en fase sélida se
realiz6 en cartuchos de C-18 modelo WAT023635 de la casa Waters.

Los espectros de resonancia magnética nuclear se realizaron en el espectrometro
Bruker Avance 300 (300 MHz), utilizando como disolvente deuterado CDCl; (99,8%
D). Los espectros de infrarrojos se realizaron en un equipo Nicolet I1S10 de FTIR, con
accesorio de ATR con cristal de ZnSe. Las medidas de tamafio de particula en
suspension mediante dispersion de luz dinamica se realizaron en un equipo 90Plus/BI-
MAS. Estos equipos se encuentran en las instalaciones del Centro de Investigaciones
Cientificas Avanzadas (CICA) de la UDC. Las medidas de comportamiento magnético

se realizaron en un equipo DMS-1660 Vibrating Sample Magnetometer (VSM).

El resto de medidas de caracterizacion se realizaron en equipos situados en el edificio
de Servicio de Apoio a Investigacién (SAI) de la UDC. Los espectros de masas con
ionizacion por electrospray (ESI) fueron realizados en un equipo Qstar-QqTOF
Tamdem Hybrid System, con fuente de ESI de Applied Biosystems. Las imagenes de
microscopia de transmision (TEM) se obtuvieron en un equipo modelo JEOL JEM
1010. Los difractogramas de rayos X de polvo se realizaron en un difractometro
Siemens D5000 con radiacion de Cu (Ka)= 1,541874 A, sobre portamuestras de silicio.

Los analisis termogravimétricos se realizaron en el equipo ThermalAnalysis SDT 2960.
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2. SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE MAGNETITA (Fe;0y)

o O

AN

En viales de vidrio de 20 mL con tapones de teflon se prepararon suspensiones que

180° C
Fe3* + BnOH
3 72 h

Fe3O4

contenian 0,667 g de acetilacetonato de hierro (I1l) (Fe(acac)s) y 10 mL de alcohol
bencilico (BnOH). Los viales se sometieron a 2 min de agitaciéon ultrasonica, y se
dispusieron en un bloque térmico a 180° C durante 72 h. Transcurrido ese tiempo, se
dejo enfriar los viales, y se trasvaso el contenido de los mismos a tubos de centrifuga.
Se aplico un ciclo de centrifugado de 30 min a 5000 rpm, se desecho el sobrenadante, y
al sélido negro obtenido se le aplicaron 3 ciclos de lavado con etanol y agitacion
ultrasonica, y centrifugado de 15 min a 5000 rpm. El producto obtenido se secd en
desecador. Partiendo de 6,67 g de Fe(acac); se obtuvieron 1,31 g (89% de rendimiento)

de MNP de Fe304, como un sélido de color negro.

3. PREPARACION DEL CONJUGADO MNP CON SILICE
MESOPOROSA Y FERRIOXAMINA

3.1 Sintesis de Fe;0,@SiO,-Meso

NH; , H,0

\

Fe;0, -+ TEOS -+ CTAB
EtOH 30°C

Se disolvid 0,5 g de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) en una mezcla de
80 mL de etanol y 40 mL de agua bidestilada. Se afiadié 3 mL de NH3 (30%) y 0,25 g
de FesO, MNP, que se suspendieron mediante 30 min de agitacion ultrasonica.
Manteniendo condiciones de 30° C de temperatura y 200 rpm de agitacion magnética, se
afadié gota a gota 1,6 mL de tetraetil ortosilicato (TEOS). Tras 24 h de reaccion, se
realizaron 4 ciclos de lavado con etanol y agitacién ultrasénica, recuperando el sélido
por separacion magnética, y posteriormente se calcind a 550° C durante 4 h. Se obtuvo

0,464 g de Fe30,@SiO,-Meso como un sélido de color marrén claro.
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3.2 Sintesis de Fe3O,@SiO,-Meso@APTES (2)

DMF o
+ APTES ——> N
60° C 0=si NH,
7 \/\/
() \M O
() N\
2

Sobre 0,5 g de Fe30,@SiO,-Meso se realizaron 3 ciclos de lavado con 3 mL de DMF
y agitacién ultrasonica, recuperando el solido por separacion magnética. Posteriormente
se resuspendieron las MNP en 9 mL de DMF con 10 min de agitacion ultrasonica, y
manteniendo condiciones de 60° C de temperatura y 200 rpm de agitacion magnética, se
afiadi6 9 mL de 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES). Tras 24 h de reaccion, se
realizaron 4 ciclos de lavado con etanol y agitacidn ultrasénica, recuperando el sélido
por separacion magnética, que posteriormente se secd en desecador. Se obtuvo 0,556 g
de Fe30,@SiO,-Meso@APTES (2) como un solido de color marrén claro.

3.3 Sintesis de ferrioxamina (3)

9 KI (0]
—S-OH 0 N HN
n W 0 o
O.. ‘ PR
N

NH2 O N
<: N N o o Hzo ‘Fe/\ -
~ N -+ )J\/K 3|:e3+ 2z . O//l /O\)
! o]
N\.<

NH
3 2

Sobre una disolucién de 100 mg (0,15 mmol) de mesilato de deferoxamina en 5 mL
de agua bidestilada se afiadio 54 mg (0,15 mmol) de Fe(acac)s, tornandose roja la
disolucién al instante de realizar la adicion. Se dejé agitando toda la noche a
temperatura ambiente. La mezcla resultante se lavd con acetato de etilo (AcOEt), se
elimino los restos de AcOEt a presion reducida, y se llevo a sequedad por medio de
liofilizacion, obteniendo 78 mg (84% de rendimiento) de ferrioxamina (3) como un

solido de color rojo intenso.
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3.4 Sintesis de la N-succinilferrioxamina (4)

O
Wi
o N-O
(0]
WNqHN o - o
n o o\ .
(0] .0 ,
SN

piridina \‘Fé‘o’N
el e oy 8
o= o N ‘
N\(O o] HO o
o) \
H,oN N
3 4

/O NH
vo

Sobre una disolucién de 78 mg (0,13 mmol) de 3 en 5 mL de piridina, se afiadio 267
mg (2,67 mmol) de anhidro succinico, y se dejo agitando toda la noche a temperatura
ambiente. Posteriormente, se concentrd a presion reducida, y el sélido rojo obtenido se
purific6 mediante cromatografia de exclusién por tamafio, utilizando MeOH como
eluyente. Se obtuvo 89 mg de N-succinilferroxiamina (4) como un sélido de color rojo

intenso con un rendimiento cuantitativo.

(+)-LR-ESIMS m/z: 714,29 [M+H]".

3.5 Sintesis del conjugado MNP(Meso)-ferrioxamina (5)

o}

N-0
HN oY N - 0—
o N SN N
0//, o “Fé -t O
G 3
o N\.(O BOP , HOBT o o H l \
0=si_ A NH _— > \ \
COA A HN o=si HN/“\/\!( y
- o 50 DIPEA , DMF oZs N I Qo N
y N—<_)=o
9 |\

4 o 5

OH

2

Sobre 30 mg de 2 se realizaron 3 lavados con 3 mL de DMF y 5 min de agitacién
ultrasonica, recuperando el solido por separacidn magnética. Posteriormente se
resuspendieron las MNP en 5 mL de DMF con 10 min de agitacion ultrasonica, y sobre
esta suspension, mientras se mantenia agitacion ultrasénica, se adicion6 una disolucién
con 89 mg (0,13 mmol) de 4, los agentes acoplantes, 84 mg (0,19 mmol) de
hexafluorofosfato de (benzotriazol-1-iloxi)tris (dimetilamino)fosfonio (BOP) y 25 mg
(0,26 mmol) de hidrato de 1-hidroxibenzotriazol (HOBT), y 88 uL (0,50 mmol) de
DIPEA en 10 mL de DMF. Finalizada la adicion, se dej6 reaccionando a 25° C con
agitacion mecanica durante toda la noche. Tras este tiempo, se recuperaron las MNP por
separacion magnética, se realizan 4 ciclos de lavado con etanol y agitacion ultrasonica,
y el sélido recogido se seco a vacio. Se obtuvo 46mg del conjugado 5 como un sélido

de color marrén claro.
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4. PREPARACION DEL CONJUGADO MNP Y FRAGMENTO CON
GRUPO CATECOL

4.1 Sintesis de Fe;0,@SiO,

NH; , H,O
Fe;0, +  TEOS >
isopropanol 40°C

Se suspendieron 2 g de FesO4 MNP en 70 mL de isopropanol mediante 30 min de
agitacion ultrasénica. Se afiadié 3,5 mL de NH3 (30%) y 7,5 mL de agua bidestilada.
Manteniendo condiciones de 40° C de temperatura y 200 rpm de agitacion magnética, se
afiadié gota a gota 0,56 mL de tetraetil ortosilicato (TEOS). Tras 2 h de reaccion, se
sometio a 1 h de agitacion ultrasénica, y se decantd la mezcla con ayuda de un iman. El
solido obtenido se someti6 a un segundo recubrimiento, repitiendo los pasos
anteriormente descritos. Posteriormente, se realizaron 3 ciclos de lavado con etanol y
agitacion ultrasonica, recuperando el solido por separacion magnética, que
posteriormente se secd en desecador. Se obtuvo 2,815 g de Fe30,@SiO, como un sélido

de color marrén oscuro.

4.2 Sintesis de Fe304@SiO2@APTES (6)

DMF o
+ APTES ——> .
60° C O="si NH,
SINTN
0
O O
6

Sobre 0,5 g de Fe30,@SiO; se siguid el mismo procedimiento que en el apartado 3.2
de esta seccion, con lo que se obtuvo 0,539 g de Fe;0,@SiO,@APTES (6) como un
solido de color marrdn oscuro.

32



PARTE EXPERIMENTAL

4.3 Sintesis de terc-butil(2-(2-(2-(2,3-bis(benciloxi(benzamido)etoxi)etoxi)etil)
carbamato (7)

OBn

OBnOBn TBTU, DIPEA OBn
DMF N\/\O/\/O\/\NHBOC
COOH
(@)

7

Sobre una disolucion de 300 mg (0,9 mmol) de acido-2,3-bis(benciloxi)benzoico en
10 mL de DMF se adicion0 otra disolucion de 222 mg (0,9 mmol) de ( tert-butil(2-(2-
(2-aminoetoxi)etoxi))etil)carbamato, 345 mg (1,07 mmol) de agente acoplante O-
(Benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N'-tetrametiluronio tetrafluoroborato (TBTU), y 234 uL
(1,35 mmol) de DIPEA, en 10 mL de DMF, bajo condiciones inertes. Se mantuvo con
agitacion a temperatura ambiente durante 24 h. Transcurrido ese tiempo, la mezcla se
concentrd a presion reducida, y el aceite amarillo intenso obtenido se purificé mediante
cromatografia en columna de gel de silice [AcOEt:Hexano (9:1)], obteniendo
finalmente 327 mg (65% de rendimiento) de 7 como un aceite amarillo palido.

'H-RMN (CDCls), 84 ppm: 1,41 (s, 9H); 3,22 (c, 2H); 3,47 (m, 10H);4,94 (s, 1H);
5,07 (s, 2H); 5,13 (s, 2H); 7,13 (d, 2H); 7,34 (m, 10H); 7,70 (t, 1H); 8,20 (s, 1H).

(+)-LR-ESIMS m/z: 587,27 [M+Na]".

(+)-HR-ESIMS m/z: 587,2728 [M+Na]" (calculada para C3;H4oN,O;Na: 587,2727).

4.4 Sintesis de N-(2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etil)-2,3-bis(benciloxi)benzamida (8)

OBn (0] OBn
/—\ OBn /—\ OBn
(0} N TFA O N
H - > H
2 CH,Cl, 2
o 0}
_\—NHBoc _\—NH2
7 8

Una disolucién de 100 mg (0,18 mmol) de 7 en una mezcla 5:1 de CH,Cl,/acido
trifluoroacético (TFA), se agitdé a temperatura ambiente durante 90 min. Transcurrido
ese tiempo, la mezcla se concentro a presion reducida, obteniendo 80 mg de 8 como un
aceite amarillo palido con un rendimiento cuantitativo.

'"H-RMN (CDCls), 84 ppm: 3,62 (m, 12H); 5,38 (s, 4H); 7,31 (m, 13H); 8,52 (s, 1H).

(+)-LR-ESIMS m/z: 465,25 [M+H]".

(+)-HR-ESIMS m/z: 465,2414 [M+H]" (calculada para C»7H33N,Os: 465,2383).
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45 Sintesis de acido 1-(2,3-bis(benziloxi)fenil)-1,12-dioxo-5,8-dioxa-2,11-

diazapentadecan-15-oico (9)

O OBn

O OBn OBn
/\ OBn 0= _0 O N
3 N p H
2 H I

piridina o fe)
o N
L
NH, OH
o)
8 9

Sobre una disolucién de 220 mg (0,47 mmol) de 8 en 5 mL de piridina, se afiadi6 71
mg (0,71 mmol) de anhidro succinico, y se dejo agitando toda la noche a temperatura
ambiente. La mezcla de reaccion se concentrd a presion reducida, y el sélido obtenido
se purificO mediante extraccion en fase solida (columna C-18), utilizando un gradiente
de mezcla H,0:MeOH como fase movil. Se obtuvo 167 mg (62% de rendimiento) de 9

como un aceite amarillo.

'H-RMN (CDCls), 8y ppm: 2,45 (dd, 2H); 2,61 (dd, 2H); 3,55 (m, 12H) 5,09 (s, 2H);
5,15 (s, 2H): 7,16 (d, 2H); 7,38 (m, 11H); 7,66 (s, 1H); 8,36 (s, 1H).

(+)-LR-ESIMS m/z: 587,24 [M+Na]".

(+)-HR-ESIMS m/z: 587,2358 [M+Na]" (calculada para C3;HssN,OgNa: 587,2363).

4.6 Sintesis de acido-1-(2,3-dihidroxifenil)-1,12-dioxo-5,8-dioxa-2,11-

diazapentadecan-15-oico (10)

0 0Bn 0 OH
m){@pm /ﬂ)k@/oyu
g N g N
2 H H,, Pd/C 2 H
o) o] MeOH o) o]
o o
NH OH NH OH
o) o)
9 10

Una suspension de 60 mg (0,10 mmol) de 9 y una cantidad catalitica de catalizador
Pd/C al 5% en p/p en 10 mL de MeOH, se agité a temperatura ambiente bajo atmosfera
de H, (latm) durante 24 h. Transcurrido ese tiempo, se filtré a través de celita, y se
elimino el disolvente a presion reducida, obteniendo 41 mg de un solido que no se

correspondia con 10 (ver resultados y discusion).
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. PREPARACION Y CARACTERIZACION DE MNP

1. 1 Preparacion de nanoparticulas de Fe;O4

El primer paso de este trabajo consistid en la preparacion de nanoparticulas de Fe;O,4
siguiendo el método propuesto por Pinna’, explicado en el apartado 1.3 de la
introduccion. Estas MNP son la base de los distintos pasos de recubrimiento y
funcionalizacién que se realizaron acorde a los objetivos propuestos para este trabajo.
Su caracterizacion se llevo a cabo por difraccion de rayos X de polvo, TEM, y medidas
de tamafio de particula en suspension, que aportan informacidén sobre su tamario,

morfologia, y cristalinidad.

1. 2 Caracterizacion de nanoparticulas de FezO4

El difractograma de rayos X de polvo de la muestra de nanoparticulas de Fe304
obtenidas mediante sintesis solvotermal (figura 17) se comparé con patrones de
magnetita utilizando el programa Match®.
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Figura 17 Difractograma experimental de Fe;O,4, comparada con un patrén de la base de datos de Match

El valor de 20 de los maximos de intensidad del difractograma experimental
coinciden con los del patron de Fe3O4 confirmando que el producto obtenido es
magnetita, sin impurezas de otras fases. La anchura de los picos indica que, ademas de
ser cristalina, la muestra esta formada por particulas de pequefio tamafio (orden

nanomeétrico).
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Figura 18 Micrografias TEM de las nanoparticulas de Fe;O,

Las imagenes obtenidas por TEM (figura 18) muestran que el tamafio de las
nanoparticulas se encuentra alrededor de los 10 nm, con una distribucion de tamafios
uniforme, y con tendencia a formar pequefios aglomerados. La morfologia de las
particulas es bastante regular, adaptando todas ellas una forma mas o menos esférica.
Las medidas de tamafio de particula en una suspensién de etanol muestran una
distribucion de tamafio medio de 87+6 nm, confirmando la tendencia a formar pequefios

aglomerados.

2. PREPARACION Y CARACTERIZACION DEL CONJUGADO
MNP CON SILICE MESOPOROSA Y FERRIOXAMINA

2.1 Preparacion de Fe;0,@SiO,-Meso

Para sintetizar las MNP recubiertas de silice mesoporoso, se optd por realizar una
modificacion del método de Stober®, afiadiendo un surfactante utilizado habitualmente
en las sintesis de silice mesoporosa. Se efectué una hidrolisis de TEOS en una
suspension de las nanoparticulas de Fe3O4 en una mezcla agua/etanol, en presencia de
catalizador basico (NHs), y el surfactante CTAB. Finalizada la reaccion, se realizd un
paso adicional de calcinacidn para eliminar el surfactante. Su caracterizacion se llevé a

cabo por las mismas técnicas que las MNP de Fe30,.
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2.2 Caracterizacion de Fe;0,@SiO,-Meso

En el difractograma experimental de Fe3O,@SiO,-Meso (figura 19), los maximos de
difraccion se siguen correspondiendo a los de un patron de magnetita. Se observa
también un incremento de ruido en la sefial de fondo (background), que junto a una
pequena elevacion en la zona de 20 entre 20° y 28° evidencia la presencia de silice

recubriendo la estructura cristalina de las nanoparticulas.
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Figura 19 Difractograma experimental de Fe;0,@SiO,-Meso, comparado con un patrén de magnetita

La estructura mesoporosa del recubrimiento de silice se confirma por el
difractograma realizado entre angulos de 26 de 1° a 10° (figura 20). Los maximos
situados a 20= 2,53° 20= 4,29° 20=4,94° se corresponden con los planos
cristalogréficos (1 0 0), (1 1 0), y (2 0 0) de la estructura de silice mesoporosa tipo
MCM-41%,
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Figura 20 Difractograma experimental de Fe;0,@SiO»-Meso, entre dngulos de 1° a 10°
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El didmetro de poro puede ser calculado restando 1 nm al valor de la distancia entre
centro de los poros (ap), que se puede obtener con el valor de d(1 0 0), que a su vez se

despeja con la ley de Bragg:

. . ni 0,1541874 nm
nA =2dsin@ ; dggg) = ey Y 1. B 3,492 nm
2

aO = (2/\/?) d(lOO) = 4,032 nm

De esta forma, obtenemos un valor de didmetro de poro de 3,032 nm. En las
imagenes obtenidas por TEM (figura 21) se observa facilmente el recubrimiento de
silice, aunque no se llega a observar la estructura de los poros. Las nanoparticulas se
encuentran mucho mas agregadas, formando aglomerados de alrededor de 200 nm. El
tamafio de particula medido en una suspension de agua desionizada muestra un valor
promedio de 2,2+0,6 pm, lo que pone de manifiesto la mayor tendencia a agregarse al

realizarse el recubrimiento de silice mesoporosa.

200 rm

Figura 21 Micrografias TEM de Fe;0,@SiO,-Meso

2.3 Preparacion de N-succinilferrioxamina, Fe30,@SiO,-Meso@APTES, vy

conjugado MNP (Meso)-ferrioxamina

Una vez confirmada la estructura mesoporosa del recubrimiento, se preparé de forma
paralela Fe3O,@Si0,-Meso@APTES (2) y la N-succinilferrioxamina (4). Finalmente se
realizd la conjugacion de ambos fragmentos para sintetizar el conjugado MNP(Meso)-
ferrioxamina (5), y se estudidé su capacidad para extraer bacterias, comparando los

resultados con los obtenidos para el conjugado MNP-ferrioxamina (1).
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La preparacion de la 4 se consigue con dos pasos sintéticos (figura 22), la
quelatacion del mesilato de deferoxamina con Fe(acac)s, y posterior adicién de un
exceso de anhidrido succinico. EI compuesto obtenido se caracteriz6 por espectrometria

de masas.
. Q
0 o Lo OWQ Ty ﬁ
NMN\/\/\/gEZ o o HN o.. \O
<:H oH 7 —+ {M Fed* H20 piridina
N)WN\/\/\/NW = 3 - Fe\/o\) - //\j
OH (o] (o]
% NH,
3

Figura 22 Ruta sintética para la obtencién de N-succinilferrioxamina

OH

La funcionalizacion con grupos amino de las MNP para obtener 2 se llevo a cabo por
medio de la adicion de APTES en una suspension en DMF de Fe;O,@SiO,-Meso. Los
lavados previos con DMF realizados sobre las nanoparticulas activan la superficie de las
mismas al desprotonar los grupos hidroxilo terminales de la cubierta de silice.

La reaccion de acoplamiento entre los fragmentos 2 y 4 se realizd siguiendo el
modelo propuesto por Huang® para la sintesis de MNP funcionalizadas con

monosacaridos.

La funcionalizacion con APTES vy el conjugado 5 se caracterizaron por
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier acoplada a la técnica de
reflectancia total atenuada (FTIR-ATR), andlisis termogravimétrico (ATG), y medidas

de magnetizacion.

2.4 Caracterizacion de N-succinilferrioxamina, Fe;0,@SiO,-Meso@APTES, y

conjugado MNP(Meso)-ferrioxamina

La caracterizacion de 4 se llevé a cabo por espectrometria de masas (+)-ESI de baja
resolucion, que confirmé la obtencion del compuesto al mostrar el i6n [M+H]" a m/z
714,29 (masa calculada para CpgHsoFeNgO11: 714,28).
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Figura 23 Espectros de IR de las MNP mesoporosas en los distintos pasos de funcionalizacién

Los espectros de IR (figura 23) de todas las MNP recubiertas con silice mesoporosa
presentan una gran banda sobre 1050 cm™, correspondiente al enlace Si-O. Las muestras
2 y 5 muestran un aumento de intensidad en la zona entre 3500 cm™ y 2800 cm™,
correspondiente a los enlaces N-H y C-H. En la muestra 5 se aprecia un aumento de la
banda en torno a 1650 cm™, que puede corresponderse con el enlace amida del
conjugado. Hay que tener en cuenta que en este tipo de muestras, la proporcion de masa
de nanoparticula es muy superior respecto al de las moléculas con que se
funcionalizacién, por lo que la banda del enlace Si-O serd siempre mucho més intensa

que las observadas para el resto de enlaces.

El ATG realizado sobre las muestras (figura 24) se realizd bajo atmosfera de N,

desde temperatura ambiente hasta 900° C, con una rampa de 20°/min.
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% masa = MNP(Meso)-ferrioxamina (5)
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Figura 24 ATG de las MNP mesoporosas en los distintos pasos de funcionalizacién

En la grafica se observa que todas las muestras sufren una pérdida importante de
masa hasta alcanzar los 60° C, debida a la pérdida de agua o restos de disolvente de
sintesis que hayan quedado retenidos en su superficie. Posteriormente, se produce una
recuperacion parcial de esa masa perdida, que puede deberse a un proceso de adsorcion
de N, causado por la estructura mesoporosa de la superficie de las nanoparticulas. A
partir de ese punto se va produciendo una pérdida gradual de masa, hasta alcanzar un %
total de pérdida de masa del 2,8% para las Fe;0,@SiO,-Meso, un 5,9% para 2, y un
9,7% para el conjugado 5. Por tanto, la pérdida de masa aumenta con los distintos pasos

de funcionalizacién, acorde a lo esperado.

Las medidas del comportamiento magnetico (figura 25) muestran que las
nanoparticulas de magnetita no presentan histéresis en todo el ciclo medido, lo que
justifica su comportamiento superparamagnético, y conservan esta propiedad a lo largo
de los distintos pasos de recubrimiento y funcionalizacion. Para la obtencion de los
datos de magnetismo, se realizaron 4 ciclos de magnetizacion completos desde -10 a 10
kOe, a temperatura ambiente, y los valores representados corresponden a la media de las

4 medidas.
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Figura 25 Medidas de magnetizacion de las MNP

El valor de la magnetizacién de saturacion (Ms) medido para las nanoparticulas de
Fe30,4 es de 54,36 emu/g, un valor que asegura una respuesta magnética fuerte, pero
inferior a los valores maximos que se han llegado a observar para las MNP de Fe30Oy,
que se encuentra en torno a 80 emu/g*®. El valor de Ms se ve reducido practicamente a
la mitad cuando se realiza el recubrimiento de silice mesoporosa, hasta 23,57 emu/g, ya
que hay mucho menos material magnético por gramo de muestra. Al realizar la
funcionalizacion con APTES vy la conjugacién con ferrioxamina, los valores de Mg
descienden ligeramente como cabria esperar, obteniendo unos valores de 23,20 emu/g

para 2,y 22,92 emu/g para el conjugado 5.

Todas las graficas muestran una pendiente muy pronunciada en los valores de
magnetizacion frente al campo magnético, logrando alcanzar practicamente la Mg al
aplicar un campo de 1 kOe. Esto asegura una respuesta rapida de las MNP al aplicar un
campo magnético, una propiedad muy adecuada para el tipo de aplicaciones que
estamos enfocando, ya que nos permite realizar acelerar el proceso de separacion con un

iman, obteniendo una respuesta inmediata de las MNP.
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2.5 Ensayos bacterianos

Para comparar la efectividad del conjugado sintetizado con recubrimiento
mesoporoso, frente al conjugado con recubrimiento de silice normal a la hora de extraer
bacterias, se realiz6 un ensayo bacteriano (figura 26) siguiendo metodologia descrita en
la seccion de antecedentes.

Dilucion de
partida 1:1000

Dilucion de
partida 1:100

Diluciones sucesivas
(10°, 10, 10, 103,
10

Bacterias con Bacterias sin

receptor receptor

Figura 26 Ensayo bacteriano del conjugado MNP-Meso con ferrioxamina frente a Yersinia enterocolitica

Como se observa en la imagen, el conjugado 5 presenta una buena capacidad de
extraccion general para esta bacteria, pero no muestra la especificidad que demostraba
el conjugado 1 para ser selectivo con las bacterias que poseen el receptor de membrana
especifico de la ferrioxamina. En vista de estos resultados, todo indica que las fuerzas
de adhesion entre la superficie mesoporosa y la pared celular de las bacterias estan
primando sobre la interaccion entre el sideréforo y el receptor de membrana. Esto puede
deberse a la mayor area superficial que presenta la estructura mesoporosa frente a la
cubierta de silice normal, lo que deriva en una menor proporcion de sider6foros por
nanoparticula. Una posible alternativa a estudiar implicaria realizar este conjugado
aumentando la proporcion de APTES y de sideréforo a conjugar para la misma cantidad
de MNP. Se deberan realizar mas ensayos para confirmar esta hipétesis.
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3. PREPARACION Y CARACTERIZACION DEL CONJUGADO
MNP Y FRAGMENTO CON GRUPO CATECOL

3.1 Preparacion de Fe30,@SiO; y de Fe;0,@SiO,@APTES

La sintesis de Fe3O,@SiO; se realizo por hidrolisis de TEOS con catalizador basico
(NH3) sobre una suspension de nanoparticulas de Fe3O4 en isopropanol. Por
experiencias previas de nuestro grupo de investigacion, se realiz6 una segunda etapa
consecutiva de recubrimiento, que otorga mas grosor a la capa de silice, y ofrece
mejores resultados en la funcionalizacién con APTES, que se realizé de la misma forma

que para las MNP mesoporosas.

3.2 Caracterizacion de Fe;0,@SiO; y de Fes0,@SiO,@APTES

El difractograma experimental (figura 27) de Fe3O,@SiO; sigue correspondiéndose
con los del patron de magnetita. Al contrario que en las recubiertas con silice
Mesoporosa, No se aprecia un aumento en la sefial de fondo ni en la zona de 26 entre
20° y 28°, lo que ya nos sugiere que el recubrimiento contiene menor cantidad de silice

que en la cubierta mesoporosa.
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Experimental pattern: JC53-6 (16_05825_jcs3-b.raw)
[36-801-0941] Fe3 04 (Magnetits)

20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 45.00 50,00 55.00 60,00 65.00 70,00 75.00 80,00
CuKa (1.541874 A) Ztheta

Figura 27 Difractograma experimental de Fe;O,@SiO,, comparado con un patrén de magnetita

Las imagenes obtenidas por TEM (figura 28) confirman esta hipdtesis, mostrando un
recubrimiento mucho mas fino que en el anterior caso, y siendo mas dificil de observar
el recubrimiento, que en este caso es de unos pocos nandémetros. Vemos que las
nanoparticulas también tienen tendencia a formar agregados algo méas grandes que antes

de realizar el recubrimiento, de 200 a 300 nm.
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100 frm

Figura 28 Micrografias TEM de Fe;0,@SiO,

Las medidas de tamafio de particula en suspensién de agua desionizada ofrecen un
valor medio de 281+5 nm, lo que coincide plenamente con la informacion obtenida por
TEM, e indica que tienen menor tendencia a aglomerarse en suspension y forman un

coloide mas estable que los de cubierta mesoporosa.

La funcionalizacion con grupos amino se caracterizé por IR y ATG. El espectro de
IR (figura 29) comparativo entre las muestras de Fe3;O,@SiO, y Fe;0,@Si0O,@APTES
(6) muestra un aumento de intensidad en la zona entre 3500 cm™ y 2800 cm™,
correspondiente a los enlaces N-H y C-H, y una banda en torno a 1650 cm™ en la
muestra 6, que se puede deber tanto a bandas de flexion de los grupos amino, como a

restos del disolvente de sintesis (DMF).

% Transmitancia

3600 3400 3200 3000 2600 2600 2400 2200 2000 1600 1600 1400 200 1000 w00
MNimen de Ondas (cm-1)

F6304@Si02 — F6304@Si02 @APTES (6)

Figura 29 Espectros de IR de Fe;0,@SiO, y Fe;0,@SiO,@APTES

46



RESULTADOS Y DISCUSION

El ATG de estas muestras (figura 30) no muestra una pérdida de peso brusca en los
primeros 60° C, ni la posterior adsorcion de N, como ocurria en las mesoporosas. En
este caso, la pérdida de masa es gradual a lo largo de todo el calentamiento, llegando a
una pérdida de masa total de 5,9% para FesO,@SiO,, y 7,3% para 6, por lo que la
pérdida de masa vuelve a aumentar al realizar la funcionalizacion, igual que en las

mesoporosas y acorde a lo esperado.

% masa

100 - ——Fe304@5i02

99 - e Fe304@Si02@APTES (6)

98 -

96 -

94 -

93 -

92 T T T T T T T T 1 oc

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Figura 30 ATG de Fe;0,@Si0; y Fes0,@SiO,@APTES

En cuanto a las medidas de magnetizacidn, el valor de Ms medido para la muestra de
Fes0,@SiO, es de 26,52 emu/g, ligeramente superior que el valor obtenido para
Fes0,@Si0,-Meso (23,57 emu/g), pero que sigue sufriendo un brusco descenso
respecto a las MNP de magnetita (54,36 emu/g) como consecuencia del recubrimiento.
Para 6, el valor obtenido fue de 25,77 emu/g, siguiendo la misma tendencia a la baja al

realizar la funcionalizacion que en las mesoporosas.
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3.3 Preparacion y caracterizacion del fragmento que contiene un grupo catecol

Para esta parte del trabajo, se propuso sintetizar un fragmento que contuviera un
grupo catecol y posteriormente conjugarlo con las MNP, ya que este grupo posee una
gran afinidad por el Fe(lll) y ademé&s esta presente en un gran nimero de sideréforos.
Esto nos da acceso a realizar extracciones de una gran variedad de bacterias que utilizan
sideroforos que contienen esta unidad estructural, y adicionalmente conseguiriamos una
mejor comprension de los mecanismos de reconocimiento entre el receptor de

membrana y el complejo sideroforo-Fe(ll1).

Para ello, se plante6 unir la unidad catecol a un espaciador que permitiera su
posterior acoplamiento a las MNP a través de un enlace amida. Se decidid partir del
acido 2,3-dihidroxibenzoico con los grupos hidroxilos protegidos en forma de éteres de
bencilo, compuesto que ya habia sido sintetizado previamente en nuestro grupo de
investigacion. Teniendo en cuenta todo esto, se disefid el esquema sintético que se

muestra en la figura 31.
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Figura 31 Ruta sintética disefiada para elaborar el fragmento que contiene un grupo catecol

Como espaciador a utilizar se parti6 del tert-butil (2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)
etil)carbamato, porque nos permitiria enlazarlo al catecol a través un enlace amida, y
ademéas los atomos de oxigeno de la cadena impiden el completo plegamiento de la
misma, impidiendo de esta forma que el resto del fragmento interfiera en el proceso de

reconocimiento del grupo catecol.
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El primer paso de la sintesis consistié por tanto en la formacion de un enlace amida
entre el catecol y el tert-butil (2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi) etil)carbamato. La reaccion fue
Ilevada a cabo en condiciones inertes, y se seleccion6 como agente acoplante el TBTU,
por los buenos resultados que habia ofrecido previamente en este tipo de reacciones
dentro del grupo de investigacion, y DIPEA como base. Tras realizar una purificacion
por cromatografia en columna de gel de silice [AcOEt:Hexano (9:1)], se obtuvo el

compuesto 7, que se caracterizé por *H-RMN y espectrometria de masas de baja y alta

I i
S OB N TMMNOORENCOTIMANNNIOQROITNAMET ONMNCOOONNOLLIMONDQN MO o
§ RRERGILITETAAAAANAAAAMNANANNIIIZAEGS NHuBhLhTTTTTTTTICTTIAINNA %
B ONRRRNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN NN NN R BB T M mm @6 s mnm6ennmnnendnsose i
| PR BN B i AR R AR

1.00=
1.014

£) ERE] g

w\
T

T T T T T T
6.5 6.0 5.5 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

5.0
f1 (ppm)

Figura 32 Espectro de *H-RMN del compuesto 7

El espectro de RMN del compuesto 7 (figura 32) muestra las sefiales de los 9H
correspondientes al grupo protector tert-butil carbamato del espaciador a 1,41 ppm, los
12H alifaticos en torno a 3,5 ppm, los 4H bencilicos a 5,10 ppm, los 13H aromaticos
entre 7'y 8 ppm, y una sefial de amida a 8,20 ppm. El espectro de masas (+)-ESI de alta
resolucion confirmd la obtencion del compuesto al mostrar el ion [M+Na]® a m/z
587,2728 (masa calculada para C3,H4oN2O7Na: 587,2727).
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El segundo paso consistio en la desproteccion del grupo protector del espaciador, que
se realizd6 mediante tratamiento de TFA sobre una disolucion del compuesto 7 en
CH,Cl,. En el espectro de RMN del compuesto 8 (figura 33) se observa la desaparicion
de la sefial correspondiente al grupo tert-butil carbamato, y la aparicién de una sefial a
1,57 ppm que se corresponde con tert-butanol, subproducto de la reaccion de
desproteccién. El espectro de masas (+)-ESI de alta resolucion confirmo la obtencién
del compuesto al mostrar el ion [M+H]" a m/z 465,2414 (masa calculada para

C27H33N205: 465,2383)

mmmmmmmmmmm
EERa3hnaT=og

TETERAAN

529
~5.16
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r . . - . T : . : -
0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 10 0.
f1 (ppm)

Figura 33 Espectro de *H-RMN del compuesto 8

El siguiente paso consistié en la adicion de anhidrido succinico a una disolucién del
compuesto 8 en piridina, para lograr un grupo acido en el extremo libre del espaciador.
El producto se purifico al hacerlo pasar a través de C-18, utilizando un gradiente de
mezcla H,O:MeOH como fase mavil. En el espectro de RMN del compuesto 9 (figura
34) se observa la aparicion de 2 sefiales en torno a 2,5 ppm, correspondientes a los
protones alifaticos de la cadena carbonada proveniente del succinico. También se
aprecia la aparicion de una segunda sefial de proton de grupo amida a 7,66 ppm. El
espectro de masas (+)-ESI de alta resoluciéon confirmé la obtencion del compuesto al
mostrar el ion [M+Na]® a m/z 587,2358 (masa calculada para Ca;H3sN,OgNa:
587,2363).
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—836
767
766

w |12

Figura 34 Espectro de *H-RMN del compuesto 9

A continuacion, se realizo la desproteccion de los hidroxilos fendlicos. Para ello, se
realiz6 una hidrogenacion catalitica en una disolucion en MeOH del compuesto 9. En
este paso sintético se ha obtenido un resultado diferente al esperado, debido a que para
completarse totalmente la desproteccion de los dos hidroxilos se requiere un tiempo de
reaccion largo, de al menos 24 h. Sin embargo, los tiempos largos de reaccion favorecen
la formacion del éster metilico. Esta estructura se deduce a partir de la aparicion de una
sefial caracteristica a 52 ppm en el espectro de *C-RMN (figura 35). El espectro de
masas (-)-ESI de baja resolucion confirmé la obtencion del éster metilico al mostrar el
ion [M-H] a m/z 397,16 (masa calculada para C1gH25N2Og: 397,17).
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Figura 35 Espectro de *C-RMN del compuesto 10 en forma de éster metilico

Se han probado diferentes tiempos de reaccién y la adicidn de acido acético al medio
de reaccion, pero no se ha logrado modificar el resultado. Por tanto, se plantea realizar
en el futuro una etapa sintética que implica la saponificacion del éster. Posteriormente,
se realizara la quelatacion del fragmento con Fe(acac)s, completando asi la ruta sintética

disefiada, y se procedera a realizar el acoplamiento con Fes04@SiO, @APTES.
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CONCLUSIONES

Continuando con el trabajo iniciado hace meses en nuestro grupo de investigacion,
en el presente Trabajo Fin de Master se han preparado nuevos conjugados de
sideroforos con nanoparticulas magnéticas (MNP), evaluando su posible aplicacién en
la deteccion de patdgenos bacterianos. De acuerdo con los objetivos concretos
propuestos, las conclusiones a las que se ha llegado son:

1) Se sintetiz6 un conjugado MNP-ferrioxamina con una cubierta de silice
mesoporosa, y se caracterizé por las técnicas de difraccion de rayos X de polvo,
TEM, ATG, FTIR-ATR, y medidas de magnetizacion. Se ha probado su
efectividad en ensayos bacterianos, demostrando ser menos especifico que el
conjugado con cubierta de silice normal. En comparacion con éstas, sus
propiedades magnéticas apenas variaron, pero si presentan mayor tendencia a

aglomerarse.

2) Se sintetizaron MNP con cubierta de silice normal y funcionalizadas con grupos
amino, y se avanzé varias etapas en la ruta sintética disefiada para el fragmento
que contiene un grupo catecol. Sera necesario realizar una etapa adicional a las

previstas inicialmente para poder completar esta ruta.
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CONCLUSIONS

Continuando co traballo iniciado fai meses no noso grupo de investigacion, no
presente Traballo Fin de Master prepararonse novos conxugados de siderdforos con
nanoparticulas magnéticas (MNP), avaliando a sua posible aplicacion na deteccion de
patdxenos bacterianos. De acordo cos obxectivos concretos propostos, as conclusions s

que se chegou son:

1) Sintetizouse un conxugado MNP-ferrioxamina cunha cuberta de silice
mesoporosa, e caracterizouse polas técnicas de difraccion de raios X de po, TEM,
ATG, FTIR-ATR, e medidas de magnetizacion. Probouse a seu efectividade en
ensaios bacterianos, demostrando ser menos especifico que o conxugado con
cuberta de silice normal. En comparacion con estas, as suas propiedades

magnéticas apenas variaron, pero si presentan maior tendencia a aglomerarse.

2) Sintetizaronse MNP con cuberta de silice normal e funcionalizadas con grupos
amino, e avanzouse varias etapas na ruta sintética desefiada para o fragmento que
contén un grupo catecol. Sera necesario realizar unha etapa adicional &s previstas

inicialmente para poder completar esta ruta.
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CONCLUSIONS

Continuing with the work initiated months ago in our research group, the present
work has accomplished the preparation of new siderophore-magnetic nanoparticles
(MNP) conjugates, evaluating its possible application in pathogen detection. According

to the specific proposed objectives, the conclusions have been reached are:

1) It has been synthetized a ferrioxamine-MNP conjugate with a mesoporous silica
coating, and it has been characterized by XRPD, TEM, ATG, FTIR-ATR, and
magnetic measurements. It has been proved its effectiveness in bacterial culture
essays, proving to be less specific than the normal silica coated conjugate.
Magnetic properties barely change, but present more propensity to agglomerate.

2) It has been synthetized MNP with normal silica coating and functionalized with
amine groups, and progress was made in the synthetic route designed for the
fragment containing a catechol. It will be necessary to make an additional step to
complete this route.
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ANEXOS

I +TOF MS: 153310 1.682 rmin from Sarple 2 (JCS9, MeOH) of 2016_11246 JCS9_esitof_pos,_OLwiff NBX. 2595.6 courts
2=3.60132730424522450e-004, 10=-1. 72450469662219310e+001 R, (Turbo Spray)
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Figura 18 Espectro de masas (+)-ESI de baja resolucion de 4

I +TOF MS: 1.749t0 1.899 rmin from Sarrple 2 (JCSLLC, MeOH) of 2016_12706_JCS11C esitof_pos_OLwiff ex. 3005.4 courts
=3, 60134302243339850e- 004, 10=-1.75180942182988180e+001 R (Turbo Spray)
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Figura 19 Espectro de masas (+)-ESI de baja resolucion de 7
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Intensity, counts

+TOF MS: 1.749t0 1.899 rmin from Sarple 2 (JCSIIC, MeOH) of 2016_12706_JCSI1C esitof_pos_OL it
2=3,60134302243339880e- 004, 10=-1. 75180942182988180e+001 R, (Turbo Spray)
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Figura 20 Espectro de masas (+)-ESI de alta resolucion de 7

+TOF MS: 2599 to 2.715 min from Sanple 7 (JCS12, MeOH) of 2016 13798 JCSI2 esitof_pos OLwiff

a=3.60147535610710680e-004, t0=-1.68761097121337080e+001 R; (Turbo Spray)
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Figura 21 Espectro de masas (+)-ESI de baja resolucién de 8



ANEXOS

Intensity, counts

+TOF MS: 2.01610 2.149 rmin from Sarrple 8 (Agimix) of 2016_13798 JCSI2_ esitof_pos OLwiff
2=3.601484924561148106-004, 10=-1 67669954789839720e+001 R, (Turbo Spray)
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Figura 22 Espectro de masas (+)-ESI de alta resolucion de 8
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+TOF MS: 1.666t0 1.832 nin from Sanple 2 (JCS13, MeOH) of 2016_13800_JCSI3 esitof_pos OLwiff

a=3.601-
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Figura 23 Espectro de masas (+)-ESI de baja resolucién de 9



ANEXOS

Intensity, counts

+TOF MS: 2.682 to 2.815 min from Sanple 2 (JCS13, MeOH) of 2016 13800 JCS13 esitof_pos OLwiff
a=3.60147509807692700e-004, t0=-1.65830334612584070e+001 R; (Turbo Spray)
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Figura 24 Espectro de masas (+)-ESI de alta resolucién de 9

“TOF MS: 1.302t0 1.485 rminfrom Sarrple 2 (JCS14, MeOH) of 2016_18062 JCS14 esitof_neg OLwiff
=3 60205651.902296570e- 004, 10=4, 001285743739572406+000 R, (Turbo Spray)
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Figura 25 Espectro de masas (-)-ESI de baja resolucidn de 10 en forma de éster metilico



