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Metal-locarborans i biologia molecular: la sorprenent interaccio
de dos mons aparentment independents
Metallacarboranes and molecular biology: the striking interaction

of two apparently independent worlds
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Resum: La capacitat d'autoassemblatge dels metal-locarborans ha estat molt investigada recentment. La seva habilitat per for-

mar membranes monocapa ens indui a I'estudi de la interaccio d'aquestes membranes sintétiques amb membranes biologiques.
Aquest treball evidencia que I'anié cobaltabisdicarballur, [3,3'-Co(C,B,H,.),]- (COSAN), i el seu derivat diiodat, [3,3'-Co(8-I-
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C,BH, ),I- (1,-COSAN), poden interaccionar amb membranes biologiques i creuar-les, de manera que s'acumulen a l'interior de
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cél-lules vives. En aplicar aquests compostos a diferents tipus de cél-lules en cultiu, s'indueix una inhibicié completa, pero al-

hora reversible, de la proliferacio cel-lular, amb una recuperacio total de I'activitat de divisio cel-lular un cop extret el metal-

locarbora del medi.

Paraules clau: Metal-locarborans, membranes sintétiques, autoassemblatge, divisio cel-lular, proliferacio cel-lular, microscopia

Raman.

Abstract: Metallacarborane's self-assembly has been recently widely investigated. Its ability to form monolayer membranes led

us to study the interaction of these synthetic membranes with biological membranes. This work evidences that the cobaltibis-
dicarbollide anion, [3,3'-Co(C,B,H,,),]- (COSAN), and its di-iodinated derivative, [3,3'-Co(8-I-C,B,H, ),]- (I,-COSAN), can
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interact with biological membranes and cross them, accumulating inside living cells. When applying these compounds to dif-

ferent cells in culture, complete but reversible cell proliferation suppression is induced, with a total recovery of the cell divi-
sion activity after removal of the metallacarborane from the media.

Keywords: Metallacarboranes, synthetic membranes, self-assembly, cellular division, cellular proliferation, Raman microscopy.

Introduccio

es membranes biologiques defineixen els limits
de les cel-lules i creen barreres vers I'exterior o
entre compartiments cel-lulars interns. La seva
integritat és essencial per al control i la distri-
bucid d'ions, biomolécules i metabolits. Aquest
comportament ifo aquesta naturalesa suposen
un repte prou important pel que fa a la intro-
duccio o penetracié de materials no naturals a l'interior de
les cel-lules. Totes les membranes biologiques estan formades
per I'autoassemblatge de lipids, de manera que el cap polar
queda exposat a I'ambient aquds tant extern com intern de la
cel-lula, mentre que les cues lipofiliques queden a la part in-
terna de la membrana, amb la qual cosa es crea una barrera
hidrofobica (bicapa lipidica) [1]. El control del flux biomole-
cular a través i a l'interior de la membrana és un element fo-
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namental per als processos reguladors de les mateixes cel-lu-
les, i aquest €s assolit mitjancant canals de transport proteics
(proteines de membrana). A més a més, la complexitat del
mecanisme de funcionament de les membranes cel-lulars es
veu incrementada per la presencia de diversos components
lipidics de membrana, que confereixen a aquesta diverses
propietats fisicoquimiques, com son el gruix de membrana,

la velocitat de difusio lateral, la curvatura, etc. [2].

L'habilitat de formar membranes no esta limitada als lipids
amb cap polar. La familia de compostos inorganics analegs als
metal-locens, els metal-locarborans, també s'han erigit recent-
ment com a agents capacos de formar agregats [3a, b], vesi-
cules [3c] i membranes sintétiques [3d] en solucié aquosa. Es-
tructuralment, son molt diferents de les molécules lipidiques
convencionals: estan formats per un atom metal-lic central
amb dues semiunitats de carboranil, la qual cosa forma una
molécula de tipus sandvitx. En aquest treball s'estudiaran
I'ani6 cobaltabisdicarballur, [Co(C,B,H, ),]-, anomenat COSAN
(de I'anglés CObalt SANdwich), i el seu derivat diiodat,
[3,3'-Co(8-1-C,B,H, ),]-, anomenat | -COSAN (figura 1) [4].
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Ficura 1. Representacié esquematica del COSAN i el I,-COSAN.

Cal subratllar que en tots els casos s'utilitza la sal potassica
del corresponent metal-locarbora, fet que permet solubilit-
zar-lo en medis aquosos. En el seu estat natural, sén mono-
anionics amb la carrega dispersa per tota la molécula [5]. Els
seus vertexs B-H i C-H lleugerament polaritzats permeten in-
teraccions B-H--H-C intermoleculars [6], la qual cosa afavo-
reix I'autoassemblatge préviament esmentat [3]. A més a més,
aquests compostos presenten una gran estabilitat tant térmi-
ca com quimica.

A diferéncia dels lipids, les molécules de COSAN formen nano-
vesicules de monocapa a baixes concentracions en solucio
aquosa, i per sobre d'una concentracio d'agregacio critica
(cac_ ) donen lloc a micel-les [3c]. Aquestes propietats obren
un ventall de possibilitats basades en la pregunta segiient:
com interactuarien aquestes membranes sintétiques en pre-
séncia dels seus analegs lipidics?

Cel-lules estudiades

A fi de dur a terme un estudi rigords del possible efecte

dels metal-locarborans sobre cél-lules vives, s'ha analitzat

un sequit de families cel-lulars per poder tenir una visié més
amplia i global de la possible interaccio. Per fer aixo, s'han
emprat cél-lules de tipus ameba, de mamifers i alguns bacte-
ris. Cadascun d'aquests tipus cel-lulars ha estat tractat amb
els seus respectius medis de cultiu cel-lular adequats, inclo-
sos el control de la temperatura d'incubacio, la humitat re-
lativa, el percentatge de CO,, etc., per tal de garantir |a via-
bilitat de les cel-lules. A continuacio, es detallen els set tipus
diferents de cel-lules emprades en I'estudi, amb una breu

descripcio de les seves caracteristiques o propietats més im-
portants:

Cél-lules d'amebes

D'aquesta familia es va analitzar la Dictyostelium discoideum.
Es tracta d'una cél-lula eucariota amb uns cicles vitals molt
ben definits, que va d'una organitzacié unicel-lular a una enti-
tat multicel-lular, per acabar formant espores. Té un cicle de
vida asexual consistent en quatre etapes: vegetativa, agrega-
¢i6, migracio i culminacio. Aquestes cel-lules sén capaces de
moure's, comunicar-se quimicament i desenvolupar-se, fets
aplicables a I'estudi del cancer en humans. La simplicitat del
seu cicle vital fa d'aquesta especie cel-lular un bon model
d'estudi genetic, cel-lular i de processos bioquimics en altres
organismes.

Cél-lules de mamifers

Cel-lules eucariotes presents a tots els mamifers. Presenten un
nucli cel-lular clarament diferenciat i delimitat per una bicapa
lipidica porosa, que conté al seu interior tot el seu material
hereditari, fonamentalment, informacid genetica. Dins
d'aquesta gran familia cel-lular, es van estudiar quatre espéci-
es diferents: HEK 293 (linia cel-lular de ronyo d'embrié huma,
molt emprada en biologia cel-lular), Hela (cél-lules de cancer
cervicouteri), THP1 (cél-lules derivades de leucémia, de tipus
limfoblastoides) i 3T3 (cél-lules de tipus fibroblasts, obtingu-
des a partir de teixits d'embrions de ratolins albins suissos).

Bacteris

Els bacteris sén microorganismes unicel-lulars procariotes que
presenten una grandaria d'uns pocs micrometres (general-
ment, 0,5-5 pm) i de diverses formes, com ara esferes, barres,
llevataps o helixs. Com que son procariotes, no tenen un nucli
cel-lular definit o diferenciat, ni presenten organuls membra-
nosos interns. Generalment, disposen d'una paret cel-lular feta
de peptidoglicans. Molts bacteris sén mobils i disposen de fla-
gels o altres sistemes de desplacament.

D'aquesta extensa familia, se n'han estudiat dues de les espé-
cies més conegudes, com son |'Escherichia coli (bacteri habi-



tual dels intestins dels animals) i la Klebsiella pneumoniae
(causant de multiples malalties infeccioses).

Interaccio entre els
metal-locarborans i les cel-lules

Un cop determinades les nostres mostres cel-lulars, ens dispo-
sem a fer els experiments de posar en contacte els metal-lo-
carborans amb les diferents ceél-lules vives en cultiu. Les con-
centracions de treball sdn variables en funci6 de cada cel-lula
i es detallaran en els subapartats segiients.

Alteracions morfologiques

Una de les primeres conseqiiencies visibles amb un microscopi
¢s la clara delimitacid i I'arrodoniment de la membrana cel-lu-

Ficura 2. Cultiu de cél-lules HEK 293. a) Cultiu en abséncia de metal-locarbora.
b) Cultiu amb una concentracié de 100 pm de COSAN.

lar. La figura 2 mostra una cel-lula HEK 293 sense metal-locar-
bora (2a), amb un contorn irregular i no gaire ben definit,
mentre que a la foto 2b es mostra el mateix tipus de cél-lula,
perd amb una concentracio de 100 um de COSAN en solucio.
Com es pot apreciar clarament, el contorn cel-lular ara queda
perfectament definit i la cél-lula adopta una forma esférica/
arrodonida quasi perfecta. Aquest mateix fet s'ha observat a
tots els tipus de ceél-lules analitzats en aquest treball.

Malgrat aquest canvi morfoldgic tan drastic, no s'aprecia
trencament ifo perforacio de la membrana cel-lular a conse-
qliencia de I'addicié del COSAN. L'estructura externa de la pa-
ret cel-lular queda intacta; Gnicament se n'altera la forma/
morfologia [7].

El que resulta encara més sorprenent és que aquest canvi

€s persistent en el temps i, a més a més, provoca una supres-
sio de |'activitat de divisid cel-lular: el nombre de cél-lules al

medi de cultiu es manté invariable, sense presentar signes o

indicis de possibles processos de mitosi cel-lular.

Vist aquest efecte, el primer que s'ha de saber son les concen-
tracions tant de COSAN com de | -COSAN a les quals les cel-
lules analitzades presenten aquest efecte.

ED

50

Per fer aixo, ens basem en el valor d'ED50 (de I'anglés effective
dose 50 %), que correspon a la concentracio de metal-locar-
bora necessaria per obtenir un 50 % de resposta del que s'es-
tudia, en aquest cas, la supressio o paralisi de |'activitat de di-
visio cel-lular [8].

Es preparen diversos pous de cultiu amb la mateixa densitat
cel-lular per a cada tipus de cellula i es fa un recompte per
triplicat del nombre d'unitats cel-lulars per ml. Un cop fet
aixo, s'afegeixen diferents concentracions de metal-locarbora
(COSAN o |,-COSAN) als diferents pous de cultiu, anant

de 0 a 250 um, en el nostre cas, i es deixen en les condicions de
cultiu durant quatre dies. Al cap d'aquest temps, s'agafen

els pous i es fa novament el recompte cel-lular per triplicat.
Com es veu clarament a la figura 3, corresponent a cél-lules
HEK 293 tractades amb COSAN i IZ—COSAN independentment,
els pous que contenen menys concentracio del metal-locarbo-
ra son els que presenten un nombre de cel-lules més gran, se-
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Ficura 3. Calcul de I'ED, del COSAN i el 1,-COSAN per a cél-lules HEK 293.

guint un patro de divisio cel-lular normal i habitual, mentre
que els que han estat en contacte amb una major concentra-
ci6 de metal-locarbora son els que presenten un nombre
d'unitats cel-lulars menor. Un cop obtingudes les grafiques
amb les seves corresponents barres d'error, es normalitza el
nombre de cel-lules obtingudes del pou amb 0 um de metal-lo-
carbora al 100 %, corresponent al creixement cel-lular nor-
mal, i es refereix la resta dels pous a aquest darrer en termes
percentuals. Aixi, com es mostra a la figura 3, s'interpola el
valor del 50 % a la grafica i s'obté la concentracio a la qual hi
ha un 50 % de supressié de la divisio cel-lular (ED, ).

D'aquesta manera, la taula 1 mostra les concentracions de
metal-locarbora necessaries per a cada tipus cel-lular analit-
zat. Es important remarcar que en tots els casos el |,-COSAN
es mostra més efectiu o potent que el COSAN, és a dir, que es

Tauta 1. Valors d'ED,; per al COSAN i el ,-COSAN, amb els seus respectius

50

errors, respecte de cadascuna de les cél-lules estudiades

Cél-lules ED,, COSAN (um) ED,, 1,-COSAN (um)
D. discoideum 26+03 1,840,
HEK 293 121+3.8 30+38
Hela 157 + 8,6 23+25
THP1 154 + 89 44 +6,0
3T3 99+55 29+08
E. coli >250 53+54
K. pneumonae >250 65+ 4,1

Sense COSAN

t=0h t=48h

Amb 10 pm de COSAN

t=0h t=48h

Ficura 4. Fotografies fetes amb un microscopi de cél-lules D. discoideum. A la part
superior, cél-lules en cultiu sense estar en contacte amb cap metal-locarbora, a temps 0
i al cap de 48 h. A la part inferior, les mateixes cél-lules en cultiu que contenen una
concentracio de 10 um de COSAN, a temps O i al cap de 48 h.

necessita menys quantitat/concentracio de |,-COSAN que de
COSAN per inferir el mateix efecte sobre cadascuna de les cél-
lules [8]. El motiu pel qual passa aixd és encara desconegut,
perd creiem que ha de ser un efecte fisicoquimic relacionat
amb les interaccions intermoleculars que es produeixen entre
les diferents unitats de metal-locarbora. Sembla bastant evi-
dent que tant en I'ambit estéric com en I'electronic hi ha mol-
ta diferéncia entre el fet de tenir dos vertexs B-H o dos ver-
texs B-I. A més a més, la possibilitat d'interaccions B-H-+H-C
varia amb la preséncia o I'abséncia de vertex B-I.

La figura 4 mostra quatre imatges prou significatives. Les
dues superiors corresponen a cél-lules de tipus ameba sense
tractar amb metal-locarbora. A la part esquerra es veu una
baixa densitat cel-lular corresponent a temps 0. A la dreta es
veu el mateix cultiu al cap de 48 h. S'hi pot apreciar clara-
ment I'augment de la densitat de la poblacié cel-lular. Les
dues inferiors corresponen a les mateixes cél-lules tractades
amb una solucié de 10 um de COSAN. La de I'esquerra corres-
pon a temps O (equivalent a la imatge superior esquerra), on



€s veu una baixa densitat cel-lular. La de la dreta correspon a
les 48 h, i hi veiem que la densitat cel-lular segueix constant,
¢€s a dir, que no hi ha hagut divisié cel-lular apreciable. Es
tracta d'una visualitzacio grafica, aixi com d'una evidencia
experimental prou clara, del procés estudiat.

Reactivacio de I'activitat de divisio cel-lular

Un cop vist I'efecte de supressio de la divisio cel-lular, dues
possibles hipotesis sorgien sobre aquests fets: o bé les cél-lu-
les moren, i aix0 explicaria la manca de divisio cel-lular, o bé
realment les cel-lules queden en un estat citostatic, amb una
total manca de reproduccid, pero vives.

Per resoldre aquest dubte, la solucio és meridiana: es tracta
simplement de fer un rentatge del medi de cultiu de les cél-lu-
les amb metal-locarbora, afegir un medi de cultiu nou sense
metal-locarbora i veure si les cel-lules recuperen la seva acti-
vitat cel-lular normal. Aquest procés de rentatge es basa a
centrifugar les cél-lules amb el medi de cultiu i el metal-locar-
bora, decantar la solucid (retirant aixi el compost de bor) i
afegir medi «frescr. Aquest procés es repeteix tres vegades
consecutives per tal de garantir la total eliminacio6 de qualse-
vol traca de metal-locarbora al medi.

Un cop fet aixo, s'ha vist com en tots els casos el nombre de
cel-lules s'incrementa amb el pas del temps, la qual cosa arri-
ba a sobresaturar la poblacio cel-lular i forma teixits cel-lulars
al cap d'uns dies. Aquest canvi brusc de comportament de-
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Ficura 5. Evolucio de la densitat cel-lular de tres cultius de cél-lules d'amebes: un
sense metal-locarbora (blau), un altre amb una concentracié de 500 pm de COSAN
(vermell) i I'4ltim amb una concentracié de 500 um de 1,-COSAN (groc), amb
successives dilucions i rentatges del medi.

mostra que realment els metal-locarborans son els responsa-
bles de la supressio momentania de |'activitat de divisio cel-
lular i que aquest procés és reversible.

Per certificar aquestes afirmacions, es van deixar les cel-lules
de tipus ameba durant trenta-set dies en medi de cultiu i amb
una concentracio suficient de | ~-COSAN (el més efectiu/po-
tent) per inhibir I'activitat de divisio cel-lular (10 pwm, en
aquest cas, ja que I'ED_ és d'1,8 um). Al cap d'aquests tren-
ta-set dies, la densitat cel-lular era la mateixa que el primer
dia: no hi havia hagut ni creixement ni mort cel-lular (apoptosi).
Es va fer el rentatge (com s'ha explicat amb anterioritat) i al
cap d'un o dos dies el nombre de cél-lules per ml va augmen-
tar exponencialment, fins a sobresaturar la poblacio cel-lular
al cap de poc més d'una setmana. Aquest experiment demos-
tra que, a més a meés de la reversibilitat ja esmentada, aquest
efecte es produeix durant periodes de temps molt Ilargs (fins
avui dia, s'ha arribat a preservar I'efecte durant trenta-set
dies, sense haver-ne trobat encara un limit temporal) sense
perdre I'eficiencia.

Toxicitat

Un cop demostrada la seva eficiencia temporal, també €s ne-
cessari demostrar la no-toxicitat dels metal-locarborans res-
pecte a les cél-lules. Per fer aixo, es fa servir novament un cul-
tiu de cel-lules de tipus ameba (D. discoideum), amb una
concentracio molt alta de metal-locarbora (500 um). Sabent
que els valors d'ED, per a les cél-lules d'amebes son de 2,6 pwm
peral COSAN i d'1,8 um per al | -COSAN, estem parlant d'una
concentracié unes dues-centes cinquanta vegades superior al

valor d'ED_, un clar excés de metal-locarbora.

50"
Es preparen tres cultius diferents (figura 5), tots amb la ma-
teixa densitat cel-lular: un en abséncia de metal-locarbora (es
prendra com a referéncia), un altre amb 500 um de COSAN i
['altim amb 500 pm de IZ—COSAN, i es deixen créixer durant
sis dies. Com era d'esperar, el cultiu sense el compost de bor
evoluciona amb normalitat (hi ha divisio cel-lular), mentre que
els cultius amb COSAN i |,-COSAN no presenten creixement
cellular.

En aquest punt, es fa un rentatge dels tres cultius (amb el mé-
tode de tres rentatges explicat anteriorment), s'afegeix medi
de cultiu «frescr i es dilueix la densitat cellular fins a tenir
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novament el mateix nombre inicial de cel-lules. Logicament, el
cultiu que no tenia metal-locarbora torna a créixer amb nor-
malitat. Al cap d'un parell de dies, el cultiu que contenia CO-
SAN comenca a presentar activitat de divisio cel-lular. Per la
seva banda, el cultiu que contenia | -COSAN segueix sense
presentar cap tipus d'activitat cel-lular.

Després de I'onzé dia (des de I'inici de I'experiment), es torna a
fer un rentatge dels tres cultius i es tornen a diluir els cultius
sense metal-locarbora i amb COSAN per igualar novament el
nombre de cel-lules als tres cultius. A partir d'aquest moment,
els cultius que no contenien metal-locarbora i el que contenia
COSAN ja van aparellats, ja que I'efecte del COSAN ha estat
eliminat. El cultiu que contenia el |, -COSAN segueix sense
presentar activitat.

Al catorze dia, es fa un ultim rentatge dels tres cultius. Nova-
ment, el cultiu que no contenia metal-locarbora i el que con-
tenia COSAN responen igual pel que fa a I'activitat cel-lular.
Finalment, dos dies després del tercer rentatge (setzé dia, en
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Ficura 6. Espectre de masses (MALDI-TOF-MS) de les mostres que contenien cél-lules
d'amebes, medi de cultiu i metal-locarbora, tot en solucid.

global), el cultiu que contenia |,-COSAN comenca a presentar
activitat de divisio cel-lular, de manera que s'equipara amb el
comportament dels altres dos cultius.

Amb aquestes proves, s'han demostrat dos fets de gran impor-
tancia: a) els metal-locarborans no sdn toxics vers les cél-lules,
malgrat estar presents en molt alta concentracio; b) el IZ-CO-
SAN, com ja s'ha vist a la taula 1 de valors d'EDso, és més efi-
cient/potent que el COSAN (se'n necessita menys quantitat
per aconseguir el mateix efecte). Per tant, si treballem a les
mateixes concentracions, és logic que costi més eliminar la
capacitat d'inhibici6 de divisi6 cel-lular del |, -COSAN que

la del COSAN, tal com s’ha comprovat experimentalment.

Alteracions quimiques dels metal-locarborans

Un ultim punt experimental important d'aquest estudi és la
comprovacio de la no-alteracié o modificacié quimica del me-
tal-locarbora. Per fer aix0, s'agafa una aliquota del cultiu de
cel-lules d'amebes que han estat en contacte amb metal-lo-
carbora durant trenta-set dies (inclosos cél-lules, medi de cul-
tiu i solucio de metal-locarbora) i se n'adquireix I'espectre de
masses. A causa de la distribuci6 isotopica de |'element bor, és
molt senzill identificar els pics de I'espectre que corresponen
al metal-locarbora, ja que aquests presenten un grup d'entre
set i nou senyals intensos en forma gaussiana, amb el seu ma-
xim corresponent al pes molecular (PM) de la mostra analitza-
da. D'aquesta manera, la figura 6 mostra els espectres de
masses del cultiu que contenien COSAN (PM. . . = 323,75 g/mol)
i 1,-COSAN (PM__, . = 575,54 g/mol), respectivament, on es
pot veure un sol pic clar i net, corresponent al pes molecular
teodric de I'anio pur. Aquesta prova demostra que no hi ha

teoric

hagut cap tipus de modificacio, alteraci6 o fragmentacio de la
mostra inicial, la qual cosa postula els dos metal-locarborans
estudiats com a bons agents de supressio de divisio cel-lular,
suficientment robusts i inerts des d'un punt de vista quimic.

Penetracio dels metal-locarborans
a l'interior de les cél-lules

Un cop vista la reversibilitat de I'efecte que el COSAN i el
IZ—COSAN tenen sobre les diferents cél-lules, és important sa-
ber si es tracta d'un procés fisic a I'exterior de la membrana
cel-lular o si, per contra, el metal-locarbora penetra a l'interior



Ficura 7. a) Cél-lules HEK 293 en medi de cultiu DMEM. b) Solucié de 25 mwm de
COSAN i |,-COSAN, respectivament. c) Cél-lules HEK 293 tractades amb una solucié
de 25 mm de COSAN, rentades tres vegades i afegint-hi un medi de cultiu nou sense
metal-locarbora. d) Idéntic a la imatge ¢, perd emprant una solucié de 25 mm

de 1,-COSAN, en lloc d'una de COSAN.

de la cellula. Per poder fer aquesta determinacio, s'empren les
cel-lules HEK 293.

Visualitzacio directa

La primera prova concloent que ens il-lustra I'entrada del me-
tal-locarbora a I'interior de les cél-lules és observable a simple
vista (figura 7). La imatge 7a mostra cél-lules HEK 293 sense
cap tipus de tractament (taca blanca a la part inferior de I'Ep-
pendorf) en el seu medi de cultiu comercial habitual (Dulbec-
co's Modified Eagle Medium, DMEM), de color rosa. La imat-
ge 7b mostra el color taronja habitual dels derivats estudiats
del COSAN (25 mw). Les dues imatges inferiors de la figura 7
mostren les mateixes cel-lules préviament tractades amb una
solucid 25 mm de COSAN i 25 mm de IZ—COSAN, respectiva-
ment. Un cop tractades, s'han rentat tres vegades mitjancant
el métode de centrifugacio i, finalment, se'ls ha afegit un
medi de cultiu nou sense metal-locarbora. Com es veu a les
fotografies, tant les cél-lules préviament tractades amb CO-
SAN (7c) com amb | -COSAN (7d) tenen un color taronja molt
clarivisible, mentre que al medi de cultiu ja no queda rastre
del taronja inicial [9].

D'aquestes imatges es poden treure dues conclusions molt
clares: el metal-locarbora penetra a I'interior de les cel-lules i,

a més a més, aquest és retingut a I'interior malgrat haver ren-
tat les cel-lules amb un medi de cultiu «fresc».

Microscopia Raman confocal

L'espectroscopia Raman ha resultat ser una eina molt util per
visualitzar i quantificar la penetracio dels metal-locarborans a
I'interior de les cél-lules [9]. Com que tenen multiples enllacos
B-H, aquests compostos son facilment distingibles amb aques-
ta técnica (banda de vibracio molt intensa a 2570 cm™), ja
que, a més a més, les cel-lules no contenen aquest tipus d'en-
llag ni cap altre enlla¢c de molecules organiques amb vibracio
en aquesta zona. Per establir les condicions i els limits de
deteccio de I'aparell Raman, es preparen diverses concentracions
de COSAN (2-100 mwm) i es mesuren els respectius espectres
Raman. Com es veu a la figura 8, el senyal de la vibracio B-H
€s observable a partir d'una concentracié de 10 mwm. Per asse-
gurar la mesura, s'estableix 25 mm com a concentracid sufici-
ent per ser facil i inequivocament detectable per I'aparell.

Un cop establerts els parametres de mesura, s'intenta visualit-
zar i quantificar la presencia de COSAN i 1,-COSAN a I'interior
de les cél-lules mitjancant un microscopi confocal acoblat a un
espectrometre Raman. Aquest aparell permet mesurar I'espec-
tre Raman en un punt concret de I'espai tridimensional, de ma-
nera que es pot focalitzar la mesura de I'espectre just a l'interi-
or, a la membrana o a I'exterior de la cel-lula. Aixi, s'agafa un
nou cultiu de cel-lules HEK 293 i es mesura |'espectre Raman de
I'interior de la cél-lula (espectre negre de la figura 9). Una bona
referéncia per saber que estem mesurant a l'interior de la cel-
lula a partir de I'espectre de Raman obtingut és el senyal que

— 2570 em™

7 o] /\/\/V\\

g _— \J\_/‘k, 100 mm

: M\/)\J\I

8 50 mm

% ‘M_AJ\W\_/\/\/ W o

3

& 2% ,l n 10 mm
= e 2 MM

1500 !ﬂlﬂ 2;00 2000 1500
Freqiiéncia [cm™)

i

Ficura 8. Espectre Raman del COSAN a diferents concentracions.
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Fiura 9. Espectres Raman de I'interior d'una cél-lula HEK: sense COSAN (negre); amb
una concentracio de 25 mm de COSAN en soluci6 (blau); després de rentar les
cél-lules i deixant-les en un medi de cultiu comercial 4 h (vermell); després de
rentar-les per segona vegada i tornant a deixar-les en medi de cultiu durant quatre
dies (groc).

apareix a 2950 cm~', corresponent a la vibracio C-H de carbo-
nis amb hibridacio sp?, molt abundants en membranes i or-
ganuls interns de les cel-lules, sovint a causa de les llargues ca-
denes lipidiques que contenen. Evidentment, |'exterior de la
céllula no conté cap tipus de vibracio en aquesta zona.

Feta aquesta mesura, les mateixes cel-lules es deixen en una
solucio de 25 mm de COSAN o | -COSAN i es mesura nova-
ment |'espectre Raman amb el microscopi confocal. Com es
veu a l'espectre blau, el pic de 2950 cm~" es manté i un nou
pic de gran intensitat a 2570 cm~" apareix (vB-H).

Finalment, aquestes cel-lules son rentades tres vegades pel
meétode de centrifugacid i incubades novament en un medi de
cultiu «frescn. A les 4 h d'incubacio, es mesura |'espectre no-
vament (espectre vermell) i es veu una clara davallada del pic
de 2570 cm™, conseqiient amb el procés de rentatge, perd
encara detectable per I'aparell, conseqiientment amb la visu-
alitzacio que s'aprecia a les imatges 7ci 7d, explicades amb
anterioritat (s'ha eliminat parcialment el metal-locarbora de
I'interior de la cél-lula). Finalment, es fa un segon rentatge

de les cellules sequint el mateix procediment que anteriorment,
es deixen les cél-lules en cultiu durant quatre dies i s'observa
que I'espectre Raman de l'interior de la cél-lula (espectre groc)
ja no presenta el senyal de la vibracié B-H, cosa que indica la
total eliminacio del metal-locarbora de I'interior cel-lular (te-
nint en compte el limit de deteccio de I'aparell), la qual cosa
demostra novament la reversibilitat del transit a través de la
membrana cel-lular per part dels metal-locarborans.

Un cop demostrada la penetracid i acumulacio dels metal-lo-

._26 carborans a l'interior de les cél-lules i I'efecte citostatic que

aquells li confereixen, es pot pensar en els possibles efectes
terapéutics que poden tenir, com pot ser la terapia per captu-
ra de neutrons de bor (BNCT) contra el cancer [10].

Distribucio del metal-locarbord a l'interior
de la cél-lula

Un cop demostrat que els metal-locarborans penetren a les
cel-lules i son parcialment retinguts a I'interior, malgrat aca-
bar sortint-ne, resulta capital saber quina distribucid se-
gueix el metal-locarbora a l'interior de la cél-lula (homogeé-
nia, centrada al nucli, als organuls del citoplasma, etc.).
Tenint present que el microscopi confocal acoblat a un de-
tector Raman és capa¢ de mesurar |I'espectre Raman d'un
punt concret de I'espai, es decideix fer un escombratge

(o mapping) d'un pla transversal imaginari d'una cél-lula per
tal d'obtenir multiples espectres de multiples punts del pla
imaginari de la cél-lula.

Ala figura 10 es pot veure, en primer lloc (part esquerra), la
imatge de la cél-lula en contrast de fase (cosa que es veu pel
microscopi a simple vista). Les dues imatges del costat corres-
ponen a la mateixa cél-lula, perd irradiant la mostra amb les
freqliéncies de vibracio dels enllacos B-H i C-H, 2570 i

2950 cm™', respectivament. En ambdos casos, les zones de
color rosa corresponen a les regions amb una alta concentra-
cio de I'enllac en qliestid, mentre que les zones lila correspo-
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Ficura 10. A I'esquerra, fotografia de contrast de fase d'una ceél-lula HEK 293, vista
des d'un microscopi. Al centre i a la dreta, imatges obtingudes de I'escombratge
lineal irradiant a les freqiiéncies de les vibracions B-H i C-H, 2570 i 2950 cm™',
respectivament. Les zones de color rosa corresponen a una alta densitat del senyal
buscat, mentre que les zones de color lila corresponen a localitzacions de baixa
concentracio de la vibracio estudiada. A la part inferior, els espectres Raman dels cinc
punts del pla de la cél-lula estudiats.



nen a regions amb una baixa intensitat de I'enllac. A la part
inferior es mostren els espectres de cinc punts concrets de la
cél-lula (als dos extrems de la membrana i tres punts de I'inte-
rior de la cél-lula) per poder veure les intensitats relatives dels
pics corresponents als enllacos B-H i C-H.

Com es pot veure, la distribucio és completament heteroge-
nia, focalitzada en zones concretes de la cél-lula. Curiosa-
ment, les zones amb més concentraci6 de metal-locarbora
(B-H) es correlacionen perfectament amb les zones amb més
densitat d'enllacos C-H, fet que ens fa pensar que probable-
ment el metal-locarbora és atret o interactua amb possibles
membranes internes de la cel-lula, o bé amb organuls que
continguin una certa quantitat d'enllacos C-H (com podrien
ser les cadenes lipidiques de les membranes).

Conclusions

Les molécules de COSAN i | -COSAN son capaces de travessar
la bicapa lipidica de les membranes cel-lulars penetrant a
I'interior de les cel-lules sense alterar-ne la integritat. Un cop
a l'interior, s'ha demostrat que ambdues no son citotoxiques,
pero si citostatiques, de manera que produeixen una supres-
sio de I'activitat de divisio cel-lular. La distribucio d'aquests
metal-locarborans a l'interior de les cél-lules no és homoge-
nia. Un cop tret el compost del medi cel-lular, s'ha vist com
les cel-lules recuperen la seva activitat reproductiva habitual.
S'ha vist també que la concentracio necessaria de COSAN i
|,-COSAN varia, amb la qual cosa es pot modular I'eficiéncia
del metal-locarbora mitjancant modificacions quimiques pre-
vies.

Els diferents valors d'ED, per a cada tipus de cel-lula fan pen-
sar que el mecanisme biologic d'actuacio és forca complex,
amb possibles interaccions entre els metal-locarborans amb
components cel-lulars interns encara desconeguts. Aquests
fets revelen un nou tipus de biologia a la interfase entre
membranes biologiques i sintétiques.

Amb aquests resultats al cap, hom pot pensar en la possible
utilitzacioé d'aquesta familia de compostos en terapies anti-
cancerigenes [10,11], com a possible additiu per al transport i
la conservacid cel-lular [11], com a possibles farmacs o com a
base per a sistemes de transport molecular d'altres farmacs

a l'interior de les cél-lules.
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