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Editorial

Nanociencia y nanotecnologia cubanas

Cumpliendo un acuerdo de la junta directiva de la Sociedad Cubana de
Fisica, y a propuesta de la Facultad de Fisica y del Instituto de Ciencia y
Tecnologia de Materiales de la Universidad de La Habana, se presenta este
nimero dedicado a la nanociencia y nanotecnologia cubanas. Recoge un
grupo de trabajos relacionados con la ciencia y la tecnologia en la escala del
nandémetro cuyo elemento en comin es que en todos se presentan resultados
de cientificos cubanos de diferentes especialidades. Hemos procurado que
todos los que han realizado investigaciones cientificas en este tema hayan
sido invitados a participar.

Podemos sentirnos orgullosos de que, aun trabajando en muy dificiles
condiciones, los profesionales cubanos hayan logrado, con su trabajo de
aflos, que esta importante actividad cientifica no constituya hoy una
novedad en nuestro pais. Por eso, este nimero pudiera servir también a los
encargados de tomar decisiones sobre la ciencia para distinguir a algunas de
las personas que pudieran ser de ayuda a la hora de desarrollar diferentes
tipos de proyectos o elaborar ideas en materia de nanociencia y
nanotecnologia. Muchos de los trabajos aqui presentados han sido objeto de
premios a diferentes niveles, han sido resultados de tesis de licenciatura,
maestria o doctorado, o también han sido publicados en revistas de impacto
nacional o internacional.

Por las razones explicadas arriba no quisimos incluir trabajos que se
refirieran exclusivamente a politica cientifica o que constituyeran
Unicamente revisiones de trabajos de terceros (sin desconocer la importancia
que también tiene este tipo de articulos). Aun cuando hemos pedido a los
autores que los articulos sean escritos en un lenguaje que pueda ser
accesible a profesionales de diferentes ramas, tampoco fue el propdsito de
este nimero presentar trabajos de pura divulgacion cientifica.

Ninguna antologia es completa; podrdn encontrarse algunas ausencias
también en este nimero. M4s de 20 investigadores fueron invitados a
participar a partir de las propuestas de las diferentes secciones de la
sociedad y de especialistas con reconocido prestigio en el tema de la
nanociencia. Sin embargo, no todos han deseado o podido colaborar con el
nimero. No obstante este muestrario parece ser representativo del trabajo
cubano en la tematica.

Dr. Osvaldo de Melo
Presidente
Sociedad Cubana de Fisica
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Almacenamiento de hidrégeno en nanocavidades
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Sumario. El hidrégeno, dado su alto calor de combustién, 572 kJ/mol, tres veces el de la gasolina, y a que el subpro-
ducto que genera (agua) es compatible con el medio ambiente, estd siendo considerado como una alternativa a los deri-
vados de combustibles fésiles, en particular, para aplicaciones en transporte automotor. La aplicacion del hidrégeno en
tecnologias méviles supone tres retos: la produccion a partir de alguna fuente renovable como podria ser la disociacién
del agua; disponer de un método reversible, seguro y econdmicamente viable para su almacenamiento; e implementar su
uso mediante celdas de combustible donde la energia quimica se transforma directamente en electricidad. El H, libre
préacticamente no existe en la naturaleza; es por ello que hay que producirlo, no es una fuente primaria de energia como
s lo es el petréleo, sino un portador secundario. Su almacenamiento es, probablemente, el mds dificil de esos retos de-
bido a que el H, tiene muy baja temperatura critica (Tc = 32.97 K) y a temperaturas ordinarias es un gas en estado su-
percritico. La licuefaccion del H, es posible cuando la fortaleza de las interacciones Hy-H, (de tipo van der Waals y
cuadrupolo-cuadrupolo) supera a la energia térmica (kT). Esto sugiere la posibilidad de lograr su almacenamiento a
temperaturas por encima de Tc a través de una fuerte interaccion H,-superficie en sélidos de elevada superficie especifi-
ca, por ejemplo, en materiales laminares o nanoporosos. En esta contribucion se evalian las posibles interacciones H,-
superficie que podrian estar presentes en este método de almacenamiento y su contribucion relativa a la energia de ad-
sorcién del H, en materiales de superficie extendida. El alcance de esas interacciones se discute a partir de resultados
experimentales acerca del almacenamiento de H, en nanocavidades. Asimismo, se evalia el estado del arte y las pers-
pectivas de este método de almacenamiento.

Abstract. Hydrogen, because of its large combustion heat, 572 kJ/mol, three times that of gasolines, and an environ-
mentally compatible byproduct, water, is being considered as an alternative to fossil fuels derivatives; particularly in ve-
hicular applications. The application of hydrogen as combustible in mobile technologies involves three challenges: the
production from the water splitting, for instance; the availability of a reversible, safe and economically viable storage
method; and its use through appropriate fuel cells where the chemical energy is directly transformed in electricity. Na-
ture practically has no free H,. From this fact, H, must be produced. It is a secondary energy bearer, not a primary
source like petroleum. The storage is probably the main of these challenges because H, has very low critical tempera-
ture (Tc = 32.97 K) and at ordinary temperatures it is supercritical gas. The H, liquefaction is possible when the
strength for the H,-H, interactions (of van der Waals and quadrupole-quadrupole type) surpasses the thermal energy
(kT). This suggests the possibility of be able the H, storage at temperatures above Tc through a strong H,-surface inter-
action in solids of extended surface, layered or nanoporous materials, for instance. In this contribution the possible H,-
surface interactions that could be present in such storage method and their relative contributions to the H, adsorption
energy in materials of extended surface are discussed. The role of these interactions is dicussed from experimen-
tal results on H, in nanocavities. The state of art and perspectives on this storage method are also evaluated.

Palabras clave. Assembiles of adsorbates 68.43.Hn; Kinetics of adsorption 68.43.Mn; Structure of porous materials
61.43.Gt
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1 Introduccion

El progreso de la civilizacién humana ha estado intima-
mente ligado a la disponibilidad de fuentes de energia.
Desde la primera actividad industrial para la explotacién
del petréleo, en 1859 [1], y luego su procesamiento para
obtener diferentes derivados, pricticamente todos los
avances tecnoldgicos conocidos han estado ligados al
uso de este combustible fésil. El petréleo y otros com-
bustibles de origen f6sil son recursos energéticos no re-
novables, y para las préximas décadas se espera una de-
clinacién progresiva en su disponibilidad y produccion.
Estos recursos energéticos no son otra cosa que energia
de origen solar acumulada por la naturaleza durante mi-
llones de afios a través del proceso de fotosintesis; y que
la civilizacién humana habrd consumido en apenas tres
siglos. En el proceso de fotosintesis, en presencia de ra-
diacién solar, se produce la disociacién del agua para re-
accionar con el CO, y dar lugar a la formacién de car-
bohidratos. Para la demanda actual y futura de energia
el proceso de fotosintesis como via para aprovechar la
energia solar resulta poco eficiente. Esto permite afir-
mar que la opcién de los biocombustibles, aunque tem-
poralmente puede representar una alternativa, no lo seria
nunca a largo plazo.

La combustién del petréleo y sus derivados da lugar
a la emision de CO,, el cual es responsable del calenta-
miento global y de los cambios climéticos relacionados
[2]. Ello explica que las actividades de investigacion-
desarrollo acerca de fuentes de energia renovables y lim-
pias hayan recibido un creciente interés en las ultimas
décadas. En este sentido, el aprovechamiento directo de
la energia solar aparece como la solucién mds atractiva
[3]. Sin embargo, para aplicaciones méviles como el
transporte automotriz, y también como un medio de al-
macenamiento de energia, se requiere de un portador se-
cundario. Al respecto, el hidrégeno aparece como la op-
cién mas promisoria debido a su combustién limpia (ge-
nera agua como subproducto) y a su alto valor caldrico
(572 kJ/mol), unas tres veces el de las gasolinas. El
hidrégeno no es una fuente primaria de energia, como si
lo es el petréleo; habria que producirlo a partir de la di-
sociacién del agua, por ejemplo, empleando para ello
una fuente de energia renovable como la solar. Esto es
lo que hace la Naturaleza en el proceso de Fotosintesis
II, donde participa un cimulo de 4 dtomos de Mn, cono-
cido como “Cubane”, que actiia como catalizador duran-
te la disociacion de 1la molécula de agua.

El H, podria emplearse en un motor de combustién
interna, sin embargo, esta no seria la forma mas eficiente
de utilizarlo, sino mediante las llamadas celdas de com-
bustible, actualmente en franco proceso de desarrollo.
Una celda de combustible es un dispositivo electroqui-
mico donde tiene lugar la oxidacién del combustible li-
berando electrones que circulan por un circuito exterior
para realizar trabajo. En una celda de combustible el H,
se combina con el O, para producir directamente electri-
cidad. De modo que esta constituye una forma de pro-

ducir energfa limpia no sélo de interés en el transporte,
sino ademads, para la iluminacién, las comunicaciones, el
almacenamiento de informacién, en refrigeracién, entre
otros usos actuales de la electricidad. FEl empleo mas
efectivo del H, serd la conversién directa de su energia
quimica en energia eléctrica. Las celdas de combustible
que operan con H, pueden alcanzar una eficiencia nomi-
nal de conversion de la energia quimica en eléctrica de
un 60 %, practicamente el doble de la alcanzable a partir
de derivados de combustibles fésiles, que es aproxima-
damente un 34 %.

Para las aplicaciones arriba mencionadas del hidré-
geno como portador energético secundario, el principal
reto es encontrar una forma tecnolégicamente apropiada
y econdmicamente rentable, para almacenarlo. El hidré-
geno, en su forma molecular, H,, no puede ser llevado al
estado liquido por encima de 32.97 K (su temperatura
critica, Tc), independientemente de la presién que se
aplique, y el proceso de licuefaccién consume cerca del
40 % de la energia que seria generada. Ademads, el enor-
me gradiente de temperatura con respecto a la ambiente,
conduce a pérdidas por evaporacién inadmisibles, en
particular para largos periodos de tiempo de almacena-
miento. El almacenamiento de H, a altas presiones tam-
poco resulta practico, al menos para tecnologias méviles.
Para una presién de 345 bar se alcanza una densidad de
15 g/L, relativamente baja respecto a los 70 g/L corres-
pondientes al estado liquido.

La licuefaccién del H, es posible cuando la energia
de las interacciones H,-H, (tipo van der Waals y cuadru-
polo-cuadrupolo) supera la energia térmica (kT). Este
hecho sugiere la posibilidad de lograr el almacenamiento
de H, a relativamente altas densidades por encima de Tc
a través de una fuerte interaccién Hp-superficie en soli-
dos de superficie extendida, por ejemplo en materiales
laminares y/o nanoporosos. Se han estudiado y contind-
an estudidndose varias familias de sélidos con superficie
extendida para almacenamiento de H,, entre ellos, mate-
riales en base a carbono (nanotubos, carbones porosos,
nanofibras) [4,5], zeolitas [6,7], silices porosas [8], en-
rejados metal-organicos (MOFs, por sus siglas en idioma
inglés) [9,10], polimeros de coordinacién en base al li-
gando cianuro [11-17], entre otros. De los resultados
publicados es posible extraer una valiosa informacién re-
ferente a la naturaleza de las interacciones H,-superficie
y acerca de los calores de adsorcién involucrados en
ellas. En esta contribucidn se discute ese tipo de infor-
macién. Ademds, se presta particular atencién al papel
que juegan el enrejado y la estructura electrénica del s6-
lido en los potenciales de adsorcion para el H,. La dis-
cusién de estos factores se basa en los resultados del au-
tor y sus colaboradores sobre este tema, en particular so-
bre al almacenamiento de H, en cianometalatos porosos
[18-23].

El H, puede ser almacenado también en jaulas (cajas)
formadas por moléculas de agua [24,25], sin embargo,
este método requiere presiones excesivamente altas (>>
120 bar) y el proceso estd desfavorecido desde el punto
de vista cinético, lo que limita sus posibilidades de apli-
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cacion practica, al menos con el nivel actual del estado
del arte. Este método de almacenamiento se basa en fa-
vorecer la formacién, bajo altas presiones, de cavidades
(jaulas) que contienen moléculas de hidrégeno en su in-
terior. Las interacciones huésped-hospedero para el H,
en estas jaulas son del tipo van der Waals.

2 Metas de referencia para el almace-
namiento de H»

Respecto al almacenamiento de hidrégeno para aplica-
ciones en transporte automotor, el Departamento de
Energia de los Estados Unidos de Norteamérica, (DOE,
por sus siglas en idioma inglés), ha establecido un con-
junto de metas que hoy en dia son mundialmente acepta-
das como metas de referencia (ver Tabla 1) [26]. De es-
tas metas la mds notable se refiere a lograr una densidad
gravimétrica de H, almacenado del 9% en peso para el
2015. Hasta la fecha ninguno de los materiales que han
sido estudiados satisface la totalidad de los requerimien-
tos tecnoldgicos contenidos en esas metas, incluyendo a
los hidruros metédlicos donde el hidrégeno se almacena
en forma atémica [27]. Para varios hidruros se logran
capacidades de almacenamiento por encima de la meta
del 9 % en peso, pero con el inconveniente de una baja
reversibilidad para el proceso de adsorcién-desorcién
(carga-descarga) [28].

Para el almacenamiento de H, a través de adsorcion
fisica un pardmetro critico a tomar en consideracidn es el
calor de adsorcién (AH®,4), puesto que es la energia libe-
rada en el proceso de adsorcién la que determina que la
molécula de H, pueda permanecer como especie adsor-
bida a una temperatura dada. Para estimar esa energia a
partir de datos de adsorcion debe asumirse un modelo
que pueda describir el proceso de adsorcion de las molé-
culas de H,. Por simplicidad, supongamos que ese mo-
delo corresponde a la adsorcién localizada descrito por la
isoterma de Langmuir:

n= KPn,/(1 + KP) (1)
donde n es la cantidad adsorbida a una presién P, n,, es la
cantidad adsorbida a P = oo, y K es una constante. Par-
tiendo de este modelo, Bathia y Myers [4] han supuesto
que el proceso de carga y descarga (adsorcién-desorcion)
tiene lugar bajo condiciones isotérmicas entre dos pre-
siones P; y P,. Luego la cantidad de H, entregado ven-
dria dada por:

D(K,P,P,) = (KPn,)/(1+KP)) - (KP,n,)/(1+KP,) (2)

Para valores fijos de P, y P,, el mdximo valor de D,
seginlaec. (2), se alcanza para:

K=1/(PPy” 3)

El valor de K (en la isoterma de Langmuir) depende
del cambio de entropia, AS°, relativo a la presién estdn-
dar, P, (1 bar), del cambio de entalpia en el proceso de
adsorcién, AH®, y de la temperatura (T), de acuerdo a:

K =exp(AS°/R) - exp(-AH°/RT) 4

donde R es la constante del gas ideal. En el modelo

de Langmuir, el valor de AH® representa el calor de ad-
sorcién promedio o integral entre P, y P, y su valor ab-

soluto es igual al calor isostérico. A partir de esas consi-

deraciones, el calor integral de adsorcién para la condi-

cién de maxima desorcién (descarga) viene dado por:
AH’;, = TAS® + (RT/2) In (P\Py/P,%) 4)

Para la adsorcion de H, en materiales en base carbo-
no, MOFs, y otros, se verifica que AS° = -8R [4]. Su-
pongamos que los ciclos de adsorcién y desorcién tienen
lugar entre P; = 30 bar y P, = 1.5 bar. Luego, a partir de
laec. (5) se obtiene que AH’,, =-15.1 kI/mol a T =298
K. Si P, se incrementa hasta 100 bar, el calor de adsor-
cién requerido se reducirfa a-13. 6 kJ/mol.

El valor de AH’ se determina usualmente a través del
método isostérico, empleando isotermas registradas a
dos temperaturas cercanas, digamos 77 y 87 K, y apli-
cando la ecuacién de Clausius—Clapeyron [17-21]. Otro
método de obtener el valor de AH®, y al mismo tiempo el
de AS°, es tomar la forma lineal de la ec. (4) y combi-
narla conlaec. (1) para obtener:

In (0/(n, — n)P) = (AS°/R) - AH°/RT (6)

En lugar de la cantidad adsorbida “n” a la presion P,
se puede tomar cualquier otra magnitud proporcional a
“n”, como puede ser la intensidad integral “A” de la vi-
bracién v(H-H) de la molécula de H, adsorbida [28]. A
partir de los valores medidos “A”, el intercepto y la pen-
diente de la dependencia lineal In(A/(A,, — A)P) (ec. (6))
versus 1/T nos proporcionan directamente el valor de
AS°/R y de AH°/R, respectivamente.

A partir de los valores obtenidos para AH® y AS° es
posible estimar la temperatura 6ptima correspondiente
para el proceso de desorcion, que vendria dada por:

Tope = AH’/[AS® + (R/2) In (PPo/P,%)] (7

Para materiales en base a carbono donde AH’° = -7
kJ/mol, y AS° = -8R [4], con P, = 30 bar y P, = 1.5 bar,
resulta Top, = 138 K. Esta es una temperatura relativa-
mente baja respecto a la ambiente (300 K). El mismo re-
sultado se obtiene para materiales tipo MOFs; en particu-
lar, para aquellos donde el potencial de adsorcién para
H, esta determinado por interacciones del tipo van der
Waals, cuyos calores de adsorcién no superan los -7
kJ/mol.

Tabla I
Metas del DOE para sistemas de almacenamiento de
hidrégeno (afos 2010 y 2015)

Parametro 2010 2015
Energia disponible (kW.h/kg) 2 3
Cap. Gravimétrica (% en peso) 6 9
Densidad Volumétrica (k g/m3) 60 80
Costo (USD/kW.h) 4 2
Ciclo de Vida 1,000 1,500
Tiempo de Recarga (kg Ho/min) 1.5 2
Temperatura de Operacién (K) 243/323 | 233/333

El modelo de Langmuir supone no s6lo adsorcién lo-
calizada sino ademds, que no ocurren interacciones (late-
rales) entre moléculas adsorbidas vecinas. Realmente
estas dos condiciones dificilmente se cumplen para la
adsorcion de hidrégeno. Quizds la mds fuerte de estas
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dos suposiciones es la primera, por la propia naturaleza
de este adsorbato. Una alternativa es realizar estimados
de los calores de adsorcién a través de célculos compu-
tacionales bajo el supuesto de condiciones mas cercanas
a las reales. A partir de cédlculos de este tipo realizados
por Zhao y col. [30] se ha estimado que los valores 6p-
timos para los calores de adsorcién se encuentran entre -
20 y -30 kJ/mol. Calores de adsorcién en ese rango o
superiores s6lo se han alcanzado para un reducido nime-
ro de materiales en los que estdn presentes iones de me-
tales de transicion con esfera de coordinacién insaturada
en la superficie [8,30], pero no llegan a alcanzar la meta
de 6 % en peso. En tales casos, la molécula de hidrége-
no podria formar un enlace de coordinacién con el centro
metalico superficial. Este podria ser, por consiguiente,
uno de los criterios a seguir para desarrollar matrices po-
rosas apropiadas para almacenamiento de H,.

3 Propiedades fisicas del H, y posibles
interacciones Ho-surperficie

El H, es la molécula mds simple de la naturaleza, con so-
lo 2 electrones, los cuales estin comprometidos en un
enlace 6. Ello explica que el H; sea relativamente poco
polarizable y que las interacciones dispersivas (van der
Waals) en que €l participa resulten débiles. Esta molécu-
la, dada su forma elipsoidal, posee momento cuadrupolar
(Q) y, por consiguiente, es susceptible de interactuar con
un gradiente de campo eléctrico (VE). Los componentes
del tensor momento cuadrupolar, en su forma diagonal,
satisfacen la siguiente relacion Q = Q, = -2Q = -2Qy,.
En la Tabla 2 se resumen las propiedades fisicas del H,
que resultan de interés a los efectos de su almacenamien-
to en s6lidos de superficie extendida. A partir de esas
propiedades fisicas, es posible establecer el tipo de inter-
acciones en que podria participar esta molécula con la
superficie de un material dado, en particular:

1) Polarizacién en presencia de un campo eléctrico
local (E) fuerte, de lo cual resultaria una energia de es-
tabilizacién dada por AH = oE%2 donde o es la polari-
zabilidad del H,. La dependencia de E* para la energia
de interaccién determina que la misma sea funcién de r™*
(r: distancia de interaccién) y, por consiguiente, su con-
tribucidn al potencial de adsorcién resultara significativa
s6lo cuando la molécula de H, pueda acercarse mucho al
centro de carga; por ejemplo, en presencia de iones muy
pequefios como Mg?*, Li*, y Na*.

2) Interaccién entre el momento cuadrupolar del H, y
el gradiente de campo eléctrico local, con una energia de
estabilizacién dada por AH = (Q-VE)/3. Esta interaccién
depende de 1 y se manifestard a distancias mayores que
la de polarizacién. El hidrégeno tiene un momento cua-
drupolar (Q) electrénico positivo de 0.4926 ea(,2 (ea02:
unidades atomicas, e: carga del electrén, a,: radio de
Borh) (Tabla 2), que si bien es pequefio, no lo es tanto
cuando lo comparamos con el reportado para N, (-1.052
ea,”) 0 el CO, (-2.987 ea,?). Su signo positivo nos indica
que frente a un gradiente de campo eléctrico dado, para

el Hy y el N, (0o CO,), por ejemplo, la orientacién serd
muy diferente. Las moléculas de N, y CO,, que tienen
momento cuadrupolar negativo, se orientardn con el eje
mayor del elipsoide segtn la direccién del gradiente de
campo, mientras que el H; lo hard en disposicién trans-
versal, formando un complejo adsorbido en forma de
“T”. Este hecho puede tener implicaciones en los proce-
sos de transporte y adsorcion del hidrégeno en enrejados
porosos (se discute mas abajo).

3) Una interaccién dispersiva, cuya naturaleza estd en
la fluctuacion resonante de la distribucion de carga elec-
trénica entre la molécula de hidrégeno y la superficie, o
entre moléculas huéspedes vecinas. Esta interaccion tie-
ne dos términos, uno atractivo que depende de ry uno
repulsivo (debido al solapamiento de las nubes electréni-
cas) que lo hace seginr . Por consiguiente, es de espe-
rar que esta interaccién se manifieste s6lo para distancias
H,-superficie del orden del didmetro de esta molécula y
para una disposicién huésped-hospedero que favorezca
el miaximo acercamiento entre sus nubes de carga. Esta
interaccion se veria favorecida para cavidades pequeiias,
del orden de dos veces el didmetro cinético de la molécu-
la de hidrégeno, o algo menor, digamos para cavidades
de unos 0.6 nm de didmetro. Como ya se ha menciona-
do, en carbones nanoporosos, los cuales estan formados
por ldminas de grafeno donde la interaccién Hy-
superficie es s6lo de tipo dispersiva, los calores de ad-
sorcién para H, no exceden los -7 kJ/mol [4]. Esta es la
situaciéon también para muchos enrejados metal-
organicos libres de centros de cargas en la superficie de
las nanocavidades [5,9,10].

Las tres interacciones arriba mencionadas tienen una
fuerte dependencia de 1/r (r’3, r y r'6), y se verdn favo-
recidas cuando la molécula de hidrégeno estd confinada
en pequefios volimenes, cuyas dimensiones no excedan
tres veces su diametro. En tales casos las interacciones
H,-superficie y la H,-H, podrian resultar relativamente
fuertes. Tales pequefios volimenes corresponden a na-
nocavidades de aproximadamente 1 nm.

El hidrégeno molecular existe en dos formas, orto
hidrogeno y para hidrégeno. FEl estado orto es aquel en
el cual los dos protones de los niicleos tienen sus espines
paralelos, conformando un estado triplete (I = 1), mien-
tras que en el para los protones tienen sus espines anti-
paralelos para dar lugar a un estado singlete (I = 0). A
temperatura y presion normales el 75 % del hidrégeno se
encuentra en configuracion orto y el 25 % restante en es-
tado para. Esta proporcién entre orfo y para no es esta-
ble, y depende de la temperatura y la historia térmica de
la molécula. A muy bajas temperaturas la forma mas es-
table es la para y el proceso de conversion de orto a pa-
ra es exotérmico. La configuracién orto corresponde a
un estado excitado de esta molécula. La energia liberada
durante la transicién de orto a para resulta suficiente pa-
ra contribuir al proceso de evaporacién durante la licue-
faccion del H, (~ 1 kJ/mol). Por consiguiente, esta seria
una propiedad importante a considerar durante el alma-
cenamiento del hidrégeno en su estado liquido, no asi
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durante los procesos de adsorcién fisica o, al menos, su
contribucion es significativamente menor que la del resto
de las interacciones arriba discutidas.

Las dos interacciones del tipo electrostiticas deben
manifestarse a la vez, con diferente intensidad, en de-
pendencia de la naturaleza y propiedades de los centros
de cargas presentes. Para iones Mg**, los cuales dado su
pequefio radio i6nico y su cardcter divalente deben resul-
tar altamente polarizantes, situados en los canales de una
zeolita (Na, Mg)-Y, se han reportado calores de adsor-
cién medidos para el H, de -18 kJ/mol [29,34], y de -10
kJ/mol, segin cédlculos computacionales [6]. Para iones
K*, Rb* y Cs* situados en las cavidades de hexacianome-
talatos de cinc, Zn;A,[Fe(CN)g], donde A = K, Rb, Cs
(Figura 1), los valores experimentales para AH® resultan
-8.3, -6.8 y -6.4 kJ/mol, respectivamente [21,22]. Com-
parado con el Mg**, el K* es un catién mucho menos po-
larizante, 0.433 versus 2.704 en unidades de Ze/r’. [34].
Cuando se comparan los valores obtenidos para AH® en
la serie homéloga con K*, Rb* y Cs*, con sus poderes
polarizantes respectivos, 0.433, 0.363 y 0.305 [35], se
observa una correlacion practicamente lineal. Esto hace
suponer que en esos materiales el potencial de adsorcién
para la molécula de hidrégeno estd determinado por la
interaccion electrostitica.

La interaccién de polarizaciéon de la molécula de
hidrégeno con un centro de carga puede ser evaluada, de
forma sencilla y directa, mediante espectroscopia IR
[29,34]. La vibracién v(H-H), que en la molécula de H,
libre se observaria en 4163 cm’', en presencia de un cen-
tro de carga se desplaza hacia valores menores de fre-
cuencia, como consecuencia de un debilitamiento del en-
lace H-H. Para la serie Li-ZSM-5, Na-ZSM-5, K-ZSM-
5 esta vibracion se detecta a 4092, 4101 y 4112 cm’!
[29], respectivamente. Para iones Mg2+, también en zeo-
litas, esta vibracién se observa en 4056 cm’, para un
desplazamiento de -107 cm’' [29]. Para las dos configu-
raciones de la molécula de hidrégeno (orto y para) la di-
ferencia en la frecuencia de vibracion v(H-H) no excede
los 6 cm’ y por consiguiente, resulta muy inferior al
desplazamiento debido a la interaccidn de polarizacion.

La interaccién del H, con un centro de carga alta-
mente polarizante o un gradiente de campo eléctrico in-
tenso en cavidades y canales estrechos podria, incluso,
limitar significativamente la difusion del hidrégeno hacia
los espacios libres en el interior de enrejados porosos.
En tal caso las curvas de adsorcién manifestarian pro-
nunciados efectos cinéticos. Para la misma serie de
hexacianometalatos de cinc pero con Na* en los canales
(Zn3Na,[Fe(CN)gl,), se observa que aun con tiempos de
equilibrio que conducen a una semana de medicién, los
efectos cinéticos son muy pronunciados, incluso para
temperaturas cercanas a la ambiente donde el incremento
en energia cinética para el H, favoreceria el proceso de
difusién en canales estrechos (Figura 2). El poder pola-
rizante del Na* (0.743) es mayor que el del K* (0.433).
Tales efectos no se observaron, por ejemplo, para la ad-
sorcién de CO, en la misma serie, aun en presencia de

Na* cerca de las ventanas de acceso a las cavidades (Fi-
gura 1) [20]. Esto podria estar relacionado con la forma
en que entraria el CO, a través de las ventanas, respecto
al H,, dada la diferencia de signo para su momento cua-
drupolar.

Tabla 11
Propiedades de la molécula de H, que resultan rele-
vantes para su adsorcion fisica.

Parametro y Unidades Valor
Temperatura critica, T, (K)® 32.97
Presi6n critica (bar)* 12.96
Densidad critica (kg/m’)* 30.09
Temperatura de licuefaccién, a 1 bar = 20.35
(K)*

Punto de fusién a 1 bar (K)* 13.95
Densidad a 1 bar y 293 K (kg/m’)* 0.085
Densidad a 1 bar y 20 K (kg/m®)* 1.312
Polarizabilidad, o (10** cm?)* 0.8023
Momento cuadrupolar, Q (ea,))’ 0.4926*
Didametro cinético (nm)* 0.29
Radio de van der Waals (nm)* 0.24
Entalpia de licuefaccion (kJ/mol)* 0.9

Entalpia de sublimacién, (kJ/mol)* 1.028

Calor especifico (J/kg.K)* 1.4304.10*
Coeficiente de exp. térmica (KhH? 0.00366
Distancia H-H (nm)® 0.074

Tomado de: * Ref. [30]; ® Ref. [36]; € Ref. [32]; * Para N,
y CO,, moléculas sondas comiinmente usadas en estudios
de adsorcion en materiales porosos, los valores de Q son de
signo contrario, -1.052 y -2.987 ea,’, respectivamente.

Figura 1: Enrejado poro-
so para hexacianometala-
tos de cinc tipo zeolitas.
Los metales intercambia-
bles se encuentran cerca
de las ventanas de acceso
a las cavidades.

]
o
.A AY

Un comportamiento andlogo hemos observado para
la adsorcion de H, en canales estrechos en ausencia de
iones intercambiables pero con centros metdlicos super-
ficiales con esfera de coordinacién incompleta. Este es
el caso de los nitroprusiatos de Mn y Cd,
(M[Fe(CN)sNOJ]), M = Mn, Cd). El enrejado poroso de
estos materiales estd formado por canales de forma irre-
gular de unos 0.7 nm de altura como promedio (Figura
3). En presencia de aire himedo, el espacio libre entor-
no a cada metal (Mn, Cd) estd ocupado por 3 moléculas
de agua por metal, una coordinada y dos estabilizadas
por interacciones tipo puente de hidrégeno con la prime-
ra. Las tres moléculas de agua se pueden remover a tra-
vés de un calentamiento ligero (< 350 K), liberando el
espacio que ocupan. Las curvas de adsorciéon de H, en el
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enrejado anhidro de estos materiales muestran pronun-
ciados efectos cinéticos (Figura 4) [19]. La interaccién
del H, con la superficie es lo suficientemente fuerte co-
mo para limitar su difusién hacia el interior del micro-
cristal y ocupar todo el espacio libre en este. En canales
tan estrechos estarian contribuyendo los tres tipos de in-
teracciones arriba discutidos, y posiblemente también
cierta interaccion especifica de coordinaciéon H,-metal.
Para el CO, se observa un comportamiento totalmente
diferente. El espacio libre en el enrejado se satura rapi-
damente con moléculas de CO, [19]. Los calores medios
de adsorcién en este caso resultan superiores a los -15
kJ/mol. A esta marcada diferencia en comportamiento
para H, y CO,, podria estar contribuyendo también la di-
ferencia en propiedades fisicas para estas dos moléculas,
en particular, el signo de Q y, ademads, la posibilidad de
una interaccién de coordinacién del H, con los centros
metalicos.

Las caracteristicas de las interacciones H,-superficie
arriba discutidas, y los calores de adsorcidn que se obtie-
nen, sugieren que el desarrollo de un material para alma-
cenamiento de hidrégeno molecular que satisfaga los re-
querimientos de la tecnologia a través de interacciones
puramente fisicas, constituye un reto inmenso. Esto s6-
lo considerando el valor del calor de adsorcién requerido
para lograr que la molécula de H, permanezca en las ca-
vidades como especie adsorbida hasta una temperatura
cercana a la ambiente, que seria lo mas recomendable
desde el punto de vista tecnolégico. Cuando observamos
los valores reportados para la densidad gravimétrica de
H, almacenado, se concluye que para ningin material se
ha alcanzado la meta del 9 % en peso, excepto en algu-
nos MOFs a altas presiones [36], > 100 bar, mds all4 de
lo que se supone pueda admitir la tecnologia.

Los estudios reportados acerca del almacenamiento
de hidrégeno en materiales porosos revelan que los vo-
limenes adsorbidos a relativamente bajas presiones estan
determinados por las energias de adsorcién involucradas,
esto es, por la fortaleza huésped-hospedero. A relativa-
mente elevadas presiones, > 100 bar, el drea superficial
disponible en el sélido y el tamafio de las cavidades son
los pardmetros que determinan la cantidad de moléculas
almacenadas y no la energia sélido-Ho,.

Lo hasta aqui discutido sugiere que el disefio de ma-
teriales porosos apropiados para el almacenamiento de
H, no puede estar basado, dnicamente, en optimizar las
interacciones fisicas Hp-superficie; hay que aprovechar
interacciones especificas hidrégeno-superficie que invo-
lucren mayores energias de adsorcién. Este pudiera ser
el caso de la interaccion de coordinacion del H, con cen-
tros metdlicos, cuya discusién se aborda en el siguiente
epigrafe.

4 Interacciones Ha>-H>
Bajo condiciones de confinamiento en nanocavidades y

en estados condensados, sélido, liquido e incluso para
especies adsorbidas cuando la distancia entre los sitios

de adsorcién es del orden del doble del radio de van der
Waals de la molécula de H, (0.24 nm), ademas de las in-
teracciones tipo van der Waals ya mencionadas, pueden
estar presentes otras interacciones intermoleculares (Hp-
Hy).

2.04

1.5

0.0

=

Figura 2: Curvas de adsorciéon de H, en Zn;Nay[Fe(CN)¢], a
tres temperaturas diferentes [21]. El pronunciado efecto cinéti-
co que se observa se atribuye a una fuerte interaccion de la mo-
lécula de hidrégeno con los iones Na* situados cerca de las
ventanas de acceso a las cavidades.

Figura 3: Enrejado
poroso de los nitro-
prusiatos de Mn y
Cd formado por ca-
nales estrechos (~
0.7 nm por el lado
mayor) con centros
metdlicos  superfi-
ciales (MII = Mn,
Cd) con esfera de
coordinacién  insa-
turada.

o 00 a0 400 B0
Pressurs, [Ton]

Figura 4: Curvas de adsorcién de H, en Mn[Fe(CN)sNO] para
dos tiempos de equilibrio diferentes [19]. El pronunciado efec-
to cinético que se observa se atribuye a una relativamente fuer-
te interaccion de la molécula de hidrégeno con la superficie de
los canales.

Estas udltimas incluyen a interacciones electrostaticas,
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en particular, de polarizacién y entre sus momentos cua-
drupolares permanentes (Q), ambas de cardcter atractivo,
y la interaccién de intercambio que resulta del solapa-
miento entre las nubes electrénicas de moléculas veci-
nas. Esta ultima de caracter repulsivo. Este tipo de in-
teracciones ha sido ampliamente estudiado mediante cél-
culos computacionales para las diferentes configuracio-
nes posibles entre dos moléculas de H, [37].

La Figura 5 ilustra las 4 configuraciones que han sido
consideradas. La configuracién de menor energia, (mis
estable), es aquella en la cual las dos moléculas se dis-

ponen de forma transversal (X) maximizando la interac-
cién entre sus momentos cuadrupolares y, al mismo
tiempo, minimizando el solapamiento y con ello la inter-
accion repulsiva. De las interacciones atractivas, la cua-
drupolar aporta mds del 90 % de la energia de interac-
cion [38]. El minimo para la energia potencial para la
configuracién mads estable corresponde a una distancia,
entre el centro de las dos moléculas, de unos 0.34 nm y
por debajo de 0.31 nm la interaccién resulta repulsiva.
En consecuencia, la separacién entre dos sitios de adsor-
cién vecinos no puede ser inferior a los 0.31 nm y la
configuracién adoptada entre moléculas adsorbidas veci-
nas debe ser tal que la energia para la interaccién cua-
drupolar sea maxima.

5 Coordinacion del H, a centros metali-
cos

Como se ha mencionado antes, la molécula de hidrégeno
tiene la capacidad de formar un enlace de coordinacién
con centros metdlicos. El H, se coordina de forma late-
ral para donar carga desde su enlace ¢ al metal. Esto su-
pone que en el metal esté disponible un orbital de ener-
gia suficientemente baja para recibir densidad electréni-
ca desde la molécula de hidrégeno. Esta es una interac-
cién de coordinacion relativamente débil pero que se ve
favorecida si el metal posee orbitales d, en particular, ty,
en una disposicion apropiada para retro-donar densidad
de carga electrénica al orbital 6* del H, (Figura 5). Este
proceso de donacién metal — H, es mas favorable para
metales con orbitales d muy extensos (difusos), en parti-
cular, aquellos con carga nuclear pequefia (Sc, Ti, V) o
de la tercera serie (5d: W, Os, Ir, Pt), puesto que en ellos
se facilita la superposicién de sus orbitales d con el orbi-
tal 6* de la molécula de hidrégeno. Esta interaccion se
ve ain mds favorecida para estados de valencia bajos en
esos metales, esto es, donde los orbitales d tengan una al-
ta poblacion de electrones, una fraccién de la cual podria
ser donada. Esto supone que el orbital 6*, si bien es an-
ti-enlazante respecto al orbital ¢ del H,, no tiene por qué
serlo respecto a un orbital d de un metal de transicién.
Efectivamente, este puede ser el caso para muchos meta-
les de transicién. Los compuestos de coordinacion del
H, a metales de transicion se vienen estudiando desde
hace mds de 20 afios y se conocen cientos de ellos [32].
No debe resultar sorprendente que el primer compuesto
de coordinacién del H, en ser estudiado involucre a un

metal de transicion de la  tercera  serie,
[W(CO)3(PiPr3)(Hy)] [33]. En estos compuestos de
coordinacién, la molécula de hidrégeno se comporta co-
mo donador y como aceptor de electrones a la vez, del
mismo modo que lo hace la molécula de CO.

Figura 5. Orientacion re-
lativa para dos moléculas
de hidrégeno. La confi-
guracién mds estable es
aquella en la cual los cen-

oo 06 o6 I
tros de las moléculas son

(%)
(9
mutuamente perpendicu-

lares (extrema derecha, inferior) donde se hace maxima la in-
teraccion cuadrupolar (atractiva) y se minimiza la repulsiva de-
bida al solapamiento de las nubes electronicas.

Figura 6. Interaccién de
coordinacion lateral del H, a
un centro metalico. El H,
dona densidad electrénica a
un orbital d; (e,) del metal y
al mismo tiempo, el metal
retro-dona carga al orbital
o* del H, a través de un or-
bital dy (t;,).

La energia de la interaccién de coordinacién del H, a
un metal dependera de la naturaleza del metal, de su es-
tado de valencia y configuracién electrénica, pero tam-
bién de los restantes grupos presentes en su esfera de
coordinacién. Aquellos grupos que contribuyan a in-
crementar la densidad de carga sobre el metal podrian
favorecer la donacién metal — H, y con ello proporcio-
nar una mayor estabilidad al complejo metal-H,. La for-
taleza de esa interaccién se estudia, normalmente, mi-
diendo la energia de disociacién del complejo [36], y en
estudios de adsorcién determinando los calores isostéri-
cos involucrados [11,14-22]. De forma indirecta, las dis-
tancias metal-H, y H-H determinadas a partir de datos de
difraccién de neutrones [13], y datos espectroscépicos
(IR y '"H RMN) [32], también nos proporcionan infor-
macion sobre la fortaleza de la interacciéon H,-metal.
Dado que la donacién metal — H, se realiza a un orbi-
tal anti-enlazante (6*), a mayor densidad electrénica do-
nada mayor serd la densidad electrénica sobre este orbi-
tal (6*) y ello da lugar a un debilitamiento del enlace H-
H,y a unincremento en la distancia H-H.

Para la molécula de hidrégeno libre la distancia H-H
es de 0.74 A (Tabla 2). A medida que la interaccién M-
H, es mas fuerte, el enlace H-H se debilita y la distancia
H-H puede crecer hasta aproximadamente 1.6 A [33],
mas del doble de su valor original, sin que ocurra la di-
sociacién de la molécula. Por encima de este limite la
donacién de carga del metal al orbital 6*(H,) provoca la
ruptura de la molécula de hidrégeno para formar 2 iones
H' y entregar dos electrones (2¢"). Esto es lo que sucede,
por ejemplo, en las celdas de combustible, donde se em-
plean electrodo de Pt para facilitar la disociacion del Hs.
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Por debajo de ese limite para la distancia H-H, la fre-
cuencia de vibracién v(H-H) constituye un indicador di-
recto de la fortaleza de la interaccién H,-metal. Asi-
mismo, también lo es la constante de acoplamiento J(H-
H), que se puede determinar en un experimento de RMN
'Y, o la barrera rotacional del H, segiin el eje M-H,, cu-
yo valor se puede estimar mediante dispersion ineldstica
de neutrones [33].

Los valores reportados para las energias de disocia-
cién de complejos H,-metal varian desde unos 7 hasta 80
kJ/mol [33,36], correspondientes a interacciones que
pueden catalogarse desde débiles hasta fuertes. De mo-
do que el valor ideal para el calor de adsorcion de H,, de
-20 kJ/mol, podria lograrse a través de una interaccién de
coordinacion, no disociativa, con centros metalicos su-
perficiales, la cual preservaria la identidad de la molécu-
la y, por consiguiente, la reversibilidad del proceso.

La interaccién del H, con centros metalicos superfi-
ciales en materiales porosos ha sido estudiada para
MOFs [36,39-45], zeolitas [46-50], silices [8], y ciano-
metalatos [11,14,18,19], entre otros. En MOFs practi-
camente todos los estudios reportados corresponden a
enrejados que contienen Mn**, Ni**, Cu?*, y Zn** con es-
feras de coordinacidn insaturadas y cuyos valores de
AH’,4s, en kI/mol, varian entre -4.5a-7.0en Cu, -6.8 a -
10.4 en Ni, -8.3 a-13.5en Zn, y -10.1 para Mn [36]. En
estos enrejados el metal estd generalmente unido a gru-
pos carboxilatos, que no se caracterizan por tener una
gran capacidad donante al metal y, por consiguiente, es-
tos ligandos no favorecen un notable incremento en la
densidad electrénica sobre el centro metalico.

Esa particularidad del grupo carboxilato podria ex-
plicar la relativamente baja capacidad de retro-donacién
M— ¢*(H,) en los MOFs, que es, en definitiva, la inter-
accion que estabiliza la coordinacién Hp-metal y, por
consiguiente, los bajos valores de AH® que se obtienen
en esta familia de materiales porosos. Aun cuando en
MOFs con centros metilicos superficiales no se han lo-
grado los valores deseados para AH®,y, el efecto de una
posible interaccion especifica H,-metal resulta evidente
cuando se comparan los valores maximos de H, adsorbi-
do, a relativamente altas presiones en materiales de esta
familia que poseen centros metdlicos superficiales, con
aquellos que se obtienen en enrejados porosos anilogos
pero donde la superficie de las nanocavidades estd libre
de metales disponibles para la coordinacién del H,. Por
ejemplo, la adsorcién de hidrégeno en

Mn;[(Mn,Cl)3(btt)s(CH30H) 0] 2
(btt = 1,3,5-bencenotristetrazolato),
con sélo la mitad de la superficie especifica reportada
para el MOF-5 (3800 m’/g), bajo las mismas condicio-
nes, es un 50 % superior a la del MOF-5, que no contie-
ne centros metdlicos superficiales [36]. Tal comporta-
miento se ha atribuido a la presencia de dtomos de Mn
con esfera de coordinacidn insaturada en la superficie de
las cavidades, a diferencia del MOF-5 donde toda la in-
teraccion posible H,-superficie es de tipo van der Waals.

En zeolitas, la interaccién H,-metal mejor estudiada
es aquella donde, en el interior de los canales, se encuen-
tran 4tomos de Cu* [45-50]. Para Cu-ZSM-5 con H, ad-
sorbido se ha reportado la vibracién v(H-H) en 3070 y
3125 cm'!, correspondientes a dos sitios de adsorcién pa-
ra el H, sobre dtomos de Cu* [46,49]. El desplazamiento
en frecuencia aqui es mucho mayor, -1093 y -1038 cm’’,
que el observado para Mg** (-107 cm™). El poder pola-
rizante reportado para Cu* es mucho menor (0.857) que
el arriba mencionado para Mg** (2.704), de modo que el
desplazamiento en frecuencia observado para la vibra-
cién v(H-H) en la interaccién Cu-H, no puede ser expli-
cado como resultado de un efecto de polarizacién. En
este caso, resulta evidente que estd ocurriendo una retro-
donacién de carga del Cu” al orbital 6*(H,), de forma tal
que el enlace 6(H-H) se ve significativamente debilitado.
Una disminucién de la frecuencia v(H-H) nos esta indi-
cando que ha disminuido el valor de la constante de
fuerza para el movimiento vibracional entre los dos &to-
mos de hidrégeno. Los calores de adsorcién reportados
para la interaccién Cu’-H, varian desde -73 a -39 kJ/mol
[49]. En cambio, no existen evidencias de que el Cu*,
en zeolitas, participe en una interaccién de coordinacién
con el H, [49]. Esto pone de manifiesto la importancia
de una elevada densidad electrénica sobre el metal, que
favorezca la interaccién de retro-donacidn para estabili-
zar el enlace de coordinacién metal-Ho.

Las silices porosas son otra familia de materiales con
superficie extendida donde se han situado iones de meta-
les de transicion con una esfera de coordinacién abierta
para estudiar su interaccién con moléculas de hidrégeno.
Asi, para iones de Ti** se han reportado calores de ad-
sorcién de -22 kJ/mol [8], que se encuentra en el rango
ideal arriba mencionado para AH’,. Sin embargo, la
densidad gravimétrica de H, que se logra resulta inferior
al 6 % en peso (meta para el 2010).

Los cianometalatos del tipo azules de Prusia y los ni-
troprusiatos son familias de materiales porosos cuya pre-
paracién es relativamente simple, y su estructura cristali-
na es conocida, y tienen la totalidad de los metales si-
tuados en la superficie de las nanocavidades, enlazados
al terminal N del grupo CN [51-54]. Sus cavidades tie-
nen unos 0.85 nm de didmetro, con 6 centros metalicos
con esfera de coordinacién incompleta sobre la superfi-
cie (Figura 6). Idealmente, en ese diametro de cavidad
seria posible almacenar al menos 7 moléculas de H,, seis
de ellas a través de una interaccion directa Hy-metal y
una en el centro de la cavidad, estabilizada por interac-
ciones electrostaticas y de tipo Hy-H,. Ello explica que
estos materiales resultan modelos ideales para estudiar la
interaccién Hy-metal en superficie y esto explica el rela-
tivamente elevado nimero de estudios recientes sobre
almacenamiento de H, que en ellos han sido reportados
[11-22]. El ligando CN tiene la capacidad de donar elec-
trones al metal situado sobre la superficie de las cavida-
des, lo cual constituye un hecho favorable a la interac-
cion de coordinacién metal-H,. Sin embargo, aun cuan-
do los calores de adsorcién, AH 4, reportados muestran
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una definida dependencia del metal situado en la superfi-
cie de las cavidades, estos resultan inferiores a 10 kJ/mol
en todos los casos [11,18]. Las mayores evidencias de
coordinacién M-H, se han observado para Cu y Ni
[18,55], que son los metales con mayor densidad de elec-
trones en los orbitales t, y, por consiguiente, donde es
mas favorable la interaccion de retro-donacion M— H..

Desde el punto de vista tedrico, la mayoria de los re-
portes se han orientado al estudio computacional de la
formacién de complejos de coordinacion con H, para io-
nes de metales como Sc y Ti [30,56-58], en algunos ca-
sos, supuestamente, decorando la superficie de materia-
les en base a carbono, en particular nanotubos con cen-
tros metdlicos superficiales. Para esos materiales se ha
predicho la adsorcion de hasta 8 % en peso de H, y calo-
res de adsorcion superiores a los -20 kJ/mol. [30]. Sin
embargo, los estudios experimentales no han logrado re-
producir las predicciones tedricas.

Los complejos de coordinacién laterales con un cen-
tro metdlico no constituyen una exclusividad del H,. Las
olefinas (compuestos que presentan al menos un doble
enlace carbono-carbono, C=C) forman complejos de este
tipo, llamados complejos de Dewar [33]. En este caso,
el enlace se forma por donacidn lateral de densidad elec-
tronica desde un orbital 2p7 lleno de 1a olefina a un orbi-
tal d(c) vacio del metal. Un mecanismo andlogo se ha
reportado para la formacién de complejos entre la molé-
cula de nitrogeno e iones Ag" en las cavidades de zeoli-
tas, para poder explicar su mayor selectividad por el N,
respecto al O, [59]. La estructura de los orbitales exter-
nos del Ny est (62)(6%2) (02) () (Mop) (m¥3)°
(n*zpz)o. El N, dona electrones desde su orbital 2pm lle-
no al orbital 5s vacio del 4tomo de Ag*, 1o cual es menos
favorable para el O, donde el orbital 7 disponible para la
interaccion lateral s6lo estd parcialmente lleno, ((525)2
(6%2) (0 2p) (Tapy) (M) (T2 (W) . Los complejos
H,-metal se diferencian de esos complejos laterales con
participacién de un orbital 7 del ligando (complejos de
Dewar), en que para el caso del H, la donacién lateral
ocurre desde el orbital 6. Estos complejos se conocen
como complejos de Kubas [33], y como ya se ha indica-
do, su existencia se ha reportado para practicamente to-
dos los metales de transicion.

6 Estado del H, adsorbido

Como se ha discutido arriba, los calores de adsorcion de-
rivados de una interaccién tipo dispersiva (van der
Waals) se encuentran por debajo de los — 7 kJ/mol. Este
valor limite es unas 8 veces el calor de licuefaccion para
el hidrégeno (0.9 kJ/mol) (Tabla 2). Por consiguiente, es
de esperar que la interaccién Hp-superficie sea mds fuer-
te que la Hy-H, correspondiente al estado liquido. Cuan-
do estdn presentes, ademds, las interacciones electrostd-
ticas, el estado de la molécula de hidrégeno se diferen-
ciard mas aun del esperado para el estado liquido. La en-
talpfa de sublimacién del hidrégeno es de 1.028 kJ/mol
(Tabla 2). Este valor es inferior a cualquier calor de ad-

sorcién reportado para la adsorcién del hidrégeno, inclu-
so en presencia de unicamente la interaccidn dispersiva.
Ello hace suponer que la interaccién H,-superficie para
el estado adsorbido resulte mucho més fuerte que la co-
rrespondiente al estado sdlido para el H, y, por consi-
guiente, que la molécula adsorbida se encuentra relati-
vamente ligada al sélido. Existen otras evidencias expe-
rimentales al respecto. El espectro IR del H, resulta muy
sensible a la interaccién con la superficie, en particular
cuando estd presente una interaccién de polarizacién o
de coordinacion, donde se observan bandas de absorcién
v(H-H) relativamente estrechas e intensas [29]. La mis-
ma espectroscopia IR proporciona evidencias de que,
aun cuando esas interacciones (polarizacién y coordina-
cién) dan lugar a una adsorcién relativamente localizada
para la molécula de hidr6geno, esta puede ejecutar osci-
laciones alrededor del sitio de adsorcidn y saltos entre si-
tios vecinos [60]. Las oscilaciones en los sitios de ad-
sorcion dan lugar a débiles bandas satélites alrededor de
la banda principal v(H-H). Debido al signo positivo para
el momento cuadrupolar de la molécula de hidrégeno,
esta forma un complejo adsorbido en forma de “T”, lo
cual posibilita el movimiento rotacional del orfo hidré-
geno como especie adsorbida, lo que efectivamente se
observa en los espectros IR [60].

Figura 7. Enrejado poroso en andlogos del azul de Prusia for-
mado por cavidades de unos 0.85 nm de didmetro comunicadas
por espacios intersticiales de unos 0.45 nm. Sobre la superficie
de cada cavidad se encuentran 6 centros metdlicos con esfera
de coordinacién incompleta disponibles, para una interaccién
de coordinacién con la molécula de hidrégeno.

En estudios recientes acerca de la adsorcion de H,
en hexacianometalatos y nitroprusiatos porosos hemos
observado que los mejores ajustes de los datos experi-
mentales corresponden al modelo de isoterma osmética
[18-22], donde el pardmetro osmdtico (g) nos proporcio-
na, directamente del ajuste, una medida de la fortaleza
para interaccion huésped-hospedero. Para g = 1 el mo-
delo osmético se reduce al de Langmuir (ec. (1)), el cual
supone adsorcién localizada y libre de interacciones late-
rales. Sin excepcidn, siempre hemos encontrado un va-
lor de g > 1, lo cual sugiere una interaccion adsorbente-
adsorbato relativamente fuerte, sin que se pueda descar-
tar la presencia una interaccion lateral H,-H, entre molé-
culas adsorbidas en sitios vecinos. Como es de esperar,
entre el valor de g y el calor de adsorcién, determinado
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seglin la ecuacion de Clausius-Clapeyron, se ha observa-
do una correlacidn positiva; a mayor valor de g mayor es
el calor de adsorcion AH®,4 involucrado.

Todas estas evidencias experimentales sugieren que
el estado de la molécula de hidrégeno como especie ad-
sorbida podria considerarse como condensado, con inter-
acciones mds fuertes que las correspondiente a su estado
liquido, e incluso que en el estado sélido. A diferencia
de otros muchos adsorbatos, una vez que la molécula de
H, ocupa los sitios de adsorcién que le son favorables
sobre la superficie, su interaccién con otras moléculas de
H, (interacciones adsorbato-adsorbato) no resulta sufi-
cientemente fuerte como para favorecer un incremento
en el nimero de moléculas adsorbidas. Por ejemplo, pa-
ra los andlogos del azul de Prusia, en promedio se adsor-
ben 6 H, por cavidad [55] lo cual corresponde a una mo-
Iécula por cada centro metdlico con esfera de coordina-
cién incompleta.

El hecho de que el hidrégeno se adsorba en los sitios
energéticamente mas favorables y que ello no dé lugar a
la estabilizacion posterior de otras moléculas de este ad-
sorbato es una consecuencia de su naturaleza y de su ca-
racter de gas supercritico. Una vez ocupados los sitios
de adsorcién favorables, de acuerdo a las interacciones
arriba discutidas, un incremento ulterior del mimero de
moléculas adsorbidas requiere de un incremento signifi-
cativo de la presion o de un elevado confinamiento. Ello
favoreceria la interaccion cuadrupolar entre moléculas de
H, vecinas. A partir de estas consideraciones, un mate-
rial ideal para el almacenamiento de H, seria aquel for-
mado por ldminas separadas 2 veces su didmetro cinético
(Tabla 2), esto es, 0.58 nm, para formar 2 monocapas
adyacentes de moléculas de H, adsorbidas. Esta hipdte-
sis estd soportada con resultados reportados para carbo-
nes de estructura laminar [61]. De modo que un material
para almacenamiento de H, podria ser aquel formado por
ldminas de grafeno separadas 0.58 nm, sin embargo, en
tal material el calor de adsorcion permaneceria por deba-
jo de los -7 kJ/mol, muy distante de los -20 kJ/mol nece-
sarios para satisfacer los requerimientos de la tecnologia.
Con esto se ilustra que el desarrollo de materiales poro-
sos para almacenamiento de hidrégeno molecular requie-
re tanto de la optimizacién de la superficie disponible
como de su potencial de adsorcién.

7 Conclusiones

Encontrar materiales apropiados para el almacenamiento
de H, en una matriz porosa ligera, que satisfaga los re-
querimientos de la tecnologia, constituye uno de los ma-
yores retos actuales para la Ciencia de los Materiales. El
disefio de materiales para este fin pasa por comprender,
al mayor nivel de detalles posibles, la naturaleza de las
interacciones H,-superficie y la contribucién de cada una
de ellas a la estabilidad del H, como especie adsorbida.
Tal nivel de comprension permitiria optimizar esas inter-
acciones para lograr calores de adsorcién entre -20 y -30
kJ/mol. Al mismo tiempo hay que lograr valores eleva-

dos para la superficie especifica. De acuerdo a la contri-
bucion de cada una de las interacciones consideradas, so-
lo la interaccion de coordinacidon del H, a centros metali-
cos es capaz de satisfacer el requerimiento de elevados
calores de adsorcién. Este es otro pardmetro a optimizar;
hay que encontrar combinaciones de centros metélicos y
ligandos para los cuales la interaccién H,-metal alcance
la fortaleza requerida. La incorporacién de metales de
transicién a un material dado da lugar a un incremento
de su densidad, lo que va en detrimento del % en peso de
H, almacenado. Estos son dos pardmetros criticos que
habra que compatibilizar. Cuando se comparan los calo-
res de adsorcién que se han reportado para H, en los di-
versos materiales que han sido estudiados con los calores
de licuefaccion y de fusién del hidrégeno, resulta evi-
dente que las interacciones H,-superficie son mucho mas
fuertes que las H,-H, en estado sdlido y, por supuesto,
también que las correspondientes al estado liquido. Du-
rante el proceso de adsorcién la molécula de hidrégeno
ocupa todos los sitios que le son favorables, sin embar-
go, ello no contribuye a generar interacciones adsorbato-
adsorbato lo suficientemente fuertes como para dar lugar
a un incremento en el nimero de moléculas adsorbidas.
El H, tiende a ser adsorbido formando una monocapa
molecular. Esta es una consecuencia de las propiedades
de este adsorbato.
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Sumario. Las inmunotoxinas (ITs) son proteinas quiméricas constituidas por una toxina y un componente guia que di-
rige su accién hacia un tipo de célula que se desea eliminar. Las toxinas mas utilizadas en la construccién de las ITs
afectan la sintesis proteica de la célula blanco. Sin embargo, la citotoxicidad de los inmunoconjugados construidos a
partir de esta clase de toxina depende de la internalizacion de la entidad téxica hacia el citosol, a lo que se suma que la
mayoria de estas ITs son transportadas hacia los lisosomas donde son degradadas. En este sentido las ITs que utilizan
como componente toxico las citolisinas de anémonas de mar (actinoporinas), constituyen una alternativa con ventajas
potenciales, pues su mecanismo de accion es a través de la formacién de poros en la membrana. Sin embargo, la activi-
dad inespecifica asociada a la toxina ha sido un factor comun en todas las construcciones obtenidas hasta el momento
con actinoporinas. Una posibilidad de superar esta limitacién es la construccion de ITs inactivas con un mecanismo de
activacién que responda a un estimulo biolégico. En particular las citolisinas pueden activarse por la accién de proteina-
sas asociadas a tumores. En este trabajo se discuten los avances en el disefio de ITs basadas en actinoporinas activables
por metaloproteasas de matriz (MMP) asi como las perspectivas de su uso como parte de cocktails quimioterapéuticos.
Se discuten ademads las ventajas potenciales de emplear solamente la regiéon aminoterminal de las actinoporinas en la
construccion de ITs.

Abstract. Sea anemone cytolysins based Immunotoxins (ITs) constitute an attractive alternative for construction of IT
for selective killing cancer cells. In fact the pore-forming cytolysins from sea anemones, actinoporins, are one of the
most potent groups of pore-forming proteins in nature. The requirement of internalization and translocation to the cyto-
sol and the degradation of most of the IT routed to the lysosomes after internalization would be some of the critical fac-
tors determining the cytotoxicity of the classical ITs that would be overcome in such constructions. The results obtained
using as toxic moiety actinoporins have supported the feasibility of directing these cytolysins to the surface of either
cancer cells or even the parasite Giardia duodenalis. However the main problem of the IT constructed in such fashion
is the lack of the specificity associated with the toxin moiety, a common problem of most membrane-acting ITs. An ap-
proach designed to overcome this limitation is the production of ITs using PFTs activated by tumour-associated prote-
ases. Currently, the construction of an MMP-activated IT based on an actinoporin is in development. The alternative of
using actinoporin based ITs as components of chemotherapeutic cocktails and the future prospects of employing only
the N-terminal region of actinoporins for construction of IT are discussed.

Keywords: Nanotechnology biomedical applications, 87.85.Qr, 87.85.Rs, 81.16.-c

1 Introduction cell binding ligand, such as a monoclonal antibody
(mAb) or a growth factor are coupled to a killer toxin in

Immunotoxins (ITs) are chimeric molecules in which a order to address its activity towards a specific undesired
cell. The target can be tumour cells, virally infected
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cells, subsets of normal cells or parasite cells. In fact the
use of ITs in cancer therapy, graft-vs-host disease, auto-
immune diseases, and AIDS has been ongoing for the
past three decades. Most of the ITs currently in use or
under investigation contain a toxic component, which
acts intracellularly to inactivate protein synthesis. Once
in the cytosol, a single molecule is capable of killing a
cell, making ITs some of the most potent known killing
agents. Among the most active clinically are those tar-
geted to tumours, specifically those directed against
haematological tumours. Obstacles to successful treat-
ment of solid tumours include poor penetration into tu-
mour masses, toxicity and the immune response to the
toxin component. Exploring other classes of toxin to
create new ITs is underway to improve the treatment of
cancer. Relatively few membrane-acting toxins have
been investigated for their use in immunoconjugates, in
spite of some inherent advantages to their use.

Pore-forming cytolysins from sea anemones, acti-
noporins, are one of the most potent groups of pore-
forming toxins (PFTs), and they constitute an attractive
target for exploitation in the construction of IT. In this
review we summarize the main results obtained in the
use of sea anemone PFTs in the construction of ITs. We
also discuss the biochemical and crystallographic studies
that have provided new information on the structure and
function of toxins essential to improve the design and
construction of such hybrid molecules. In particular, re-
cent elucidation of their crystal structures, advances in
the knowledge of the structure and function relationship
as well as cloning and expression of these molecules
have significantly contributed to the recent progress in
IT design.

2 Biochemistry of immunotoxins

2.1 Targeting moiety, The targeting agents currently
used to construct ITs are mAbs, growth factors and cyto-
kines but the first ones are the most frequently used. In
the case of tumour cells, mAbs that recognize differen-
tiation antigens (Ags) on normal cells are often used be-
cause unique tumour associated Ags have not been iden-
tified for most human tumours. Since tumour cells often
express higher levels of these differentiation Ags, the
tumour cells may be preferentially killed. Monoclonal
antibodies have been used in their natural, fragmented,
chemically modified, or recombinant forms!. Basic an-
tibody structure and the location of functional domains
are provided in figure 1. The first generation ITs were
constructed via chemical linkage (usually a disulfide
bond) between toxins and mAbs. In the second genera-
tion appeared ITs constructs made with Fab fragments of
antibodies (figure 1). The Fab constructs were smaller
and potentially enabled greater tumour penetration and a
more uniform final product. Third-generation ITs and
related growth factor and cytokine fusion proteins are
made by recombinant DNA techniques and as a group
are called recombinant toxins; those containing Fv por-

tions of antibodies (figure 1) are called recombinant ITs.
The two chains of Fv are held together either by a flexi-
ble peptide linker (single-chain ITs or by a novel disul-
fide bond). Recombinant ITs are homogeneous and rela-
tively inexpensive to produce.

2.2 Toxin Moiety

2.2.1 Classical Immunotoxins inhibit protein
synthesis . Many protein toxins have been used to make
ITs and excellent reviews are available'”. Nearly all
protein toxins work by enzymatically inhibiting protein
synthesis. The most common toxic moieties used in ITs
are derived from either bacteria [e.g. Pseudomonas
exotoxin (PE) or diphtheria toxin (DT)], or plants (e.g.
ricin or abrin). Both types of toxin kill cells by inhibit-
ing protein synthesis, PE and DT inactivate elongation
factor 2 (EF-2) and ricin and abrin inactivate the EF-2
binding site on the 28S ribosomal subunit.

These toxin moieties require internalization and trans-
location to the cytosol to achieve the cytotoxic effect.
Once internalized, most of the IT is routed to the ly-
sosomes, where the toxin is degradedz‘4 and this is one of
the critical factors determining the cytotoxicity of the
classical ITs. However, encouraging clinical trials have
been carried out both in haematological malignancies,
where the ITs can rapidly reach the tumour cells, as well
as in solid tumours, where tumour entry is limited. An
important fact is that, Denileukin diftitox, an IT contain-
ing human interleukin-2 and truncated DT, has been ap-
proved by the US Food and Drug Administration for
treatment of cutaneus T-cell lymphoma>® representing
the first IT approved for use in humans.

Figure 1. Antibody struc-
ture. IgG molecules are di-
vided into functional do-
mains. The main divisions
are Fc and Fab. The Fc in-
teracts with cellular Fc re-
ceptors and complement; the
Fab fragment contains the
Ag binding site. The Fab
fragment is further divided
into the Fv fragment, the
smallest fragment that re-
tains Ag binding via contacts
with both the heavy and light
chains. The two chains of
the Fab fragment are held
together.

[s]ed

Fab =

Fc

. Antigen hinding site

2.2.2 Membrane-acting immunotoxins. The use
of a killing mechanism that does not need internalization
could be one of the advantages of using membrane-
acting toxins as IT toxic components. Despite their po-
tential, relatively few membrane-acting toxins have been
investigated for use in immunoconjugates. In some in-
stances, however, membrane-damaging toxins of differ-
ent origins have been used to build such chimeras. For
example, cytolysins from sea anemones’'?, from the
snake Naja naja siamensis” and melittin, the cytolytic
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peptide from bee venom'* as well as toxins derived from
plants (Pyrularia thionin'’) or from bacteria (Bacillus
thuringiensis 8-endotoxin'® and Clostridium perfrin-
gens'") have been reported in the literature.

By selectively increasing target cell permeability,
immunoconjugates based on membrane-acting toxins
could theoretically bypass the major limitation of tradi-
tional ITs, namely their requirement of internalization
and translocation to the cytosol. In addition, this type of
immunoconjugate could strengthen the effects of con-
ventional ITs, other chemotherapeutic agents and com-
mon anti-cancer drugs by facilitating their access into the
cytosol. By disturbing the plasma membrane, they might
reverse the effects of multi-drug resistance. If applied to
treat solid tumours, inner cells could be exposed to che-
motherapy following lysis of cells located nearer the
vasculature'®,

2.2.2.1 Sea anemone cytolysins as components of
immunotoxins. The first isolated class of sea anemone
cytolysins was collectively called actinoporins'®. They
comprise a group of approximately 20 kDa proteins,
lacking cysteine residues whose activity depends on the
presence of sphingomyelin (SM) in the membrane. They
form pores in natural and model lipid membrane of ap-
proximately 2 nm in diameter?*. The formation of
transmembrane pores disrupts ion gradients, which leads
to osmotic swelling and ultimately to cell death. Acti-
noporins are extremely cytotoxic and lytic to a variety of
cells and their vesicular organelles. The cytotoxic activ-
ity of actinoporins on different cell types and cell prepa-
rations ranges from 10" to 107 M*. Taking into con-
sideration this cytotoxic activity actinoporins have been
used for construction of ITs. Previous reviews about the
use of sea anemone cytolysins as toxic components of
immunotoxins are available™. The cytotoxic activity
of the actinoporin based ITs, expressed as mean concentra-
tion required for 50 % reduction of viability (C50), is shown
in table I and ranges from 107" to 10® M.

The first attempt to use a membrane-acting toxin for
the construction of an immunoconjugate involved a
haemolytic fraction from the sea anemone Stichodactyla
(formerly Stoichactis) helianthus. Avila et al. first
linked the toxin to an mAb that recognizes a specific Ag
expressed on immature T-lymphocytes (IOR-T6)’ and
later on the toxin was bonded to an mAb directed against
the carcinoembryonic Ag (CEA)®. In both cases the cy-
totoxic activity of the hybrid molecules toward cells ex-
pressing the Ag was quasi or totally reversed by the co-
addition of an equivalent amount or an excess of the cor-
responding free antibodies, which saturated the binding
sites and prevented the action of the ITs. This result in-
dicated that the hybrid molecule obtained bound the tu-
mour cells through the mAb.

More recently, the same haemolytic fraction was
linked to IOR egf/r3, a mAb against the human epider-
mal growth factor receptor’. In this case the cytotoxic
activity of the hybrid molecule was also reversed by the
co-addition of an excess of free mAb. In addition the

differential toxicity observed for this IT against cells ex-
pressing different levels of epidermal growth factor re-
ceptor was not shown for the free toxin. These two re-
sults indicated that the toxicity of the conjugate was me-
diated by the mAb.

On the other hand, sticholysin I (StI), one of the two
isoforms of the cytolysins isolated from the sea anemone
Stichodactyla helianthus, was linked to an mAb (IOR
C5) recognizing the colon tumour-associated Ag IOR
C2'"°. The study of the binding capacity of this conjugate
to the SW948 colon tumour cell line demonstrated that
the hybrid molecule bound the tumour cells preferen-
tially through the mAb rather than by the cytolysin bind-
ing region. In agreement the conjugate showed higher
specificity of the toxic effect toward the colon tumour
cell line than the free cytolysin since the ratio between
its cytotoxic and haemolytic activities was approxi-
mately seven-fold higher than the ratio found for the free
toxin.

EqtlI has been conjugated to transferrin (Tfn), a major
regulator of cellular growth and a potent mitogen for a
variety of tumours. The resulting conjugate showed
some specificity of the toxic effect toward tumour cells
in vitro; however, the hybrid molecule retained unspe-
cific activity due to the fact that Tfn-bound toxin par-
tially retained its original ability to bind to the cell mem-
brane directly''. 1In this work the cytotoxic activity of
the conjugate was inhibited three-fold by the presence of
an excess of free ferric Tfn, suggesting that it was, at
least in part dependent on the expression of the Tfn re-
ceptor. However, the residual unspecific activity of the
conjugate was still relatively high.

While ITs are best characterized and promising as
anti-cancer tools, other uses have also been explored.
Specific targeting of the parasitic protozoan Giardia
lamblia (syn. duodenalis) was achieved using the high
affinity biotin-avidin system (figure 2A) to concentrate a
biotinylated form of a mutant of EqtII (EqtIl A179C) on
the parasite surface pre-treated with a primary anti-
lamblia antibody and a secondary Avidin-conjugated an-
tibody”. Such treatment increased specificity of target-
ing the parasite cells four-fold with respect to those that
did not receive the primary mAb, but were otherwise
treated in the same way.

A similar approach was carried out by Potrich ef al.””
who used the mAb against the Tfn receptor OKT9 and
three single cysteine mutants of Eqtll (K20C, R126C
and A179C) to target the human malignant melanoma
cell line A375. The targeting complex enhanced the cy-
totoxic activity of the mutants to the targeted A375 cells
with a two- to three-fold higher specificity factor.

The biotin-avidin method is quite advantageous be-
cause it relies on very simple chemistry to create conju-
gates that can target different cell types. In fact, simply
by using a library of primary antibodies, it is possible to
selectively target many different individual cell types.
Another possibility is to target an individual cell type
with cocktails of two or more ITs recognizing different
Ags. This alternative can be very useful since it has
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been demonstrated in several animal tumour models that
the use of a single type of IT fails to provide a complete
cure due to the survival and subsequent outgrowth of IT-
resistant tumour cells®. These cells may lack the target
Ag entirely or express it at a level too low for effective
IT-mediated killing.

Cloning and expression of actinoporins has been im-
portant for the biotechnological applications of these
proteins. It has become possible to apply the biotin-
avidin conjugation method to produce ITs containing sea
anemone cytolysins (figure 2A). Homogeneous and well
characterized preparations were obtained when mutants
of Eqtll were biotinylated with biotin maleimide, a re-
agent able to react specifically with the single cysteine
introduced in the mutants. On the other hand, enhance-
ment of the biotinylated EqtIl activity was observed in
the presence of the complete targeting complex (primary
antibody and a secondary avidin-conjugated antibody.
However, the non-specific toxicity of actinoporin based
IT remains a difficulty. The main problem of most of
the ITs containing membrane active proteins is the poor
cellular specificity associated with the capacity of the
toxin to bind to almost any cell membrane.

An approach designed to overcome the non-specific
toxicity is the construction of inactive PFTs with built-in
biological “triggers” that will active the toxin following
a biological stimulus. Researches have took advantage
of the fact that many tumour tissues and tumour cell
lines overexpress certain proteases, particularly cathep-
sin B, matrix metalloproteinases (MMPs)?”  and
urokinaseszg, in the evaluation of tumour protease-
activated engineered PFTs.

Promising results using this approach have already
been obtained with engineered Bacillus anthracis lethal
toxin containing either MMPs or urokinase plasminogen
activator cleavage sites.

Such approaches need a comprehensive knowledge of
the structure-function relationship of the toxin to be
used. The three-dimensional structures of EqtI’"** and
sticholysin IF** have been solved by NMR and X-Ray
crystallography. They are single-domain proteins con-
sisting of a two five-stranded B-sandwich fold with a hy-
drophobic core and a pair of a-helices, each of which is
associated with a side of a B-sheet (figure 3A). These
proteins are relatively rigid in solution except for the N-
terminal region that can be displaced without disrupting
the general fold of the molecule. In the multi-step pore
formation process the toxin binds the lipid bilayer with
the aromatic amino acid cluster located on a broad loop
at the bottom of the molecule and on the C-terminal a-
helix’* and also by a phosphorylcholine binding site®”.
In the next step the N-terminal segment translocates to
the lipid-water interface where it lies flat on the mem-
brane™”**7. Finally four toxin monomers oligomer-
ize”* and the transmembrane pore is formed by the in-
sertion of four N-terminal a-helices, one from each
monomer, and most probably also by membrane lipids in
a so-called toroidal pore arrangement’”*(figure 3B).

Figure 2.  Schematic
structure  of different
constructs using recom-
binant actinoporins. (A)
Avidin-biotin based ITs.
Single cysteine mutants
of Eqtll were targeted to
the surface of either
Giardia® or human ma-
lignant melanoma cells'
using avidin-biotin based
ITs. In such construc-
tions unwanted cells are ¢
recognized by a targeting
block which is composed
of a primary mAb spe-
cific for an Ag expressed
on the surface of the cell,
a biotinylated secondary
antibody and avidin and
after that a biotinylated mutant is applied. Avidin connects the
targeting block to the biotinylated toxin and brings it closer to
the surface of the cell, where it can act on the lipid membrane.
(B) Tumour proteinase-activated pore-forming toxin. The pore
forming capacity of Eqtll was reversibly blocked by conjuga-
tion of avidin to its N-terminal extreme. The mutant Eqtll
[18C was bound through a disulfide bond to a peptide contain-
ing cleavage sites for the tumour-associated proteinases MMPs
(LGL) and cathepsin B (KSRL) and biotin at the C-terminal
extreme for binding avidin. (C) Tumour proteinase-activated
immunotoxin. The binding capacity of an actinoporin mutant
would be reversibly blocked by conjugation of a mAb to bind-
ing region using peptide containing a cleavage site for tumour-
associated MMPs (LGL).a
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Actinoporins exhibit two very convenient characteris-
tics for designing tumour proteinase-activated toxin con-
jugates. The extreme stability towards proteolytic deg-
radation makes them good candidates for this applica-
tion. The lack of cysteine residues in their primary
structure is also advantageous since this reactive amino
acid can be introduced at a desired position by site-
directed mutagenesis in order to make possible a side-
directed conjugation.

In the first trial a tumour proteinase-activated
actinoporin was constructed*'. A normally active mutant
of EqtIl (I18C) containing one single cysteine in the am-
phiphilic N-terminal o-helix was linked to the protein
avidin via a biotinylated peptide including cathepsin and
MMP cleavage sites (figure 2B). The conjugate ob-
tained was able to bind all the studied cell types (eryth-
rocytes, fibrosarcoma and breast carcinoma cells).

However, contrary to the null effect observed on
erythrocytes (devoid of cathepsins and MMPs enzymes),
the conjugate displayed cytotoxic activity on the tumour
cell lines where a good correlation between the cell’s
sensitivity and cathepsin B activity was also found. A
strong indication that some MMP activity was also in-
volved in the proteinase-activated actinoporin cytotoxic-
ity was the observation that the human breast adenocar-
cinoma cell fraction killed by the conjugate treated with
the specific MMP inhibitor GM6001 was one-fifth com-
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pared to the one without inhibitor.

These results demonstrate the possibility of tumour
cell killing by an actinoporin based conjugate specifi-
cally activated by tumour proteinases. Other possible
applications for such constructs would be the delivery of
low molecular weight agents encapsulated in liposomes
carrying inactive pores that can be activated at the tu-
mour site by the action of specific proteinases.

However, the tumour proteinase-activated PFT ob-
tained in this work retained its ability to bind to any type
of cell. Thus, for construction of an actinoporin-based
tumour proteinase-activated IT lacking non-specific ac-
tivity, the mAb should be coupled through the cleavage
peptide to the toxin binding region, thereby preventing
the unactivated toxin from binding to the cells. Thus, the
conjugates by themselves should be non-cytotoxic to

normal cells, by this means improving their therapeutic
index. Design of such a therapeutic agent would take
advantage of two separate properties exhibited by cancer
cells (expression of tumour-associated Ags and overex-
pression of proteinases) and would allow a single hybrid
molecule to recognize the tumour cell through its ligand
moiety and be specifically activated at the tumour site by
the tumour-associated proteinases. A schematic repre-
sentation of a tumour proteinase-activated IT is shown in
figure 2C.

In this direction we have obtained a mutant of StI (StI
WI111C) with a cysteine residue in the cytolysin binding
region in order to construct tumour proteinase-activated
ITs as those described previously. The construction of
such ITs is in development.

Table 1
Biological activity of ITs constructed with actinoporins
. Targeting Cytotoxic
Toxin molecule Receptor Cells Activity, Cso
. CEM (Human T-acute
IOR-T6 IOR-T6 (Antigen expressed on . . 0. a
mAb immature T-lymphocites) lymphoblastlli(r:1 elf):ukemla cell  2x10” M*
Hemolytic fraction from
Stichodactyla helianthus CB-CEA-1 gy (Carcinoembriogenic antigen) MDA-MB-134 (Human brest 8 x 10° M*®
mADb carcinoma cell line)
TOR egf/i3 Human epidermal growth factor H125 (Human Lung 1 x 107 M
receptor adenocarcinoma cell line)
Ior C2 (Antigen expressed on SW 948 (Human colorectar 25 x
S for C5 mAb colorectal and ovarian cancer cells) cancer) 10 Mm¢
. i . . -9 e
Eqtll D1ferrlc. Transferrin receptor Raji (Human Bu.rkltt 2x10°M
Transferrin lymphoma cell line) 110710 s
IT constructed with recombinant actinoporins
Anti-Giardia Antigen on the surface of Giardia L . 1.25 %107
EqtIl A179C mAb cells Giardia duodenalis M
Eqtll K20C . 4 x 10 M#
Eqtll R126C OKT9 mAb Transferrin receptor A 375 (Human mal}gn ant 1.7x10%M
melanoma cell line) 5
EqtIl A179C 3.5x10°M

3 Reference [7]; ¥ Reference [8]; © Reference [9]; ¥ Reference [10]; © Reference [11]; ? Reference [25]; @ Reference [12].
*Value estimated from the original dose-dependence graphic; **Acute toxicity test; ***Long term toxicity test

3 Potential for future development

Although the mechanism of inducing cell death mediated
by actinoporin based IT could be the imbalance pro-
voked by the formation of pores in membranes, a prom-
ising alternative is the use of such entities as components
of chemotherapeutic cocktails. By facilitating drugs to
enter into the cytosol, actinoporins might be used to in-
crease the efficacy of conventional anti-cancer agents.
In fact it was recently shown that Bc2, an actinoporin
isolated from Bunodosoma caissarum, and EqtlI signifi-
cantly potentiated the cytotoxicity induced by low dose
concentrations of the chemotherapeutic agents cytosine
arabinoside, doxorubicin, and vincristine®. The induc-
tion by these drugs of a more effective cytotoxicity when
combined with actinoporins could allow the reduction of
their therapeutic doses and consequently their undesir-
able side effects.

Figure 3. Overall Structure
of StIl. (A) Stereo view rib-
bon diagram of StIl. The N-
terminal region is shown in
brown. (B) Putative model
for the functional pore of
StIl, in which the N-terminal
region of the protomers
would adopt a helical con-
formation. Lipid headgroup
regions are shown as gray
layers. The walls of the pore
would be formed both by
lipid molecules and four N-
terminal helices. Taken
from reference [33].

Toxins that have been used to make classical ITs con-
sist of several domains and typically one of them is a
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recognition domain. This has allowed the lack of inher-
ent specificity of these ITs to be overcome by removing
the binding domain. This approach did not seem possi-
ble for actinoporin based ITs, since actinoporins are 20
kDa compact structures in which at least two regions, the
N-terminal and the Trp-rich binding regions, become
embedded in the lipid membrane.

Recent studies have demonstrated that the N-terminal
region of actinoporins forms a stable helix long enough
to span a lipid bilayer when in a membrane environment
although the isolated peptides are only weakly active****.
Thus, while the N-terminal region has the structural fea-
tures required for the mechanism of pore formation, the
lower activity of the isolated N-terminal region shows
that the bulk of the protein is essential for efficient pore
formation by facilitating initial membrane binding, inter-
action with SM, or stabilization of the oligomeric pore.

These results suggest that it would be possible to re-
cover, at least in part, the whole toxin pore-forming ac-
tivity if the N-terminal region were linked to a binding
ligand as a growth factor or an Fv fragment. In fact the
first artificial native-like pore-forming protein showing
selectivity toward malignant cells has been conceived
and designed based on the structure of the colicin family
of bacteriocins®. In the same direction a recombinant IT
containing the N-terminal fragment of human perforin, a
pore-forming molecule that mediates human cytotoxic T-
cell killing, has been engineered and evaluated in vitro
with promising results*®.

The relatively small fusion protein, if it recovers the
cytotoxic activity, might be specifically toxic to a cell
population. Alternatively, the binding ligand could con-
centrate the N-terminal peptide on the surface of the tar-
get cell and a tumour proteinase N-terminal activation
mechanism, similar to the one previously described
above, could be introduced. In such a construction an
increase of the specific N-terminal peptide cytotoxic ac-
tivity toward the target cell would be expected.

These last approaches have some additional advan-
tages, as they would allow production of recombinant
actinoporin based ITs, which is not possible with the
whole protein since the binding region, present in the
middle of the primary structure, must be blocked to re-
duce the non-specific activity. In addition, recombinant
ITs would be homogeneous and relatively inexpensive to
produce. The reduction of the possible immunogenicity
associated with the full length toxin would also be desir-
able. However, at present, little is known about the im-
munogenic properties of actinoporins.

4 Conclusions

Although the first in vitro evaluations of ITs containing
sea anemone cytolysins are encouraging, advances in
their application have been limited by a lack of knowl-
edge about their 3D structures and structure-function re-
lationships. The results obtained using anthrax lethal
toxin targeted to either uPA or MMP-expressing tumour

cells suggest that proteinase-activated anti-tumour toxins
have considerable potential for use in cancer therapy.
Tumour cell killing by an actinoporin-antibody conju-
gate that is specifically activated by tumour proteinases
would include two levels of specificity: antibody target-
ing of tumour Ag and activation of the actinoporin by
tumour proteases.
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