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Abstract

Carbon monoxide (CO) has long been considered as a toxic gas to human health
because of its lethal nature, causing death by asphyxia. The toxicity of CO is attributed
in part to its high affinity for hemoglobin (Hb), which is about 220 times higher than
that of Hb for Q. Against this dogma is the fact that small amounts of CO are produced
endogenously in the human body and the production of CO is associated with a variety
of physiological roles, such as anti-inflammatory and anti-proliferation effects. In order
to use CO as a therapeutic agent, substantial research efforts have been devoted to the
development of CO releasing molecules (CORMSs) as an alternative for a safety and
controlled delivery of the gas. With this aim in mind, two families of molybdenum
carbonyl metallosurfactants (MTS) have been synthesized in the present work by means
of the coordination of the surfactant phosphined”PRBH)NSOsNa; n = 2, 6 and 10, to

the fragments {Mo(CQ} and {Mo(CQO)s}. This MTS are used to obtain mixed systems
with phospholipids, in particular soy phosphatidylcholine (SPC), in order to use them as
CORMs. It should be mentioned that there are no precedents of this type of systems

used for this purpose.

In aqueous solution, and depending on the SPC/MTS ratio, different types of
supramolecular aggregates are formed (basically metallosomes and nanoaggregates),
showing the peculiarity that the metal atom is located in a characteristic hydrophobic
environment. These systems are able to deliver CO, which can be modulated
photochemically using UVA or visible radiation. So, they can be classified as a new
type of PhotoCORMSs.

Metallosomes prepared in this work show the characteristic properties of liposomes.
They are kinetically stable upon dilution, presenting a toxicity at least tenfold lower
than that of the metallosurfactant aggregates without phospholipids, and the presence of
the MTS allows them to deliver CO upon irradiation. Moreover, studies with
synchrotron radiation have shown the incorporation of MTS to cells after incubation
with metallosomesAll these properties make these systems suitable for the preparation

of new metal based pharmaceuticals.






Resum

El monoxid de carboni ha estat considerat tradicionalment com un potent toxic de
naturalesa letal principalment degut a la seva gran afinitat amb I'hemoglobina, unes 220
vegades major que I'afinitat de I'Hb per I'oxigen. Malgrat la merescuda reputacio, al
cos huma es produeixen constantment, de forma endogena, petites quantitats de CO que
han estat associades a processos fisiologics antiinflamatoris, antiproliferatius, etc. Amb
la finalitat d’aplicar terapeuticament aquestes propietats, el desenvolupament de
molecules capaces d’alliberar monoxid de carboni (CORMSs) de forma controlada ha
esdevingut un camp molt estudiat. Seguint aquesta linia, en aquest treball es presenten
dues families de metal-lotensioactius carbonilics de molibde mitjancant la coordinacio
de les fosfines tensioactives {f6H,),.SC;, n= 2, 6 i 10} als fragments {Mo(CQ})i
{Mo(CO)s}, a partir dels quals s’obtenen sistemes mixtes amb fosfatidilcolina de soja
(SPC) amb la finalitat de ser emprats com a CORMs. Cal destacar que no existeixen

precedents de sistemes d’aquest tipus per ser emprats amb aquesta finalitat.

En solucié aquosa i en funcié de la proporcid6 SPC/metal-lotensioactiu, es formen
agregats supramoleculars de diferents tipus (basicament metal-losomes 0 nanoagregats),
amb la peculiaritat que I'atom metal-lic queda disposat a la zona hidrofobica de la
membrana lipidica. Els sistemes son capacos d’alliberar CO, i aquest alliberament pot
ser modulat fotoquimicament amb Illum UVA i visible, de manera que es poden

classificar com un nou tipus de PhotoCORMSs.

Els metal-losomes preparats en aquest treball presenten certs avantatges tipics dels
liposomes, obtenint-se sistemes estables front la dilucid, amb nivells de toxicitat molt
inferiors als dels complexos purs, i degut a la presencia dels metal-lotensioactius sén
capacos d’alliberar CO en ser irradiats. A més, mitjancant estudis amb llum sincrotré
s’han detectat a l'interior de cél-lules incubades amb ells. Les caracteristiques referides

fan d’aquests sistemes uns bons candidats per ser emprats farmacologicament.
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Introduccio

1.INTRODUCCIO

1.1. TENSIOACTIUS

Els tensioactiuson molécules arifiligues amb una estructura molecular caracteri:
gue consisteix en una part hidrofobica (gement una o dues caden
hidrocarbonades de longitud variable) i en una part hidrofilica (grups ionics o nc
fortament polars). En solucid, degut al fet d’estar formats per dues parts amb
oposades per un solvent determinat, aquests com presentes dues propiet
importants. Per una banda, s’adsorbeixen a les interfase-apola, disminuint la
tensié superficial Per exemple, uan es dispersen en medi aquds tenen tendel
distribuirse de manera que la seva concentracio a ldficie aigua/aire sigui meés gri
que al side la solucio, orientant els caps polars cap a la fase aquosa i a-ne els
grups hidrofobics. Per altra banda, per tal de minimitzar el contacte no favorable
cadenes hidrofobiques amb I'entorn aquc partir d’'un valor definit de concentrac
les molecules s’agreguen espontaniament formant agregats supramoleculars qt
presentar forma i mida diverses, la més simple de les quals és la n(Figura 1),
estructura on lesadenes hidrofobiques disposen cap a I'interiate I'agregaquedant
els caps polaren contacte an I'entorn aqudsLa micel-la aixi formadpot presentar

una gran diversitat morfoldgica: esferes, el-lipsc o cilindres, entrel’altres’

8% fy Qe freL e L [¢ Ulge
e 0 0¢ WEGE 0 g6 Or g

3 5 RUOEEL cr b
4 [ 43

3 S5O SERROT L 00 SONY IR 88 ey st R g8 78 Interfase
L LRLEL L LR LLELE bl L b ¢ airefaigua
Monocapa

Figura 1. Representaé esquematica del comportament d'un tensioactiu convencional en s
Distribucié de les molécules a la interfase aire/aigua i formacié d’'agi
La corcentracio a partir de la qual comencen a apareixer els fenomens d’agregi
el nom de concentracio micel-lar critica (cmc), i €s a partir d’aquest valor que ¢
propietats tals com la tensié superficial, conductivitat eléci la dispersio, atorcio o

emissio de la llunexperimeten un canvi brusc de tendencia.
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A la natura podem trobar diversos tensioactius que tenen funcions rellevants,
les sals biliarsimplicades en processos d’absorcid dels aliments durant la di
intestinal, o & fosfolipids, que a més de tenir un pafonamentala les membranes
biologiques des del punt de vista estructural, també intervenen modificant la

superficial en altres sistemes, com ara les lipoprot:

1.2. LIPOSOMES

1.2.1. Introducci6 als Iposome:

Els liposomeson vesicules lipidigues ghan despertat un gran inte d’enga que van
ser descoberts a principis danys 1960, per Alec D. Banghant pel quehan estat
estudiats extensament i continuconstituint un ampli camp descerce Degut a la
naturalesa amfifilicadels seus constituents, lipids naturals o sintétics, els lipos

estan formatper una o varies bicapes lipidiques concéntrique envolte una cavitat
hidrofilica o compartiment aqut Aquesta organitzacio particulare oferei: entorns
hidrofilic i hidrofobic, juntament amb la seva naturalesa biocompatible, biodegra

noimmunogenica, els fa rit interessants al mén de la nanobiotecnol

El potencial dels liposomes com a sistemes transportadors reconegt durant els
anys 1976 ° tant pel que fa a la capacitat d’encapstsubstancies hidrofiliquea
I'interior del compartiment aqudscom lipofiliques, atrapades entre les bica

lipidiques (Figura 2§.

Entorn hidrofobic

Entorn hidrofilic

Figura 2. Il-lustracié esquematica d’'uliposoma que encapsula tamblécules hidrofiliques (vert
commolécules hidrofobiques (taron;

Actualment, els lipasmes clinicament més utilitzats encapsulen un agent tera

hidrofilic al compartiment aquds, envoltat de la bicapa lipique pot contenia la

2
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seva superficie polimers o lligands especifics per a ser reconeguts (com per exemple,
anticossosj.També s’han descrit altres sistemes més sofisticats, com ara liposomes que
responen a estimuls externs, com ef pHiposomes multicompartimentals de mida

nanométrica per alliberament combinatori de farniacs.

1.2.2. Els fosfolipids, la unitat estructural dels liposomes

La unitat estructural dels liposomes son els lipids amfifilit®lecules que es

caracteritzen basicament per la seva baixa solubilitat en aigua degut, principalment, a
'esquelet hidrocarbonat que presenten a la seva estructura. En la preparacio de
vesicules lipidiques, els fosfolipids son els més ampliament utilitzats degut al seu baix
cost, la facilitat per obtenir-los comercialment en grans quantitats, i el fet que les

tecniques de preparacié estiguin ben establertes i caracteritzades.

Els fosfolipidsson molécules amfifiliques, és a dir, contenen una part hidrofobica i una
part hidrofilica. En general, estan constituits per quatre components: acids grassos, un
esquelet de glicerol, un grup fosfat i un alcohol (colina, etanolamina, glicerol, inositol,
serina, etc). A la Figura 3 es mostra una representacio esquematica d’un fosfolipid i
I'estructura dels que s’han utilitzat en aquesta tesi: fosfatidilcolina de soja (SPC),
dimiristoil fosfatidilcolina (DMPC) i dihexanoil fosfatidilcolina (DHPC). L'SPC conté
majoritariament acid palmitic o acid estearic a la posici6 C-1 del glicerol i
principalment els acids grassos insaturats de 18 carbonis (oleic, linoleic o linolenic) en

la posicio C-2.
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Figura 3. Representacié esquematica d'un fosfolipid i estrucde la fosfatidilcolin (SPC), en
aquest cas amb els acids grassos palmitic i oleic; dimiristoil fosfatidilcolina (DMPC) i dihe
fosfatidilcolina (DHPC).

Quan els fosfolipids es ben dispersos en solucié aquosa, degut a lanaturalesa
amfifilica, tenen una gran tendéncia a formar memb'® i s’organitzen minimitzant ¢
contacte de les cudsdrofobiquesamb el medi aquogjisposant els caps polars
aquest entorn. D’altra beg s’estableixennteraccions entre les cues hidrofobiques
molecules veines. Aquest efecte dual afavoreix la formacié de bicapes lipidiques
cues hidrofobiques s’ordenen constituint una barrera impern a determinades
substancies. Aquestegenaccions hidrofobiqu, a més, promouelaparicid de forces
de van der Waals entre les cues apoliFinalment, també s’estableixerponts
d’hidrogen i interaccions polars entre les molécules d’aigua de I'entorn i els caps

que estabilitzen aquesteganitzacit (Figura 4).

2999

5 % 5 53

Solucid aquosa

~~rr ]

Figura 4. Organitzacié déosfolipids que dona lica un liposoma.
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1.2.3.Classificacio dels liposome

Tenint en compte els parametres estructurals, generalment els liposomes es cla
en funcio de la seva mida i la seva le: laritat, €s a dir, el nombre Becapes lipidique
(Figura 5)'* Els unilamellars, amb una Gnica bicapa lipidica, s@fsdnés emprats
mon de la recercdegut a lesseves propietats.skclassifiquen en tres tipus en funcié
la seva mida: vesicules de mida inferior als 100 nm (Ssmall unilamellar vesicle);
vesicules unilamdhrs grans (LUVlarge unilamellar vesiclgsentre 100 nmi 1 um;
vesicules unilamells gegants (GU\giant unilamellar vesicles de mida superior a
um. Les LUVs de mida inferior a 200 nm so6n les mnteressants en el mi
farmaceéutic, mentre que les GUVs sdn més emprades com a mobicapa per tal
d’estudiar propietats de les membranes cel-ll Quan hi ha més d’'una bicapa lipid
podem distingir entre vesicules oligola-lars (OLV,oligolamellar vesicle); vesicules
multilamel-lars (MLV, multilamellar vesicle) i vesicules multivesiculars (MV\
multivesicular vesiclgs? Aquest grup presea propietats diferentd de les vesicules

unilamel- lars.

MIDA

4  GUV > 1000nm
MVV > 1000nm
MLV > 500nm
Y 4 v Y >
D s “4 o8 v
ey «®
OLV 100-3001m oy
S & :
LUV >100mm > e
v i
SUV 20-100nm

* LAMELARITAT

Figura 5. Classificacidels liposomes en funcié de la mida i la lamela

L’Us de liposomes cora transportadors presenta s avantatges, com i la millora en
la biodistribucio, reduccié « la toxicitat, més selectivitat o lpossibilitat d'un

alliberament lent i sostingut del farmac durant la seva circulacio
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Finalment, les propietat fisicoquimiques deldiposomes poden ser modifica
canviant determinatparametre. Alguns d’ells son: etipus de lipid; la proporcio i
composicié de lipids en la formula; la mida del liposomda carrega de la superfic
de la vesicula (positivapegatva o neutra); la funcionalitzaci6 da membran; la
sensitivitat a canvis de pH o temperatio la fluidesa de la membranaidica (bicapes

rigides o fluides) (Figura)6

TIPUS DE LIPOSOMES TIPUS D'ENCAPSULACIO
Carregats *_((/*;::\\) )
o A - e Substancics
\mmuno\lpossmes/;‘_\.\ | \;;:_{/ ~/: .. ) hidrofiliques
( Pane Ne
S ATy N
] /’\F. P ~ s,
e ~ 3y A i \) Substancies
I\( SUV ) W 2 hidrofobiques

Proteoliposomes . .
ﬁ\ (R z{j /::\\' =
“{ e

o /;\’ .\(\ /) Substancies

= R amb carrega
L f/ ) R) o B
: op
Lippsomes , //
sensibles al pH \"/

Figura 6. Tipusde liposomes i vies d’encapsulacio que ofere

1.2.4.Solubilitzacié de liposomes ambensioactius

Els liposomes poden ser solubilitz(destruitsmitjan¢ant I'addicio de tensioacs. La
hipotesi fins araacceptada qudescriu el procégompren tres etapes per a l'es
d’equilibri d’aquest fenome, que depenede la concentracié de tensctiu*® ** A
baixes concentracions, s’estableix un equilibri entre les molécules de tensioac
estan com a monomers en el medi aqués i les que interaccionen, sens-les, amb
les membranes lipidiquesA mesura quela concentracié total de tenactiu
s’incrementa també ho fa la quantitat del que interacciona amb la membrar
arribar a la seva saturacié. A partir d’aquesta concentracio critica es formen les
micel-les mixtes al mateix temps que la membrana dels liposomes com
solubilitzar-se. Posteriorment, L augment progressiu de tensioactiu condueix

desaparici6 total dels liposomes ha-hi nomeés micel-les mixtes en solucio. Aqt

procés es pot estudiar mitjancant diverses tecniques essent la turbidimetria
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emprada, técnica que consisteix en enregistrar 'absorbancia de la mostra a mesura que
augmenta la concentracio de tensioactiu. Com que la dispersio de la llum causada per
les vesicules és molt més gran que la de les micel-les, la solubilitzacio es pot enregistrar
de manera eficient mitjancant aquesta metodologia. Una altra técnica de gran utilitat és

la determinacié de la distribucié de diametres mitjangayriamic Light Scatteing

(DLS).

1.3. METAL-LOTENSIOACTIUS

1.3.1. Introducci6 als metal-lotensioactius

Els metal-lotensioactius(MTS, de I'anglés metallosurfactanfs s6n molécules

tensioactives que contenen un atom metal-lic enllacat a la seva estructura. EI complex
resultant posseeix tant les propietats del metall com el comportament amfifilic del
tensioactiu, permetent unificar la quimica organometal-lica amb les propietats tipiques
d’agregats supramoleculars. Aquest tipus de compostos, inicialment preparats amb la
idea de concentrar metalls a les interfases per millorar processos catalftiem estat

el focus d’interes als ultims anys en ambits molt diversos de recerca, amb aplicacions en
la ressonancia magnética d'imatge (MEI)'® medicacions antiparasitarismaterials
mesoporoso& metal-lomesogerfs; %> components optoelectronits, > % agents
solvatocromic$? 2’ catalisi homogeni&® ' 3% 3! materials toud? nanoparticule¥’

agents antimicrobiafsi la medicina >

1.3.2. Classificacio dels MTS en funcié del tipus de lligand

Gran part de la bibliografia sobre els metal-lotensioactius inclou MTS constituits per

lligands no tensioactiusn el cap polar inclou el centre metal-lic, és a dir, el lligand per

si sol no és tensioactiu perd adquireix aquesta propietat en complexar-se al’metall.
En alguna publicacio, fins i tot, el terme MTS és relacionat amb un tensioactiu on

I'atom metal-lic forma part del cap pof&r>°

Entre els MTS constituits per lligands no tensioactius trobem complexos formats a
partir de lligands amina, diamina, tetraamina i éters corona que provenen de lligands
tipus “annelides®® que consisteixen en un cap polar macrociclic capac¢ d’incloure

cations al seu interior (Figura 7).
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Figura 7. Estructuradels lligands tius annelida sintetitzats per Moigne i Simoi*®i representacio
esquematica d’'una micel-la formada a partir del lligand anne

Altres MTSdins aquest grup sén els formats per lligands bipiri** * fenantrolin&® i
terpiridina;® ampliament utilitzats com a metal-lomesogens en la formaci6 de ci

liquids (Figura 8).
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Figura 8. Estructurade metal-lotensioactius constituits per lligands ncsioactius com ar
bipiridines, terpiridines i fenantrolines inclosos als treballs de (1) Bc et al.?*(2) Holbrey et al.*
i (3) Yam, et al®®

D’altra banda, trobenMTS constituits per lligands tensioac on el mdall no és qui

aporta la part polarl @omplex sin6 urlligand amfifilic unit a elli que proporciona les
propietats al conjurit Aques tipus de lligands sén molécules tensioactivesb cap
polar i zona hidrofobicajue posseeix¢com a minim un atom donador capac de for

enllacos amb el cemmetal-lic

Les fosfines tensioactives constitueixen un important dins aquest tipus de MT

donada la seva capacitat per formar enllacos molt estables armetalls. Alguns
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agregats formats per fosfines sulfonades tensioactives, per exemple, han di
augmerdr la velocitat en processoshidroformilacié bifasica catalitzada per rodi
substrats poc solubles amb aigua, ja qué aquests agregats ajuden litzar els
substrats i apropdos als centres catalit (Figura 9)** *° De fet, els MTS object
d’estudi d’aquesta tesi doctoral son complexos organometal-lics carbonilics

metall, coordinat a fosfines tensioactives, queda localitzat en un erdrofobic*®

(HyC)sC

P 0-(CH») N»—S0,;Na
NaO,S SOsNa O @ "@ ’ )2
L1 o

(o] \\

2
(H4C)5C

n=0,3i6

Figura 9. Fosfinessulfonades tensioactives estudiades al trebeSchreuder Goedhe et al*®

Un aspecte interessadéls MTS formats per lligands tensioac és que ofereixen |
possibilitat de comparar les se propietats d’agregacié amb leels seus lligands
precursorsAmb aquesta finalitalel noste grup de recerca va publicar un trellany

2002 on es comparats fenomens d’agregacio d’'una série de fosfines sulfonades
MTS obtinguts per la seva coordina@ Pd (I1)*’ Les cmc corresponents a lliganc
complexos es van determinar mitjart tensiometria, posant de manifest que

complexos organometal-lics tensioactius mostren un valor de cmc significati
inferior a la dels lligands que els compos Aquest comportament é€s tipic

tensioactius geminal$ bolamfifilics (Figura 10Y* “°que sén agrupacions de ¢
tensioactius convencionals units per un grup rigid a través dels seus caps pol:
presenten uwalor de cmcinferior al deltensioactiu convencional lliur Els lligands
fosfina anteriorsvan ser el punt de partida pera sintesi de MTS de Rh (per ser

emprats com a catalitzadors en reaccions d’hidroformilacié en medis b>°
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a) Tensioactiu b) Tensioactiu geminal
convcneional
A VAVAVAY S s 1O AV AW N
A YAVAV IS
¢) Tensioactiu bolamfifilic
- ) . o
cmc (a) > eme (b, ¢) (CAVAVAV VY - Vo TPV AVe'

Figura 10. Representacié esquematica de a) un tensioactiu convencionaltensioactiu geminal

¢) un tensioactiu bolamfifilic
L’efecte de la disminuci6 de la cmc per coordinacio al centre meis’observa també
als treballs de Santhainal et al.>* on es sintetitzen MTS de cobalt (I1l) del tigcis-
[Co(en}(A)X]*" andcis-a-[Co(trien)(A)X]** (A: dodecil o cetilaminaX = Cl, Br, NCy)
I es detemina la cmc mitjancant mesures de conductancia. Els resultats mostrer
de cmc per als MTSignificativament inferiors qules delscorresponents lligands,
manera que els complexos tenen més tendéncia a formar agregats supram
indicant que la coordinacié del metall millora les propietats tensioacA mode
d’exemple el complex cifzo(en2(C1H2sNH)CI(ClO,), presenta un valor de cmc
4,6 mM, molt inferior al del tensioactiu lliure, cur de dodecilamoni ((GH2sCIN) on
la seva cmc és 15 mM.

1.3.3. Classificacio dels MTS en fun del tipus d’agregat

L’estructura molecular d’'un MT determina moltes de les propietats de les disper
aquoses i dipus d’agreg:s que forma. Corpassa amb els tensioactius convenciol
en solucid6 aquosa els tensioactius metal-lics s’orienten i agreguen minir
I'exposicio de la part hidrofobii amb l'aigua. A baixes concentracions els compc
formen dissolucions homogeénies de molecules individuals mentre que a concen
per sobre de la cmc les molécules s’ordenen espontaniament donant lloc a

supramolecularsje manera que la p hidrofobica queda protegida de la part aqt

mentre que la part hidrofilica esta en contacte amt

Aixi doncs, I'agregacié de MTS en solucié aquosa pot portar a la formacié d’estr

simples com ara nanoagregats de tipus micel-lar, definit¢ bibliografia com e

10
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metal-lomicel-les® o estructure lleugerament més complexes, tipus vesiculars,

reben el nom dmetal: losome®?

Les metal-lomicel-les presenten un especial interés com a sisterritics > >* moltes

de les quals contenen lligands imidazol, piridina o -fenantrolina> En el camp de

catalisi s'inclouen els treballs de Let al,®

on proposen 'is de metal-lomicel-
formades a partir de complexos de Pc com a catalitzadors deaccions de Suzi—
Miyaura en la formacié d’enllagosarni-Caryi €n reaccions organiqueFigura 11). Els
seus resultats nstren que el sistema metal-lceldar amb el complex de P(ll)

resulta més eficient quamprar el metall i el tensioactiu per seat.

H
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hyrdroptobic she utstrate
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Figura 11. Metal-lotensioactius de Pd (Il), representacié d’'una metal-lomicel-la amb &
complexes esquema de la reaccié de Su-Miyaure, per als treballs dLiu, et al.>

En aquest mateix sentiti et al. proposa I's de metal-lomicel- imixtes de cetone
alifatiques i complexos de Fcom a sistemes catalitzadors per a la reduccio asim

de lescetones en aigua (Figul2)>’

A bandad’aquest ambit de recerca, es troben treballs on s'utilitzen metal-lomi

amb altredinalitats, com ara els estudis realitzats per M et al,*® >

on es preparen
metal-lanicel-les amb activitats biologig.. En aquests treballs s’esten, per
exanple, metal-lotensioactius de germani i titani, alguns dels quals presenten
citotoxicitat en cél-lules tumorals i baixa toxicitat en limfocits normals humar

manera que podrien ser considerats com a agents anticanc

D’altra banda, els mallosomes presenten una avantatge respecte les metal-lom
donat que poden incorporar substancies hidrofiliques al seu interior. et al®°

proporcionen un bon exemple d’aquest tipus, on es demostra el potenci

11
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metallosomes com a sistemmultifuncionals transportadors de farmacs. Al seu tre
utilitzen metallosomes polimerics de mida ben definida, al voltant dels 10t
constituits per MTS obtinguts per reaccid6 dun agent anticancerigen-
diaminociclohexa)plati (1) (DAChPt) amb bloc copolimeric format pew-colesterol-
poli(L-acid glutamic) amb dues cues de poli(etilerol) (PEGasu-PLGA-Chole)
(Figura 13). Aquestsnetallosomes encapsulen al seu interior una sonda fluort
soluble en aigua i I'alliberen selectivament en ts tumorals de ratolins. Els result
mostren una apreciable activitat antitumoral deguda al complex de Pt que forma
la membrana del metidsoma, alhora que es pot fer un seguiment de la fluoresceél
tumor g&cies al fluorofor encapsul

Stern layer (S)-Product

Attraction between the
hydrophobic chains Favored

®  HeoO . Rin-q"\

C 8 N ®
@ Aliphatic ketone g—N NiTH

A
\ + s/
@~ Chiralsurfactant catalyst —/N @*N\—
Disfavored
(a) (b) Transition state

Figura 12. Mecanisme proposat per a la reduccié6 asimétrica de cetones alifatiques
metal-lomicel-la formada. (a) Representacidé esquematica de la metal-lomicel) estats de
transicié probables de la reaccié. Estudisentats als treballs de,lét al >’

Hy
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Nowe  Self assembly
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Figura 13. Representaci@squematica de la formacié de metal-losomes per complexacié de
anticancerigen DAChPt amb PEGé&PLGA-Chole i imatgecryo-TEM de I'agregatpresentat al
treball de Osadat al®
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1.4. MOLECULES ALLIBERADORES DE MONOXID DE
CARBONI (CORMS; CARBON MONOXIDE RELEASING
MOLECULEY)

1.4.1. Introduccié

Nombrosos estudis realitzats als ultims anys posen de manifest el potencial del monoxid
de carboni, CO, com a agent terapéthi®> ®® EI CO es troba involucrat en la
modulacié de processos bioloditsom a regulador de senyalitzacié de diverses vies

metaboliques, fonamentals per practicament tots els organismes vius.

Entre els aspectes beneficiosos del CO destaca el seu paper en processos
antiinflamatoris®®> com a vasodilatadéf, en proliferacié cel-luldt’ en la regulacié de
neurotransmissi® biogénesis mitocondridf, autofagia’® etc., aixi com en algunes

aplicacions terapéutiques, com ara reduint el rebuig en transplantaments d"brgans.

1.4.2. Activitat biologica del monoxid de carboni

El monoxid de carboni ha estat considerat tradicionalment com un potent toxic de
naturalesa letal. La seva toxicitat s’atribueix basicament a la gran afinitat que té amb
hemoglobina (Hb), unes 220 vegades major que l'afinitat de I'Hb per I'oxigen, amb la
subsequent formacié de carboxihemoglobina (HbCO), que redueix la disponibiliat d'O
als teixits’> Amb la meitat del llocs d’unié del tetramer ocupats per CO, I'Hb encara és
capag de coordinar@aonablement bé, pero el seu alliberament als teixits es veu reduit
notablement. Petits nivells de CO, inferiors al 10 % de I'Hb coordinada a CO, no
presenten una toxicitat aguda en humans. En sobrepassar aquests nivells es comenca a
experimentar mal de cap, marejos, nausees i nivells iguals o superiors al 50 % de I'Hb
coordinada a CO acostumen a ser lefals.

No obstant, malgrat la merescuda reputacid, petites quantitats de CO sén produides
continuament de forma endogena en mamifers, amb una velocitat de produccié de 20
umol/h al cos hum& La seva principal font bioldgica (>86%) és deguda al catabolisme
del grup hemo per I'hemo oxigenasa (HO), tot i que també és produit en menor
guantitat en processos de fotooxidacid, peroxidacié lipidica i metabolisme de

xenobiotics’®

13



Introduccio

En el procés de degradacié del grup hemo per part de 'HO, aquest és cor

biliverdina, CO i F&", alhora que es consumeixen dos equivalents de NADPH

equivalents d’oxigen moleculsFigura 14)’" ®

NADPH/O»

H;0

CO,H COH COzH COzH

heme a-meso-hydroxyheme

cO

CO2H COH COzH COzH

biliverdin verdoheme

Figura 14. Catabolismedel grup hemo per part de Hiproduint biliverdina,ferro (II) i CO com a

productes.
Al cos huma han estat identificades tres isoformes d’hemo oxigena-1, un enzim
induible que es genera sota condicions d’estres-2, enzim constituti present en
organs i teixits com ara el cervell, fetge i end, la funcio del qual esta associada ¢
processos de neurotransmissio i to vascular; -3, identificada i trobada en cerve
cor, ronyons, fetge, testicles i melsa de rates, amb funcions encara desconegu
no participa en lalegradacié del grupemo®® ”® Alguns estudis posen de manifest «
les deficiencies en la producci6 endogena de CO es troben relacionade
determinats estats patolo¢, com ara lasepticemia, diabetis, colitis i inflamac

vasculart® &
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Han estat observais vivo un gran nombre de papers biologics beneficiosos pel CO, ja
sigui com a forma endodgena o administrat farmacologicafhefitAquests inclouen

efectes antiinflamatoris, vasodilatatoris o antiapoptotics. No obstant, malgrat els
esforcos, el mecanisme quimic pel qual CO regula tots aquests aspectes encara esta

lluny de ser perfectament entes.

Amb la finalitat d’entendre les propietats bioquimiques de CO i de cercar nous
compostos amb propietats terapeutigues en aquest ambit, el desenvolupament de
molecules capaces d’alliberar monoxid de carboni de forma controlada ha esdevingut un

camp molt estudiat.

1.4.3. Molécules alliberadores de monoxid de carboni (CORMS)

D’enca el descobriment del CO com a molécula important en processos de senyalitzacio
cel-lular, han estat invertits molt esforcos en utilitzar les seves propietats amb finalitats
terapéutiques. Els primers treballs es van centrar en I'administracio directa de CO gas.
Avui dia, existeixen instruments comercialment disponibles que proveeixen CO de
forma exogena per inhalacio per aplicacions cliniques. No obstant, aquesta metodologia
presenta certs desavantatges: es requereix un equip especialitzat i molt controlat per a
aquest métode d’administracio; el @plicat no es transporta eficientment als teixits
degut a la seva gran afinitat per I'Hb, que lallibera als pulmons; i finalment, és
indispensable un control exhaustiu sobre les dosis d’aplicacio per tal d’evitar problemes
de toxicitat per sobredo&i.Aixi doncs, per abordar aquest inconvenient, han estat
desenvolupats sistemes alternatius per alliberar monoxid de carboni d’'una forma més

especifica.

Inicialment, Motterlini et al®

proposen el 2002 I'is de compostos carbonilics
metal-lics com a molécules alliberadores de monoxid de carboni. Es van estudiar els
compostos [Fe(C@)i [Mnz(CO) o] (anomenat CORM-1) , que en ser irradiats alliberen

CO amb uns temps de vida mitjangz) tmolt curts (inferiors a 1 min). No obstant,
aguests compostos son poc solubles en aigua i, en general, presenten elevada toxicitat.
Altres compostos, com ara el [Ru(00)]. (CORM-2) o [Ru(Cl)(glicinat)(CQJ
(CORM-3) més solubles en aigua i menys toxics, emergeixen com a substancies més
prometedore&® # En aquests casos, al igual que en la majoria de complexos

metal-locarbonilics inicialment estudiats com a CORMS, l'alliberament és promogut
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per intercanvi ddligands, molecules de solvent o presen medi. ElcomplexCORM-
3, per exemple, presen una gran dependéncia del n: mentre que en aigua
desionitzada a 37 °C té un temps de vida mitjana de 96 llasma huma aquest terr
es redueix a 3,6 miff. A la figura 15 es mostriestructura d’aques CORMs i a la

Taula 1 leseves caracteristiques princip

co cl
oc,. | .co oc., | .cl,. | .co oc.. ] OO
Mn cO fey, u.n“ fig, u_.\‘ RU
oc” | ™I .co oc” R| “'C|’R| ~co oc” |U\NT
C Mn. co cl Co /,\
oc” | ~co H H
co
[Mn,(CO)y,] [RuCL(CO);], [Ru(CO); Cl (glicinat)]
CORM-1 CORM-2 CORM-3

Figura 15. Estructural’alguns dels complexos presentats com a CORMMotterlini et al®* #

Dissolven tis Any de publicacic

DMSQO <1 min 2002®)
CORM-1

EtOH

DMSQO ~ 1 min 2002®)
CORM-2

EtOH

Aigua ~96 h 20049
CORM-3 _

Plasma hunr ~ 4 min

Taula 1. Dades de solubilitat;,i any de publicacié d’alguns CORMs pres#stals treballs d
Motterlini et al®* ®Elst,,s6n en PBS, apH 7,4 i 37

Gran part de la recerca de CORMsbasa en I'is de carbonils metal:lics, no obs
han estat descrits altres tipus de compostos amb la mateixa firEl grup d'R.
Alberto presenta als seus treballs una familia de boranocarbonats per ser empra
CORMs?®* 8% 87 addicionalmen, s’han presentat recentmetids sistemes organ,
basats en 1,dicetones cicliques insaturades i acid x-9-carboxilic,com els primers
CORMSs purament organics viabf® #Tot i aixd, els CORMs basats en comxos

amb grups carbonils units a metalls de transicid ofereixen molta més flexibil
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termes de disseny molecular, fet pel qual sén els compostos més ampliament

en aquest camp.

Tenint en compte quen processoin vivo els CORMs es trobaramb una elevad
concentraci6 de biomacromolécules com a potencials lligands, la ca
d’alliberament de CO a un centre diardeterminat promogudger lintercanvi
convencional de lliganddgependra del balang er el temps de vida mitjana del COFR

al medi i del temps necessari per arribar al lloc especific a

El 2010 Haseagawet al®® proposen un métode per modular la velocitat d’alliberai

de CO del complexCORM-3. En aquest trebakts coordina el CORM a uns blc

polimeérics posicionant-lenre una regio hidrofobica i una regio hidlica, de manera
que en solucié s’obté un sistema micel-lar capa¢ d'alliberar CO amb una ¢

d’alliberament més lenta que el complex lliLpermetent que ajas arrit a la seva
diana (Figura 16).

Hydrophilic block Hydrophobic block \‘r;, é c.';"v
ocié“:

oc to

PEG-b/-OmRu-b/-nBu CO-releasing micelle Intracellular CO release

Figura 16. Representaciésquematica de la formacié de micel-les alliberadce CO, i alliberamer
de CO al lloc d'interés presentat als treballs de Hasea et al®

Com ja ha estat dit, ghecanisme m( comu per l'alliberament de CO en COR
basats en carbonils metads ésel bescanvi de lligandser interaccié amb el solvent
molecules presents al mePer tant, en aquest darrer cas, kedliament comenca en
moment en que el compcés incorporat al medi, de manera que el fet que iencara
actiu al lloc d’interes dependra del temps de vida mitjana del compost en el ¢
circulatori. Els treballs més recents es basen en la de CORMs que siguin prou
estables com per arribar al lloc desitjat al per alliberamposteriormenel CO a partir
d’un mecanisme d’iniciacié determir® Un exemple d’aquest tipus de compostos,
els introduits en I'Gltima decada pel grup de Schramb CORMs promoguts pe

activacié enzimatica (EGORMs:enzyme-triggered CORW igura :7).%% %% 94
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0

RJKO OH o] 0
P esterasa N /lk oxidacié A
— — | ——— =[] +Fe
/\)\R' // R /\/\R' SSR+3C0
Fe- Fe- Fe-
-Fe~co -Fe-co -F¢-co
ocC co ocC éo ocC o

Figura 17. Alliberamentde CO promogut de forma enzimatica als treballs del grnSchmalz’?

En relacd als estimuls externs, potsel més atractiu de tots és la Il. En cas de ser
sensibles a la radiaciona font e llum focalitzada o ddum polsada podria permet
un control molt precis de I'activitat biologica lesmolecules alliberadores de mono
de carbon{PhotoCORMs

1.4.4. PhotoCORMSs

Els FhotoCORMSs son molecules estables en solucié a, en medi biologi i en la
foscor, pero que en seradiedes amhuna longitud d’ona apropiada alliberen monc
de carbonP> °® Utilitzant llum com a desencadenan! despreniment de C no només
s’'aconsegueix un control local i temporall'alliberament del gassin¢ que també és
possible controlala quantitat de CO allibera, que dependrae la dosi de llul

aplicada.

Aquests compostos, en ser irradiats alliberen un lligand CO de I'esfera de coor
del complex metal-lic generant una vac:El CO alliberat és transrit al medi i,
idealment,al lloc desitjat on es vol produir I'efecte farmacol. D’altra banda, a
posicié vacant a I'esfera de coordinacié del metall generalment és ocupada
molécula de solverit.El dissen racional d’'un RotoCORM és un procés important |
tal d’obtenir un alliberament eficierAixi doncs, idealment el complex hauria de t¢
ligands fotoactius. En ser irradiat, hiuria una transferencia d’energia del lliga
fotoactiu al metallde transicio que debiliria I'enllag del metall amb el lligan

carbonilic, fet que perméa I'alliberament de CO (Figura 185.

18



Introduccio

Tranferéncia d'energia

77N

A* e L MCO
hvo2hy A e LM
+
cOo
A Bove LMCO

Figura 18. Mecanismed'alliberament de CO promogut fotoquimicament a partir d’'un PhotoC(
on A és un lligand fotoactiu i LXMCO correspon a un centre metal-lic (M) coordinat, com a n
un grup carbonil (CO) i Llligands de galsevol tipus.

Un PhotoCORM optim per aplicacions biologics hauria de ser capa’alliberar CO
en ser irradiatins 'anomenada “finestra terapéutica”, entre 620 i 850 nm, en el
que la penetracié de llum als teixits humans és maxima sense causar’’” *®No
obstant, tot i que aquest rang sel'ideal, tambéresulta interessant I'is d’altr
longituds d'ona, com arela llum blava entractaments més superficials.l

desenvolupament de noves fonts de llum més aproj també és un camen estud??®

Motterlini va ser el primer en aplicar el concepte de ctivaci6 en CORMs, mostra
al seu treballmitjancant un assaig amb mioglobina (assaig que es descriu meés el
a l'apartat 3.5.1d’aquest tesi doctoral), que els compostos [Fe(§OJMn(CO)q)

eren capacos d'alliberar CO en ser irra. Al mateix temps,tamb¢ demostrava
algunesropietats biologiques de [M(CO)q], atenuant-séa vasoconstriccid coronar
en cors de rata aillad.Ara bé, donada I'elevada toxicitat dgfe(CO?] i la baixa
solubilitat dels dos compostos en soluci6 aq, els estudis amb aquests complexo:

van anar gaire mes lluny.

Al 2010 Ford va introduir per primera vegada el terme PhotoCORM er
publicaci6!® En aquest treball utilitza el compost [W(Cs(tppts)]Na, solubleen aigua
i estable en solucié aquosa a la fos(Figura 19 esquerfaEn ser irradic a 313 nm
forma [W(CO)(H,O)(tppts)* amb I'alliberament d’un lligand de C@®. partir d’aquest

momenthan estat sintetitzats, descrits i estudun gran nombre de PloCORMs. El
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2011, al grup de Lynam es van preparar una serie de complexos de molibdé de
[MoCl(>-Cp)(CO}R] amb diferents grups alquinils per’®* d’entre els qualva ser
investigatel complex alquin-B-D-fructopiranosa (Figura 19 dretegotales condicions
de I'assaig amb mioglobi, aquest complex alliberava només 0,04 equivalent de C
2 hores, mentre que en ser irradiat a 325s’originavaa un alliberament de 2

equivalens de CO amb una vida mitjane 13 min.

SO5°
058 © S0 < p
! ' 8
(o]
oc., | .co ¢’ x_~<o
/W\ oc CO

oc” | >co
&0 /}\o

[W(CO)s(tppts)]* [MoCl{n>-Cp){CO);R]

10C

Figura 19. PhotoCORMSs dels metalls del grup 6 estudiats als treballs di™ (a I'esquerra) i

Lynam'®* (a la dreta).

Els complexos denangané tricarbonilics també sén bons exemples dotoCORMSs.
El complex [Mn(CO)3(tpm™ (tpm: tris(1-pirazoli)metaj?? dissolt préviament e
DMSO, és soluble en solucié aguosa tamponada (1% DMSOQ) i és ¢en la foscor,
mentre queen ser irradiat a 365 nm allibera dos equivalents d¢ A concentracion
per sobre de 100 uM de compleen la foscor, no provocava cap efecte sobr
viabilitat de cel-lules de cancer de colon HT29. No obstant, la viabilitat es reduia
les cél-lles s'incubaven amb el complex durant 24 h, s’irradiaven 10 min a 36i

s'incubaven 24 h mé$® A més,per tal d’augmentar-ne I'especificitai, complex es \

acoblar a peptid¥®*

L’any 2005 elgrup de Ford publica un treball amb una innovadora égia que
permet l'alliberament d€Q del sistema estudiat en ser irradiat amb llum de linfre
proper (NIR)!®® El sistema consisteix en un nanotransportador composa
nanoparticules que absorbeixen Ni posteriorment emetefium visible (UCNPs
upcorversion nanoparticle), un PhotoCORM ttans[Mn(bpy)(PPh)2(CO)]"), i un
polimer biocompatible que imparteix solubilitat en medi aqucsistema (Figuri20).

El sistema s’irradia 880 nm, les UCNPs absorbeixen aquesdiaci¢, i emeten llum
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visible que seguidamept PhotoCORM aprofita per alliberar CO. Per tal que aixo :
possible les UCNPs han d'estar molt properes al complex PhotoCORM, fi
s'aconsegueix gracies a l'estat d’agregacié que proporciona el polimer biocorr

A) B) -
surface ligand - m‘. ‘ /.éf/ ) \?.. s I;,"' .éf ‘
photoCORM ;' j; ;! » ‘t,,u-
UCNP 4:;, :Q\ #j;’ “;\ =8
) DEC: A A $ ¢ b s
PL-PEG — i .?\\ & j/(.?’\\ @

Figura 20. A) Representaé del nanotransportador PhotoCORM presentat a la publicacié del g

Ford!°® B) Sotairradiacié a 980 nm (fletxa vermella), I'energia és absorbida per les UCNPs. Ac

emeten en el rang visible, radio que és re-absorbida gHotoCORM, que allibera C.

Un altre exemple de PhotoCORNnnovador és un compost de reni (
[Re(bpy)(CO)(PRs)], on k és CHOH, que en ser irradiat a 405 nm allibera un dels
grups carbonils que conté la molécula, concretament el que es troba en posic
respecte el grup fosf&® El que fa interessant a aquest compost és el fet que |
complex de partida com el subproducte després de lalliberament de C
luminiscents, pefjue poden ser detectats a l'interior de les cel-lules per micro:

confocal de fluorescéncia.

Westerhausen i el seu grup de treball presenten al 2011 el primer PhotoCORN
amb llum visible, el complex dicarbonilbis(cisteamina)ferro(ll), conegut com C-
S1 (Figura 21), qués soluble en medi aqu*®”*®® Aquest complex, en serradiat a
470 nm allibera CO de forma constant duialgunsminuts, mentre que I'exposicio
una font d’ampli rang de llum visible porta a un rapid i complet alliberament de ¢
medi fisiologic. Més recentmentel mateix grup publica un treball on el cer
[{(OC)sMn} 2(u-SCH,CH,NH3)3], un complex molt soluble en aigua, es ca
d’alliberar CO en ser irradiat a 365 nm i a 470 IMalgrat que elprocés amb llun
ultraviolada és més rapid, en tots dos casos s’aconsegueix alliberar e*%°

Aixi doncs, en els ultims 10 as els estudis en la quimica dels PhotoCORMs han

persegint dos objectius principalsl) la modificacié de lligands de l'esfera
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coordinacié primaria de CORMs basats en carbonils metal-lics per tal d'c
sensitivitat a una longitud d’ona detenada en termes de fotoactivac, 2) I'is de
materials com a matrius per millorar algude les seves propietatgm per exemple |
solubilitat ensolucié aquosé la sevaencapsulacié per tal d’evitar problemes

toxicitat de subproductgsoduits duant elprocés d’alliberament del , entre altres.

En definitiva la gran quantitat d’opcions per tal de modificar PhotoCORMs ajudat
comunitat cientifica a evolucionar i poder fer la transicio entre el laboratori i e

farmaceutic.

co €O
% N oc, o\s
NH, + ®y, o ” N j
OC"/\-" co -6CO NH N b
; -3 H, L,:
CORM-S1

Figura 21. Sintesiel complex CORI-S1 presentat al trebale Westerhausen i el sgrup®”’
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2.0BJECTIUS

Els objectius generatbaquest trebalson:

1.- La preparacié d'una serie de fosfines sulfonades tensioactives amb d
longituds de la cadena alquilica, per a la seva posterior coordinacio al centre r
dels fragments {Mo(CQ) i {Mo(CO)s}. La preparacido d’aguests compostos
permetra disposale dues familie de tensioactius metal-lics carbonilics de molil

amb propietats amfifiliqu..

2.- L'obtencié i caracteritzacidde sistemes mixtesormats perles molécules
sintetitzades i fosfolipidsamb possible aplicaci6 com a molécules alliberadore:

monoxid de carboni.
Conseguientment, els objectius especifics que dels anterderivensor:

1. La preparacioé dina familic de fosfines sulfonades tensiaaes amb diferen

longitud de la cadena alquilica que separa el grup difenilfosfino del sL

Ph,P
2 \[V];\SOSNa

Figura 22. Representacioé esquematica
1(n=1), 2(n=5), 3(n=9)

les fosfines Ln (n=1,5,¢

2. La preparacio ddue: families de tensioactius metal-lics carbonilics de mol
d’estructuracis-[Mo(CO)4(Ln);] i [Mo(CO)s(Ln)] a partir de la coordinacié ¢
les fosfines anteriors al centre metal-lic dels fragments {Mcs} i

{Mo(CO)s}. La sintesis d’aquests compostos perm
@ Estudiar les propietats d’agregacié dels complexos en s@guosa.

@ Valorar I'efecte de la longitud de la cadena hidrocarboren les

propietats els complexos de cada familia.

@ Avaluar la capacitat dels compostos per a ser emprats ¢

molecules alliberadores de monoxid de carl
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3. L’obtencio de sistemes mixtes formats pels diferents tensioactius sintetitzats i
fosfolipids, en concret fosfatidilcolina, amb I'objectiu d’obtenir nous agregats
supramoleculars biocompatibles, i que alliberin CO per aplicacions

biomediques. L’estudi d’aquests agregats es planteja amb els seglents apartats:

@ Determinar la mida, morfologia, i estabilitat dels agregats formats en

diferents proporcions SPC/tensioactiu.

@ Determinar la capacitat dels sistemes mixtes per a ser emprats com a

molécules alliberadores de CO en presencia i abséncia de llum.

4. Estudiar I'efecte en cultius cel-lulars tant de complexos purs com de sistemes

mixtes SPC/MTS. En concret es pretén:
@ Determinar la toxicitat dels diferents compostos.

@ Analitzar la interacci6 dels sistemes vehiculars (MTS purs, en

agregats vesiculars o nanoagregats) amb les cel-lules.
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3. MATERIALS | METODES

3.1. MATERIALS

» Fosfolipids
Epikuron 200: fosfolipids de soja (£zHssNOgP) amb un contingut minim de

fosfatidilcolina del 95%. CAS [8002-43-3pegussa Chemicaldl.W. = 788,13
g/mol. DMPC: 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina fgH7;2NOgP). CAS

[18194-24-6].Lipoid. M.W. = 677,93 g/moIDHPC: 1,2-dihexanoil-sn-glicero-
3-fosfatidilcolina (G2H44NOgP). CAS [39036-04-9]Avanti Polar Lipids, Inc

M.W. = 453,51 g/mol.

» Reactius per a la quantificacio de fosfolipids
FeCls-6H,O: clorur de ferro (Ill) hexahidratat (Fe6HO). CAS [10025-77-
1]. Sigma-Aldrich,> 99%. M.W. = 270,30 g/moINH4SCN: tiocianat amonic
(CH4N,S). CAS [1762-95-4]. Merck Millipore> 99%. M.W. = 76,12 g/mol.

+ Sondes i guenchers

HPTS (piranina): sonda fluorescent. Sal trisodica de I'acid 8-hidroxi-1,3,6-
pireniltrisulfonic (GeH7Naz010S3). CAS [6358-69-6].Sigma-Aldrich,> 97%.
M.W. = 524,39 g/molDPX: quencherper la piranina. Bromur de p-xilen-bis-
piridini (C1gH18BroN2). CAS [14208-10-7] Sigma-Aldrich,> 95%. M.W. =
422,16 g/mol.

¢ Gels d’exclusié molecular

Sephadex G-25 (medium): gel de filtracid per cromatografia en columna. CAS
[9041-35-4].GE Healthcare Life ScienceBistribucié de la mida de particules
entre 50 i 150 pm 90% (en sec). Sephadex G-75 (superfine): gel dadid

per cromatografia en columna. CAS [37224-29-6]. Distribucié de la mida de

particules entre 20 i 50 pmMB0% (en sec).

* Reactius per a la sintesi de precursors halosulfonats
Br(CH)eCl: 1-bromo-6-clorohexa ((E:.BrCl). CAS [6294-17-3] .Sigma-
Aldrich, > 95%. M.W. = 199,52 g/molp = 1,34 g/ml a 25°CCI(CH)1Cl:

25



Materials i metodes

26

1,10-diclorodeca (€H20Cl). CAS [2162-98-3]Sigma-Aldrich, 99%. M.W. =
211,17 g/mol,p = 0,99 g/ml a 25°CNa,SOs: sulfit sodic anhidre (N&®sS).
CAS [7757-83-7]. Fluka, > 99,5%. M.W. = 126,04 g/mol.

Reactius per a la sintesi de fosfines sulfonades

Br(CH,),SOs;Na: 2-bromoetansulfonat de sodi,tGBrNaG;S). CAS [4263-52-
9]. Acros Organics 98%. M.W. = 211,01 g/mol. Na: sodi metal-lic (Na). CAS
[7440-23-5].Fluka. M.\W. = 22,99 g/molPPh3: trifenilfosfina (GsH1sP). CAS
[603-35-0]. Sigma-Aldrich, 99%. M.W. = 262,29 g/moNHBr: bromur
d’amoni (H,BrN). CAS [12124-97-9].Fluka, 99,5%. M.W. = 97,96 g/mol.
NH4CI: clorur d’amoni (HCIN). CAS [12125-02-9]Sigma-Aldrich,> 99,5%.
M.W. = 53,49 g/molCH3C(OCH3),CH3: 2,2-dimetoxipropa (6H:.0,). CAS
[77-76-9].Fluka, 98%. M.W. = 104,15 g/mah, = 0,85 g/ml a 25°CCOsy neu
carbonica (CQ. BDPfrio.

Reactius per a la sintesi de complexos de molibde

Mo(CO)e: hexacarbonil de molibdé {MoOg). CAS [13939-06-5].Sigma-
Aldrich, 98%. M.W. = 264,00 g/molCsH;oNH: piperidina (GH11N). CAS
[110-89-4]. Alfa-Aesar 99%. M.W. = 85,15 g/molp = 0,86 g/ml a 25°C.
(CH3)3NO-2H,0: oxid de trimetilamina dihidratat @NO-2H0). CAS
[62637-93-8].Sigma-Aldrich,> 99%. M.W. = 111,14 g/molCaH,: hidrur de
calci (H,Ca). CAS [232-189-2]Sigma-Aldrich 95%. M.W. = 42,09 g/mol.
(CeH5)2.CO: benzofenona (fzH100). CAS [119-61-9].Sigma-Aldrich, 99%.
M.W. = 182,22 g/mol.

Reactius per a I'assaig d’alliberament de monoxid de carboni

Mioglobina: CAS [100684-32-0]. Sigma-Aldrich98%. M.W. = 16.951,5 kDa.

Dissolvents

EtOH: etanol absolut (§Hs0). CAS [7732-18-5].Fisher Chemical 99,5%
(qualitat per a analisi). M.W. = 46,07 g/mol. MeOmetanol (CHO). CAS [67-
56-1]. Carlo Erba réactifs-SDS, 99,85% (qualitat per a anal&igma-Aldrich,
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99,9% (qualitat per a HPLC). M.W. = 32,04 g/mH3: Amoniac (HN) 3,8.
CAS [7664-41-7]Linde > 99,98%. M.W. = 17,03 g/moCH3;COCH3: acetona
(CsHgO). CAS [67-64-1]Fisher Chemicgl99,5% (qualitat per a sinteshHF:
tetrahidrofura (GHgO). CAS [109-99-9]. Fisher Chemigat 99,5% (qualitat per
a HPLC). M\W. = 72,11 g/molCH3CH,OCH,CH3: éter dietilic (GH100).
CAS [60-29-7].Fisher Chemical> 99% (qualitat per a HPLC). M\W. = 74,12
g/mol. CH3(CH»2)sCH3: n-hepta (GH1g). CAS [142-82-5].Sigma-Aldrich, 99%
(qualitat per a HPLC). M.W. = 100,2 g/m&H,Cl,: diclorometa (CHCI,).
CAS [75-09-2].Carlo Erba réactifs-SDS, 99,95% (qualitat per a sintesi). M.W.
= 84,93 g/mol. CH3CN: acetonitril (GH3N). CAS [75-05-8]. Carlo Erba
réactifs-SDS, 99,9% (qualitat per a HPLC). M\W. = 41,05 g/maCls:
cloroform (CHC}). CAS [67-66-3]. Acros Organics > 99% (qualitat per a
HPLC). M.W. = 119,38 g/mol. Eter de petroli (40-60°C) mescla
d’hidrocarburs saturats. CAS [64742-49-Bjsher Chemical (qualitat per a
analisi). (CH3),OH: isopropanol (gHgO). CAS [67-63-0].Fisher Chemical
extra pure (qualitat per a sintesi). M.\W. = 60,1 g/ nétanol-d* metanol
deuterat (CRO). CAS [811-98-3]Euriso-top, 99,8% D. M.W. = 36,07 g/mol.
D,0: aigua deuterada ¢D). CAS [7789-20-0]Sigma Aldrich, 99,9% D. M.W.
= 20,03 g/mol.

Solucions i buffers

PBS bufferfosfat pH= 7,4. Es prepara una solucié 10x amb 40g NacCl, 1g KCl,
8,99 NaHPOy- 2H,0, 1,29 KHPQO, dissolts en 0.5 | d’bD destil-lada. A partir
d’aguesta s’obté la solucio desitjada fent una dilucié 1:10 i ajustant el pH a 7,4.
NaCl: clorur de sodi (CINa). CAS [7647-14-Figma-Aldrich,> 99,8%. M.W.

= 58,44 g/mol. KCl: clorur de potassi (CIK). CAS [7447-40-7Fisher
Chemica] > 99%. M.W. = 74,54 g/molNa;HPO,- 2H,O: hidrogenfosfat de

sodi dihidratat (HNgO4P). CAS [10028-24-7]Sigma-Aldrich,> 98,5%. M.W.

= 177,99 g/molKH ,PO,: dihidrogenfosfat de potassi {klO4P). CAS [7778-
77-0]. Fisher Chemical, 89%. M.W. = 136,09 g/mol.
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3.2. SINTESI | CARACTERITZACIO DE COMPOSTOS

3.2.1. Manipulacio dels productes

Practicament totes les reaccions quimiques en aquest treball requereixen treballar sota
atmosfera inert de nitrogen, i es duen a terme mitjancant tecniques Schlenck. Donat que
€s necessari evitar la presencia d’aigua, els dissolvents emprats son assecats previament

a la seva utilitzacié. EI metode emprat per aquest proceés es detalla a continuacio:

Tetrahidrofura i eter dietilic: es mantenen a reflux amb Na metal-lic i benzofenona com
a indicador, deixant refluir com a minim 24 h un cop preparat el sistema. El dissolvent
es destil-la de la mescla just uns moments abans de fer-lo servir i es reserva en un

Schlenck tancat sota atmosfera de nitrogen.

Metanol: s’utilitza metanol amb qualitat per a HPLC amb un contingut d’aigua
practicament nul i s’acaba d’assecar conservant-lo amb tamis molecular de 3 A, que

préeviament ha estat activat durant 24 h a I'estufa a 100 °C.

Diclormeta: es manté a reflux amb Gabkhhidre i es destil-la de la mescla en el

moment d’utilitzar-lo.

3.2.2. Analisi elemental

Les analisis elementals de C, H, N i S, necessaries per determinar el grau de puresa dels
compostos sintetitzats, es duen a terme al Servei d’Analisi Quimica de la Universitat
Autonoma de Barcelona amb una analitzaBllash EA 2000 CHNS, Thermo Fisher
Scientific

La tecnica consisteix en la combustid de la mostra en presenciaad@evada
temperatura i el posterior analisis quantitatiu dels gasos produits per cromatografia de
gasos. Donat que la quantificacié del S present en aquest tipus de compostos presenta

certes dificultats es fa servir catalitzador ¢g©¥per tal d’optimitzar el procés.
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3.2.3. Espectroscopia de Ressonancia Magnetica Nuclear (RMN)

L’espectroscopia de Ressonancia Magnetica Nuclear (RMN) estudia el comportament
de certs nuclis atomics (aquells que posseeixen spin nuclear diferent de zero) en
presencia d'un camp magneétic extern. EI camp magnetic aplicat produeix un
desdoblament dels nivells degenerats d’energia del spin nuclear, de manera que poden
induir-se transicions entre ells com a consequéncia de Il'absorcio d’'una radiacio
electromagnetica adequada. La disposicio dels nivells d’energia és una propietat tant
dels nuclis d'una molécula com del seu entorn electronic i de les interaccions entre
ambdoés. Aixi, doncs, la intensitat, forma i posicio dels senyals a I'espectre d’un nucli
determinat es troben intimament relacionades amb la seva estructura molecular, per lo
que un analisi detallat de I'espectre proporciona valuosa informacié sobre I'estructura
del compost que l'origina. Resultant, aquesta tecnica de les més eficients per I'estudi de

I'estructura de molécules.

Els espectres de RMN s’han enregistrat al servei de Ressonancia Magnetica Nuclear de
la Universitat Autonoma de Barcelona. Els instruments utilitzats per enregistrar els
espectres d&H i *'P{*H} han estaBruker DPX-250Bruker DPX-360, Bruker AV400
HRMAS, tots de tipus RMN-FT.

3.2.4. Espectroscopia d’infraroig per transformada de Fourier (FTIR, Fourier

Transform I nfrared Spectroscopy)

L’espectroscopia d'infraroig per transformada de Fourier (FTIR) es basa en la interaccio
de radiacio infraroja amb la mostra. La porci6 infraroja de I'espectre electromagnetic es
divideix en tres regions: infraroig llunya, entre 400-10'cue posseeix baixa energia

i pot ser emprat per espectroscopia rotacional; infraroig mitja, entre 4000-490 cm
emprada per estudiar les vibracions fonamentals i I'estructura rotacional vibracional i
per tant, la més interessant per a la analisis de compostos organics; i I'infraroig proper,
entre 14000-4000 cih

Les molécules poden vibrar de modes concrets (modes normals vibracionals) que es
corresponen a diferents nivells d’energia. Per tal que un mode vibracional en una
molecula sigui actiu (absorbeixi) a I'infraroig (IR) ha d’estar associat a canvis en el seu

dipol permanent. La frequéncia de vibracié depéen de la naturalesa quimica dels atoms
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implicats en la vibracio, de la for¢ca de I'enllac i del tipus de vibracio. Aixi, doncs,
I'espectroscopia d’IR aporta informacio relacionada amb les vibracions caracteristiques
del conjunt d’atoms presents a la mostra. Tenint en compte que cada grup funcional té
una o diverses absorcions caracteristiques a longituds d’ona determinades, I'espectre IR
d’'una mostra resulta molt atil per a la determinacio de l'estructura de les substancies

que la composen.

Els espectres IR per a la caracteritzacié de productes s’han enregistrat a la Unitat de
Biofisica de la Universitat Autonoma de Barcelona, en un espectrofotoWeriam

7000e FT-IRi al Laboratori de Luminescencia i Espectroscopia Biomolecular de la
Universitat Autonoma de Barcelona, utilitzant un espectrofotonvetrian 600-IR FT-

IR. Aquest ultim instrument va ser emprat també pels assajos d’alliberament de

monoxid de carboni, tal i com es descriu més endavant a I'apartat 3.5.2.

3.2.5. Microscopia d’infraroig per transformada de Fourier (U-FTIR: Micro-
Fourier Transform Infrared Spectroscopy)

Als ultims anys la téecnica de p-FTIR ha esdevingut una eina important per a la
caracteritzacio de mostres amb dificultats per ser analitzades mitjancant tecniques FTIR
convencionals. Aquesta moderna técnica permet enregistrar senyals IR amb una elevada
resolucio espaial (la mida del feix pot arribar a ser 5 um), posseeix un gran potencial per
a la caracteritzacio de mostres complexes, i permet un amaksis no destructiu de la

mostra.

L’acoblament d’'un microscopi amb un espectrometre FTIR obre la possibilitat
d’inspeccionar i detectar grups funcionals d’un determinat compost en una regi¢ 2D de
la mostra, és a dir, és possible enregistrar-hi espectres a diferents punts concrets
obtenint un mapa de distribucié dels grups funcionals del compost d’interés. El temps
d’adquisicio depén dels parametres experimentals (resolucidé i nomboang’
necessaris). La mida del feix d’un u-FTIR generalment es troba entre 20 i 100 pum quan
s'utilitza una font de llum IR convencional, i es redueix a 3-5 um si es fa servir radiacio

de sincrotrd*°

La metodologia descrita ha estat aplicada en aquest treball per a estudiar I'efecte del

tractament de cultius cel-lulars de fibroblasts amb sistemes mixtes SPC/MTS
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(concretament els complexos de la familia L2), utilitzant com a controls cultius
cel-lulars no tractats i com a blanc cultius tractats amb liposomes. D’una banda, es
pretén detectar canvis a l'estructura cel-lular mitjancant I'analisi PR¥Ac{pal
Component Analysigle les regions importants del cos cel-lular. I, per un altre costat, es
vol detectar la preséncia dels complexos a linterior de les cel-lules a través de les
bandes d’absorcié dels grups carbonils dels compostos, les quals apareixen en una regi6
ben separada de les bandes corresponents a cos cel-lular.

Els espectres han estat enregistrats utilitzant llum de sincrotr6 com a font de radiacio
(ALBA synchrotron, MIRAS beamline, Spain), amb la col-laboracié de la Dra. Naria
Benseny-Cases. Les mostres, preparades sobre finestres gflael€saFites a I'apartat

3.6.3., s’introdueixen en un microscopi Hyperion 3000 equipat amb un objectiu 36x
acoblat a un espectrometre Vertex 80 (Brucker). Els espectres s’adquireixen amb una
resolucié de 4 cfh acumulant-se 256 scans amb una finestra optica de 8x8 um. Per
cada mostra analitzada cal enregistrar un minim de 30 espectres perqué la relacid
senyal/soroll permeti realitzar I'analisi estadistica de les dades. Els espectres es tracten
mitjancant el programahe Unscramblerdesprés d’haver-hi aplicat un filtre que
elimina els espectres molt sorollosos o els que tenen una linia base deficient.
Posteriorment s’obté la segona derivada de tots ells amb la finalitat de millorar la
resolucio de les diferents bandes fent servir un algoritme Savitsky-Golay amb 15 punts
de filtre i un polinomi d’ordre dos. Finalment, els espectres derivats es normalitzen per
regions, fet que permet comparar amb més facilitat els espectres entre si i establir
diferéncies en funcié dels grups de mostres. L'analisi estadistic es basa en el calcul de la
co-varianga entre els diferents espectres, permetent aixi I'estudi de les diferencies entre
les diferents mostres. Per a cada regid, els components principals (Pdhapal
Componentsle I'anglés) defineixen els conjunts de nimeros d’ona (bandes d’absorcié a
I'IR) que varien més en tots els espectres. La representacié dels espectres doncs, es pot
fer en un nou sistema de coordenades on PC1 i PC2 en seran els eixos i cada espectre
representara un punt. Aquest grafic de puBtfg permet representar els centenars

d’espectres adquirits en funcié de les seves diferencies.
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3.3. METODES DE PREPARACIO D'AGREGATS D'SPC,
LLIGANDS | MTS

3.3.1. Preparacio d'agregats d'SPC, lligands i MTS per hidratacié d'un film

homogeni

El méetode més simple de preparacié d’agregats d'SPC, lligands, MTS, o sistemes
mixtes SPCllligand i SPC/MTS és per hidratacio d’'un film homogeni d’aquests

compostos o0 mescla de compostos amb agitacio mecanica.

Per a I'obtenci6 de liposomes, es dissolen els fosfolipids en un solvent organic adequat,
per exemple cloroform o una mescla de dissolvents, com ara cloroform/metanol
(habitualment 2:1 v/v). Tot seguit, la solucid6 homogenia de fosfolipids s’evapora al buit
fins a sequedat obtenint-se una pel-licula fina a l'interior d’'un bal6 o tub esmerilat. Per
tal d'assegurar que no hi ha solvent residual es fa passar, durant aproximadament 10
min, un flux de Ny sobre la mostra o, alternativament, es deixa la mostra en un
dessecador connectat a una bomba de buit durant un parell d’hores. Un cop preparat el
film, s’afegeix la solucié aquosa i s’agita mecanicament, inicialment un parell de minuts
amb l'ajut d’un vortex, i després amb una agitaci6 més suau durant un minim de trenta
minuts per tal d'assegurar una correcta hidratacio i formacié de les vesicules.
Mitjancant aquest sistema s’obté una distribucié de vesicules MLVs de diferents mides.
Aquest tipus de liposomes poden ser el punt de partida per tal d’obtenir agregats de

mida determinada mitjancant altres tecniques complementaries.

Els agregats de MTS (i dels seus lligands precursors) s’obtenen pel mateix procediment
descrit per als liposomes perd utilitzant metanol com a dissolvent organic en la

preparacio del film, facilitant d’aquesta manera la solubilitzacié dels compostos.

Pel que fa als sistemes mixtes SPC/lligands i SPC/MTS cal tenir en compte que si el
gue es vol incorporar als liposomes és un compost liposoluble, llavors aquest s’afegeix
al solvent organic amb els fosfolipids abans de la preparacié del film. Aixi doncs, es
prepara una dissolucio, amb les proporcions desitjades de fosfolipid i lligand o MTS, en
una mescla cloroform:metanol (1:2 v/v) donat que tant els lligands com els MTS son
practicament insolubles en cloroform i es segueix el procediment descrit per a
I'obtencio de liposomes. Els lligands fosfina i els MTS que se’'n deriven d’aquests son

molecules amfifiliques que formen agregats per si sols, per tant, és d’esperar que a partir
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d’'una pel-licula fina homogenia d’'SPC i lligands o MTS, els tensioactius s’incorporin a

la membrana lipidica formant agregats mixtes.

Els films aixi obtinguts no tenen perquée ser utilitzats immediatament, es poden

conservar congelats a -20°C durant llargs periodes de temps ( > 6 mesos).

Aquest métode també permet encapsular substancies hidrofiliques a l'interior dels
liposomes simplement afegint la substancia en questio a la solucié aquosa emprada per
a la hidratacié del film de fosfolipids. D’aquesta manera es varen obtenir els liposomes
0 agregats mixtes amb piranina encapsulada, procediment descrit a I'apartat 3.3.3.

3.3.2. Preparacio d’agregats d’'SPC, lligands i MTS de mida definida per extrusio

mecanica

Sovint és convenient obtenir agregats de mida ben definida i reproduible. Per tal
d’aconseguir aquest objectiu una tecnica d’especial interes és I'extrusi0 mecanica de
sistemes d'MLVS" mitjancant membranes de policarbonat, hidrofiliques, i amb

diferent mida de porus, escollides en funcio de la mida de I'agregat que es vol obtenir.
Mitjancant aquesta metodologia es van obtenir sistemes de mida ben definida (100 nm,
800 nm o 1 um) a partir de suspensions preparades pel métode d’hidratacio d’un film de
fosfolipids o mescla SPC/lligand o SPC/MTS, fent passar la solucio a través d'una

membrana 19 vegades.

3.3.3. Preparaci6 de liposomes o metal-losomes amb piranina encapsulada

Per tal d’obtenir sistemes vesiculars amb piranina (HPTS) encapsulada s'utilitza una
solucié aquosa d'HPTS 2 mM a I'hora de preparar els agregats a partir del métode
d’hidratacié d’'una pel-licula fina de fosfolipids o mescla SPC/MTS (per liposomes i
metal-losomes, respectivament). Una part de la piranina present, en ser un compost
hidrosoluble, quedara a l'interior aqudés dels liposomes. Posteriorment, es purifiquen els
agregats vesiculars mitjancant cromatografia d’exclusi6 molecular amb columnes de
Sephadex G-25 per tal de separar els agregats de la piranina que hi ha al medi (apartat
3.4.1)).
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3.3.4. Preparacio de liposomes 0 metal-losomes mitjancant técniques

microfluidica

Les tecngques de microfluidica emergeixen com un nou meétode de prepara
liposomes on les petites dimensions d’'un micromesclador (chips plans) pe
realitzar mescles reproduibles en mil-lisegons, en volums petits, i domr

basicament per fendmens de si6 i/o conveccid?

Aquesta metodologia es va dur a terme a la Universitat de Strathclyde, a Glas
col-laboracié amb la Dra. Yvonne Perrie, com a objecte d'una estada a I'estra
tres mesos de duracié. L'objectiu va ser I'estudi de I'efectdiferents parametre
(proporcions SPC/MTS, concentracio, flux, forca ionica, dissolvent organic)
preparacio d’'agregats mixtes SPC/MTS (en concret, amb els MTS de la famil

caracteritzant la seva mida

A l'estudi s’empra un micromesclador es(nat d’espiga amb uns canals de 300
d’amplada (Figura 23). El lipi el MTS, dissolts en solvent organic, circulen pel
dels canals, mentre que per laltre ho fa una soluci6 aquosa. A linteric
micromesclador té lloc una reaccié de nanopreciié que resulta en la formacié d
agregats SPC/MTS. La solucié obtinguda del micromesclador es purifica amb cc

de Sephadex @5 per tal d’eliminar el solveresidual (apartat 3.4.1).

A)

Lipid i MTS
en solvent
organic
>
Agregats mixtes
Solucié SPC/MTS
aguosa

B)
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300 pm,

’/

e Nee S

Figura 23. A) Representacio esquematica del procés dncié de liposomes osistemes mixte
SPC/MTS per metodologies de microfluid. B) Esquema de leambra interior d’'un micromesidor.
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Durant I'estudi la proporcié SPC/MTS va variar entre 3:0 i 3:3 mM/mM, el flux total
d’entrada (TFR) entre 2 i 18 ml/min, el flux relatiu entre la fase aquosa i organica
(FRR) es va modificar entre 1 i 5, la forca ionica de la fase aquosa entre 0 i 155 mM de

NacCl, i els dissolvents organics emprats van ser metanol i etanol.

En alguns casos l'efecte d’alguns dels parametres es va avaluar conjuntament seguint un
disseny experimental multifactortali a partir de les analisi de mida obtingudes es van

obtenir les corresponents superficies de resposta.

3.3.5. Preparacio de bicel-les DMPC/DHPC

Les bicel-les DMPC/DHPC s’obtenen seguint el procediment descrit a la biblidgtafia.
Inicialment es prepara un film homogeni per evaporacié d’una solucié cloroformica que
contingui els dos lipids amb una proporci6 DMPC/DHPC 3:1 mol/mol. Posteriorment
s’hidrata amb la quantitat necessaria d’aigua desionitzada que origini una concentracio
de DMPC/DHPC 302:100 mM/mM i a la dispersié obtinguda s’alternen cicles de baixa

(~ 4 °C) i elevada (40-50 °C) temperatura en combinacié amb agitacié mecanica amb
vortex. Els sistemes bicel-lars es formen quan la solucié esdevé transparent després
d’'un cicle a baixa temperatura. En augmentar la temperatura la solucié esdevé viscosa.
En el nostre cas van ser necessaris 8 cicles per a I'obtencié dels sistemes bicel-lars, que

es van conservar a 4 °C.

3.4. METODES DE CARACTERITZACIO D’AGREGATS

3.4.1. Purificacié d’agregats per cromatografia d’exclusio molecular (SEC)

La cromatografia d’exclusié molecular permet la separacié de molécules i/o agregats en
funcié de la seva mida. A diferéncia d’altres metodes cromatografics, es basa en
I'absencia d’interaccions entre I'analit i la fase estacionaria empaquetada a la columna.
Les moléecules se separen en funcio del seu pes molecular de manera que les més grans
sbn les primeres en eluir, mentre que les més petites, que poden penetrar als porus de la

fase estacionaria, s'alenteixen i elueixen més tard.

En el present treball s’ha emprat aquesta técnica per separar liposomes o metal-losomes
de substancies hidrosolubles no incorporades al seu interior amb I'objectiu de
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determinar el volum encapsulat de les vesicules i la seva permeabilitat. També es va fer
servir SEC en les mostres preparades amb tecniques de microfluidica per tal d’eliminar
el dissolvent organic residual present degut al propi metode de preparacié de les

mostres.

El medi cromatografic emprat va ser Sephadex G-25 medium excepte per les mostres
preparades per tecniques de microfluidica on es va fer servir Sephadex G-75 superfine.
Els gels es van hidratar amb la fase mobil segons les indicacions del fabricant, 24 h a
temperatura ambient pel cas de Sephadex G25 medium, i 3 h a 90°C pel Sephadex G-75
superfine. L’eluent, en general va ser aigua desionitzada, o solucions aquoses de NacCl
(isotoniques amb les mostres) en els estudis sobre efectes de la forga ionica en la mida
dels agregats. Per tal de dur a terme la separacio s’utilitzen columnes PD-10, amb un
diametre intern d’1,5 cm, i s‘'omplen fins a una algada de 6,5 cm. El volum de mostra
aplicada va ser de 100 pul pels estudis de volum encapsulat i permeabilitat. A les
purificacions de les mostres obtingudes mitjancant técniques de microfluidica
s’aplicaven 1,5 ml (Iml de la mostra preparada i 0,5 ml d’aigua desionitzada), es
deixava entrar tot el volum, i s’aplicaven 3,5 ml d’aigua desionitzada per recollir els
agregats que havien quedat retinguts a la columna. Les columnes poden reutilitzar-se
diverses vegades sempre i quan després del seu Us es dugui a terme un rentat exhaustiu i

es conservin a 4°C en una soluci6 al 20 % d’etanol.

3.4.2. Quantificacio de fosfolipids

La quantificacio de fosfolipids es va portar a terme mitjancant el métode de Marshall
Steward™® amb lleugeres modificacions per tal d’optimitzar el procés. Aquest métode es
basa en la deteccio colorimétrica per absorbancia en la zona de I'espectre visible del
complex, soluble en cloroform, format pel ferrocianat amonic amb els fosfolipids
presents a la mostra. El coeficient d’extinci6 molar del complex, aixi com la longitud
d’ona del maxim d’absorcio, depenen del cap polar del fosfolipid en qlestio, de manera

que és necessari realitzar una corba patré amb el fosfolipid a quantificar.

El procediment es duu a terme en tubs de vidre amb tap de tefl6 on s’afegeix 1 ml de
reactiu de Steward (ferrocianat amonic en aigua, preparat amb-&¢Cl 0,1 M
(27,03 g/l) i NHSCN 0,4 M (30,4 g/l)), 1 ml de cloroform i 300 pl de mostra o patro a

analitzar (en cas d’emprar volums inferiors de mostra o patré tots el tub s’enrasen fins al
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mateix volum amb aigua). A continuaci6 s’agiten els tubs amb I'ajut d’'un vortex |
periode minim de 60 segons, i es deixen reposar durant 15 minuts fins a una

separaci6 de fases. Es retira la fase aquosa (superior) i es determina l'aia de la
fase cloroformica, on esfaresent el complex fosfolipié¢rrocianat amonic, al maxi

d’absorbancia caracteristic per 'SPC (470 nm). Els s originats per les mostr
s’interpolen a la corba de calibratge obtinguda amb els patrons. A tentatiu, i amb
els volums indicats anteriormenper a una mostra d’'SPC 0/5M s’obté une

absorbancia situada al voltant d'1

La quantificacié de fosfolipids és necessaria per als calculs de volum encapst

diferents tipus d’agregats.

3.4.3. Quatrtificacié d’'HPTS per fluorescencia

La piranina (HPTS) és una sonda fluorescent amb un grup OH ionitzable, hidrc
impermeable a les membranes lipidiques. L’emissio de llum d’aguesta moléecula
entre altres factors, de la seva concentracl pH, de la longitud d’ona d’excitacio i (
la possible presencia dgiencher especifics al medi. La Figura 2dostra I'estructur:
quimica de I'HPTSi la dependéncia del seespectre d’absorciamb el pt. Com
s’observa, aquesta molecula presenta dosms locals, un a 403 nm, que augme
en intensitat en acidificar el medi, i un altre a 454 nm, que creix basics. A més
d’aquests maxims I'HPTS presenta un punt isosbéstic, a 416 nm, en e

s'intercepten els espectres, pen qué la fluorescéncés independent del p*'°
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Figura 24. Estructuraquimica de I'HPTS i espectres d’'absorbancia en funcio dt
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La quantificacio d’'HPTS en mostres es va portar a terme excitant la sonda al punt
isosbéstic, mesurant la seva emissio a 510 nm, i comparant els valors obtinguts amb una
corba patré realitzada amb solucions estandard. Aquesta técnica, combinada amb
I'addicio d’'un quencher(DPX) a la solucio, va ser emprada per al calcul de volum
encapsulat i als estudis de permeabilitat de sistemes mixtes SPC/lligands i SPC/MTS
(apartats 3.4.4.13.4.5.).

Els espectres de fluorescencia han estat enregistrats a la Unitat de Biofisica de la
Universitat Autdonoma de Barcelona, amb [linstrument QuantaM&ster
Spectrofluorometer i les dades es tracten amb software Felix32 (Photon Technology

International).

3.4.4. Determinacio6 de la permeabilitat de vesicules

Per tal d’avaluar la permeabilitat de liposomes i de vesicules mixtes SPC/lligands i
SPC/MTS es preparen els sistemes vesiculars que encapsulin HPTS 2 mM, un fluorofor
hidrosoluble que no travessa les membranes lipidiques. Posteriorment, aquests agregats
es purifiquen mitjancant cromatografia d’exclusié6 molecular amb columnes de
Sephadex G-25 (el volum aplicat va ser 100 pl) i a la mostra recollida s’afegeix DPX,
un quenchere la piranina, fins una concentracié final de 10 M\D’aquesta manera,

tota la fluorescencia que es pugui detectar sera unicament deguda a 'HPTS continguda
a l'interior dels agregats. Tot seguit, s’analitza la fluorescéncia al llarg del temps, durant
un minim de 6 h. Qualsevol decaiment de fluorescéncia que es detecti sera indicatiu de

la sortida de 'HPTS de I'interior dels agregats.

3.4.5. Determinaci6 del volum encapsulat

La determinacio del volum aquéds encapsulat a I'interior de liposomes o agregats mixtes,
generalment expressat com a | de solucidé encapsulats/mol de lipid, és un parametre que
informa de la capacitat que tenen les vesicules de capturar medi aquos, pel que, per
exemple, és important a tenir-lo en compte en el cas que es vulgui incorporar una

substancia hidrosoluble al seu interior.

Amb l'objectiu d’avaluar aquest parametre, s’'obtenen liposomes o vesicules mixtes a

partir del metode d’hidratacié d’una pel-licula fina homogénia, fent servir una solucio
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aquosa d'HPTS 2mM, i es purifiguen mitjancant SEC per tal d’eliminar 'HPTS no
encapsulada. Per fer-ho s’apliquen 100 pl de mostra a la columna i es recullen fraccions
de 0,5 ml, les quals es dilueixen a la meitat. D’aquestes fraccions es reserva una aliquota
per quantificar el lipid mitjancant el metode de Marshall Steward. A la resta de soluci6
s’afegeix DPX, de manera que s’elimina totalment la fluorescéncia de I'HPTS residual
gue pugui haver quedat en el medi aqués extern dels liposomes durant la separacié per
columna. Tot seguit es quantifica, al més rapid possible i mitjancant fluorescencia, el
contingut dHPTS encapsulada. D’aquesta manera, en primer lloc, es determinen els
mol d’'HPTS encapsulats per mol de lipid. A partir del valor referit, i tenint en compte
qgue I'HPTS encapsulada esta a una concentracio igual (o molt propera) a 2 mM, s’obté

el volum encapsulat de les vesicules:

mmol HPTSencapsulada . lencapsulat
mol Lipid 2 mmol HPTS

Vol.encap (I/mol) =

Equacié 1.Expressid per al calcul del volum encapsulat

Cal dir que és necessari mesurar el contingut de lipid en una aliquota abans d’afegir el
DPX a la mostra donat que gluencherinteracciona amb els complexos i causa

interferéncies a I'hora de fer la quantificacio per Marshall Steward.

3.4.6. Determinacié de la concentracio micel-lar critica (cmc) per fluorescéncia

L’existéncia de canvis en la forma i la intensitat dels espectres de fluorescéncia tant de
ligands com d’'MTS en solucions aquoses a diferents concentracions (fluorescéncia
deguda principalment als grups fenils de les molécules) obre la possibilitat a la
determinacio de la cmc dels complexos. Els canvis de fluorescéncia es deuen a canvis
en I'entorn dels fluordfors causats per la formacié d’agregats de diversa naturalesa,
fenomen que ja ha estat descrit en altres compostos tensioactius catfeyatSAixi

doncs, a partir de I'enregistrament de I'espectre d’emissio dels compostos (excitacio a
250 per lligands i 305 nm per complexos) a mesura que es van realitzant dilucions
consecutives, és possible determinar la seva cmc. Després de cada dilucié és necessari
deixar transcoérrer uns 20 minuts per tal que s’estabilitzi el sistema i, per tant, la lectura.
La variacié de I'evolucio descrita es caracteritza obtenint la relacié d’intensitats entre

dues longituds d’ona, corresponents a maxims locals d’emissio i representant aquests
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valors en front de la concentracié6 de complexos. Mitjancant aguest procediment es
detecten canvis sobtats de pendent a les corbes, que es corresponen als valors de cmc de
cada complex.

3.4.7. Espectroscopia de dispersio dinamica de la llum (DLS)

L’espectroscopia de dispersié dinamica de la llum és una técnica no invasiva i ben
establerta per tal de determinar parametres fisics de particules o agregats en solucié a la
regio submicrometrica com ara la mida, distribucié de poblacions de particules, index
de polidispersio, coeficient de difusid, etc. El moviment brownia de les particules en
suspensio fa que la llum laser sigui dispersada amb intensitats variables i amb una
frequencia diferent de la incident (efecte Doppler). L'analisi d’aquestes fluctuacions es
relaciona amb la velocitat del moviment brownia i, per tant, amb la mida de les

particules o agregats en suspensio.

Les mesures es van realitzar a temperatura ambient mitjancant I'equip Microtrac
Ultrafine Particle Analizer (UPA) 150, instrument que permet treballar en el rang de
mida on es troben la majoria de formulacions preparades (rang de linstrument entre
0,003 i 6,5 um). Les mostres preparades mitjangant tecniques de microfluidica van ser
mesurades amb l'equip ZetasizerNano ZS (Malvern Instruments, UK). Les diferents
formulacions varen ser preparades amb aigua desionitzada i, com a minim, trenta minuts
abans de ser mesurades per tal de garantir la correcta formacio i estabilitat dels agregats.
El temps de lectura s’ajusta en funcio de la dispersid de la mostra, perd en general cinc
minuts es considera un temps suficient. Els resultats s’expressen en distribucié en

volum.

3.4.8. Determinacio6 del potencial Z

El potencial Z és una mesura indirecta de la magnitud de repulsid o atraccid
electrostatica entre particules essent un parametre important per I'estabilitat de
formulacions. D’acord amb el model de la doble capa eléctrica, una particula carregada
dispersa en una solucio s’envolta, en primer lloc, d’'una capa fixa i rigida de contraions
coneguda com a capa d’'Stern. Tot seguit, al seu voltant es disposa una distribucio

d’'ions de diferent polaritat determinada per un balan¢ de forces electrostatiques
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oposades, formant 'anomenada capa difosa, creant-se aixi una doble capa electrica en la
interfase particula-liquid. La particula i la seva atmosfera carregada produeixen a la
solucié un potencial eléctric relatiu que és maxim a la superficie de la particula i
disminueix gradualment amb la distancia, essent zero fora de la capa difosa. De la
mateixa manera que alguns ions es mouen amb la particula, també hi ha una capa de
dissolvent que es desplaca amb ella. El limit entre aquest dissolvent i el que es mou
lliurement al si de la solucié constitueix el pla de tall, en el qual el potencial eléctric
associat rep el nom de potencial Z. Aquest depen principalment del pH, de la
temperatura i de la conductivitat del medi, que esta determinada per la concentracio
d’ions, pel que aquests parametres han d'estar ben definits en el moment de prendre
mesures. Les dades de potencial Z van ser adquirides amb 'equip Zetasizernano ZS
(Malvern Instruments, UK), preparant les mostres aproximadament trenta minuts abans

de ser analitzades.

3.4.9. Criomicroscopia electrénica de transmissidCfyo-TEM)

MitjancantCryo-TEM es poden visualitzar mostres en unes condicions molt properes a
les que es troben en medi liquid, és a dir, conservant-ne I'estructura i integritat. Aixo es
possible gracies a la técnica criogénica per la qual, a través d’'una congelacié molt
rapida, s’aconsegueix la vitrificacio de l'aigua de la mostra evitant la formacio de

cristalls de gel que podrien alterar les estructures que es volen visualitzar.

La criofixacio de la mostra es duu a terme sobre reixetes de coure, amb una pel-licula de
carboni a sobre, a les que préviament se’ls hi ha aplicat una petita descarrega eléctrica
per aconseguir que la mostra s’hi adhereixi millor. Es diposita una microgota de mostra
sobre la reixeta que es troba subjecta amb unes pinces a I'injector d’'un aparell anomenat
Vitrobot. Tot seguit, per un procés anomehfdtting, I'aparell treu I'excés de mostra

per un lleu contacte amb paper de filtre, deixant només una capa fina, i immediatament
després linjector submergeix la mostra dins d’eta liquid en tant sols unes decimes de
segon, aconseguint d’aquesta manera la criofixacio. El procés descrit rep el nhom de
Plunge Freezing i es realitza amb eta (que és condensat per transferencia d’eta gas a un
diposit refredat amb nitrogen liquid) perqué presenta una elevada conductivitat termica
que permet una rapida transferéncia de calor de la mostra al liquid, pel que té lloc una

correcta criofixacid. La reixeta es col-loca tot seguit sobre un portamostres, que esta
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refredat en nitrogen liquid i, finalment, s’introdueix el pmostres al microscopi, es

el buit i es procedeix a visualitzar la mos

El microscopi electronic de transmissié utilitza com a font d’il-luminacié un
electronic que és dirigit i focalitzat mitjancant lents electromagnétiques. El pro
realitzaa l'interior d’'una columna d’alt buit, de manera que els electrons acce
segueixen trajectories rectes fins que interaccionen amb els atoms presents a |
El xocs que es produeixen fan que els electrons perdin velocitat i variin |
trajectoria. Els electrons que no xoquen amb la mostra es projecten sc pantalla
fluorescent, placa fotografica o CCCharge Coupled Devi¢ald’'una cameri formen
imatges reals. Les zones que més desvien els electrons apareixen més fosque

que desvien menys.

Figura 25. Imatgesdel microscopi electronic de transmissié criogévitroboti plunging.

Les imatges obtingudes mitjancant aquesta técnica es van enregistrar a I'in: Jeol
JEM-2011, que opera amb un voltatge d'acceleracié entre 80 i 200 kV (amr
resolucié de 0,18 nm a 200 kV), equipat ammera CCD GATAN 895 USC 400
portamostres GATAN cryo holder i detector EDS Oxford Instrumer-max (Figura
25). Totedes mostres visualitzades varen ser preparades amb antelacié suficien
de garantir la correcta formacio d’agrec

42



Materials 1 metodes

3.4.10. Solubilitzaci6 de liposomes. Determinacié del caracter tensioactiu de
lligands i MTS

El fenomen de la solubilitzacid dels liposomes consisteix en el trencament de les
membranes lipidiques per efecte de tensioactius, fet que dona lloc a la formacié de

micel-les mixtes de lipid i tensioactiu.

Per tal de determinar el caracter tensioactiu dels lligands i MTS estudiats en aquest
treball, es van afegir quantitats creixents dels tensioactius en aigua (preparats
directament pel métode d’hidratacié d’'una pel-licula fina) a suspensions de liposomes

de mida definida (aproximadament 100 nm) preparats per extrusié a partir de MLVs de

concentracio inicial 15 mM, de manera que la concentracio final d’'SPC a les mescles es
va mantenir constant (3 mM). Les mescles obtingudes es van caracteritzar mitjangant
DLS i també es va mesurar la seva absorbancia a 600 nm. Ambdues metodologies
permeten determinar si es produeixen canvis en la mida dels liposomes en preséncia

dels tensioactius.

3.4.11. Dispersio de raig X a angles petis (SAXS: Small angle X-ray scattering)

La dispersié de raig X a angles petits és una tecnica no destructiva molt util per a la
determinacio de la mida i estructura d’agregats en solucio. En travessar les mostres el
raigs X es dispersen degut a les diferéncies de densitat electronica entre el medi i els
agregats. Aixi doncs, la técnica es basa en I'avaluacié del patr6é de dispersio de raigs X
obtingut per la interaccio entre la radiacio incident i els electrons dels atoms de la
mostra a analitzar. El patro referit mostra diferents intensitats de raigs X a diferents
angles de dispersié. Per cada angle de dispérss®bté el modul del vector de
dispersio, g, en A (Equacio 2).

4m Equacié 2. Expressio del modul del vector de

q= 1 sin ¢ dispersid,g. ¢: angle de dispersid; longitud d’ona
de la radiaci6.

Segons la Llei de Bragg (Equacié 3) la posicidé dels pics de dispersio es relaciona

directament amb la distancia de repeticio, d, de I'estructura molecular.
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2d sin = na Equacié 3.Llei de Braggd: distancia de repeticio;
n: ordre del pic de difraccid; angle de dispersid;
longitud d’ona de la radiacié.

A partir de les expressions anteriors (Eq. 2 i 3) s’extreu la relacié entre el modul del

vector de dispersio i la distancia de repeticié d (Equacio6 4).

Equacié 4.Relacié entrey i n. g,; modul del vector
qn = —— de dispersié que indica la posicié6 de I'n ordre de
d reflexio.

La intensitat de la llum dispersadiaes representa en funcié dels valorgjdde manera

gue la funcié per a un sistema amb N particules segueix I'equacié 5.

Equacié 5. Funci6 de la intensitat de Illum

N

i =7 z Ap2 - V2. P. dispersada.Ap: diferéncia de densitat electronica

(@) 0 ; O () d’'una particula;V: volum de la particulaP(q):
=1 factor de forma de cada particula.

El tractament de les dades és d’elevada complexitat matematica. En aquest sentit, un
espectre de SAXS es pot entendre com la Transformada de Fourier de la variacio de la

densitat electronica de la mostra amb el temps.

En el desenvolupament d’aquesta tesi doctoral s’utilitza SAXS per a I'estudi d’agregats
supramoleculars de MTS purs. Les dades de SAXS proporcionen informacié sobre les
unitats estructurals de la mostra estudiada, informacié que combinada amb altres
tecniques, com aragryo-TEM, és de gran interes per determinar la morfologia i

'empaquetament dels agregats en solucio.

Els assajos de SAXS es van enregistrar amb radiacid convencional emprant I'aparell
SAXS/WAXS S3-MICRO (Hecus X-ray Systems, Graz, Austria) acoblat a una font de
rajos X GENIX-Fox 3D (Xenocs, Grenoble, France) del servei SAXS-WAXS de
I'Institut de Quimica Avancada de Catalunya (IQAC-CSIC), amb la col-laboracié del
Dr. Ramon Pons. La font de radiaci6 s'utilitza treballant a 50 kV i 1 A 1.542 A).

El rang de treball de q fou de 0,1 a 6 hrnla temperatura 25 + 0.1°C.
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El tractament de les dades consisteix en la construccio d’'un model matematic de
densitat electronica de I'agregat que tingui en compte un factor de forma de I'agregat i
un factor estructural del medi. Posteriorment es compara I'espectre experimental amb el
teoric i, si és necessari, es modifiquen els parametres del model fins trobar un bon ajust
d’ambdues corbes. En el nostre cas les corbes s’ajustaren a models d’intensitat obtinguts

tant per models esferics com lamel-lars.

3.5. METODES PER A LA DETERMINACIO DE
L’ALLIBERAMENT DE CO

3.5.1. Determinacié de l'alliberament de monoxid de carboni mitjancant I'assaig

amb mioglobina

En un gran nombre de treballs es caracteritza l'alliberament de CO per part dels
CORMSs mitjancant un assaig amb mioglobih&n ells la deteccié del CO alliberat es

duu a terme en mesurar espectrofotometricament la conversié de desoximioglobina
(deoxyMb) a carboximioglobina (MbCO). La quantitat d’'MbCO formada es

guantificara en mesurar I'absorbancia a 540 nm.

Per fer-ho, es prepara una dissolucio de mioglobina 55 uM en PBS pH 7,4. Cal tenir en
compte que les dissolucions de mioglobina no sén estables gaire temps, per tant, es
prepara sempre una dissolucié fresca just abans de cada experiment. Posteriorment s’hi
afegeix ditionit sodic (concentracié final 0,1% en pes) per tal de convertir tota la
proteina a la forma deoxyMb i es bombolleja durant 2 min amyy, Nbtenint-se la
solucié que sera utilitzada com a referéncia estandard de 0 % d’MbCO. La referéncia
100 % MbCO s’obté bombollejant durant 5 minuts una solucié de deoxyMb argp CO
(Figura 26).
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Per a la determinacié de l'alliberameie CO, a 4,5 ml de solucié deMb s’afegeix la
guantitat necessaria de mostra amb el CORM a estudiar, i a la que previam
bombollejat N per tal d’evitar al maxim la preséncia g al medi. En el nostre ci
la concentracié final de CORM emprada va ser de 250 uM, i es va evita-hi més
de 100 pl de mostra per no diluir sigcativament la solucié de decMb. Feta la
mescla, es tresvasa rapidament la solucié a una cubeta d’espectrofotometre (d’]
cami optic), la quak’omple totalment, es tapa i es segella apdrafilm per evitar
I'entrada d'Q(g). Tot seguit es procedeix a la seva caracteritzacio espectrofotomé
una tempratura constant de 37°C. La acio de CO per part de la deMb fa que el
pic maxim d’absorcio a 560 nm desaparegui progressivament, donant lloc a d

maxims, a 540 i 578 nm, corresponents a MbFigura 26).

Aquest procediment, en principi, héa de ser suficient per determinar directame
partir dels espectres obtinguts la quantitat de MbCO formada, i per tant I'allibel
de CQy). No obstant, altres factors, com I'absorbancia propia del CORM o la ter
gue aquest pugui provocar a lastra, poden interferir a I'hora de fer una estim:
acurada de la quantitat d’'MbCO real. Per solucionar aquest problema s’ap
minucios tractament matematic als espectres tenint en compte que, en tot mo
mostra hauria de presentar els purosbeéstics indicats anteriorment per a la conve
deoxyMb—MbCO
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Figura 27. Representaci@el tractament matematic realitzat als espectres enregistrats du
determinacié de l'alliberament de CO mitjangant I'assemb mioglobina. A)Espectre inicial; B)
Espectre ajustat al punt isosbéstic a 510 nm; C) Corba d’ajust per a la resta de punts isosb
Espectre corregit.

A partir dels espectres experimen (Figura 27 A)) s’ajust&l valor d’absorbancia c
la mostra a 510 nm al de la interseccioes solucions estandard de deMb i MbCO

(punt isosbestic)Higura 27 B)).Tot seguit esalcula la diferéncia entre I'absorban
de la mostra a les longituds d’ona dels altres punts isosbestics i les corres
absorbancies dels estandards. Les diferencies aixi obtingudes es representen

dela longitud d’ona i es fa una regressié no lineal ajustiun polinomi ds punts (ajust
realitzat amb el programSigma Plo} (Figura 27 C)). Emillor ajust correspon a L
polinomi invers de tercer grau i és aquesta corba la que es sostrau de I' de la

mostra, obteninse I'espectrecorregit (Figura 27 D)). Aguegiroces es repeteix p
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cadascun dels espectres enregistrats, de manera que als espectres corregits es determina

el valor d’'absorbancia (corregida) a 540 nm, que permet quantificar 'MbCO.

Per fer la quantificacio indicada, en primer lloc cal saber la puresa de la Mb comercial,
per la qual cosa es mesura I'absorbancia a 540 nm de la soluci6 de referencia dMbCO
descrita anteriorment (que té una concentracio teorica de 55 uM), i a partir del seu

coeficient d’extincié molarg = 15,4 mM*-cni?) s’obté la concentracié real (Equaci6

6):

b Equacié & Calcul de la concentracié d’'Mb en una
[MbCO] — <A 5540) -1000 soluci6é saturada de MbC@. coeficient d’extincio
real molar d’MbCO; Ays absorbancia d’'MbCO a 540
nm.

Finalment, les concentracions intermédies d’'MbCO es calculen a partir del canvi
d’absorbancia a 540 nm (Figura 26), pel que és necessari calcular un coeficient
d’extincié molar aparent:£) a partir del canvi d’absorbancia a 540 nm dels estandards
(AAssg (Equacio 7). Amb el nou coeficient d’extinci6 molar aparent i a partir dels
canvis a 540 es poden calcular els valors de MbCO a partir de I'equacié 8 que es

representen en funcio del temps.

AA Equacié 7.Equacio per al calcul del nou coeficient
540 o :
&y = ———— - 1000 dextinci6 molar d'MbCO §,). AAsi,g canvi
[MbCO]rear d’absorbancia a 540 nm entre els standards.
Equacié6 8. Equacid per determinar la
AA concentraci6 d'MbCO a cada espectre
[MbCO =] M549 1000 corregit. AAysso: canvi d’absorbancia a 540
& nm respecte el de la deoxyMfy: coeficient

d’extincié molar aparent.

3.5.2. Determinaci6 de l'alliberament de CO mitjangant FTIR

L’alliberament de CO per part dels MTS en ser irradiats amb llum UV o llum visible

s’estudia mitjancant FTIR seguint dues aproximacions diferents. D’'una banda,
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s’analitzen els canvis als espectres dels MTS al llarg del temps i d'altra banda,
s’enregistren espectres a la fase gasosa per tal de detectar el monoxid de carboni
alliberat en aquest procés.

El procés d’irradiacié es duu a terme en cubetes de quars on es dipositen les mostres i
son irradiades amb llum UV. En el cas de I'UVA s'utilitza una lampada Spectroline de

4 W (maxima intensitat de longitud d’'ona a 365 nm) mentre les mostres es mantenen a
una distancia aproximada de 8 cm. Per al visible es treballa amb una lampada halogena
(Seon) fent servir un filtre Wraten 2B per eliminar qualsevol radiacié UV residual. En
aquest darrer cas, les mostres es col-loquen a una distancia tal que la intensitat luminica

sigui de 1000 lux (aproximadament entre 6-10 cm).

L’espectroscopia FTIR permet observar els canvis a les bandes vibracionals dels grups
carbonils dels MTS en el cas en que es produeixi I'alliberament de monoxid de carboni.
Aixi doncs, es preparen sistemes mixtes SPC/MTS amb concentracio final de complex
10 mM, les quals son irradiades durant 5 hores amb llum UVA o visible. A determinats
temps es prenen dues aliquotes. Una d’elles, de 25 pl i sense cap altre tractament,
s’'asseca al buit sobre una finestra de G#-0,5 cm d’espessor, fins a obtenir-se una
pel-licula fina que és analitzada posteriorment amb FT-IR (alternativament les aliquotes
es poden congelar fins a la seva analisi). La segona aliquota es dilueix amb aigua fins a
una concentracio de 10 uM de complex per tal d’enregistrar I'espectre UV-VIS al

moment.

Pel que fa a la deteccio del monoxid de carboni en fase gasosa, els espectres
s’enregistren fent servir un adaptad@erkin Elmer amb finestres de CaH un
espaiador de tefl6 d’lcm de gruix. La cel-la, de 3,2 ml de volum, s’omple fins
aproximadament un 30 % de la seva capacitat i es col-loca en vertical, de manera que el
feix d'IR passa per la part buida, analitzant-se Unicament la composicié de la fase
gasosa en contacte amb la mostra liquida. En tots els casos, per obtenir els espectres
s'acumulen 50scansa 4 cm de resolucid, mantenint-se I'aparell amb una purga
constant d’aire sec. Posteriorment, els espectres soOn tractats matematicament per

corregir la linia base i restar el vapor d’aigua.
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3.6. CULTIUS CEL-LULARS

Una de les caracteristiques principals dels MTS estudiats en aquest treball és la seva
possibilitat de ser emprats com a CORMSs. Aixi, doncs, la seva interaccié amb sistemes
biologics i els seus efectes sobre ells sén aspectes importants a tenir en compte. Donat
gue els MTS son complexos metal-lics, és necessari avaluar la seva toxicitat, tot i que el
molibdé, en ser un element essencial des del punt de vista biologic i pel fet d’eliminar-
se amb facilitat per I'orin&? no és considerat com un dels metalls més toxics per als

humans.

Amb aquesta finalitat es van portar a terme dos assajos amb cultius cel-lulars de
fibroblasts dermics humans amb MTS purs o sistemes mixtes SPC/MTS: un amb XTT
per a determinar la seva toxicitat, i un altre adrecat a la possible deteccié de canvis en la
composicio de les cél-lules mitjangant micro-FTIR.

Tots els experiments amb cultius cel-lulars es van dur a terme en col-laboraciéo amb la
Dra. Mercedes Camacho del Laboratori d’Angiologia, Biologia Vascular i Inflamacio,
de l'Institut de Recerca Biomedica de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, a

Barcelona.

3.6.1. Preparacio dels cultius cel-lulars

Els cultius cel-lulars de fibroblasts es fan créixer en flascons de*7&ncum incubador

a 37°C amb un 5% de GCGen medi DMEM amb un 10% de SBF, 1 mM de piruvat, 2

mM de glutamina, 100 U/ml penicil-lina i 108/ml estreptomicina (medi de
creixement). El medi es canvia tres cops per setmana. Un cop assolida la confluencia les
cel-lules es tripsinitzen i es sembren per fer els experiments. Es treu el medi del flascé i
es renten amb PBS esteril, s’afegeix 1ml de tripsina 0,25% v/v EDTA 0,025% i es deixa

a l'incubador a 37°C aproximadament 5 minuts, fins que les cel-lules ja no es troben
adherides a la base del flascé. Llavors s'afegeix medi de creixement temperat, les
cel-lules es resuspenen, es conten mitjangcant una cambra de Neubauer i es dilueixen a la

concentracié desitjada de sembra per I'experiment que es vol dur a terme.
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3.6.2. Determinacidé de la toxicitat dels sistemes SPC/MTS en cultius cel-lul

(assaig amb XTT)

L'XTT (2,3-Bis-(2-metox-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetraazo-6arboxanilida) és u
reactiu que s’empra pa determinar la viabilitat cel-lular mitjancant el potencial re
Les ceél-lules actives metabolicament s6n capaces de reduir la solucié groga
formant Formazan, ucompositaronja soluble en aigua (Figura 2B)XTT és reduit a
Formazan pel sisteansuccinat deshidrogenasa de la cadena respiratoria mitocc
Només les cél-lules vives que posseeixin una membrana mitocondrial intacta,
una membrana cel-lular intacta, tindran actiu aquest enzim. La reaccid requ
preséncia d'un redct d’acoblament electronic (metilsufat de fenazina (PMS)) qt
d’'intermediari acceptor d’electrons (s’afegeixen 100ul de reactiu d’acobl
electronic per cada 5 ml d’XTT)Per tant, 'assaig amb XTT permet una ani
quantitativa de la viabilitat c-lular i, en consequéncia, de la toxicitat dels comp

amb un simple assaig colorimet

e PMS N { Ny
|:+ e \ ¢ “N=M 505
) Meo—( .:':- S04
Deshidrogenasa
mitocondrial s
XTT FORMAZAN
Cél-lula activa
metabolicament

Figura 28. Conversiad’XTT a Formazan per les cél-lules actives metabolicar

Per realitzato, se sembren en plaques de 96 pous 100 pl de suspensié c
(obtinguda segons etescriu a I'apartat 3.6.1) a concentracié de,5-1¢ cel/ml en
medi 10 % SBF. Un cop s’arriba a la confluencia es canvia el medi a medi 1% S
mantenen les cel-lules durant 24 h. Passat aquest temps les cel-lules s'incuben
h en presencia de concentracions creixents de sistemes putS o mixtesSPC/MTS
dissolts en medi de cultiu cel-lular a I'L % SBF. Després s’aspira el medi, es re
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cel-lules amb 100 ul de PBS, s’afegeixen 100 ml de medi a I'1 % SBF i 50 ul de la
mescla de reactiu XTT. S'incuba durant 4 h a 37°C i es llegeix I'absorbancia de la placa
a 450 nm amb un espectrofotometre. Els valors d’absorbancia resultants es comparen

amb els obtinguts per cél-lules a les que no se’ls ha aplicat cap tractament.

3.6.3. Preparacié de cultius cel-lulars fixats per a estudis de microscopia

d’infraroig per transformada de Fourier (u-FTIR)

Mitjancant I'espectroscopia U-FTIR s’estudia l'efecte del tractament de cultius
cel-lulars amb sistemes mixtes PC/MTS de la familia L2. L’efecte es quantifica a través
de l'analisi per PCA Rrincipal Component Analyigisde les bandes tipiques de
'estructura del cos cel-lular. Al mateix temps, es determina si es produeix la
internalitzacid dels sistemes mixtes a les cel-lules a través de les bandes dels grups

carbonils dels complexos.

Se sembren 500 ul de cél-lules (obtingudes segons es descriu a I'apartat 3.6.1.) a una
concentracié de 8-1@el/ml, sobre finestres d'infraroig de Gafransparents a I'IR,
col-locades a l'interior de plagues de 24 pous. Quan s’arriba a la confluencia s'incuben
amb diferents formulacions (metal-losomes o nanoagregats PC/MTS) durant 12 h a
I'estufa de cultius. Passat aquest temps, s’extreu el medi, les cel-lules es renten amb 0,5
ml de PBS i es fixen deixant actuar durant 30 minuts una solucio de Formalina
(Formalin solution, neutral buffered, 10%) que conté aproximadament un 4% de
formaldehid. S’extreu la solucio fixadora, les finestres es renten un parell de vegades
amb aigua destil-lada i finalment es deixen assecar per a la seva analisi posterior

mitjancant micro-FTIR.
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4. RESULTATS

4.1. SINTESI | CARACTERITZACIO DE COMPOSTOS

En aquest apartat es descriu la sintesi i caracteritzacié de les fosfines i dels complexos
de coordinacié que s’estudien en aquesta Tesi Doctoral. La idea principal és obtenir una
familia de lligands fosfina amb propietats tensioactives per després coordinar-los a un
centre metal-lic de molibde amb grups carbonils amb la finalitat d’obtenir complexos
organometal-lics amb propietats tensioactives i que alhora puguin actuar com a

molécules alliberadores de monoxid de carboni.

Amb aquesta premissa, €s necessari que l'estructura dels lligands presenti una part
hidrofilica i una part hidrofobica, i que a més sigui soluble en aigua atés que volem
estudiar fenomens d’agregacié de sistemes mixtes de fosfolipids tant amb els lligands

com amb els complexos de coordinacié que d’aquests se’n deriven.

Per aquest motiu, s’ha escollit com a lligands una familia de tres membres de
difenilfosfines amb diferent longitud de la cadena alquilica, amb un grup sulfonat a
I'extrem oposat de I'atom de fosfor, obtenint d’aquesta manera molecules amfifiliques.
La Figura 29 mostra I'estructura dels lligands i els complexos de molibde objecte
d’estudi d’aquest treball. La sintesis d’aquests compostos i I'estudi de les seves
propietats d’agregacié es troben perfectament descrits en una tesi doctoral realitzada
amb anterioritat en el nostre grup de recerca i en les publicacions assttidtfed®

Ara bé, els estudis en I'esmentat treball es varen realitzar a partir de l'obtencié de
desenes de mil-ligrams dels diferents productes. Per a la realitzacié de la present Tesi
Doctoral, ha calgut preparar els diferents compostos a l'escala d'uns pocs grams.
Aquesta diferéncia d'escala ha obligat a modificar molts dels procediments sintétics

emprats i, en alguns casos, fins i tot a dissenyar metodes de sintesis alternatius.
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Figura 29. Representaciésquematica de les fosfines i dels complexos organometal- lics de n
(n=2, 6 10).

4.1.1. LLIGANDS FOSFINA
4.1.1.1. RUTA SINTETICA PER A LA PREPARACIO DE LLIGANDS

Les tres fosfines (BR(CH)nSQsNa, n= 2, 6 i 10), esquematitzades eFigura 30,
comparteixen la mateixa ruta sinteti(Esquema 1). Nmbstant, les seves sinte
presenten certes diferéncies donat que no és possible trobar, a nivell comercia

dels poductes de partida, de manera que és necessatri sir-los.

SOuMa ' S0:Na S0:Na

L2 L6 L1t

Figura 30. Representaciésquematica de la falia de lligands fosfinics, BR(CH)nSC:Na (n=2, 6 i
10).
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1¢* Pas: Obtencio del precursor halosulfonat

n=6, 10
X(CHpnY =P X(CH,)nSO;Na

Na,S05 Substitucid nucleofilica d’un

2 X=Br halogen per un grup sulfonat.
6 X=CLY=Br
10 X=Y=Cl

n
1
11

2°1 Pas: Obtencid del lligand fosfinic

n= 2,6, 10
X(CH,)NSO;Na ==l Ph,P(CH,)nSO;Na
1?). I;;h Substituci6  nucleofilica  de
- 3 ?
¢). NH,X I’halogen per un  grup

difenilfostur.

Esquema 1 Ruta sintética per a la preparacié dels llig fosfinics, PBP(CH)nSC3Na (n=2, 6 i
10).

Per a la sintesi de la fosfina de cadena més curta el precursor halo:
Br(CH,).SO:Na és comercial i facil d’obter, mentre que per les fosfines de cac
més llarga aquest precursor es sintetitza partint d'un compost tipus)nY (X,Y=
grups halogens). Amb la finalitat de fer el primer pas de la reacci6 més sele
preferible que els dos haldgens siguin difes, de manera que la diferencia de labi
eviti la formacio del producte disulfonat. No obstant, per a la sintesis de la fosfil
no és possible trobar comercialment un precursor amb els grups halogens difer
lo que cal considerar aquest ase i modificar lleugerament el procés per ev

subproductes no desitjats.
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4.1.1.2. PRECURSORS HALOSULFONATY

4.1.1.2.1. SINTESI I CARACTERITZACI O DEL PRECURSOR
HALOSULFONAT L6

* Procediment sintetic

La via sintetica per a la preparacié del precurscosulfonat L6 es descriu al segu

esquema.

CI(CHy)Br + Na,SO; === CI(CH,)sSOsNa + NaBr
EtOI/H,0

Esquema 2.Via sintética per a la preparacié del precursor halosulfor

Donat que en aquest procés el producte de partida té els dos grups halogens di
sintesi del precursor halosulfonat L6 no presenta grans dificultats. La sintesis e
terme mitjancant el procement descrit en treballs anteriaz® El producte desitje
s’obté amb una petita proporcié de compost disulfonat i sal de brom que es

eliminar amb facilitat recristal-litzant el cru de reaccidé amb € bullent

La integraci6 delssenyals dels espectre’H-RMN, abans i després de
recristal- litzacié (Figura 32 i 33, respectivament), ens permeten quantificar la pre
de producte disulfonat cada moment. En aquests espectres es detecta la prd’un
triplet a 3.62 ppm que correspon als protons del metilé units a I'atom d-CH,CI) i
un multiplet entre 2.82-82 ppm corresponent als protons del metile units al
sulfonat (-G1,SO;Na). La integracio dels senyals del producte del cru deio indica
una proporcio aproximada de 10:1.2 de producte monosulfonat/producte disi
Pero tal i com es pot veure a l'espectre després de recristal-litzar aquesta i
s’elimina totalment, obtenint el producte desitjat amb un rendiment del

+ Caracteritzacio

Analisi elemental
Analisi elemental del precursor Cl()sSOsNa
Formula: GH1.CINaG;S
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Teoric (%): C, 32,36; H, 5,43; S, 14,
Experimental (%): C, 31,03; H, 5,28; S, 13

Ressonancia magnética nucle
A la Taub 2 es mostra I'assigcio dels pics i els desplacaments quimics de I'esp
de *H-RMN del precursor CI(C,)¢SOsNa (Figura 31) en metanof-dLes Figures 32

33 mostre, respectivament, els espectres abans i després de recristi

1 3 5
/\/\/\/803[\’8 Figura 31. Representaci6 esquematica
Cl precursor L6
2 4 6
Assignacio & (ppm) Integracio
1 3.62 (t 2H Taula 2. '"H-RMN del precursc
6 2.882.82 (m 2H L6 en metanc-d4. Assignacié ¢
: pics, desplagame quimic
2,5 1.921.78 (m 4H multiplicitat i integracic¢
34 1.6041.44 (m 4H
8 &8 SBRERT
\/ NEONTY
WJ M /J\ A Figura 32. Espectre de'H-RMN
----/é wlmhw-———-w# J‘Q‘—-“'J;‘% del precursor L6 en metar-d4
| - - | o a abans de recristal- litz
4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
ppm
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3 N SEREA?
[a2] NN AN o o o o
N NVNITY
W /{\ A Figura 33. Espectre de'H-RMN
i T RS del precursor L6 en metar-d4
8 & & g recristal- litzat
- - T

4.1.1.2.2. SINTESI I CARACTERITZACIO DEL PRECURSOR
HALOSULFONAT L10.

* Procediment sintétic

La preparacié del precursor halosulfonat L10 (Ema 3 es porta a terme partint d’|
compost amb els dos grups halogens idéntics, (5)10Cl. Es tria aquest compost i

seu homoleg amb atoms de brom per tal que la menor labilitat de I'enllag -clor
en front de carborfirom alenteixi les velocits de reaccio evitant la reaccio d’hidro
gue portaria a la formacio de I'alcohol HO(2)10SOsNa, el qual naés facil separar di
producte'*

CI(CH2)10C1 + N3.2303 _D CI(CHZ)IDSO3N3 + NaCl
EtOH/H,O

Esquema 3.Via sintética per a la preparacié drecursor halosulfonat L6

Donat que els dos halogens del producte de partida son ical prendre certe
mesures a fi d’evitar la formacio del producte disulfonat. A més, per tal de millc
rendiment i evitar la preséncia de producte disulfonat, el procediment sintt
modifica respecte el descrit als treballs anteriors. La reas duu a terme amb un gr
excés de 1,1@iclorodeca sobre el sulfit sodic (aproximadament 10:1), amb un \

major de dissolvent organic que en el cas del precursor L6, i addicionant el sulf
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molt lentament, durant 4h. La reaccio s’atura a les 8h tot i que no és completa, pero és

necessari finalitzar en aquest punt per evitar la formacio de I'alcohol.

En augmentar el volum de dissolvent organic s’aconsegueix que gran part del producte
monosulfonat desitjat quedi a la fase organica essent aillat pur de la solucié evaporant la
solucio, filtrant i rentant amb éter dietilic, alhora que és possible recuperar el reactiu de
partida CI(CH)10Cl. El rendiment es pot augmentar recristal-litzant en etanol bullent,
per fraccions, el producte obtingut en evaporar la fase aquosa, el qual és format per
NaCl i una mescla de producte monosulfonat, producte disulfonat en una proporcio
10:12.5, com es pot veure a l'espectteRMN (Figura 35). Finalment, s'obté el
producte amb un rendiment del 62 %.

+ Caracteritzacio

Ressonancia magnética nuclear
A la Taula 3 es mostra I'assignacio dels pics i els desplacaments quimics de I'espectre
de'H-RMN del precursor CI(Ch10SOsNa (Figura 34) en metanofd Les figures 35 i

36 mostren, respectivament, els espectres abans i després de recristal- litzar.

esquematica del precursor L10

1 3 5 7 9
CI/\/\/\./\/\/SO3N8 Figura 34. Representac
2 4 6 8 10

Assignacio & (ppm) Integracio
1 3.58 (t) 2H
10 2.84-2.79 (m) 2H
29 L86-L76(m)  4H L0 an meranots. Acsiomaci
3,8 1.51-1.40 (m) 4H pics, desplacament quin
4-7 1.40-1.32 (m) 8H multiplicitat i integracio.
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4.1.1.3. SINTESI | CARACTERITZACIO DELS LLIGANDS FOSFINA (Ln)

* Procediment sintetic
La sintesi dels lligands fosfina es duu a terme en medi amoniacal i sota atmosfera inert
de nitrogen en un bany criogenic a -78 °C, seguint la ruta sintetica detallada a I'esquema

4. La baixa temperatura és necessaria per poder treballar amb amoniac liquid i controlar
la reaccidé que és molt exotérmica.
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or e ..
1% Pas: Dissolucio La dissolucio del sodi en amoniac dona lloc a

del sodi metal-lic una soluci6 de color blau intens.
en amoniac liquid

2°° Pas: Reduccio de la PPh; amb Na metal-lic
2Nagy+ PPh, + NH, —»NaPPh, + NaNH, + PhHEg)

Degut a la formacid del
difenilfosfur la solucié adquireix
una coloracio vermellosa.

3¢ Pas: Neutralitzacio de I’amidur
sodic amb 1’halur d’amoni.

NaNH, +NH4X —» 2NH,;) + NaX,

La soluci6 es torna de color groc-ataronjat

4 Pas: Substitucio nucleofilica de I"halur del
precursor halosulfonat per difenilfosfur

>

NaPPh, + X(CH,)nSO;Na — PPh,(CH)nSO;Na + NaX,

Finalment, s’obté un solid de color blanc cru.

Esquema 4 Ruta sintética per a la preparacio dels lligands fosfini;P(CH)NSCNa, n=2, 6 i
10).

En I'esquema anterior es pot veure com en un primer pas el sodi metal-lic rec
trifenilfosfina a difenilfosfur i 'amoniac a amidur. Seguidament, s’elimina acltim
per reaccié amb un halur d’amoni i s’afegeix el precursor halosulfonat, el qual do
al lligand fosfina en reaccionar amb el difenilfosfur del medi. La manipulacié del
I'inici de la reaccidé és un proceés a tenir en compte, cal evitarxim la seva oxidacic
Aquest pas és tant important perque si s'afegeix defecte de sodi, podria
trifenilfosfina sense reduir al medi donant lloc a subproductes no desitjats. U
factor a tenir en compte és la necessitat d'assecar bé totsctius, I'aigua protonari

I'anio difenilfosfur donant lloc a difenilfosfina (HP).

Finalitzada aquesta ruta de sintesi, I'excés de difenilfosfur s’elimina del me

protonacié amb aigua i extraccié amb éter dietilic i s'obté una mescla de lligainic
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i sal de sodi. Els lligands ,P(CH)nSGNa ( n= 2, 6 i 10), s’obtenen p
recristal-litzacié del solid obtingut amb metanol tal i comdescriu a I'anne)A..

S’obtenen els productes amb el seguents rendiments: L6 (74 %) i L10
» Caracteritzacio

Analisi elemental

* Analisi elemental del lligand PL(CH,),SO;Na
Formula:
Teoric (%): C, 53,20 H, 4,50; S, 10,
Experimental (%): C, 49,62; H, 4,25; S, 9

* Analisi elemental del lligand PL(CH,)sSOsNa (+ 5% NaCl
Formula:
Teoric (%): C, 55,03; 5,64, S, 8,16.
Experimental (%): C, 53,23; H,5,48; S, 7

Ressonancia magnética nucle

L’assignacié dels pics dels espectres’H-RMN i de 3'P{*H}- RMN de la fosfina Lz
(Figura 37) es mostren a les taules 4 i 5 respectivament. Els corresponertres es
mostren a la Figura 38.

/

Figura 37. Repesentaci

\ /p\\ / ~SOuNa esquematicde la fosfina Lz
\‘,/"
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PPhy(CH,),SOsNa
Assignacio 6 (ppm)
Aromatics 7.507.36 (m
2 2.842.75 (m
1 2.562.50 (m
Lligand d tostor (PPM)
PPhy(CH,),SO:Na -15.8

2
Va 7.50

7.44
7.36

_\— o

| C

Resultats

Taula 4. 'H-RMN de la fosfina L
en metanol4. Assignacio de pic
desplacament quimic, multiplici
i integracio.

Taula 5. *P{'H}-RMN de I
fosfina L2 en metan-d4.
Assignacié de pic i desplacam
quimic.

-15.79

ppm

T T 1
-15 -20
ppm

Figura 38. A) Espectre déH-RMN de la fosfina L2 en metar-d4. B) Espectré'P{*H}-RMN de I

fosfina L2 en metanol-d4.

Pel que fa a la fosfina L@Figura 39), la seva assignacié de pics dels espectrH-

RMN i de *P{*H}-RMN es resumeix a les taules 6 i 7 respectivament.

corresponents espectres es mostren a la FigL

2

/“‘
J \,/ \\/ \\/ SO:}NEI

Figura 39. Representac
esquematica de la fosfina |
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PPhy(CH,)eSOsNa
Assignacio 6 (ppm) Integracio
Aromatics 7.49-7.36 (m) 10H
6 2.85-2.79 (m) 2H
3 2.15-2.09 (m) 2H Taula 6. 'H-RMN de la fosfina L
5 1.87-1.75 (m) oH En metanot4. Asgg_nacp d.e.p|c
esplacament quimic, rntiplicitat
12,4 1.58-1.35 (m) 6H i integracio.
- Taula 7. *P{*H}-RMN de I
Lligand d tostor (PPM) fosfina L6 en metanai4.
PPhy(CH,)sSO:Na -15.5 Assignaci6 de pics i desplagarr
quimic.
A)geags BBRASBREN B) o
~ NN e i
| l\ A
AL LIS S, 0¥/
T 'u; T T T T T I‘-; T '-; - N') T f T T T T T T T
8 7 6 5 4 3 2 1 0 -10 -20 -30
ppm ppm

Figura 40. A) Espectre déH-RMN de la fosfina L6 en metanol-d4. B) Espectie{*H}-RMN de Iz
fosfina L6 en metanol-d4.

L’assignaci6 de pics de la fosfina L10 (Figura 41) es pot veure a les Taules 8i 9. l a la
Figura 42 es mostren els seus espectrésld@MN i de*P{*H}-RMN.
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quin

N /-FL\ D i /8\ 10 Figura 41. Representac
ZX/\ “1’/\3/ \5/\\7/ \{/\SOSNa esquematica de la fosfina L
==
PPR(CH2).SONa Taula 8. 'H-RMN de la fosfin.
Assignacio 6 (ppm) Integracio L10 en metanotl4. Assignacio ¢
Aromatics  7.497.26 (m 10H pics,  desplagament
multiplicitat i integracic¢
10 2.852.73 (m 2H
2.112.00 (m 2H
1.881.71 (m 2H
1-2,4-8 1.5441.19 (m 14H
_ Taula 9. *P{'H}-RMN de I
Lligand 3 rosfor (PPM) fosfina L10 en metan-d4.
PPh,(CH,)1,SO:Na 15.4 Assignacio de pics i desicamen
quimic.
A)geoegs BRIRISINES B) o
~ N N 2
i l\ A
L JU U
T 'm. T T T T T I‘_; T ‘_; = "? T T T T T T T T
8 7 6 5 4 3 2 1 0 -10 -20 -30

ppm

Figura 42. A) Espectre déH-RMN de la fosfina L10 en metar-d4. B) Espectréd'P{'"H}-RMN de la

fosfina L10 en metanol-d4.
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4.1.2. COMPLEXQOS TLn (cis[Mo(CO)4(Ln)2], n=2, 6 i 10)
4.1.2.1. SINTESI | CARACTERITZAC 10 DE COMPLEXOS TLn.
* Procediment sintetic

La ruta sintética per a la preparacid dels complexos organometacis-
[Mo(CO)4(Ln),] (n= 2, 6 i 10) Esquema 5) constde dues etapes. En primer lloc,
duu a terme una substitucio nucleofilica de dos cais al complex Mo(CGgs per grups
piperidina, els quals son bescanviats pels lligands fosfina en una segona etapa.
compostos carbonilics amb amines com a precursors per a posteriors reac
bescanvi és forca habitual, donat que s6n composte no presenten gair
complicacions a la seva preparacié i les amines son lligands labils fac

bescanviables.

Hepta
MO(CO)¢ + HN(.-EH](:-;];.{W[]} ——e 15[ Mo(CO),(pip)s] + 2(_‘0[91
4h, Reflux

MeOH/THF
eis-[Mo(CO)4(pip)s] + 2Ln et cis-[Mo(CO),(Ln),] + 2 pipy,

3=4h, Tamb

Esquema 5.Ruta sintética@r a la preparacio dels complexcis[Mo(CO)4(Ln),] (n=2, 6i 10)

La sintesi del precursor metal-cis-[Mo(CO)4(pip),] a la primera etapa del procés
porta a terme segonsmocediment descrit a bibliografia'?® Pelque fa al segon pa
el bescanvi de piperidina pel lligand fosfinic és duu a terme en medi MeOH/Tt
assegurar la solubilitat de dos productes de partidimperatura ambient i resguart
de la llum donat que el producte de reaccio és fotosensible. Per al complex T
hores de reaccié és temps suficient, no obstant, a la sintesi del complex TL6 s’
mitjancant *H-RMN que passat aquest temps enca detecta fosfina lliure sen:
coordinar, de manera que per a la sintesi dels complexos de cadena mé
s'augmenta el temps de reaccié a 4h. Seguint el procediment descrit s’obtener

complexos amb bons rendiments: TL2, 84 %; TL6, 82 % i TL7 %.
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e Caracteritzacio

Analisi elemental

Resultats

* Analisi elemental del complecis-[Mo(CQO)4(L2),].

Formula:

Teoric (%): C, 45.60; H, 3,30; S, 7,
Experimental (%): C, 42,69; H, 3,66; S, 6

* Analisi elemental del complecis-[Mo(CO)4(L6),].

Formula:

Teoric (99: C, 45,7; H, 3,36; S, 7,¢

Experimental (%): C, 45,47; H, 3,14; S, 7

Ressonancia magnética nuclez

L’assignacié dels pics dels espectres’H-RMN i de *'P{*H}- RMN del complex TLZ

(Figura 43) es mostren a les taules 10 i 11 respectivament. responents espectr

es mostren a la Figura 44.

Ph
co | Ph
/

oc,, | 2

\\\\p\]/\
‘Mo SO;Na
oc/| o pp

co ]\/Z\SOJNB

pn 1

Cis[Mo(CO)4(L2),]

Assignacio o (ppm) Integracio

Aromatics 7.507.33 (m 20H

2 2.842.72 (m 4H
1 2.582.46 (M 4H

Complex 3 fasfor (PPM)

Cis[Mo(CO) 4(L2),] 25.6

Figura 43. Representac
esquematica del complex Tl

Taula 10. *H-RMN del comple
TL2 en metancd4. Assignacio ¢
pics, desplacament quin
multiplicitat i integracic

Taula 11. *P{™H}-RMN de
complex TL2 en metan-d4.
Assignacio de pics i desplacamnr
quimic.

67



Resultats

A) 8 ZRbq
| N
.JL _ A
T 'm. T T T T T T T = o'
8 7 6 5 4 3
ppm

B)

25.65

L e |
35 30 25 20 15
ppm

Figura 44. A) Espectre déH-RMN del complex TL2 en metar-d4. B) Espectre*’P{*H}-RMN del
complex TL2 en metanol-d4.

Pel que fa al complex TLEFigura 45), 'assignacié dels pics dels espectre'H-

RMN i de *P{*H}-RMN es resumeix a les taules 12 i 13 respectivament.

corresponents espectres es mostren a la Figt

- TO l/ 2 4 6
OC/T°\P_Ph 2 3 4 5 g O
co Pr! 3 SO;Na
CiS-[Mo(CO)4(L6),]
Assignacio 6 (ppm) Integracié
Aromatics 7.56-7.33 (m) 20H
6 2.80-2.68 (m) 4H
1 2.18-2.02 (m) 4H
5 1.71-1.59 (m) 4H
2-4 1.33-1.04 (m) 12H
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Figura 45, Representacié
esquematica del complex Tl

Taula 12. *H-RMN del comple:
TL6 en metanob4. Assignacio ¢
pics, desplacament quinr
multiplicitat i integracic



Resultats

Complex 3 tastor (PPM) Taula 13. *P{H}-RMN de

: complex TL6 en metan-d4.

6is-[Mo(CO)(L6) ] Zeisz Assignacio de pics i desplacarr
quimic.

A) F 5 O3%ES B) m_
ﬂ Y 2
] [K
3 A WY W .V
| 'Lri | | ! | I'_i' I'_i'_i'”i | ! f T T T T T T T T T 1
8 / ] b 4 3 2 1 30 28 26 24 22 20
ppm ppIT

Figura 46. A) Espectre déH-RMN del complex TL6 en metar-d4. B) Espectre*’P{*H}-RMN del
complex TL6 en metanol-d4.

L’assignacié depics del comgex TL10 (Figura 47) es pot veure a les taules 14 i 1!
la Figura 48 es mostrasis seus espectres 'H-RMN i de**P{*H}- RMN.

Ph
?O L
ocC,, AP
({ /Y\{ Y/\’/ SO3Na Figura 47. Representac
oC /\ esquematica del compl
Cis-[Mo(CO) 4(L10),]
Assignacio 6 (ppm) Integracio
Aromatics 7.487.28 (M 20H
10 '
265202 (1) 4 Taula 14. *H-RMN del comple
1 2.111.94 (m 4H TL10 en metan-d4. Assignaci
9 ; : de pics, desplacament quin
LsEl e il multiplicitat i integracic
2-8 1.520.99 (m 28H
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Taula 15. *P{*H}-RMN de

Complex 3 rosfor (PPM) complex TL10 en metar-d4.
Cis[Mo(CO)4(L10);] 26.5 As§ignaciéde pics i desplacame
quimic.
A) B) E

7.37
—2.79
—2.01
—1.78

_—135
— 1.14

- . ; : — — 7T T
8 7 6 5 4 3 i 1 50 40 30 20 10 O
ppm ppm

Figura 48. A) Espectre déH-RMN del complex TL10 en metar-d4. B) Espectre®'P{'H}-RMN del
complex TL10 en metanol-d4

4.1.3 COMPLEXOS PLn ([Mo(CO)sLn], n=2, 6 10)
4.1.31. SINTESI | CARACTERITZACIO DE COMPLEXOS PLn.
* Procediment sintétc

Diferents vies per a la preparacio dels complexos [MosLn] han estat estudiad
amb anteriorita(Esquema 6). La react es pot portar a terme en dues etapes parti
Mo(CQO), en la primera etapa es porta a terme una substitucié nucleofilica rbonil
per piperidina segons el procediment descrit bibliografice'® % i a partir del
precursor [Mo(CQO)pip)] s’arriba al complex desitjat per bescanvi de la piperidini
ligand fosfinic Ln. Un altre métode per a la preparacié dels compostos Fper
reaccio directa de Mo(C amb el lligand fosfina duent a terme la reaccio amb

excés de metall i modificant el procediment descrit amb un homoleg amb .*?
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+HNC;H; ¢ (pip) [Mo(CO)s(pip)] +Ln
Meticiclohexa MeOH/THF
1h, Reflux 3h, T.amb.

Mo(CO), — P [Mo(CO); (Ln)]
n

MeOH/THF
15h, Reflux

Esquema 6.Vies sintetiqueper a la preparacio dels complexos [Mo(g@®] (n=2, 61 10)

No obstant aguestes vies requereixen elevades temes, temps de reaccié m
llargs i/o processos de purificaci6 molt complicats. En el cas de la reaccio dir
Mo(CO)6 amb el lligand fosfina Ln també calen quantitats molt elevades de r
d’elevat preu que es posen en excés. Aixi, doncs, en treball es va optar p
obtenir els complexos PLn mitjancant una nova via a partir de la modificac
procedimats descrits a la bibliograficEl procés consisteix en utilitzar oOxid
trimetilamina dihidratat (M3=0-2H0) per oxidar un dels carbonilel [Mo(CO)] a
COyg.La vacant és ocupada per acetonitril 3CN), el qual és emprat com
dissolvent juntament amb diclormeta (.Cl,) en proporcio 1:1. Tot seguit, s’addicic
el lligand fosfinic a la solucié dissolt en metanol, que interacciona antermedi
[Mo(CO)s(CH3CN)] produint una reaccid de bescanvi i donant lloc al cormr
[Mo(CO)sLn] (Esquem&).

+ Me;N=0-2H,0
Mo(CO)q P [Mo(CO)s(MeCN)] + CO,q, + Me3N,
MeCN/CH,Cl,
1.5h, T. amb. +Ln
MeOH
1.5h, T.amb.
[Mo(CO)s (Ln)]

Esquema 7.Via sinteticeempradeper a la preparacio dels complexos [Mo(6l®] (n=2, 6 10)
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Per aquest procediment s'utilitza un 20% d'excés de metall respecte I'oxid de
trimetilamina i un deficit del 10% de fosfina també respecte aquest Ultim. Donat que
tant el [Mo(CO}] en excés com lintermedi de reaccid [Mo(G@H:CN)] sbén
insolubles en metanol, podran ser eliminats sense problemes. Aixi, doncs, la reaccio es
duu a terme a temperatura ambient, en temps relativament curts (3h en total) i el
producte es purifica facilment recristal- litzant-lo amb metanol. Mitjancant aquesta via
es varen obtenir els compostos PLn amb els rendiments seguents: PL2, 85%; PL6, 68%
i PL10,86%.

e Caracteritzacio

Analisi elemental

* Analisi elemental del complex Mo(CEDR.
Formula:
Teoric (%): C, 41,30; H, 2,50; S, 5,80.
Experimental (%): C, 38,54; H, 2,75; S, 5,18.

* Analisi elemental del complex Mo(CgDp.
Formula:
Teoric (%): C, 41,30; H, 3,60; S, 5,30.
Experimental (%): C, 42,10; H, 3,67; S, 4,81.

Ressonancia magnética nuclear

L’assignacié dels pics dels espectrestdeRMN i de **P{*H}-RMN del complex PL2
(Figura 49) es mostren a les taules 16 i 17 respectivament. ElIs corresponents espectres
es mostren a la Figura 50.
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Figura 49. Representac
esquematica del complex P

Cco
[Mo(CO)sL2] Taula 16. 'H-RMN del comple
: 7 o PL2 en metaned4. Assignacio ¢
Assignacio 6 (ppm) Integracio pics,  desplacament  quim
Aromatics 7.707.53 (m 10H multiplicitat i integracio.
2 3.042.93 (m 2H
1 2.772.66 (M 2H
Taula 17. *P{*H}-RMN de
Complex d fostor (PPM) complex PL2 en metar-d4.
[Mo(CO)sL2] 26.7 Assignacio de pics i desplagarn
: quimic.
A) BEED 3) -
g S 5
_-\L.-é A Jl._.. Jhéwéw il k. "
I m' T T T T T T = 1 [ T T T
8 / 6 5 4 3 2 35 30 25 20

ppm

Figura 50. A) Espectre déH-RMN del complex PL2 en metar-d4. B) Espectre*’P{*H}-RMN del
complex PL2 en metanol-d4.

Pel que fa al complex PLFigura 51), I'assignacié dels pics dels espectre'H-RMN
i de3'P{'H}-RMN es resumeix a les taules 18 i 19 respectivament. | els corresp

espectres es mostren a la Figure
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co Th P Figura 51. Representac
h esqiematica del compl
oc,, | \\\\D/\//Z\/ZI'\/G\ PLS.
“Mo SOsNa
oc? | o 1 3 5
CO
[Mo(CO)sL6] Taula 18. 'H-RMN del comple
- — - PL6 en metanoti4. Assignacio ¢
Assignacio 8 (ppm) Integracio pics,  desplacament  quin
Aromatics 7.687.44 (m 10H multiplicitat i integracic¢
6 2.832.71 (m 2H
1 2.622.44 (m 2H
5 1.8541.67 (m 2H
2-4 1.511.35(m 6H
Complex 3 rosfor (PPM) Taula 19. *P{'H}-RMN de
complex PL6 en metar-d4.
[Mo(CO)sL6] 27.2 Assignacio de pics i desplagarn
quimic.
e N B
A \ S
T u? T T T T T T - ‘-.‘ T ha .m ] [ T T T T T I
8 7 6 5 4 3 2 1 35 30 25 20
ppm ppm

Figura 52. A) Espectre déH-RMN del complex PL6 en metar-d4. B) Espectre*’P{*H}-RMN del
complex PL6 en metanol-d4.
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L’assignacio de picdel complex PL10 (Figura 53) es pot veure a les taules 20 i 2
la Figura 54 es mostneels seus especs de’H-RMN i de*'P{*H}- RMN.

Ph
56 ?O &xphz 4 6 8 10
(BB T s o S W el
567 |0‘Co 1 3 5 7 g SO;Na
co

Figura 53. Representaciésquematica del complex PL

[Mo(CO)sL10]
Assignacio 6 (ppm) Integracio
Aromatics 7.637.29 (m 10H
10 : Taula 20. *H-RMN del comple:
2Bz T T A PL10 en metan-d4. Assignaci
1 2.542.38 (m 2H de pics, desplagament quc,
9 1.841.68 (M oH multiplicitat i integracic
2-8 1.461.18 (m 14H
Taula 21. *P{"H}-RMN de
Complex 3 rosfor (PPM) complex PL10 en metar-d4.
[Mo(CO)sL10] 27 4 Assignacio de pics i desplagarr
' quimic.
A)ZED AP B B) &
N NN
NJ_]I.__ ( o %UU«& J
I L'n T T T N T T T T T - 'D T = 'r“: I ! [ T T T T T
8 7 & 5 < 3 2 1 35 30 25 20
ppm ppm

Figura 54. A) Espectre déH-RMN del complex PL10 en metar-d4. B) Espectré'P{*H}- RMN
del complex PL10 en metand4.
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4.2. CARACTERITZACIO FISICO-QUIMICA D’AGREGATS

4.2.1. COMPOSTOS DE LA FAMILIA L2 (FL2)
4.2.1.1. DETERMINACIO DE LA CMC

Els metal-lotensioactius sintetitzats en aquest treball sén molecules amfifiliques pel que,
conseglentment, en solucié6 aquosa i a concentracions per sobre de la concentracio
micel-lar critica (cmc), s’ordenen espontaniament donant lloc a agregats

supramoleculars.

La cmc d’un tensioactiu pot determinar-se per un gran nombre de métodes, com ara a
partir del punt d’inflexié de la representacié d’alguna de les propietats fisiques de la
suspensi6 en funcié de la concentracié de tensioactiu. Técniques com la tenstéinetria,
conductometriad® dispersié de la llum® fluorimetria** 3% 33entre d'altres, sén de

gran utilitat per a la determinacié d’aquest parametre.

En aquest apartat es descriu un metode alternatiu a la tensiometria per a la determinacio
de la cmc dels compostos sintetitzats de cadena més curta (FL2). Es fonamenta en
I'analisi dels espectres de fluorescéncia de suspensions del compost estudiat obtingudes
mitjancant dilucions consecutives d’una inicial, amb una concentracio per sobre de la

cmc, fins arribar a una preparacio diluida on no hi ha agregats.

El fenomen descrit es pot observar a la Figura 55 on es mostren els espectres de
fluorescéncia normalitzats a diferents concentracions dels compostos FL2 i la

representacioé dels canvis produits per efecte de I'agregacié en funcié de la concentracio.

Com pot apreciar-se a la Figura 55 D) el lligand L2 mostra una abrupta transicié del
quocient de fluorescéncia a una concentracié de 14 mM. Pel que fa als complexos TL2 i
PL2, en tots dos casos, el canvi més acusat té lloc al voltant d’'una concentracid de 2
mM, determinant-se d’aquesta manera el valor de cmc per cada compost. Els resultats
estan d’acord amb els obtinguts mitjancant tensiometria en treballs arfteriors.

77



Resultats

Z
=

Fluorescencia normalitzada
Fluorescencia normalitzada
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Figura 55. Espectres déluorescéncia normalitze dels compostos de la familia L2: A) Lligand |
Aexe = 250 nm; B) Complex TL2Ag = 305 nm; C) Complex PL2,. = 305 nm. D) Relaci
d’intensitats normalitzadeeferides al valoinicial (L2: 1396/1464, T12: 1396/1467 i PL2: 1566/146¢
en funcié de la concentraadite tensioactiu. Els puntmostren la mitjana i la desviacié standare3).

La longitud d’ona d’excitacio, els maxs d’emissio triats per fer la relacio d’intensit
i el valor de cmc determinat | a cada tensioactiu, mitjangafluorescencia

tensiometrid® es troben resumits a Taula 22.
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Relacio cmc (mM) cmc (mM)
}“excl nm . . . . .
d’intensitats Fluoresceéncia Tensiometria
L2 250 1396 / 1464 14 14
TL2 305 1396 / 1467 2,0 2,0
PL2 305 1566 / 1466 2,0 1,9

Taula 22. Longitud d’'ona d’excitacié, maxims d’emissié triats per a la relacié d’intensitats i valor de
cmc dels compostos FL2 determinats mitjancant fluorescéncia i tensiometria.

4.2.1.2. PROPIETATS TENSIOACTIVES. SOLUBILITZACIO DE LIPOSOMES

En aquest apartat s’estudien les propietats tensioactives dels compostos FL2 i la seva

capacitat de solubilitzar liposomes.

En general, la interaccié de tensioactius amb liposomes produeix una alteracié de la
seva estructura vesicular que, en funcié de la concentracié, pot arribar a la seva
solubilitzacio total. Aquesta disgregacioé de la bicapa lipidica per adicio de tensioactius
acaba donant com a resultat micel-les mixtes que contenen tant molecules de lipid com
de tensioactiu. Aquest fenomen és de gran interés ja que, per exemple, és emprat des de
fa molts anys per a la purificacié i estudi de biomembranes i proteines de metibrana.

Per tal de determinar les propietats tensioactives de les molécules objecte d’estudi es
preparen, tal i com es detalla a I'apartat 3.4.10., suspensions aquoses de liposomes de
100 nm de diametre a una concentracié final d’'SPC de 3mM, i que contenen
concentracions creixents de tensioactiu. Les mescles obtingudes s’estudien per DLS i

espectroscopia visible.

Mitjangant espectroscopia de DLS es determina el diametre dels agregats i els resultants
es comparen amb els originats pel dodecil sulfat sodic (SDS), un tensioactiu anionic
ampliament utilitzat, capa¢ de solubilitzar els liposomes en 24 h (Figura 56).
Complementariament, s’analitzen els diferents sistemes mesurant la seva absorbancia a
600 nm. La Figura 56 mostra com, durant un minim de 72 hores, el diametre dels
agregats es manté practicament constant en incrementar la concentracio dels
tensioactius de la familia L2 fins i tot més enlla del valor de la cmc: 14 mM pel lligand

L2 i 2 mM pels complexos TL2 i PL2 (valors indicats amb fletxes). En canvi, en
presencia d’'SDS, a les 24 h la mida dels liposomes decreix rapidament quan la
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concentracié del tensioactiu se situa sobre de la seva cmc (8,3 mM). Els resu
posen de manifestug els compostos estudiats presenoc caracter tensioactiu dor
gue els liposomes no son solubilitzats a concentracions molt superiors a la seva
seva mida es manté durant més de 72 hores, a diferencia del que passa amb I’

en 24 hores solubilitza totalment liposomes i formanicel-les mixtes
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Figura 56. Diametremitja de les mescles de liposomes (SPC 3 mM final) amb concentr.
creixents decompostos de la FL2 (72 h) o amb SDS (24 h). fletxes indiquen la cmc de ca
compost. Grafic inseriabsorbancia a 600 niEls puntsmostren la mitjana i la desviacio standarc
>3).

4.2.13. DETERMINACIO DE LA MIDA D'AGREGATS MITJANCANT
ESPECTROSCOPIA DEDLS

Mitjancant espectroscopia de DLS es determina la mida dels agregats de mole
la familia L2 i dels de mescles seves amb SPC. Els agregats es van obtenir pt
hidratacio de pel-licules preparades manera que la concentracio final d’'SPC

constant (3 mM) mentre que la dels compostos FL2 fos cr.

La mida dels agregats preparats a partir de compostos purs, sense fosfolipid, e
en augmentar la concentracid de tensioactiu, essent més evident el canvi
complexos organometal-lics que en el cas lligand (Figura 57).Pel que fa als
sistemes mixtes, I'increment progressiu de la relacié tensioactiu/SPC provoca u
importanten la distribucié de mides dels agregats obtin en augmentar la proporc

de tensioactiu el diametre dels agregats obtinguts decreix paulatinament, fet qu
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que es produeix la incorporacio dels tensioactius a la membrana lipidica. A part
concentracié critica només s’observen nanoagregatspodrien correspondre tant

sistemes micel-lars com bicel-le
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Figura 57. Distribucié de mida de poblacions (la mida del cercle indica el percentatge d¢
poblacio), diametre mitja i valor d’absorbancia a 600 nm per sistemes purs de la FL2 i
(SPCltensioaat) en funcié de la concentracié de compost FL2. A les mes( concentraié d’'SPC
€s 3 mM en tots els casos. Els punts mostren la mitjana i la desviaci6 star>3).
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Tal i com es pot observar a Figura 57 I'evoluciéde la mida i I'absorbancia mostr
una discontinuitat al voltant de 4 mM lligand L2, 3 mM gl complex TL2 i 10 mN
pel PL2.

Destaca el fet que amb els tres tensioactius I'absorbancia decreix abruptament j
menor quantitat de tensioactiu emprada, fet que posa de manifest que

incorporacio a la membrana genera uportant canvi de mida que no es detectat
DLS. La Figura 58 mostra imatges de liposomes a concentraci6 3 mM visual
mitjancant microscopia optica. La mida dels agregats que es detecten queden

limit de detecci6é mitjancant DL

Figura 58. Imatgesde microscopia optica d’'una suspensio de liposomes

El seguiment amb el temps dels agregats mixtes mitjancant espectroscopia d
UV-VIS posa de manifest que es mantenen estables durant més de 15 dies, te
com a temperatura ambient. Finalment, I'adicié de Trit-100, un potnt tensioactiu,

a concentracié de solubilitzacié (concentracié finamM)*’

provocala ruptura de tot
els agregats, obtenise sistemes amb un diametre situat al voltant d'uns 1C

corresponents a mictds mixtes

D’altra banda,resulta d’especial d'interés estudiar I'estabilitat dels sistemes r
anteriors en funcié de la dilucid, tant en el cas de les vesicules com dels ¢
nanometrics. Aquesta propietat es va avaluar mitja espectroscopiDLS en diluir
fins a dos ordres de magnitud, i fins a concentracions menors a la cmc dels tens

una mostra concentrada.
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Figura 59. Mida dels agregats obtinguts en diluir liposomes, sistemixtes SPC/lligand, SF/MTS
o bicel-les DMPC/DHPC en funcié de la concentracié normalitzLa concentraci absoluta inicial
(equivalenta una concentracié normalitzada d'1) dels sistem la segiient: SPC 18 mM; SPC/
vesicular (Ves) 3:1 mM/mM; SPC/TL2 Ves 18:6 mM/mM; SPC/PL2 Ves 18:6 mM/mM; SF
micel-lar (Mic) 325 mM/mM; SPC/TL2 Mic 6:3 mM/mM; SPC/PL2 Mic 6:1,8 mM/mM
DMPC/DHPC 302:100 mKmM. Els puns mostren la mitjana i la desviastandard (>2).

A la Figura 59 es paibservar que no hi ha canvis en la mida dels agregats per ef
la dilucié, tant en el cas d'agregats mixtes vesiculvesiculars extrusionats p
membranes de 100 nm, ni en sistemes mde mida nanometrica (micel-lar/bicel- |
Com a control negatiu s’utilitzen liposomes d’'SPC de mida i 100 nm, donat que
seva estabilitat front la dilucié és ben coneguda, i com a control positiu s'uti
bicel-les formades per DMPC/DHPC (302:100 mMI/mM), les quals, en ser diluid
sota de la cmc de la DHPC, es disgret de manera que la DMPC forma vesicl

grans-**
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