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4.2.14. VISUALITZACIO D’AGREGATS MITIJANCANT
CRIOMICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISSIO ( Cryo-TEM)

La microscopia electronicae transmissio criogénica resultaolt apropiada per a
visualitzacio d’'agrega en solucic En aquest apartat, aquesta técnica és emprade
determinar la mida i morfologia de liposomes i d'agregats preparats a pa
solucions de tensioactius purs, aixi com la d’agregats obtinguts a partir de s
mixtes SPC/tensioactiu.

Les solucions d’agregats a observar es preparen pel métode d’hidratacio d’un fi
aigua desionitzada i coemminim trenta minutabans de la seva ané. A la Figura 60,
on esmostren imatges de liposomes a concentraci6 8PC 3 mN, s’observen
agregats multilamel-lars MLVs) de mida gran, alguns dels quals amb fo
el-lipsoidal, i d’'altres més petits. En general, les mostres de liposomes pr

d’aquesta manera acostur a ser molt polidisperses.

Figura 60. Fotografies deryc-TEM de liposomes d’'SPC a una concentraciaM.

Les fotografies delsagregats purs delcompostos FL2 es vaabtenir a una unic
concentracio, superior a la cmc de cada compost, i que es correspon a un
concentracions estudiades per [ (Figura 61). Cons’observa, el nomb de vesicules
detectades per camp desiv és forca reduit pel que fa al lligaL2 (100 mM’ i al
complex TL2 (20 mM), mentre que la visualitzaci6 d’agregats pel complex PL

mM) resulta molt més efectiva tot i que la concentracié dels dos MTS és lan
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TL2

PL2

Figura 61. Fotografies decrya-TEM dels agregats dels compostos FL2 en « Concentracio:
lligand L2 100 mM; complex TL2 20 mM i complex PL2 20 1.

En el cas del lligand L2 s’observen majoritariament vesicules unilamel-lars a
diametre aproximat de 3-400 nm LUVs). D’altra banda, al complex TL2 detecten
vesicules unilamel-lars de mida gran (al voltant d’'micra de diametre) agregats
multivesiculars (MVV) de menor dimen:, d’'uns 200 nm. Finalment, el complex F
mostra un ventall més gran d’agregats, coexistint vesicules funilamel-lars d’uns
100 nm (SUVs)i agregats forca més grans, de l'ordre d'una micre tipus
multivesicular. Ertots els casos els resultats son coherents amb els valors de d
obtinguts mitjancant DLS. La preséncia d’agrewunilamel-lars i efet que als agrega
MVVs les bicapes es trobin distanciades, es pot justificar tenint en compte

carrega negativa det®mpostos FL2 provo repulsions entre membran:
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Figura 62. Fotografies decryc-TEM dels agregats de sistemes mixtes SPC/L2 en aig-D)
Sistemes mixtes obtinguts per hidratacié d'un film homogeni. E) Sistema obtingut per me
suspensions de liposom@SPC i delligand L2.

Les fotografies corresponents als agregats de sistemes mixtes SPC/L2 es mos
Figura 62. A les imatgedels sisteme mixtes SPC/L2 obtinguts per hidratac’un film
homogeni s’aprecia la tendéncia observada mitjarDLS, és a dirgue a mesu que
augmenta laancentracié de lligand els agregats obtinguts sén cada vegada més
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A) Film:
[SPC] -3 mM
[L2] —5 mM

B) Film:
ISPC] =3 mM
IL2] = 10 mM

C) Film:
[SPC] =3 mM
[L2] =15 mM

D) I'ilm:
[SPC] =3 mM
[L2] =25 mM

F) Sist. Pref:
[SPC] -3 mM
[T.2] =25 mM
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per sobre d’una concentracio crit només es detecten nanoagregatcialment, quan
la concentracié de lligand dbaixa (5 mM) s’'observeagregats MVVs de mida gra
amb un diametre situat @bltantdels800 nm. En augmentar la concentracio de llig
fins a 10 mM s’apreciel majoritariament vesicules d’aproximadame200 nm,
unilamel-larg algunes més petites 50 nm). Finalment, a elevades concentracion
lligand, a partir de 15 mM d’L2, practicament només hi ha nanoag, tot i que
encara és possiblmbar algunes petit vesicules unilamel-lg, com a maxin d’'uns 30

nm de diametre.

D’altra banda, l'apartat E de Figura 62 conté imatges d’un sistema mixt obtir
mitjangant mescla de liposomes extrusionats (per membranes de 100 nm de
d'agregats del lligand L2. Es poden observar vesicules oligovers (OLVS)
d’aproximadament 100 nm, posant de manifest, tal i com s’havia determinat mit]

DLS, que els liposomes no son solubilitzats per aquest cor

[SPC]=3 mM
[TL2] = | mM
[SPC]=3 mM
[TL2] =2 mM
[SPC]=3 mM [SPC] =3 mM
[TL2] =3 mM [TL2] =6 mM

Figura 63. Fotografies deryc-TEM dels agregats de sistemes mixtes SPC/TL2 en ¢
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Pel que fa als sistemes mixtes SPC/TL2 (Figura 6 concentracions baixes i
tensioactiu bserven majoritariament dos tipus d’agregats: agregats MVVs de
gran, al voltant dels 800 nm, una gran quantitat d’agregats unilamel-
d’aproximadament 100 nm de diametre.mida de les vesicules esd cada cop més
petita en augmentar la contracié de TL2, fins que a partir d'una proporcié SPC/

3:3 mM/mM practicamemomeés s’observen sistemes micel.

Les fotografies dels agregats mixtes SPC/PL2 es mostren Figura 64. A
concentracions baixes de complex (SPC/PL2 mM/mM) s’observn agregats
micrometrics MVVs, i en augmen la proporcié a 3:6 mM/mM es passa a visuali
vesicules unilamel-lars molt petites d’aproximadament 3. Finalment quan la

concentracio de complex PL2 és elevada (10 mM) només s’observen nanos

| A) Film:
| [SPC]=3 mM
| [PL2] =2 mM

| B) Film:
[SPC] = 3 mM
[PL2] = 6 mM

C) Film:
[SPC|=3 mM
[PL2] =10 mM

Figura 64. Fotografies deryc-TEM dels agregats de sistemes mixtes SPC/PL2 en i
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4.2.1.5. PERMEABILITAT DELS AGREGATS MIXTES SPC/MTS

La fosfina L2, aixi com els complexos que se’n deriven, son molecules amfifiliques
que, per si soles, formen agregats supramoleculars en dissolucié aquosa quan es troben
per sobre de la cmc. Els resultats anteriors mostren que es poden obtenir agregats mixtes
amb SPC si les mostres es preparen a partir de films secs que continguin els dos tipus de
substancia. L’efecte que la incorporacio de les molécules de la familia L2 causa a les
membranes s’ha estudiat determinant la seva permeabilitat a la piranina (HPTS). Els
resultats posen de manifest que la inserci6 de qualsevol dels tres compostos FL2
modifica el pas del fluorofor a través de les bicapes d’'SPC (Figura 65). Com pot
apreciar-se, les membranes dels liposomes purs sén practicament impermeables,
mantenint-se el valor de fluorescencia deguda a 'HPTS encapsulada al voltant del 100
% durant 6 hores. Contrariament, en les vesicules mixtes la fluorescencia decreix en el
temps. Com s’observa, a les 6 h els sistemes SPC/L2 3:5 mM/mM tenen una pérdua de
fluorescéncia situada al voltant del 30 %. En el mateix temps, els sistemes PC/TL2 3:2,5
mM/mM arriben a perdre fins al 85 % del seu contingut, mentre que els agregats
PC/PL2 3:4 mM/mM el perden totalment.

La quantificacio de la permeabilitat s’ha realitzat a partir del temps en el que les
vesicules alliberen el 50% del seu contingut inicigh)(tEn els casos en que la
permeabilitat és elevada, el temps referit s’ha obtingut per interpolacio a les corbes
experimentals (ajustant funcions exponencials decreixents simples), i en aquells en que
la sortida de la sonda és lenta, ha estat necessari calcular-lo a partir de I'extrapolacié de
les rectes obtingudes en una representacié doble logaritmica (Figura 66). Els valors
obtinguts mostren que els liposomes purs tenenaprécticament infinit (5,66- £

hores). En preséncia d’'L2, les membranes es permeabilitzen lleugerament, assolint els
ti2 els valor de 44777 i 164 h per a les relacions SPC:L2 3:2,5 i 3:5 mM/mM
respectivament. L’efecte dels complexos resulta més important. La comparacig dels t
(Figura 67) indica que I'alteracio de les propietats barrera de la membrana fosfolipidica

té lloc en el seglient ordre: TL2 > PL2 >> 2.
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Figura 65. Permeabilitat dels agregats mixiISPC/FL2. La concentracid $PC és 3 mM en tots €
casos. Els puntmiostren la mitjana i la desviacié standare2).
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Figura 66. Representacions doble logaritmiques emprades per obtel, en el sistemes pc
permeables a 'HPTS: A) mescles amb L2; B) mescles amb TL2. La llegenda és la mateixa ¢
la Figura 65. Els puntsiostren la mitjana i la desviacié standarc2).
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Figura 67. Representacidlels 1, en funcié de la concentracié de sistemes mixtes SPC/tensi
FL2. A la taula es mostren els valors 1, representats per les diferentsnpmsicions

4.2.1.6 VOLUM ENCAPSULAT DELS AGREGATS MIXTES SPC/MTS

Fer una estimacio del volum aquos encapsulat en liposomes o als sisteme:
SPC/tensioactiu és un factor important per si en urnr es volen emprar aque:
sistemes com a sistemeshiculars de substancies hidrosolubles. tenir en compte
que, a la vista dels resultats de permeabilitat dels sistemes mixtes, la determir
volum encapsulat ha de ser un procediment rapid ptar resultatserronis. En cas
contrari I'alliberament del marcador fluorescent per part de les vesicules faria |
resultats donessin valors molt inferiors als reals. Tenint en compte els resu
permeabilitat i el temps que es triga en fer unC (uns 24 minuts), podem afirme
que en el pitjor del casos (SPC/PL2 3:4 mM/mM) el volum encapsulat experil

seria com a minim entre un-95 % del valor real.

A la Figura 68 es mostral volum encapsulat per als sistemes mixtes SPC an
compostosde la familia L2 preparats pel metode d’hidratacio d’'un film homc
emprant una solucié d’'HPTS. En tots els casos la concentracio final de fosfol
manté constant (3 mM) mentre s’augmenta la concentracié de tensioactiu. Deste
gue mentre pels liposomesirs el volumencapsulat és 1,8 + 0,4 | de sol/mol lipid,
pels sistememixtes SPC/tensioactiu, a concentracions baixes de tensioactiu, el
encapsulat és molt més gran: 5,7 + 0,2 | solucié/mol lipid pels sistemes SPC/L
mM/mM; 6,3 + 0,2 | solucié/mol lipid pels sistemes SPC/TL2 3:0,5 mM/mM i 5,2 :
| solucio/mol lipid pels sistemes SPC/PL2 3:2 mM/mM. Tot i que en aq

proporcions SPC/tensioactiu la m dels agregats és similar a dels liposomes
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segons els resultats aiguts perDLS (apartat 4.2.1.3.), el fed'incorporar une
substancia amb carrega negativa (els grups sulfonat de les moléecules) a e
lipidica fa que hi hagi més repulsions entre elles, fer els agregats mixtes, tot i ¢
de mida gran, tinguin emys bicapes que els liposomes purs, amb la qual cosa el

encapsulat augmenta notablerr
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Figura 68. Volum encapsuladels agregats mixtes formater SPC icompostos FL2. L concentracio
d'SPC és 3 mM en tots els casos. Els s mostren la mitjana i la desviacié standare2).

A partir del maxim d’encapsulacié, el volum encapsulat disminueix progressivan
incrementar la quantitat de tensioactiu fet que és paral-lel a la disminucio de
dels agregats detectada per DLS, fins a arribar a una concentracio a partir de le
hi ha substanciancapsulada (entre 51 10 mM I'L2, 2,5 mM pel TL2 i 10 mM pe
PL2). Els valors referits es correnen bé amb els valode concentracio a partir 0

qual només es detecten nanoagre

4.2.1.7. POTENCIAL Z

A la Figura 69 es mostr els resultatsl’aquest parametre obtinguts en l'analisi
solucions mixtes preparades pel metode d’hidrataci6 d’'Im homogeni, a un
concentracié constant de fosfolipid (3 ni concentracions creixents d’'L2, TL2 o Pl
En primer lloc, s’observaom el potencial Z passa d’'un valor-18 mV en liposome
purs a valors molt més negatius en addicionar quol dels compstos FL2. Aque
increment de carrega negativa és coherent amb la insercié a la membrana lipic

compostos que contenen grups sulfonat. D’altra banda, s’obserel tipusd'agregat
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també téinfluencia en el valor de potencial Z, detec-se difeents tendencies a
valors del potencial. Aixi doncs, als sistemes vesiculars SPC/L2 (per sota de
d’'L2) es determina un valor de potencial Z practicament constant situat al vol-45
mV. Ara bé, en arribar al primer punt on hi ha nanoagrelL2 15 mM) el valor d¢
potencial decreix fins &6 mV, i a partir d’aquesta concentracio hi ha una tend:
creixent. Pel que fa als sistemes SPC/TL2, s’observa una tendéncia creixent del
potencial Z a la zona vesicular, fins a una proporcid/tensioactiu 3:3 mM/mM, pu
a partir del qual el valor de potencial Z es manté constant, i que es correspon &
micel-lar. Finalment, pel que fa als sistemes mixtes SPC/PL2, a la zona vesicu
PL2 10 mM) el comportament és similar al TL2,b una tendéncia creixent del va

del potencial, que s’inverte en arribar a la zona micel-lar.

0
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Figura 69. Potencial Z dels agregats mixtes fots per SPC i compostos FL2. La concentt
d’SPC és 3 mM en tots els casos. Elssmostren la mitjana i la desviacié standare2).

4.2.1.8. SAXS

Les caracteristiqueisiques dels agregats formats pcomplexos FL2 € aigua han
estat estudiades mitjang SAXS amb llum convencional. Aquesta tecr permet

extreure informacié estructural del seu empaquetament i morft

A la Figura 70 es mostren les corbes de dispersio del lligand L2 i dels dos con
organometal-lics, TL2 i PL2, juntament amb el or ajust teoric, corresponent
sistemes vesiculars, fet que és coherent amb el que s'observa a les fot
obtingudes mitjancantCryc-TEM. A la Taula 23 esmostren els parametr

corresponents a aquest ajt
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100 o

I/m’

Figura 70. Intensitats SAXS en funcié
del vector modul de dispersié (q) per
dispersions d’'L2 (quadrats vermells),
TL2 (cercles blaus) i PL2 (triangles

0.1 : verds).
01 i
g/nm’”
L2 TL2 PL2

Anm (AY) 49 +3 153 £ 10 72+6
L. (nm) 0,74 +0,02 0,75+ 0,02 1,13 £0,02
Ly (nm) 2,25+ 0,05 2,48 + 0,05 4,22 +0,2
Ve (nm?) 0,363 + 0,025 1,15 + 0,080 0,814 + 0,070
Vi (nm?) 1,10 £ 0,07 3,79 £ 0,26 3,04 £ 0,29

N, 34+5 115+ 10 100 + 10

Taula 23. Parametres moleculars dels tensioactius formant agregats supramoleculars en aigua
obtinguts a partir de les corbes d’'ajust mostrades a la Figura,7@réa per molécula,.Llongitud
hidrofdbica, L: longitud hidrofilica, \: volum hidrofobic, \: volum hidrofilic i N,: nombre de
molécules d’aigua associades amb el cap polar.

A la Taula 23 es mostren valors directes de I'ajust (&, Ln, Ny) i alguns derivats dels
anteriors, com els volums de les zones hidrofiliques i hidrofobiques, obtinguts a partir
del producte de I'area molecular per la longitud correspongntl(}l respectivament).

Com pot apreciar-se, els valors d’area per moleculg ¢&le volum hidrofobic (Y pel
complex TL2 s6n comparables als del complex PL2 més una molecula de lligand.
D’altra banda, la L.del complex TL2 és coherent amb les dimensions de la molécula
obtingudes amb ChemBioDraw (0,9 nm des del metile del grup sulfonat fins I'oxigen

del carbonil més el radi de van der Waals de I'oxigen i mig de I'enllag C-S), mentre que
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el complex PL2 és lleugerament més llarg que I'esperat per ChemBioDraw (1 nm des
del metile del grup sulfonat fins un dels protons d’'un anell benzénic). El volum del
lligand i complexos determinat per SAXS es compara amb un model teoric on s’exclou
el dissolvent, de manera que en el cas del lligand els valors sén forca concordants pero
en el cas dels complexos els valors experimentals son superiors als teorics. En conjunt,
les dades posen de manifest que degut a la rigidesa i el gran volum dels complexos,
'empaquetament a la part hidrofobica de les membranes dista molt de ser compacta.

Aquestes dificultats d’empaquetament fa que les membranes presentin certa rdgositat.

4.2.1.9. ALLIBERAMENT DE CO
Assaig amb mioglobina

Els MTS estudiats en aquest treball presenten I'atom metal:-lic (Mo) coordinat a
diversos grups carbonilics, fet que fa d’aquests compostos uns bons candidats per a
alliberar CO sota determinades condicions. Tenint en compte el gran nombre de treballs
que utilitzen I'assaig amb mioglobina per a la determinacié de I'alliberament d& CO,

102, 136

es va triar aquesta técnica en un primer moment per tal d’avaluar les possibilitats

d’aquests complexos per ser emprats com a CORMs.

Aixi doncs, la capacitat d’alliberar CO dels complexos organometal-lics TL2 i PL2 es
va determinar seguint espectrofotométricament la conversié de desoxyMb a MbCO a
una concentracio final de tensioactius de 250 puM, tal i com es descriu a I'apartat 3.4.1.
El lligand L2, el qual no presenta grups carbonils a la seva estructura molecular,
s'utilitza com a control negatiu. Els resultats mostren que en preséencia d’'L2 I'espectre
de I'Mb es manté constant, posant de manifest que no es produeix alliberament de CO i
gue no es produeixen interferéncies per la preséncia dels sistemes agregats. Per contra,
en realitzar I'assaig amb els compostos TL2 i PL2 s’observa un increment al pic
corresponent a MbCO al llarg del temps (Figura 71) que indica que s’esta produint

I'alliberament de CO per part dels MTS.
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L’evolucio de I'espécie MbCO representada en funcié del temps per a cada |
complexos,Figura 71 C), ens permet extreure el valor de les seves velocitats |
d’alliberament de CO i els temps de vida mitjana, els quals es troben resumits a

25. Tots doscomplexos presenten elevats tempsvida mitjana,fet que resulta
interessant donat que el seu Us com a CORMs permetria un alliberament lent i ¢

al cos huma.

D’altra banda, es va estudiar I'habilitat dels complexos TL2 i PL2 d’alliberar (an
es troben en sistemes mixtes SPC/MTS, tant formant ats vesiculars cot
nanoagregats.Per cadgus d'agregat es v. estudiar duegelacions molars qu
proporcionaven diferents tipus d’agregats: vesicules SPC/TL2 3:1 mM/mM;
nanoagregats SPC/TL2:3 i 3:¢€ mM/mM; vesicules SPC/PL2 3:4 i 3:6 mol/mc
nanoagregats SPC/PL2 3:10 i Z mM/mM. La concentracifinal de cada tensioactiu
la solucié de Mb, al igual que a I'assaig amb complexos purs, va ser de 250 |

resultats obtinguts per cadpus d’agregat mostren la mitjana de les dues rela
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molars donat que no es van produir diferéncies significatives enti Les cinetiques
de formacio d’'MbCO i per tant, d’alliberamede CO, es mostrenla Figura 72 jun

amb els controls negatius liposomes d'SPC. Els valors obtinguts per a

corresponents velocitats inicials d’alliberament i temps de vida mitjana es recull

Taula 25.

@® Vesicules SPC/TL2 @ Vesicules PC/PL2
25 O Nanoagregats SPC/TL2 @ Nanoagregats SPC/PL2
O Liposomes SPC O Liposomes SPC
6
20 —
= =
= 15 =
- — 4 [
o @]
0 0)
= 10 B
= =
2 —
5 -
0 0 —
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Temps / min Temps / min

Figura 72. Cinétiquede formaci¢d’MbCO a 37 °C en sistemesixtes SPC/TL2 i SPC/PL2 forma
sistemes vesiculars mwanoagregats. Lconcentracio dMTS va ser 250 uM. S'utilitze liposomes
d’SPC 3mM com a control negatiu. Els pis mostren la mitjana i la desviacié standarc2).

Alliberament de CO (x10) ty,
(mol CO-mol CORM™-min™) (min)
TL2 Pur 3,86 +0,22¢ 1300 = 8-
Vesicules SPC/TL2 5,31 +0,16" 942 + 2:
Nanoagregats SPC/TL2 4,17 +0,08¢ 1199 + 3
PL2 Pur 2,22 +0,10°¢ 2253 +11.
Vesicules SPC/PL2 1,19 +0,07' 4210 + 26,
Nanoagregats SPC/PL2 1,14 + 0,08¢ 4398 + 23!

Taula 25. Velocitat d’allibeamen de CO i temps de vida mitjana dels MTS purs sistemes
mixtes SPC/TL2 i SPC/PL2 formant sistemes vesiculenanoagregats a 37 °C. La concentr

d’'MTS vaser 250 uM. Els punts mostren la mitjana i la desviacié stand>2). Els superinde
indiquen les diferéncies significatives entre mostr < 0,05).
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S’observa que el complex TL2 és, en qualsevol de les formes estudiades (pur o en
sistemes mixtes amb SPC), més rapid en l'alliberament de CO que el PL2 (Taula 25).
D’altra banda, l'alliberament de CO del complex TL2 és lleugerament més rapid en
sistemes vesiculars que en sistemes nanometrics, pero aquests darrers no son
significativament diferents del complex pur. (Taula 25). Mentre que per al complex PL2
I'alliberament dels agregats mixtes és més lent que el del complex lliure, sense que es

detectin diferéncies significatives en funcio del tipus d’agregat.

No obstant, malgrat I'assaig amb mioglobina és fins ara dels més emprats per a
determinar l'alliberament de CO en CORMSs, diverses publicacions posen en dubte
aguest metode donat que el ditionit sodic emprat com a agent reductor pot desencadenar
i/o accelerar la reaccid’ Es per aquest motiu que s’han estudiat i posat a punt métodes
alternatius per determinar I'alliberament de CO dels MTS purs i en sistemes mixtes amb
SPC.

Determinaci6 de l'alliberament de CO mitjangant FTIR

Tal com s’ha vist a l'apartat anterior, els MTS FL2, aixi com els sistemes mixtes que
formen amb fosfolipids, sén forca estables en solucié aquosa i presenten temps de vida
mitjana molt llargs. El fet de poder modular I'alliberament de CO fotoquimicament
resulta molt atractiu per a aquests compostos, per la qual cosa es va decidir estudiar les
seves possibilitats com a molecules alliberadores de monoxid de carboni activades
fotoquimicament (PhotoCORMS).

En aquest apartat s’avalua, doncs, la capacitat dels MTS de la familia L2 d’alliberar CO
en ser irradiats amb llum ultraviolada (UV) i amb llum visible. Aquesta propietat es
determina espectrofotométricament seguint els canvis a les bandes d’IR corresponents
als grups carbonils de les molécules, al mateix temps que es segueix I'evolucié a les
bandes d’absorcio a I'UV-VIS. Addicionalment, el CO alliberat es detecta amb la
mateixa técnica pero en la fase gasosa, seguint el procediment descrit als métodes
experimentals.

En un primer moment, pel que fa a la posta a punt d’'un metode per determinar I'efecte
de la radiacio UV sobre els MTS, es van considerar les tres zones amb qué es divideix
I'ultraviolat, és a dir, UVC (de 280 a 100 nm), UVB (de 315 a 280 nm) i UVA (de 400 a

315 nm). El resultats preliminars, obtinguts pel complex TL2 pur en medi aquos,
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mostren que els tres tipus de radiacio UV sOn actius i que el degraden ai
intensitat que és proporcional a la seva eneFigura 73). A partid’aguest resultat:
I'estud es va centrar només en I'efecte dels UVA (a més de la llum visible), ja q

més compatibles per al seu Us en humans que les altres zones

100 &y e UVC (254 nm)
% e UVB (312mm)
5 e UVA (365 nm)

60 . . .
Figura 73. Representacié del !

% ¢ d'area normalitzada per la bar
I centrada a 2019 ¢*, caracteristica
dels grups carbonildel complex TL2,
? en irradiar les mostre amb llum
l l l | | l l ultraviolada (UVCUVB o UVA).

% Area normalitzada
M2

40

Temps / min

A lesFigures 74 i 75 es mostren, respectival, I'evolucié dels espectres d'IR i L-
VIS en funcod del temps d’irradiacio amb UVA per a un sistema SPC/TL2 que
agregats vesiculars (SPC/TL2 30:10 mM/mM), i un sistema SPC/F nanoagregats
(SPC:PL2 3:10 mM/mM).

A) | Temps/min B) Temps / min
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Figura 74. Evolucio delsespectres (A) dR i (B) UV-VIS d’'agregats vesiculars SFTL2 30:10
mM/mM en seiirradiats amb llunUVA (Ana= 365 nm).

99



Resultats

A) | Temps/min B) L Temps / min
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Figura 75. Evoluciodels espectres (A) d'IR i (B) L-VIS de nanoagregats PC/PL:10 mM/mM
en ser irradiats ambum UVA (Apna= 365 nm).

Els espectres d'infrarg e« normalitzen amb la banda corresponent al CO del fosfo
a 1730 crit, donat que aquesta banda no es veu afectada en el d'irradiacio.
Aquest fet es va constatar en comparar I'area de la banda del CO de I'SPC
corresponent al seu griipsfat (situada al voltant de 1200 %), de maner que es va

comprovar que la relacié d’area entre les dues bandes es mantingué constal
I'exposicio a 'UVA.

A la Figura 74 A) es pot observar un canvi important a les bandes dels grups c:
dd compost TL2 centrades a 2019}, 1921 cnit i 1888 cn* com a resultat de |
pérdua de grups CO durant el procés d’irradiacio. Pel que fa al sistema SPC/PL.
irradiat amb llum UVA el seu espectre d’IR (Figura 75 mostra canvisignificatius a
les bandes dels grups carbonils corresponents al complex PL2 centrades a™ i

1937 cnt, la qual cosa posa de manifest que el complex de peronil també perd
grups CO. Cona control negatiu es van mantenir a la foscor mostres amb les m
relacions molars i concentracions que les estudiades. En aquestl’espectre d’IR e
va mantenir constant en el temps. En referéncia als espectre-VIS pels dos MTS
també s’aprecien importants canvis deguts a la irradiacio (Figura 74 B) i

No només la llum UV provocl'alliberament de CO, ja que aquésbcé: també té lloc

quan les mostres son irradiades amb llum visiFigura 76). Ara bé, tant per la llu
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UVA com per la visible, no s’observen diferéncies significatives en funcié de
d’agregat estudiat (sistemes vesiculars o nanoagregats) pel que les dades es v

de manera conjunta.

La Figura 76 mostréa variacié del percentatge d’'area normalitzada correspone
pics caracteristics dels grups carbonils per cada comp019 cm® i 2072 cm per

TL2 i PL2 respectivament. Els sistemes estudiats son: sistemes mixtes SPC/
(vesiculars) i 5:10 (nanoagregamM/mM i sistemes mixtes SPC/PL3:1 mM/mM

(vesiculars) i 3:10 (nanoagregi mM/mM. Es pot apreciar com l'allibament de CO
€s major en irradiar amb UVA que amb llum vis (Figura 76). D’altra banda, €
canvis indicats també es poden seguir a partir de la disminucié de I'absorbanci
nm, segons es mostra, per exemple, a la Figu pel cas d’agregats veslars

SPC/TL2 30:10 mM/mM irradiats amb UV

100 -@ 531 SPC/TL2 7@ ¢ SPC/PL2
(o]
g T e ‘ ! i ?D o
= * I I ® e
TE 80 — » — I
£ ¢
2 70 L b4 ®
60 [ i -
= e 365mm ¢ | o 365m R
0F e Visible | e Visible
40 =L I | | | | I | | | | | | |

0 50 100 150 200 250 300 o 50 100 150 200 250 300

Temps / min Temps / min

Figura 76. Representacidel % d'areenormalitzada d’'una banda CO caracteri: de cada complex
en irradiar amb llum UVAo llum visible (A) sistemes mixtes SPC/TL2 i (B) sistemes mi
SPC/PL2.

101



Resultats

120
@ SPC/TL6
@ SPC/PL6
100 —@gy,
@
e o
L @
= 80
c ® ®
ITe) o
N 60+ o ®
(%0
o Y @
< °
40 — ) 8
20
o L1 | | | | | |
0 50 100 15C 200 250 300
Temps / mil

Figura 77. Variaci¢ de I'absorbancia
a 275 nm d'agregats vesicul
SPC/TL2 30:10 mM/mM en st
irradiats amb llum UVA Xna= 365
nm).

D’altra banda, la literatura descriu que en ocasions els CORMs poden allib,; en

lloc de CO™® pel que és necessari determinar quin gas és el que es desp

circumstancia referida es va avaluar a través de I'espectre de v-rotacio del CO el

la fase gasosa (entre 2250 i 205(") d’una cel-la tancada on es diposita una most

qual és iradiada durant 60 minuts amb llum UVA o visible. L’espectre Ifla Figura

78 mostral’espectre caracteristic del (g en un sistema SPC/PL2 3:1 mM

(vesicular) d’'una mostra mantinguda a la foscor, una irradiadallum UVA i una

altra amb llum visible, evidenciant icop més i sense cap mena de dubte els MTS

dela familia L2 poden ser classificats com PhotoCOF
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4.2.1.10. Toxicitat

La toxicitat dels MTS de la familia Les va avaluar mitjancant @ssaig amb XT en
cultius cel-lulars de fibroblasts humalApartat 3.5.2.). La determinacié es va dt
terme afeginfii concentracions creixents dels complexos TL2 o PL2 en estat pL
sistemes mixtes SPC/MTS formant agregats vesiculars (metal-losomes)
nanoagregats mixtes SPC/MTS. Les lectures, realitzades després de 24h d'ir
amb les mostres, varoporcionar els resultats que es mostren a la Figu els quals
posen de manifest que els sistemes mixtes vesiculars sén molt menys toxics
nanoagregats o el complex pur. També es pot observar que el complex PL2 re
més nociu que el corgx TL2 quan aquests sén afegits en la seva forma pura

sistemes nanoagregats.

120 | T T12
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% Viahilitat cel-lular
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7] T 1|
i'; ij; ! — SPC
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TL2 / uM PL2 /UM

Figura 79. Percentatgele viabilitat cel-lular mitjangant I'assi amb XTT, erfibroblasts human en
funcié de la concentracié de MTS i del tipus d’agre

Per tant, els metal-losomobtinguts amb els dos complexde la familia L: no sén
toxics a la concentraciimés alta avaluada, 1000 pM, amhblors de viabilita
comparables als causats per liposomes composats unicament per SF
metal-losomes, per tant, son entre 10 i 20 vegades menys toxics que els sistem

de nanoagregats o que el corresponent cot pur.
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4.2.1.11. Microscopia d'infraroig per transformada de Fourier (u-FTIR: Micro-

Fourier Transform Infrared Spectroscopy)

En aquest apartat s’avalua la capacitat dels sistemes mixtes SPC/TL2 o SPC/PL2

d’interaccionar amb sistemes biologics.

Les cel-lules es van incubar sobre finestres d’IR amb sistemes vesiculars d’'SPC/TL2
30:10 mM/mM, nanoagregats d’'SPC/TL2 5:10 mM/mM, metal-losomes d’'SPC/PL2
30:10 mM/mM, i nanoagregats d'SPC/PL2 3:10 mM/mM durant 12 h. Les
concentracions finals de complex als tractaments van ser 250 i 1000 uM pel compost
TL2,i1100i 1000 uM en el cas del PL2.

Les finestres d’IR amb les cél-lules tractades i fixades es van analitzar amb p-FTIR amb
llum sincrotr6 com a font de radiacié a la linia MIRAS del sincrotr6 ALBA, a
Cerdanyola del Valles, amb la col-laboracié de la Dra. Nuria Benseny. Les bandes
vibracionals caracteristiques dels grups carbonils dels MTS es van detectar clarament en
alguns tractaments donat que apareixen a una zona ben separada de les bandes
corresponents a estructura cel-lular. Va ser possible detectar-les a la concentracié
d’'incubacié més alta per tots dos compostos (1000 uM) i en qualsevol dels sistemes
estudiats (metal-losomes o0 nanoagregats), mentre que es van detectar amb menor
frequéncia en el cas de les incubacions realitzades a una concentracié de TL2 250 uM
en metal-losomes. La detecci6 de les bandes posa en evidéncia la presencia de
complexos a les cél-lules. A la Figura 80 es mostra la mitjana d’alguns espectres
enregistrats on s’observen bandes d’absorcié a I'IR propies dels complexos. Els
espectres van ser normalitzats pel maxim d’absorcié de proteina a la banda de a I'amida
| centrada a 1654 ¢
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Figura 80. Espectres’IR dels culius cel-lulars de fibroblasts humans fixats després d’in-los
amb diversos sistemes agregats. Grinserit: ampliaci6 ded regié on apareixen les bant
vibracionals dels grups carbonils dels complexos TL2 i

Analisis estadistic de les bandes més relleva

Amb l'objectiu de realitzar I'analisi estadistie les dades obtingudes, els espe(
d’'IR sén tractats per regions. Les assignacions de les bandes d’absorcié
corresponents a components cel-lulars son ben conegudes. Generalment, es c«
zonacorresponents als lipids, les cadenes hirbonades dels quals absorbeixen €
2700 i 3000 cnf, i una altra zona que rep el nom Fingerprint, corresponel a
proteinesfosfats, DNA i sucres, amb les bandes localitzades entre 1800 i 1%,
zona que també daninformaciéo sobre [l'oxidacié lidica (bada centrada
aproximadament 1739 ¢hn Ara bé, en el present treball s’han expand dues zones
indicades, de manera que la dels lipids s’ha ampliat fins a 317, donat que entr
3150 i 3000 cnt es detecten, en alguns espectres, baprobablement degudes
productes de descomposicié dels complexos. | pel que fa a leFingerprint, es va
ampliar lleugerament, situela entre 2100 i 1300 cfn D’aquesta manera s'inclous

també les bandes vibracionals dels grups carbonils dels ccos.

Aquestegegions es normalitzerespecte la banda de I'amida | (1654™) a partir de la

segona derivada dels espectres originals i es comparen en funcio del tractament
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les cel-lules. Ld&igura 81 mostra I segones derivades de la mitjarels espectres per
cada tractament (control, liposomes |1 agregats vesiculars o micel-lars

concentracions diferentainb e complex TL2.

A) 10, T ;

= 05 B)

2 oo

< 05 it "’?\ﬂ*
1.0 i

3000 2870 2000 1800 1800 1400 1850 1980 1850
1 Nambre d'ona {( cm’’
Nombre d'ona ( cm ) :

Figura 81. A) Espectreormalitzats de la segona derivada de la mitdels espectres de cult
cel-lulars sense tractar, tractats amb liposomes, ocomplex TL2 en diferent condicions. B)
Ampliacié de la zona on apareixes les bandes del grups carbonils del compl

L’analisi estadisticde les dades efa, doncs,per regions mitjancanPrincipal
Component Analysi®®CA) (Figures 82-84 per TL2 i Figura & per IL2). Els grafics
permeten detectar clardiferéncies entre les cél-lules sense tractament i les tra
amb qualsevol dels compostos, essent aquests canvis evidents per e

concentraomns de complex meés eleva.
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Figura 82. Analisi estadistia (PCA) de la regi6é del lipid 1 dels espectres enregistrats amb dif
tipus de tractament amb el complex2.
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Figura 83. Analisi estadistica (PCA) de la regi6 del lipid 2 dels espectres enregistrats amb ¢
tipus de tractament amb el complex T

@ Cels ® TLZ Mic 250
® TLZ Mic 1000 TLZ Ves 250
® TILZ2Ves1000 @ TL2Pur250
Lipos
0.2 4
2 ¢ PLIE 7Y
5 e
g S
0.2 . .
0.4
0.4 0.2 0.2 0.4

[
PC-1 (28%)

o

YA \ V\A I /f Wi

.2
2091 1997 1899 1821 1702 16041 1508 14109

X-variables (PC-1) (?8%)

0.2
2094 1997 1829 1301 1702 1604 1508 1409
X-variables (PC-2) (15%)]

Figura 84. Analisi estadistica (PCA) de la re: fingerprintdels espectres enregistrats amb difer
tipus de tractament amb el complex T
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Figura 85. Analisi estadistica (PCA) de la regi6 del lipid 1 dels espectres enregistrats amb ¢
tipus de tractament amb el complex F
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Figura 86. Analisi estadistica (PCA) de la regi6 del lipid 2 dels eres enregistrats amb diferel
tipus de tractament amb el complex F
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Figura 87. Analisi estadistic (PCA) de la re( fingerprint dels espectres enregistrats amb difer
tipus de tractament amb el complex F

L’estudi de PCA, permendentificarles diferéncies entre els diferents grups d’espe
i, un cop identificade$es bandes que les origir, aquelles queresenten rellevanc
biologica s’estudien amb més detall. Les bandes corresponents a estructura c
que es veuen afextes sén-CHs del lipids (~ 2962 cif), -CH, dels lipids (~ 292 cmi
1), aldehid (~ 1739 cil) per estimar I'oxidacio lipidic, i I'amida | (~ 1654 ci?) de les
proteines. Bl complex TL2 s’estudien les bandes del CO central922 i 202 cm?,
mentre quedel complex PL la banda a 1943 i ¢ A partir de les intensitats de
segona derivada eslculer els quocients seguents: a) lEndes corresponentls CO
dels MTS normalitzadegntre la banda de I'amida I, que s’empper detectar la
presencia del complex; lmanda de I'aldehid frorla corresponent alsCH,, que avalua
I'oxidacié lipidica; | finalment la relacié lipid/proteina. Els resultats es mostre
BoxPlot de la Figura 8&¢mplex TLZ) i 89 (complex PL2).
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Figura 88. BoxPlot corresponents a lincubacions amb TL2. Les relacions entre les ba
més rellevants corresponen a: A) Relacié entre la banda del complex TL2 i 'amida I; B)
entre la banda aldehid i e~CH,, i C) Relacio entre la banda amida | i «CH,. * Valors
significativamenm diferents respecte el control< 0.01).
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Figura 89. BoxPlot corresponents a les incubacions amb PL2. Les relacions entre les
més rellevants corresponen a: A) Relacio entre la banda del complex TL2 i I'amid:
Relacié entre la banda aldeti els —CH, i C) Relacié entre la banda amida | i —CH,. *
Valors significativament diferents respecte el contr«< 0.01)

109



Resultats

Els grafics del PCA ens donen una idea qualitativa de la diferéncia que hi ha entre els
espectres en funcio del tractament. S’observa que als PCA de les regions de lipid 1 i
lipid 2 els espectres corresponents a cel-lules tractades amb qualsevol de les condicions
estudiades es troben lleugerament separats dels corresponents al control de cél-lules
sense tractar, allunyant-se més aquells on la concentracié de complex és més alta. Al
PCA del fingerprint del complex TL2 (Figura 84) hi ha dos grups que es troben
marcadament separat®uliers) que corresponen als tractaments amb SPC/TL2
vesicular a 250 i 1000 uM. El Box Plot de la Figura 88 ens permet avaluar de forma
més quantitativa aquest efecte. La relacié entre les bandes 1922/1654 ens indica la
presencia del complex a les ceél-lules, on es pot apreciar que I'efecte €s major a la
concentracid més alta. La relacio entre les bandes 1741/2921 ens indica I'oxidacio
lipidica deguda probablement a processos d’estres oxidatiu per la preséncia del
complex, fenomen que el cas del complex TL2 no resulta gaire significatiu. | en
referencia al quocient 11654/12921, el seu decrement indicaria una major presencia de

lipid a le cél-lules a consequiéncia de la internalitzacio dels metal-losomes i/o micel-les.

Pel que fa al complex PL2, el PCA de la refy@erprint mostra també dos grups que

se separen, corresponents a sistemes vesiculars i micel-lars a concentracié 1000 puM.
L’analisi del Box Plot ens indica la presencia de complexos (Figura 89 A)) i oxidacio
lipidica (Figura 89 B)) a les concentracions més altes. La disminucié del quocient
11654/12921 tornaria a indicar un increment de la quantitat de lipids amb cadenes
hidrocarbonades dins les cel-lules. D’altra banda, alguns espectres corresponents a
cél-lules tractades amb SPC/PL2 vesicular mostraven bandes centrades a 3@ cm

podrien correspondre a productes de descomposicio.
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