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4.22. COMPOSTOS DE LA FAMILIA L6 (FL6)
4.2.21. DETERMINACIO DE LA CMC

En aquest apartat s’estudien propietats d’agregéat dels tensioactiusL6. La cmc de
cada un dels compostos determina, tal i com s’ha detallat pels compc FL2,
mitjancant I'analisi dels espectres de fluorescéncia en diluir paulatinament susp
d’aquests tensioactiusa Figura 90 mostra els espectres dels t@spostos (lligan
L6, tetracarbonil TL6 i pentacarbonil PL6 diferents concentracions i la rela

d’intensitats normalitzada entre les bandes que presenten més variacié en
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Figura 90. Espectregle fluorescéncia normalitzi dels compostos FL6: A) Lligand Lie,. = 250
nm; B) Complex TL6,Aex. = 305 nm; C) Complex PL6}e = 305 nm. D) Relacié d’intensita
normalitzada referideal valor maxin (L6: 1330/1464, TL6 i PL6: 1396/1466) en funci6 de
concentracié de tensioactilEls pints mostren la mitjana i la desviacié standare3).
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Les longituds d’ona d’excitacio i la relacid d’intensitats emprades en la determinacio
d’aquest parametre per cada un dels compostos es detallen a la Taula 25, on també
s'inclouen els valors de cmc obtinguts amb aquesta tecnica alhora que es comparen amb

els determinats anteriorment mitjancant tensiomé&tria’

Relacié cmc (mM) cmc (mM)
hexc/ NM ) ) ) ) )
d’intensitats Fluorescéncia Tensiometria
L6 250 1330/ 1464 4,3 4,0
TL6 305 1396 / 1466 1,2 0,8
PL6 305 1396 / 1466 1,6 1,2

Taula 25. Longitud d’ona d’excitacid, maxims d’emissié triats per la relacié d’intensitats i cmc dels
compostos FL6 obtinguda mitjancant fluorescencia i tensiometria.

Com pot apreciar-se a la Figura 90 D), el quocient d’intensitats obtingut per al lligand
L6 mostra un canvi brusc de pendent en arribar a una concentracié de 4,3 mM, en el cas
del complex TL2 la transicié es produeix a més baixa concentracio, al voltant de 1,2
mM, mentre que el complex PL2 presenta aquest punt a una concentracié d'1,6 mM.
Les cmc determinades mitjancant fluorescéncia presenten valors lleugerament superiors

als determinats mitjancant tensiometria.

4.2.2.2. PROPIETATS TENSIOACTIVES. SOLUBILITZACIO DE LIPOSOMES

Aquest apartat descriu la capacitat dels compostos FL6 per solubilitzar liposomes

d’'SPC. Els resultats obtinguts mitjanc&itS i turbidimetria (Figura 91) mostren que

en afegir els compostos L6 o PL6, fins i tot a concentracions superiors a la seva cmc, la
mida dels liposomes es manté durant més de 72 h i no s’observen canvis en el valor
d’absorbancia a 600 nm. Per contra, el complex TL6, que té dues cadenes

hidrocabonades amb 6 atoms de carboni, és capa¢ de solubilitzar els liposomes a
concentracions superiors a la seva cmc en tant sols 3 h, obtenint-se sistemes
nanoagregats mixtes entre les concentracions de 4 i 6 mM de complex. Per sobre
d’aquesta concentracié es detecten agregats de mida micrométrica. En les mesures
d’'absorbancia s'observa el mateix efecte: el valor d’absorbancia és minim entre 4 i 6

mM de TL6 i augmenta bruscament per sobre de 6 mM. Els resultats posen de manifest

que tant el lligand L6 com el complex PL6 sOn tensioactius febles donat que els
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liposomes no son solubilitzats a concentracions de tensioactiu molt superiors a

cmc, a diferencia del complex TL6, que si aconsegueix la seva solubili
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Figura 91. Diametremitja de les mescles de liposomes (SPC 3 mM final) amb concentr.
creixents de compostos FLLes fletxes indiquen la cmc de cada comp@stfic inserit: densite
optica a 600 nEls punt mostren la mitjana i la desviacié standai>3).

4.2.23. DETERMINACIO DE LA MIDA DAGREGATS MITJANCANT
ESPECTROSCOPIA DEDLS

Les dades obtingudes per a la determinacié mitjancant DLS de la mida d’agrec
purs com sistemasixtes amb SPC obtinguts a partir de films, es presenten a la
92. Els compostopurs en solucio aquosa formen agreccompatibles amb estructur
vesculars, la mida dels quals és independent de la concentracié. Amb el llige
s’obtenen agregats d’entre 200 i 400 nm de diametre, mentre que els complexc
PL6 formen agregats de mida micrométrica. D’altra banda, com es pot aprec
aquesta familia de compostos el tipus d’agregat del sistema mixt o en funcié de
la concentracio de tensioactiu varia significativament d’un compost a un altre
dorcs, pel lligand L6 s’observa que inicialment, en l'interval de concentracions er
8 mM de compost, el diametre dels sistemes mixtes es manté al voltanmicra, un
valor superior al detectat f dispersions de lligand pur en aigua (~-500 nm). Tot
seguit es produeix uranvi drastic, de manera que en arribar a un valor de concel

de 10 mM només es detecten nanoagre
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Pel que fa al compost TL6, el diametre dels agregats obtinguts decreix rapidament i
progressiva en augmentar la concentracié de complex, tal i com s’havia vist pels
compostos de cadena més curta a I'apartat 4.1.2.3., fins a arribar a un punt on es formen
nanoagregats (relacions molars SPC/TL6 entre 3:3 i 3:4 mM/mM). Per sobre de 4 mM
de complex és tornen a obtenir agregats micrometrics, amb diametres molt similars als

obtinguts per als sistemes formats per TL6 pur.

Finalment, la mida dels agregats dels sistemes mixtes SPC/PL6 es manté constant tot i
augmentar la concentracié de tensioactiu, presentant dues poblacions. Al voltant del 80
% dels agregats SPC/PL6 presenten diametres propers a la micra, mentre que la mida
del 20 % restant és, aproximadament, de 100 nm, al igual que els agregats formats
Gnicament per complex PL6 pur, en el que també es detecten les mateixes poblacions
amb proporcions similars. A la dreta de la Figura 92 es pot apreciar com el seguiment
de l'absorbancia a 600 nm dels sistemes mixtes SPC/tensioactiu mostra la mateixa
tendéncia que el diametre mitja d’aquests agregats en funcié de la concentracio.
L’absorbancia decreix abruptament ja amb la menor quantitat de tensioactiu emprada
(SPCltensioactiu 3:1 mM/mM), fet que posa de manifest la seva incorporacio a la
membrana. Als sistemes mixtes SPC/PL6 el valor d’absorbancia augmenta lleugerament
tot i que el diametre mitja es manté constant, aquest fet és degut a I'absorbancia propia
del complex, com es pot veure al grafic inserit. Pel que fa a la mida, tots els sistemes es
mantenen estables durant més de 15 dies. Finalment, en addicionar Triton X-100 a

concentracié de solubilitzacié (concentracio final 10 mM) s’obtenen micel-les mixtes.

Els estudis d’estabilitat en funcio de la dilucié pels diferents tipus d’agregats obtinguts
per sistemes mixtes d’'SPC amb els compostos d’aquesta familia, representats a la
Figura 93, mostren que els agregats mixtes SPC/L6 o SPC/TL6, ja siguin sistemes
vesiculars o nanoagregats, son estables en diluir-los dos ordres de magnitud. Pel que fa
al complex PL6 (que en el rang estudiat no mostra l'existencia de sistemes
nanoagregats), els sistemes vesiculars on la proporcié d’'SPC és superior a la de
tensioactiu és mantenen estables. En canvi, la mida dels agregats vesiculars amb elevada
proporci6 de complex, amb una relaci6 SPC/PL6 3:10 mM/mM o major d'MTS,
(indicats com PL6 Ves*) disminueix progressivament en ser diluits, passant d'un
diametre mitja inicial d’'uns 700 nm fins a arribar a tenir una mida al voltant dels 250

nm.
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Figura 92. Distribucié de mida de poblacions (la mida del cercle indica el percentatge dt
poblacio), diametre mitja i valor d’absorbancia a 600 nm per sistemes mixtes SPC/tensio
funcié de la concentracié @omposos FL6. La concentracid 8PC és 3 mM en tots €casos. Grafic
inserit: absorbancia del complex PL6 pur (I'eix de coordenades es correspon amb el de la fig
gué es troba inserit). Els punts stren la mitjana i la desviacié standard-@).
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Figura 93. Mida dels agregats obtinguts en diluir sistemes mixtes SPC/tensioactiu en funci
concentracié normalitzada. La composicié inicial dels sistemes és la seguent: SPC/L6 V
mM/mM; SPC/TL6 Ves, 36:12 mM/mM; PC/PL6 Ves, 36:12 mM/mM; SPC/L6 Mic, 1,¢
mM/mM; SPC/TL6 Mic, 12:12 mM/mM i SPC/PL6 Ves*, 3,6:12 mM/mMIs punt mostren |
mitjana i la desviaci6 standard>2).

4.2.24. VISUALITZACIO D’AGREGATS MITJANCANT
CRIOMICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISSIO ( Cryo-TEM)

Les imatges corresponents als agregats dels compostoFL6, obtingudes a ur
concentracié superior a la seva cmc, es mostrenFigura 94. S’obsen que a les
dispersions de lligand6 hi habasicanent vesicules unilamel-lars de mida gran,

diametres que varien entre els 200 nm i 1 um, fe coincideix am els valors
obtinguts mitjancant DLS. Pel que fa al complex TL6, el nombre d’agregats pel
de visi0 va ser molt petit i seva deteccidho va resultar facil. Les fotografi
obtingudes basicament mostren petites vesicules unilamel-lars entre 30 i 10(
diametre, tot i que també podiapreciarse fragments de membranes que poc
correspondre a vesicules micrometriques. Aquests rts son totalment contraris ¢
obtinguts amb DLS, on només es detecten agregats de I'ordre de micres. Ars
tenir en compte que si els agregats presents a la mostra son molt grans, pod:

retinguts al paper de filtre en el procésblotting duant la preparacio de la reixe

Finalment, pel que fa al complex PL6, a les imatges es poden visualitzar a
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MVVs amb diametresnajoritariament situats al voltant de 800 nm, resultats coh
amb les dades de DLS.

TL6

Figura 94. Fotografies deryc-TEM dels agregats dels compostos FL6 puraigua. Concetracio:
ligand L6 50 mM; complex TL6 20 mM; i complex PL6 mM.

Pel que fa als sistemesixtes SPC/MT. d’aquesta familia de compostos, les fotogre
dels agregats d’'SPC amb el complex TL6 a baixes concentracions (relacié SPC/
mM/mM) presenterdiversos tipus d'agregats. Es poden distingir MVVs de diam
micrométrics aixi com vesicules unilamel-lars de mida variada entre 100 i 8(
alguns dels quals presenten forma el-lipsoidal, resultats que es corresponen
diametres obtinguts per DL{Figura 95). D’altra banda, en augmentar la concent
fins a um relaci6 equimolar SPC/TL6, s’observen agregats nanomeétrics, cc
d’esperar tenint en compte les dades de diametre determinades a I'apartat < les
fotografies decryo-TEM d’aquest sistema mixt es detecten estructures circulars
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15-20 nm dediametre i estructures lineals de la mateixa mida (veieu ampliaci
Figura 95),que podriecorrespondre a sistemes bicel-lars. Tot i aixi, també és pc
visualitzar alguna vesicula petita d’aproximadament 5(

|SPC| =3 mM
[TL6] =1 mM

|SPC| =3 mM
[TL6] =3 mM

Figura 95. Fotografies deryc-TEM dels agregats de sistemes mixtes SPC/TL6 en aigua. A le
es presenta una ampliaci6 on es poden visualestructures compatibles amkt preséncia de
sistemes bicel-lars.

Els sistemes mixtes SPC/TL6 a elevades concentracions de complex (relacié S
3:10 mM/mM) tambévan ser estudiats mitjancant c-TEM. Tot i aix0, malgre els
esforcos dedicats, no va ser possible detectar cap tipus d’estructura amb aquest
proballement degut als elevats valors de diametre que presenten. La circun
referida es va poder escatir mitjan« microscopia optica. Aa Figura 96 € mostren
algunes imatges d’'aquest sistemixt, que formaagregats amb formes tubulars i
mida molt gan, superior al limit de detecci6 de I'aparell DLS i que deuen st

eliminades de les preparacions de microscopia durblotting.

[SPC] =3 mM
[TL6] = 10 mM

Figura 96. Fotografies de microscopia optica dels agregats de sistemes mixtes SPC/TI
mM/mM en aigualmatges obtingudel'lQAC-CSIC en col-laboracié aml Br. Ramon Pon
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Finalment, els sistemesixtes SPC/PL6 que mitjancant DLS no mostraven can
mida en incrementar lgquantitat d’'MTS, situar-se al voltant d’'una micra de diame

es poden visualitzar a les fotografies presentadesFigura 97.A les imatges de
sistema SPC/PL6 3:mM/mM s’observe basicament agregats micrométrics MV
alguns dels qua amb una quantitat molt elevada de petites vesicules al seu ir
També es detecta alguna MLV. En augmentar la concentracié de complex fin:
proporcié SPC/PL&:10 mM/mM e continuen observant sistemes MVde mida gran
tot i que les bicapes djaests agregats presenten certes deformacions i les most

més opaques i originen imatges més fosi

[SPC] =3 mM
[PL6] = 6 mM

[SPC] =3 mM
[PL6] = 10 mM

Figura 97. Fotografies deryc-TEM dels agregats déstemes mixtes SPC/PL6 en aic

4.2.25. PERMEABILITAT DELS AGREGATS MIXTES SPC/MTS

La Figura 98 mostra etgsultats dels estudis de permeabia la piranina dels sistem
mixtes formats per SPC i els tensioactius FL6. En tots els casos, en augm
proporcié de compost els agregesdevenen més permeables, podanhanifest que |
insercié dels tensioactius a la membrana lipidica alte seves propietats. Els sisten
mixtes SPC/L6 amb relacié molar 3:4 perden al voltant del 30 % del seu coen 6
h, mentre que els sistemmsxtes SPC/TL6 3:2 mM/mM i SPC/PL6 3:3 mM/mM te

una pérdua de fluorescéncia 80 % en el mateix temps.
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La quantificacio de la permeabilitat dels agregats es porta a terme a partir del \
ty» calculatper interpolacié amb les dac experimentals (Figures 98 i 99) seguini
procediment descrit a I'apartat 4.2.1.5. pels comp FL2.
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Figura 98. Graficsde permeabilitat dels agregats mixtes SPC/compFL6. La concentracié SPC
€s 3 mM en tots els casos. Els punt mostren la mitjana i la desviaci6 star>2).
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Figura 99. Representacions doble aritmiques emprades per obtenir g en el sistemes poc
permeables a la piranina. La llegenda és la mateixa que la de la Figura 98. mostren la mitjana
i la desviaci6 standard &2).

La comparacio delst (Figura 100) indic que l'alteracio de les propietats barrera d

membrana fosfolipidica té lloc en el seguent ordre: TL2 > PL2 >
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Figura 100. Representacidlels 1, en funcié de la concémacié de tensioactiu en sistemes mi»
SPCltensioactiu FL6. A la taula es mostren els valory, obtinguts amb les diferents formulacic

4.2.2.6. VOLUM ENCAPSULAT DELS AGREGATS MIXTES SPC/MTS

Els resultats obtinguts per a la determinacié de volum encapsulat per als sisteme
SPCltensioactius FL6 es mostren aFigura 101. Pema qualsevol dels compost
d’aquesta familia, els sistemes mixtes a babncentracid presenten un major vol
encapsulat que els liposomes purs d’'SPC, fet que pot ser explicat per la nantitat
de bicapes dels agregats mixtes en comparacié amb liposomes MLVs. El maxin
encapsulat per als sistemes mixtes és 2,4 +solucié/mol lipid pels sistemes SPC/
3:1 mM/mM; 2,8 + 0,1 | solucié/mol pid pels sistemes SPC/TL6 3:1 mM/r; i 2,4 +
0,51 solucio/mol lipid pels sistemePC/PL6 3:0,5 mM/mM.

A partir d’aquest valor maxim, en augmentar la concentracié de composolum
encapsulat disminueix fins a arribar a un valor critic a partir de la qual és z
ligand L6 mostra aquest limit a una concentr de 8 mM, valor coherent amb «
resultats de DLS, donajue a partir d’aquest punt Unicament es detecten sis
nanometrics. En el cas del complex TL6, el volum encapsulat ezero a partir d'un:
concentraci6 de 3 mM, valor a partir del qual, com s’ha vist, primer s’ob
nanoagragats i, posteriorment, agregats micrometics que fa al complex PL6 no

detecta volum encapsulat a partir de la concentracié 6 mM de co

Cal destacar que als sistemes mixtes SPC/TL6 | SPC/PL6 amb elevades conce
de complex no es detecta volum encapsulat tot i que les mesures mitjancant O

imatges de cryo-TEMgsen de manifest la presende sistemes de mida gr
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Figura 101. Volum en@psulat dels agregats mixtes formats per SPC i compL6. La
concentracié d’SPC ésBM en tots els casos. Els ps mostren la mitjana i la desviacio standarc
>2).

4.2.2.7. POTENCIAL Z

Els valorsde potencial Z determirs per als sistemes mixt&PC/tensioactius L6
(Figura 102), al iguadjue els seus compostos homolegs dena més curteesdevenen
més negatius que el dels liposomes p-18 mV), un comportament logic si es té

compte la carrega negativa del grup sulfonat dels tensio

Com s’observa, es detecten canvis de tendéncia als valors de potencial Z ere la
concentracié dels tensioactius, canvis que poden rela-se amb el tipus d’agreg
present a cada mostra. Aixi doncs, als sistemes mixtes SPC/L6 s’aprecia una t
decreixent del potencial fins a arribar a un valo-53 mV a una concentrac d’'L6 6
mM. A partir d'aquest punt, on comencen a for-se nanoagregats, el potencial c

lleugerament.

Al complex TL6, el valor de potencial és mini-60 mV) a la concentracio més ba
avaluada i creix gradualme¢ en augmentar la concentracié de pten fins a arribar

un valor propeal del complex pur a una concentracié de 10 (-34 mV)
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Figura 102. Potencial Z dels agregats mixtes formats per SPC i compostos FL6. La conct
d’'SPC és 3 mM etots els casos. Els pismostren la mitjana i la desviacié standare2).

Finalment, elpotencial Z dels sistemes mix SPQPL6 no mostra canvis a partir (
primer valor minim assolit, situe-se a un valor d’'uns -65 m\§ue és també el d

potencial del complex pur a una concentracié de 10

4.2.28. ALLIBERAMENT DE CO
Assaig amb mioglobina

L’alliberament de CO per part del lligand L6 i dels MTS TL6 i s’estudia mitjangar
'assaig amb mioglobinaescrit als métodes experimentals, amb una concentrau
tensioactius de 250 uM. El lligand L6 va ser emprat com a control negatiu ja

presenta grups carbonil a la seva estruc

La Figura 103 mostra I'evoluc de l'espectre deMb durant la sev conversio de
DesoxyMb a MbCO, en afegir els complexos carbonilics, aixi com la cil
d’alliberament de CO. Els resultats indiquen que els MTS FL6 presenten te vida

mitjana molt llargs, donat que la concentracié de MbCO no arriba a 20 uM pe3 h

des de I'addici6 dels MT¢

El mateix tipus d’assaig va ser emprat per a estudiar I'habilitat dels complexos
PL6 d'alliberar CO quan es troben en sistemes mixtes SPC/MTS, tant formant

vesiculars com nanoagregats (micel-les i/o bice.
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Conseguientment, els sistemes estudiats han vesicules BC/TLE 3:1 mM/mM;
nanoagregats SPC/TLB3 nM/mM; vesicules SPC/PL6 B:mM/mM i vesicules amb
elevat contingut de complex (Ve SPC/PL6 3:10 ml/mM. La concentraci final de
cada tensioactiu & solucié d’'Mb, ¢ igual que a I'assaig amb complexos purs, ve
de 250 uM.Les cinetiquede formacio d’'MbCO, i petant, d’alliberamende CO, es

mostren a ldigura 104 jur amb els controls negatius li{gosomes d’SP(

Dels resultats obtingutss pot concloure que els MTS de la familia L6, tant en forn
monomer (sistemes purs) com forn agregats mixtes amb fosfolipids en solt
aquosajtenen la capacitat d'alliberar monoxid de carboni, presentant temps d
mitjana llargs. D’altra ban, tant als sistemes purs com als mixesspot observar gt

el complex tetracarbonilic allibera CO més rapidament que el complex pentaca
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Figura 104. Cinetiques deformacié d’'MbCC en sistemes mixtes SPC/TL6SPC/PL6 formant
sistemes vesiculars o nancegats. S'utilitzen liposomes d”& 3 mM com a control negatiu. |
concentracié de MT8a ser 250 uM. Els pts mostren la mitjana i la desviacié standarc2).

Determinaci6 de l'alliberament de CO mitjangant FT-IR

En aquest apartat s’eslia el potencial dels sistemmixtes SPC/MTS FL per a ser
emprats com a photoCORMs. Aguesta propietat s’avalua mitjancant irradiacioé
diferents formulacions amb llUUVA, a 365 nm, i visible, analitzarste posteriormen
els canvis produits a ldmndes d’'IR corresponents al grups carbonils dels comp

alhora que s’observa I'evolucio de les bandes a I'espect-VIS.

A lesFigures 105 i 106 es mostra, respectivament, I'evolucié dels espectres d’l-
VIS en funcié del temps d’irradiacié | a un sistema SPC/TL6 de nanoagre
(SPC/TL6 10:10 mM/mM), i un sistema SPC/PL6 vesicular (SPC/PL6 30:10 mM

Tal i com es pot apreciar a la Figura 105 A), el con TL6 presenta canvi
significatius a les bandes corresponents als grups carbortrades £2017 cni, 1918
cm® i 1898 cni. Pel que faal complex PL6, es produeixen canvis a les ba
centrades a 2070 ¢hi 1941 cn™ (Figura 106 A). Els espectres dels sistemes m
mantinguts a la foscor, emprats com a control negatiu, no varar canvis durant 5 |
posant de manifest que els complexos son estables en solucié aquosa, com

durant aquest periode de temps. A les Figures 105 B) i 106 B) s’aprecien els ce

espectres d’UWIS durant el procés d’irradiacié de les mos
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Figura 106. Evolucié delsespectre (A) d’'IR i (B) UV-VIS d'agregats vesiculars SPC/PL6 30
mM/mM en ser irradiats amb llum UVA,5= 365 nm).

L’alliberament de CO per part dels MTS d’aquesta familia té lloc també en irrac
mostres amb llum visible. En no tro-se diferéncies apreciables entre els difer
tipus d’agregats @siculars o nanometrics) les dades s’han tractat de conjunta. La
Figura 107 mostra la variacio del percentatge d’'area normalitzada corresponent
més caracteristics dels grups carbonils per cada complex: 2(* i 2070 cm per
TL6 i PL6 repectivament. Els sistemes estudiats son: sistemes mixtes SPC/T
(vesiculars) i 3:3 (nanoagregats) mM/mM (Figura 107 A)) i sistemes mixtes SP

3:1 mM/mM (vesiculars) i 3:10 (vesiculars (ves*)) mM/mM (Figura 107 B)), irra
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amb llum UVA o amb llm visible. Es pot apreciar com l'alliberament de CO, tot i1

lloc en tots dos caspés major en irradiar amb U\
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Figura 107.Representac del % d’'area normalitzada per la banda més caracteristica de cada ¢
en irradiar amtlum UVA o llum visible (A) sistemes mixtes PC/TL6 i (B) sistemes mixtes P6.

En relacio als espectres VIS, elscanvis observats es poden avaluar a | de la

disminucié de l'absdbancia a 275 nm. A liFigura 108 esmostra la variaci per
nanoagregats SPC/TL6 10:10 mM/mM i egats vesiculars SPC/PL6 30:10 mM/1,

en ser irradiats amb UVAS pot observar com el valor d’absorbancia decreix meés

cas del complex tetracarboni d’acord amb els resultats mitjancant FTIR

mostraven un alliberament de (més rapid per part d’aquest compost.

Abs 275 nm normalitzada (%)

® SPC/TLG
100 -@ @ SPC/PL6
@
80 — @
o ©
60 |— .. o
® ® e
. @ ® . o o
40— . Figura 108. Variacioé de labsorbancia
® ® 275 nm €xpressada en percenta
20 |- respecte el valor iniciale nanoagrega
SPC/TL6 10:10 mM/mM i agregats
o L | | \ \ \ \ vesiculars SPC/PL6 30:10 mM/mlen
0 50 100 150 200 250 300 ser irradiats ambum UVA (A= 365 nm)
Temps / min
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4.2.2.9. TOXICITAT

Els resultats de I'assaig amb XTT per als MTS FL6 es mostrenFigura 109.
S’observaque els metal-losomes obtinguts amb TL6 o PLpresenten toxicitat a ¢
concentraci6 dins I'ampli rang avaluat -1000 pM). Per contra, el complex TL6, llic
o formant nanoagregats, resulta nociu a partir de concentracié 100 uM i el ¢
PL6, lliure o0 en sistemes vesiculars amb elevada proporcié mplex, ves*,
(SPC/PL63:10 mM/mM) és métoxic el TL6, ambuna concentracié maxima no tox
de 50 uM.

200
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"
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Figura 109. Percentatgde viabilitat cel- lular mitjancant I'assaig amb XTT fibroblasts human en
funcié de laconcentracio d'MT. i del tipus d’agregat. Les barremstren la mitjana i la desviac
standard (>4).

4.2.2.10. PREPARACIO DE SISTEMES MIXTES SPC/MTS MITJANCANT
TECNIQ UES DE MICROFLUIDICA

El principal objecte de I'estaca la universitat d’Strathclyde Glasgoy, ha estat aplicar
metodologiedasades en la microfluid per tal de preparar agregaibrids SPC/MT,
en concret els complexos TL6 i F. A partir de les rgmstes a les combinacions
factors detallades a l'apartat 3.3 de materials i métodes, s’han obtingut
corresponents superficies ajustades als parametres significatius d’'un model pc
complet de segon ordre (Figures -114 i Taules 26-35).

Els valors de la mida dels liposomes formats per SPC (sense cap MTS) mit
técniques de microfluidica en variar les condicions de flux total de dissolvents, Ti

relacio entre els dos medis liquids (dissolvent organic i aigua), FRR, es mosa
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taula 26 i 27 pel cas del metanol i etanol respectivament. A la Figura 110 A), que
correspon al resultat obtingut quan el dissolvent organic emprat és el MeOH, s’observa
qgue I'unic factor significatiu és la proporcions fase organica/fase aquosa (FRR), de
manera que entre els valors 1 i 5 el diametre dels liposomes varia entre els 45 nm i 19
nm respectivament. En canvi, quan el dissolvent organic és I'EtOH (Figura 110 B))
s’obtenen liposomes amb mides situades entre els 800 i 1000 nm per a una FRR 1,
mentre que en augmentar la proporci6 de fase aquosa el seu diametre decreix
bruscament fins a arribar a valor minim situat entre els 30-50 nm per un FRR 5. En
alguns punts d’aquesta zona, I'ajust matematic de la superficie proporciona valors

negatius, fet pel qual en ells la superficie s’ha forcat al valor minim experimental

obtingut.
MeOH Diametre mitja (% volum) (nm)
TFR (ml / min)
2 6 10 14 18
44,7 £ 16,7
30,7 + 3,29 27,6 £ 0,08
30,7 £2,98 27,8 + 6,38 31,0+ 16,0
24,3+4,64 18,3+ 0,74
18,6 + 6,48
Diametre = 28,71+ 5,86- FRR;x 0,42 ; error standard = 8,40

Taula 26. Variacid del diametre mitja (mitjana * std;>n2) d’'agregats d’'SPC 3 mM obtinguts
utilitzant MeOH com a dissolvent organic en funcié del flux total (TFR) i el flux proporcional entre
fase aquosa/fase organica (FRR). La superficies de resposta que d’ells es deriven i les caracteristiques
de I'ajust es mostren a la part inferior de la taula.

EtOH Diametre mitja (% volum) (nm)
TFR (ml / min)
2 6 10 14 18

787 £97,8 790 £ 241 1017 + 509
66,8 + 16,4 31,2+0,93

89,6 +44,1 27,9 £ 3,65 32,9+ 3,29
52,9+331 37,3+6,13

51,3+13,1 30,1 +£5,40 29,1+0,64

Diametre = 6,18-178- TFR+107- FRF = 0,80; error standard= 171

Taula 27. Variacié del diametre mitja (mitjana * std;>n2) d’'agregats d’'SPC 3 mM obtinguts
utilitzant EtOH com a dissolvent organic en funcié del flux total (TFR) i el flux proporcional entre
fase aquosa/fase organica (FRR). La superficies de resposta que d’ells es deriven i les caracteristiques
de I'ajust es mostren a la part inferior de la taula.
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Figura 110. Superficiesde resposta del diametre mitja en funcié dux total (TFR) i el flux

proporcional entre fase aquosa/fase orgi (FRR). A) SPC 3 mM utilitzant MeOH com a dissolv
organic i B) SPC 3 mM utilitzant EtOH com a dissolvent org

Quan s’incorpora TL6 a les formulacions en una proporciéo SPC/TL6 3:1 mM/m
dissolvent organic emprat és MeOH, s’obtenen agregats molt petits, amb un d
que oscil-la entre els 35 i els 10 nm en funcil’FRR (Taula 28, Figura 111)). Ara
bé, és possible obtenir agregats de mida gran, ent-800 nm, si s’utilitza EtOH cor

a fase organica amb un FRR 1, tot i que en augmentar la fase aquosa el diamet
ser petit arribanse a obtenir de nou nanoagregats (Taula 29, Figll B)).

MeOH Diametre mitja (% volum (nm)
TFR (ml / min)
2 6 10 14 18

27,2+ 1,06

34,7+8,54 35,5+6,34

33,0 + 4,81 38,4+4,52 21,9 + 2,4

26,2 +1,69 4,07 +£0,83

10,9 +4,51
Diametre = 29,5,65-FRR -2,98- TFR -2,84- FRR® = 0,60; error standard= 7,

Taula 28. Variaci6 del diametre mitja (mitjana *

+ std; > 2) d’agregatsper un sistema mb
d'SPC/TL6 3:1 mMmM obtinguts utilitzant MeOH com a dissolvent organic en funcio del flux

(TFR) i el flux proporcional entrfase aquosal/fase organiERR). La superficies deesposta que
d’ells es deriven i les caracteristiques de I'ajust es mostren a la part inferior de
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EtOH Diametre mitja (% volum (nm)
TFR (ml / min)
2 6 10 14 18
893 + 507 615 £ 223 780 £ 55!
55,4 + 33,7 28,9+1,67
41,2 +4,17 18,9 £ 4,52 32,0 £ 5,6
221+1,71 235+7,21
28,9 + 2,2¢

10,3+ 2,93 245+ 7,3
Diametre = 0,23+1,9:: TFR +0,16- FRR- TFRy;’r= 0,73; error standarc178

Taula 29. Variacio deldiametre mitja (mitjana + std; > 2) d'agregatsper un sistema mb
d’'SPC/TL6 3:1 mMmM obtinguts utitzant EtOH com a disdvent organic en funcié del flux tot

(TFR) i el flux proporcionakntre fase aquosa/fase orga (FRR). La superficies de resposta !
d'ells es deriven i les caracteristiques de I'ajust es mostren a la part inferior de
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Figura 111. Superficiesde resposta per a la determinacié del diametre mitja en funcio del flu:
(TFR) i el flux proporcionalentre fase aquosal/fase organica (FRR). A) /TL6 3:1 mM/mM
utilitzant MeOH com a dissolvent organic i B) 9TL6 3:1 mMMM utilitzant EtOH com
dissolvent organic.

Quan la proporcié6 SPC/TL6 és 3:3 mM/mM i el dissolvent organic el MeOF

agregats obtinguts segueixen la tendéncia dels sistemes mixtes SPC/TL6 3:1 n

perd en aquest cas es detecten nanoagregats FRR 4 (Taula 30, Fura 112 A)),
mentre que la mida dels agregats obtinguts amb EtOH i FRR 1 varia entre ¢

1900 nm, uns valors molt més grans que els del cas anterior (Taula 31, Figura
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MeOH Diametre mitja (% volum (nm)
TFR (ml / min)
2 6 10 14 18

49,9 + 2,6( 30,4+0,9 64,4 £ 0,2
27,1+0,94 28,8 +2,85

37,7 +9,3( 26,4+554 23,4+27!
3,39+£0,01 3,39+0,10

26,8 £ 2,91 4,22 +0,80 2,96 £ 0,0

Diametre = 19,8,5%-FRR -2,35- TFR+3,58- TER,51- FRR- TFR;

r* = 0,87; error standard= 6,

Taula 30. Variacio del diametre mitja (mitjana + std;> 2) d’agregatger un sistem
mixt d'SPC/TL6 33 mM/mM obtinguts utilitzant MeOH com a dissolvent organic
funcié del flux total (TFR) i el fluwproporcional entre fase aquéfsae organic (FRR).

La superficies de resposta que d’ells es deriven i les caracteristiques de I'ajust es
a la part inferior de la tau

EtOH Diametre mitja (% volum (nm)
TFR (ml / min)
2 6 10 14 18

1866 + 131 1557 + 149 1417 £ 69,
56,8 £ 1,99 40,9 £ 2,06

45,7 + 10,¢ 25,2+ 4,59 25,024
37,6 £ 6,05 22,9+0,53

30,3 +0,42

2,82 +0,10 2,81 +0,2
Diametre = -18654- FRR +147-TFR+83,2 - TER* = 0,87; error standard= 6,

Taula 31.Variacié de diametre mitja (mitjana + std;>n2) d’agregatper un sistem
mixt d’'SPC/TL6 33 mM/mM obtinguts utilitzant EDH com a dissolvent organic
funcié del flux total (TFR) i el fluxproporcional entre fase aquosa/fase orgi

(FRR). La superficies de resposta que d’ells es deriven i les caracteristiques d
es mostren a la part erior de la taula.
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Figura 112. Superficies d resposta per a la determinacio del diametre mitja en funcié de
total (TFR) i el flux proporcionalentre fase aquosa/fase organica (FRA) SPUTL6 3:3
mM/mM utilitzant MeOH com a dissolvent organic i SPC/TL6 3:3 mMhM utilitzant EtOH
com a dissolvent organi
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Pel que fa als sistemes mixtes SPC/PL6, quan la proporcié és 3:1 mM/mM s’obtenen
agregats entre 40 i 10 nm en passar de FRR 1 a 5 emprant MeOH (Taula 32, Figura 113
A)). Mentre que amb EtOH a FRR 1 es detecten agregats micrometrics, la mida dels
quals disminueix en augmentar la quantitat d’aigua, i que arriben uns 20 nm de diametre
a una FRR 5 (Taula 33, Figura 113 B)). Ara bé, també és possible obtenir agregats entre

60-150 nm amb valors d’FRR situats entre 2 i 3 quan el flux total és baix (2-6 ml/min).

MeOH Diametre mitja (% volum) (nm)
TFR (ml / min)
2 6 10 14 18

42,6 + 0,01 32,4 +0,60 28,0+ 0,91
21,6 +2,48 18,0+ 1,76

33,9+8,72 8,69 +1,87 6,06 + 1,97
13,3+1,93 4,74 £ 0,09

46,6 £ 3,97 8,24 +1,31 9,88+ 7,11

Diametre = -8,23-3,89-FRR -6,24- TFR+2,98- ?—RR)Z -TFﬁ-l,38- FRR-TFR;
r? = 0,89; error std=5,01

Taula 32. Variacio del diametre mitja (mitjana * std; >n 2) d’agregats per un sistema mixt
d'SPC/PL6 3:1 mM/mM obtinguts utilitzant MeOH com a dissolvent organic en funcio del flux total
(TFR) i el flux proporcional entre fase aquosa/fase organica (FRR). La superficies de resposta que
d’ells es deriven i les caracteristiques de I'ajust es mostren a la part inferior de la taula.

EtOH Diametre mitja (% volum) (nm)
TFR (ml / min)
2 6 10 14 18

1033 + 357 653 £ 141 986 + 292
65,8+21,1 42,0 £8,17

148 + 62,0 27,5+247 22,3+4,74
26,2 £4,48 26,2+11.4

68,0+ 12,1 18,8 + 2,43 20,6 £1,52

Diametre = -61,2-181-FRR +103-FRR8,8- TFR; r* = 0,83; error standard= 164)

Taula 33. Variacio del diametre mitja (mitjana *+ std; >n 2) d’agregats per un sistema mixt
d’'SPC/PL6 3:1 mM/mM obtinguts utilitzant EtOH com a dissolvent organic en funcié del flux total
(TFR) i el flux proporcional entre fase aquosa/fase organica (FRR). La superficies de resposta que
d’ells es deriven i les caracteristiques de I'ajust es mostren a la part inferior de la taula.
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Figura 113. Superficiesde resposta per a la determinacié del diametre mitja en funcié del flu:

(TFR) i el flux proporcional entrfase aquosa/fase organica (FRR). A) SPC/PLEmM/mM utilitzant
MeOH com a dissolvent organic i B) S/PL6 3:1 mMmM utilitzant EtOH com a dissolvent orgai

El fet d’'augmentard proporcié de complex (sistema SPC/PL6 3:3 mM/mM) fa que

seguir la mateixa tendencia, els diametres en general siguin inferiors als obtingt
cas anterior, amb mengemplex (Taules &35, Figura 114).

MeOH

Diametre mitja (% vdum) (nm)
TFR (ml / min)

10 14 18

36,4 +0,31 38,8+ 0,7

41,5 +0,01 22,9+1,.24

48,0 +7,80 11,2 +7,04 8,29 + 3,4!
13,3+2,91 16,6 + 15,4

61,4 +0,71 8,37 +1,73

Diametre = 7,29-9,8FRR-13,2- TFR+5,22. FRR6,62- TFR;

r’ = 0,80; error standard=1"

2 6
126 + 47,2

6,45 * 3,2

Taula 34. Variacio del diametre mitja (mitjana + std;> 2) d’agregatper un sistema mi>
d’'SPC/PL6 3:3 mMhM obtinguts utilitzant MeOH com a dissolvent organic en funci¢
flux total (TFR) i el fluxproporcional entre fase aquosa/fase orgaffi&R). La superficies ¢
resposta que d’ells es deriven i les caracteristiques de I'ajust es mostren a la part infe

EtOH Diametre mitja (% volum (nm)
TFR (ml / min)
2 6 10 14 18
870 + 450 303+67,1 930 * 45:
56,1 £ 26,7 39,9+£1,09
73,3 £ 31, 4,19 £ 0,95 23,6 +11)}
12,8 + 0,27 6,11 + 2,60
29,7 £9,1¢

7,80 + 1,95 12,1+ 0,9
Diametre = -96,7:39 FRR+78,3- FRR-49,8- TFR; r* = 0,69; error std=1¢

Taula 35. Variacio del diametre mitja (mitjana + std;> 2) d’agregatger un sistema mi>
d’'SPC/PL6 3:3 mMhM obtinguts utitzant EtOH com a disdvent organic en funcio del flL
total (TFR) i el fluxproporcional entre fase aquosa/fase orgi (FRR). La superficies ¢
resposta que d’ells es deriven i les caracteristiques de I'ajust es mostren a la part infe
taula.
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Figura 114. Superficiede resposta per a la determinaci6 del diametre mitja en funci6 del flu:
(TFR) i el fluxproporcional entre fase aquosa/fase organica (I A) SPC/PL6 33 mM/mM utilitzant
MeOH com a dissolvent organic i B) S/PL6 3:3 mM/mM utilitzant EtOH com dissolvent organi

Finalment, algunes de les formulacions preparades mint microfluidica es va
estudiar mitjancant cry®EM. Les Figures 115 i 116 mostrerespectivament le
imatges obtingudes per als sistemes SPC/TL6 3:3 mM/mM i SPC/PL6 3:1 mh
preparades amb EtOH com a fase organica, amb un TFR de 10 ml/min i |
Sorpenentment, a diferéncia de totes els sistemes preparats a partir de films hor

en aquest casos s’observen sistemes multilamel-lars amb les bicapes molt prope
si i amb un diametre situat entre els 500 i 80C

[SPC]=3 mM
[TL6] =3 mM

Miljangant

tecniques de
Microfluidica
2| TFR: 10 ml/min
FRR 1:1

Figura 115. Fotografiesde cryo-TEM dels agregats dastemes mixtes SPC/TL6 3:3 mM/mM
aigua preparats mitjangant tecniques de microfluidica utilitzant EtOH com a fase o

[SPC] -3 mM
[PL6] =1 mM

Mitjancant
técniques de
Microfluidica
TFR: 10 mlimin
TRR 1:1

Figura 116. Fotografiesde cryo-TEM dels agregats de sistemes mixtes SPC/PL6 3:1 mM/m
aigua preparats mitjancant técniques de microfluidica utilitzant EtOH com a fase o
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4.2.3. COMPOSTOS DE LA FAMILIA L10 (FL10)

Aquest apartat mostra els resultats de I'estudi de les caracteristiques més importants
dels MTS FL10, els tensioactius metal-lics carbonilics de cadena més llarga sintetitzats
en aquest treball, amb una cadena hidrocarbonada amb 10 atoms de carboni. Malgrat no
ha estat possible caracteritzar els compostos FL10 exhaustivament, aquests estudis
permeten avaluar la formacio d’agregats mixtes amb fosfolipids i les possibilitats dels

sistemes SPC/MTS d’aquesta familia per a ser utilitzats com a PhotoCORMs.

4.2.3.1. DETERMINACIO DE LA CMC

La cmc dels tensioactius metal-lics FL10 es determina en aquest apartat mitjancant
espectroscopia de fluorescencia. La Figura 117 mostra els espectres de fluorescencia
normalitzats a diferents concentracions dels complexos TL10 i PL10. Com es pot
observar, hi ha canvis poc intensos en la forma dels espectres en funcio de la
concentracié, canvis que, a més, estan parcialment emmascarats per la banda Raman de
I'aigua que, quan I'excitacié és a 305 nm, apareix a 340 nm. Es per aquest motiu que, en
la mesura del possible, el quocient d’intensitats s’ha calculat emprant longituds d’ona

allunyades de la interferéncia.

Quan es representa el quocient de fluorescéncia entre dues longituds d’ona (Figura 117
C) i Taula 36) s’observa un canvi brusc de pendent a 0,37 i 0,44 mM pel complexos
TL10 i PL10 respectivament. Aquests valors s6n meés alts que els de les cmc
determinades per tensiometria, tot i que es mantenen en el mateix odre de magnitud. La
longitud d’ona d’excitacio, els maxims d’emissio triats per fer la relacié d’intensitats i

el valor de cmc determinats per a cada tensioactiu, aixi com els obtinguts en treballs

anteriors per tensiometrt&,**&s troben resumits a la Taula 36.
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=z
=

Fluorescéncia normalitzada
Fluorescéncia normalitzada

= | | | =
400 450 500 550 350 400 450 500 550

Longitud d'ona / nm Longitud d'ona/ nm
C) T T T T T T T
1.0 = A TLIO | ]
| FLIo Figura  117.  Espectres  d

fluorescéncia normalitze dels
08 _ complexos FL10: A) Complex TL1!
dexc = 305 nm; B) Complex PL10gy

1 . = 305 nm. C) Relacié d'intensits
A = & normalitzades referides al valo
06 - n |8 : maxim obtingut (TL1: 1500/1464 i
4 PL10: 1550/1464) en funci6 de I

I i concentracide tensioacti. Els punts
mostren la mitjana i la desviac

Relacio d'intensitats normalitzada

oL IR B

1 2 standard (23).
Concentracio / mM
Relacio cmc (mM) cmc (mM)
)“EXC/ nm . . N . . .
d’intensitats Fluoresceéncia Tensiometria
TL1O 305 1500 / 1464 0,37 0,15
PL10 305 1550/ 1464 0,44 0,28

Taula 36. Longitudd’ona d’excitacié maxims d’emissio triats per al calcul derélacié d’intensitat:
i valor de cna dels complexos FL10 determin: mitjancant fluorescéncia i tensiome.
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4.2.3.2. PROPIETATSTENSIOACTIVES. SOLUBILITZACIO DE LIPOSOMES

La Figura 118 mostra el diametre mitja, determinat mitjancant DLS, dels ac
obtinguts en addicionar concentracions creixents dels complexos TL10 i F
liposomes amb una mida aproximada de 100 nm. Elstats, determinats com
minim 72 h després de I'addicié del tensioactiu, mostren que la mida dels liposc
manté practicament constant fins i tot quan la concentracié de cada MTS se sit
meés enlla de la seva cmc: 0,37 mM pel complex TL10 i mM pel complex PL1(
(valors marcats amb fletxes a la Figura 118) tant, els liposomeso sonsolubilitzats
fins i tot a concentracions dMTS més de deu vegades per sobre de la se
Complementariament es determina I'absorbancia dels agregatsnm (grafic inserit
de laFigura 118) que augmel lleugerament de forma lineal, fins a uns vamaxims
de 0,21 0,5 per al PL10 i TL10 respectivam

1000 T

=1
Ln
T
[
L

T
Abs (600 nm)
[5]
=
5]

0.0

] 2 4 6
- Concentracio / mM B

®'2 % 3 I}

A& TL10
@ PL10

0.1 1 10

Diametre mitja / nm

100

Concentracio /'mM

Figura 118 Diametremitja de les mescles de liposor (SPC 3 mM) amizoncentracions creixen
dds complexos TL10 i PL1(Les fletxes indiquen la cmc de cada MTBafic inserit absorbancia a
600 nm.Els punt mostren la mitjana i la desviacio standar2).
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4.2.3.3. DETERMINACIO DE LA MIDA DAGREGATS MITJANCANT
ESPECTROSCOPIA DE DLS

L’espectroscopia de DLS s'utilitza en aquest apartat per tal de determinar la mida dels
agregats obtinguts a partir de dispersions aquoses dels complexos FL10 purs aixi com
d’agregats obtinguts a partir de sistemes mixtes SPC/TL10 o SPC/PL10. Tal i com es
pot observar a la Figura 119 el complex TL10 en solucié aquosa forma agregats
presumiblement vesiculars, la mida dels quals és independent de la concentracio.
S’obtenen dues poblacions d’agregats, corresponent aproximadament el 80 % a
estructures amb diametre situat al voltant dels 600 nm, mentre que el 20 % restant té un

diametre proper als 100 nm.

Pel que fa als sistemes mixtes d’aquest complex amb fosfolipid, estan constituits per
agregats de mida lleugerament superior als obtinguts amb el complex pur,
d’aproximadament una micra de diametre, valor que resulta independentment de la
proporcio SPC/TL10, observant-se també en aquest cas una petita poblacio de mida
inferior, d’'uns 100 nm. En arribar a la proporcié maxima de MTS apareix una petita
poblacié d’agregats d’aproximadament 5 pm situats, per tant, al limit de deteccié de
I'aparell. El resultat és que el diametre mitja dels agregats €s manté constant per les

diferents concentracions d’'MTS assajades.

Complementariament, els resultants obtinguts mitjancant I'absorbancia a 600 nm
mostren com el seu valor decreix abruptament en passar de liposomes purs al sistema
mixt SPC/TL10 3:1 mM/mM, que conté la minima quantitat d'MTS emprada en
l'estudi. A partir d’aguesta relacié, augmenta paulatinament en augmentar la

concentracié de complex.
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Figura 119. Distribucié de mida de poblacio (la mida del cercle indica el percentatge de «
poblaci6), diametre mitja i valor d’absorbancia a 600 nmsistemes mixtes SPC/tensioactiu
funcid de la concentracié de complexos FL10. Grafics inserits: absorbancia dels complexo
PL10 purs (kix de coordenades es correspon amb el de la figura en el que es troba in:
concentracié de SPC és 3 mM en tots els casos. Els punts mostren la mitjana i la desviacic
(n>2).

El comportament del complex FO resulta molt similar al del se analeg
tetracarbonilic. En aquest cas, pero, el complex PL10 pur en solucié aquos:
només agregatsna mica rajors,que oscil-len al voltant d’'1 um, i la mida dels q
resulta independent dia concentracio de complex. Els sistemes mixtes SPC/PL1(
com es pot observar afagura 119, forme agregats amb un diametre situat al vol
d’'una micra, com en el casel complex PL10 pur, pero ara també es detecten
petites poblacions més. La menor, que comprén entr-10 % dels agregats, té u
mida aproximada d’uns 100 nm, mentre la mida de la segona se situa en valors
al limit superior de deteccio de¢aparell. D’altra banda, el valor d’absorbar
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evoluciona com en el cas del TL10. Inicialment, en incor-se la minima quantitat
PL10, hi ha una disminuci6 abrupta del seu valor, que tot seguit augmenta grad
en augmentar també la quantital MTS en els agregats mixtes.

4.2.3.4 ALLIBERAMENT DE CO

En aquest apartatestudia la capacitat ¢ complexos FL10 per a alliberar CO en
irradiats amb llum UVAcentrada a 3t nm, mitjancant FTIR tal i com ha estat desc
pels complexos de cademméscurta (FL2 i FL§. Aquesta propietat es determ
espectrofotometricament seguint el canvis a les bandes caracteristiques de

carbonils dels MTS estudie
Determinaci6 de l'alliberament de CO mitjancant FTIR

A les Figures 120 i 121 es mosn, respectivament, I'evolucié dels espectres d'l
UV-VIS en funcié del temps d’irradiacio amb UVA de sistemes que formen ag
vesiculars, amb les relacions SPC/TL10 30:10 mM/mM i SPC:PL10 30:10 m}

A) B)

Temps / min ; Temps / min
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A _/;'l j.'l 7_ j os
: ' |

| L 00 | | l \
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[
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Figura 120. Evoluciédels espectres (A) d'IR i (B) L-VIS d'agregats vesiculars SFTL10 30:10
mM/mM en seiirradiats amb llunUVA (Ana= 365 nm).
Com es pot apogar, hi ha canvis a les bandes d’infra dels grups carbonils d
complex TL10 centradea 2018 crit, 1919 cnt i 1900 cm' com a resultat d
I'alliberament deCO durant ¢ procés d’irradiacio Kigura 120 A)). El mateix efec
s’observa en el complex 10, en el que es produeixen canvis significatius a les b.

corresponents als seus grups carbonilics centrades a 2% i 1942 cn™ (Figura 121

142



Resultats

A)). Paral-lelament, els espectres d-VIS dels dos complexos corroboren l'efecte
la irradiacié UVA sobe ells, donant lloc a canvis importants en els espectres (I
120 B) i 121 B)).

A) B) Temps / min
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Figura 121 Evoluciédels espectres (A) d'IR i (B) L-VIS d'agregats vesiculars SP(L10 30:10
mM/mM en seiirradiats amb llunUVA (Ana= 365 nm).
La variacio del percentatge d’area normalitzada dels pics més caracteristics pe
complex, 2018 cii 2071 cmi® per TL10 i PL10 respectivament, e®stra a la figur:
122. La disminucié d’aquestes bandes posa de manifest que dos compostos s¢
capacos d’alliberar CO en ser irradiats, i que ho fan amb unes cinetiques d’allibe

molt semblants.

100 -® SPC/TL10 [® SPC/PL10
é M- e - e
ﬁ .
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s
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50 —‘ e 365mm ‘ ~| e 365mm @
40 =1 I | | | | I | | | | 1 | |

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

Temps / min Temps / min

Figura 122. Representacidel % d’area normalitzada per la banda més caracteristica de cada c
en irradiar amb llum UVAA) sistemesmixtes SPC/TL10 i (B) sistemes mixtes SPC/F.

143



Resultats

Finalment, els canvis observats als especUV-VIS se segueixen mitjancant
variacio del valor d’absorbancia a 275 nm, que es representa normalitzada resj
valor inicial ala Figura 123. En ella s’apre un decaiment paral-lel a I'obser a les
bandes caracteristiques dels grups cars dels complexos mitjancant FT

~ 100 @
_33_ e TLI10
] @ PLI10
T sl ©
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= 40 g o} ol
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Figura 123. Variaciéde I'absorbancia a 275 nrexpressada en percentatge resj el valor inicial)
d'agregats vesiculars SPC/TL10 i SPC/PL10 30:10 mM/mM en seiats amb llum UVA {ma=
365 nm).
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5. DISCUSSIO

5.1.SINTESI | CARACTERITZACIO DELS TENSIOACTIUS

Durant el desenvolupament d’aquest treball s’ha sintetitzat una familia de tres membres
de fosfines tensioactives amb diferent longitud de la cadena alquilica, amb 2, 6 i 10
atoms de carboni. Aquestes fosfines han estat el punt de partida per a la preparacio de
dues families de metal-lotensioactius carbonilics de molibde en ser coordinades als
fragments {Mo(COy} i {Mo(CO) s}. El procediment sintetic, tant per Illigands com per
MTS, ja havia estat descrit en treballs anterittdlo obstant, en aquests treballs es
sintetitzaren petites quantitats de producte, de I'ordre de mil-ligrams, i donat que per a
la realitzacié d’aquesta Tesi Doctoral es requerien quantitats de productes meés elevades,
de l'ordre de grams, alguns dels procediments sintétics han estat modificats i fins i tot

ha estat necessari desenvolupar noves vies de sintesi.

El procediment sintétic descrit per a l'obtencido del precursor de la fosfina L10
(CI(CH,)10SOsNa) presentava certes dificultats donat que, tot i ajustar les condicions de
reaccid per obtenir majoritariament el producte halosulfonat, s’obtenia una proporcié
elevada de producte disulfonat, el qual podia separar-se del producte desitjat pero
després d'un tediés procés de purificacio. Aixi doncs, aquest procediment s’ha
optimitzat reduint molt el temps de purificacio i presentant alhora un estalvi economic.
La modificaci6 més important ha estat augmentar el volum de dissolvent organic a la
mescla bifasica de reaccié de manera que el producte desitjat s’extreu practicament pur
de la fase organica i el subproducte disulfonat queda a la fase aquosa. Aixi, s’obté el
producte halosulfonat pur, alhora que el producte dihalogenat de partida, afegit en gran
excés, es facilment recuperable i reutilitzable. La sintesi de les fosfines tensioactives es
va dur a terme tal i com estava descrit, modificant lleugerament el procés de
recristal- litzacié. Aquest proces, que es duu a terme en metanol bullent, s’optimitza
afegint uns mil-lilitres d’aigua desionitzada al metanol, afavorint I'eliminacio de sal

amb la consequent millora del procés de purificacio.

Respecte la sintesis dels metal-lotensioactius, pels complexos TLn es va seguir el
procediment presentat al treball d’E. Paréfadaptat del procés publicat al 1978 per a
I'obtencié de complexos [Mo(CGQl),], on L eren fosfines neutres, amb modificacions

al medi de reaccio tenint el compte la naturalesa ionica dels lligands fosfina Ln utilitzats
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en aquest trebal?® De fet, es va seguir el métode descrit per a I'obtencié de
[Mo(CO)(TPPTS)]**° optimitzant les condicions per obtenir el producte amb major

puresa.

Pels complexos PLn, en canvi, es va desenvolupar una nova via de sintesis. Al treball
d’E. Parera la sintesis dels complexos PLn, portada a terme per reaccié directa de
Mo(CO) amb el lligand Ln, requeria un excés molt gran de reactiu de partida
(Mo(COY) respecte el lligand fosfina (relacié molar 10:1), temperatura elevada (80 °C);
temps de reaccié molt llarg (15 h); i un procés de purificacio llarg i tediés. En la present
Tesi Doctoral es proposa un nou métode per obtenir els MTS PLn basat en la preparacio
a temperatura ambient de l'intermedi [Mo(G@H3:CN)] a partir de Mo(CQ) per
decarbonilacio amb MBIO i subseqtient reaccié amb el lligand fosfina Ln. Aquesta
nova via proporciona el producte desitjat amb nivells de puresa similars al metode
anterior pero evitant I'excés de Mo(GQ)'elevada temperatura de reaccio, obtenint el
producte amb un temps de reaccié relativament curt (3 h) i amb un facil procés de
purificacio.

Els lligands Ln i els metal-lotensioactius que d’aquests se’n deriven, TLn i PLn, es van
obtenir amb bons rendiments i elevada puresa. Les propietats dels agregats en solucio
aquosa dels compostos purs, aixi com de sistemes mixtes amb SPC es discuteixen a

continuacio.

Una de les caracteristiques del tensioactius és la seva capacitat d’autoagregar-se en
superar la cmc. La seva determinacio pot dur-se a terme per un gran nombre de metodes
essent la tensiometria un dels més emprats, ja que no suposa l'addicié de cap substancia
al medi que conté la molecula estudiada. En abordar la caracteritzacio dels tensioactius
que s’han sintetitzat, es va partir de la hipotesi de que els canvis en I'entorn de les
molecules causats per la seva agregacié/desagregacio podrien veure’s reflectits als seus
espectres de fluorescéncia. Conseglientment, s’ha dut a terme un metode alternatiu a la
tensiometria fonamentat en I'analisi dels espectres de fluorescéncia de suspensions dels
compostos FL2, FL6 i dels MTS FL10 obtingudes mitjancant dilucions consecutives
d’'una inicial. Com en el cas de la tensiometria, la metodologia descrita no suposa la
presencia de cap sonda, de manera que s’aprofita la fluorescencia intrinseca de les

substancies indicades deguda als grups fenils que contenen.

146



Discussio

En comparar els resultats obtinguts amb aquesta tecnica respecte els obtinguts per
tensiometria descrits a la literattft4Taula 37) s’observa que en el cas dels compostos

de cadena més curta (FL2) els valors de cmc son equivalents. Ara bé, pels compostos
FL6 i els MTS FL10 els valors obtinguts per fluorescéncia s’allunyen en diferent grau,
per exceés, dels de tensiometria. Aquesta circumstancia s’atribueix al fet que aquesta
técnica presenta limitacions a mesura que el valor de la cmc esdevé més petita, donat
que els espectres de les mostres més diluides es veuen alterats per la presencia de la
banda d’emissié Raman de l'aigua que, a les longituds d’ona d’excitacio, 250 nm pels

lligand i 305 nm pels complexos, apareix centrada a 275 i 340 nm.

cmcF cmecT cmcF cmcT cmcF cmcT
(mM) (mM) (mM) (mM) (mM) (mM)
L2 14 14 L6 4,3 4,0 L10 - 0,5-1,2

TL2 2,0 2,0 TL6 1,2 0,8 TL10 0,37 0,15
PL2 20 1,9 PL6 1,6 1,2 PL1I0 044 028

Taula 37. Concentracié micel-lar critica dels compostos sintetitzats en aquest treball determinada per
fluorescéncia (cmc F) o per tensiometria (cmé®T).

En referencia als valors de cmc obtinguts, per qualsevol de les dues técniques, destaca el
fet que els dels MTS son marcadament inferiors als dels seus lligands de partida, fet que
ja havia estat descrit amb anterioritat, i que posa de manifest que l'efecte de
complexacié del metall als lligands tensioactius incrementa la seva tendéencia a
'autoagregaci6. D’altra banda, excepte per la familia L2, els valors de cmc dels
compostos tetracarbonilics sén inferiors als dels seus analegs pentacarbonilics, fet que
es relaciona amb la major quantitat de cadenes hidrocarbonades en el primer cas. Ara
bé, la variacié observada no és gaire intensa, fet que explicaria que no s’observi quan el

nombre de Chipassa de 2 a 4 en el cas dels complexos de la familia L2.

En comparar entre families de compostos es pot constatar la disminucié de la cmc en
augmentar la longitud de la cadena alquilica, fenomen que ja ha estat ampliament
descrit per altres compostos amb anteriotffat:*! 144 143 Aquest fenomen és degut a

I'increment en les atraccions hidrofobiques entre tensioactius en augmentar la longitud

de la cadena hidrocarbonada.
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No obstant, tot i que els valors de cmc obtinguts per fluorescencia son lleugerament meés
alts als obtinguts per tensiometria, aquesta técnica representa un bon metode per a la

seva determinacio.

D’altra banda, mitjancant DLS c¢ryo-TEM es posa de manifest que en preparar
suspensions dels compostos en solucié aquosa a concentracions per sobre de la cmc
s’obtenen agregats supramoleculars. Pel lligand L2, les dades DLS indiquen que la mida
dels agregats obtinguts és independent de la concentracio, al voltant d’ 1 um, mentre
que pels complexos TL2 i PL2 s’obtenen agregats de mida més gran en augmentar la
concentracié. Mitjancantcryo-TEM s’obtenen imatges d’aquests sistemes que
evidencien la formacié d’estructures vesiculars, com ja s’havia vist en treballs anteriors
amb aquests composttis.Les dades obtingudes mitjancant SAXS estan d’acord amb
els resultats de DLSaryo-TEM donat que tant pel lligand, com pels dos MTS FL2, el
millor ajust de les corbes de dispersié correspon a sistemes vesiculars. A més, els
resultats de SAXS indiquen que, degut a la rigidesa i el gran volum dels complexos,
'empaquetament a la part hidrofobica de les membranes dista molt de ser compacte i
que aquestes dificultats d’empaquetament fa que les membranes presentin certa

rugositat.

D’altra banda, els compostos FL6 purs en solucié aquosa, al igual que els compostos
FL2 s’agreguen espontaniament donant lloc a agregats supramoleculars la mida dels
quals, exceptuant el lligand L6 que mostra una lleugera variabilitat, €s independent de la
concentracié del tensioactiu. La formacié de sistemes vesiculars es corrobora amb les
imatges obtingudes mitjancamtyo-TEM, on s’observen majoritariament sistemes
LUVs per al lligand L6 i MVVs per al complex PL6. Al complex TL6 també es detecta

la preséncia de vesicules tot i que no es correspon gaire amb els resultats de DLS, donat
que presenten valors de diametre inferiors als esperats. Aquest fet és degut
probablement a que els agregats de mida més gran queden retinguts en el procés de

blotting.

Finalment, a la familia de compostos de cadena més llarga, FL10, els complexos purs a
valors de concentracio per sobre de la seva cmc s’agreguen en solucié donant lloc
basicament a agregats de mida micrometrica independentment de la concentracié de
complex. Pel complex TL10 es detecta també una petita poblaci6 d'agregats
d’aproximadament 100 nm de diametre.
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Una altra caracteristica dels tensioactius €s la seva capacitat de disgregar sistemes, que
pot ser avaluada, per exemple, determinant la seva actuacid sobre liposomes. A
determinades concentracions de tensioactiu I'estructura de les bicapes lipidiques resulta
alterada fins al punt de destruir-les. Aquesta solubilitzacié acaba donant com a resultat
micel-les mixtes formades per molécules de fosfolipid i de tensioactiu. Un exemple és
el tensioactiu utilitzat en aquest treball com a control positiu per estudiar el fenomen de
solubilitzacié de liposomes, I'SDS, les propietats tensioactives del qual ja han estat
descrites extensamelif: 1*>4® Tal i com-s'observa a I'apartat 4.2.1.2. (Fig 56), 'SDS

és un tensioactiu d’accié lentaque és capac de solubilitzar els liposomes en 24 h.
Aquest efecte es pot observar a les mesures de diametre mitjancant DLS, on es passa de
tenir sistemes vesiculars de 100 nm a nanoagregats. Per contra, en addicionar qualsevol
dels compostos sintetitzats en el transcurs d’aquesta Tesi Doctoral, exceptuant el
complex TL6, els resultats de DLS indiquen que el diametre dels liposomes es manté
constant, fins i tot a concentracions de tensioactiu marcadament superiors a la seva cmc.
Els resultats de DLS es veuen complementats amb les mesures de densitat Optica a 600
nm, que oscil-len al voltant de 0,2 unitats d’absorbancia, un valor que es correspon al
que s'obté amb liposomes purs (sense els tensioactius). No obstant, als MTS FL10 el
valor d’absorbancia a 600 nm augmenta lleugerament (de 0,2 a 0,5) quan la
concentracié del MTS augmenta fins 6 mM (Fig. 118), un increment que s’explica pel
color dels propis complexos. Per tant, aquest fet posa de manifest que els compostos

indicats tenen molt poca capacitat solubilitzant.

Aixi doncs, deixant de banda el complex TL6, els compostos sintetitzats en aquest
treball no s’insereixen a la bicapa dels liposomes en tot el rang de concentracions
estudiat i, com a minim, durant 72 h. Per tant, la seva distribucié en el medi aquos esta
afavorida respecte a la que representa la insercié en la membrana dels liposomes. En la
determinacié de la cmc per fluorescéncia del lligand L2 (Figura 55) s’observa una
segona transicié al voltant de 2 mM que pot ser deguda a la formacié d’agregats pre-
micel-lars. Aguestes agrupacions podrien ser la forma preferent del tensioactiu que
retardarien la seva insercié a les membranes a concentracions per sota de la cmc.
Alternativament, per sobre la cmc els tensioactius tampoc s’insereixen, ja que la seva
tendéncia és a autoagregar-se formant vesicules. No obstant quan es preparen sistemes
mixtes SPC/tensioactiu per hidratacié d’un film homogeni, el metode emprat obvia la

barrera energética i s'obtenen els sistemes més estables energeticament.
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Ara bé, com ja ha estat dit, el complex TL6 mostra un comportament marcadament
diferent a la resta de compostos. Els resultats de DLS mostren que en afegir el complex
a concentracions per sobre de la seva cmc el diametre dels liposomes decreix fins a
obtenir-se nanoagregats d’uns 10 nm a les relacions molars SPC/TL6 3:4 i 3:6 mM/mM.
Aquests resultats son congruents amb les mesures d'absorbancia, on els valors
decreixen un ordre de magnitud, des de 0,2 en el cas dels liposomes purs, fins a 0,02 a
les relacions molars indicades anteriorment. Paral-lelament, en aquest rang de
concentracions, els sistemes mixtes SPC/TL6 obtinguts per hidratacié d'un film
homogeni mixt, presenten valors de diametre situats al voltant de 10 nm. Les imatges de
cryo-TEM d’aquests agregats mostren estructures circulars d’'uns 15 nm de diametre i
estructures lineals de la mateixa mida (Apartat 4.2.2.4.), que son coherents amb
sistemes bicel-lars (es tractaria, per tant, de bicel-les vistes frontalment o de costat). En
tot cas, sOn unes estructures que no s’aprecien en els altres sistemes mixtes, pel que la
capacitat solubilitzant del TL6 podria estar relacionada amb la seva capacitat de formar
bicel-les. El fet de que la mida dels agregats obtinguts a partir del sistema mixt per
hidratacio d’'un film homogeni o per addicio de complex TL6 a liposomes sigui
equivalent (diametres entre 8 i 12 nm), indicaria que, en el rang de concentracions

indicat, el complex TL6 solubilitza els liposomes generant bicel-les.

Sorprenentment, en augmentar la quantitat d’'MTS per sobre de la relacio SPC/TL6 3:6,
s’observa mitjancant DLS un pronunciat augment del diametre dels agregats, que arriba
a ser de I'ordre del micrométre. El valor d’absorbancia també incrementa el seu valor,
fins a 1,6, fet que esta d’acord amb la formacié d’'agregats supramoleculars grans. A
meés, per DLS no s’observen liposomes de 100 nm, fet que confirma que durant el
procés el tensioactiu els solubilitza, formant-se aixi estructures hanometriques, i que en
augmentar de nou la concentracié de TL6 el sistema evoluciona i formar agregats de
mida similar a les obtingudes a partir d’'un film homogeni mixt. Per tant, el complex

TL6 té la capacitat de solubilitzar els liposomes quan la relacié6 SPC/TL6 se situa entre
3:4 i 3:6 mM/mM. Per sota del valor inferior el MTS no interacciona de forma notable

amb el liposomes, mentre que a relacions majors forma de nou estructures

micrometriques.
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5.2.PROPIETATS DELS AGREGATS MIXTES D'SPC, LLIGANDS
| MTS

Caracteritzacio fisicoquimica

En aquest apartat es discuteixen les propietats dels agregats mixtes formats pels
lligands, i el complexos que se’n deriven, amb I'SPC, uns agregats obtinguts per

hidratacio de films homogenis.

Diverses tecniques independents indiquen que [I'estructura dels sistemes mixtes
SPC/FL2 ve determinada per la proporcié fosfolipid/tensioactiu. Pel que fa a DLS, en
tots els compostos d’aquesta familia s’observa la formacié sistemes vesiculars a
concentracions baixes de tensioactiu fins a arribar a una concentracio critica de
tensioactiu a partir de la qual només es detecten nanoagregats. Aquest punt critic es
dona a4, 3110 mM per al L2, TL2 i PL2 respectivament (Figura 57), uns valors que no
es correlacionen amb les corresponents-va@éormc. Aquesta disminucié progressiva

de mida dels agregats obtinguts en augmentar la concentracié de tensioactiu és
indicativa de la insercié dels tensioactius a la membrana lipidica, un fenomen que, com
ja s’ha vist, no té lloc quan els tensioactius s’addicionen a suspensions de liposomes.
Son resultats que concorden clarament amb els valors d’absorbancia a 600 nm, que
decreixen en funcié de la concentracié de tensioactiu paral-lelament als valors de
diametre mesurats per DLS. Cal destacar que en passar de sistemes MLVs d'SPC purs
al primer sistema mixt estudiat (relaci6 SPC/FL2 3:1 mM/mM) el valor d’absorbancia
es veu reduit notablement, practicament a la meitat del valor inicial, mentre que els
resultats de DLS mostren valors de diametre similars. Aquest fet s’explica a través de
les imatges de microscopia optica, en les que als sistemes MLVs d’'SPC es detecta una
gran quantitat d’agregats de mida gran que queden fora del limit de deteccio de I'aparell
de DLS. Les imatges dayo-TEM d’aquests sistemes mixtes també concorden amb els

de les tecniques ja comentades, de manera que als sistemes mixtes SPC/FL2 amb baixa
concentracié de tensioactiu es detecten sistemes vesiculars. | pel que fa als sistemes
mixtes amb concentracié de tensioactiu més elevada, denoten la presencia de

nanoagregats, tal i com mostren les mesures de diametre de DLS.

Resulta especialment rellevant que els agregats mixtes SPC/FL2 siguin estables durant
més de 15 dies a 4 °C i a temperatura ambient, i que en ser diluits dos ordres de

magnitud mantinguin l'estructura inicial, com minim, durant 24 hores, tal i com o
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demostren el resultats de les Figures 57 i 59. Aquest fet representa un enorme avantatge
en front d'utilitzar els compostos purs ja que els seus agregats son inestables
termodinamicament i en ser diluits per sota de la seva cmc es desagreguen. Aixo faria
que en ser introduits a I'organisme es trobessin, al poc temps, en forma monomer,
diluint-se i essent susceptibles de ser degradats abans d’arribar al lloc on es vol produir
un efecte farmacologic. En canvi, els sistemes mixtes amb SPC s6n estables i mantenen
la seva estructura front la dilucié. A més, presenten tots els beneficis dels liposomes, de
manera poden ser derivatitzats amb la intencié de fer-los arribar al lloc diana. D’altra
banda, els metal-losomes permeten, a més, incorporar un farmac hidrofilic al seu
interior. Per suplir 'increment de permeabilitat degut a la insercié dels tensioactius, els
metal-losomes podrien preparar-se afegint colesterol, una molécula que impermeabilitza
les membranes. A meés, la presencia dels grups sulfonats presents als complexos
permetria decorar els agregats amb substancies que estableixin unions amb aquest grup,

com ara el quitosan, una substancia mucoadhesiva.

Els resultats obtinguts en la determinacio del volum encapsulat concorden perfectament
amb les dades de DLS i les imatgescd@-TEM. Pel tres compostos d’FL2 el major
volum encapsulat es dona al sistema amb menor proporcié de compost (SPC/L2 3:2,5
mM/mM; SPC/TL2 3:0,5 mM/mM i SPC/PL2 3:2 mM/mM) que correspon al sistema
vesicular mixt de mida més gran obtingut. Destaca el fet que el volum encapsulat
d’aquests sistemes (5,7; 6,3; i 5,2 | solucié/mol lipid per sistemes mixtes amb L2, TL2 i
PL2 respectivament) és molt superior al determinat per sistemes MLVs d’'SPC pur (1,8 |
solucié/mol lipid). Aquest fet és degut a que els sistemes mixtes SPC/tensioactiu FL2,
tal i com s’ha vist a les imatges de cryo-TEM, tot i ser MVVs, no presenten gaires
bicapes i aquestes es troben forca distanciades entre si, un fet que es pot explicar per les
repulsions causades per la carrega negativa dels grups sulfonats dels compostos. Aquest
fet es corrobora amb les dades de potencial Z que mostren valors marcadament més
negatius en incorporar qualsevol dels compostos estudiats. En augmentar la proporcio
de tensioactiu el volum encapsulat disminueix de forma coherent amb la disminucio de
mida observada, fins a arribar a un valor de concentracio on el volum encapsulat és nul,
que es correspon a la zona on, mitjancant DLS i cryo-TEM, només es detecten
nanoagregats, un resultat coherent amb l'existencia de sistemes micel-lars/bicel-lars.

Aquesta dicotomia en les caracteristiques dels agregats segons formin vesicules i
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nanoagregats també s’observa en els estudis de potencial Z, ja que hi ha un clar canvi de

tendéncia en el seu valor en passar de sistemes vesiculars a nanoagregats (Figura 69).

Com s’ha pogut comprovar, a partir de la hidratacié d’'una pel-licula fina homogénia
mixta d’'SPC i dels compostos FL2 es formen estructures mixtes on el lligand L2 i els
complexos TL2 i PL2 s’incorporen a la bicapa lipidica. Aquest fet, tenint en compte les
diferencies morfologiques entre I'SPC i els diferents compostos FL2, hauria de fer
augmentar la permeabilitat en comparacio a liposomes. Dit d’'una altra manera, la
insercio dels compostos a la bicapa faria que aquesta fos menys compacta i per tant, més
permeable. Els resultats de permeabilitat a la piranina en els sistemes mixtes SPC/FL2
que formen estructures vesiculars constaten aquesta hipotesi. Els sistemes esdevenen
més permeables a mida que s’augmenta la concentracidé de tensioactiu i les dades
indiquen que l'alteracié de les propietats barrera de la membrana fosfolipidica té lloc en
el seguent ordre: TL2 > PL2 >> L2. El complex tetracarbonilic €s més voluminds que el
pentacarbonilic i aquest més que el lligand fosfina, de manera que la seva insercio en la
membrana podria causar zones d’empaquetament irregular, que seria tant més inestable

(i permeable) com més voluminosa la molécula inserida.

Pero lalteracid de la permeabilitat també pot explicar-se per una via alternativa.
Diversos estudis posen de manifest que la insercio d’alcohols o acids grassos a les
bicapes lipidiques provoca fenomens d'interdigitdé?o,**® Aquest fenomen, que
consisteix en un empaquetament inusual a la regié de les cadenes alquiliques (Figura
124) altera significativament les propietats de la membrana (entre elles el setPgruix),

per tant, la seva permeabilitat.En aquest sentit, la insercié dels tensioactius FL2 a les
membranes lipidiques podria donar lloc a aquesta ordenaci6, fent que els agregats
mixtes augmentin la seva permeabilitat concomitantment amb la proporciéo de
tensioactiu. Una técnica que podria donar llum sobre la manera en la que el FL2
modifiquen les bicapes és el SAXS, pel que en un futur esperem tenir resultats al

respecte

153



Discussio

\\\\\\

2229990 ‘T\‘Y\‘Y\‘Y\
‘ﬁ b

8098 48 8238 34 €0 o LLLLLLLL
LL&LLLLL
Sense interdigitacio Interdigitacio total Interdigitacio parcial
22009009
LLLCLLgu
Interdigitacio mixta Interdigitacio total

Figura 124. Representaciésquematica dels diferents tipus d’interdigite

El fet d’augmentar la longitud de la cadena i passar dels compostos FL2 als FLE

els nous sistemes mixtes prese diferéncies significatives respecte el ¢ anterior.

Com en el cas de laLB, els sistemes mixtes SPC/FL6 també for diferents tipus
d’agregats en funcié de la proporcio fosfolipid/tensioactiu, pero ara la coordinacis
o dos lligands fosfina al centre metal-lic resulta determinant en quant al tipus d’
que es formaEn primer lloc,els resultats de DLSabsorbancia (Fig. 92) i volu
encapsulat indiquen que el lligand L6 dona lloc a sistemes vesiculars a concen
baixes de tensioactiu i, en superar un valor de concentracio critic (10 mM),

origina nanoagregs. D’altra banda, la insercio del lligand L6 a la membrana lip
provoca un augment de la permeabilitat respecte liposomes purs en un grau s
detectat als sistemes mixtes SPC/L2 (Figures 67 i 10C tant, globalment el lligan
L6 té un compdament similar al dels metal-lotensioactiu amb cadenes hidrocarbc

amb 2 atoms de carboni.

Contrariament, les mateixes técniques indiquen que els sistemes mixtes amb el
tetracarbonilic, TL6, present diversostipus d’agregacio. De nou, dises técniques
independents (Figures 92 i 95) indig que a concentracions baixes
metal- lotensioactiu s’obtenen sistemes vesiculars, MVVs i LUVs, la mida dels
decreix paulatinament en augmentar la concentracié de complex. Perdo e4 mM
de TL6 es formen nanoagregats de-15 nm de diametre. A diferéncia dels siste
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analitzats fins ara, les imatgescryo-TEM en aquest rang de concentracio mostren
estructures lineals com circulars d’uns 15 nm de llargada i diametre respectivam
sdn compatibles amb I'existéncia de bicel-les. Per tant, podem afirmar que
condicions indicades les mescles SPC/TL6 constitueixen unes estructures que
capaces de formar la FL2 i, com es veura, cap altre metal-lotensioactiu del

treball.

La formacio de sistemes biclars amb fosfolipids tensioactius és un fenomen que
estat descrit en nombroses publicaci*®® Les bicel-les es formen quan lipids
cadendlarga, que formen bicapes, son mesclats amb determinats tensioactius (
de cadena curta) amimes proporcions i condicions concretes. En aquest cas es
agregats on els dos components es troben espaialment separats, di que les
molecules de lipid formen una bicapa i les de tensioactiu es col-loquen envc

contorn d’aquestaHgura 125

Figura 125. Representacio esquematica d'una bicel-la i imatge-TEM d’un sistema que con
bicel-les. Les fletxes marquen els sistemes bicel-lars (A) observats de costat (estructurei (B)
observats des de dalt (forma circular). Imatge de-TEM obtinguda al treball dBiirr et al*>?
En comparar les imatges obtingudes cryo-TEM pel sistema mixt SPC/TL6 3
mM/mM (Figura 95) amb les imatges al treball de Cet al i tenint en compte le
diferencies estructurals entre Si el complex TL6, podem concloure que els agre
obtinguts en les proporcions SPC/TL6 3:3 i 3:4 mM/mM son compatibles amb si
bicel-lars on les molécules d’'SPC formen una bicapa que és envoltada de mole

TL6, que la tanquen perimetralme

Als sistemes mixtes amb major proporciéTL6, amb concentracio per sobre de 6
mM, els resultats de DLS indiquda preséncia d’agregats supramoleculars de

micrometrica. No obstant, no és possible visualitzar els agregats del sisten
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SPC/TL6 3:0 mM/mM mitjancanicryo-TEM. Complementariament s’observa que
valor d’absorbancia en aquest punt és marcadament superior a la resta de
mixtes, arribant a un valor proper al d'MLVs d’'SPC, fet que indica la forn
d’agregats supramoleculars mida gran. Per tant, en aquest cas les tres tecr
proporcionen resultats aparentment contradictoris pero que, realment, el que
complementaris. Els agregats de mida gran detectats mitjancant I'absorbancie
fora del limit de deteccié de I'arell de DLS i sén retinguts al paper de filtre al prc
de blotting a la preparacié de la reixeta fcryo-TEM. La microscopia optica perm
corroborar aquest fet, ja que a les imatges obtingudes pel sistema SPC/TI
mM/mM s’observeragregats amb fma de bastons de midgan, entre -10 um (Fig
96).

Als complexos TLn, la disposicio dels grups fosfina i sulfonat en els llig
PhP(CH)NSOiNa, coordinats al fragment metal-lic {Mo(C4}, permet establir un
analogia amb les caracteristiques d'agred delstensioactius bolamfifilics. Aque
tipus de tensioactius, a diferéncia dels geminals, sébn molécules que contenen d
polars units per una cadena hidrofobiFigura 126):>% Determinats estudis posen
manifest que aquest tipus de tensioacen solucié aguosa poddaormar sistemes
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es posa de manifest la formacié de diferents f
d’agregats en un sistemmixt bolamfifil/amfifii en funci6 de la proporcié d
compostos. En aquest sentit, els sistemes mixtes SPC/TL6, que poden conside
metal- lotensioactius bolamfifilics, amb 1 longitud de la cadena hidrocarbon:
relativament llarga, donen lloc a una gran varietat dgats en funcio de la proporc

SPC/TLG.
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Figura 126. Representaciésquematica de A) un tensioactiu geminal; B) tensioaolamififilic; i C)
metal- lotensioactiu TLn.
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D’entre els agregats vesiculars dels sistemes mixtes SPC/FL6, els que presenten major
volum encapsulat corresponen a les proporcions 3:1 mM/mM de mescles SPC/L6 i
SPC/TL6, i 3:0,5 mM/mM per SPC/PL6, amb 2,5, 2,8 i 2,4 | solucié/mol lipid
respectivament. Els valors obtinguts per a aquest parametre en funcio de la concentracio
d’'MTS es correlacionen amb el tipus d’agregat determinat per DLS. Aixi, al lligand L6,

el volum encapsulat és maxim a la proporcié d’'SPC/L6 3:1 mM/mM i a patir d’aquest
valor decreix amb el diametre i a partir de 8 mM, zona on només es detecten
nanoagregats per DLS, el volum encapsulat és nul. Als sistemes mixtes d’'SPC amb
complex TL6, el valor d’aquest parametre es veu reduit a la meitat en passar del sistema
SPC/TL6 3:1 mM/mM al 3:2 mM/mM congruentment amb el canvi de mida d’'un
sistema a l'altre. En arribar a la proporcié 3:3 mM/mM s’observa que no hi ha volum
encapsulat, com era d’esperar donat que amb aquesta proporcid6 molar s’obtenen
agregats nanometrics que podrien correspondre a sistemes bicel-lars. No obstant, als
sistemes mixtes amb proporcié elevada de complex, corresponents a agregats grans amb
forma de bastons (segons les imatges de microscopia optica) el valor de volum
encapsulat també és zero. Aquest fet és totalment compatible amb I'existencia de
bastons que no incorporin medi aquds al seu interior. Ara bé, en el cas d’haver-se
format sistemes vesiculars grans també seria compatible amb la perdua de la sonda
fluorescent durant la SEC, justificada per I'alta permeabilitat que el complex ocasiona a

les membranes (Fig. 98).

Pel que fa als sistemes mixtes SPC/PLS6, els resultats de DLS i absorbancia tornen a ser
parcialment contradictoris ja que mentre en el primer cas el tipus d’agregat obtingut és
independent de la concentracid de tensioactiu, obtenint-se sistemes vesiculars
micrometrics dins de tot el rang de concentracions estudiades, en el segon es produeix
un augment amb la concentracid, que podria indicar un augment de la mida dels
agregats. Ara bé, aquest fet s’explica per I'absorbancia propia del complex, que presenta
certa coloracio. Les imatges deyo-TEM dels agregats SPC/PL6 corroboren aquesta
interpretacio, ja que s’hi observen MVVs de mida micrometrica independentment de la
concentracié de metal-lotensioactiu. No obstant, les membranes de les vesicules pel
sistema mixt amb més elevada concentraci6 de complex, SPC/PL6 3:10 mM/mM
(SPC/PL6 Ves*) presenten deformacions (Fig 97), fet que podria indicar que la major
quantitat de complex provoca un empaquetament menys compacte de les bicapes. Les

dades de permeabilitat i volum encapsulat corroboren aquest fet. Al sistema mixt
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SPC/PL6 3:10 mM/mM el volum encapsulat és zero, tot i quergefTEM s’observen
vesicules. No obstant, si es té en compte la permeabilitat i els valgegides tsistemes
mixtes d'SPC amb PL6 (Figures 98 i 100), que mostren que un sistema mixt SPC/PL6
3:3 mM/mM perd el 50% del seu contingut en tant sols 45 min, es pot preveure que en
augmentar la proporcié de complex fins a la relaci6 SPC/PL6 3:10 mM/mM la
membrana sera molt més permeable. Aixd explicaria que malgrat s’observin vesicules
percryo-TEM, la determinacio del volum encapsulat doni zero: I'elevada permeabilitat
de les bicapes fa que el fluorofor encapsulat surti durant la purificacio dels agregats per

la columna d’exclusié molecular.

Aixi, per qualsevol dels compostos FL6 els agregats esdevenen més permeables en
augmentar la proporcio de tensioactiu, i l'alteracié de les propietats barrera de la
membrana fosfolipidica té lloc en el segient ordre: TL6 > PL6 >> L6. Tal i com s’ha
vist pels complexos de cadena meés curta, el complex tetracarbonilic, en ser més
voluminds, altera més la membrana lipidica que el complex pentacarbonilic, mentre que
els sistemes mixtes amb el lligand L6 son els menys permeables. Addicionalment, els
valors de potencial Z mostren canvis de tendéncia en funcié de la concentracio, el quals

es poden correlacionar amb canvis en I'estructura d’agregats.

Els sistemes mixtes d’'SPC amb els compostos d’aquesta familia son estables durant
meés de 15 dies a 4 °C i a temperatura ambient. Pel que fa a I'efecte de la dilucid, tant els
sistemes vesiculars com els nanoagregats dels sistemes mixtes SPC/TL6 sbn estables.
Aquest fet és especialment notori pel cas del sistema que forma bicel-les, ja que la
majoria d’aquest tipus d’agregats formats per fosfolipids de cadenes desiguals son
totalment inestables front la dilucié, com és el cas de les bicel-les DMPC/DHPC (Figura
59).

D’altra banda, també els sistemes mixtes vesiculars d’'SPC/PL6 amb baixa concentracio
de complex no resulten alterats quan es dilueixen. Pero en augmentar la concentracio
de complex els agregats d’'SPC/PL6 esdevenen més inestables, observant-se pel cas
SPC/PL6 3:10 mM/mM una important disminucié de mida amb la dilucio (diametre
inicial: ~ 700 nm, diametre final: ~250 nm). El sistema SPC/PL6 Ves* presenta, per

tant, propietats forca diferents als sistemes vesiculars amb baixa concentracié de PL6.

Finalment, els resultats obtinguts amb els sistemes mixtes d’'SPC amb TL10 o PL10 s6n

compatibles amb l'existencia d’'una Unica estructura en el rang de concentracions
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estudiat: les vesicules. D’acord amb DLS (Fig. 119) es formen majoritariament agregats

supramoleculars d’aproximadament d’l um diametre. S6n unes estructures diferents
dels MLVs d'SPC, ja que, com passa amb els compostos FL2 i FL6, I'absorbancia a

600 nm decreix considerablement en passar de sistemes MLVs d’'SPC al primer sistema
mixt SPC/complex FL10. | 'augment d’absorbancia que es produeix a concentracions

majors té la seva rad en la coloracié propia dels complexos. Aquest resultats poden
explicar-se per la similitud entre la llargada dels MTS FL10 i la de les cadenes dels

fosfolipids, que farien de les membranes I'empaquetament més favorable a totes les
relacions SPC/FL10.

5.3.ALLIBERAMENT DE CO

L’alliberament de CO per molts dels CORMs estudiats fins al moment ve desencadenat
generalment per hidrolisis de la molécula en medi aqués. La cinética d’aquest procés
influeix directament en el seu potencial Us com a agent terapeutic donat que el temps de
vida mitjana del CORM, com s’ha comentat amb anterioritat, ha de ser prou llarg per
permetre que el compost arribi al lloc a tractar dins I'organisme. Aixi, per exemple, pel
CORM-3, [Ru(CO)Cl(glicinat)], una de les molecules alliberadores de CO més
emprades, el temps de vida mitjana és només de 3,8" winj que també han estat
estudiats altres complexos metal-lics, en concret una série de complexog4igus (

pyrone)Fe(CQO), amb temps de vida mitja més llargs, per sobre d'una‘fofa’

Els resultats demostren que els MTS estudiats en aquest treball presenten grups
carbonilics coordinats a I'atom metal-lic (Mo), son solubles en aigua i estables en la
foscor en medi aquos. Addicionalment, el molibdé és un metall essencial per als éssers
humans a nivell de traces on forma part de molts metal-loeh2mS, per tant, no
presenta una elevada toxicitat en comparacio amb altres metalls. Aquest conjunt de
caracteristiques fan d’aquests compostos uns bons candidats per a alliberar CO sota
determinades condicions. La bibliografia conté forca estudis amb complexos
organometal-lics de molibde emprats com a CORMs. Un exemple és el treball de Seixas

et all®

on el complex fac-[Mo(CQjhistidinat)]Na és utilitzat com a CORM exhibint
efectes terapeutics en diversos models animals. El complex estudiat presenta baixa
toxicitat, i en solucié aquosa i preséncia £83 descomposa alliberant CO en la foscor,

a 37 °C. No obstant, no hi ha precedents de sistemes mixtes d’'SPC amb

159



Discussio

metal- lotensioactius utilitzats com a CORMs, de manera que la present Tesi Doctoral

proposa un innovador sistema alliberador de CO que pot tenir finalitats terapeutiques.

Els resultats d'FTIR (tant pel que fa a les bandes de la molecula com a la deteccié de
CQy) a la fase gasosa) demostren que els metal-lotensioactius son estables en solucio

aquosa i en la foscor durant, com a minim, 5 h.

Les possibilitats d’aquests complexos per ser emprats com a CORMs es van avaluar
inicialment mitjancant I'assaig amb mioglobina (Apartats 4.2.1.8. 1 4.2.2.8.). Els assajos

amb mioglobina posen de manifest que els MTS FL2 i FL6 sén capagos d’alliberar CO

(Fig. 711 103) i les seves cinetiques d'alliberament indiqguen que en qualsevol de les

formes estudiades (complex pur en forma monomer o sistemes mixtes SPC/MTS) el
complex tetracarbonilic allibera CO més rapidament que el seu analeg pentacarbonilic.
En tots els casos, a més, els sistemes presenten temps de vida mitjana molt llargs.

Ara bé, diverses publicacions posen en dubte aquest métode. Al 2012 el grup d'R.
Motterlini troba importants discrepancies en les velocitats d’alliberament de CO de dos
CORMS en funci6é del métode de detec€Aixi, per als complexos [Ru(C&Dl,)»
(CORM-2) i [Ru(CO)Cl(glycinate)] (CORM-3) es detecta alliberament de CO emprant

la mioglobina mentre que no se’n detecta utilitzant un eléctrode selectiu de CO.
Inicialment es planteja el fet que en alguns CORMSs resulti necessaria la interaccié amb
components biologics per tal de promoure l'alliberament. No obstant, poc més tard, el
grup de Poole R.K. posa de manifest en un treball que és 'agent reductor que cal afegir
al medi, el ditionit sodic, i no I'Mb, qui promou o desencadena I'alliberament de CO als
CORMs™’

Les incerteses anteriors s’han resolt en el present treball mitjancant dues metodologies
que representen una novetat. D’'una banda, s’ha pogut confirmar directament en fase
gasosa la presencia de CO (Figura 78) provinent dels metal-lotensioactius. No és un
tema menor, ja que alguns CORMSs el que alliberen finalment é3*@ltra banda,
'analisi per FTIR d'aliquotes de la suspensié ha permés determinar la cinética de

I'alliberament en ser irradiades les mostres (Figures 76, 107 i 122).

Una alternativa per activar l'alliberament de CO per aplicacions biologiques és
mitjancant la fotoactivacié. D’aquesta manera un compost metal-lic carbonilic, estable
en solucié aquosa durant un periode de temps prou llarg com per a arribar a la seva

diana, alliberara un (0 més) equivalents de CO en ser excitat fotoquimicament. El gas
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alliberat difondra a lI'organisme i la vacant generada al compost probablement sigui

ocupada per una molécula de solvent per mantenir I'esfera de coordinacié del complex.

El fet de poder modular I'alliberament de CO fotoquimicament resulta molt atractiu per
a aquests compostos. Aixi doncs, mitjangant FTIR es va seguir la variacio de la banda
més caracteristica dels grups carbonils de cada compost en ser irradiats. L’alliberament
de CO activat fotoquimicament per la resta de compostos es va determinar només amb
UVA i llum visible, donat que son les radiacions menys energeétiques, i per tant mes

compatibles per a I'is en humans.

Les dades obtingudes posen de manifest que els metal-lotensioactius FL2 i FL6
alliberen CO en ser irradiats a 365 nm o amb Illum visible, essent més important
I'alliberament amb llum UVA. Els complexos FL10 també son capacos d’alliberar CO
en ser irradiats a 365 nm i, a la vista dels resultats que indiguen que en augmentar la
longitud de la cadena hidrocarbonada no hi ha canvis significatius en I'alliberament de
CO (Figures 76 i 107), és d'esperar que aquests compostos també siguin capacgos
d’alliberar CO en ser irradiats amb llum visible, una hipotesi que queda pendent de
confirmar. Els resultats obtinguts amb totes les families també mostren que el tipus
d’agregat no influeix en la velocitat d’alliberament, pel que es pot concloure que cap
dels estats d’agregacié caracteritzats no modifica la seva fotosensibilitat. A la vista dels
resultats, per tant, es pot concloure que tots els MTS sintetitzats en aquest treball poden

ser classificats com a PhotoCORMSs.

5.4. TOXICITAT

Donada la seva novetat, no hi ha literatura cientifica referent a la toxicitat dels
metal- lotensioactius del present treball sobre cap linia cel-lular. Per aquest motiu es va
avaluar aquest parametre mitjancant la determinacié amb XTT de la viabilitat cel-lular
de fibroblasts dermics humans en ser tractats durant 24 h amb suspensions de: a)
compostos purs o, b) sistemes mixtes d’'SPC/MTS en sistemes vesiculars o
nanoagregats. L’assaig posa de manifest que els metal-losomes d’'SPC amb compostos
FL2 i FL6 no resulten toxics a cap de les concentracions de complex estudiades (entre
50 i 1000 uM), de manera que la viabilitat cel-lular és la mateixa que la del blanc,
liposomes d’'SPC. Per contra, els compostos purs, formant nanoagregats, i els sistemes

vesiculars amb elevada concentracio de complex PL6 (ves*), presenten una toxicitat que
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és 10 i 20 vegades major a la del control pels compostos tetracarbonilics (TL2 i TL6) i
pentacarbonilics (PL2 i PL6) respectivament. Es pot apreciar també que, en general, els
compostos pentacarbonilics resulten més nocius que els tetracarbonilics. La
concentraci6 maxima no toxica és de 100 uM per TL2 i TL6, purs o formant
nanoagregats, i 50 uM pels MTS PL2 i PL6, purs, formant nanoagregats i als sistemes
vesiculars* SPC/PL6.

Nombrosos treballs inclouen I'is de liposomes com a transportadors de farmacs per
molts dels avantatges que aquests comporten. Entre altres, el fet d’encapsular un
compost al liposoma pot evitar els efectes secundaris del farmac, resultant menys toxic
el sistema amb el liposoma que el farmac Ilf§feA més, permeten millorar la
solubilitat i biodisponibilitat d’alguns farmasi produir un alliberament més controlat

i sostingut del compost encapsuffitEn aquest sentit els metal-losomes haurien de
presentar els mateixos avantatges amb la diferencia que en aquest cas el compost amb
propietats farmacologiques no es troba encapsulat siné formant part de la bicapa lipidica

o del nanoagregat.

5.5. u-FTIR EN CULTIUS CEL:-LULARS

Els resultats de I'estudi mitjancant p-FTIR de cultius cel-lulars de fibroblasts humans
tractats amb sistemes mixtes SPC/MTS en sistemes vesiculars o formant nanoagregats
mostren bandes propies dels complexos, pel que es pot afirmar que han estat
internalitzats. Per tant, la manca de toxicitat dels sistemes vesiculars no és una
consequencia d’'una possible no interaccié amb les célul-les, siné que tot apunta cap a la
ruta que segueixen els agregats una vegada han entrat en elles. En aquest sentit, els
sistemes de nanoagregats deuen seguir-ne una altra, donada la seva major toxicitat
(Figura 80).

D’altra banda, en les cél-lules incubades (en la foscor) amb els metal-lotensioactius, es
detecten, mitjancant I'analisi estadistic dels espectres, canvis en les bandes tipiques de

I'estructura cel-lular, uns canvis que sén dependents de la dosi.

L’analisi mitjancant PCA i les relacions entre les bandes més rellevants a nivell biologic
posen de manifest que les cel-lules tractades amb el complex PL2 presenten meés
oxidacio lipidica que les tractades amb el complex TL2, un fet que podria estar
relacionat amb I'elevada toxicitat del complex pentacarbonilic. D’altra banda, el
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quocient proteina/lipid proporciona diferéncies significatives entre el control i les
cel-lules tractades en les diferents condicions, essent més evidents els canvis a
concentracions elevades de complex. Aquest fet es pot explicar per la internalitzacié
dels sistemes mixtes, els fosfolipids dels quals incrementarien la banda IR gale<CH
correlaciona amb l'augment del quocieniAA 1665 (MTS/banda amida), indicatiu de
I'entrada dels complexos. Contrariament, a les cél-lules incubades amb liposomes no
s’observa la disminucié de la relacid;eAf/A2921, la qual cosa indicaria que no
s’internalitzen, un fet que podria estar relacionat amb les diferéncies que presenten

respecte als sistemes SPC/MTS, la seva mida i carrega.

5.6. PREPARACIO DE SISTEMES MIXTES SPC/MTS MITJANCANT
TECNIQUES DE MICROFLUIDICA

Els resultats dels sistemes mixtes SPC/FL6 obtinguts mitjancant tecniques de
microfluidica posen de manifest que, en general, tant la concentracio d’entrada com el
flux total (TFR) no tenen efecte sobre la mida dels agregats formats. Ara bé, el fet de
modificar el flux proporcional entre fases org/ag (FRR) afecta a la mida dels agregats
obtinguts, sent de mida inferior en augmentar el flux de la fase aquosa. No obstant, el
parametre meés important a tenir en compte és I'eleccié del dissolvent, donat que
s’observen diferencies de mida importants entre MeOH o EtOH. Un augment de la forca
ionica fa que la mida dels agregats sigui més gran, tot i que no é€s un efecte molt
notable. Per tant, és possible regular, dins dels limits estudiats, la mida dels agregats a
través dels factors propis de la microfluidica.

Sorprenentment, a les imatges de/o-TEM pels sistemes mixtes SPC/TL6 3:3
mM/mM i SPC/PL6 3:1 mM/mM, emprant EtOH a la fase organica, amb TFR 10
ml/min i FRR 1:1, s’observen sistemes MLVs amb les bicapes molt properes entre si i
amb un diametre que varia entre els 500-800 nm. Es una diferéncia notable respecte el

gue s’havia observat als sistemes preparats a partir de films homogenis,

Cal tenir en compte que la preséncia d’EtOH al medi, un dissolvent que se sap modifica

les propietats de les membranes.
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6. Conclusions

En base als objectius plantejats i als resultats obtinguts, les conclusions que es poden

extreure d’aquest treball es resumeixen en:

6.1. Sintesi

®

®

S’ha sintetitzat i caracteritzat una familia de fosfines tensioactives d’estructura
PhhP(CH)NSGNa (n = 2, 6 i 10) i, a partir d’elles, dues families de
metal- lotensioactius carbonilics de molibdé: cis-[Mo({),] (TLn) i
[Mo(CO)sLn] (PLn).

El procés de sintesi del precursor halosulfonat per als compostos de cadena més
llarga (CI(CH2)10SO3Na) ha estat optimitzat, obtenint-se el producte de forma
meés pura i suposant alhora un estalvi economic.

La sintesi dels compostos PLn s’ha dut a terme a partir del desenvolupament
d’'una nova via sintética que proporciona els complexos amb bon rendiment i
elevada puresa, millorant significativament les condicions de reaccio i d’estalvi

economic.

6.2. Caracteritzacio dels tensioactius

®

®

Tots els compostos sintetitzats en aquest treball formen agregats
supramoleculars en solucié aquosa, fet que ha estat determinat mitjancant DLS,
espectroscopies visible i de fluorescéncia, cryo-TEM i SAXS. Les imatges de
microscopia electronica posen de manifest que majoritariament s’obtenen
vesicules multivesiculars, generalment de mida micromeétrica.

S’ha aprofitat la fluorescéncia intrinseca dels compostos per determinar la seva
concentracié micel-lar critica (cmc). S'observa que la complexacié del metall
als lligands tensioactius incrementa la seva tendéncia a l'autoagregacio, donat
que els valors de cmc dels MTS sOn marcadament inferiors als dels seus
lligands de partida. Addicionalment, els valors de cmc dels compostos TLn sén
inferiors als dels seus analegs PLn.

A excepci6 del complex TL6, els tensioactius i metal-lotensioactius sintetitzats
en aquest treball presenten poc caracter solubilitzant, donat que en el rang de
concentracions estudiats no tenen cap efecte sobre liposomes durant, com a
minim durant 72 h, fins i tot a concentracions marcadament superiors a la seva

cmc.
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El complex TL6 es capac de solubilitzar liposomes, originant bicel-les, a unes
relacions molars SPC/TL6 3:4 i 3:6 mM/mM. En augmentar la concentracio de

complex per sobre del valor anterior s’obtenen agregats micrometrics.

6.3. Caracteritzacié d’agregats mixtes SPC/tensioactiu
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®

®

®

®

D’acord amb els resultats de cryo-TEM i de les espectroscopies de DLS, visible
i de fluorescencia, els sistemes mixtes SPC/FL2 i SPC/L6 obtinguts per
hidratacio d’'un film homogeni formen diferent tipus d’agregats en funcié de la
proporcio SPC/tensioactiu. A concentracions baixes de tensioactiu s’obtenen
agregats vesiculars, la mida dels quals disminueix en augmentar la concentracio
de compost fins a arribar a un valor critic a partir del qual només es detecten
nanoagregats.

Els sistemes mixtes SPC/TL6 obtinguts per hidratacid6 d'un film homogeni
formen diversos tipus d'agregat en funcié de la proporci6 SPC/TL6. A
concentracions baixes de complex s’obtenen sistemes vesiculars, mentre que a
les proporcions SPC/TL6 3:3 i 3:4 mM/mM es detecten agregats nanometrics
compatibles amb sistemes bicel-lars. A elevades concentracions de complex
s'obtenen agregats de mida micrométrica amb forma de bastons, com s’ha
constatat mitjancant microscopia optica.

La mida dels agregats obtinguts pels sistemes mixtes SPC/PL6, SPC/TL10 i
SPC/PL10 per hidratacié d’un film homogeni és independent de la concentracio
de complex, obtenint-se agregats micrometrics en tot el rang de concentracions
estudiat.

Els agregats mixtes SPC/tensioactiu obtinguts sén estables a 4 °C i a
temperatura ambient durant, com a minim 15 dies. |, a excepcié dels sistemes
SPC/PL6 (Ves*), també son estables front la dilucié durant, com a minim 24 h
fins i tot a concentracions inferiors a la seva cmc. En aquest sentit, resulta notori
el cas de les bicel-les SPC/TL6, ja que la majoria d’aquest tipus d’agregats
formats per fosfolipids de cadenes desiguals son totalment inestables front la
dilucié. Els agregats SPC/PL6 (Ves*) son paricalment estables front la dilucio,
de manera que en diluir-los la seva mida disminueix practicament un terc.

La insercio dels tensioactius a la membrana lipidica altera les seves propietats

barrera de manera que els metal-losomes esdevenen més permeables en
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augmentar la concentracio de tensioactiu. L'alteracié de les propietats barrera
de la membrana fosfolipidica té lloc en el seglent ordre: TLn > PLn>> Ln (per
n=2i6).

Les dades de volum encapsulat i potencial Z es correlacionen amb el tipus

d’agregat obtingut.

6.4. Alliberament de CO

®

®

®

®

®

®

®

®

L’assaig de mioglobina posa de manifest que els complexos FL2 i FL6, aixi
com els seus sistemes mixtes amb SPC son capacos d’alliberar CO presentant
temps de vida mitjana molt llargs.

L’assaig de mioglobina pot ser substituit per un altre, molt més eficac,
fonamentat en I'espectroscopia d’'IR que permet valorar la pérdua de CO dels
CORMs i I'aparicio de CO en una fase gasosa en contacte amb la mostra.
L’alliberament de CO pot ser modulat fotoquimicament mitjancant radiacio
UVA o visible, fet que ha estat constatat mitjancant FTIR seguint la variacié de
les bandes caracteristiques dels grups carbonils dels complexos.

El tipus d’agregat no influeix en la velocitat d’alliberament de CO quan aquest
es duu a terme mitjancant activacio fotoquimica.

La deteccio de les bandes de vibracio-rotacié del CO en fase gasosa mitjangant
FTIR confirma la preséncia del gas provinent dels metal- lotensioactius irradiats.

D’aquesta manera es descarta la possibilitat de que el que s’alliberi sigui CO

6.5. Assajos en cultius cel-lulars

Els metal-losomes no son toxics en cap de les concentracions estudiat (fins
1000 uM), mentre que els sistemes nanoagregats o els complexos purs
presenten, comparativament, una toxicitat elevada.

Els resultats de I'estudi mitjancant pu-FTIR de cultius cel-lulars de fibroblasts
humans tractats amb sistemes mixtes SPC/MTS en sistemes vesiculars o
formant nanoagregats mostren els complexos internalitzats.

Es detecten canvis dependents de la dosi en les bandes tipiques de I'estructura
cel-lular en cultius tractats amb els complexos durant 24 hores.
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6.5. Sistemes mixtes SPC/FL6 preparats mitjancant tecniques de

microfluidica
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®

®

La concentracié d’entrada i el flux total (TFR) no tenen un efecte significatiu
sobre la mida dels agregats formats. No obstant, el fet de modificar el flux
proporcional entre fases organica i aquosa (FRR) afecta a la mida dels agregats
obtinguts, sent de mida inferior en augmentar la proporcié de fase aquosa.
L’eleccio del dissolvent és el parametre més important en aquesta metodologia
donat que s’observen diferéncies de mida importants segons s’empri MeOH o
EtOH com a fase organica.

Les imatges decryo-TEM dels sistemes mixtes SPC/TL6 3:3 mM/mM i
SPC/PL6 3:1 mM/mM obtinguts emprant EtOH com a la fase organica, amb
TFR 10 ml/min i FRR 1, mostren sistemes MLVs, d’'uns 500-800 nm de

diametre.
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6. Conclussions

Taking in account the objectives and the results obtained, the conclusions that can be

drawn from this work are summarized in:

6.1. Synthesis

@ |t has been synthesized a family of surfactant phosphines with the structure
PhhP(CH)NSGNa (n = 2, 6 i 10), and two families of molybdenum carbonyl
metallosurfactants: cis-[Mo(C&{)Ln),] (TLn) i [Mo(CO)sLn] (PLn).

The synthetic method for the compound (CIFHSQNa), needed for the
synthesis of FL10 compounds, has been improved. The modifications carried

®

out allow to obtain the compound pure without a difficult purification process

and presenting economic advantages.

®

It has been developed a new method for the synthesis of PLn compounds. The
new method provides good yield and high purity compounds, and at the same

time makes the process more simple and economic.

6.2. Metallosurfactant characterization

@ All the compounds synthesized in this work form supramolecular aggregates in
aqueous solution. This fact has been demonstrated by DLS, UV-VIS,
fluorescencecryo-TEM and SAXS. The electronic microscopy images show
that the aggregates formed are mostly multivesicular vesicles of micrometric
size.

Inherent fluorescence of compounds has been used to determine their critical

®

micellar concentration (cmc)lhe comparison between free phosphines and
their respective molybdenum complexes show that cmc values are lower for
complexes than their respective phosphines. Moreover, the cmc values are

lower for TLn than for PLn complexes.

®

With the exception of TL6 complex, the surfactants and metallosurfactants
synthesized in this work present low solubilizing properties. They do not

solubilize liposomes in all the concentration range studied, at least for 72 hours,
even at concentrations higher than their cmc.

TL6 solubilizes liposomes originating bicelles at the molar ratios: SPC/TL6 3:4

®

I 3:6 mM/mM. In incrementing the complex concentration micrometric

aggregates are formed.
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6.3. Mixed SPC/surfactanr aggregates characterization.
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®

®
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According to cryo-TEM and DLS, visible and fluorescence spectroscopy.
SPC/FL2 and SPC/L6 mixed systems obtained by hydration of homogeneous
dry films, form different type of aggregates ranging from vesicular to
nanometric systems depending on the molar ratio SPC/surfactant. Upon a
critical value of concentrations is only possible to detect nanoaggregates.
SPC/TL6 mixed systems from homogeneous dry films form different type of
aggregates depending on the SPC/TL6 ratio. At low concentration of complex
they aggregate into vesicular systems. At the ratios SPC/TL6 3:3 and 3:4
mM/mM bicellar systems can be detected. And at high concentrations of
complex supramolecular systems of micrometric size are formed, presenting rod
structures as it has been visualized by optic microscopy.

The size of SPC/PL6, SPC/TL10 and SPC/PL10 mixed systems prepared from
an homogeneous dry film are independent on the SPC/surfactant ratio, showing
micrometric aggregates in all the concentration range studied.

All the obtained mixed systems are stable at 4 °C and room temperature, at least
for 15 days. And, with the exception of the systems SPC/PL6 (Ves*), they are
also stable upon dilution, at least for 24 hours, and after diluting below their
cmc. It should be noted that bicel-les are stable too, the majority of this systems
are unstable upon dilution. SPC/PL6 (Ves*) systems are partially unstable, upon
dilution their size decreases.

The membrane permeability is affected by the insertion of surfactants to the
lipidic membrane. The metallosomes formed are more permeable in
incrementing the surfactant concentration. The barrier properties of the
membrane is modified following TLn > PLn>> Ln (for n =2 and 6).
Encapsulated volume and Z-potential values are agree with the results obtained
by DLS and cryo. TEM.
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6.4. CO Delivery

®

®

®

®

®

®

®

Myoglobin assay shows that the metallosurfactants FL2 and FL6, as their mixed
systems with SPC, are able to deliver carbon monoxide (CO), and the molecules
show a low CO release, having la elevated half life.

Myoglobin assay can be replaced by a more effective method, based on infrared
microscopy. This method evaluates the loss of CO by CORMs and allows to
detect CO in the gaseous phase in contact with sample inside a cell.

CO delivery can be modulated photochemically with UVA and visible light
radiation. This fact has been demonstrated by following the changes in the
characteristic carbonyl bands of the metallosurfactants.

CO delivery is independent of the aggregates type (vesicular systems or
nanoaggregates) when the delivery is promoted by irradiation.

Using FTIR is possible to detect the vibrational-rotational bands gf @Ghe
gaseous phase of a closed system in contact with a solution of MTS. Discarding

the possibility of CQyg) as it has been seen for other CORMSs.

6.5. Assajos en cultius cel-lulars

Metallosomes are not toxic in all the studies range. Instead, nanoagregates or
pure compounds are 10 and 20 times more toxic for TLn and PLn (n = 2 and 6)
respectively.

The results using u-FTIR of human fibroblasts cells incubated for 12 hours with
mixed systems SPC/MTS have been detected in cells, independently if they are
forming vesicular systems or nanoaggregates.

It's possible to detect changes in the typical absorption bands corresponding to
cell structure, this changes are higher in increasing the concentration of the

complex.

6.5. Myxed systems SPC/FL6 prepared using microfluidics

The initial concentration and the total flow rate (TFR) do not possess a

significant effect over the size of the aggregates formed. However, the flow rate
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®

®

ratio between the aqueous and the organic is important. The aggregates formed
become smaller in incrementing the aqueous phase.

The most important parameter in this technique is the election of the organic
solvent. Showing important changes when using EtOH instead of MeOH.
Cryo-TEM of mixed systems SPC/TL6 3:3 mM/mM i SPC/PL6 3:1 mM/mM
preparing using EtOH as organic solvent, with TFR 10 ml/min and FRR 1,
show MLVs, of about 500-800 nm of diameter.
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ANNEX . Experimental. Sintesi de compostos
A.l. Precursors halosulfonats
A.1.1. Sintesi del precursor L6 (CI(CH)sSOsNa).

Per a la sintesi d’aquest compost es mesclen, a l'interior d’'un balé d’'1l de capacitat,
14.43 g (70.1mmol) de Br(Ch#Cl i 8.71 g (68.8 mmol) de N&O; anhidre dissolts en

una solucio bifasica preparada amb 320 ml d’etanol absolut i 250 ml d’aigua destil- lada.
La mescla resultant es porta a reflux i es deixa reaccionar durant 4h mantenint la solucio
sota una agitacié enéergica. Passat aquest temps es deixa refredar la solucio resultant a
temperatura ambient i es transvasa a un embut d’extraccié. Donat que no s’aconsegueix
una bona separacié de fases s’afegeixen 50 ml de JCH@gita vigorosament i es

deixa reposar uns 15 min. Un cop les fases s’han separat, es separa la fase organica,
situada a la part inferior i es renta la part aquosa tres vegades amb 50 ml de cloroform
amb I'objectiu d’eliminar les restes de Br(@Cl. La solucié resultant s’evapora a
sequedat i s’obtenen 16.26 grams de solid blanc format per una mescla de NaBr,
CI(CH,)¢SOsNa i NaQS(CH)sSOsNa. Segons lanalisi de I'espectre de-RMN

s’estima una proporcio producte monosulfonat/ producte disulfonat aproximada de
10:1.2 (Figura 32). Amb l'objectiu de separar el precursor L6 del subproducte
disulfonat i el NaBr, el solid resultant de la reacci6 es recristal-litza amb etanol absolut
bullent. Es dissolen els 16.26 grams en 450 ml d’etanol bullent a I'interior d’'un balo, es
deixa la solucié agitant durant uns 15 min a ebullicié per assegurar que tot el precursor
L6 es trobi dissolt en solucid i tot seguit es filtra en calent en un embut Blchner,
d’aquesta manera el producte disulfonat, insoluble en etanol, és facilment separable. El
filtrat es concentra fins a inici de cristal-litzacié i s'indueix la precipitacid del
CI(CH2)6SOsNa en un bany d’aigua i gel. Finalment es filtra amb un embut Buchner i es
deixa assecar el producte al buit. S’obtenen 9.88 grams de fd8CkNa, amb un
rendiment del 65%.

A.1.2. Sintesi del precursor L10 (CI(CH)10SOsNa).

Per a la sintesi del precursor L10 s’introdueixen 68 g (319 mmol) de §1¢(CHen un
bal6 de tres boques i es dissolen en una mescla bifasica formada per 320 ml d’etanol

absolut i 70 ml d’aigua destil-lada. Es porta la solucié a reflux agitant enérgicament i tot
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seguit s’addiciona molt lentament durant 4 hores i amb I'ajut d'un perfusor (v = 0.3
ml/min), una solucié de 4.50 g (35.5 mmol) de,8& anhidre dissolts en 70 ml
d’aigua destil-lada. Un cop acabada l'addici6 es deixa reaccionant a reflux durant 4
hores més i passat aquest temps s’espera a que la solucié arribi a temperatura ambient.
Llavors, la solucio es transvasa a un embut, s’afegeixen 200 ml de cloroform a cada
fraccié i es separen les fases. Les fases organiques s’evaporen fins eliminar tot el
dissolvent, de manera que al bal6 només queda un liquid, que és e})¢itCle no

ha reaccionat degut al gran excés en que es trobava, i un solid blanc en suspensio,
corresponent a CI(ChloSOsNa. Es filtra la solucio, el filtrat és CI(GHoCI que pot ser
reutilitzat per reaccions posteriors i el solid es renta primer amb 25-50 ml de cloroform
molt fred i després tres vegades amb 25-30 ml d’eter dietilic sec, obtenint-se 4.33 grams
de CI(CH)10SOsNa. El rendiment es pot augmentar si s’extreu, mitjancant un laborios
proceés, el CI(CH10SOsNa que ha passat a la fase aquosa. Aixi, doncs, la fase aquosa es
renta la solucio tres vegades amb 25 ml de cloroform i s’evapora a sequedat, s’obtenen
8.57 grams de solid blanc format per NaCl i una mescla de QK&SI:Na i
NaG:;S(CH,)10SOsNa, essent el producte disulfonat majoritari amb una proporcio
estimada, segons I'analisi de I'espectre’deRMN, de 10:12.5. Aquest producte es
recristal-litza per extreure el CI(GhbSOsNa de la mescla. La recristal- litzacié es duu a
terme dissolent fraccions d’aproximadament 2 grams de producte en 500 ml de etanol
bullent i filtrant en calent amb un embut Bichner. El filtrat es concentra fins a inici de
cristal- litzacio i s’'indueix la precipitacié6 amb un bany d’aigua i gel i es filtra amb un
embut Blchner, obtenint-se 1.82 g de CI{z6PO:Na entre totes les fraccions
recristal-litzades. Les dues fraccions s’ajunten, s’homogeneitzen i en total s’obtenen
6.15 grams de Cl(ChhoSOsNa, amb un rendiment del 62 %.

A.2. Lligands fosfina
A.2.1. Sintesi dels lligands P#*(CH2)nSO3Na (n =2, 6 i 10)

La sintesi de lligands es duu a terme sota atmosfera inert de nitrogen mitjancant
tecniques Schlenck a baixa temperatura i evitant al maxim la presencia d’aigua tant en
reactius com en dissolvents. Els dissolvents s’assequen tal i com es troba descrit a
l'apartat 3.2.1. de Material i Métodes. Pel que fa als reactius es segueix el seguent

procediment: El NEX s’asseca primer a l'estufa, deixant-lo 24h a 80° C, i
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posteriorment al buit; la Pl3 s’asseca deixah& 24h al buit en un bany d’aigua cale

(entre 6070 °C) i els precursors halosulfonats s’assequen armr-dimetoxipropa

167

segons el procediment descrit a la bibliog™" (Esquema 8).

MeOH
CH;CH(OCH,),CH; + H,0 = CH;COCH; + 2 CH;0H

12h. Tamb

Esquema 8: Reaccio del jinetoxipropa amb aigt

Es prepara un banyatetona i neu carbonic-78°C) i es condensen 100 ml d’amor
a I'interior d’'un Schlenck gran. S’afegeix el Na metal-lic en petites fraccions i es
rapidament donant lloc a una intensa coloracio blava a la solucié. La manipule
sodi en aquegtas és molt important per tal d’evitar al maxim la seva oxidacio: €
lamines fines de Na amb I'ajut d’'un corrd i es mantenen dins d’'un got de pres
amb éter de petroli, dins el got es tallen les lamines en fraccions més petites i i
es figuen uns segons en isopropanol per eliminar la capa d’oxid que es pot have

mentre es manipulava i es pesen en un altre got amb eter de petroli, previam

Passats 15 minuts des de I'addicié del Na, es comenca a afegirs, en petites
fraccions, durant 5 minuts i es deixa evolucionar 3 hores, durant les quals s’obse
la solucié canvia a un color ataronjat fosc degut a la presencia de difenilfosfy) al

medi de reacci6. Llavors, s’afegeix lentament el NH4X, durant 15 minut petites
fraccions amb la finalitat d’eliminar I'amidur (N,) format en el pas anterior i es de
reaccionar 10 minuts més. Amb aquesta adicid la solucié adquireix una

coloracié grocataronjat. Transcorregut aquest temps, el precursor hanat
X(CH),SOsNa s’afegeix en petites fraccions durant 15 minuts i acabada I'adic
deixa reaccionar durant 30 minuts meés. Arribats a aquest punt es deixa d’afe
carbonica al bany i es deixa reposar fins 'endema sota flux de nitrogen per en el

decurs de la nit, la soluci6 s’atemperi i s’evapori I'amoniac li

Les quantitats de reactius per a la sintesis de lligands emprades en aqgall es

resumeixen a la taula 38.
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Reactius PBP(CH2)eSOsNa Ph,P(CH2)10SOsNa
Na 1,33 ¢ 1,45¢g
PPhs 7599 8,26 g
NH X 1559 1,689
X(CH2)nSOsNa 5,859 8,00¢

Taula38: Reactius emprats per a les sintesis dels lligands fosfina. (X = Br quan n=2 i X = Cl que
10).

Un cop s’ha evaporat tot 'amoniac resta un solid blanc amb una lleugera tonalitat
groga. Aquest solid es renta amb una mescla desgasada de 15 ml d’eter dietilic anhidre i
1 ml d’aigua destil-lada agitant durant uns minuts vigorosament, de manera que l'aigua
protona les restes de difenilfosfur donant HRBle en ser soluble en eter dietilic pot

ser facilment extret del medi de reaccio filtrant amb canula i fent dos rentats més amb
eter dietilic anhidre. El solid obtingut és una mescla de lligand fosfina i halur de sodi
(NaX).

El procés de purificacio per a l'obtencid dels lligands fosfina consisteix en
recristal-litzar aquest solid en una mescla de metanol (a la Taula 39 es detallen els
volums emprats per a cada lligand) i 5ml d’aigua. Es filtra en calent i es deixa reposar
perquée cristal-litzi, procés que es pot afavorir refredant amb un bany d’aigua-gel o
inclus deixant el balé al congelador fins a I'endema. Llavors, es filtra el liquid
sobrenedant, es renta amb uns mil-lilitres de metanol gelat i s’asseca el producte al buit.
En tots els casos es pot fer un ultim rentat amb eter dietilic anhidre per facilitat 'assecat

I evitar un aspecte pastos, procés que pel cas de la fosfina L10 és necessari donat que té

una tendencia natural a agafar aquest tipus de consisténcia.

Ph,P(CH2)sSOsNa  PhP(CH3)10S0sNa

Volum MeOH 75 ml 150 ml
Pes obtingut 7,24 ¢ 8,12 ¢
Rendiment 74 % 66 %
Aspecte fisic Solid blanc Solid blanc

Taula 39: Volum de metanol necessari per a la rectitgakio dels productes, quantitat de prodt
obtinguts després de la recristal-litzacié, rendiment i aspecte fisic.

176



Annex

A.3. Complexos de molibdée
A.3.1. Precursor metal-lic cigMo(CO) 4(pip)2].
A.3.1.1 Sintesi del precursor metal-licis-[Mo(CO) 4(pip)2].

S’introdueixen 5.09 g de Mo(C®) 30 ml d’hepta sec en un bal6é. Es prepara una
solucio formada per 10.89 g de piperidina dissolts en 30 ml del mateix dissolvent que
s'afegeix sobre la suspensid anterior. La mescla es porta a reflux i es deixa reaccionar
durant 4 h sota atmosfera inert de nitrogen per evitar la preséncia d’ humitat al medi de
reaccio i s’acobla un bubblamb oli de silicona per no generar sobrepressio al sistema.

Al principi es pot veure una petita quantitat de Mo(C@Je resta insoluble en la
solucio, pero es dissol rapidament en pujar la temperatura. Passats uns 15 minuts la
solucié comencga a adquirir una coloracio groga i a aparéeixer un solid groc en suspensio.
Passat el temps de reacci6 es filtra en calent per eliminar del complex [M@iB)D)

que es pugui haver format com a subproducte i es renta el solid tres vegades amb 15 ml
d’hepta fred. Llavors, el solid s'asseca al buit, de manera que les possibles restes de
piperidina lliure s’eliminen'H-RMN de piperidina en metanol-d4 (pprdx2.88 (m),

4H; 6=1.61 (m), 6H). S’obtenen 6.93 g dis-[Mo(CO)4(pip),], un solid de color groc

intens, amb un rendiment del 95 %.

A temperatura ambient el precursor metal-lic no és estable i descomposa amb facilitat.
Ara bé, si es guarda el complex completament sec en un vial ben segellat, sota
atmosfera inert de Xg) i al congelador, a -30°C, es pot conservar en perfecte estat

durant un llarg periode de temps (> 2 anys).

A.3.2. Complexos TLn €is-[Mo(CO)4(Ln)2]) (n =2, 6 10).
A.3.2.1. Sintesi de complexos TLrtis-[Mo(CO)4(Ln)2]) (n =2, 6 10).

Sota atmosfera inert de nitrogen es dissol, per una banda, el lligand fosfina
(PhP(CH)NSGiNa) en metanol sec i desgasat en un matras Schlenck. Per un altre
banda, es prepara una solucio de precursor metaigigMo(CO)4(pip)z]) en THF sec i
desgasat en les mateixes condicions que l'anterior. Llavors, s’addiciona la solucié del
lligand fosfina sobre la del precursor metal-lic molt lentament amb 'ajut d’'una canula.
Inicialment, el complex metal-lic es dissol rapidament en THF donant lloc a una soluci6

nitida de color groc intens, pero en uns instant comenca a adquirir una tonalitat
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ataronjada la qual reverteix al groc inicial en entrar en contacte amb I'altre solucio.
Acabada l'addicid, es deixa evolucionar la reaccié sota atmosfera inert, a temperatura
ambient i resguardada de la llum durant 3h per al complex TL2 i 4h per als complexos
de cadena més llarga (TL6 i TL10) . Durant tota la reaccio la solucio es manté nitida i
amb la mateixa coloracio, la percepcio de terbolesa al medi seria indicatiu de presencia
d’aigua, un factor que cal evitar al maxim. Passat el temps de reaccid, s’evapora la
solucié a sequedat al buit per eliminar el dissolvent i les restes de piperidina lliure,

donant lloc a un oli de color marré.

El cru de reacci6 es dissol en el minim volum de metanol sec i desgasat i es filtra en
una columna de celita sota atmosfera de nitrogen. El filtrat es concentra fins que
comenca a precipitar (aproximadament fins la meitat del volum inicial) i s’addiciona
lentament éter dietilic sec i desgasat fins que la precipitacio €s completa. El precipitat es
separa del medi retirant el dissolvent amb canula, es renta tres vegades amb 15 ml d’éter
dietilic sec i desgasat i s’asseca al buit.

Les quantitats necessaries de reactius i dissolvents emprats per a la sintesi de cada
complexcis-[Mo(CO)4(Ln);] (n = 2, 6 i 10), aixi com els pesos obtinguts, rendiment i

aspecte fisic es resumeixen a la Taula 40.

CiS[Mo(CO)4(L2);] cis[M0o(CO)4(L6)s] cis[Mo(CO)4(L10),]

Ph,P(CH2)nSO;Na 2,38 ¢ 2,24 ¢ 1,639
Volum MeOH (a) 200 ml 150 mi 150 ml
Cis-[Mo(CO) 4(pip)-] 1,409 1,05¢ 0,70g
Volum THF 200 ml 150 ml 100 ml
Volum MeOH (b) 15-20 mi 20-25 ml 50 ml
Pes obtingut 2,659 2509 1,56 g
Rendiment 84 % 82 % 77 %
Aspecte fisic Solid groc palid Solid groc palid Solid groc

Taula 40. Quantitatsnecessaries de reactius i dissolvents (MeOH (a): per a la sintesi; MeOH (b):
recristal-litzacié) emprats en la sintesi dels complei®fMo(CO)4(Ln), (n = 2, 6 i 10), quantitat
producte obtingut de cada complex, rendiment i aspecte fisic.
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A.3.3. Complexos PLn ([Mo(COjLn]) (n=2, 6i 10).
A.3.3.1. Sintesi de complexos PLn ([Mo(C@)n]) (n =2, 6 10).

En un matras Schlenck i sota atmosfera inert de nitrogen es prepara una suspensio
formada per MgN=0-2H0 i Mo(CO), amb un excés molar del 20 % sobre I'anterior,
dissolts en una solucio 1:1 @El,/MeCN (dissolvents secs i desgasats). Es deixa
evolucionar el sistema durant 1.5 h sota atmosfera de nitrogen, a temperatura ambient i
resguardat de la llum. La solucid, inicialment transparent, adquireix una tonalitat groga
intensa al cap de 30 minuts. Passat el temps de reaccio, s'addiciona lentament el lligand
fosfina (PBP(CH,)NnSG;Na) en metanol sec i desgasat. La fosfina es troba en un 10 %
de defecte molar respecte I'0xid de trimetilamina. Acabada I'addicio es deixa reaccionar
durant 1.5 h més. Un cop finalitzat el procés es filtra la solucié amb celita i el filtrat
S’evapora a sequedat.

El producte resultant es recristal-litza dissolent-lo en el minim volum de metanol sec i

desgasat, centrifugant i evaporant el sobrenedant a sequedat.

Les quantitats necessaries de reactius i dissolvents emprats per a la sintesi de cada
complex Mo(COJLn (n = 2, 6 i 10), aixi com els pesos obtinguts, rendiment i aspecte

fisic es resumeixen a la Taula 41.

Mo(CO)sL2 Mo(CO)sL6 Mo(CO)sL10
MesN=0-2H,0 0,649 0,38¢g 0,51¢
Mo(CO)e 1,83 ¢ 1,109 1,46 g
CH,CIl,/MeCN (1:1) 25 ml 15 ml 20 ml
Ph,P(CH2)nSOsNa 1,649 1,16 g 1,78 ¢g
MeOH (a) 50 ml 50 ml 60 ml
MeOH (b) 25 ml 25 ml 30-40 mi
Pes obtingut 2,42 ¢ 1,29¢ 2,399
Rendiment 85 % 68 % 86 %
Aspecte fisic Solid marré Solid marré Solid marré

Taula 41.Quantitats necessaries de reactius i dissolvents (MeOH (a): per a la sintesi; MeOH (b)
recristal-litzacié) emprats en la sintesi dels complexos Mg(@®) = 2, 6 i 10), quantitat de produ
obtingut de cada complex, rendiment i aspecte fisic.
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