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Resumen

Los organulos celulares orquestan las reacciones bioguimicas que suceden en una
célula con un alto grado de precision. Es por ello que resulta de gran interés la
construccion de organulos sintéticos que permitan emular dichas funciones. De esta
forma, se podria lograr la captacion/liberacion de proteinas especificas, asi como
controlar y acelerar transformaciones bioquimicas relevantes. En el presente Trabajo de
Fin de Grado se ha fabricado una nueva clase de sistemas supramoleculares basados en
surfactantes zwitterionicos (Cs-Cs, Cs-Cio, Cs-Ci4), los cuales presentan una gran
capacidad de mimetizar eficazmente los organulos celulares. El estudio exhaustivo de los
diferentes surfactantes ha permitido posicionar al derivado Cs-C10 cOmo un excelente
candidato para lograr una adecuada imitacion de las estructuras subcelulares complejas
que suponen los organulos naturales. Este hecho se debe fundamentalmente a que dicha
molécula anfifilica se autoensambla en agua en forma de fase esponjosa (L3), la cual se
asemeja en un alto grado a la compleja y dindmica estructura del RE. Cabe destacar que
los sistemas de tipo L3 del Cs-C1o presentan valores elevados de atrapamiento molecular
a diversas concentraciones y pHs, asi como selectividad en funcion de la polaridad del
material atrapado. Este comportamiento pone de manifiesto su utilidad en maultiples
aplicaciones, tales como su empleo como biorreactores, la liberacion controlada de

farmacos o la eliminacion de contaminantes en aguas.



Resumo

Os organulos celulares orquestran as reaccions bioguimicas que ocorren nunha
célula cun alto grao de precision. Por iso é de grande interese a construcion de organulos
sintéticos que permitan emular estas funcions. Deste xeito, poderiase conseguir a
captacion/liberacion de proteinas especificas, asi como controlar e acelerar as
transformacions bioquimicas relevantes. Neste Traballo Fin de Grao fabricouse unha
nova clase de sistemas supramoleculares baseados en surfactantes zwitterionicos (Cs-Cs,
Cs-C10, Cg-C14), que tefien unha gran capacidade para imitar eficazmente orgéanulos
celulares. O estudo exhaustivo dos diferentes surfactantes permitiu que o derivado Cg-C1o
se posicione como un excelente candidato para conseguir unha adecuada imitacion das
complexas estruturas subcelulares que supofien os organulos naturais. Este feito débese
fundamentalmente a que dita molécula anfifilica se autoensambla na auga en forma de
fase esponxosa (L3), que se asemella moito & estrutura complexa e dinamica do RE.
Compre sinalar que os sistemas tipo Lsdo Cg-Cio presentan altos valores de atrapamento
molecular a varias concentracions e pHs, asi como selectividade dependendo da
polaridade do material atrapado. Este comportamento destaca a sta utilidade en maltiples
aplicacidns, como o seu uso como biorreactores, a liberacion controlada de farmacos ou

a eliminacion de contaminantes na auga.



Abstract

Cellular organelles orchestrate the biochemical reactions that occur in a cell with
a high degree of precision. That is why the construction of synthetic organelles that allow
emulating these functions is of great interest. In this way, the uptake/release of specific
proteins could be achieved, as well as controlling and accelerating relevant biochemical
transformations. In this Final Degree Project, a new class of supramolecular systems
based on zwitterionic surfactants (Cg-Cs, Cs-Ci1o, Cs-C14) have been fabricated, which
have a great capacity to effectively mimic cellular organelles. The exhaustive study of the
different surfactants has allowed the Cg-C1o derivative to be positioned as an excellent
candidate to achieve an adequate imitation of the complex subcellular structures that
natural organelles suppose. This is fundamentally due to the fact that this amphiphilic
molecule self-assembles in water in the form of a sponge phase (Ls), which closely
resembles the complex and dynamic structure of the ER. It should be noted that the Cs-
C1o La-type systems show high values of molecular entrapment at various concentrations
and pHs, as well as selectivity depending on the polarity of the trapped material. This
behavior highlights its usefulness in multiple applications, such as its use as bioreactors,

the controlled release of drugs or the elimination of contaminants in water.
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Introduccidn

Las membranas bioldgicas son un sistema altamente dinamico y semipermeable. !
Este hecho les permite jugar un papel clave en numerosos procesos bioldgicos, tales como
la obtencion de respuestas celulares ante estimulos externos,*®! el establecimiento de
interacciones célula-célula, fagocitosis, sintesis de proteinas, produccion de energia y
compartimentalizacion de metabolitos y macromoléculas.®! En cuanto a su composicion,
las membranas bioldgicas estan formadas por numerosos lipidos y proteinas, en funcion
de los cuales quedan determinada la estructura y propiedades fisicas de estos sistemas y,

por tanto, su versatilidad.

1. Orgéanulos naturales

En los organismos eucariotas, la existencia de membranas posibilita la formacion
de infraestructuras ordenadas con funciones especializadas que se denominan organulos
(Figura 1). La presencia de organulos es la causa fundamental de la mayor complejidad
presente en las células eucariotas frente a las procariotas. Este factor diferencial conlleva
multiples ventajas asociadas. Asi, por ejemplo, la presencia de organulos provoca el
aumento del éarea disponible para la produccién energética, logrando que el aporte
energético se vea incrementado para el caso de los organismos eucariotas. Ademas, los
organulos pueden servir como soporte para moléculas de membrana, facilitando asi la
interaccion de éstas con otras presentes en el citosol.[*”! Los organulos comprenden, entre
otros, vesiculas membranosas simples tales como lisosomas o vacuolas, que almacenan
enzimas digestivas y sustancias de reserva o de desecho, respectivamente; mitocondrias,
responsables de la respiracion celular; o estructuras membranosas mas complejas como
el reticulo endoplasmatico o el aparato de Golgi,[**l en los que se da la mayor parte de la

sintesis de novo de lipidos de membrana.[®!

Figura 1. Célula eucariota mostrando diferentes organulos celulares, los cuales posibilitan
su correcto funcionamiento.




El hecho de que estas estructuras subcelulares se encuentren rodeadas de
membrana posibilita la compartimentalizacion de biomoléculas o enzimas, las cuales,
permiten llevar a cabo determinadas funciones que requieren condiciones especificas.!*?
Este hecho permite, por ejemplo, que se den reacciones que requieren un ambiente

hidrofébico dentro del medio hidrofilico que constituye el citoplasma celular.

2. Organulos sintéticos

La organizacion espacial que ofrecen los organulos celulares mediante
compartimentalizacion ha despertado un especial interés a lo largo de los Ultimos afos.
Esta caracteristica favorece la colocalizacién y concentracién de biomoléculas,
aumentando asi el rendimiento de las reacciones (bio)quimicas en las que se ven
involucradas. Ademas, este hecho también permite un incremento en la regulacién de
procesos bioldgicos relevantes por establecimiento de gradientes de concentracion,
separacion de reacciones no deseadas y control de la accesibilidad a los reactivos.? Los
numerosos beneficios que presenta el establecimiento de compartimentos definidos ha
conllevado que el intento de mimetizar sistemas organulares sea uno de los principales
retos de la quimica bioldgica a lo largo de los Gltimos afios.[*® Cabe resaltar que para
imitar de manera adecuada a los organulos celulares naturales la membrana del organulo

sintético deseado deberia ser estable y semipermeable.

2.1 Estrategias para la construccion de organulos sintéticos

Una de las aproximaciones mas empleadas para llevar a cabo la imitacion de la
estructura y las funciones de los organulos naturales es la basada en la fabricacion de
vesiculas lamelares rodeadas de membrana (Figura 2). Teniendo en cuenta la importancia
que adquiere la permeabilidad de la membrana a la hora de permitir la comunicacion y el
transporte de moléculas,*%! se observa como dichas vesiculas presentan importantes
limitaciones debido a su baja capacidad de transporte a través de la membrana lipidica.
Dicha falta de permeabilidad, unida a su simple estructura, hace que las vesiculas no
puedan representar adecuadamente la elevada complejidad estructural y funcional de los

organulos.



Figura 2. Vesicula formada por una membrana lipidica.l*®!

Otra de las estrategias mas empleadas para la construccion de organulos
biomiméticos hace uso de céapsulas poliméricas.[*®f Muchos de estos sistemas estan
basados en polimersomas, los cuales estan formados por la uniéon de bloques de
copolimeros anfifilicos que rodean un interior acuoso y forman una membrana mas gruesa
que en el caso de los lipidos (Figura 3). Esta membrana les aporta una mayor estabilidad
quimica y mecanica, asi como una menor pérdida de los compuestos encapsulados.® A
pesar de ser sistemas mucho mé&s robustos que las vesiculas lipidicas, presentan

limitaciones considerables debido a su baja permeabilidad.!*]

Figura 3. Bloques de copolimeros anfifilicos unidos para formar un polimersoma.[!*é!

Desafortunadamente, las estrategias de fabricacion de organulos sintéticos
mencionadas anteriormente no reproducen en gran medida las caracteristicas propias de
los organulos naturales. El nivel de complejidad en lo relativo a la compartimentalizacion
presente en distintos organismos varia, asi como lo puede hacer el tamafio y la
sofisticacion del organulo en base a la recepcion de un estimulo biol6gico.® Por lo tanto,
no resulta sencillo la imitacidn de tales estructuras y, es por ello que son necesarios nuevos
disefios para la construccion de compartimentos bien definidos que puedan mimetizar en

gran manera los organulos celulares.



2.2 Precedentes

Durante los ultimos afios, el grupo de investigacion Biomimetic Membrane
Chemistry (BioMemChem) ha estado trabajando en la fabricacion de organulos sintéticos
basados en estructuras no lamelares de fase tipo esponja, las cuales se forman por
autoensamblaje en medio acuoso de una mezcla de detergentes no i6nicos y compuestos
galactolipidicos de cadena sencilla.®! En el proceso de autoensamblaje son relevantes
tanto la geometria molecular como el establecimiento de enlaces de hidrogeno.! Los
sistemas supramoleculares generados solventan asi el problema de la permeabilidad
previamente mencionado para otras construcciones debido a que poseen una estructura
nanoporosa y una amplia superficie por la que puede tener lugar el intercambio de
moléculas con el medio externo. Estos modelos lipidicos de fase esponja pueden actuar
como sistemas reversibles de salvaguarda o liberacion de macromoléculas controlados
espaciotemporalmente por estimulos externos (luz, pH, fuerza idnica, temperatura).” La
estructura abierta y la compleja red de canales que aporta dicho modelo hace que
vislumbremos su utilizacion como un eficaz biomimético del reticulo endoplasmatico
(RE) (Figura 4).

Figura 4. Semejanza existente entre la estructura de fase tipo esponja (izquierda) y el reticulo
endoplasmatico (derecha).




Objetivos

El fin del presente proyecto de investigacion es el disefio, sintesis y
caracterizacion de una nueva clase de sistemas supramoleculares capaces de mimetizar
eficazmente las estructuras subcelulares complejas caracteristicas de los organulos
naturales, centrandonos fundamentalmente en el RE. Para lograr una aproximacion
apropiada a dichas estructuras, se llevara a cabo la construccion y estudio de un modelo
lipidico de fase esponja mediante el empleo de surfactantes zwitteridnicos tipo gemelar
(geminis). El analisis exhaustivo de los sistemas propuestos permitira establecer sus
propiedades estructurales, su rango de actuacién y sus potenciales aplicaciones.



Discusion y resultados

1. Reticulo endoplasmatico (RE)

El RE se organiza como una red enmarafiada de tUbulos ramificados y sacos
planos interconectados entre si, la cual se encuentra unida a la membrana externa nuclear
y expandida dentro del citosol. En esta compleja estructura se puede dar la sintesis

lipidica, asi como la generacion de proteinas de membrana y de proteinas de secrecion. !

2. Biomimeéticos del reticulo endoplasmatico

La compleja estructura del RE puede quedar mimetizada de una forma realmente
importante mediante el empleo de una familia de surfactantes denominados geminis. El
término gemini fue acufiado en 1991 por Menger, haciendo referencia a aquellas
moléculas anfifilicas sintéticas constituidas por una cadena hidrocarbonada seguida de un
grupo ionico, un espaciador, un segundo grupo iénico y otra cadena hidrocarbonada

(Figura 5).10]

Grupo Grupo
idénico iénico

o —e

Espaciador

Cadena Cadena
hidrocarbonada hidrocarbonada

Figura 5. Estructura general de un surfactante tipo gemini.l*%!

Para facilitar la descripcion de estos compuestos, habitualmente se suelen nombrar
como Cx-Cy, siendo x e y el nimero de carbonos de las cadenas hidrocarbonadas de
izquierda a derecha. Dentro de la gran variedad de posibles combinaciones, cabe destacar
los geminis zwitteridnicos constituidos por un grupo con carga positiva (sal de amonio
cuaternaria) y otro con carga negativa (grupo fosfodiéster), separados por etileno como
espaciador. Cabe resaltar que estos surfactantes presentan una alta tendencia a

autoensamblarse incluso a bajas concentraciones.!*!



Por lo general, los geminis son solubles en agua, formando disoluciones
opalescentes o claras. Sin embargo, existen varios ejemplos en los que se forman gotas
insolubles en medio acuoso, dando lugar a lo que se conocen como coacervados. El
término coacervado hace referencia a aquel tipo de disolucion coloidal que resulta
inmiscible con su propio disolvente.*¥] Estos coacervados presentan ciertas ventajas
como es su rapida formacion o la facilidad de intercambio de moléculas con su medio
externo, a diferencia de las vesiculas de membrana lipidica, las cuales deben recurrir en
muchos casos a transportadores de membrana. Ademas, la formacion de estas estructuras
puede ser controlada de forma reversible mediante fosforilaciones/desfosforilaciones o
temperatura. Todo ello hace de la coacervacion una via de creacion de sistemas de

compartimentalizacion altamente dinamicos.[*”)

Los lipidos pueden autoensamblarse de muy distinta manera, incluyendo en forma
de fases lamelares cristalinas (Lc), fases hexagonales inversas (H.), fases cubicas
micelares (Fd3m) o fases cubicas bicontinuas (Figura 6). Dentro de las fases cubicas
bicontinuas, se encuentra la fase lipidica de tipo esponja (Ls3).[°! La mesofase lipidica que
constituye la fase Lz estd formada por una intrincada red tridimensional de bicapas
lipidicas continuas que conforman un sistema de canales acuosos de tamafios
nanométricos.”! Cabe mencionar que esta estructura bicontinua desordenada se puede
formar en base al empleo de geminis zwitterionicos. En este caso particular, los geminis
se autoensamblan de forma espontanea ante un agente inductor de coacervacion, como

puede ser el agua, llevando a la formacién de la fase no lamelar L3.[24

Hexagonal (Hz)

e
& .’,',3? &
._li}i
Fd3m Esponja (Ls)

Figura 6. Representacion de varios modelos de fases lipidicas.



La utilizacion de geminis zwiterionicos podria permitir la construccion de
estructuras subcelulares complejas que mimeticen adecuadamente al RE. Es por ello que
nos plantemos inicialmente la sintesis de diferentes derivados geminis y el estudio

exhaustivo de su autoensamblaje en agua.

3. Sintesis de geminis

En el presente trabajo se ha llevado a cabo la preparacion de tres compuestos
anfifilicos zwitterionicos de caracter gemelar (geminis). Para una mayor simplificacion
del modelo de estudio, hemos decidido emplear una cabeza polar derivada de fosfocolina
idéntica para los tres casos. En cuanto a las colas, mantuvimos una cadena hidrocarbonada
constante (Cg) y realizamos Unicamente variaciones de tamarfio en la otra (Cs, C1o, C14).
De esta forma, podriamos esclarecer de manera sencilla la relacion estructura-variaciones
morfologicas de los sistemas autoensamblados generados. Teniendo en cuenta estos
aspectos, se sintetizaron en una sola etapa los compuestos Cg-Cg, Cg-C10 ¥ Cg-Ci14

siguiendo el esquema sintético mostrado en la Figura 7.

10
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Figura 7. Esquema sintético de los geminis zwitterionicos Cg-Cs, Cs-Cio Y Cg-C14.1*%!



Tal y como se recoge en dicho esquema, la preparacion de los anfifilicos
gemelares conlleva dos pasos de reaccion. En primer lugar, se traté 1-octanol con 2-cloro-
1,3,2-dioxofosfolan-2-6xido, dando lugar al intermedio fosfolano-Cs, el cual se hizo
reaccionar directamente con la alquil dimetilamina correspondiente para obtener el

compuesto gemelar deseado.

3.1 Mecanismo de reaccion

La formacion del intermedio fosfolano-Cs transcurre a través de un mecanismo de
reaccion basado en una sustitucion nucledfila bimolecular (Sn2). La posterior etapa de
reaccion para dar lugar a los productos finales deseados se basa en un ataque nucleéfilo

entre la alquil dimetilamina adecuada y el intermedio fosfolano-Csg (Figura 8).
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Figura 8. Mecanismo de formacion de los geminis Cg-Cg, Cg-C1o Yy Cs-Caa.

4. Autoensamblaje

Una vez sintetizados los diferentes geminis zwitterionicos, procedimos al estudio
de su autoensamblaje. Para ello, empleamos diversas técnicas que nos facilitasen el
estudio y la visualizacion de las estructuras supramoleculares resultantes de la asociacion

de los geminis en disolucion acuosa.



4.1 Turbidimetria

Una medida experimental del autoensamblaje que se llevd a cabo en los geminis
bajo estudio la constituyd el ensayo de turbidimetria. Esta técnica consiste en la
realizacion de medidas, de forma continua con el paso del tiempo, de la densidad optica

(DO) de una dispersion gque contiene el surfactante.

Para ello, se prepararon inicialmente peliculas lipidicas (lipid films) finas para
cada uno de los geminis previamente sintetizados. La hidratacion de las peliculas
mediante adicion de agua milliQ y posterior agitacion en un vortex dio lugar a una
dispersion lipidica que se monitore6 con el tiempo mediante espectrofotometria de

ultravioleta-visible.

Inicialmente, esperabamos que la presencia del gemini distribuido por toda la
muestra ocasionase la dispersion optica de la luz. A medida que transcurriese el tiempo,
si el autoensamblaje del gemini tuviese lugar, la DO disminuiria. Este hecho seria
consecuencia tanto de la presencia de un menor nimero de moléculas en la suspension
como de la sedimentacion de los agregados obtenidos en el fondo del recipiente. Como
era de aguardar, este tipo de comportamiento se observé al hidratar peliculas finas del
gemini Cg-Cyo (Figura 9). Un andlisis de tres muestras de dicho gemini, mostré que a lo
largo de un tiempo de 8 h se produjo una continua disminucion en los valores de DO

recogidos a longitud de onda de 600 nm. Este resultado es consecuencia
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Figura 9. Estudio de turbidimetria de muestras hidratadas del gemini Cg-Ci1o (5 mM).



fundamentalmente de la formacion de agregados de tamafio considerable, los cuales

tienden a depositarse en el fondo de la cubeta.

Por el contrario, el estudio turbidimétrico de las muestras resultantes de la
hidratacion de Cg-Cg y Cg-C14 N0 condujo a una disminucion significativa del valor de
DO (600 nm) al cabo de un tiempo de analisis analogo (8 h) al del derivado Cg-Cio.
Creemos que esto puede ser debido a que ambos geminis forman agregados
supramoleculares de menor tamafio (micelas, vesiculas) que en el caso de Cg-Cio,

permaneciendo asi en la dispersion acuosa y no depositandose en el fondo de la cubeta.

4.2 Coalescencia

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos por turbidimetria, decidimos
centrarnos a continuacion en la visualizacion directa de las fases resultantes del proceso
de autoensamblaje tras la coalescencia de los agregados obtenidos. Al igual que en
estudios previos realizados con sistemas similares,™! se observo que una vez hidratadas
las muestras lipidicas del gemini Cg-Cio, los agregados supramoleculares coalescian de

forma rapida (8 h) en el fondo del recipiente (Figura 10).

Figura 10. Estudio de coalescencia del gemini Cg-Cipo.

Cabe destacar que un estudio biofisico reciente realizado en colaboracion entre
BioMemChem y los grupos de investigacion de los profesores Devaraj y Sinha de la
University of California, San Diego, permitié corroborar mediante difraccion de rayos X
de angulo reducido (SAXS) que, tal y como habiamos hipotetizado previamente, los

agregados de Cs-C1o seguian un modelo de fase esponja (Ls) (Figura 11).[*Y] Este tipo de



mesofase estaria constituida por una red tridimensional de bicapas lipidicas continuas que

mimetizarian adecuadamente la estructura del RE.

Figura 11. Modelo propuesto para los agregados resultantes del gemini Cs-Cio. Bicapa de
geminis, cada uno formado por una cabeza con un grupo fosfodiéster y una amina cuaternaria
y dos colas hidrocarbonadas de diez y doce carbonos (Ci0-Ci2). Bicapa lipidica en tres
dimensiones formando canales de agua interconectados.™!!

El estudio de los geminis Cg-Cg y Cg-C14 N0 permitié observar ningun tipo de
fendmeno de coalescencia (Figura 12). Este hecho parece indicar nuevamente que las
estructuras resultantes del proceso de autoensamblaje de dichas moléculas anfifilicas

concuerdan mas con sistemas lamelares de tipo micelar o vesicular.

Figura 12. Estudio de coalescencia de los geminis Cg-Cg (izquierda) y Cs-Ci4 (derecha).

Por lo tanto, fue posible comprobar la importancia de las variaciones estructurales
realizadas en los geminis sintetizados debidas fundamentalmente a la introduccion de una
amina secundaria de distinta longitud. De este modo, minimas variaciones en una de las
cadenas carbonadas de los geminis daba lugar a un gran cambio en agregacién en los
mismos y, con ello, a la adquisicion de diferentes estructuras supramoleculares.
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4.3 Microscopia

Una vez observada la presencia o ausencia de las fases coalescidas, decidimos
proceder al estudio de las mismas mediante microcospia éptica de campo claro. En el
caso de los geminis Cg-Cg y Cs-C14, Se 0bservaron numerosas poblaciones de particulas
de morfologia esférica con un tamafio de aproximadamente 2 um (Figura 13).

Figura 13. (A) Dispersion del gemini Cg-Cg. (B) Dispersion del gemini Cg-Cia.

Respecto al gemini Cg-Cio, se visualizaron numerosas estructuras esféricas de
mayor tamafio, presentando una alta polidispersidad y llegando a alcanzar algunas de ellas

dimensiones superiores a 100 um (Figura 14).

r

Figura 14. Fase coalescida del gemini Cg-Cio.

La presencia de particulas de tamafios variables en la dispersion del gemini

Cs-C10 creemos que podria ser debida a la alta tendencia a autoagregarse que presentan
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las estructuras de fase tipo esponja (Ls3), demostrada previamente en el ensayo
turbidimétrico y de coalescencia. De esta forma, consideramos que este tipo de estructuras
podrian coalescer entre si para dar lugar a particulas de gran tamafio incluso a bajas
concentraciones. En contraposicion, la observacion de un tamafio de particula homogéneo
en el caso de los otros gemelares (Cs-Cs y Cg-Cu4) resultd indicativa de una menor
tendencia de estas moléculas anfifilicas a agregarse entre si, confirmando de esta forma
los resultados obtenidos en los ensayos de turbidimetria y coalescencia.

5. Atrapado molecular

Evaluamos a continuacién la capacidad que presentan las estructuras resultantes
del autoensamblaje de los surfactantes zwitteridénicos de atrapar moléculas en su interior.
De esta forma, podriamos analizar si dichas estructuras mimetizan de manera adecuada
la compartimentalizacion de biomoléculas que presentan los organulos naturales. En
particular, decidimos centrarnos en el atrapado de los compuestos fluorescentes Nile Red
y HPTS (Figura 15).
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Figura 15. Estructuras de los compuestos fluorescentes Nile Red (A) y HPTS (B).

5.1 Atrapado de Nile Red

5.1.1 Turbidimetria

En primer lugar, antes de realizar el estudio de atrapado molecular, decidimos
comprobar si el Nile Red afectaba a la capacidad de autoensamblaje del gemini Cg-Cio.
Para ello, realizamos medidas turbidimétricas de una dispersion de dicho surfactante en
presencia de Nile Red. El analisis de dos muestras nos permitio observar una disminucion
continua (8 h) de la DO equivalente a la observada previamente en ausencia de Nile Red
(Figura 16). De esta forma, comprobamos que el Nile Red no afectaba al proceso de

autoagregacion del Cs-Cio.
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Figura 16. Estudio de turbidimetria correspondiente a muestras hidratadas del gemini Cs-Cio
(5 mM) en presencia de Nile Red (0,1 mol%).

5.1.2 Ensayos de atrapamiento

Una vez constatado que el compuesto fluorescente no afectaba al proceso de
formacion de la estructura de tipo Lz, procedimos a examinar la capacidad de
atrapamiento del Nile Red por parte del surfactante Cg-Cio. Las propiedades como
colorante que presenta el Nile Red (fluoréforo/croméforo habitualmente empleado en
tincion lipidica) facilitaria que su atrapamiento se pudiese apreciar de forma visual. Este
hecho qued6 confirmado con la presencia de un coalescido de color rosa tras 8 h de reposo
a temperatura ambiente de una dispersién 5 mM del gemini Cg-C1o en presencia de Nile
Red (0,1 mol%) (Figura 17).

Figura 17. Coalescencia de una dispersion del gemini Cs-C1o (5 mM) en presencia de Nile Red
(0,1 mol%).
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La demostracion previa de la autoagregacion del gemini Cg-Cio en forma de
estructura de tipo L3 unido a la falta de coloracion roséacea en el sobrenadante al cabo de
8 h, permitieron establecer que el coalescido rosa (Figura 17) se correspondia con la
estructura tipo esponja del Cg-Cio conteniendo Nile Red.. Este resultado pone de
manifiesto que la estructura bicontinua formada por el gemini es capaz de almacenar
moléculas en el interior de sus canales, reproduciendo asi la compartimentalizacion de
biomoléculas que tiene lugar en los organulos naturales. De este modo, se observa el
potencial interés del gemini Cg-C10 como un excelente candidato para la mimetizacion de
organulos celulares. En particular, creemos que la presencia de un sistema de fase no
lamelar Lz permitiria su utilidad como un eficaz biomimético de la estructura subcelular

compleja del RE.

Habitualmente es necesaria la combinacién de varios lipidos con distintas
propiedades fisicas para preparar estructuras de fase esponjosa (L3). Cabe destacar que,
en nuestro caso particular, el gemini Cs-Cio es capaz de formar por si solo este tipo de
estructuras, sin necesidad alguna de incorporar otros lipidos.[*!! Por lo tanto, el modelo
establecido por el gemini Cs-C1o resulta una aproximacion excelente para construir
sistemas sintéticos estructuralmente complejos empleando estrategias experimentalmente

sencillas.

Con respecto a los otros dos geminis bajo estudio (Cs-Cg y Cs-C14), dado que en
los ensayos previos de turbidimetria y coalescencia no se aprecid precipitacion de los
agregados, se esperaba que la adicion de Nile Red no provocase ningln efecto adicional.
Después de la hidratacion de diferentes peliculas de geminis (Cs-Cg y Cg-C1a de
concentraciones finales 5 y 50 mM) en presencia de Nile Red (0,1 mol%) y transcurrido
un tiempo de reposo de 8 h a temperatura ambiente, pudimos observar que las
dispersiones resultantes permanecian de color rosaceo sin mostrar cambio alguno (Figura
18). Por lo tanto, confirmamos, al menos de forma visual, que la adicion del fluoréforo

no llevaba asociado ningun efecto en el comportamiento de los geminis.



Figura 18. Estudios de autoensamblaje de los geminis zwitterionicos Cs-Cg y Cs-Cia. (A)
Dispersion del Cg-Cgs (5 mM) y Nile Red (0,1 mol%). (B) Dispersion del Cs-Cg (50 mM) y Nile
Red (0,1 mol%). (C) Dispersion del Ce-Ci14 (5 mM) y Nile Red (0,1 mol%). (D) Dispersion del

Cs-C14 (50 mM) y Nile Red (0,1 mol%).

Partiendo de la premisa de que el Cg-Cg y Cg-C14 se disponen en forma de
estructuras micelares y lamelares, respectivamente, podemos pensar que el caracter
hidrofébico del Nile Red facilitaria su atrapamiento en el interior de las micelas (para Cs-

Cs) 0 en la membrana de las vesiculas (para Cs-Cia).

Desafortunadamente, a nivel estrictamente visual, no se pudo discernir si el color
rosado de las dispersiones de la Figura 18 es Nile Red en suspension, atrapado por las

estructuras micelares o incrustado en la membrana vesicular.

5.1.3 Microscopia

A continuacion, procedimos al andlisis de muestras hidratadas de los tres geminis
en presencia de Nile Red (0,01 mol%) mediante el empleo de fluorescencia en un
microscopio confocal y en uno éptico (Figura 19).
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Figura 19. Microscopia de fluoresencia de las estructuras resultantes del autoensamblaje de
geminis zwitteriénicos. (A) Imagen de la fase coalescida del gemini Cs-Cio. (B) Imagen de
una dispersion del gemini Cs-Cs. (C) Imagen de una dispersion del gemini Cs-Caa.
Excitacion a 554 nm.

Los resultados obtenidos mediante microscopia nos permitieron confirmar la
conclusién principal establecida en el apartado anterior en lo relativo al gemini Cg-Cio.
De esta forma, se observd como el fluor6foro Nile Red se encontraba fundamentalmente
atrapado en el interior de la estructura tipo esponja constituida por dicho gemini (Figura
19A). Por otra parte, el estudio de las estructuras formadas por el gemini Cg-C14 mostrd
como el Nile Red se localizaba exclusivamente en la membrana de dichas estructuras,
corroborando asi la presencia de sistemas de tipo vesicular (Figura 19 C). En cuanto al
derivado Cg-Cg, no se aprecio atrapado del Nile Red (Figura 19B) ni en el interior ni en la
membrana lipidica, lo que podria considerarse como un indicativo de la presencia de

estructuras micelares minimas.

Dadas las caracteristicas y la eficiencia del atrapado molecular del Nile Red
mostradas por el surfactante Cg-C1o, decidimos centrar nuestros estudios en el andlisis del

autoensamblaje y propiedades de dicha molécula anfifilica.

Para ello, realizamos diversos ensayos con objeto de caracterizar el rango de

aplicabilidad del Cg-C1o en lo relativo al atrapado molecular.



5.1.4 Estudio de atrapado de Nile Red a diferentes concentraciones

Con el fin de examinar visualmente la maxima capacidad de atrapamiento del Nile
Red por parte del gemini Cg-Cio, se realizé un estudio de atrapado molecular variando la
concentracion del Nile Red (5-30 uM) mientras se mantenia constante la del surfactante
zwitteriénico (5 mM). Tras formacién de las dispersiones acuosas gemini/Nile Red y
subsecuente reposo de 8 h a temperatura ambiente, se observé que habia coalescencia en
todas las muestras analizadas, con presencia o ausencia de color rosaceo en el
sobrenadante dependiendo de la concentracion inicial de Nile Red empleada.
Encontramos asi ausencia de coloracion rosacea en el sobrenadante para dispersiones
acuosas conteniendo concentraciones de Nile Red iguales o inferiores a 15 uM. Por el
contrario, la presencia de coloracion en el sobrenadante se observé a concentraciones de
Nile Red iguales o superiores a 20 uM (Figura 20). Este hecho es indicativo de que el
gemini Cg-Cyo no ha sido capaz de atrapar por completo al compuesto fluorescente. Por
lo tanto, los resultados obtenidos mostraron un limite de saturacion para el atrapamiento
de Nile Red en el sistema de tipo esponja constituido por el gemini Cs-C1o situado entre

las concentraciones de 15 y 20 uM para dicho fluordforo.

10uM 15uM 20uM 25uM 30uM

Figura 20. Ensayo de atrapado con Cs-Cio (5 mM) y Nile Red (5-30 u«M).
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Los estudios de atrapado han permitido determinar como con tan solo una
concentracion inicial del gemini Cg-C10 de 5 mM es posible atrapar en el interior de la
estructura resultante de su autoensamblaje concentraciones del compuesto fluorescente
Nile Red de hasta 15 uM. De esta forma, estamos ante un sistema con una capacidad de
atrapamiento molecular eficaz en un rango relativamente amplio de concentraciones. Esta
caracteristica puede resultar especialmente interesante si atendemos a aplicaciones de
captacion de compuestos de interés, ya sea de indole analitica 0 medioambiental.

5.1.5 Estudio de atrapado de Nile Red a diferentes pHs

Analizamos a continuacion la capacidad de atrapamiento del Nile Red por parte
del sistema supramolecular formado por el gemini Cg-Cyo a diferentes pHs (6,8, 7,4 y
8,0). Tras hidratacién de las peliculas lipidicas en 1 mL de disolucién 100mM de tampon
HEPES al pH deseado y posterior reposo de 8 h a temperatura ambiente de las
dispersiones acuosas obtenidas, pudimos observar como todas las suspensiones del
gemini Cg-C1o (5 mM) en presencia de Nile Red (0,1 mol%) dieron lugar a coalescencia
(Figura 21).

pH 6,8

Figura 21. Ensayo de atrapado con Cg-C1o (5 mM) y Nile Red (0,1 mol%) a pH 6,8, 7,4y 8,0.
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El hecho de observar coalescencia tanto a pH ligeramente acido, como a pH neutro
(fisioldgico) y pH ligeramente bésico, indicd que el sistema de canales que forma la
estructura de fase esponja del gemini Cg-Cyo es capaz de atrapar Nile Red en ambientes
externos diferentes, comportandose asi como un sistema altamente dinamico. Este
resultado es alentador en la medida en la que posiciona al gemini Cg-C1o cOmo un sistema
con capacidad de actuacion tanto a pH fisiolégico -simulando asi el comportamiento de
un orgéanulo natural- como a pH acido y basico. De esta manera, podemos extender su
rango de aplicabilidad hacia diversas metodologias de captacion/eliminacion de

compuestos de interés.

5.2 Atrapado molecular selectivo

Dado que en la estructura de tipo esponja los canales nanométricos estan en
contacto con el agua, seria de esperar que moléculas hidrofilicas pudiesen ser
incorporados en los mismos. Por lo tanto, para finalizar la caracterizacion de la capacidad
de atrapado molecular del gemini Cg-C1o, decidimos evaluar la medida en la que este
surfactante era capaz de atrapar moléculas fluorescentes de tipo hidrofilico, tales como el
HPTS. Paraello, se prepard inicialmente una dispersion acuosa del gemini Cg-C1o (5 mM)
en presencia de HPTS (0,1 mol%). Tras 8 h de reposo a temperatura ambiente, se observé
la presencia de la fase coalescida esperada (Figura 22). Desafortunadamente, tras
excitacion de la dispersion obtenida a 365 nm, se comprobé que el HPTS se encontraba

parcialmente distribuido entre la fase coalescida y el sobrenadante (Figura 22).

Figura 22. Coalescencia de una dispersion del gemini Cg-Cio (5 mM) con HPTS (0,1 mol%).
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El atrapamiento parcial de HPTS difiere del resultado encontrado en el caso del
Nile Red (apartado 5.1.2), en el que se lograba un atrapado completo por parte del gemini
Cg-C1o para la misma proporcion de fluor6foro empleada (0,1 mol%).

Dado que el Nile Red y el HPTS presentan tamafios similares (como se puede
apreciar en la Figura 15), descartamos esta caracteristica como motivo del diferente
atrapamiento. Sin embargo, si atendemos a la polaridad de ambos fluoréforos, el Nile Red
presenta un claro caracter hidrofébico, mientras que el HPTS es fundamentalmente
hidrofilico. Este hecho nos hace pensar que nos encontramos ante un sistema de
atrapamiento diferencial de moléculas en funcion de su polaridad. De esta manera, la
utilizacion de sistemas basados en el gemini Cg-Cio resulta altamente interesante para

lograr un control selectivo en la organizacion de moléculas en compartimentos.



Conclusiones

En el presente proyecto de investigacion se han sintetizado tres surfactantes
zwitterionicos (Cg-Cg, Cs-C10,Cs-C14) y Se ha evaluado su autoensamblaje molecular. De
esta forma, hemos podido constatar la asociacion del gemini Cg-C1o en forma de una
estructura de fase tipo esponja (Ls3), la cual se puede considerar como un eficaz

biomimético del RE.

El estudio y caracterizacion del modelo supramolecular constituido por Cs-C1o ha
demostrado que se trata de un sistema con una capacidad de atrapamiento molecular
eficaz tanto a diversas concentraciones como a diferentes pHs. Cabe resaltar la
selectividad que ofrece en funcién de la polaridad del material incorporado en su interior.
Este hecho remarca la gran aplicabilidad de este sistema en estudios sobre el origen de la
vida, la replicacion de ADN o la sintesis de proteinas. Este modelo lipidico podria
constituir la base para la generaciéon de una nueva clase de biorreactores, la fabricacion
de liberadores controlados de farmacos, el desarrollo de sistemas para la eliminacién de
contaminantes en aguas o el tratamiento de aguas residuales, e incluso para la

reconstitucion de proteinas de membrana.

Dada la gran aplicabilidad que presenta el sistema supramolecular desarrollado,
resultaria interesante seguir profundizando en su investigacion. Proponemos asi el estudio
de nuevas aproximaciones en las que se varie la longitud de la cadena proveniente del
alcohol o en las que se modifique el espaciador comprendido entre los grupos i6nicos
mediante su elongamiento o funcionalizacion. De esta forma, se podria lograr la
captacion/liberacion de material bioldgico relevante, asi como controlar y acelerar

transformaciones bioquimicas fundamentales.



Conclusidns

Neste proxecto de investigacion sintetizaronse tres surfactantes zwitterionicos
(Cs-Cs, Cg-Ci1o, Cs-C14) € avaliouse a stia autoensamblaxe molecular. Deste xeito,
puidemos verificar a asociacion dos xemelgos Cs-C10 en forma de estrutura de fase tipo

esponxa (L3), que pode considerarse como un biomimético eficaz do RE.

O estudo e caracterizacion do modelo supramolecular constituido por Cg-Cio
demostrou que se trata dun sistema cunha capacidade de captura molecular efectiva tanto
a diferentes concentracions como a diferentes pHs. Cabe destacar a selectividade que
ofrece en funcién da polaridade do material incorporado no seu interior. Este feito pon de
manifesto a gran aplicabilidade deste sistema en estudos sobre a orixe da vida, a
replicacion do ADN ou a sintese de proteinas. Este modelo lipidico poderia constituir a
base para a xeracion dunha nova clase de biorreactores, a fabricacion de liberadores
controladas de farmacos, o desenvolvemento de sistemas para a eliminacion de
contaminantes na auga ou o tratamento de augas residuais, € mesmo para a reconstitucién

de proteinas de membrana.

Dada a gran aplicabilidade do sistema supramolecular desenvolvido, seria
interesante seguir avanzando na sua investigacion. Asi, propofiemos o estudo de novos
enfoques nos que se varie a lonxitude da cadea procedente do alcohol ou nos que se
modifique o espaciador entre os grupos idnicos mediante o seu alongamento ou
funcionalizacion. Deste xeito, poderiase conseguir a captacion/liberacion de material
bioloxico relevante, asi como controlar e acelerar as transformacions bioquimicas

fundamentais.



Conclusions

In this research project, three zwitterionic surfactants (Cg-Cs, Cs-C10, Cs-C14) have
been synthesized and their molecular self-assembly has been evaluated. In this way, we
have been able to verify the association of the gemini Cg-C1o in the form of a sponge-like
phase structure (L3s), which can be considered as an effective biomimetic of the ER.

The study and characterization of the supramolecular model constituted by Cg-C19
has shown that it is a system with an effective molecular trapping capacity both at
different concentrations and at different pHs. It is worth highlighting the selectivity it
offers depending on the polarity of the material incorporated inside. This fact highlights
the great applicability of this system in studies on the origin of life, DNA replication or
protein synthesis. This lipid model could form the basis for the generation of a new class
of bioreactors, the manufacture of controlled drug releasers, the development of systems
for the elimination of contaminants in water or the treatment of wastewater, and even for

the reconstitution of membrane proteins.

Given the great applicability of the developed supramolecular system, it would be
interesting to continue furthering its research. Thus, we propose the study of new
approaches in which the length of the chain coming from the alcohol is varied or in which
the spacer between the ionic groups is modified by means of its elongation or
functionalization. In this way, the uptake/release of relevant biological material could be
achieved, as well as controlling and accelerating fundamental biochemical

transformations.



Parte experimental
1. Materiales y métodos

1.1 Reactivos

Los reactivos empleados a lo largo de este proyecto se recogen en la Tabla 1.

Tabla 1. Reactivos dispuestos durante la experimentacion.

Nombre del reactivo

Acetonitrilo (anhidro)
Acido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinaetanosulfonico

(HEPES)
Celita

2-Cloro-1,3,2-
dioxofosfolan-2-6xido

Cloroformo

9-(Dietilamino)-5H-
benzo|a]fenoxazina-5-
ona (Nile Red)

Dietil éter

Dietil éter (anhidro)

N,N-dimetildecano-1-
amina

N,N-dimetiloctil-1-amina

N,N-dimetiltetradecano-
1l-amina

Etanol absoluto

Pureza Casa
(%0) comercial
99,9 Scharlau
>08 Fluorochem

- Thermo
Scientific
>05 TCI
Chemicals
Grado Scharlau
HPLC
98 BLD
Pharmatech
99,5 Scharlau
99,7 Scharlau
>05 TCI
Chemicals
>97 TCI
Chemicals
99,71 BLD
Pharmatech
99,9 Scharlau

Caracteristicas

resefables

Sensible al calor

Estabilizado con 150
ppm de amileno
Fluorescente.

Fotosensible

Estabilizado con 7 ppm
de butilhidroxitolueno
(BHT)
Estabilizado con 7 ppm
de BHT



Hexano 96 Scharlau -

8-Hidroxipireno-1,3,6- 85 BLD Fluorescente
trisulfonato de sodio Pharmatech
(HPTS)
1-octanol >99 TCI -
Chemicals
Tetrahidrofurano (THF) 99,8 Scharlau Estabilizado con 250
(anhidro) ppm de BHT
Trietilamina (anhidra) 99 Fluorochem -

1.2 Instrumentacion empleada
Para la realizacion del presente proyecto se utilizaron los siguientes equipos:

-Espectrofotdmetro Genesys 50 UV-Visible (Thermo Scientific).
-Microscopio confocal A1R (Nikon).

-Microscopio Optico Olympus BX53.

-Espectrometro de resonancia magnética nuclear Bruker Avance 300. Este equipo
se empled para recoger los espectros de RMN de proton (*H) y de carbono (*3C) de cada
uno de los productos obtenidos, empleando como disolvente cloroformo deuterado
(CDClz). De esta manera, se pudieron elucidar sus estructuras, corroborarando asi la
correcta preparacion de los compuestos geminales Cg-Cg, Cg-C10 Y C10-C14. LOS espectros

de RMN se encuentran recogidos en el la seccion “Anexos” de esta memoria.

-Mediante el analisis por HPLC-MS (cromatografia liquida de alta eficacia-
espectrometria de masas) con el equipo de cromatografia liquido-liquido con detector de
masas y de diodos (PDA), (LC-MS) MSQ PLUS de Thermo Scientific , se pudieron
recoger los espectros de masas de todos los productos obtenidos. Para ello, se empled
CH3CN (0,04 % TFA)-H20 (0,04 % TFA) como fase movil (1:1) y electrospray (ESI)
como fuente de ionizacion. Los espectros de MS se encuentran recogidos en la seccion

“Anexos” de esta memoria.



2. Procedimiento experimental
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Figura 23. Esquema sintético de los geminis zwitterionicos Cg-Cs, Cs-Cio Yy Cg-Ci4.l™%!

La sintesis del fosfolano intermedio-Cs se realiz0 empleando la misma
metodologia para los tres geminis (Cg-Cs, Cg-C10, Cs-C14). Para ello, se prepard una
disolucion de 2-cloro-1,3,2-dioxafosfolan-2-6xido (0,44 mL, 4,8 mmol para Cs-Cs; 0,50
mL, 5.4 mmol para Cg-C10 y Cs-C14) en THF-Et20 anhidro (1:1) (2,5 mL) a 0 °C bajo
atmosfera inerte de N2. A continuacion, se adiciond EtsN (anhidra) (0,67 mL, 4,8 mmol
para Cg-Cs; 0,76 mL, 54 mmol para Cs-Cio y Cs-Cis). Posteriormente, se afadio
lentamente 1-octanol (0,67 mL, 4,2 mmol para Cs-Cg; 0,74 mL, 4.7 mmol para Cg-C1oy
Cs-C14). La mezcla de reaccion se agito 24-48 h a temperatura ambiente bajo atmosfera
de N2. Transcurrido ese tiempo, se agreg6 hexano (1,5 mL). La mezcla resultante se filtro
atraveés de celitay se lavé con 20 mL de THF-Et20 (1:1). El filtrado resultante se evaporo
a vacio, proporcionando el fosfolano Cg intermedio en forma de aceite. Dicho intermedio

se empled en la siguiente etapa sin necesidad de purificacion adicional.

El intermedio Cs-fosfolano se disolvio en CHsCN (anhidro) (10 mL) a
temperatura ambiente. A la disolucion resultante se le adiciond lentamente por goteo 2
equivalentes de la dimetilalquilamina correspondiente (1,73 mL, 8.5 mmol de N,N-
dimetiloctil-1-amina para Cs-Cs; 2,21 mL, 9.5 mmol de N,N-dimetildecano-1-amina para
Cs-C10; 2,90 mL, 9.5 mmol de N,N-dimetiltetradecano-1-amina para Cg-Cis). A
continuacion, la mezcla se agité a reflujo (~82 °C) durante 48-72 h. Posteriormente, la
reaccion se dejo enfriar a temperatura ambiente, se vertié sobre 100 mL de Et20, se filtrd
y se lavé con mas Et20 para dar lugar al producto deseado en forma de sélido blanco.



Cs-Cs. Se obtuvieron 682 mg (41 %). *H NMR (300 MHz, CDCls, §): 4.27 (s, 2H), 3.81
(g, J = 6.6 Hz, 4H), 3.52 — 3.41 (m, 2H), 3.33 (s, 6H), 1.70 (s, 2H), 1.57 (g, J = 7.1 Hz,
2H), 1.40 — 1.16 (m, 20H), 0.87 (td, J = 6.8, 2.3 Hz, 6H). 1*C NMR (75 MHz, CDCls, ):
77.79, 66.19, 66.12, 65.97, 64.48, 59.39, 52.33, 32.42, 32.28, 31.67, 31.57, 30.04, 29.91,
29.87, 29.71, 26.94, 26.46, 23.41, 23.20, 23.15, 14.63, 14.59. MS (ESI).
[MH]"=394.2305.

Cs-Ci1o0. Se obtuvieron 692 mg (35 %). *H NMR (300 MHz, CDCls, §): 4.31 (s, 2H), 3.82
(m, 4H), 3.52 - 3.43 (m, 2H), 3.35 (s, 6H), 1.54 (s, 2H), 1.52 (m, 2H) 1.26 (m, 24H), 0.87
(td, J=6.8, 2.4 Hz, 6H). **C NMR (75 MHz, CDCls, 5): 77.36, 65.77, 65.69, 64.16, 59.07,
59.01, 51.88, 31.99, 31.96, 31.25, 31.15, 29.58, 29.56, 29.47, 29.42, 29.38, 26.49, 26.04,
23.01, 22.78, 14.22. MS (ESI). [M2]"=843.6590.

Cs-Cua. Se obtuvieron 1,83g (81 %). *H NMR (300 MHz, CDCls, §): 4.31 (s, 2H), 3.84
(9, J =6.8 Hz, 4H), 3.45 (m, 2H), 3.35 (s, 6H), 1.71 (s, 2H), 1.64 — 1.53 (m, 2H), 1.25 (s,
32H), 0.87 (td, J = 6.7, 1.7 Hz, 6H). *°C NMR (75 MHz, CDCls, 5): 77.36, 65.80, 65.72,
64.21, 59.03, 51.88, 32.04, 31.99, 31.23, 31.13, 29.81, 29.78, 29.75, 29.67, 29.59, 29.48,
26.50, 26.04, 23.01, 22.80, 22.78, 14.23. MS (ESI). [M2]"'=955.6890.

Cabe mencionar que los rendimientos calculados se corresponden con

rendimientos globales (dos etapas de reaccion).

3. Metodologia experimental

3.1 Disoluciones stock

Se prepararon inicialmente disoluciones stock de los compuestos gemelares
sintetizados (Cs-Cs, Cs-C10, Cg-C14) a una concentracion de 100 mM en CHCls.
Alternativamente, se obtuvieron disoluciones 5 mM de los fluoréforos Nile Red (en etanol

absoluto) y HPTS (en agua).

3.2 Preparacion de peliculas lipidicas (lipid films)

50 uL de una disolucién del gemini zwitteridnico (Cg-Cg, Cg-Ci1o, Cg-C14) €N
CHCI3s (concentracion final: 200 mM) se situaron inicialmente en un vial de 1,5 mL. A
continuacion, se evapor0 el disolvente organico empleando una corriente de No,

obteniendo asi una pelicula fina distribuida por las paredes del vial.



3.3 Hidratacién de peliculas lipidicas: Construccion de fases esponjas

Las peliculas lipidicas finas preparadas en el Apartado 3.2 se hidrataron afiadiendo
1 mL de disolucion acuosa (agua, tampon HEPES) (concentracion final del gemini: 5
mM) y agitando unos segundos en el vortex. Este protocolo gener6 agregados tipo fase
esponja (para el gemini Cg-C10) y agregados tipo lamelar de menor tamafo (para los
geminis Cg-Cg y Cg-C14).

3.4 Turbidimetria

3.4.1 Protocolo general

Se prepararon peliculas finas (lipid films) a partir de disoluciones del compuesto
gemelar (Cs-Cs, Cs-Ci0, Cs-C14), siguiendo el protocolo anteriormente descrito (Apartado
3.2). A continuacion, se hidrataron tal como se ha indicado previamente (Apartado 3.3) y

se llevé a cabo el anélisis de DO (600 nmn) en el espectrofotdmetro durante 8 h.

En el caso particular del gemelar Cg-C1o, Se recogieron por triplicado 32 medidas
consecutivas de DO (600 nm) de dispersiones del lipido (5 mM), las cuales corresponden
a medidas cada 15 min durante un tiempo final de analisis de 8 h (las medidas se
encuentran en el apartado “Anexos”) en tres dias diferentes. Para el caso del Cs-Cg y el

Cg-Cu4, se realizaron diversas medidas de DO (600 nm).

3.4.2 Turbidimetria en presencia de Nile Red

Las medidas de turbidimetria en presencia del compuesto fluorescente Nile Red
se realizaron siguiendo el protocolo general (Apartado 3.4.1). Cabe destacar que en este
caso, se prepar0 inicialmente una pelicula fina (lipid film) a partir de una disolucion del
compuesto gemelar (Cs-C10) ¥ Nile Red (0,1 mol%), siguiendo un protocolo similar al
descrito con anterioridad (Apartado 3.2). Posteriormente, se hidrato la pelicula en agua
(1 mL) y se agit6 unos segundos en el vortex, obteniendo una dispersion acuosa rosacea
que contiene el gemini (concentracion final: 5 mM) y el Nile Red (concentracion final: 5
K1M; 0.1 mol%). Finalmente, se llevaron a cabo 32 medidas por duplicado de DO (600
nm) en el espectrofotometro cada 15 min a lo largo de 8 h en dos dias diferentes (las

medidas se encuentran en el apartado “Anexos”).



3.5 Ensayos de coalescencia

3.5.1 Ensayo de coalescencia con Nile Red

Los experimentos de coalescencia se llevaron a cabo preparando peliculas finas
(lipids films) en presencia de Nile Red, las cuales fueron hidratadas tal como se ha descrito
en el apartado 3.3. Seguidamente, se permitio que las dispersiones resultantes de los tres
geminis (Cs-Csg, Cg-C10, Cg-C14, de concentracion final: 5 mM) y Nile Red (concentracion
final: 5 uM; 0.1 mol%) reposasen a temperatura ambiente durante 8 h.

Cabe destacar que en el caso del Cg-Cg y del Cg-C14 también se prepararon, de
forma analoga a la anterior, dispersiones de concentracion final de gemini 50 mM y Nile

Red 5 uM (0.1 mol%) que se dejaron en reposo 8 h a temperatura ambiente.

3.5.2 Ensayo de coalescencia con HPTS

El ensayo de coalescencia del gemini Cg-C10 con el compuesto fluorescente HPTS
se llevd a cabo empleando la misma metodologia que en caso del Nile Red, permitiendo
que la dispersion de Cs-C1o (de concentracion final: 5 mM) y HPTS (concentracion final:

5 uM; 0.1 mol%) reposase a temperatura ambiente durante 8 h.

3.6 Microscopia

3.6.1 Microscopia de campo claro

Alicuotas de 2.5 pL correspondientes a las dispersiones acuosas de los diferentes
compuestos gemelares (Cs-Cg, Cs-C1o, Cs-Cu4; concentracion final: 5 mM) se analizaron
en los microscopios confocal y 6ptico de campo claro. Las fotografias correspondientes
se recogen en el apartado 4.3 de la seccién de Discusion y Resultados, asi como en la

seccion de Anexos.

3.6.2 Microscopia de fluorescencia

Alicuotas de 2.5 L referentes a las dispersiones acuosas de los diferentes geminis
(Cs-Cs, Cs-Ci0, Cs-Cu4; concentracion final: 5 mM) conteniendo Nile Red (concentracion
final: 0.5 pM; 0,01 mol%) se analizaron en los microscopios confocal y Optico de
fluorescencia. Tras la excitacion del Nile Red a 554 nm, se tomaron varias fotografias, las
cuales se recogen en el apartado 5.1.3 de la seccion de Discusion y Resultados, asi como

en la seccion de Anexos.



3.7 Estudio de atrapado de Nile Red a diferentes concentraciones

Siguiendo el protocolo de preparacion de peliculas finas mencionado previamente
(Apartado 3.2), se obtuvieron diferentes lipid films a partir de disoluciones del compuesto
gemelar Cs-C1o (concentracion fija) y Nile Red (concentracion variante) en CHCls. A
continuacidn, se hidrataron en presencia de 1 mL de agua milliQ. Cabe destacar que para
todas las muestras obtenidas la concentracion final de Cs-C1o fue 5 mM, mientras que la
de Nile Red vari6 entre 5-30 uM. Una vez preparadas las dispersiones, se dejaron reposar
durante 8 h a temperatura ambiente, pudiendo visualizar finalmente la formacion y
coalescencia de las correspondientes fases de esponja, asi como el atrapado efectivo del
fluordforo. De esta forma, se pudo estimar la concentracion méxima de Nile Red (en torno

a 20 uM) que es posible atrapar en los sistemas supramoleculares generados.

3.8 Estudio de atrapado de Nile Red a diferentes pHs

Se prepararon peliculas finas (lipid films) a partir de disoluciones del compuesto
gemelar Cg-C10 y Nile Red en CHCI3, siguiendo el protocolo anteriormente descrito
(Apartado 3.2). A continuacion, se hidrataron en presencia de 1 mL de disolucion tampén
100 mM de HEPES a diferentes pHs (6,8, 7,4 y 8,0). En todos los casos, la concentracion
final de la molecula anfifilica fue 5 mM, mientras que la del fluor6foro fue 5 uM (0,1
mol%). Tras dejar reposar las dispersiones durante 8 h, se observd por visualizacion
directa la formacion y coalescencia de las correspondientes fases de esponja, asi como el
correspondiente atrapado de Nile Red.
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Tabla 2. Calculos de cantidades relativas a la sintesis del gemini Cs-Cs,

Sustancia
2-cloro-1,3,2-
dioxafosfolano-2-6xido
THF (anhydro)
Et,O (anhydro)
EtsN
1-octanol
N,N-dimetiloctil-1-
amino
CHsCN (anhydro)
Producto

Tabla 3. Calculos de cantidades relativas a la sintesis del

Sustancia

2-cloro-1,3,2-
dioxafosfolano-2-6xido
THF (anhidro)

Et,O (anhidro)

EtsN

1-octanol
N,N-dimetildecano-1-
amina

CH3CN (anhidro)
Producto

Tabla 4. Calculos de cantidades relativas a la sintesis del

Sustancia

2-cloro-1,3,2-
dioxafosfolano-2-6xido
THF (anhidro)

Et,O (anhidro)
EtsN
1-octanol

N,N-dimetiltetradecan-
1-amino

CHsCN (anhidro)
Producto

Peso Molecular
142.48

101.19
130.23
157.30

393.54

Peso
Molecular
142,48

101,19
130,23
185,36

421,60

Peso
Molecular
142.48

101.19
130.23
241.46

477.71

g9
0.68

0.49
0.55
1.33

1.65

g

0,78

0,55
0,62
1,75

1,99

g

0.78

0.55
0.62
2.29

2.25

mmol
4.8

4.8
4.2
8.5

mmol

54

5,4
4,7
9,5

4,7

mmol

5.4

5.4
4.7
9.5

4.7

Eq.  p(g/mL)
1.15 1.55
1.15 0.726
1.00 0.83
2.00 0.769
1.00 -
gemini Cg-Cio.
Eq.  p(g/mL)
1,15 1,55
1,15 0,726
1,00 0,83
2,00 0,792
1,00 -
gemini Cg-C1a.
Eq.  p(g/mL)
1.15 1.55
1.15 0.726
1.00 0.83
2.00 0.795
1.00 -

mL
0.44

1.25
1.25
0.67
0.67
1.73

10

mL
0,50

1,25
1,25
0,76
0,74
2,21

10

mL
0.50

1.25
1.25
0.76
0.74
2.89

10



Espectros

Espectros de RMN de Cs-Csg
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Figura 24. Espectros de *H- y *C-RMN del Cg-Cs.
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Espectros de RMN de Cs-Cio
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Figura 25. Espectros de *H- y *C-RMN del Cg-Cio.
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Espectros de RMN de Cg-Cu4
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Figura 26. Espectros de *H- y *C-RMN del Cg-Cis.
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Espectro de masas de Cg-Cs
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Datos de densidad optica (DO)

Tabla 5. Datos de DO de tres dispersiones acuosas de Cg-Cio (5 mM).

Tiempo (min) DO (600nm)

0
15
30
45
60
75
90

105
120
135
150
165
180
195
210
225
240
255
270
285
300
315
330
345
360
375
390
405
420
435
450
465

0,504
0,493
0,478
0,459
0,443
0,413
0,399
0,384
0,367
0,348
0,318
0,288
0,280
0,264
0,253
0,244
0,236
0,225
0,216
0,209
0,200
0,187
0,168
0,153
0,135
0,132
0,110
0,101
0,095
0,092
0,094
0,094

DO (600nm) DO (600nm)

0,475
0,465
0,453
0,439
0,427
0,418
0,405
0,395
0,383
0,371
0,357
0,348
0,338
0,329
0,323
0,313
0,302
0,290
0,281
0,271
0,263
0,256
0,253
0,235
0,228
0,223
0,219
0,216
0,213
0,211
0,208
0,204

0,559
0,558
0,546
0,527
0,510
0,491
0,475
0,463
0,445
0,429
0,418
0,416
0,406
0,391
0,378
0,348
0,335
0,326
0,321
0,321
0,312
0,303
0,295
0,285
0,275
0,264
0,253
0,242
0,233
0,225
0,218
0,213

SD
0,042665365
0,047710935
0,048128301

0,04613025
0,044034078
0,043661577
0,042253205
0,042790186
0,041198705
0,041741267

0,05040172
0,064041653
0,063066103
0,063505905

0,06264982
0,052918176
0,050408333
0,051189192

0,05299371
0,056107041
0,056145644
0,058346665

0,06470188
0,066643329
0,071248392

0,06755985
0,074706091
0,075035547
0,074574348
0,073082146

0,06888638
0,066259591



Tabla 6. Datos de DO de dos dispersiones acuosas de Cs-Cio (5 mM) y Nile Red (0,1 mol%).

Tiempo (min) DO (600nm) DO (600nm) SD

0 0,532 0,478 0,038183766
15 0,513 0,458 0,038890873
30 0,490 0,435 0,038890873
45 0,465 0,410 0,038890873
60 0,443 0,391 0,036769553
75 0,419 0,375 0,031112698
20 0,404 0,357 0,033234019
105 0,387 0,341 0,032526912
120 0,374 0,327 0,033234019
135 0,357 0,315 0,029698485
150 0,340 0,301 0,027577164
165 0,331 0,291 0,028284271
180 0,316 0,279 0,026162951
195 0,307 0,267 0,028284271
210 0,296 0,258 0,026870058
225 0,286 0,243 0,030405592
240 0,278 0,238 0,028284271
255 0,267 0,227 0,028284271
270 0,256 0,214 0,029698485
285 0,244 0,207 0,026162951
300 0,231 0,201 0,021213203
315 0,218 0,193 0,01767767
330 0,207 0,185 0,015556349
345 0,196 0,177 0,013435029
360 0,188 0,170 0,012727922
375 0,189 0,162 0,019091883
390 0,190 0,155 0,024748737
405 0,177 0,149 0,01979899
420 0,172 0,147 0,01767767
435 0,167 0,141 0,018384776
450 0,162 0,136 0,018384776

465 0,159 0,129 0,021213203



Fotografias de microscopia

Figura 27. Microscopia de fluoresencia de las estructuras resultantes del autoensamblaje del
gemini Cg-C1o (5 mM) en presencia de Nile Red (0,1 mol%).

50 um

Figura 28. Microscopia 6ptica de la fase coalescida del gemini Cs-Cio (5 mM).
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