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INTRODUCCIO



I.- INTRODUCCIO.

1.1.- EL DOLOR.

El dolor és aquella sensacidé desagradable i insuportable
que sovint experimenta l'home i que si bé accepta amb abnega-
cidé, busca quasi sempre una manera d'atenuar-la. Paradoxalment,
per un mal tant antic i universal s'han trobat ben pocs remeis.
Aixi, des de fa milenis és coneguda la virtut que presenten
les capsules de l'adormidera, els vulgarment coneguts ''cascalls"
(Papaver somniferum) capagos d'alleujar el sofriment. Es per
aixd i perqué produeix eufodoria també, que 1l'opi, extret d'aques-
ta planta, s'ha estat emprant com a droga contra el dolor ja des
de la Grécia Classica.

Una data important en l'histdoria dels anlgéssics és la de
1803 en que el farmaceéutic alemany Friederich Sertilirner ailla
de 1'opi el seu principal alcaloide, el qual anomena morfina en
honor a Morfeu el déu grec del somni. D'aquesta manera, s de
la morfina en substitucidé dels preparats de 1'opi es va estendre
rapidament.

Degut a aixd, quan a mitjans del segle XIX es va tenir una
idea clara de la toxicitat i de la capcitat d'ocasionar toxico-
mania per part de la morfina, aquesta droga s'havia convertit

ja en un remei emprat majoritariament en Medicina Clinica.



Les caracteristiques d'aquesta toxicomania sén les se-
glients:

- Dependéncia psiquica.Es un estat caraterit-

zat per un desig irrefrenable de repetir les prses de producte
sense que, necessariament, hi hagi una tendéncia a augmentar
les dosis o sense que apareixi un sindrome d'abstinéncia quan
cessi la seva ingestid.

- Dependéncia fisica. Es un estat adaptatiu,

caracteritzat per l'aparicid de transtorns €fisics, sovint in-

tensos quan es suspen bruscament l'administracié de la droga

o0 quan es neutralitza la seva accid per part d'un antagonista
especific. El conjunt d'aquests transtorns constitueix el sin-
drome d'abstinéncia.

- Tolerancia. Es una disminucid dels efectes

sobre l'organisme d'una dosi fixa de droga, a mesura gue es re-
peteix la seva administracidé. Aquest fenomen fa incrementar les
dosisS per tal d'obtenir l'efecte desitjat.

El coneixement d'aquestes propietats indesitjables aixi
com la manca d'altres drogues que exercisin la mateixa accid
que els compostos opiacis, va impulsar l'investigacidé amb la
finalitat de descobrir opiacis sintétics que estiguessin man-
cats dels seus efectes negatius. Aixi, el primer derivat de
sintesi que va aparéixer va ésser la Petidina al 1935 a la qual

han seguit molts altres, pocs perd, han adquirit dret terapéutic
per si mateixos. Malgrat tot, 1l'objectiu fonamentgl no s' ha
aconseguit encara, de tal manera que fins aleshores no es coneix

un producte analgéssicique no generi toxicomania.



1.2.- DESCOBRIMENT DE LES ENCEFALINES.

El fet de que els alcaloides pertanyents al regne vegetal
com ara la nicotina, la muscarina, la morfina i l'efedrina, en-
tre d'altres fossin capaces de substituir a molécules propies
dels teixits animals (aceticolina, GABA, péptids opiacis,etc)
indui la recerca en aquests teixits d'alguna substancia que ac-
tués com la morfina.

Aixi, seguint aquest raonament, el 1972, Akil troba que
estimulant electricament el periaqglieducte gris del cervell es
produia en 1l'animal subjecte a experimentacié, l'analgéssia,
que alhora era antagonitzada per la naloxona (antagonista tipic
de la morfina). Aquest fet confirma l'existéncia ja intuiIda del
material que, amb caracteristiques opiacies, era sintetitzat
pel propi organisme animal. Aquest percag condui a Hugues al
1975, a l'aillament del cervell de porc de dos pentapeptids de
seqiiéncies Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu i Tyr-Gly-Gly-Phr-Met, anomenats
Leu-encefalina i Met-encefalina respectivament. Ambddés tenen la
mateixa activitat opiadcia que la morfina, perd sén metabolitzats
més rapidament per hidrdolisi enzimatica el que comporta que el
seu efecte sigui més breu.

Respecte al seu mecanisme d'accid, tant les encefalines com
la morfina produeixen llur efecte mitjangant la seva unidé amb els
receptors opiacis capagos de reconéixer aquestes estructures, i
per les que tenen afinitat.

Totes les esperances que des d'un primer moment suscita el
descobriment de les encefalines vers el seu possible Gs en cli-
nica com a substitius de la morfina foren efimers ja que ben

aviat es va veure que a més a més de la seva rapida metabilitza-



cié, produien també addicid, de cap manera desitjable. Malgrat

aixd, aquest descobriment palesd 1la possibilitat de substituir
la morfina per molécules més afins als organismes animals i per
tant, amb més probabilitat d'ésser metabolitzats facilment sen-

se donar metabolits tdxics o andmals.

1.3.- EL RECEPTOR OPIACT.

L'eliminacidé del dolor, o al menys la seva supressid par-
cial és un repte que té plantejada la farmacologia d'avui en
dia. S6én molts els derivats de tipus alcaloide i d'altres tipus
dels quals es disposa pel tractament del dolor, perd els efectes
secundaris que presenten fan que la seva utilitzacidé sigui molt
restringida i que es continui investigant sobre noves molécules

qué, produint els mateixos efectes beneficiosos, no ofereixin

els components d'habituacié, dependéncia i d'altre tipus.

Malgrat que actualment s'accepta que hi ha receptors far-
macologics de diversa mena, l'existéncia dels mateixos ha estat
fortament debatuda. De tota manera, el receptor opiaci és un dels
més coneguts. Aprofitant aquest benentés, s'ha pensat que el seu
estudi podri ésser una de les vertents a seguir alhora d'abordar
la problematica derivada de 1l'habituacidé i dependéncia als opia-
cis.

Com altres farmacs,l'accid dels opiacis sobre un organisme
es produeix per l'interaccidé fisico-quimica d'aquests amb una o
varies estructures de la membrana cel.lular de l'ésser viu, que
sén els anomenats receptors opiacis, desencadenant aixi els efec-

tes caracteristics.
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Es sap (Pert, Snydes,1973; Simon i col., 1973; Terenius,
1973) que els receptors opiacis es troben en el sistema nerviés
dels vertebrats (tant a nivell central com periféric) en estre-
ta relacié amb segments de membrana en la fraccid sinaptosomi-
ca, el que suggereix que estan localitzats en el velInatge de la
sinapsi. L'unié dels agents opiacis al receptor és estereoespe-
cifica, saturable i té lloc amb gran afinitat.

Donat que 1l'agrupaciod N—metil—ﬁ'—fenilpiperidina és coma
als analgéssics derivats de la morfina o dels seus analegs,
Beckett i Casy (1965) (fig.1l) van proposar un model de recep-
tor. Eszestatie,inflexible,caracteritzat per les seglients zo-
nes essencials;:

- Estructura plana que permet l'enllag¢ amb l'anell
aromatic del farmac mitjangant forces de tipus van der Waals.

- Una zona aniodnica capag¢ d'"associar-se amb el cen-
tre basic del farmac carregat positivament.

- Una cavitat orientada de tal forma que pugui enca-
bir la porcid _CHECHE_ (corresponent als carbonis 15 i 16)
del cicle de la piperidina}projectada per davant del pla que
conté 1l'anell aromatic i el centre basic.

Més tart i degut a l'aparicid de certs analgéssics d'ele-
vada activitat perd mancats d'una estructura exactament comple-
mentaria per 1l'area de receptor esmentada, Pasternak i Snyder
(1975) proposaren un model de receptor dinamic (fig.2).Aquest,

model alostéric pel receptor dels opiacis adoptaria dues formes

interconvertibles.
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L'hipdtesi que postula aquest model és la de que els agonis-
tes (morfina, etorfina, levorfznol , oXimorfina,etc.) i els an-
tagonistes (nalorfina, naloxona, diprenorfina, levalorfa, etc)
interactuen amb conformacions diferente del mateix receptor.

El catidé sodi indueix el canvi conformacional que facilita la
complexacidé amb els antagonistes, alhora que els ions manganes,
magnesi i niquel fan que el receptor agafi la conformacid escai-
ent per a interaccionar amb els agonistes. Es a dir, el sodi es-
tabilitza el receptor en una conformacidé vers la que els antago-
nistes tenen gran afinitat i els agonistes la tenen baixa. En
abséncia de sodi, el receptor adquireix una conformacidé tal que
afavoreix la formacidé del complex als agonistes impedint 1'uniéd
dels antagonistes (Snyder, 1978).

En general s'accepta l'existéncia, la localitzacidé , 1la
multiplicitat i altres caracteristiques generals dels receptors
opiacis perd queden per demostrar una série de fets entre els
que destaquen per la seva importancia, la naturalesa quimica
dels mateixos (la seva composicidé) i la seqliéncia de fets o fe-
nomens que s'inicien a l'unir-se l'opiaci al receptor i que in-
dueixen la resposta o efecte farmacolodgic.

1.3.1.- LOCALITZACIO DELS RECEPTORS QPIACIS.

La distribucidé dels receptors opiacis a nivell del sistema
nervidés central té especial interés degut a que relaciona aquest
tipus de receptors amb la funcid cerebral. Els estudis fets mit-
jangant técniques autorradiogréfiques han demostrat que els re-
ceptors opiacis es troben molt concentrats en areees del cervell

que regulen tant funcions relacionades amb la percepcid del do-
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lor com del comportament. Aixi mateix, la localitzacidé de recep-
tors en el sistema limbic (Snyder i col. 1974; Simon i Hiller,
1978) indicaria que poden estar relacionats amb la regulacid del
comportament propiament dit i també de les emocions.

Per altra banda, els receptors a nivell del talem, substan-
cia gris del periagueducte i substancia gelatinosa expliquen en
part 1l'accidé dels opiacis com analgessics.,

S'han localitzat receptors opiacis en cervell de la majoria
d'animals vertebrats, perd no s'en han trobat, en canvi, en el
dels invertebrats. Adhuc els trobats en els vetebrats més infe-
riors presenten la mateixa especificitat d'accid opiacia que la
dels mamifers més desenvolupats.

A part de la regid cerebral,també han estat trobats recep-
tors opiacis a la periféria(glandules exocrines de l'estdémac i
budell), éssent precisament el miscul 1llis longitudinal del plexe
mientéric de 1'ileum del conill porqui, un sistema especialment
apte per a fer assatjos d'activitat farmacoldgica dels agents opi-
acis que hom preten estudiar.

1.3.2.- MULTIPLICITAT DE RECEPTORS OPIACIS.

En els resultats obtinguts a l'experimentar els opiacis en-
dogens i exdgens en diversos models farmacoldgics, s'han pogut
observar un seguit d'anomalies. Aquestes consisteixen, fonamental-
ment en la distinta activitat de les molécules assatjades, obser-
vades en varis tipus d'experiencies, es a dir, GPI (Guinea Pig
Ileum), MVD (Mouse Vas Deferens), binding, etc. i adhuc diferent

capacitat de desplagament d'uns per altres i l'antagonitzacid
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dels seus sefectes mitjangant la naloxona.

Tot aixd ha conduit a la confirmacié de la teoria empiri-
ca donada per Martin i col. (1976) de l'existéncia de diversos
tipus de receptors opiacis en front dels quals presentarien una
afinitat variable segons cadascun dels tipus de molécules assat-
jades.

Aquests receptors encara no sén coneguts exactament avui
en dia, perd s'accepta que n'hi ha de varig tipus. Es parla de
receptors;;,ici.dﬂ Lord i col. al 1977 van descriure un nou
receptor que estaria en el conducte deferent del ratoli i que
van anomenard.

Els receptors de tipus'p interaccionen preferentment amb
els opiacis tipus alcaloide, es a dir, de conformacions rigides
(morfina, metadona, naloxona). Els ¢ ho fan principalment amb
encefalines i endorfines. Finalment, els K s'uneixen priorita-
riament amb la pentazocina, la nalorfina i la ciclazocina entre
d'altres.

Els receptors u sembla que intervenen en el control de
l'analgéssia supraespinal, la depressid respiratdria, l'eufodria
i la dependéncia fisica. El1 k es considera mitjancer de 1l'anal-
géssia espinal, la miosi i la sedacid mentre que el & ho és res-
pecte la disfdéria, les al.lucinacions i l'estimulacid respirato-
ria i vasomotora.

El grau d'especificitat d'aquests receptors no és absolut
ja que interaccionen diferentment i per aixd els productes opia-
cis tenen normalment un grau diferent de propietats analgéssi-

ques i de modificacié de comportament, predominant unes o altres
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segons el tipus de receptor amb el que interaccionen preferent-
ment.

Per altra banda, resta fora de dubte la diferent distribu-
cidé dels receptors en els teixits la qual cosa suposa una difi-
cultat addicional en 1l'estudi del comportament farmacolodogic d'a-
questa mena de productes en funcidé de la resposta del tipus de

test que es realitzi.

Tipus de receptors
Compost M k o
Morfina Ag Ag -
Naloxona* Ant Ant | Ant TAULA I
Pentazocina Ant Ag Ag
Nalorfina Ant PAg | Ag
Buprenorfina pAg -—| —-

Ag: Agonista

Ant: Antagonista competitiu

pAg: Agonista parcial

* Més poderosa com antagonista dels efectes dels agonistes u que

dels k o dels o i per aixd es creu que té la major afinitat pel
receptor P

1.3.3.- NATURALESA QUIMICA DEL RECEPTOR OPIACI

Una de les possibles maneres d'enfrontar la problematica
que l'accid dels opiacis presenta i la seva possible substitucid
per molécules peptidiques, és l'estudi de la composicid quimica
del receptor opiaci i de les interaccions fisico-quimiques que
les molécules actives estableixen amb ell.

De fet, fins al moment present hi ha a la bibliografia min-
ces referéncies relacionades amb l'aillament del receptor opiaci
que hagin reeixit. Sembla que en el decurs del procés que cal se-

guir per aillar-lo es produeix un procés de desnaturalitzacid i
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el material obtingut no conserva de cap manera les caracteris-
tiques d'afinitat del receptor opiaci original.

Els primers treballs foren adregats a determinar la natu=:z-
ralesa quimica del receptor opiaci intentant el seu aillament a
partir de membranes de cel.lules cerebrals per tal de determi-
nar la seva composicidé i estructura exacta.

En aquest sentit Simon i col. (1975) van solubilitzar amb
l'ajuda d'un tensioactiu no idnic, un receptor opiaci del sis-
tema limbic amb etorfina unida estereoespecificament, el qual
era sensible als enzims proteolitics i als reactius de les pro-
teines, prova evident de la seva naturalesa proteica. També com-
provaren paral.lelament que poseeix un grup SH lliure, doncs
s'inactiva totalment per tractament previ amb NEMI (n-acetilma-
leimida).

Lowney i col. (1974) van extreure amb una barreja de cloro-
form - metanol un material proteolipidic capag de fixar agents
opiacis estereocespecificament.

Altres recerques s'han realitzat seguint una estratégia
diferent tot unint opiacis radiocactius al receptor opiaci per
tal de facilitar la monitoritzacidé del procés de purificacid.
Els resultats perd no han estat satisfactoris doncs sembla és-
ser qué,durant el procés d'aillament, es destrueix el receptor
0 al menys la seva estructura ordenada responsable de l'estereo-
especificitat. En aquest sentit s'han de citar els treballs de

Eli Hazum, 1978; Dawson i Kermes, 1978.
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Donada l'impossibilitat fins al moment present d'aillar
el receptor opiaci com a tal, a partir de preparacions de mem-
branes cerebrals, altres autors han seguit camins indirectes.
Aixi, s'ha postulat que alguns dels diversos components de les
membranes cel.lulars podrien ésser possibles constituents del
receptor opiaci.

En aquest fet s'han basat els treballs de Loh i col.(1974)
que, per una part han estudiat l'interaccidé de sulfatids (cera-
mid P-galactopiranosa—S—sulfat) amb agents opiacis agonistes 1
antagonistes mitjangant técniques de dicroisme circular i aixi
és com han demostrat la capacitat d'alguns d'ells per a induir
la formacidé d'estructures ordenades en la ﬁ—endorfina.

Per una altra part, els mateixos autors també han estudiat
1'influéncia de diversos lipids (fosfatidilserina, fosfatidil-
inositol, entre d'altres) en la conformacidé de la ﬁ—endorfina.
Aquests lipids acids s'ha vist que sén capagos d'induir la for-
macidé de X-hélix en la P—endorfina, malgrat aixd altres lipids
neutres com la fosfatidilcolina no afecten a la ﬁ -endorfina.

En concordancia amb aixd, Craves i col. (1978) comprovaren
que la preséncia d'anticossos de sulfat de cerebrdsid inhibeix
tant els efectes de la morfina com de la &-endorfina.

Una altra aportacidé interesant a aquest estudi ha sigut la
de Cho i col. (1979) que estudien la transferéncia de sulfatids
des d'una solucidé aquosa a una fase organica (hepta) 'induida per
opiacis. En aquests experiments es mesura la quantitat de sulfa-
tid transferida de la fase organica en funcid de la quantitat

d'agent opiaci, alhora que s'intenta bloquejar aquesta transfe-
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réncia per addicidé d'un tercer component (opiaci antagonista).
Els resultats obtinguts indiquen que tots els opiacis estudi-
ats indueixen transferéncia i el que és més interesant, que
existeix una bona correlacidé amb les dades obtingudes en assat-
jos bioldgics.

Deslauriers (1981) ha postulat que el receptor opiaci és
de naturalesa fosfolipidica i a partir d'estudis de 130 i 31P
NMR d'opiacis i diferents fosfolipids, ha pogut observar una
major interaccid de péptids morfinomimétics amb fosfolipids
acids com la fosfatidilserina.

Recentment Marzullo indica una estreta relacié entre la
funcidé opiacia i un mecanisme d'oxidacid-reduccidé regulat per
ions Ccu'”.

Per una altra banda existeix l'evidéncia de que la micro-
viscositat de la membrana té molt a veure amb l'afinitat espe-
cifica (Rothman, 1984). Aixi doncs, aquesta vinculacid dels 1i-
pids amb l'afinitat podria ésser deguda a que el receptor esta
incldés dins d'un entorn lipidic, els canvis de fluidesa d'aquest
influirien en la seva conformacié (Gioannini, 1984).

Sembla cert que la naturalesa del receptor opiaci és lipo-
proteica (Newman, 1984; Rothman, 1984) i que la preséncia d'en-
zims que produeixen 1'hidrdlisi de determinats lipids (Pert,
1976; Miller, 1977) o d'anticossos (Craves, 1979) respecte d'al-
tres lipids afecta de forma important 1l'afinitat de molécules

opiacies marcades pel receptor.
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Per tal d'esbrinar com interaccionen les molécules biold-
gicament actives i el seu receptor, han estat proposats els ano-
menats models de membranes (Nordlund, 1982; Pattus, 1983; Fend-
ler, 1984). L'avantatge d'aquests sistemes esta en que permeten
treballar amb un nombre més reduit de variables alhora que pro-
porcionen una exel.lent informacidé sobre les interaccions especi-
fiques que s'estableixen entre les molécules implicades en un de-
terminat procés bioquimic.

Els liposomes i les monocapes sbén els models de membrana més
usats en aquest tipus d'estudi i dels que segons la bibliografia
consultada, s'han obtingut uns resultats més satisfactoris.

Pel que fa a les técniques fisico-quimiques aplicades amb
més freqiéncia a l'estudi de l'interaccid entre receptor-molécu-
la opiacia cal destacar la Ressonancia Magnética Nuclear (NMR),
la Ressonancia d'espi Electrdnic (ERS), 1'Analisi Térmica Dife-
rencial (ATD) i la fluorescéncia (Valic, 1979; Nichols,1980;

Fryer, 1985; Tredgold, 1985; Wilschut, 1985).
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1.4.- LA MEMBRANANA.

Les membranes bioldgiques so6n barreres de permeabilitat
altament selectives que regulen el pas d'ions i molécules.

Estan implicades en un gran nombre de processos vitals de l'or-
ganisme tals com la regulacidé del volum cel.lular, el manteni-
ment del pH i de la composicidé idnica intracel.lular, elimina-
cié de substancies tdxiques i aport d'altres necessaries; pro-
duccidé de gradients idnics, imprescincibles principalment, en
el procés de despolaritzacid nerviosa i muscular.

Des del punt de vista bioquimic, les membranes cel.lulars
estan formades per lipids i proteiInes, variant la seva composi-
cibé segons el tipus de membrana de que es tracti. Pot tenir pig-
ments, enzims, etc. segons la seva funcid especifica en l'orga-
nisme. A travers de la microscopia electronica i la difraccid de
ratjos X, aixi com per estudis del comportament fisico-quimic de
la membrana cel.lular, considerada com una interfase d'un siste-
ma s0lid-liquid, pot accedir-se a l'estructura intrinseca de la
membrana,

S'han proposat diferents models de membrana cel.lular, pe-
ro el més communment acceptat per a explicar aquesta estructura
és el que es representa en la figura 3 (Singer i Nicholson, 1965).
Aquest model consta d'una bicapa de molécules lipidiques, dis-
posades amb els seus extrems hidrofobs orientats en direccidé opo-
sada a l'aigua i enfrontats entre ells tot rebutjant 1l'aigua.
Per altra banda,els seus caps hidrofilics estan dirigits cap a
l'aigua de 1l'interior (liquid intracel.lular) i de 1l'exterior

de la cél.lula (liquid extracel.lular).
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La part lipidica forma una auténtica matriu on les pro-
teines hi sén inserides. Les fraccions lipidiques de la mem-
brana sén practicament les mateixes per a tots els tipus de
cél.lules i el que fa una membrana cel.lular diferent d'altres
sébn les diferents proteInes que té associades.

Els contingut proteic de les membranes cel.lulars és varia-
ble segons els tipus de que es tracti, aixi, la membrana de les
cél.lules nervioses sonté un 20% i no estan estructuralment ca-
racteritzades. Aquestes proteines poden ésser extrinseques, es
a dir perifériques, o bé intrinseques seguint la terminologia
de Singer (figura 4). La diferéncia entre unes i altres esta en
que les proteines extrinseques poden ésser eliminades de la mem-
brana per extraccidé aquosa, variant la forga idnica del medi o

el pH, degut a que la seva unidé a la membrana és de tipus elec-

troestatic.
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Les proteines intrinseques es poden extreure per l'accid

de tensiocactius o dissolvents organics que solubilitzen els 1i-

pids, doncs estan localitzats en l'interior de la membrana es-

tablint unions de tipus van der Waals.

()

Figura 4 (models de membrana)

Bicapa lipidica amb proteines associades.

Model amb proteines situades en la superficie i entre la
bicapa.

ProteIna amb possibilitat de gir i difusid lateral.
Membrana amb la proteina prolongant-se per amunt i avall
de la bicapa.

Bicapa amb proteIna associada en una altra possible posi-
cié.

Bicapa semblant a l'anterior amb una proteina enrotllada

en & -hélix al voltant de la proteina superficial.
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La membrana de les cél.lules nervioses té una composicid
en lipids del 80%. Els acids grassos que constitueixen la frac-
cidé lipidica sén 1l'oleic i l'estearic junt amb acids poliinsatu-
rats que tenen un nombre de carbonis comprés entre 14 i 24.

Al llarg de la doble capa lipidica, la composicid bioquia
mica i 1l'estructura fisico-quimica presenten sensibles variacions
havent-se determinat per difraccidé de ratjos X la preséncia d'es-
tructures de cristall liquid liotropic del tipus lipid/aigua/pro-
teina que permeten la transferéncia d'ions i el moviment de mole-
cules.

En realitat, segons Bernal, no Unicament la membrana sino
tota la cél.lula, és una estructura de cristall liquid. Com a con-
seqliéncia d'aquesta estructura especifica, els fosfolipids perme-
trien la movilitat de petites molécules a travers de la membrana,
fet que no seria possible si els fosfolipids formesin, per exem-
ple, una estructura de gel.

Malgrat que no es coneix la naturalesa i estructura del re-
ceptor opiaci, esta clar que esta immers en l'estructura de la
membrana nerviosa i/o forma part d'ella. Es per aixd que tenint
en compte l'estructura d'aquesta membrana es poden establir unes
primeres hipdotesis de treball que poden ajudar a un millor con-
neixement del receptor opiaci. Si es postula que esta integrat en
l'estructura i que aquesta és considera com un cristall liquid
liotrdpic, es pot explicar l'interaccié d'un agent opiaci amb el

receptor en els seglients termes:
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Quan un agent opiaci agonista interaciona amb el receptor,
l'estructura de cristall liquid que poseeix, es modifica en part
o bé de lloc donant una estructura de cristall liquid distinta
de l'original. No obstant, guan l'agent opiaci és antagonista,
aquesta interaccid donaria lloc a una estructura de cristall 1li-
quid completament diferenta de l'originada per l'agonista.

Un intent d'aproximacidé a aquesta hipdotesi consisteix en
prepararcristalls liquids liotrdpics de diferents estructures
perd conegudes a la bestreta, i estudiar l'efecte que sobre aques-
tes estructures produeixen l'agonista i l'antagonista.

Per un cantd i tal com s'ha vist, es pot considerar la mem-
brana sota el punt de vista de cristall liquid. Per una altra part
no s'ha d'oblidar que la seva estructura també respon a una bica-
pa lipidica. Des d'aquesta perspectiva, quan un agent opiaci inte-
raciona amb el receptor immers en la bicapa, ho fa Gnicament amb
una de les dues meitats lipidiques, poguent modificar 1l'estat de
l'empaquetament i ordenacié d'aquesta estructura.

Un primer model que podria simular aquesta situcid i que se-
ria Gtil per a comprovar la bondat d'aquesta hipotesi sén les ve-
sicules lipidiques o liposomes.

Amb la finalitat d'establir unes bases que ajudin a una mi-
llor interpretacid dels resultats s'exposen a continuacid unes
breus consideracions sobre la naturalesa, formacid, tipus i es-

tructura dels cristalls liquids i dels liposomes.
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1.4.1.- CRISTALLS LIQUIDS.

Aquells estats de la matéria amb graus d'ordenacidé mole-
cular intermitjos, entre els de l'estat sélid i els de l'estat
liquid, han estat anomenats cristalls liquids o estats mesomdr-
fics de la matéria (Lehmann, 1889) i s'han classificat en dos
grans grups: Termotrdpics i Liotropics.

Els cristalls liquids termotrdpics sén els formats per
l'accidéd de la calor en sdlids purs o en barreges de solids.

Els liotrdpics es formen per dos o més components, en el que
un és un solvent, generalment aigua, en variar llurs proporcions
relatives.

Com ja s'ha indicat, els cristalls liquids serveixen com a
model d'estudi de la naturalesa i estructura del receptor opiaci
per la qual cosa ens centrarem seguidament en el seu estudi.

a) Cristalls liquids liotrdpics. Estructura i propietats.

El terme cristall liquid liotrdpic s'usa per a descriure
"la formacidé d'un sistema termodinamicament estable, resultant
de la penetracidé d'un solvent entre les molécules d'un sistema
cristal.li". Els sitemes d'aquest tipus s'originen amb major
proporcié a partir de substancies anfifiliques i aigua. Les mo-
lécules anfifiliques associades en agregats moleculars aixi, pre-
senten un minim d'energia lliure, essencialment molt semblant al
del seu estat anhidre original.

Els cristalls liquids liotrdpics es divideixen en va-

ris tipus atenent principalment a la seva estructura, tal i com

es mostra en l'esquema segilient.
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CRISTALLS LIQUIDS LIOTROPICS

| ]
Periodicitat Periodicitat Periodicitat
en 1 dimensiéd en 2 qimensions en 3 dimensions
Estructura l Estructura
LAMINAR Estructura Estructura CUBICA

HEXAGONAL TETRAGONAL

Normal Inver-

Normal Invertida tida

Partint @ d'una substancia anfifilica i aigua es poden gene-
rar totes aquestes estructures de tal manera que amb proporcions
adequades d'anfifil i aigua, les mesofases polimdorfiques forma-
des presenten gradualment empaquetament molecular, laminar, ca-
bic i hexagonal, en ordre de major proporcid d'aigua.

Aquest ordre en les mesofases es pot invertir per disminu-

cidé de la quantitat d'aigua tal i com s'indica en el seglient

esquema.

Sélid+H2O Cristall Cristall Cristall Micela- DiEE6
——{guid =—=——=>11{guld ;4' liquid -—;—Acié = lucid
—H20 estructu- estructu- estructu-

ra laminar ra cubica ra hexagonal

El que vol dir que és un procés reversible,.

Es important distingir entre les solucions micel.lars i les
fases de cristall liquid. En les solucions micel.lars, les micel.-
les individuals estan dotades de llibertat de moviment i orienta-
cié en el solvent isotrdpic. Contrariament, en les fases de cris-
tall liquid no existeix un medi continuat amb particules disper-
ses, sino que tot el volum consisteix en una estructura riguro-

sament ordenada.
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Es igualment important distingir entre les estructures
de cristall liquid i les cristal.lines. En l'estat solid, la
part hidrocarbonada del compost anfifilic presenta una ordena-
cidé cristal.lina caracteristica. En un cristall liquid del ma-
teix compost anfifilic, l'aigua addicionada provoca una altera-
cié tal de l'estructura regular de les cadenes hidrocarbonades,
que l'ordenacid cristal.lina resulta inestable i es reemplaga-
da per una nova organitzacidé dotada de rotacidé lliure al llarg
de la cadena hidrocarbonada, en la que prevaleix una direccid
preferent. La diferéncia entre l'ordenacid de l'estat cristal.li
i la de 1l'estat de cristall liquid és que el primer presenta un
ordre tant a petita escala, a nivell de distancies atomiques,
com a escala major, a nivell de dimensions moleculars. Pel con-
trari, en l'estructura de cristall liquid existeix desordre a
petita escala i ordre a nivell de distancies moleculars.

+Estructura laminar.

La fase cristall liquid amb estructura laminar consisteix
en capes bimoleculars de compost anfifilic alternades amb capes
d'aigua. Aquesta fase, presenta una consisténcia semi-liquida
amb unes viscositats compreses entre 1 i 10 P, és tanslllcida i
Opticament anisdtropa. Es pot identificar mitjangant la micros-
cdpia Optica amb llum polaritzada i pels espectres caracteris-

tics de difraccié per ratjos X.
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L'examen microscopic revela una estructura caractristica
en forma de mosaic o xarxa plana i en alguns casos poden ob-
sevar-se petites unitats esfériques oOpticament actives.

La mesofase laminar, en sistemes binaris aigua-anfifilic,
existeix sols per a composicions amb alt contingut en anfifi-
lic (superiors al 50%).

Una estructura relacionada amb la fase de cristall liquid
laminar és 1'anomenada fase de '"gel". Es tracta d'un estat in-
termig entre el cristal.li i el de cristall liguid. Aixi, mit-
jangant la difraccidé per ratjos X, s'ha vist que es tracta d'una
estructura de tipus laminar en la que les cadenes hidrocarbona-
des no presenten el grau de desordre caracteristic de l'estat
liquid, sino que sén rigides i disposades paral.lelament les
unes amb les altres. (figura 5).

+Estructura hexagonal.

En la fase de cristall liquid amb estructura hexagonal,
les molécules anfifiliques formen veritables cilindres (amb la
part hidrofoba dirigida cap a 1l'interior i la part polar cap a
la superficie) disposats en forma hexagonal en un medi continuo
aqudés. A l'examinar, a travers de la llum polaritzada, una fase
de cristall liquid hexagonal, s obseva una textura en forma de
ventall o angular caracteristica. Es tracta d'una fase molt vis-
cosa (20-45P), tansparent i anisdtropa.

En sistemes binaris aigua anfifilic, la fase mesomorfica
hexagonal apareix a concentracions superiors del limit de 1la

solucidé micel.lar aquosa.
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En la fase de cristall liquid amb estructura hexagonal
invertida (figura 6), la part interior dels cilindres esta
ocupada per molecules d'aigua que estan envoltades pels grups
polars del compost anfifilic, quines cadenes hidrocarbonades
formen la fase externa continua entre els cilindres.

+Estructura cubica.

Les mesofases liotrdopiques cubiques presenten molta més
complexitat estructural que les de tipus laminar i hexagonal.
Encara que des de fa temps s'havia establert per la difraccid
de ratjos X, que tenen simetria cubica, no s'ha aconseguit en-
cara determinar d'una forma definitiva les seves estructures.

Les fases de cristall liquid cubiques sén molt viscoses i
isotropiques pel que no presenten birrefringéncia a 1'observar-
los al microscopi a travers de la llum polaritzada.

Aquesta gradual compexitat d'ordenacidé en l'espai (1,2 i
3 dimensions) dels empaquetaments moleculars, és ideal i no to-
tes les substancies anfifiliques a l'interaccionar amb 1'aigua
donen lloc a una succesid d'estructures en funcidé de la quanti -
tat de dissolvent i en la majoria dels casos sols presenten una

d'elles.
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Figura 5

Esquema de l'estructura de:
A.- cristall liquid laminar.
B.- gel.

Figura 6

Esquema de l'estructura d'un cristall liquid de t: ipus:
A.- hexagonal normal.
B.- invers.
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b) Cristalls liquids termotrodopics (Saupe, 1974).

Com ja s'ha indicat es coneix con a cristall liquid ter-
motrdépic el que es forma per l'accidé de la calor sobre sdlids
purs o barreges de sodlids.

Es classifiquen en nematics, colestérics i esmectics.

El terme esmectic no és especific, s'empra per anomenar
aquells cristalls liquids termotrdpics que no es poden incloure
en cap dels altres dos grups.

Els nematics poden estar formats per compostos que sén op-
ticament inactius o per modificacions de racémics i consistei-
sen en molécules que tenen una conformacié més o menys allarga-
da. Una caracteristica del model molecular nematic és la parcial
ordenacidé paral.lela de les molécules amb un eix qué, o bé coin-
cideix o és molt proper a la posicidé intermitja del llarg eix

geométric de les molécules (figura 7_9,)

Figura 7.
Les linies representen ll"'llllhlllllHl ”ll “:'r; 'l"|
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La distribucid dels centres de gravetat és similar al

d'un liquid isotrépic amorf.
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Els cristalls liquids colestérics estan formats per com-

postaos dpticament actius o barreges Opticament actives.

N'hi ha d'isomorfs i miscibles amb els nematics, perd mentre
que en aquests l'estructura equilibrada correspon a una aline-
acibé paral.lela uniforme, en els colestérics correspon a una
estructura planar uniformement enrotllada. En aquesta estruc-
tura, la direccidé de 1l'eix Optic local és constant en plans que
estan situats perpendiculars a l'eix enrotllat i gira regular-

ment al llarg d'aquest eix tal com s'indica-en.la figura 7 b,

1.4.2.- LIPOSOMES.

La primera descripcidé de l'existéncia dels liposomes o
vesicules lipidiques va ésser feta per Banghamm al 1965.
Citant les seves propies paraules '"quan els lipids es posen
en contacte amb 1l'aigua, l'ordenacidé preferent deguda a la
seva estructura hidrofoba i hidrdofila és de capes paral.leles".
Per raons dinamiques, és probable que en l'estat d'equilibri
cada bicapa lipidica formi una membrana senzera (no havent-hi
contacte entre les interfases hidrocarbdé-aigua) del que es de-
dueix que cada compartiment aquds sera discret i aillat dels
seus veins. L'esquema corresponent ve indicat a la figura 8.

Actualment, els liposomes s6n sistemes ampliament usats
com a model de membrana. La seva capacitat d'introduir materi-
als dins del compartiment intracel.lular ha fet que siguin pro-
fusament emprats en biologia i medicina. Aixi mateix, pel fet

de poder ésser de composicidé lipidica variable a voluntat,
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han estat citats en nombrosos treballs com un sistema per a
estudiar interaccions entre lipids i molécules opiacies o pro-
tefnes mitjangant técniques fisico-quimiques tals con 1'Anali-
si Térmica Diferencial, Propietats optiques, Ressonancia Mag-
nética Nuclear, Ressonancia d'espi Electronic, etc.

a)METODES DE PREPARACIO.

Els liposomes inicialment obtinguts i descrits per Bang-
ham al 1965, eren de tipus multilaminar, és a dir, formats per
bicapes concéntriques de 1lipid entre les que hi havien molécu-
les d'aigua. E1 seu tamany era molt heterogeni i la seva capa-
citat d'emmagatzematge de soluts variable. Es per aixd que s'han
introduit una série de métodes (Szoka, 1980,1981) que, partint
basicament del procés inicial, sotmeten els liposomes inicial-
ment obtinguts a una série. de processos que condueixen a 1l'ob-
tencidé de poblacions més homogénies i amb major capacitat d'em-
magatzematge.

A continuacid, breument es consideren les més usuals:

+ Vesicules multilaminars grans (MLV) (Bangham, 1965)

Sén les qgue s'obtenen directamert per agitacidé en solu-
cié aquosa d'un 1ipid completament sec. La mostra té un aspec-
te lletés i per a determinats tipus d'assaig s'utilitza direc-

tament. Les seves dimensions oscil.len entre 1000 A° i 1500 A°

de diametre (Barenholz, 1977).
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+ Vesicules unilaminars petites (SUV) (SAUNDERS, 1962;
Abramson, 1964)

S6n les que s'obtenen a partir de les suspensions de
MLV mitjangant sonicacidé amb sonda o bany d'ultrasons.
El tamany de vesicula oscil.la entre 250 A° i 500 A° de diame-
tre. Amb gel filtracidé en Sephadex G-50 es pot obtenir una po-
blacié més homogénia de diametre aproximat de 250 A° (Huang,
1969). Aquest tipus de vesicules, donat el seu petit volum d'en-
capsulacid, és poc adequat pel treball amb molécules grosses

(Adrian, 1979).

+ Vesicules unilaminars grosses (LUV).

Les limitacions presentades per les SUV van estimular la
posta a punt de nous procediments per a l'obtencidé de vesicu-
les unilaminars de gran tamany.

Un dels métodes més emprats és el d'infusié (Deamer, 1976;
Schieren, 1978). Consisteix en injectar una solucid d'un lipid
en un solvent no polar-dins d'una solucidé aquosa a una tempera-
tura tal, que el solvent s'evapori. Aleshores, el lipid queda
en l'interfase de la bombolla de vapor i de la fase aquosa.

Els liposomes obtinguts aixi, contenen una o poques bicapes
lipidiques i el seu diametre ve a ésser de 1000 A° a 2000 A°,

També es poden obtenir per evaporacid en fase reversa

(Szoka, 1978) que consiteix en tenir el lipid dissolt en una
barreja d'aigua i solwent no polar, de manera que el lipid es-
ta formant micel.les inverses. Quan el solvent no polar és eva-
porat al buit, les micel.les formen vesicules grans uni i oli-

golaminars.
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b) FACTORS QUE AFECTEN L'ESTABILITAT DELS LIPOSOMES.

+Residus de solvent.

Es precis secar el:lipid al buit durant unes 12 hores
per tal d'eliminar les traces de dissolvent organic emprat.
En alguns casos es fa servir la filtracidé sobre gel.

No obstant, és dificil conéixer la quantitat de dissolvent
gue encara queda en el liposoma. Certs autors recomanen afe-
gir quantitats conegudes del solvent a la preparacid6 dels 1li-
posomes i comprovar com afecten al parametre quina variacid
s'esta estudiant.

Si es tracta de fer mesures en solucié no és massa im-
portant, perd en els casos d'analisi térmica diferencial, es
pot observar una deriva de la linia de base deguda a l'evapo-

racié de traces de dissolvent organic.

+ Preséncia de cations.

En alguns casos la preséncia de cations pot induir a
l'agregacid dels liposomes, observable per light scattering.

Per a evitar-ho es treballa amb wuna certa quantitat 4'EDTA.

+ Peroxidacidé i hidrolisi dels lipids. (Klein, 1970)

Els lipids insaturats poden experimentar oxidacidé en els

seus dobles enllagos per efecte del O, de 1l'aire. Normalment

2
es treballa amb lipids recentment purificats i es guarden a
-20 °C en atmosfera de nitrogen.

Per a comprovar l'extensid del procés d'oxidacid es pot
realitzar 1l'espectre de UV i examinar les absorbancies a 215

i 230 nm. Aquesta Gltima és indicativa de la preséncia de pe-

roxids.
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Els lipids poden, aixi mateix, sofrir un procés d'hi-
drdolisi queé, alterant el seu balang hidrofil-hidrofob, afec-
ti 1l'estabilitat del liposoma. Aixd s'evita en gran manera
emprant lipids acabats de purificar en cada experiment, co-

sa que es pot veure en 1l'apartat de métodes.

c) INTERACCIONS DE DROGUES AMB LIPOSOMES.

Les dues aplicaciones majoritaries dels liposomes han
sigut com a model de membrana (per a estudiar-hi fenodmens
de transport, interaccions lipid proteina, receptors, canals
idnics) i1 com a sistema de transport de molécules bioldgica-
ment actives. En aquest segons cas és evident que les dro-
gues polars o hidrofiliques es trobaran en l'interior aquéds
del liposoma i les hidrofdbiques estaran preferentment en la
bicapa lipidica. La quantitat de droga polar que pot ésser
emmagatzemada per unitat de pes de lipid depen de la solubi-
litat de la droga i del volum d'aigua encapsulada per massa
de lipid. Aixd varia molt d'un tipus de liposoma a un altre.
Aiximateix, també influeix la carrega idnica del liposoma.

Des d'un punt de vista practic s'ha experimentat amb di-
versos tipus de drogues i de lipids a fi i efecte de trobar
les condicions adequades d'ancapsulament i estabilitat.

Respecte a les drogues que afecten el sistema nerviés
central hi ha treballs publicats sobre l'efecte de l'etanol
en liposomes fets amb lipids cerebrals, neuroléptics com la

cloropromacina, anestésics i d'altres.
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Respecte a 1'Gs dels liposomes per l'estudi d'interac-
cions molécules -receptors, cal citar els treballs de Gre-
goriadis, 1973; Rothman, 1973; Mayhew, 1977; Ostro, 1978,
entre d'altres.

Com a criteris generals per l'elecid dels lipids
constituents dels liposomes cal considerar:

-Si sols s'empren com a vehicles de transport, que si-
guin inerts respecte a la droga que es preten encapsular i
al seu receptor, és a dir, que no interaccioni amb ells de
manera especifica.

- Si s'empren per a determinar estructures quimiques
de receptors. S'han de formar amb lipids dels que hi hagi
noticia de que formen part del receptor estudiat.

Aquest segon cas és el considerat en el present tre-
ball de licenciatura referit als receptors i drogues opia-
cies. En general perd, per a confirmar si existeix una in-
teraccid especifica entre un determinat lipid i una droga
que exerceix un efecte fisioldgic en l'organisme mitjancant
els liposomes com a sistema de treball, es pot atendre a di-
ferents propietats fisico-quimiques dels lipids.

En primer lloc, si és possible, convé seleccionar una
0 varies drogues que s'ancorin en el mateix receptor i qui-
na activitat farmacolodogica es trobi descrita a la literatu-
ra. En segon lloc, es seleccionaran un seguit de parametres
fisico-quimics del lipid que poden venir afectats per 1'in-
teracié amb les drogues i que permetran treure conclusions

sobre el grau d'interaccidé i la seva especificitat.
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1.5.- ANALISI TERMICA DIFERENCIAL,

Generalitats i aspectes teorics.

L'analisi térmica diferencial consisteix fonamentalment
en seguir l'evolucid de la diferéncia entre dues temperatures,
la del material estudiat i la d'una substancia escollida com
referéncia, que no ha de presentar efecte térmic anormal .en
la gamma de tempertures en que s'efectua l'estudi. En la figu-

ra seglient es mostra esquematicament el principi d'aquesta téc-

nica.
+ ==
—O0T—
SLBE 7
CALEFACTOR. /
/

REFERENCIA MOSTRA

AT= Te - Tr

Figura 9
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Es monten dos termopars en oposicidé i les seves soldadu-
res es posen en contacte respectivament, amb la mostra,E 1 1la
substancia de referéncia, R. El montatge diferencial dels ter-
mopars confereix una sensibilitat de deteccidé més elevada;
l'analisi térmica simple (corbes de calentament). Malgrat aixd,
presenta certes dificultats, tant de principi com experimentals.
Aixi, la qualitat i naturalesa de l'informacidé obtinguda depe-
nen del tipus d'aparell emprat i1 de les condicions operatories

escollides.

~-Fendomens detectats per analisi térmica diferencial (ATD)

La relacié G = H -TS, defineix l'entalpia lliure d'un sis-
tema, en el que H és 1l'entalpia del sistema a la temperatura T
i § és l'entropia. A una temperatura Te, l'estat d'equilibri
estable d'un sistema és aquell en que l'entalpia lliure, G, si-
gui minima, i en el zero absolut la forma estable és aquella: en
que 1' entalpia, H, sigui minima.

En el cas del canvi d'estat d'un cos pur a pressid practi-
cament constant, cas d'una transformacid alotrdpica
la forma o« estable a baixa temperatura i la & a alta tempera-
tura estan en equilibri a la temperatura de transformacid Te.

A aquesta temperatura, les entalpies lliures sén iguals:
(G = Gﬁ )P,Te; perd les seves entropies, -S, i ‘Sﬂ lligades
a la primera derivada de l'entalpia lliure, difereixen en TeA S,

es a dir (ﬁHCx%f))Te = TeAS rx—;ﬁ)O
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Aquesta absorcidé de calor (A H “;vp)Te a la temperatura

Te és la detectada per l'analisi térmica-diferencial.

Hg

L

-
temperatura

Figura 10

En les condicions habituals de l'analisi térmica diferen-

cial, les variables considerades sén la temperatura i la pres-

sidé, i la regla de les fases aplicada al sistema és v = c + 2 - f.

En general, per a un canvi d'estat d'un cos pur,aquesta equacid
queda v = 1 + 2 - 2, E1 sistema té un sol grau de llibertat, és
a dir, a cada valor de la pressié correspon un valor donat de
la temperatura.

En el cas particular d'una experiéncia efectuada a la
pressidé atmosférica considerada com una constant, la temperatu-
ra resta constant durant tot el procés de transformacid (fusid,
solidificacid, transformacidé alotrdopica d'un cos pur), el feno-

men €s invriant.
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Igualment en la fusidé o solidificacidé d'un eutéctic sota
una pressidé, la temperatura de l'eutéctic és fixa (v = 2+1-3=0).

La fusid o la cristal.litzacidé d'una solucid sdlida (dos
components, una fase liquida i una fase sdlida) és un fenomen
divariant: v = 2+ 2 - 2 = 2. Per a una pressi6 determinada (pre-
ssid atmosferica) el procés s'efectua en un interval de tempe-
ratures Ti i Tf. En el moment de la cristal.litzacid,la tempe-
ratura Ti correspon a la formacidé del primer germen en el 1li-

quid, i la Tf a la desaparicidé de les Gltimes traces de liquid.

- Transicions de primer ordre.

Les transicions de primer ordre s'efectuen amb una calor
latent igual a la variacid d'entalpia del sistema. Per a un
procés endotérmic, la variacidé d'entalpia del sistema és posi-
tiva i igual a la calor absorvida pel sistema. Per a un procés
exotérmic, la variacid d'entalpia és negativa i igual a la ca-
lor cedida pel sistema.

Si Te és la temperatura de la mostra i Tr la de la subs-
tancia de referéncia, i 1'augment de temperatura s'efectua 1li-
nealment, del tipus T =pt, éssent t el temps. Un fenomen en-
dotérmic que correspongui a una transicidé de primer ordre 1li-
neal, manté la temperatura Te de la mostra constant durant to-
ta la transformacidé (cas d'un fenomen de varianga nul.la) men-
tre que la substancia de referéncia continua augmentant la se-
va temperatura segons la llei inicial imposada , es a dir, que
al comengament del fenomen T = Te= Tr i després d'un determinat

temps, Te =T i Tr = T +npt.
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La senyal diferencial enregistrada T =Te - Tr = - ¢
seguira un desplacament lineal, de pendent. Quan la transicid
acaba, la temperatura de la mostra s'iguala a la de la substan-
cia de referéncia segons un retorn exponencial a la linia de
base.

La corba de ATD ha de dibuixar-se de forma que en les or-
denades estigui representada la diferéncia de temperatures
(aixi els efectes endotérmics estan dirigits cap avall), i en

les abcises el valor de la temperatura T.

| |
! : :
| , emps
>0 L g
A | |
1 I
| I
— = I temps
AT = Te —f ;
: (temperatura)
¥ |
<0 |

figura 11.- Analisi térmica diferencial
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- Transicions de segon ordre.

Una transicidé de segon ordre és la que presenta una dis-
continuitat en la variacié de la calor especifica, Cp, de la
mostra lligada a la segona derivada de l'entalpia lliure.

La corba de variacidé de la Cp en funcié de la temperatura sol

representar una forma peculiar. (figura 12).

Te
ferromagnéti paramegnétic
¢
temperatura
—_—
AT
<0
Te
Figura 12.

La discontinuitat en la variacidé de la calor especifica
de la mostra explica que sigui possible detectar aquest tipus
de transicions per ATD. Malgrat aixd, sén més dificils d'obser-
var que les de primer ordre degut a l'existéncia de fendmens
premonitors que provoquen un esglaonament de la transformacié

i fan dificil la seva localitzacid en l'escala de temperatures.



46

Mentre que en una transicidé de primer ordre 1la tempe-
ratura de la transformacid és el comengament del fenomen, en
el cas d'una transformacidé de segon ordre, la temperatura de

la transformacidé és la que marca la fi del fenomen.

- Transformacions que impliguen reaccions quimiques

amb o sense perdua de matéria.

El tractament termodinamic és similar al que s'ha vist-
en les transicions de primer ordre. La forma de les corbes és
del mateix tipus 1 en un procés endotermic la variacid d'en-
talpia és positiva i igual a la calor absorvida pel sistema,
encara que aixd no representa que tota la variacidé de l'ental-
pia sigui deguda a la reacci6é. Part de la calor absorvida pot
ésser disipada per altres efectes del sistema. Per aixd és ne-
cessari conéixer el comportament dels compostos purs.

En cas de fendmens de deshidratacidé amb desplom de 1l'edi-
fici estructural, ha de considerar-se la formacidé de nous com-
postos aixi com la descomposicid, en la que el procés és com-
plex. Poden existir una série de fases intermitges que absor-

veixen o cedeixen calor al formar-se.
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1.6.- DETECCIO DE TRANSICIONS DE FASE DELS FOSFOLIPIDS

AMB LIPQSOMES.

Quan els fosfolipids estan en una distribucié de bicapa,
presenten transicions de fase des d'un estat de gel (s6lid a
baixes temperatures) a una de cristall liquid (fluid a tempe-
ratures altes) (Chapman, 1975). Aquesta transicié de fase és
un procés endotérmic i,pels fosfolipds purs, ocdérre en un rang
molt estret de temperatures al voltant d'una temperatura ca-
racteristica (Tc) o temperatura de transicié. En la figura 13

es representa el canvi sofert per 1l'estructura de la bicapa.

48 A'

T

o
a7 A | poyarg
v
gel cristall
liquid
Figura 13. - Fase de transicidé de gel a cristall liquid.

En 1l'egtat de gel, les cadenes d'acids grassos estan en
una conformacid estesa (tot anti) i empaquetats molt apreta-
dament. La seva llibertat de moviment esta restringida. Per
damunt de la Tc, les cadenes aciliques s6n molt més mobils,
augmenta l'area de la bicapa per molécula de fosfolipid i dis-
minueix l'espessor de la bicapa. La temperatura de transicid
ve determinada per la naturalesa de la cadena d'acid gras i

del grup polar del fosfolipid.
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En el cas de la dipalmitoilfosfatidilcolina és de 41¢eC.
Les cadenes d'acid gras insaturat produeixen una disminucié
de la temperatura de transicidé. Amb fosfolipids acids, la pre-
séncia de cations divalents o canvis del pH del medi poden te-
nir una influéncia considerable en la temperatura de transicié.

En barreges de fosfolipids, la transicidé de fase té lloc
en un rang de temperatures bastant ampli. En aquest interval
de temperatures, es produeix una separacié de fase en la que
coexisteixen zones de lipid fluid i so6lid que es diferencien
en la seva composicidé. Qualsevol preparacidé d'un fosfolipid
d'origen natural s'ha de considerar com una barreja de molécu-
les amb diferents cadenes d'acids grassos.

Aquestes transicions han estat detectades per métodes ca-
lorimétrics o espectrefotométrics tal com es descriu en 1'apar-

tat de métodes.
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1.7.- MICROSCOPIA ELECTRONICA.

El microscopi electrdnic permet aconseguir augments molt més
grans respecte als donats per un microscopi optic per gran
que sigui la ressolucid d'aquest.

El fonament esta en que enlloc de fer servir un feix de
ratjos lluminosos, com en el cas del microscopi optic, s'empren
feixos d'electrons que tenen una longitut d'ona associada con-
siderablement més petita. Aixi poden obtenir-se imatges sepa-
rades de punts distants entre unes decenes d'Angstrom.

Enlloc de lents s'empren carrets recorreguts per corrents
eléctriques apropiades, que desvien el feix d'electrons proce-
dents d'un filament. Degut a que els electrons sén molt absor-
vits en 1l'aire, s'ha d'operar en alt buit cosa gque suposa un
inconvenient alhora d'examinar certes preparacions com és el
cas de bacteries, quines membranes cel.lulars esclaten. A més
a més, el feix d'electrons, al travessar l'objecte que s'obser-
va provoca un calentament intens.

En l'apartat de métodes es descriuen les técniques de

tincidé i els diferents sistemes d'observacidé al microscopi

electronic.

Tincidé de liposomes.

La microscdpia electrdnica ha estat aplicada des de fa
temps (Bangham, 1962) a 1l'estudi dels liposomes. En les pri-
meres proves s'empra fosfotungstat potassic pensant que pre
servaria les estructures lipidiques formades en preséncia de

3 3 0 - . |
l'aigua. Es creia que aquesta sal era incapa¢ de reaccionar i
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amb les estructures macromoleculars proporcionant aixi,
informacid sobre la disposicié tridimensional dels complexes
formats. Es recolzavent en les variacions de densitat de la
radiacié electrdnica incident. Aixd emana del fet de que 1l'es-
tructura contrastada correspon a una imatge sobreposada de les
dues cares de l'objecte tridimensional (Glauert, 1962).

Donat que els liposomes sén esférics, els marges estaran més
marcats per sobreimpressié de les membranes concéntriques dis-
posades a diferents nivells, Les sones internes de les vesicu-
les presentaran una opacitat electrdnica per acumul de colorant
en les regions hidrofiles apicals. Aixd explica l'imatge que
presenten les micrografies electroniques on s'aprecien zones
centrals fosques que impedeixen la deteccid de les membranes
nitidament.

Donat que els liposomes sén estructures osmoticament ac-
tives (Bangham, 1967; Rendi, 1967), el fet d'emprar colorants
en solucid no isotdénica amb la mostra de vesicules, suposa una
variacidé del seu volum i adhuc,la seva destruccidé. E1 fet d'em-
prar solucions hipo o hipertdniques en relacidé a la mostra,
també comporta una determinacid equivoca , en el primer cas
per excés en el seu tamany i en el segon per defecte.

Aquest problema osmotic pot suposar una destruccid dels
liposomes, conseqliéncia de la qual, l'observacidé al microsco-
pi sera errodnia.

Per tant, quan s'analitzin estructures sensibles a 1l'os-
molaritat del medi, és convenient emprar solucions de molib-
dat amdonic al 2%, pH=6'8 (Munn, 1968) que s'accepta tenen pro-
pietats protectores dels sitemes lipidics labils (Rothfield,

1967) i sén Gtils per la tincidé de liposomes (Bangham, 1964).
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1.8.- ESTUDI TEORIC DELS COMPOSTOS EMPRATS

En aquest treball de licenciatura s'ha emprat com a model
de membrana els liposomes i cristalls liquids. Els lipids usats
han estat basicament la fosfatidicolina (PC) i la dipalmitoil-
fosfatidilcolina (DPPC).

La fosfatidilcolina és un lipid neutre, constituent majo-

ritari de les membranes cel.lulars. Esta format per una barre-
ja d'acids grassos de diferenta longitud de cadena aixi com de
diferent grau de saturacidé. Aixd fa que la seva temperatura de
transicidé (Tc) sigui baixa, -10 °C. La seva fdormula estructural

-

e5.:

v}
I
as

- 0 - CH

1 2
R~ @ =0 = CH
2 " | 9 + /CH
- H)C - O < P - O - CH, - CH, - N~ 8H3
| |
ol CH,

S'ha escollit per tal d'establir les interacions inespeci-
fiques de les molécules opiacies amb una estructura lipidica.

La dipalmitoilfosfatidilcolina és uns dels constituents de

la fosfatidilcolina que segons la bibliografia té una temperatu-

ra de transicidé de l'ordre de 41 °C. El seu pes molecular és de

752. 0
"
Ci5 Hgy - C —0 - M. Ui
Cig Hyg = C - O~ ?H 0 CH,,
1" +/
0 H,C - 0 - T - 0 - CH, - CH, - T. - CH,
o~ CH
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Com a molécules opiacies s'han emprat majoritariament el
clorhidrat de morfina i el clorhidrat de naloxona. En assatjos
complementaris s'ha fet servir la codeina, l'etilmorfina (co-
detilina) i meperidina (petidina).

La morfina és un alcaloide fenantrénic que s'obté de 1'a-
dormidera, cientificament anomenada Papaver somniferum. Es un
producte extret de l'opi pel que s'inclou en el grup dels opi-
acis. En tre les seves accions destaca 1la d'analgéssia en front
a dolors intensos i persistents. Petites dosis calmen el dolor,
mentre que dosis més grans produeixen son. En pacients suscep-
tibles pot causar excitacid, vomits i maretjos.

Actua deprimint el centre respiratori. També presenta una
accid antitossiva. Primerament estimula el centre del vomit per
passar, seguidament, a deprimir-lo. Contrau el mascul 1llis del
intestinal produint restrenyiment. Augmenta el to del mascul
llis del tracte biliar, uréter i vesicula urinaria. Es eficag
en dolors propis dels espasmes biliars, perd no s' ha d'usar
associada a la papaverina,per ésser antagdnica del seu efecte
relaxador. Presenta eficacia en dolors i estats d'excitacié
subseglients a xocs, cremades i traumatismes. S'usa en 1l'oclu-
sidé vascular aguda d'origen coronari, pulmonar o periféric,en
aquest cas, la papaverina actua sinérgicament. Esta contraindi-
cada en estats asmatics (depressidé respiratoria) i convulsius
(degut a l'efecte estimulant medul.lar de l'alcaloide), acido-
si diabetica, etc, aixi com en nens de menys de sis mesos.

S'utilitza en forma de les seves sals solubles.
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En els nostresassatjos hem utilitzat el corresponent

clorhidrat.

C17LH1903N ClH 3H2O

PM= 375'8

Cl™ 3H,0

—

La naloxona és el compost que més s'aproxima a un anta-
gonista competitiu relativament pur. Les seves accions farma-
coldogiques depenen de 1 'administracidé prévia o no d'un ago-
nista opiaci i del grau en que s'ha desenvolupat la dependén-
cia fisica a aquesta substancia.

Petites dosis reverteixen o impedeixen rapidament en 1'ho-

me els efectes dels agonistes opiacis del tipus de la morfina.

019H2104N C1lH

PM=363'37

- CHE-CH=CH2 c1”
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La meperidina és una droga sintética introduida per

Eisleb i Schaumann el 1939. Tot i que quimicament és molt
diferent de la morfina, presenta en 1l'home alguns dels efec-
tes farmacoldogics d'aquesta. Es lliga als receptors: opiacs
exercint les seves principals accions sobre el SNC i elements
neurals del budell. Es creu que l'accidé analgeéssica és deguda
preferentment, a 1l'estructura metil-fenil-piperidina, que té
un carboni quaternari que també existeix en la morfina, en la
gque l'anell piperidinic adopta forma de poltrona i es troba en
un pla diferent de 1'anell fenantrénic.

Presenta una accid espasmolitica deguda, en part a una de-
deguda, en part, a una depresid parasimpaticolitica (atropinica)
i sobretot, a una accié directa sobre la fibra llisa, de tipus
papaverinic. Deprimeix la respiracié en el mateix grau que la
morfina perd a dosi equianalgéssica la produeix en menor grau
quan s'administra al recent nat. La seva accidé és més curta que
la de la morfina pel que la depressié continua del SNC sols s'a-
consegueix quen la droga s'usa a intervals de 4 hores.

Els simptomes per supressid es caracteritzen per desenvolu-
par-se més rapidament i ésser de menor durada, aixi com per 1l'a-
paricié de menys efectes autondmics referint-ho a la morfina.

Els seus efectes indesitjables sén semblants als d'aquella

exceptuant que no produeix ni restrenyiment ni retencid urinaria.
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H CH
+/ 3
015H2102N ClH
PM= 283'8
ol
‘ﬁ - 0- CZHS
0

La codeina és un alcaloide fenantrénic que també s'extreu
de l'opi. Es un antitossiu d'accidé central. Calma o anul.la la
tos actuant sobre el centre tossigen situat en el bulb raquidic,
molt‘préxim al centre del vomit.

“Bresenta accid hipndtica molt suau i la seva poténcia anal-
géssica és molt menor que la de la morfina. No deprimeix el cen-
tre respiratori i no disminueix la secrecidé bronquial. Alivia
l'irritacidé local del tracte respiratori, pel que s'empra per la

tos seca irritativa. Ne produeix addicid.

CHSO C18H2103N H20

| PM=317"'4

HO s
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L'etilmorfina és un alcaloide fenatrénic semisinteétic.
Presenta accidé analoga a la codeina. No deprimeix el centre
respiratori en la proporcié de la morfina i es pot usar com
antitossiu en bronquitis, asma bronquial, etc. També té pro-
pietats analgéssiques i sedants, analoques a les de la morfi-

na, a la que pot substituir.

-
019H2303N C1lH 2H20
PM= 385'9
Cl 2H20

Opiaci Accid analgéssica

(morfina= 1)
Codeina o'l
Etilmorfina e
Meperidina o'1
Naloxona ————

Taula 2.
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1.9.- OBJECTIUS.

En el present treball de licenciatura es proposa l'estu_

di de les interaccions que s'estableixen entre la fosfatidil-

colina i diverses molécules opiacies, analisi que s'ha dut a
terme mitjangant la formacidé de liposomes. Emprant doncs,
aquest model de membrana, s'ha determinat la seva capacitat
d'encapsulacid d'opiacis i aiximateix, l'influéncia de tals
molécules en la temperatura de transcidé dels lipids assatjats.

L'eficacia d'encapsulacidé s'ha determinat per a diversos
tipus de liposomes. L'influéncia en els canvis de fase s'ha
estudiat mesurant la variacidé de turbidesa (U.V.) i l'analisi
térmica diferencial.

La fosfatidilcolina i la dipalmitoilfosfatidilcolina sdén
els lipids emprats que es diferencien des del punt de vista
quimic en la longitud de les cadenes d'acid gras que esterifi-
quen els hidroxils de la glicerina. Les interaccions que s'es-
tableixen entre les seves molécules i les dels opiacis estudi-
ats sén en principi les mateixes.Ara bé, quan es tracta d'es-
tudiar interaccions mitjancant propietats associades a la tem-
peratura de transicidé, és molt més senzill emprar la dipalmi-
toilfosfatidilcolina. Aixi doncs, i tenint en compte a més a
més que la fosfatidilcolina és molt més econdmica que l'altre
1lipid i que la seva purificacidé és relativament facil de rea-
litzar, al llarg del present treball s'ha emprat solsament la
dipalmitoilfosfatidilcolina en el cas de propietats depenents
de la temperatura de transicidé i la fosfatidilcolina en tots

els altres experiments.
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II.- MATERIALS I METODES.

1.- INSTRUMENTACIO.

Les analisis elementals han estat fetes en la Seccid
d'Analisi de 1'Institut de Quimica Bioorganica del C.S.I.C.

Les determinacions de poder rotatori especific s'han =
realitzat en un polarimetre PERKIN ELMER 141.

a)Equip per a l'obtenci6 de liposomes.

- Sonda d'ultrasons. LABSONIC 1510. (figura 14)

Figura 14.
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- Bany d'ultrasons. SELECTA.
- Ultracentrifuga. BECKMAN L 5 - 65 B. Amb rotor SW 60 Ti

- Cromatografia de filtracidé sobre gel.(Figura 15)

N1

Figura 15.

1.- Reservori que conté l'eluient.

2.- Columna PHARMACIA (60 cm x 1'5 cm).

3.- Bomba de flux constant,

4.- Detector de U.V., amb filtre de 228 nm.
Marca LKB 2138 UVICORD S.

5.- Col.lector de fraccions.

6.- Registrador grafic.
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b) Espectrefotometre d'ultraviolat.

Les mesures d'absorcid a l'ultraviolat s'han efectuat
en un espectrefotdmetre marca SHIMDZU UV - 240 que esta con-
nectat a un registrador de la mateixa marca.

Les cubetes per a introduir la mostra sén Pye Unicam
Ltd de quars (10 mm).

Com accesori alhora de mesurar la variacid d'absor an-
cia en front a la variacidé de temperatura, s'ha fet servir

un bany termostatitzat (figura;i16)

L' N

& —

N J —— v [
~
; el
L
0% o / winlulmlsu
Bany Espectrefotometre Registrador
termostatitzat. de U.V. grafic.

Figura 16.
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c) Cromatograf liquid d'alta ressolucidé (HPLC)

Els components basics d'un equip de cromatografia 11i-
quida d'alta ressolucid soén:
- Bomba propulsora de la fase mobil.
- Sistema per a l'introduccidé de la mostra.
- Columna gque contingui la fase estacionaria,
- Detector.
- Equip de processament de dades per tractar les
que surten del detector.
- Registrador que imprimeix la resposta donada

pel detector.

Esquema funcional de la cromatografia liquida:

Dipdsit de la fase mobil

Mandmetre ———————

Introdiccid de la mostra

Columna

Detector

Registrador Col.lector de Processador

fraccions de dades.
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d) Descripcid de 1'equip experimental per 1'analisi
térmica diferencial.

Figura 17.

1.- Termometre digital LABORTRON S.A. Resolucidé + 0'1¢9C.

2.- Nanovoltimetre. KEITHLEY 181. DIGITS 6%. Resolucidé Z 3() nV.
3.- Ordinador. APPLE II. Europlus.

4.~ Plotter. HEWLETT-PACKARD 7470 a.

5.- Sistema cridgen. Refredament mitjancant N, liquid.

2

6.- Sistema de calentament. Ressiténcia calefactora (23 ),,
alimentada per una font de corrent continua (LEYBOLD-
HERAEUS) amb voltatge maxin de 30 V, regulant el pas
d'intensitat amb un amperimetre digital SOLARTRON de

¥ 0'01 mA de resolucié.

7.- Calorimetre. Construit amb Cu, de pes aproximat 1'5 Kg..

El seu esquema ve representat en la figura .

8.- Registrador grafic.
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/] Termopiles = 66 termopars connectats en série

en cada termopila.
|___J Crisols per a la mostra i per a la referéncia.
@ Sonda Pt 100 connectada al termometre digital.
*‘ Pega de plastic, per a forgar el contacte entre
el crisol i termopiles.
E’ Conjunt de cables que conté:
- Senyal diferencial que prové de les termopiles.
- Cables de la sonda de Pt connectats al termod-
metre.

- Cables per a la calibracid
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Adquisicid de dades.

La senyal diferencial procedent delcalorimetre es mesura
mitjangant el nanovoltimetre i una tarjeta IEEE l'envia a l'or-
dinador amb un pericde de mostreig determinat. La capacitat ma-
xima de punts per mesura és de 6000. Les dades sbén emmagatze-
mades en discs per a un posterior tractament. La mesura de la
temperatura en funcié del temps permet conéixer-la en qualsevol
punt de la mesura efectuada. S'empren velocitats de calentament

i refredament constants.
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2.- SUBSTANCIES QUIMIQUES.

2.1.- Dissolvents:
— Cloroform. CARLO ERBA

- Eter etilic. CARLO ERBA
- Metanol. PROBUS
- Aigua bidestil.lada.
2.2.- Sals i bases:
- TRIS (tris-hidroximetil-aminometa) MERCK
PM=121'14
.= Sulfit sdédic anhidre. PROBUS PM= 126,05
- Bisulfit sddic. PROBUS. PM= 104'06
- Fosfat monopotassic. PROBUS.PM= 136'09
- Heptamolibdat amoénic. MERCK.PM= 1235'86
2.3.- Acids:
- Acid percloric al 70%. SCHARLAU.
- Acid clorhidric. 1N. PROBUS.
- Acid l-amino-2naftol-4-sulfdnic.FLUKA
PM= 239'25
2.4,- Soports cromatografics.
2.4.1.- Cromatografia en columna:
- Oxid d'Alumini (AlUGmina) MERCK.
tamany de porus: 70-230 MESH-ATSM
- Sepharosa CL 4B. PHARMACIA
2.4.2.- Cromatografia en capa fina:
Cromatofolis Al de silicagel 60
(sense indicador de fluorescéncia)
per a cromatografia en capa fina
20x20cm. Espessor de la capa 0'2 mm.

MERCK
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2.5.,- Fosfolipids:
- Lecitina d'ou.MERCK. PM mig= 787 (PC)
- L -¢o¢- lecitina, :P ,r- dipalmitoil (sin-
tética) (DPPC). CALBIOCHEM-BEHRING CORP.
PM=752
2.6.- Opiacis:
- Clorhidrat de morfina anhidre. PM= 321
— Clorhidrat de naloxona . 2H20. PM= 363'37
- Codeina base lliure. PM= 317'4
- Clorhidrat d'etilmorfina * 2 H,0 PM=385'9

2
- Clorhidrat de meperidina anhidre.PM=283'8

3.- METODES.

3.1.- Purificacidé de la lecitina.(Singleton, 1965)

La fosfatidilcolina és un fosfolipid neutre anomenat
comunament lecitina.

S'ailla de 1l'ou, de plantes i d'animals. El1 seu color
és practicament blanc quan la seva obtencid és recent, perd
rapidament passa de groc a marron en preséncia de l'aire.
Aix0 és degut a l'inestabilitat dels seus dobles enllagos
en front a 1l'oxigen de l'aire. Es insoluble en aigua perd
s'emulsiona quan es posa en contacte amb ella, de la matei-
xa forma que si s'hi afegeix una solucidé de ClNa. Tampoc és
soluble en acetona, olis animals i vegetals. Ho és en canvi,
en cloroform, eéter de petroli, éter etilic, olis minerals i

acids grassos.
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La lecitina d'ou emprada, malgrat ésser de la casa
MERCK, presentava algunes impureses degudes a compostos
d'oxidacidé i altres contaminants colorejats (carotenoides).
Per aixd va ésser necessari sotmetre-la a un procés de
purificacidé mitjangant cromatografia en columna de la for-
ma que es descriu a continuacid.

Previament a la purificacié s'ha de preparar una co-
lumna d'alGmina. Per a fer-ho es pesen 100 g d'alumina neu-
tra (activitat 1) als que s'hi afegeixen 100 ml de cloro-
form. AiXx0 es passa a una columna (25 x 2'8 cm) i es va elu-
int amb cloroform fins la total compactacidé de 1l'alumina
(no disminueix de volum). La velocitat de percolacid és de
50 ml cada 7 minuts.

Una vegada es té la columna preparada es segueixen els
seglients passos:

a) Introduccidé de la mostra.

Es dissolen 5 g de lecitina d'ou impura en 10 ml de
cloroform. D' aquesta solucid s'introdueixen 6 ml en
la columna d'alimina. Es fa lentament mitjangant una pipe-
ta, apoiant el seu extrem en les parets, per a evitar re-
moure 1l'alimina.

La penetrecid total de la mostra s'aconsegueix rentant
les parets de la columna amb petites quantitats de cloro-

form dues o tres vegades.
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b) Elucid.

Quan tota la lecitina ha penetrat, es comenca a eluir
amb cloroform. Es recullen 4 fraccions de 50 ml. Després
s'elueix amb una barreja de cloroform-metanol (9:1). També
s'en recullen 4 fraccions de 50 ml.

El cloroform arrastra els lipids neutres, no la leci-
tina. Amb una barreja cloroform-metanol surten els lipids
més polars. La relacid dels dissolvents (9:1) és especifi-
ca per la lecitina. Si s'augmenta la concentracidé de meta-

nol surten altres fosfolipids i carotenoides.

c) Deteccid. (Skipski i col., 1962)

Es fa per cromatografia en capa fina en placa de si-
lice (una taca per cada fraccidé). Com a solvent s'empra
una barreja de cloroform (65), metanol (25) i aigua (4).
El revelat es fa amb vapors de 12.

Abans de realitzar la cromatografia en capa fina, és
convenient deixar avangar el solvent fins que hagi recorre-
gut tota la placa. Es retalla 1 cm de la part superior i
aixi s'eliminen les taques degudes a impureses lipidiques
del solvent o de la placa.

Es pot fer servir silicagel amb indicador de fluores-
céncia per a revelar la placa enlloc de fer-ho amb vapors

de I2.
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d) Conservacid.

S'evapora el dissolvent de les fraccions que contenen
lecitina i es guarda aquesta en el congelador sota atmosfe-
ra de nitrogen.

La lecitina s'altera als pocs dies de la seva purifi-
cacidé si no es conserva tal com s'ha indicat. Si és aixi,
s'ha de tornar a purificar abans d'ésser usada.

Com a norma general de treball en el present exercici
de licenciatura, la lecitina ha estat purificada en petites
quantitats de manera que sempre s'ha fet servir immediata-
ment després d ésser purificada. No obstant, quan ha sigut
necessari, s'ha comprovat el seu estat de puresa mitjancgant
cromatografia en capa fina tal com s'ha indicat anteriorment
o bé enregistrant el seu espectre de U.V. Es aquest segon
cas, es prepara una solucid cloroformica de lecitina i es
llegeix la seva absorbancia en un espectrefotdometre de U.V.
entre les longituds d'ona de 250 1190 nm (Klein, 1970).

Si esta oxidada, apareix una corba entre 250 i 310 nm i una
altra entre 200 nm i 190 nm. quan no ha sofert aquest pro-

¢és sols s'aprecia aquesta Gltima. (figura ;9).
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—— Lecitina purificada oxidada /

T Lecitina purificada no oxidada

— 250

190

Figura 19.

3.2.- Determinacid guantitativa de la lecitina.

L'analisi quantitativa estandar de la lecitina es re-
alitza mitjangant una valoracidé del contingut en fosfor
d'aquest fosfolipid. Aixi doncs, és necessari realitzar
previament una corba patrd de fosfor (Métode Fiske-Subba-
rov modificat per Bartlett, 1959).

Els reactius necessaris per aquesta valoracid sén:

+ Reactiu de Fiske: Es parteix d'una solucid de
bisulfit sodic al 15% a la que s'hi afegeixen 0'5 g de sul-
fit sodic i 0'25 g d'acid l1l-amino-2-naftol-4-sulfdnic.
S'agita i es deixa tota una nit a la nevera. El dia seglient
es filtra obtenint-se una solucidé de color groc transparent.

+ Solucidé d'heptamolibdat. Es prepara una solucid

d'heptamolibdat amdonic al 5%.
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3.2.1.- Corba patré. (Bartlett, 1959; Gofii, 1977;
BSttcher, 1961).

Es prepara una solucidé mare de fosfat que conté 10 mg
de fosfat monopotassic per 100ml d'aigua bidestil.lada.

1 ml de la solucidé mare es passa a un matrau aforat de
10 ml enrasant fins a tal quantitat amb aigua bidestil.lada.
D'aquesta nova solucid, es pasen a uns tubs aforats de 10 ml:
o', 0'3, O0's, 0'7, 0'9, 1, 2 i 3 ml que corresponen a les se-
glients quantitats en}Jg: 1, 3, 5, 7, 9, 10, 20 i 30 respecti-
vament.

Es reserva una tub per a posar aigua de la mateixa que
sera emprada durant tot el procés, que sofrira el mateix trac-
tament que els altres tubs i que, per tant, servira de blanc.

S'addiciona a cada tub 1'2 ml d'acid perclodoric al 70%
Seguidament, es col.loquen els tubs en un bany d'oli a 180¢C
durant 90minuts. Passat aquest temps, es treuen del bany i es
deixen refredar. A continuacidé s'hi afegeixen 0'4 ml del Reac-
tiu de Fiske i 0'4 ml d'una solucidé d'heptamolibdat amdnic al
5%. S'enrasen els tubs amb aigua bidestil.lada fins a 10 ml i
es porten a un bany d'aigua uns 20 minuts, fins que el color
es mantingui estable. .

Finalment es treuen del bany, es deixen refredar, s'agi-
ten i es llegeix l'absorbancia de cadascun en un espectrefoto-

metre de U.V. a 830nm.
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Notes.

- El1 fosfat que es fa servir en aquesta prova s'intro-
dueix previament, en un dessecador fins l'obtencidé de pes
constant.

- Tot el material que es fa servir. ha de tractar-se
abans amb mescla cromica per tal d'eliminar qualsevol indi-

ci de fosfat.

3.2.2.- Quantificacid del fosfor de la lecitina.

El fosfor de la lecitina es quantifica mesurant-lo co-
lorimétricament.

Com a métode s'utilitza el mateix que per a 1l'obtencid
de la corba de fosfat inorganic (Barttlet, 1959). En aquest
cas, la digestid acida oxida el fosfor organic a fdosfor inor-
ganic. Aixd es posa en evidéncia perqué la solucid, inicial-
ment fosca, a mida que el procés d'oxidacid avanga, va acla-
rint-se fins a quedar transparent i incolora.

Previament s'ha de calcular la relacidé aproximada fosfor-
lecitina per tal de que el fosfor que contingui la lecitina
emprada en l'assaig, estigui comprés en l'interval de concen-
tracions del fosfat usat alhora de fer la corba patrd.

1 atom de fosfor equival a 1 mol de lecitina, per tant,
31 g de fosfor (PM) equivalen a 787 g de lecitina (PM mig).

Es partira d'una solucid de lecitina que contingui una
quantitat de fdosfor equivalent a 10 Pg/ml.

787/31 = 25’41 g lecitina/ g de fdsfor.
Si es volen preparar 100 ml d'una solucidé de lecitina

que compleixi aquesta relacidé s'en hauran de pesar 25'04 mg.
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Degut a que la lecitina no és hidrosoluble es prepara
una solucid clorofdrmica de la mateixa.

Es posen O0'1, 0'3, 0O'5, 0'7, 0'9, 1, 2 i 3 ml de la so-
lucid. cloroformica en tubs aforats de 10 ml i s'evapora el
dissolvent en un dessecador al buit. Després es segueix el
mateix procdiment que en el cas de l'obtencidé de la corba pa-

trod.

3.3.- Métode per 1l'obtencid de liposomes.

S'han emprat tres métodes diferents per a obtenir lipo-
somes de diferent tamany i distinta homogeneiItat de mostra
a fi de comprovar l'incidéncia d'aquests factors en la capa-

citat d'encapsulacib.

3.3.1.- Preparacidé de liposomes multilaminars.
(Wilschut, 1982)

Es formen espontaniament per hidratacidé d'un fosfolipid
sec. Es parteix de 100 p mols de lecitina (78'8mg) que es de-
positen en un matrau roddé petit. S'hi afegeixen 2 o 3 ml de
cloroform per a dissoldre-la. S'evapora el dissolvent de for-
ma que quedi una fina pel.licula de lipid per les parets del
matrau. Seguidament s'hi addicionen 10 ml de la solucid amor-
tidora (TRIS HC1l, pH= 7'4) contenint segons el cas la droga
que es vulgui encapsular, i es barreja amb l'ajuda d'un bany
d'ultrasons. S'obté una solucidé lletosa de color blanc.

Les vesicules resultants sén bastant heterogénies respec-
te al tamany i nombre de capes (lameles) per particula. Les

més grans comprenen varis pm de diametre.
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3.3.2.- Preparacidé de liposomes unilaminars.

Partint de liposomes multilaminars i per tal de formar-
ne d'unilaminars (SUV) es fa previament, una sonicacidé amb
sonda d'ultrasons. Aixi es redueix el tamany de les vesicu-
les disminuint alhora el nombre de bicapes que tenien les de
partida. S'obté una poblacid bastant homogénia de vesicules
petites unilaminars. En realitat també resta una petita pro-
porcié de MLV.

Un cop acabada la sonicacibé, en el fons del tub aparei-
xen particules metal.liques procedents de la sonda de titani.

Per tal de separar les SUV dels altres components de la
dispersi6, es sotmet la mostra a una ultracentrifugacié.

Finalment i per assegurar que les vesicules siguin homo-
génies es realitza una cromatografia de gel filtracidé del so-
brenadant del tub de centrifugacié. També es fa en el cas de
que es vulgui encapsular alguna substancia en el seu interior,

a fi de separar la que s'ha encapsulat de la que resta lliure.

a)Sonicacidé en fred. (Barenholz, 1977; Sheetz, 1972)
El contingut del bald es passa a un tub especial
de sonicacid. Aquesta solucid es sonica uns 20 minuts, a in-
tervals de 2 a 3 minuts. La sonicacidé ha de fer-se de forma
intermitent per a evitar que la temperatura augmenti massa.
i perqué l'estructura de les bicapes es reordeni.
La sonicacidé ha de fer-se a una temperatura per sobre

de la temperatura de transicidé de fase del lipid (Tc).
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En cas de la lecitina d'ou, Tc= -102C. Si es fa per
sota d'aquesta temperatura, les vesicules resultants tenen
defectes estructurals en les bicapes (Lawaczeck, 1976). Sén
inestables i altament permeables.

El tub que conté la solucidé a sonicar esté immers en
una barreja refrigerant (aigua i sal). Una vegada acabat el

procés la solucid presenta un aspecte molt més transparent.

b) Centrifugacié. (Barenholz, 1977; Barrow, 1980;

Wilschut, 1982).

Per tal d'obtenir una dispersidé homogénia, es procedeix
a fer una centrifugacidé amb una ultracentrifuga (SW 60Ti).

El temps emprat per a dur-la a terme és de 3 hores a
159.000 x g (equivalen a 39.346 RPM)

Les RPM es calculen, sabent el n? de g, a partir d'una
formula establerta pel model de centrifuga que s'ha fet ser-

vir:

r= radi, en aquest cas
RCF = 1212 x r [ RPM val 91'7..
1000 :

RCF= n? de g
¢) Columnacié.
Es fa amb una columna PHARMACIA de 60 x 1'5 cm que
s'omple en les seves 2/3 parts amb Sepharosa CL 4B.
Com eluient es prepara una solucidé amortidora 5 mM de

TRIS i s'ajusta a pH= 7'4 amb HC1l 1N.
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Amb una pipeta i1 amb molta cura per tal de no remou-
re el gel, s'hi tira 1 ml del sobrenadant de la solucid de
liposomes que ha sofert el procés complet. Es recullen frac-
cions de, aproximadament, 1'3 ml.

S'analitzen les fraccions que presenten absor ancia a
228 nm per cromatografia en capa fina deprés d'haver-les
reunit i concentrat.

El revelat de la placa es fa amb I, i posterior carbo-

2
nitzacid, procés que consisteix en polvoritzar una solucid
d'acid percloric al 40% i calentar, posteriorment, a 110¢C.
Notes

+ La disminucié de la turbidesa al formar-se els lipo-
somes pot ésser deguda a :

- que s'hagin format vesicules molt petites.
- que es formin poques vesicules de gran tamany.

+ Si es vol introduir en el liposoma substancies hidro-
filiques, aquestes s'han de dissodre en aigua. Si es volen
introduir compostos hidrofdbics, es dissolen en cloroform i
es barregen amb la dissolucid del fosfolipid en cloroform.

Si es tracta de substancies amfipatiques, es dissolen
en un tensioactiuy, s'ajunta a una dissolucibé del fosfolipid
en el tensioactiu, eliminant-se després aquest.

+ En el cas de que es vulguin encapsular substancies
lipofiliques enlloc o a més a més d'evaporar al rotavapor,
es convenient liofilitzar. Aixi s'afavoreix la formacid de
liposomes perqué la resuspensidé en aigua és més facil, doncs

els so0lids que s'obtenen sén més esponjosos i homogenis.
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3.4.- METODE PER L'OBTENCIO DEL CLORHIDRAT DE MORFINA.

La morfina base és insoluble en medis aquosos el que im-
plica que no pugui ésser usada com a tal en assa jos "in vivo"
i treballant amb solucions aquoses. Aix0 ha fet que en els nos-
tres experiments empresim el corresponent clorhidrat.

El clorhidrat de morfina és molt soluble en aigua i bas-
tant en cloroform. Es presenta en forma d'agulles sedoses i
lluents, generalment masses feltrades, tallades en forma de
cub o en pols blanc cristal.li. Es inodor i de sabor amarg.

S'ha partit de morfina base lliure que s'ha sotmés als
seglients tractaments:

3.4.1.- Analisi elemental.

Una aliquota de la morfina base de partida es sotmet a
una analisi ‘elemental (combustid) per tal de comprovar la se-
va puresa. Atés que els valors obtinguts es desvien _ lleuge-
rament dels teodrics, i que per al tipus d'estudi que es preten
realitzar requereix substancies molt pures, es va optar per
recristal.litzar la mostra mitjangant la formacid del clorhi-
drat.

3.4.2.- Obtencid del clorhidrat.

La morfina base previament pesada, es dissolt en metanol.
S'hi afegeix una quantitat equimolecular de ClH 1N. Es concen-
tra evaporant en un rotavapor. Quan s'ha evaporat part del
dissolvent,s'hi addiona éter etilic gota a gota, fins que la

terbolesa és constant. Es posa a la nevera perqué cristal.lit-
zi. Quan ho ha fet, es filtra i s'asseca el precipitat en un

dessecador al buit.
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3.4.3.- Determinacié de la puresa del clorhidrat.

Analisi elemental.

Rotacid oOptica.

Cromatografia en capa fina.

Absorcid al U.V.

3.5.—- METQDE DE DETECCIQ DE TRANSICIONS DE FASE DELS
FOSFOLIPIDS AMB LIPOSOMES.

Les transicions de fase que poden ' presentar-se es detec-
ten per varis meétodes. En aguest treball s'han emprat des dels
més complexes, ATD, fins als que, partint duna técnica més sim-
ple, no estan exents de credibilitat cientifica com sén els

métodes turbidimétric i optic.

3.5.1.- Metode turbidimétric.

La transicidé de fase de gel a cristall 1liquid suposa un
augment de 1l'area el que fa suposar que hi haura un increment
en el volum dels liposomes. Aquests efectes poden detectar-se
per una disminucié de la turbidesa que pot observar-se en un
espectrefotometre termostatitzat.

- Técnica per a detectar les transidons de fase de la fos-
fatidilcolina i la dipalmitoilfosfatidilcolina amb substancies
opiacies.

Es preparen liposomes de la composicid desitjada amb una
concentracidé total en lipid de 25 mM, resuspés en una solucid
amortidora de TRIS - ClH, pH= 7'4 que conté o no, segons l'as-
saig, la droga quina interaccidé es vol estudiar. Es deixen es-
tabilitzar com a minim dues hores abans de realitzar 1'experi-

ment.
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S'afegeixen aliquotes de les suspensions de liposomes a
la cubeta de 1l'espectrefotometre on s'han termostatitzat 3 ml
de la solucidé amortidora de TRIS-C1lH 5mM. La quantitat de 1i-
posoma afegida ha d'ésser tal que donguin una absorbancia aproxi
mada de 0'5 a 430 nm. A continuacidé es fa un escombrat de tem-
peratures anotant la densitat Optica obtinguda en cadascuna
d'elles. El control de la temperatura es fa constantment, en
l'interior de la cubeta mitjangant un termopar. Quan acaba l'as-
saig s'anota. la variacidé de l'absor ancia en funcidé de la tem-

peratura, determinant-se, aixi, la temperatura de transicib.

- Observacidé en un microscopi optic de 1llum pola-
ritzada.

Es prepara una mostra que contingui lecitina anhi-
dra sola o bé amb la substancia opiacia quina influéncia s'es-

tuii. La relacid 1lipid droga és de 25/1.

- Observacidé en un microscopi optic termostatitzat.
Les mateixes mostres preparades per 1l'observacid esmenta-
da en l'apartat anterior s'analitzen en un microscopi dotat

d'un accesori calefaztor.
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3.6.- METODE DE MICROSCOPIA ELECTRONICA.

En el camp de la microscopia electrdnica es consideren
dos métodes depenent del tipus de material que s'estudii.

Sén la microscdOpia electrdonica de transmissié i la de rastreig.

La primera es fonamenta en el bombardeig de la mostra per
un feix electronic de forma que les diferents regions es distin-
geixen segons la seva capacitat de difondre els electrons.

La segona es basa en un escombrat de la superficie del ma-
terial per un feix fi d'electrons.

Qualsevol material que es vulgul observar s'ha de deshi-
dratar, doncs el aigua es volatilitzaria degut a que els elec-
trons es desplacen del filament emissor fins la mostra en con-
dicions de buit (de 1.10”/ mm Hg fins 1.10™° mm Hg)

Per tal de centrar l'objecte d'aquest estudi, cal esmen-
tar la técnica de tincidé negativa (aplicada a les biomembranes).

L'aventatge d'aquesta técnica esta en la seva sencillesa.

Es barreja la suspensidé que es vol estudiar amb una solu-
cidé aquosa del colorant negatiu. Una gota d'aquesta mescla es
deposita sobre el soport del microscopi (reixeta metal.lica)
assecant-se després d'haver passat el temps necessari per la
fixacidé de la mostra.

Segons indica Dourmashkin,(1962) és una técnica aplicable
a l'estudi de membranes donat que el 1limit de ressolucié és,
aproximadament, de 10 A°.

Com a colorant s'usa quasi sempre la sal d'un metall pe-
sat (sal sddica o potassica de 1'acid fosfotungstic, acetat
d'urani, molibdat amdnic, etc) que difon per les parts aquoses

dels components de la mostra. Degut a aquesta forma d'actuar,
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es dubta sobre la correccié de la terminologia emprada, doncs
hi ha els que defensen 1'is de colorant mentre que altres pre-
fereixen el terme fixador.

Efectuat aquest procés, apareixen dos tipus de regions,
unes transparents (parts hidrdfobes) on no ha arribat el colo-
rant i unes electrodenses (parts hidrdofiles) que reflexen la
preséncia de metalls pesats.

Es una técnica important en quan a que proporciona infor-
macidé sobre l'estructura de la membrana.

Com tota técnica presenta una série d'inconvenients tals
com la penetracidé massiva de colorant cosa que suposa un aug-
ment d'espessor i per tant,un error en l'observacid. També es

produeix una alteracidé macromolecular que és inevitable.
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3.7.- TECNIQUES CALORIMETRIQUES DIFERENCIALS.

La finalitat dels sistemes térmics diferencials és la
d'enregistrar les variacions d'una magnitud fisica de la mos-
tra que s'assagi, referides a una altra substnacia que actua
de fereréncia (per la seva naturalesa inert i de caracteris-
tiques térmiques conegudes), quan ambddés sén calentats o re-
fredats a velocitat controlada. Aquests sistemes poden classi-
ficar-se en tres classes: DTA classic, DTA Boersma i DSC.

En els sistemes DTS classic i DTA Boersma, tant la mos-
tra com la referéncia sén calentades per una sola font de
calor. Les temperatures sén mesurades per termoparells intro-
duits en la mostra i en la referéncia (cléassic) o bé posats
en contacte amb els crisols que contenen el material (Boers-
ma).

Mitjangant un registrador grafic analdgic, o bé per un
ordinador per adquisicidé de dades, digitalment i posterior
representacidé s'obté un' grafic que té en orfenades la dife-
réncia de temperatures, T = Ts_Tr , entre la mostra i la re-
feréncia, i en abcises el temps ( o temperatura de la refe-
réncia o bloc).

La magnitud T en un cert instant, suposant la massa de
les substancies constant, és proporcional a:

l1.- Canvi d'entalpia.

2.- Capacitat calorifica.

3.- La resiténcia térmica total al flux calorific,
que depen de la naturalesa de la mostra, de la forma en que es
descomposa el material en el crisol i de la superficie de con-

tacte entre la mostra i el crisol, variant a més a més amb la
temperatura.
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El fet de que la ressiténcia térmica varii amb la tempe-
ratura implica que la constant de calibracidé del sistema (re-
lacidé entre la superficie del pic i l'energia posada en joc en
el procés) també ho faci.Per tant, no pot fer-se una simple
conversié de l'area del pic a unitats d'energia.

En el contacte dels sensors de temperatura amb els cisols
en el métode Boersmg, es fa amb la finalitat de reduir 1l'efec-
te de les variacions de la ressiténcia térmica produides per
la mateixa mostra i obtenir aixi, resultats quantitatius més
significatius. (figura 21)

La diferéncia fonamental entre els sistemes ATD i DSC es-
triba en que 1'Gltima técnica es basa en calentar la mostra i
la referéncia mitjangant elements calefactors individuals. Per
una banda es controla la temperatura mitja de forma que la tem-
peratura de la mostra i la de la referéncia augmenta a una ve-
locitat predeterminada que és enregistrada. Per un altre cantd,
es controla la diferéncia de temperatura entre la mostra i la
referéncia de forma que si es produeix alguna variacid,deguda
a una reaccid exotérmica o endotérmica de la mostra, es modifi-
ca la poténcia d'entrada amb la finalitat d'anul.lar tal dife-
réncia, Aquest procés o principi s'anomena ''balang nul'" de tem-
peratura. En aquest métode, €1 senyal produit és proporcional
a la diferéncia de calor d'entrada a la mostra i a la referén-
cia, dH/dt, enregistrant-se alhora la temperatura de la mostra
i de la referéncia.

Per analisis qualitatives, els resultats, tant per ATD
com per DSC, sén molt semblants. En general, els sistemes de
ATD tenen un major rang de temperatures que les de DSC. Malgrat

aixd, a velocitats de calentament molt petites, la técnica de
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de DSC déna millors resultats (0'5 °K/ minut).

3.7.1.- Factors experimentals que afecten els métodes

de ATD.

a) Factors relacionats amb 1l'instrumentacid.

- Crisols. La seva forma i dimensions ve-
nen determinades pels portacrisols que estan fixes en els
aparells al contrari del anteriors que sén mobils.La seva na-
turalesa depen de la de la mostra (caracter guimic del produc-
te a estudiar,domini de temperatura, tipus d'atmosfera, etc)
Els més emprats sén els metal.lics i de ceramica.

- Porta crisols.Simetria del montatge.

El portacrisols fixa la posicidé dels crisols recpectant la
simetria del montatge. Aquesta fa que el flux térmic es repar-
teixi homogéniament , per aixd, els materials usats preferent-
ment sén metal.lics.

- Termoparells.La seva eleccidé ve determi-

nada pel rang de temperatures de treball, atmosfera emprada,
poder termoeléctric, sensibilitat, duracidé de les experiencies
(envelliment dels termoparells), etc.
b) Factors relacionats amb l'atmosfera de treball
propera a la mostra.
Existeixen: tres tipus d'atmosfera:

- Estatica, despreciant els moviments de
conveccidé en l'interior del calorimetre.

- En desplagament, deguda a la creacidé d'un

flux de gas en l'interior.
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- Dinamica, en la que el flux de gas tra-

vessa la massa dels especimens . emprats.

Un quart tipus d'atmosfera a considerar és el buit.
El fet de treballar amb un determinat tipus d'atmosfera té un
paper important en l'interpretacié del fenomen, doncs per at-
mosferes dinamiques, la temperatura del pic del termograma és
inferior a la trobada en atmosferes estatiques degut a 1'arro-
segada d'energia.

En el sistema emprat en aquest treball, S'utilitza: atmos-
fera d'aire i degut al petit volum intern del calorimetre (es
desprecien els efectes de conveccid) es pot considerar com es-

tatica.

b) Factors relacionats amb la mostra.

L'area del pic d' un termogran de ATD és proporcional a la
quantitat de substancia que sofreix transformacidé Per tant, a
major massa de substancia, majors pics, perd també gradients de
temperatura més grans. Originen possibles faltes d'equilibri en
la mateixa mostra donada la seva dimensid6 finita.

E1l tamany del gra o textura de la mostra és un altre factor
que altera els termogrames. El1 fet de compactar les mostres, per
tal de localitzar-los més a prop dels termoparells, suposa 1l'ob-
tencié de pics més aguts. Tant el tamany de gra com la compacta-
cid repercuteixen en la densitat aparent de les substancies i per

tant, en la seva difusivitat térmica.
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Si les capacitats calorifiques de la mostra i la refe-
réncia sén molt diferents, el desplagament de la linia de
base respecte de la seva posicid de zero sera gran, poguent
prsentar una deriva important i requerir més temps per acon-
seguir el regim estacionari. Per tal d'evitar aquest efecte,
la substancia de referéncia ha de tenir una capacitat calori-
fica propera a la de la mostra i ésser inert en el rang de
temperatures on la mostra sofreix transicid, per tal de no en-

mascarar la senyal diferencial.

c) Factors relacionats amb la referéncia.

L'eleccid de la referéncia esta limitada a un nombre
restringit de substancies que siguin inerts en el rang de
temperatures i atmosfera de treball, i que tingui una difussi-
vitat térmica mitja.

El tamany del gra i les seves propietats térmiques han
d'ésser el més semblant possible: als de la mostra. Malgrat
aixd, sempre hi haura una diferéncia en la difusivitat, que
encara que sigui petita, evolucionara amb la temperatura i

sera causa de deriva en la linia de base.

d) Factors experimentals.

El factor més important que afecta la forma i posicid
dels pics en els termogrames de ATD, és la velocitat d'escal-
fament i refredament. Aquesta ha de mantenir-se constant en
una experiéncia doncs la seva variacid provoca una deformacid

en els termogrames.,
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A velocitats d'escalfament elevades, les transicions
es produeixen a una temperatura més alta i es completen en
menys temps, obtenint aixi, pics més alts i estrets, presen-
tant una pendent més acusada en el tram inicial del procés
que en el final, sense variar, pero,l'area del pic.

Emprant velocitats d'escalfament o de refredament més
suaus, s'aconsegueix una disminucid dels gradients de tempe-
ratura de la mostra, una major estabilitzacidé de la linia de
base i una millor separacidé dels processos térmics propers
entre si. Contrariament, els pics sén més amples i baixos,
fent més dificil la seva localitzacidé donat que pot confon-
dre's amb l'evolucidé de la linia de base.

Treballant amb masses de mostra elevades, poden emprar-
se velocitats baixes, aixi, encara que el procés sigui més
baix, l'efecte térmic (proporcional a la massa) sera el sufi

cientment gran per a ésser detectat.

3.7.2.- Proporcionalitat area pic- energia bescanviada

Els resultats quantitatius que poden obtenir-se d'un
termograma de ATD, es basen en la proporcionalitat existent
entre l'area del pic i l'efecte térmic degut al fenomen es-
tudiat.

S'han fet molts estudis sobre models tedrics basats en:

- Transferéncies de calor (balangos energétics).
Com les teories de Speil, Kerr i Kulp, Vold, Kessis.
- Propagacidé de calor en la mostra, com les de

Soulé, Boersma i Ozawa.
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Amb tots els models s'arriba a una relacié semblan t

ee l'area del pic i 1l'efecte térmic que representa.

* Teoria de Kerr i Kulp

AT

Figura 22.

Termograma de ATD que expresa la senyal diferencia 1 en
£i6é del temps.
Per a t<« ta it> tb y, T=0, pel que les temperatur es de

Inostra i senyal sén iguals.
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Entre ta i tb es produeix, en aquest cas, un procés
exotermic.

Si s“escull un punt x, el balang energétic a partir de

ta es: ; y
X X
m. Cn (Tm - TO) =m dQ dt + Km (TB - Tm) dt mostra
t t
a dt a
tx
m. . (Tr - TO) = Kr . (TB - Tr) dt referéncia
a
dQ = calor absorbida per unitat de massa de mostra
en dt.
Km = coeficient de transferéncia de calor entre el
bloc i la mostra.
Kr = idem entre bloc i referéncia.

TB = temperatura del bloc.

Tm = 1 " mostra.

Tr = " " referéncia.

TO — " de la mostra i referéncia per a t = ta.
Ch = calor especifica de la mostra.

ey = " " " " referéncia.

Suposant que m ¢_ = m ¢ i imposant que la geometria

r m’

de m i r sbn iguals, restant les dues equacions:

tx t

m m m r) W dQ dt - Km
ta dt &
a

Prenent com a limits d'integracid t, it

X

1]

(Tm - Tr) dt

p €S a dir,
tot 1l'interval del procés, i considerant que en t=ta et t=tb,
Tm =Tr’ obtenim:

y
mAq=Km 4Tdt=KmA
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On A és l'area del pic.

Descomposant Km com g . K, éssent K el coeficient de con-
ductivitat térmica i g el coeficient geométric de forma, s'ar-
riba a:

t
mAg = g K| © AT dt
ta
d'on es veu que l'area del pic és proporcional a la massa
de substancia per a un fenomen térmic determinat ( Ag) i per
a un dispositiu determinat (g). Aquesta proporcionalitat
varia d'una mostra a una altra si es varia la conductivitat
térmica (K).
S'ha suposat que la temperatura és uniforme tant en la
mostra com en la referéncia, coeficients de transferéncia de
calor iguals ( el que implica la mateixa geometria), tamany

de gra, mateixa variacidé de conductivitat amb la temperatura

i que les capacitats calorifiques sén constants.
Teoria de Boersm

El seu model es basa en un bloc metal.lic de gran con-
ductivitat per tal d'aconseguir homogeneitat de temperatura,
amb dues cavitats per allotjar els crisols.

La temperatura de referéncia és:

& T F - i
f’cp rl- K.V T, =0 K=K =K
dt
; 2
i en la mostra .?C N V T = (‘S-—Q-)
p g—- m m t
t

éssent f la densitat, s la calor especifica i q la calor

de transformacid per a unitat de volum.
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Restant les dues equacions:

2
c [&T £q
=—\- K V(AT)= =
Pos(33) - « v1a)- £
2 (%2
integrant des de t, a t2 (on T=0) s'obté -KV Tﬁﬂdt:q
¥
1

suposant cavitats esfériques, aplicant transformades

de Gauss en un volum V de radi a, s'obté:

retrobant novament la proporcionalitat entre area de pic

i calor implicada en el procés.

3.7.3.- Calibracid.

La calibracid consisteix en el coneixement de la sensibi-

litat ,K que és la relacid entre 1l'drea del termograma i 1l'ener-

J
pus i geometria del crisol. Per a fer-ho, s'introdueix el cri-

gia posada en joc(mv.g),en funcié de la temperatura i del ti

sol escollit una resiténcia de fil de Constatan d'uns 56L%
aproximadament, a temperatura ambient. Es fa passar per ella
un puls de 2@ mA i de 40 s de duracidé. Es mesura 1l'intensitat
mitjangant una resisténcia patrd de 1000a.(% 2 me), aixi com
la diferéncia de potencial en 1 resisténcia calefactora, el
que permet conéixer amb precisidé la poténcia eléctrica (orde-

nada del pols), La duracié d'aquest és mesurada amb un conmuta-
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dor de 10_2

s de resolucid que permet trobar 1l'energia dissi-
pada per efecte Joule,.

L'estudi analitic del termograma proporciona el valor de
l'area de la resposta del calorimetre, i per tant, és possible
conéixer la sensibilitat com el quosient entre 1l'area del ter-
mograma en unitats de mV.s i calor de termogénesi en Julis.

Repetint el procés per a un cert nombre de temperatures,
s'obté la sensibilitat en funcidé d'aquella, en el rang desit-
jat.

Donat que el pols generat és rapid, (40s), i que la ve-
locitat de calentament o refredament es la calibracié és de
0'2 °C/minut, es pot suposar que el procés és isoterm, i per
tant, la mesura de la sensibilitat en cada punt té una uUnica

temperatura associada que cau dins de la ressolucid del ter-

mometre digital emprat. (+0'l °C).
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ITI.- RESULTATS I DISCUSSIO.

l.- Purificacidé de la lecitina.

Seguint el procediment descrit en el punt 3.1. de la
part de materials i métodes, s'ha columnat 2'9758 g de leci-
tina d'ou impura i s'en han obtingut 2'6349., El1 rendiment és
del 88'54%.

Per assajar la seva puresa es fa una cromatografia en
capa fina i es calcula el Rf que en aquest cas és de 0'2428.

També es fa una lectura la l'espectrefotometre de U.V.
entre les longituds d'ona de 300 nm i 190 nm, d'una solucid
clorofdormica de lecitina. S'obté el segient registre que in-

dica l'abséncia del procés d'oxidacié (apartat 3.1.d).

-+ 300

(wu) euo,p
pn3 18uo]

Figura 24
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2.- Determinaci6é del PM mig de la lecitina.

Previament es va efectuar la corba patrdé de fosfat inor-
ganic. El pes de fosfat monopotassic va ésser 10'8 mg/100 d'ai-
gua bidestil.lada. Aquesta solucd es va emprar com a solucid
mare a partir de la que es van fer diferents dilucions quines

concentracions estan en la taula 3.

Concentracid Absorbancia 830nm
1'08 0'o21
3'09 0'056
5140 0'o8s8
7'56 0'129
gr72 QY171

10'80 0'a201

14'04 0'259

16'20 0'289

21'60 0'380

32'40 0'el8

43'20 0'753
taula 3

La lectura de 1l'absorbancia es va fer en un espectre-
fotometre de U.V. a 830 nm.

La recta ve representada en la figura 2.

En gquan a la prova per a determinar el PM mig de la le-
citina es va partir d'una dissolucid clorofdormica de lecitina
contenint 0'0242 g que equivalen a 0'95 mg de fosfor (4'17 mg
de fosfat monopotassic). Seguint el métode analitic descrit
en la part de materials i métodes, s'ha obtingut un PM mig

de la lecitina igual a 789,
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3.- Preparacid i caracteritzacid de liposomes.

Es va partir de 76 mg de lecitina que es van sotmetre a
procesos de sonicacié amb sonda i centrifugacidé. 1 ml del
sobrenadant del tub de centrifugacid es va sotmetre a una
columnacié (gel filtracid) amb Sepharosa CL 4B. L'aspecte
del registre ve donat en la figura .

La quantitat de lecitina aillada en forma de liposomes
unilaminars suposa un 60% de la poblacid total de liposomes.

De manera paral.lela a l'absorcidé al U.V. a 228nm, s'ha
anat controlant 1l'elucid dels liposomes per cromatografia en
capa fina. En la figura 3 en mostra un dels cromatogrames
obtinguts. E1 maxim de lecitina, en forma de SUV, surt entre

els tubs 45 i 65 que representa un volum de 26 ml.

Figura 25__Representacidé esquematica de la distribucid
del fosfolipid en el tub de centrifugacid una vegada efectuat
aquest procés.

S'aprecien tres zones ben diferenciades:

Regié A: conté una poblacid homogénia de vesicu-
les de tamany petit.

Regidé B: Conté les estructures '"large multilaminars"
i una gran varietat de vesicules de dife-
rents tam anys (alt nivell de light scatte-

ring).
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Regidé C: conté una série d'anells concéntrics fa-
cilment apreciables. Uns estan constitu-
Its per particules que s'han després de
la sonda durant el procés de sonicacid
(titani, principalment). Altres estan

formats per fosfolipid dispersat.

Resultats HPLC.

Les diferentes fraccions que presenten absorbancia a 228 nm
es reuneixen i es liofilitzen. Seguidament es dissolen en 2 ml
de metanol i s'en injecta una aliquota en 1l'aparell de HPLC.

Es recullen 3 fraccions per opiaci:

1.- Liposomes sense opiaci.
2.- liposomes anb opiaci.
3.- Opiaci lliure no encapsulat.

Previament s'han passat per HPLC totes les molécules que
s'han emprat a posteriori per a fer liposomes, a fi de determi-
nar el seu temps .de retencidé. Totes les dades obtingudes estan
representades en la taula .

Les dimensions de la columna emprada que conté la fase es-
tacionaria sén : 12'5 x 0'46 cm (diametre intern). Esta empaque-
tada amb Spherisorb ODSZ de 5 Pm (018): S'ha treballat a tempe-
ratura ambient i a un flux de 1 ml/minut.

El procediment seguit ha estat el seglient:

Fase mobil: Acetonitril i aigua amb 0'05% d'acid trifluoro-

acétic (45:55),
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S'ha 1ligit a una longitud d'ona de 215 nm.

Segons els resultats dels registres de HPLC, s'ha pogut de-
duir que sols s'encapsula en l'interior dels liposomes de leci-
tina, el ClH de morfina, ' Es 1'Unica molécula opiacia que
es detecta en la segona fraccidé liposdmica. Aixd ratifica els
resultats obtinguts per capa fina,segons els que s'aprecien dues
taques (morfina i lecitina) en la mostra corresponent a la sego-
na fraccidé obtinguda de la columnacid dels liposomes de morfina
ClH, mentre que en cap de les altres fraccions apareixen dues
taques.

Aiximateix, en els registres de HPLC, s'indica el 1lloc
on hauria d'haver sortit la molécula opiacia si s'hagués produit

encapsulacid.

Taula 4.

Molécula opiacia *Tr(min) trop qK
CodeiIna 4'2 2'9 2'v23

. . 42 2'9 2'23
Etilmorfina 6 417 3161
Meperidina 14'8 13'56 10'38
Morfina 217 1'4 1'07
Naloxona 4 2'7 2407

*Tr= temps de retencid, temps que tarden els components de la
mostra en sortir de la columna i passar pel detector.

Yoips temps de retencid corregit, temps que les molécules del
solut romanen estatiques en la fase estacionaria.

a
K= factor o relacié de capacitat.
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volum fraccions (ml)

Molécula opiacia 1 2 3 mg opliaci | mg lecitina
Codeina 10'4 20'8 32'5 1'02 7'50
Etilmorfina 6'5 22'1 26 1'30 7160
Meperidina 7'8 18'2 26 1'10 7134
Morfina 6'5 19'5 28'6 1419 7'76
Lecitina 9% 119'56 —_—— -——— TV70

Taula 5

A continuacidé, hom pot observar els registres obtinguts

al fer la cromatografia sobre gel filtracidé i els obtinguts al

passar les diferentes fraccions per HPLC. Comparant aquestes

amb elsregistres abans esmentats,
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4,- Obtencid del clorhidrat de morfina.

Els resultats de 1l'analisi elemental de la morfina

base lliure de partida estan indicats en la taula .

% tedrics % reals
G 70'58 68'08 Taula 6
H 6'92 7144
N 4'84 4'51

A fi de. millorar el resultat de la combustid, es va
preparar el seu clorhidrat. Es va partir de 1'0977 g de
morfina base lliure. S' hi va afegir una quantitat equimo-
lecular de Cl1H 1 N. La morfina base lliure i el ClH reac-
cionen equivalent a equivalent, per tant, si es partia de
ClH 1N, que suposa que té 1 equivalent/litre, pel nostre
assailg s'en van necessitar 3'885 ml.

El rendiment va ésser del 83'9%.

En quan a les proves per a determinar la puresa del
ClH de morfina, els resultats foren els segilients:

a) Analisi elemental.

%tedrics % reals
C 63'39 63'40
T T
c1 10'87 10'86 amia
H 6'21 6'26
N 435 4'39
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Segons el resultats de 1l'analisi elemental es dedueix

que el clorhidrat obtingut és anhidre.
b) Rotacid oOptica.

20
[ o ] = =1131'2 (c=2"2 H20) literatura= -113'5
D

c) Cromatografia en capa fina.
(SBN) Rf=0'083

Revelat amb ninhidrina 1 Clzftoluidina
d) Absorcidé al U.V. del ClH de morfina.

Aquesta prova es realitza per tal de veure si la le-
citina i el ClH de morfina es solapen o bé, presenten ab-
sorbancia a diferents longituds d'ona. Aixd sera util a
posteriori per a esbrinar si les diferents fraccions de
liposomes (quan es pretengui encapsular-hi drogues), con-
tenen lecitina, morfina ( o altre opiaci) o ambdues.

Es prepara una solucié del ClH de morfina 1073 M 4
es fa un escombrat en un espectrefotometre entre 450 nm

i 190 nm. E1 maxim d'absorcidé. el presenta a 285 nm. El

s'indica en la pagina seglient.
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Longitud d'ona (nm)

285
- 190

I

S

Figura 26
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5.- Estudi de les interaccions lipid/molécula opiacia.

Els resultats obtinguts en l'estudi de 1l'interaccid
d'una série de molécules opiacies amb lecitina, els hem subdi-
vidit en dos parts, una es refereix a interaccions associades
a la temperatura i una altra relacionada amb interaccions de
tipues hidrofob. No obstant, en primer lloc, descriurem breu-

ment les caracteristiques fisiques dels liposomes obtinguts:

a) Observacid al microscopi electrdonic dels diferents ti-
pus de liposomes.

Mitjangant la microscopia electrodonica s'ha pogut obser-
var la forma i mesura de liposomes obtinguts per diferents mé-
todes. Aixi doncs, quan la dispersidé de liposomes es sotmet a
una sonicacidé en sonda d'ultrasons (foto 1), s'obté una gran
varietat de liposomes multilaminars de tamany heterogeni.

Quan la sonicacid es seguida per una centrifugacid segons les
condicions descrites en l'apartat 3.2.2.b, el tamany de liposo-
mes que s'obté és més homogeni (foto 2).Finalment, si es fa el
procés complet,sonicacid amb sonda cdiultrasons, centrifugacid

i gel filtracib, els liposomes resultants sén unilaminars

(foto 3).

Aquests resultats posen de manifest 1'importancia del
métode alhora d'obtenir SUV i la seva efectivitat. Amb aques-

ta observacié, ens hem assegurat que treballavem amb SUV.



Foto 1.

Liposomes obtinguts per sonicacidé amb sonda d'ultrasons.

Foto 2.

Liposomes obtinguts per sonicacié amb sonda d'ultra-

sons i centrifugacid.




trasons, centrifugacidé i gel filtracid.




127

b) Transicions de fase de la PC i DPPC produides per

variacions de la temperatura.

b.1l.- Cristalls liquids.

Es varen preparar barreges de fosfolipids i molécules
opiacies en la proporcié molar lipid /opiaci = 25/1 tal com
s' indica en l'apartat 3.5.2.

Les mostres a estudiar tenien consisténcia pastosa. Es
van extendre sobre un porta i es va examinar l'aspecte de la
mostra amb un microscopi Optic de llum polaritzada de
augments.

En el cas de que existeixi algun tipus d'ordenacié mole-
cular que confereixi anisotrodopia a certes zones de la prepara-
cid, es posaria en evidéncia per la preséncia de diferentes
tonalitats de color.

Tal com s'ha indicat en l'introduccié , els diversos ti-
pus de cristalls liquids es podes distingir per 1l'aspecte de
la preparacié a 1l'observar-los en un microscopi dotat de
llum polaritzada.

En el nostre cas, les figures observades per la les pre-
paracions que contenien lecitina pura (PC), naloxona/PC, mor-
fina/PC, eren molt semblants entre si, fotos 4, 5 i 6 no po-
guent-se atribuir les diferentes figures observades a canvis

d'ordenacid molecular a temperatura ambient.



Foto 4.
Cristall 1liquid de lecitina liofitilzada( < 99% d'aigua)

Foto 5.

Cristall liquid de lecitina(25 mM) - ClH de morfina

(1 mM). ( € 99% d'aigua).




Foto 6.

Cristall liquid de Lecitina (25 mM) - ClH Naloxona

(1ImM). ( ¢ 99% d'aigua).
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A fi de determinar si la temperatura podia influir en
l'ordenacié molecular, abans esmentada, es varen observar
aquestes mateixes mostres amb un microscopi Optic dotat de
placa calefactora. La temperatura es va anar augmentant de
manera gradual fins a 150¢C.

Per a les tres preparacions , l'aspecte gque anava adqui-
rint el material era semblant, en totes es seguia un procés
paral.lel. Es a dir, que la preséncia de morfina o naloxona
en preparacions de lecitina absents d'aigua, no afecta de ma-
nera detectable el comportament de la lecitina en front a les
variacions de temperatura.

Donat aquest resultat negatiu i la poca sensibilitat del
métode, varem optar per emprar el métode turbidimétric per a

aquest tipus de determinacions.
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b.2.- Métode turbidimétric per a determinacid de les

transicions de fase.

Seguint el procediment descrit en l'apartat 3.5.1., es
va treballar amb solucions aquoses de PC i DPPC contenint mor-
fina, naloxona, meperidina, etilmorfina i codeina. La relacid
fosfolipid/droga era en el cas de la PC va ésser de 25 (PC)/ 4
i en el de la DPPC de 2'5( DPPC)/ 2. En totes el % de H,0 era
de més d'un 99%.

Els resultats obtinguts treballant amb PC venen represen-
tats en la figura 275

Degut a limitacions instrumentals, no va ésser possible
treballar a temperatura inferior a 10 °C, per lo qual , la
transicidé de fase de la PC que es produeix a -10 °C no és ob-
servable.

A la figura27ﬂvenén representats els canvis de turbidesa
(mesurada mitjangant absorcié a 430nm) produits en liposomes
de lecitina obtinguts per diversos procediments aixi com en
preséncia de diferents molécules opiacies.

Com es pot observar, la corba n? 1 i la n?2 en que la po-
blacidé de liposomes és homogénia, l'efecte de la temperatura
és practicament nul. La diferéncia d'absorcidé observada entre
les corbes 1 i 2 és deguda a la proporcidé de MLV que conté la
corba 2 i que han estat eliminades de la preparacidé n? 1 mit-

jangant columnacid.
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430 nm

MEPERIDINA

ABSORBANCIA

ETILMORFINA

T°C
Figura 27!
a

In%iuencia sobre la temperatura de transicidé de la DPPC de diver-
ses moéluces opiacies.
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En el cas de la DPPC, la temperatura de transicid
es veu afectada en diferent grau pel opiacis emprats.
Segons es representa en la figura , la codeina base 1li-
ure i la morfina sembla ésser, avancen la temperatura cri-
tica mentre que l'etilmorfina, la naloxona i la meperidina,
la retarden. Tos aguests valors estan referits a la corba
determinada per la DPPC lliure.

En la taula 8 s'indiquen els valors obtinguts de Tc.

Producte TeC
DPPC 41'25
Morfina 39'5
CodeiIna 40'5S
Etilmorfina 42
Meperidina 45
Naloxona 42

Taula 8



b.3.- Analisi térmica diferencial.

En el nostre cas el crisol escollit era d'alumini,

diametre de

fer entre -20°C 1 75 °C . La massa del criscl era de =

La corba ve

pon a :

Resultats de la calibracid:

6 mm i una algada de 2'5 mm. La calibracié

-~

representada en la figura 27. El1 seu ajust

%E= -62'54 ., 10_4 T2 (°K) + 4'444 T (°K) -

09972

de punts 40.

Resultats experimentals:

135

amb un
es va
35 mg.

corres-—

421'410

S'han efectuat uns primes assajos amb la DPPC (dipalmitoil-

fosfatidilcolina) dopat i sense dopar. Les molécules emprades

alhora de fer el dopadge han estat la Morfina ClH i la Naloxona

ClH. En la figura 28 ve representat un registre , que compren

un interval

de temperatures del bloc entre 50 °C i 80

°C. La ve-

locitat d'escalfament ha estat de 0'5 °K/minut, aproximadament.

S'han obtingut dos pics clarament identificables,

amb els

maxims situats a uns 64 °C i 73 °C amb energies de 48 J/g i 39

J/g. La quantitat de substancia assajada ha sigut de 11'5 mg i

el periode de mostreig de 1'05 s.
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L'energia posada en joc del primer pic coincideix plena-
ment amb la de la bibliografia consultada (Lentz, 1978) que
és de 47'8 J/g. E1 segon s'atribueix al pas de la mesofase
a la fase isotropa (liquid normal).

En les figures 29 i 30, es mostren els resultats de la
DPPC amb dopadges de Morfina ClH i1 Naloxona ClH respectiva-
ment, amb una relacié lipid/molécula opiacia de 2'5/2.

En el cas de la morfina ClH la massa assajada era de 7'2
mg i en el de 1l'altre molécula de 7'6 mg.

Com es pot observar hi ha notables diferencies de compor-
tament entre elles i respecte de la DPPC sense dopar.

Les analisis de la influéncia dels opiacis en tal fenomen,
esta previst en un proper futur, si bé, la bondat del métode
emprat estd ja controlada. No s'ha d'oblidar que la massa
emprada de substancia és de 0'0l1 g aproximadament. A titol de
referéncia, el pic de la figura 2 esta situat a una tempera-

tura de 57 °C i l'energia associada és de 41 J/g.
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IV- CONCLUSIONS

1.- Pel métode dels fosfats s'ha trobat un pes molecular

mig de la lecitina de 789 g /mol.

2.- L'encapsulacié de molécules opiacies en les condi-
cions estudiades sols es produeix per la morfina ClH en 1li-
posomes de PC unilaminars obtinguts per sonicacid a baixa

temperatura.

3.~ Per microscdopia electronica s'ha comprovat l'efica-
cia del métode seguit alhora d'obtenir vesicules unilaminars

peites de tamany homogeni.

4.- S'han obtingut cristalls liquids de lecitina als
que s'hi han afegit morfina ClH i Naloxona ClH i han estat
liofilitzats. S'ha comprovat que els opiacis esmentats s'in-
corporen perfectament en el cristall liquid sense produir can-

vis de fase.

5.- Els mateixos cristalls liquids s'han observat en un
microscopi oOptic termostatitzat i a 1l'anar augmentant la

temperatura no s'ha apreciat cap canvi.

6.~ La preséncia de molécules opiacies modifica la tem-
peratura de transicidé de fase de la DPPC. No s'observa una
correlacié entre les propietats farmacoldgiques de tals molé-

cules i la modificacid que indueixen en la Tc'
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7.- Els assajos de turbides amb liposomes de Pc i moleé-
cules opiacies indiquen que no es produeixen canvis associats
a transicions de fase, en el marge de temperatures en el que
es treballa (TC de la PC= -10 °C). Les petites variacions de
turbidesa observades a l'augmentar la temperatura, sén atri-
buibles a una major movilitat de les cadenes alquiliques dels
acids grassos constituents de la PC, que indiquen una disminu-

cidé en 1l'espessor de la bicapa.

8.- Pel métode de 1l'analisi térmica diferencial es pot
assegurar que tant la morfina com la naloxona modifiquen la
temperatura de transicidé de la DPPC, doncs els registres que

s'obtenen sén diferents i no superposables.
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