
ADVERTIMENT. Lʼaccés als continguts dʼaquesta tesi queda condicionat a lʼacceptació de les condicions dʼús
establertes per la següent llicència Creative Commons: http://cat.creativecommons.org/?page_id=184

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis queda condicionado a la aceptación de las condiciones de uso
establecidas por la siguiente licencia Creative Commons: http://es.creativecommons.org/blog/licencias/

WARNING. The access to the contents of this doctoral thesis it is limited to the acceptance of the use conditions set
by the following Creative Commons license: https://creativecommons.org/licenses/?lang=en



 

 

 

El paradigma dels metal·lacarborans:  

ús dels clústers en tractaments de 

càncer, contra bacteris resistents i en 

catàlisi verda 

Miquel Nuez Martínez 

TESI DOCTORAL 

Programa de doctorat en Química 

Directora: Prof. Clara Viñas i Teixidor 

Tutor: Prof. Francesc Teixidor i Bombardó 

 

 

 

Departament de Química  

Facultat de Ciències 

Universitat Autònoma de Barcelona  

2022 



 

 

 



Memòria presentada per aspirar al Grau de Doctor per 

Miquel Nuez Martínez 

 

 

 

 

amb el vist i plau de 

Prof. Clara Viñas i Teixidor 

 

 

Prof. Francesc Teixidor i Bombardó 

 

 

 

 

 

 

 

Bellaterra, 24 d’octubre de 2022 
 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

La Dra. CLARA VIÑAS i TEIXIDOR, Professora d’investigació del 

Consejo Superior de Investigaciones Científicas (CSIC) a l’Institut de Ciència 

de Materials de Barcelona (ICMAB), 

 

CERTIFICA: 

 

Que en MIQUEL NUEZ MARTÍNEZ, graduat en Química i màster en 

Química Industrial i Introducció a la Recerca Química, ha realitzat sota la 

seva direcció la TESI DOCTORAL que porta per títol ‘’ El paradigma dels 

metal·lacarborans: ús dels clústers en tractaments de càncer, contra 

bacteris resistents i en catàlisi verda’’ i que queda recollida en aquesta 

memòria per optar al títol de Doctor en Química per la Universitat 

Autònoma de Barcelona. 

 

 

I, perquè així consti i tingui els efectes corresponents, signa aquest 

certificat a Bellaterra, a 24 d’octubre de 2022 

 

 

Prof. Dr. CLARA VIÑAS i TEIXIDOR, AE 

ICMAB-CSIC 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aquesta tesi ha estat finançada pel Ministeri de Ciència i Innovació a través del projecte 

CTQ2016-75150-R (Boron cluster based materials for environmental and sustainable 

energy); i per la Conselleria d’Universitats i Recerca de la Generalitat de Catalunya  amb 

el projecte 2017/SGR/1720. Dintre del projecte del Ministeri de Ciència i Innovació 

aquesta tesi ha sigut realitzada gràcies a la concessió d’un contracte predoctoral de 

Formación de Personal Investigador (FPI) amb la referència BES-2017-080585, des del 

primer de Juliol del 2018 fins el 30 de novembre del 2022. Tanmateix, en el marc del 

contracte FPI s’han pogut realitzar dues estades breus al Departament de Física de la 

Universitat Jaume I (UJI) a Castelló de la Plana, al País Valencià, des del 19 d’octubre al 

19 de novembre de 2020 i des del 21 de juny al 21 de juliol de 2021. Per últim agrair al 

sincrotró ALBA la concessió del projecte 2019023533  (Visualization and mapping of the 

metallabis(dicarbollide)’s uptake by resistant and sensible glioblastoma initiating (GICs) 

cells by using SR-FTIR microscopy), del que varen ser IP la Prof. Clara Viñas i Teixidor i la 

Dra Ma Àngels Sierra Jiménez,  que va permetre l’ús de les instal·lacions de la seva línia 

de feix MIRAS per realitzar els experiments que es presenten en aquesta memòria de 

tesi doctoral. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Aquest treball d’investigació amb data de defensa del 25 de novembre del 2022, 

té com a membres del tribunal a: 

 

• President: Dr. Ramón Macías Maza, Professor titular de la Universidad de 

Zaragoza i investigador principal al grup de Catàlisi Homogènia i 

Enantioselectiva al Instituto De Síntesis Química Y Catálisis Homogénea 

(ISQCH). 

• Secretari: Dr. Gonzalo Guirado López, Professor titular de la Universitat 

Autònoma de Barcelona i Coordinador del Grup Electroquímica i Química 

Verda del Departament de Química de la UAB. 

• Vocal: Dra. Anna Rosell Novel, investigadora principal i cap del Laboratori 

de recerca en Malalties Neurovasculars del Vall d’Hebrón Institut de 

Recerca (VHIR). 

 

Com a membres suplents: 

 

• Suplent 1: Prof. Mercè Capdevila Vidal, Catedràtica de la Universitat 

Autònoma de Barcelona i investigadora principal del grup de 

Bioinorgànica del Departament de Química de la UAB. 

• Suplent 2: Prof. Miquel Solà Puig, Catedràtic de la Universitat de Girona i 

investigador principal del grup de Catàlisi i Aromaticitat de l’Institut de 

Química Computacional i Catàlisi (IQCC). 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Agraïments 

En primer lloc agraeixo la immensa guia i suport rebut de la Prof. i membre de 

l’Academia Europaea Clara Viñas i Teixidor, directora d’aquesta tesi. Gràcies per acollir-

me al grup i obrir-me la porta del coneixement al fascinant món dels clústers de bor i de 

la biomedicina! Gràcies per la dedicació, la paciència i la confiança. He gaudit molt de 

tot el coneixement, saviesa i passió que m’has transmès. M’has fet millorar com a 

científic però també en la vessant personal. Podré dir que he tingut l’honor de ser el teu 

últim estudiant i que vaig contribuir amb el meu granet de sorra a deixar el llistó ben alt. 

Mil gràcies!! 

En segon lloc agrair al Prof. Francesc Teixidor i Bombardó per transmetre’m també el 

vast coneixement del món del bor i dels materials, que han derivat en reunions eternes 

que es feien curtes, que com ja se sap no tot el que es parlava era química. Gràcies per 

haver-me acollit al grup i ajudar a que m’atreveixi més. 

Als Drs. Rosario Núñez, Pepe Giner i Marisa Romero pels vostres consells, l’ajuda i per 

acollir-me també. Trobaré a faltar els bons moments i les excursions que es van 

interrompre un temps pel maleït Covid. Vull agrair a en Pepe i la Rosario per haver-nos 

donat la oportunitat de participar en la organització del congrés EUROBORON 9 que va 

ser una experiència única. També agrair al Sr. Jordi Cortés la seva feina de mantenir-ho 

tot en ordre i com toca, una feina invisible però que ens fa a tots la vida més fàcil. 

Al director de l’Institut de Ciència de Materials de Barcelona (ICMAB-CSIC), el Prof. 

Xavier Obradors, per haver-me acollit al centre. També al personal de manteniment, 

recepció, neteja i administració del centre, que sense fer-se notar també fan que tot 

rutlli. Agraïment que estenc també als serveis tècnics de l’ICMAB, la Judit i l’Anna de 

microscòpia i la Roberta de TGA. També els tècnics d’RMN de la UAB Eva, Pau i Míriam. 

Vull fer una menció especial a la Dra. Maria Queralt-Martín i el Prof. Vicente Aguilella 

per haver-me acollit dues vegades al grup de Biofísica de la UJI, el destí d’una pandèmia 

mundial em va portar a Castelló i al País Valencià, que va resultar una experiència 

enriquidora, no cal marxar molt lluny per veure llocs esplèndids. Gràcies pel que em 

vàreu ensenyar i per obrir-me el coneixement a les membranes artificials i a mesurar 



intensitats de corrent tant tant tant petites. Vull mencionar també als altres membres 

del grup Toni, Marcel, Andreu, Lidón, Aurora i Mikel per l’acollida i els bons moments. 

I want to thank also the different collaborators of the research and papers I have been 

a part of: the group of Dr. Fernanda Marques from Lisboa, the group of Dr. Simonetta 

Geninnatti in Torino, el grup de la Dra. Margarita Martínez de la UdG and the group of 

Dr. Pierre Bauduin in Marcoule. I want to mention Dr. Tania Merhi for coming to our 

group and make me be the host for someone for the first time. 

A l’Amanda Muñoz-Juan i la Dr. Anna Laromaine del Grup NN de l’ICMAB, per la 

col·laboració en els estudis amb C.elegans i a l’Amanda especialment pel caliu que m’ha 

transmès sempre i l’amistat sorgida. També a altres col·laboradors del centre com la 

Prof. Nieves Casañ per ensenyar-me el poc que sé de magnetisme, espero que gràcies a 

la Clara tornis a fer servir el català sovint, i a la Prof. Carmen Ocal pels estudis d’AFM. 

A les Dres. Leire Pedrosa i Àngels Sierra de l’Hospital Clínic per la col·laboració en els 

estudis al sincrotró i a la Leire especialment per amenitzar les mesures que s’allargaven 

fins les tantes de la nit. En aquests estudis va ser imprescindible la col·laboració dels 

tècnics de la línia de feix MIRAS del sincrotró ALBA els Drs. Imma Martínez-Rovira i 

Ibraheem Yousef, gràcies per ajudar-nos en les mesures, ensenyar-me el tractament 

estadístic de dades i pel bon ambient que ens va ajudar també en aquestes mesures tant 

llargues. 

Of course, I want to thank all my group colleagues, starting for already Drs. Bego, Isabel 

Fuentes, Joan, Lei, Flavia, Arpita and Abhishek (sorry Abhishek, we removed Man. United 

posters), for the help (especialment la Bego i la Isabel F.), the good moments, the laughs 

and hosting me in the group at the beginning, which I extend  to my first bench 

colleague, Dr. Zsolt Kelemen, and Drs. Albert Ferrer, Mahdi Chaari and Ines Bennour, 

also my first labmates who also brought tons of good humour in the group. Once 

mentioned the ones I started with, it’s my duty to mention my current colleagues Sohini, 

Jewel, Dr. Zhen and Xiao. Sometimes when I arrive in the mornings, I’m tired and I’m a 

short-spoken person but when I leave ICMAB you have made my day better, thanks for 

the good mood, the friendship, the suggestions, and the immense help and of course 

your knowledge and the life experience you have brought me. No em vull oblidar dels 



 

que  han marxat recentment com la Dra. María José Mostazo, gràcies per l’ajuda, el bon 

humor, l’amistat i les llargues converses de qualsevol tema, anche i nostri amici italiani 

venuti per qualche mese: Alberto e Federica che hanno dato un tocco speciale 

all'atmosfera del gruppo.  Vull fer menció especial a meva companya la Dra. Isabel 

Guerrero, ets un exemple de superació per tots, gràcies ajudar-me sempre i per 

l’experiència. També a doctorands d’altres grups amb qui he compartit alguns moments 

com Lídia, Judit, Shunya i Minghua i altres companys d’oficina Dani, Teresa, Raquel, 

Joselyn, Tommasso i Paolo. 

Als Drs. Jordi García-Anton i Xavier Sala per haver-me introduït en primer lloc al món de 

la recerca i acollir-me al grup SelOxCat de la UAB on vaig fer el TFM i el TFG. 

A alguns dels meus mestres i professors com la Maria Teresa i en Manel de primària a 

l’escola Sallarès i Pla del meu barri, dels que en guardo un bon record, a l’Encarna de 

Ramar, on vaig fer l’ESO, que va ser la primera persona que em va transmetre la passió 

per la química que m’ha portat fins aquí. També de Ramar guardo un bon record de la 

Candi, el Pedro, l’Eugenio, en Pere, la Isabel, la Fernanda, l’Elisabet i en Joan García que 

ja ens va deixar. Gràcies a tots ells també he arribat aquí. 

Als meus millors amics per estar-hi sempre Albert, Jaime, Pere, Laura, Julieta, Andrea, 

Eva(properament doctora també), Marta, Algroc, Nerea, Rebeca, Miki2, Sergi, Aïda, 

Xènia, Robert... I els que em deixo, espero que seguiu a la meva vida molt de temps.  Vull 

mencionar un altre cop al Jaime i també en Bibi amb qui vaig fundar un club de bàsquet, 

el Sabadell Sud CB, que va ser una de les grans experiències de la meva vida i que a dia 

d’avui segueix rutllant. 

A la Carol, que ha sigut la víctima número 1 de l’escriptura d’aquesta tesi, la meva 

companya de vida (a pesar d’una primera cita que va anar pitjor que fatal i una pandèmia 

amb una declaració d’amor el dia abans d’un estat d’alarma), gràcies per ajudar-me 

sempre, cuidar-me, ser la meva millor amiga i donar-me tot l’amor que em dones. 

T’estimo infinit +1!             

A la Morena, que és la millor gossa del món i companya de pis (amb el permís de la Vero, 

en Pau i en Nil), per ensenyar-me que els animals també són la teva família i et cuiden 

de les millors maneres. 



A la meva família començant pels tiets Audala, David, Tere, Pedro, Paco, Eulàlia, Dito, 

Eva (la 1a doctora de la familia), Cristina, Macario, Ramon, Prim i la tieta Maria (i tots els 

altres germans dels meus avis que són una bona colla). Als meus cosins Laia, Mercè, 

Óscar, Kerala, Nil, Dhara, Unay, Aran, Eliseu, Màxim, Cesc i Maria.  Gràcies pels moments 

i els dinars amb sobretaules infinites. 

Als meus pares Carme i Jaume, en primer lloc per portar-me al món (cosa imprescindible 

per a fer una tesi), per tot el suport, l’estima que m’heu donat durant tota la vida i les 

coses que m’heu ensenyat i per acompanyar-me sempre en aquest llarg camí. Sou el 

meu pal de paller. Sou els millors. A l’Eudald, el meu germà, gràcies per ser sempre al 

meu costat, quan érem petits ens estimàvem i ens odiàvem a parts iguals, ara ets dels 

meus millors amics i fins i tot calcats en la forma de pensar, també ets un exemple de 

superació, arribaràs lluny.  

A les meves àvies la iaia Pepita i la yaya Carmen, i als meus avis l’avi Jordi i el yayo 

Fernando, que ja no hi són. Sou testimonis d’una generació que va viure una guerra i 

una postguerra, cadascú amb una història diferent i la veu a seguir perquè els que 

vinguin no cometin els mateixos errors. Gràcies per cuidar-me des que era petit, ser-hi 

sempre, donar els millors consells per molt senzills que semblin, ser les millors cuineres 

del món i saber que a casa vostra sempre tindré un plat calent a taula encara que em 

presenti sense avisar. Us estimo!! 

 

 

 

 

 

Aquí Chaika, veig l’horitzó com una línia blava. 

És la terra. És bonica! Hola, Univers. 

-Valentina Tereshkova 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aquesta tesi està dedicada als meus pares, el meu germà i les meves àvies.





 

 

 

 

 

 

 





i

Organització del manuscrit 

D’acord amb la normativa vigent i prèvia acceptació de la Comissió de Doctorat de la 

Universitat Autònoma de Barcelona, aquesta memòria es presenta com a compendi de 

publicacions, que es varen acceptar per la Comissió de Doctorat en Química de la UAB, 

el 13 d’octubre  de 2022. Els treballs inclosos en aquesta memòria són els següents: 

 

• ‘’ Highlights on the Binding of Cobalta-Bis-(Dicarbollide) with Glucose Units’’.  Tania 
Merhi, Alban Jonchère, Luc Girard, Olivier Diat, Miquel Nuez, Clara Viñas i Pierre 
Bauduin, Chem. Eur. J., 2020, 26, 13935. 
 

• ‘’ Towards purely inorganic clusters in medicine: Biocompatible divalent cations as 
counterions of cobaltabis(dicarbollide) and its iodinated derivatives’’. Adnana 
Zaulet, Miquel Nuez, Reijo Sillanpää, Francesc Teixidor i Clara Viñas, Journal of 
Organometallic Chemistry 2021, 950, 121997. 

 

• ‘’ Synchrotron-Based Fourier-Transform Infrared Micro-Spectroscopy (SR-FTIRM) 
Fingerprint of the Small Anionic Molecule Cobaltabis(dicarbollide) Uptake in Glioma 
Stem Cells’’. Miquel Nuez-Martínez, Leire Pedrosa, Immaculada Martinez-Rovira, 
Ibraheem Yousef, Dioulde Diao, Francesc Teixidor, Elisabetta Stanzani, Fina 
Martínez-Soler, Avelina Tortosa, Àngels Sierra, Juan José Gonzalez i Clara Viñas, Int. 
J. Mol. Sci., 2021, 22, 9937.  

 

• ‘’ Cobaltabis(dicarbollide) ([o-COSAN]−) as Multifunctional Chemotherapeutics: A 
Prospective Application in Boron Neutron Capture Therapy (BNCT) for 
Glioblastoma’’. Miquel Nuez-Martinez, Catarina Isabel Guilherme Pinto, Joana 
Fernandes Guerreiro, Filipa Mendes, F ernanda Marques, Amanda Muñoz-Juan, 
Jewel Ann Maria Xavier, Anna Laromaine, Valeria Bitonto, Nicoletta Protti, 
Simonetta Geninatti Crich, Francesc Teixidor i Clara Viñas, Cancers 2021, 13, 6367. 

 

• ‘’ Water soluble organometallic small molecules as promising antibacterial agents: 
synthesis, physical–chemical properties and biological evaluation to tackle bacterial 
infections’’. Ines Bennour, Maria Núria Ramos, Miquel Nuez-Martínez   Jewel Ann 
Maria Xavier, Ana Begoña Buades, Reijo Sillanpää, Francesc Teixidor, Duane 
Choquesillo-Lazarte, Isabel Romero, Margarita Martinez-Medina i Clara Viñas, 
Dalton Trans., 2022, 51, 7188-7209. 

 

 

 

 

 



ii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



iii

Metal·lacarborans i carborans utilitzats 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 



iv 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



v

Abstract 

This doctoral thesis consists of 4 chapters including the introduction (Chapter 1), 

the results of this thesis which have been distributed in 2 chapters (Chapter 2 and 

Chapter 3) and conclusions (Chapter 4). The results obtained in chapters 2 and 3 are 

summarized below: 

Chapter 2. Biomedical applications of metallabis(dicarbollides): their interaction with 

biomolecules, studies in anticancer therapies and antibacterial action. 

This chapter includes in the first place the physicochemical studies carried out 

with six metallabis(dicarbollides), relating to their self-assembly capacity, redox activity, 

lipophilicity and solubility which will later help to explain their biological activity. Studies 

of magnetism and ring currents have also been carried out. From here, studies of 

artificial lipid membrane crossing have been deepened, using compounds that had not 

been studied and conditions that simulate the biological environment. 

Studies have also been carried out in depth on its interaction with amino acids, 

proteins, and DNA, and for the first time the interaction with carbohydrates has been 

studied using a molecule with surfactant properties where the polar head is a glucose 

that is linked to a non-polar tail. 

These interactions have subsequently been visualized in vitro, by incubating 

Na[o-COSAN] within stem cells of glioblastoma multiforme (GBM), a type of brain 

cancer, thanks to the FTIR microscopy technique with a synchrotron source of radiation. 

These studies were carried out thanks to the concession of a project for the use of this 

technique in the MIRAS beamline at ALBA synchrotron. These results were the previous 

step to observe interactions with biomolecules in vivo, using four 

metallabis(dicarbollides) incubated in a small animal model such as C.elegans 

nematodes and their embryos. 

Afterwards, two of these compounds were tested as drugs for BNCT anticancer 

therapy in cultures of two GBM lines, obtaining positive results. Subsequently, another 

two compounds were used as drugs in a line of resistant GBM by means of X-ray and γ-

ray radiotherapy, and a new radiotherapy technique requiring compounds containing 
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boron. Finally, the six compounds were tested as antibiotics in strains of Gram-positive 

bacteria, Gram-negative bacteria and C.albicans, obtaining positive results. It should be 

noted that some of these strains were resistant to multiple drugs. The physical-chemical 

studies obtained at the beginning of the chapter helped to explain the different 

behaviour of the six compounds used. 

The fact that Gram-negative bacteria contain alkaline earth cations in their 

protective lipopolysaccharide structure led us to report for the first time the synthesis 

and characterization of the divalent Ca2+ and Mg2+ salts of [o-COSAN]- and [8,8'-I2-o-

COSAN]-. 

Chapter 3. Use of [o-COSAN]- as a dopant for COPs for its application in green energy. 

In this chapter, Cs+ and Na+ salts of [o-COSAN]- are used to dope COPs such as 

PEDOT. The fact of including these compounds in a polymeric matrix results in a synergy 

that produces double redox/reversible materials such as PEDOT:Cs[o-COSAN] and 

others, which improve the performance of the usual PEDOT:PSS. These improvements 

are due in part to a shift of the Co4+/3+ redox potential towards more reductive values, 

as applicability of these improvements these polymers were studied as catalysts for 

water oxidation, improving PEDOT:PSS. In addition, a method to calculate the Co4+/3+ 

oxidation peak from the catalytic curves was developed. Subsequently, it has been 

investigated the use of [o-COSAN]- doping PEDOT and poly(pyrrole) to produce COPs 

that improve the results of the water oxidation catalysis obtained first place COPs 

including [o-COSAN]- covalently attached to a pyrrole monomer were also used. 
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Resum 

Aquesta tesi doctoral consta de 4 capítols comptant la introducció (Cap. 1), els 

resultats d’aquesta tesi que s’han distribuït en 2 capítols (Cap. 2 i Cap.3) i conclusions 

(Cap. 4). Els resultats obtinguts en els capítols 2 i 3 es resumeixen a continuació: 

Capítol 2. Aplicacions en biomedicina dels metal·labis(dicarballurs): la seva interacció 

amb biomolècules, estudis en teràpies anticàncer i acció antibacteriana. 

En aquest capítol s’inclouen en primer lloc els estudis fisicoquímics realitzats 

amb sis metal·labis(dicarballurs), relatius a la seva capacitat d’autoensamblatge, 

activitat redox, lipofília i solubilitat que després ajudaran a l’hora explicar la seva 

activitat biològica. També s’han fet estudis de magnetisme i corrents d’anell. A partir 

d’aquí s’ha aprofundit en els estudis de creuament de membrana lipídica artificial, 

utilitzant compostos que no havien sigut estudiats i condicions que simulen el medi 

biològic. 

S’han realitzat estudis aprofundint també en la seva interacció amb aminoàcids, 

proteïnes i ADN, i per primer cop s’ha estudiat la interacció amb els glúcids mitjançant 

una molècula amb propietats de tensioactiu on el cap polar es una glucosa que està 

enllaçada a una cua apolar. 

Posteriorment s’han pogut visualitzar aquestes interaccions in vitro, després 

d’incubar Na[o-COSAN] en el medi de cultiu de soques de glioblastoma multiforme 

(GBM), un tipus de càncer cerebral, gràcies a la tècnica de microscòpia FTIR amb una 

font de radiació de sincrotró. Aquests estudis van ser realitzats gràcies a la concessió 

d’un projecte per a l’ús d’aquesta tècnica en la línia de feix MIRAS al sincrotró ALBA. 

Aquests resultats van ser la prèvia per observar les interaccions amb biomolècules in 

vivo, addicionant quatre metal·labis(dicarballurs) en el medi de cultiu d’un model 

d’animal petit com els nematodes C.elegans i els seus embrions. 

Després, dos d’aquests compostos van ésser testats com a fàrmacs per la teràpia 

anticàncer BNCT en cultius de dues línies de GBM, amb resultats positius. Posteriorment, 

es van usar uns altres dos com a fàrmacs en una línia de GBM resistent per a radioteràpia 

amb raigs-X i raigs-γ, i també es va aplicar per primer cop en cultius una tècnica de 
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radioteràpia nova, anomenada PBFR, que requereix de compostos que continguin bor. 

Finalment els sis compostos van ésser provats com a antibiòtics en soques de bacteris 

Gram-positiu, Gram-negatiu i C.albicans, obtenint resultats positius. Cal remarcar que 

algunes d’aquestes soques eren resistents a múltiples fàrmacs. Els estudis físico-químics 

obtinguts a l’inici del capítol 2 van ajudar a explicar el diferent comportament dels sis 

compostos utilitzats. 

El fet que els bacteris Gram-negatiu continguin cations alcalinoterris en la seva 

estructura protectora de lipopolisacàrids ens va guiar cap a reportar per primer cop la 

síntesi i caracterització de les sals divalents de Ca2+ i Mg2+ de l’[o-COSAN]- i el [8,8’-I2-o-

COSAN]-. 

Capítol 3. Ús de l’[o-COSAN]- com a dopant per a COPs per la seva aplicació en energia 

verda.  

En aquest capítol s’utilitzen les sals de Cs+ i Na+ de l’[o-COSAN]- per a dopar COPs 

com el PEDOT. El fet d’incloure aquests compostos en una matriu polimèrica fa que es 

produeixi una sinergia que produeix materials doble redox-reversibles com el 

PEDOT:Cs[o-COSAN] i altres, que milloren les prestacions del PEDOT:PSS habitual. 

Aquestes millores són degudes en part a un canvi del potencial redox Co4+/3+ cap a valors 

més reductius, com a aplicabilitat d’aquestes millores es van estudiar aquests polímers 

com a catalitzadors per a la oxidació de l’aigua, millorant el PEDOT:PSS. A més a més, un 

mètode per calcular el pic d’oxidació Co4+/3+ a partir de les corbes catalítiques va ésser 

desenvolupat. Posteriorment, s’ha indagat en l’ús de l’[o-COSAN]- com a dopant de 

PEDOT i poli(pirrol) per a produir COPs que milloren els resultats de la catàlisi d’oxidació 

de l’aigua obtinguts en primer lloc. També es van utilitzar COPs que inclouen l’[o-

COSAN]- unit covalentment a un monòmer de pirrol.  
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1.1. El bor 
 

El nom del bor prové del mineral bòrax que a la vegada és un derivat del terme 

àrab bawraq i del persa burag, que es refereixen al color blanc.[1] 

El símbol elemental del bor és la lletra B, essent el cinquè element de la taula 

periòdica i el primer del grup 13. A la naturalesa el trobem en dos isòtops estables, el 

11B (80,1%) i el 10B (19,9%) de manera que la massa atòmica que prenem com a 

referència és 10,81 u. És l’únic element semimetàl·lic del grup 13, tractant-se d’un 

semiconductor. A la Figura 1.1 trobem la representació del bor a la taula periòdica i les 

seves característiques elementals. 

Figura 1.1. Representació del bor a la taula periòdica i les seves característiques elementals. 

Tot i no estar verificat, un dels primers usos del bor data de fa 4000 anys quan 

els babilonis importaven el bòrax des de Xina per a usar-lo com a fondent de l’or. També 

a l’antic Egipte s’utilitzava per a usos medicinals i com a momificador. Ja de forma 

documentada al s. XII era utilitzat pels orfebres europeus.[2] 

Encara que el bòrax té una llarga història el bor no va ser aïllat fins el 1808 per 

Sir Humpry Davy, Gay Lussac i Thénard, quan van reduir l’àcid bòric amb potassi 

metàl·lic, anomenant el nou producte com a boracium[3] i posteriorment identificat com 
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a element per Berzelius el 1824.[4] Finalment va ser aïllat amb una puresa del 99% per 

Weintraub el 1909.[5] 

Podem veure a la Figura 1.2. el diagrama de fases dels quatre al·lòtrops principals 

del bor: α-romboidal; β-romboidal, que és el més habitual, en podem veure l’estructura 

cristal·lina a la Figura 1.2 b); γ i β-tetragonal.[6] Així com el carboni, el bor elemental 

forma grans xarxes covalents, però basades en icosaedres B12, excepte l’al·lòtrop γ basat 

en una disposició tipus NaCl amb icosaedres i parells diatòmics B2. Com  a curiositat a 

l’estat amorf del Bor es troben icosaedres alineats de forma aleatòria.[7]  

Figura 1.2. a) Diagrama de fases dels al·lòtrops del bor, extret de: [6]. b) Estructura cristal·lina de l’al·lòtrop 
β-romboidal del bor, extret de: [8]. 

L’al·lòtrop β-romboidal es presenta com un sòlid negre marronós brillant, com 

veiem a la Figura 1.3, la manera habitual en la que veiem el bor. 

Figura 1.3. Cristalls de bor en forma β-romboidal. 
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1.2. Borans i clústers 
 

El bor es troba majoritàriament en estat d’oxidació formal III, de manera que 

combinat amb l’oxigen es pot obtenir l’òxid de bor B2O3 o trihalurs amb els halògens 

com el bromur de bor BBr3. Aquests últims adopten una estructura trigonal plana i 

poden actuen com a àcids de Lewis degut al poder electroatraient del halurs, formant 

per exemple l’anió tetrafluoroborat BF4
- o adductes amb bases de Lewis com pot ser el 

dietilèter BF3·OEt2, compost usat com a referència en els espectres d’RMN amb nuclis 

de bor. 

El bor però, és un element amb característiques que el fan especial, més enllà de 

la química clàssica dels elements. Estem parlant dels borans, la combinació de bor i 

hidrogen BxHy que tot i semblar el germà de la química orgànica basada en les cadenes 

de carboni ens obre un món diferent i amb moltes possibilitats. Els borans van ser 

descoberts per Alfred Stock el 1912 al ser sintetitzats a partir del bòrax,[9] ja que aquests 

no es troben a la natura. Al ser tant reactius, Stock va idear el sistema de línia de buit 

per poder treballar amb ells. 

Després de la II Guerra mundial es van invertir grans quantitats de diners en la 

síntesi de borans per part dels dos protagonistes de la guerra freda, la Unió Soviètica i 

els Estats Units, ja que foren utilitzats en combustibles per a coets.[10] Tot i ser finalment 

descartats com a combustibles degut a la seva perillositat, aquest fet va contribuir a la 

seva investigació i rellevància, de tal manera que va portar a que el 1976 s’atorgués el 

premi Nobel de Química a William Lipscomb,[11] del qual em parlarem més endavant, i 

el 1979 a Herbert Brown i Georg Wittig pel seu desenvolupament com a reactius en 

síntesi orgànica.[12] 

La unitat bàsica dels borans és el diborà B2H6, podem observar-ne l’estructura a 

la Figura 1.4, on ja hi veiem un tret diferencial, que es tracta de l’enllaç de tres centres i 

dos electrons (3c, 2e-). A partir d’aquí aquestes peces es poden anar unint fent 

estructures de fins a 20 àtoms de bor tot i que l’habitual és entre 2 i 12, i a diferència 

del carboni, els borans formen clústers polièdrics. El fet que el bor disposi de quatre 

orbitals i tres electrons de valència porta a que el bor tendeixi a formar enllaços entre si 
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mateix B-B i amb l’hidrogen, tot formant clústers.[13] El diborà i el tetraborà (B4H10) 

enllaça els bors entre si mitjançant els enllaços tricèntrics amb l’hidrogen, però a partir 

del pentaborà (B5H9) l’esquelet del clúster es forma mitjançant enllaços B-B i comença a 

formar tant poliedres tancats on els àtoms de bor actuen com a vèrtexs, com el 

pentaborà en forma de tetraedre o el dodecaborà ([B12H12]2-) en forma d’icosaedre, com 

oberts, sent-ne un exemple el decaborà (B10H14).  

Figura 1.4. Estructura de Lewis del diborà (B2H6), les línies guionitzades simbolitzen els enllaços de tres 
centres i dos electrons. 

Els borans són compostos incolors, blancs o groguencs que poden ser neutres o 

aniònics de naturalesa diamagnètica. Els que tenen pocs àtoms de bor són gasosos i 

reactius i a mesura que el nombre de vèrtexs incrementa passen a ser líquids o sòlids 

estables tèrmicament.[14] 

Tot i que a dia d’avui es pot explicar mitjançant els orbitals moleculars, a mitjans 

del s. XX Lipscomb va descriure els tres tipus d’enllaços a partir dels quals s’articulen els 

borans usant el model de Lewis,[15,16]: enllaços de tres centres i dos electrons B-H-B, on 

l’hidrogen actua de pont; enllaços de tres centres i dos electrons B-B-B; i enllaços de dos 

centres i dos electrons, B-B o B-H. Com ha sigut mencionat, gràcies a aquests treballs 

Lipscomb va rebre el premi Nobel de Química el 1976. 

A inicis de la dècada dels setanta Kenneth Wade va formular la teoria de parells 

d'electrons esquelètics polièdrics o PSEPT,[17] desenvolupada posteriorment per Michael 

Mingos,[18] que proveeix de normes que ens ajuden a predir i a comptar els electrons de 

valència en l’estructura dels clústers com els borans o els carborans. D’aquesta manera, 

la teoria és més coneguda com a les normes de Wade-Mingos. 

Depenent del nombre d’electrons per vèrtex s’utilitzen diferents normes, en el 

cas dels clústers o heteroclústers de bor s’utilitzen les normes 4n, on 4 és el nombre 
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d’electrons per vèrtex i n és el nombre de vèrtexs. En aquests clústers les estructures 

estan basades en deltaedres, essent aquests poliedres on les seves cares són triangles 

equilàters. Els clústers tipus 4n poden ser classificats segons si són deltaedres complets 

o els hi falten vèrtexs i per tant, cares triangulars. Els que són complets s’anomenen 

clústers closo- i els electrons es compten amb la fórmula 4n+2, si els falta un vèrtex tenen 

el prefix nido- i el recompte d’electrons es regeix per la fórmula 4n+4 i si manquen dues 

cares tenen s’anomenen arachno- i el nombre d’electrons segueix la fórmula 4n+6. Tot 

i que hi ha pocs casos també existeixen els clústers hypho- on hi falten tres vèrtexs. 

Les estructures dels clústers es prediuen a partir dels poliedres regulars closo- i 

es formen els nido- i els arachno- eliminant-ne els vèrtexs, com podem veure al diagrama 

de la Figura 1.5. 

Figura 1.5. Diagrama d’estructures dels clústers closo-, nido- i arachno-, amb 9, 10, 11 i 12 vèrtexs. Els 
hidrògens B-H-B estan omesos. Adaptat de: [19]. 

Més endavant, el 2001, Eluvathingal Jemmis va descriure les normes mno que 

són complementàries a les de Wade-Mingos i que descriuen de forma més acurada 

l’estructura dels clústers formats per múltiples poliedres.[20,21] 
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1.3. Carborans i metal·lacarborans 
 

Una opció que obren els clústers de bor és la possibilitat de reemplaçar un o varis 

àtoms de bor per un heteroàtom, sent els més utilitzats C, Si, N, P, As, Sb, O, S, Se i/o Te 

formant així els heteroborans o heteroclústers.[22] Els més estudiats, i en els que ens 

centrarem, són els coneguts com a carborans, on un o més àtoms de carboni 

substitueixen els àtoms de bor.  

El sistema de recompte d’electrons és el mateix; tenint en compte que cada àtom 

d’hidrogen suma 1 electró, cada B en suma 3 (el de l’enllaç amb l’hidrogen i 2 que aporta 

al clúster) i el carboni n’aporta 4; per satisfer la norma 4n+2 el closo-dodecaborà ha de 

ser un dianió, [B12H12]2-, mentre que el dicarba-closo-dodecaborà és neutre, C2B10H12.  

La fórmula molecular general dels carborans és [CnBmHn+m+p]x- on n és el nombre 

d’àtoms de carboni, m el nombre d’àtoms de bor, p és el nombre d’hidrògens pontals i 

x la càrrega.[22] El carborà més conegut és el ja mencionat dicarba-closo-dodecaborà que 

presenta tres isòmers depenent de la posició dels àtoms de carboni. El primer en ser 

sintetitzat va ser el 1,2-dicarba-closo-dodecaborà el 1963 per Heying i col·laboradors,[23] 

també conegut com a orto-carborà. L’isòmer meta (1,7-dicarba-closo-dodecaborà) on hi 

ha un àtom de bor entre els dos carbonis, va ser sintetitzat per Dvorak i Grafstein 

escalfant l’orto-carborà a 450-500 oC al buit,[24] mentre que l’isòmer para (1,12-dicarba-

closo-dodecaborà) va ser sintetitzat pel mateix Heying i per Papetti, escalfant l’isòmer 

meta per sobre de 600 oC en les mateixes condicions, on s’aconsegueix un equilibri entre 

el meta i el para.[25] A la Figura 1.6 podem veure l’esquema dels tres isòmers. 

Figura 1.6. Esquema dels tres isòmers del C2B10H12 i com es poden transformar entre si. S’ometen els 
àtoms d’hidrogen. 

Tant els clústers com els heteroclústers de bor presenten una gran estabilitat a 

mesura que augmenta el nombre d’àtoms.[14] Aquesta estabilitat es deguda en gran part 
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a que els electrons que formen part dels clústers es troben realment deslocalitzats, 

formant així una estructura aromàtica 3D,[26–29] d’aquesta manera es sobrepassa el 

model de Lipscomb, ja que el moviment dels electrons dintre del clúster és lliure. 

Posteriorment Poater, Solà, Viñas i Teixidor han comparat amb profunditat 

l’aromaticitat 3D dels clústers amb l’aromaticitat orgànica clàssica 2D descrita per 

Hückel.[30–33]  

Els metal·laborans són els clústers de bor combinats amb metalls, en el cas de 

combinar un carborà amb àtoms metàl·lics, s’anomenen metal·lacarborans.[34,35] Els 

àtoms metàl·lics poden enllaçar-se per fora del clúster o de forma exo,[36–39] però els més 

estudiats són els que s’enllacen de tal manera que passen a ser un vèrtex més del clúster 

o enllaçats de forma endo. Els àtoms metàl·lics més grans com el Rh o l’Os es solen 

combinar en mode exo, mentre que els metalls més petits, tenen més tendència a 

combinar-se de forma endo.  

Dintre dels metal·lacarborans endo els més estudiats són els compostos tipus 

theta (θ), el nom ve donat per la forma de la lletra grega que simbolitza els dos lligands 

7,8-dicarba-nido-undecaborà o dicarballur que coordinen un àtom metàl·lic de transició 

de forma que aquest es converteix en un vèrtex comú d’ambdós clústers, essent els 

metalls coordinats més comuns el Co3+, Fe3+, Ni3+, Cu3+ i Au3+. El dicarballur és el derivat 

nido- de l’orto-carborà, que posseeix una càrrega negativa de -2.  

El primer metal·lacarborà tipus θ en ser sintetitzat va ser el compost [3,3’-Fe(1,2-

C2B9H11)2]- o ferrabis(dicarballur) sintetitzat per M. Frederick Hawthorne i col·laboradors 

el 1965.[40] En les últimes dècades s’ha popularitzat el nom FESAN, de FErro i SANdvitx, 

però en aquesta tesi l’anomenarem [o-FESAN]-, per destacar-ne la càrrega i l’isomerisme 

orto del lligand dicarballur respecte de l’isòmer meta,[41,42] el [m-FESAN]-, que és menys 

comú. Tot i no ser el primer en ser sintetitzat, el metal·labis(dicarballur) més estudiat és 

el cobaltabis(dicarballur) o [o-COSAN]-,[43] que també disposa d’un isòmer meta, el [m-

COSAN]-,[41] sintetitzats també per Hawthorne. La diferència entre els isòmers orto i 

meta  és que en el meta s’utilitza com a lligand el [7,9-dicarba-nido-C2B9H11]2- en 

comptes del [7,8-dicarba-nido-C2B9H11]2-, mencionat anteriorment. Més tard s’han 

sintetitzat també els compostos tipus θ de Ni,[44] Cr,[45] Cu, Au i Pd.[41,46] En un principi 

aquests tipus de metal·lacarborans s’anomenaren tipus sandvitx, d’aquí l’abreujament, 
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però al observar que el centre metàl·lic també participava del moviment lliure 

d’electrons,[47] es va decidir anomenar als metal·labis(dicarballurs) com a compostos 

tipus θ.[48] Aquesta diferenciació ve de que aquests compostos sovint es presenten com 

a anàlegs del ferrocè, en els que el Fe2+ coordina dos ciclopentadienils, similars a la cara 

oberta C2B3 dels lligands nido, però en el ferrocè el metall no participa de l’aromaticitat, 

mentre que en els compostos tipus θ si que ho fa, fent que aquest tipus de molècules 

presentin una aromaticitat global. 

La base de la recerca realitzada en aquesta tesi són l’[o-COSAN]-, l’[o-FESAN]- i 

els derivats d’ambdós. En menor mesura també apareixeran els seus isòmers [m-

COSAN]- i  [m-FESAN]-. A la Figura 1.7 podem observar l’estructura dels isòmers orto. 

Figura 1.7. Estructura de l’[o-COSAN]-, l’[o-FESAN]- i un orto-metal·lacarborà tipus θ genèric amb la 
numeració dels vèrtexs indicada, on s’observa el metall al vèrtex 3,3’ compartit pels dos clústers nido-. 

La síntesi convencional d’ambdós compostos parteix de la degradació parcial de 

l’orto-carborà utilitzant 5 equivalents de KOH en EtOH per obtenir el compost [7,8-

dicarba-nido-C2B9H12]-,[49] com podem veure a la Figura 1.8 a). Posteriorment utilitzant 

una base forta com tBuOK, NaH o nBuLi en THF sec es desprotona el compost, com 

s’observa a la Figura 1.8 b), per deixar la cara C2B3 oberta, obtenint el dianió dicarballur. 

Finalment, s’afegeixen CoCl2 o FeCl2 anhidres de manera que el metall queda complexat 

formant el metal·labis(dicarballur) respectiu, com es pot veure a la Figura 1.8 c).[40,43] En 

el cas de l’[o-COSAN]- els ions Co2+ desproporcionen a Co3+ i Co metàl·lic, de manera que 

el Co3+ es coordina directament amb els dicarballurs, mentre que el Fe2+ coordina amb 

els lligands formant [o-FESAN]2-, compost molt reductor que s’oxida a l’entrar en 

contacte amb l’aire formant l’[o-FESAN]-. Recentment Viñas i col·laboradors han 
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proposat una nova metodologia per la síntesi de l’[o-COSAN]- basada en escalfar el CoCl2 

(anhidre o no) i el [HNMe3][7,8-dicarba-nido-C2B9H12] sòlids durant 3-5 minuts, essent 

aquest mètode més ràpid i menys contaminant que el clàssic.[50] 

Figura 1.8. a) Degradació parcial de l’o-carborà, b) desprotonació del [7,8-dicarba-nido-C2B9H12]- i c) 
coordinació del catió metàl·lic per part dels dos anions dicarballur per formar el compost tipus θ. 

L’[o-COSAN]- i l’[o-FESAN]- són compostos monoaniònics, degut a la suma de 

càrregues dels dos lligands dicarballur, -4 en total, i +3 del centre metàl·lic. El fet que 

siguin compostos aromàtics resulta en que aquesta càrrega esta deslocalitzada en tota 

la molècula i, al estar formats per 45 àtoms, la densitat de càrrega és molt baixa.[51] En 

part per això aquestes molècules posseeixen una gran estabilitat tèrmica i química. 

Ambdós compostos es poden caracteritzar mitjançant les tècniques habituals en 

química, observant-hi una de les principals diferències en els diferents espectres d’RMN, 

mentre que l’[o-COSAN]- posseeix senyals de desplaçament químic dintre dels límits 

habituals, les senyals de 1H{11B}-RMN  de l’[o-FESAN]- posseeixen una amplada espectral 

d’aproximadament 80 ppm i de 600 ppm aproximadament en l’espectre 11B{1H}-RMN, 



Capítol 1: Introducció als clústers de B i els metal·labis(dicarballurs) 
 

12 

al tractar-se d’un compost paramagnètic. Podem veure els espectres 11B{1H}-RMN 

d’ambdós compostos a la Figura 1.9. 

Figura 1.9. Espectres 11B{1H}-RMN en d6-acetona de a) Na[o-COSAN] i b) Na[o-FESAN]. 

L’espectre FTIR d’ambdós metal·labis(dicarballurs), mostrats a la Figura 1.10 ens 

mostra els senyals habituals, a aproximadament 3030 cm-1 trobem les vibracions dels 

enllaços dels carbonis del clúster-hidrogen (Cc-H) i a 2515 cm-1 s’observa una senyal 

intensa i característica que correspon a la vibració dels enllaços B-H, no hi ha altres grups 

orgànics que apareguin en aquesta zona. A tractar-se de les sals sòdiques podem 

observar les senyals que corresponen a les vibracions O-H, a 1600 cm-1  i H-O-H, de les 

aigües coordinades al Na+ a 3590 cm-1. 
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Figura 1.10. Espectres FTIR de Na[o-COSAN] en taronja i Na[o-FESAN] en vermell. 

Utilitzant espectrometria de masses MALDI-TOF s’obtenen els pics que 

corresponen a la relació m/z dels anions [o-COSAN]- i [o-FESAN]-. A la Figura 1.11 podem 

veure aquests pics, d’on es destaca la riquesa isotòpica dels anions, que és un reflex dels 

dos isòtops principals que formen els àtoms de B.  

Figura 1.11. Espectres de masses MALDi-TOF a) del Na[o-COSAN] i b) Na[o-FESAN]. 

La primera estructura cristal·lina obtinguda va ser la del Cs[o-COSAN] el 1967,[52] 

on no es va poder determinar la posició relativa dels carbonis del clúster (Cc), més tard, 

el 1982, els cristalls de [HNEt3][o-COSAN] van revelar que els Cc es trobaven en posició 

cis. Les distàncies trobades entre el Co i les cares C2B3 van ésser molt semblants ser de 

1,476 i 1,466 Å respectivament, tot i que les distàncies Cc-Co i B-Co, eren lleugerament 

diferents, sent aquestes de 2,046 i 2,097 Å respectivament.[53] El primer cristall de l’[o-
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FESAN]- va costar més, fins que el 1991 es va trobar utilitzant el [Fe(C5Me5)2]+ com a 

catió.[54] Els Cc també es troben en la conformació cis. 

En els metal·lacarborans tipus θ trobem dues possibilitats de reactivitat 

diferenciades, els vèrtexs Cc-H i el B-H. En el cas dels Cc-H tret d’algunes excepcions,[55–

58] la substitució en aquests vèrtexs es dona incorporant els substituents al clúster de 

l’orto-carborà, amb la degradació parcial del clúster closo- a nido- per acabar amb la 

reacció de complexació, seguint els procediments de la Figura 1.8,[59–62] en comptes 

d’introduir substituents en el metal·lacarborà directament. En canvi els vèrtexs B-H es 

poden substituir directament, essent els vèrtexs B(8) i B(8’), veure Figura 1.7, els més 

reactius.[53,63,64] Aquestes posicions es troben a les antípodes dels Cc de manera que 

presenten certa densitat de càrrega negativa que afavoreix la substitució nucleòfila 

induïda per una reacció electrofílica (EINS),[65] en trobem un exemple a la Figura 1.12 a). 

Un exemple d’EINS es dona quan el BF3·Et2O s’utilitza com a àcid de Lewis fort 

(podent-se utilitzar també un àcid fort de Brønsted-Lowry) per extraure el protó de la 

posició B(8) i el dioxà (C4H8O2) actua com a nucleòfil, podent-se obtenir així compostos 

tipus zwitterió com l’[o-COSAN-dioxanat][66,67] o l’[o-FESAN-dioxanat];[68] com es pot 

veure a la Figura 1.12 a). Com s’il·lustra a la Figura 1.12 b), l’enllaç entre el B(8) i el grup 

oxoni és molt reactiu i permet l’obertura de l’anell utilitzant nucleòfils o bases de Lewis, 

com halògens i tiols,[69,70] alcòxids,[67,71] nucleòsids,[72] pirrolils[73] i derivats de l’orto-

carborà,[74–76] que queden enllaçats al clúster mitjançant el di-èter.  

Figura 1.12. a) Obtenció del metal·labis(dicarballur)-dioxanat mitjançant una reacció tipus EINS. b) Reacció 
d’obertura de l’anell del dioxà quan està enllaçat a un metal·labis(dicarballur). 
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Els halògens ens permeten realitzar substitucions electròfiles als 

metal·labis(dicarballurs), obtenint cloro-derivats[41,77–79], bromo-derivats[80] i iodo-

derivats,[80,81] essent els vèrtexs més reactius els B(8,8’), després els B(9,9’,12,12’) i 

finalment els B(10,10’). En aquest treball seran utilitzats els di-iodo-derivats de l’[o-

COSAN]- i l’[o-FESAN]-, el [8,8’-I2-o-COSAN]-[82] i el [8,8’-I2-o-FESAN]-;[83,84] podem 

observar el di-iodo-derivat genèric a la Figura 1.13 a). Els halo-derivats, sobretot els de 

iode, permeten la formació d’enllaços B-C mitjançant reaccions de tipus cross-coupling, 

com les tipus Kumada utilitzant reactius de Grignard,[82,85] reaccions Sonogashira[86] o 

formant enllaços B-Cvinil mitjançant les reaccions Heck, Negishi o Suzuki-Miyaura;[87] 

podent així substituir els metal·labis(dicarballurs) amb grups orgànics enllaçats al bor, 

en trobem un esquema a la Figura 1.13 b).  

Figura 1.13. a) 8,8’-di-iodo-metal·labis(dicarballur). b) Esquema d’un compost B-C substituït mitjançant 
una reacció tipus cross-coupling. 

 

1.3.1. Característiques fisicoquímiques dels 

metal·labis(dicarballurs) 
 

Un cop introduïdes l’estructura, la síntesi, la caracterització i la reactivitat dels 

compostos amb els que treballarem en la tesi passarem a veure algunes de les seves 

característiques més importants. 

Recentment l’estudi dels compostos tipus θ s’ha encaminat cap a l’exploració de 

les seves propietats físico-químiques un cop descobertes moltes de les possibilitats que 

ofereix la seva derivatització. Dues de les seves propietats més importants són la 

capacitat d’autoensamblatge i l’activitat redox que veurem posteriorment.  
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Com s’ha mencionat abans es tracta de molècules molt estables i amb una 

densitat de càrrega molt baixa.[51] Tot i ser compostos aniònics són hidrofòbics, de 

manera que els metal·labis(dicarballurs) neutres (com l’[o-COSAN-dioxanat] i l’[o-

FESAN-dioxanat]) només solen solubles en medis orgànics.[34] D’altra banda en els 

compostos aniònics, aquells que tinguin un contracatió gran, és a dir, amb poca densitat 

de càrrega, com Cs+ o [NMe4]+, només es dissoldran en solvents orgànics, però les sals 

de metalls alcalins (o de protó) més petits com H+, Li+, Na+ i K+ son solubles tant en medi 

aquós com orgànic. Aquest fet ens permet triar el catió segons les necessitats. En la 

síntesi, els metal·labis(dicarballurs) aniònics es precipiten normalment com a sals de Cs+ 

o [NMe4]+, que són insolubles en aigua. Tot seguit aquests cations poden ser 

intercanviats pels cations H+, Li+, Na+ o K+ (o qualsevol altre catió que doni una sal més 

soluble en aigua que la original) mitjançant un sistema de cromatografia d’intercanvi 

catiònic, utilitzant una columna farcida amb una resina d’intercanvi catiònic carregada 

amb el catió que es vulgui.[88] D’altra banda si es vol tornar a la sal amb el catió menys 

soluble, aquestes es poden re-precipitar en aigua.  

1.3.1.1. Enllaços d’hidrogen, dihidrogen, halogen i capacitat d’autoensamblatge 
El fet que els metal·labis(dicarballurs) tinguin parts de la molècula amb polaritats 

diferents fa que tinguin un comportament molt semblant al dels surfactants clàssics, tot 

i no tenir l’estructura habitual de ‘’cap polar’’ i ‘’cua apolar’’. Que els compostos tipus θ 

tinguin hidrògens de tipus àcid i altres de tipus hidrur fa que formin enllaços d’hidrogen 

o dihidrogen entre ells de manera que formen estructures supramoleculars.  

El primer precedent va ser en el 2001, quan Raston i Hardie van descriure en el 

formació d’enllaços dihidrogen Cc-H···H-B, a partir de l’estructura cristal·lina del 

[Na(2.2.2)-criptat] de l’[o-COSAN]-,[89] com podem veure a la Figura 1.14 a). 

El 2006, es van veure enllaços B-H···H-C a l’enllaçar covalentment els bors B(8) i 

B(9’) de dos ciclopentadienil-cobaltacarborà.[90] Posteriorment, utilitzant els mateixos 

compostos monohalogenats es van observar enllaços tipus halogen Cc-H···X-B 

(X=I>Br>Cl) en dues dimensions en les estructures cristal·lines com poden veure en la 

Figura 1.14 b).[91] 
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Figura 1.14. a) Estructura cristal·lina de l’[o-COSAN]- on s’observa la formació d’enllaços dihidrogen 
simples i dobles. Extret de: [89]. b) Estructura cristal·lina del ciclopentadienil-cobaltacarborà monoiodat 
on es poden apreciar els enllaços Cc-H···I-B en dues dimensions. Codi de colors: B en rosa, C en gris, H en 
blanc, Co en blau i I en violeta. Extreta de: [91]. 

Més endavant, també es va 

comprovar que la sal de Na+ i de H+ 

dels compostos tipus θ produeixen 

aquestes interaccions en medi aquós, 

podent l’[o-COSAN]- formar enllaços 

dihidrogen intermoleculars, tot 

assemblant estructures 

supramoleculars en tres 

dimensions.[92] 

El 2011 Bauduin i 

col·laboradors varen estudiar en 

profunditat l’autoensamblatge del 

H[o-COSAN] en aigua i varen observar 

que a concentracions inferiors a 13 

mM, el compost forma vesícules 

monocapa esfèriques d’un diàmetre 

de 40 nm, i a concentracions més 

grans de 13 mM aquest forma 

micel·les constituïdes per 14 anions 

[o-COSAN]-
, que tenen un diàmetre de 

2,32 nm.[48] La concentració 

esmentada s’anomena concentració 

micel·lar crítica (CMC), per sota d’aquesta concentració només s’hi troben vesícules a la 

Figura 1.15. Esquema de les vesícules de H[o-COSAN] 
a dalt i representació de les micel·les a baix a la dreta. 
Extret de: [48].  
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solució i per sobre coexisteixen vesícules i micel·les. Podem veure’n ambdues 

representacions a la Figura 1.15. 

Estudis teòrics recents varen aclarir el perquè tan l’arquitectura molecular tant 

diferent dels clàssics tensioactius com la dels compostos tipus θ tenen propietats 

surfactants.[93] La formació de les estructures supramoleculars per part dels anions [o-

COSAN]- es dona perquè en aigua el rotàmer més estable de l’[o-COSAN]-  és el cis i els 

vèrtexs Cc-H es troben en una zona comuna actuant com a ‘’cap polar’’ i la resta de la 

superfície de la molècula amb els enllaços B-H actua com a ‘’cua apolar’’. Aquest fet fa 

que a través dels enllaços dihidrogen de diferents polaritats la molècula pugui formar 

aquests agregats en solució aquosa, que també observem en la seva estructura 

cristal·lina, a la Figura 1.14 a) en mode simple i doble.[94] A part de l’estructura la 

diferència amb els tensioactius més coneguts és que el [o-COSAN]- forma vesícules 

monocapa mentre que els surfactants habituals formen una bicapa.[48] 

Figura 1.16. Representació de les lamel·les de H[8,8’-I2-o-COSAN]. Extret de: [95]. 

Indagant més en l’autoensamblatge el mateix grup va estudiar les propietats del 

H[8,8’-I2-o-COSAN], on a concentracions del compost més baixes de 9 mM, en solució 

aquosa també es varen detectar vesícules, però a concentracions més altes de 9 mM es 

varen observar lamel·les, formades per una capa monomolecular de [8,8’-I2-o-COSAN]-, 

com podem veure a la Figura 1.16. Aquest fet es dona gràcies als enllaços d’hidrogen 

intermoleculars entre els B-H i el Cc-H, gràcies a la orientació trans  dels dos clústers.[95] 
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1.3.1.2. Activitat redox 
El  fet que els carborans incorporin un metall els proporciona propietats 

electroquímiques que juntament amb la deslocalització electrònica poden ser d’interès. 

Els metal·labis(dicarballurs) més estudiats electroquímicament són l’[o-COSAN]-, l’[o-

FESAN]- i l’[o-NISAN]- (que coordina Ni3+), però també s’han trobat els potencials 

d’aquells que coordinen Cu, Ru, Rh, Pd i Au.[96,97] 

Els metalls de transició que són coordinats pels dos dicarballurs, formant els 

compostos tipus θ, poden proporcionar als compostos fins a tres potencials (E1/2) 

d’oxidació/reducció (M4+/3+, M3+/2+ i M2+/+) depenent del metall i el lligand poden haver-

hi variacions en els potencials i en la finestra electroquímica. Un exemple de com es pot 

jugar amb els potencials variant el metall són les sals de metil viològen, [MV]2+, dels dos 

metal·labis(dicarballurs) més estudiats. El [MV][o-COSAN]2 presenta es potencials 

Co4+/3+, Co3+/2+ i Co2+/+ a 1,22; -1,75 i -2,64 V vs. Fc+/Fc, mentre que els potencials Fe4+/3+ 

i Fe3+/2+ del [MV][o-FESAN]2 es troben a 0,76 i -0,78 V vs. Fc+/Fc.[98] Podem veure com el 

Co fa que els potencials redox es donin en voltatges més oxidatius. 

Taula 1.1. Valors del potencial redox Co3+/2+ per cobaltabis(dicarballurs) amb diferents substituents. 

Mitjançant la funcionalització dels lligands dicarballur que coordinen Co3+ podem 

veure com la substitució dels hidrògens en els vèrtexs Cc-H de la cara coordinant C2B3 fa 

que els potencials esdevinguin més oxidatius que en l’[o-COSAN]-, fet que ocorre també 

a l’hora d’halogenar en els vèrtexs B-H. D’altra banda, el fet de substituir els enllaços B-

Metal·labis(dicarballur) Potencial E1/2 (V vs.  Fc+/Fc ) 

M L1 L2 Catió Co3+/2+ Ref 

Co3+ 

[7,8-nido- C2B9H11]2- [7,8-nido- C2B9H11]2- [MV]2+ -1,75 [98] 

[7-Tioph-7,8-C2B9H10]2- [7-Tioph-7,8-C2B9H10]2- [NBu4]+ -1,46 [99] 

[7-SEt-7,8-C2B9H10]2- [7-SEt-7,8-C2B9H10]2- [NMe4]+ -1,45 [100] 

[7-Me-7,8-C2B9H10]2- [7-Me-7,8-C2B9H10]2- [NMe4]+ -1,69 [100] 

[7,8-Me2-7,8-C2B9H9]2- [7,8-Me2-7,8-C2B9H9]2- [NMe4]+ -1,54 [101] 

[10-Me-7,8-C2B9H10]2- [7,8-nido- C2B9H11]2- [NBu4]+ -1,90 [82] 

[10-Ph-7,8-C2B9H10]2- [7,8-nido- C2B9H11]2- [NMe4]+ -1,74 [82] 

[10-Me-7,8-C2B9H10]2- [10-Me-7,8-C2B9H10]2- [NBu4]+ -1,82 [102] 

[10-I-7,8-C2B9H10]2- [10-I-7,8-C2B9H10]2- [MV]2+ -1,25 [103] 

[4,5,10-I3-7,8-C2B9H8]2- [4,5,10-I3-7,8-C2B9H8]2- [MV]2+ -0,82 [98] 

[1,4,5,10-I4-7,8-C2B9H7]2- [1,4,5,10-I4-7,8-C2B9H7]2- [NMe4]+ -0,68 [102] 
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H per enllaços B-C utilitzant grups fenil o metil fa que els potencials siguin més negatius. 

Podem trobar-ne alguns exemples a la Taula 1.1, i recopilacions extenses a altres tesis 

del grup.[102,104–106] 

En el cas de l’[o-FESAN]- no hi ha hagut tants estudis i és difícil predir-ne una 

tendència. Trobem alguns exemples de ferrabis(dicarballurs) substituïts tant en els 

vèrtexs de Cc com de B a la Taula 1.2. 

Taula 1.2. Valors del potencial redox Fe3+/2+ per ferrabis(dicarballurs) amb diferents substituents. 

 

1.3.2. Aplicacions dels metal·labis(dicarballurs) 
 

A partir de les propietats prèviament descrites, com la formació d’estructures 

supramoleculars, la hidrofobicitat, la capacitat de formar enllaços d’hidrogen i 

dihidrogen, i l’activitat redox, podem trobar diverses aplicacions pels θ en els camps de 

la biomedicina, energia i medi ambient, la catàlisi i els materials.[111] 

1.3.2.1 Aplicacions en biomedicina i teràpies anticàncer 
A pesar d’haver estudiat prèviament l’absorció dels compostos tipus θ en 

diferents soques cel·lulars, recentment s’han estudiat a fons les interaccions d’aquests 

compostos amb els diferents tipus de biomolècules des del punt de vist químic, és a dir, 

fora d’un organisme viu. 

 En primer lloc el 2014 es va estudiar el creuament de membranes lipídiques 

artificials i liposomes, simulant la membrana cel·lular, utilitzant Na[o-COSAN] i Na[8,8’-

I2-o-COSAN], observant que els compostos creuaven les membranes sense trencar-les 

amb una cinètica concreta.[112] Tot i no tractar-se de metal·labis(dicarballurs), és 

Metal·labis(dicarballur) Potencial E1/2 (V vs. Fc+/Fc) 

M L1 L2 Catió Fe3+/2+ Ref 

Fe3+ 

[7,8-nido- C2B9H11]2- [7,8-nido- C2B9H11]2- [MV]2+ -0,78 [98] 

[7-Tioph-7,8-C2B9H10]2- [7-Tioph-7,8-C2B9H10]2- [NMe4]+ -0,74 [107,108] 

[7,8-Me2-7,8-C2B9H9]2- [7,8-Me2-7,8-C2B9H9]2- [NMe4]+ -0,94 [109] 

[7,8-Ph2-7,8-C2B9H9]2- [7,8-Ph2-7,8-C2B9H9]2- [NMe4]+ -0,87 [109] 

[10-I-7,8-C2B9H10]2- [10-I-7,8-C2B9H10]2- [MV]2+ -0,35 [98] 

[10-Br-7,8-C2B9H10]2- [10-Br-7,8-C2B9H10]2- Li+ -0,43 [110] 
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interessant comentar que recentment s’han utilitzat compostos tipus [B12X12]2-, on 

X=H,Br,Cl i I, com a vehicle, que han aconseguit transportar fàrmacs lipofílics a través de 

membranes artificials i cel·lulars.[113] 

Figura 1.17. Representació de les capes de Na[o-COSAN] que cobreixen una sola molècula de BSA. Extret 
de: [114]. 

A nivell d’aminoàcids es va trobar que els metal·labis(dicarballurs) 

interaccionaven mitjançant enllaços dihidrogen B-H···H-N amb la L-lisina i la L-arginina, 

que es troben protonades a pH=7,4, i la L-histidina que es troba protonada en un 10% a 

aquest pH. A partir d’aquesta interacció es van crear elèctrodes selectius utilitzant [o-

COSAN]-.[115,116] Els estudis recents de Fuentes, Viñas, Teixidor i col·laboradors revelen 

que aquestes interaccions es traslladen a les proteïnes, a l’afegir Na[o-COSAN] a una 

solució de la proteïna albúmina de sèrum boví (BSA).[114] Utilitzant la tècnica dynamic 

light scattering (DLS), es va observar com els cobaltabis(dicarballurs) rodegen la proteïna 

a mesura que la concentració del metal·lacarborà augmenta, com podem veure a la 

Figura 1.17. Les interaccions del Na[o-COSAN] amb els aminoàcids mencionats més la 

capacitat d’autoassemblatge pròpia del compost formen una capa que embolcalla la 

proteïna i la protegeix de la desnaturalització i evita que els enzims la utilitzin com a 

substrat.[114] S’ha estudiat també la interacció de la BSA amb derivats de l’[o-COSAN]-, 

de l’[o-FESAN]-, para-carborans i [B12H12]2-.[117] La interacció del Na[o-COSAN] també s’ha 
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apreciat amb el sèrum boví fetal (FBS) que conté una mescla de proteïnes, entre elles la 

BSA.[118] 

A l’hora d’estudiar els metal·lacarborans tipus θ amb l’ADN  s’han realitzat 

estudis amb Na[o-FESAN] i Na[o-COSAN]. Amb el ferrabis(dicarballur) i el seu hexa-cloro 

derivat es va trobar que els complexos s’intercalaven al mig de les dues cadenes d’ADN 

de doble cadena de tim de vedella (CT-dsDNA). Es van desenvolupar elèctrodes sensibles 

a la mutació de gens d’aquesta cadena, relacionada amb la malaltia de la fibrosi 

quística.[119] El CT-dsDNA també interacciona amb el Na[o-COSAN] de forma 

electrostàtica en una solució PBS, però a l’afegir 0,4 M de NaCl la interacció passa a ser 

intercalativa. Aquestes interaccions també es donen gràcies a la propietat dels 

cobaltabis(dicarballurs) de formar enllaços dihidrogen. Podem observar les corbes de 

fusió del CT-dsDNA, amb i sense presència de cobaltabis(dicarballur), a la Figura 1.18. En 

PBS, el CT-dsDNA en presència de Na[o-COSAN] fon abans que el control, mentre que a 

l’afegir NaCl el CT-dsDNA fon després, això indica que la interacció entre la cadena 

d’ADN és diferent depenent de la càrrega iònica. Així doncs es dona la interacció 

intercalativa amb càrrega iònica al medi, com podem veure a la Figura 1.18 b). [118] 

Figura 1.18. Corbes de fusió de CT-dsDNA (100 µM) en absència (línies negres) i en presència de Na[o-
COSAN] (20 µM) (línies vermelles). a) En PBS (0,1 M, pH=7,0) i b) en PBS (0,1 M, pH=7,0) + NaCl (0,4 M). 
Extret de: [118] 

A partir d’aquí,  el Na[o-COSAN] s’ha incubat en diverses línies cel·lulars com 3T3, 

THP-1 i HeLa,[120] en les línies de cèl·lules de glioblastoma U87, A375 i en els fibroblasts 

V79,[118] sense tenir-hi activitat citotòxica. Mitjançant espectroscòpia Raman, l’[o-

COSAN]- i el [8,8’-I2-o-COSAN]- es van poder localitzar en diferents zones dintre de les 

cèl·lules HEK293, com podem observar en la Figura 1.19.[121] Mitjançant ICP-MS s’ha 

pogut veure la biodistribució de l’[o-COSAN] en cèl·lules U87 i A375, entre els seus 
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diferents orgànuls i també dintre dels òrgans de ratolins.[118] Utilitzant una reacció 

d’intercanvi de radioisòtop en el Na[8-I-o-COSAN] es va obtenir el compost radiomarcat 

amb 124I i 125I, que va permetre fer estudis de biodistribució en ratolins i per les tècniques 

de PET i SPECT. Els resultats de biodistribució emprats amb les dues tècniques donen 

resultats concordants.[122] 

Figura 1.19. Imatges d’una cèl·lula HEK293 tractada amb 25 mM de Na[o-COSAN], es mostren les imatges 

químiques obtingudes per espectroscòpia Raman a 2570 cm-1 (pic ν(B-H)) i a 2950 cm-1 (pic ν(Cc-H)). Les 

zones roses indiquen les parts amb més concentració de compost. Extret de: [121]. 

L’aplicació en medicina més clara dels clústers de bor fins ara és el seu ús en la 

teràpia anticàncer BNCT, que és l’abreujament de Boron Neutron Capture therapy. Poc 

després de que James Chadwick descobrís el neutró com una de les partícules sub-

atòmiques, H.J. Taylor va observar que els àtoms de 10B són capaços d’absorbir-los si 

s’irradien termalment amb poca energia.[123] L’any posterior, el 1936, G.L. Locher va 

suggerir-ne la seva aplicació com a teràpia anticàncer.[124] Els isòtops 10B quan 

absorbeixen un neutró es tornen inestables de manera que alliberen 7Li3+, partícules-α 

amb una energia de 2,31 MeV i fotons γ, com es pot veure a la Figura 1.20 a dalt. Aquesta 

energia es suficient per matar les cèl·lules que continguin nuclis de 10B sense afectar les 

que les rodegen. Idealment aconseguint un fàrmac que incorpori 10B i sigui selectiu per 

cèl·lules cancerígenes es podrien eliminar tumors amb radioteràpia de neutrons sense 

afectar a la resta de teixits sans.[125,126]  

Amb aquesta finalitat s’han incorporat clústers de bor en pèptids,[127] 

nucleòtids,[128] micel·les[129] i altres materials i molècules, essent els compostos tipus θ, 

amb 18 àtoms de Bor, els que n’incorporen més per molècula. Recentment, Viñas i 

col·laboradors han enfocat la recerca en la síntesi de molècules que puguin actuar en 

multi-teràpia per obtenir el mateix efecte terapèutic amb dosis més petites. Això ha de 

fer disminuir els efectes secundaris dels tractaments contra el càncer i millorar les 
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condicions de vida dels pacients durant el tractament. Amb aquest objectiu varen 

sintetitzar noves molècules petites enllaçant carborans a fàrmacs usats en 

quimioteràpia,[130–133] i a nanopartícules ferromagnètiques[134,135] i d’or[136] per al seu 

possible ús en teràpies dobles: quimioteràpia + BNCT, termoteràpia + BNCT o 

fototeràpia + BNCT. 

Figura 1.20. Esquema de les reaccions de fissió nuclears BNCT (a dalt) i PBFR (a baix). Neutrons en verd i 
protons en vermell. 

A l’haver d’utilitzar-se fonts de radiació és un tractament més apte per a tumors 

superficials com càncers de pell, de llengua, de gola, d’ovari i testicle, de pit i cerebrals. 

Tot i haver-hi molts compostos amb un alt contingut de 10B, fins ara només dos 

fàrmacs s’han utilitzat en pacients reals amb tumors cerebrals i melanomes. Aquests dos 

compostos són la 4-borono-L-fenilalanina (BPA)[137] i el mercapto-closo-dodecaborà de 

sodi (Na2[BSH]).[138]  

Finlàndia és el país europeu pioner en el tractament de pacients utilitzant BNCT, 

més de 200 pacients van ser tractats en una instal·lació dedicada només a l’aplicació 

d’aquesta tècnica des del 1999 fins el 2012, quan va haver de tancar per raons 

financeres, a la ciutat d’Espoo.[139] Recentment s’ha construït una instal·lació nova a 

l’hospital de la Universitat d’Hèlsinki, utilitzant la font de neutrons nuBeam.[139,140] A la 

Figura 1.21 es pot veure un plànol del nou equipament. També s’ha iniciat l’estudi del 

tractament BNCT en animals domèstics com gats i gossos.[141,142] 
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Figura 1.21. Mapa de la instal·lació dedicada a l’ús del BNCT en pacients a l’hospital de la Universitat 
d’Hèlsinki i esquema de la font de neutrons nuBeam. Extret de: [139]. 

Choe i col·laboradors van proposar el 2019 utilitzar la reacció nuclear de fusió del 

protó i el 11B (PBFR) com a tractament anticàncer, de forma anàloga al BNCT[143] i ja se 

n’han estudiat consideracions prèvies.[144,145] Aquesta tècnica es basa en la fissió 

d’isòtops de 11B al ser irradiats amb protons, que descomponen en partícules-α i cations 

8Be4+*, que a la vegada descomponen en més partícules-α. Aquesta tècnica proposada 

presenta a priori dues avantatges respecte el BNCT, en primer lloc l’isòtop que es 

necessita és el majoritari en el B natural i en segon lloc, per cada isòtop que reacciona 

és desprèn una energia de 6,48 MeV, 2,8 vegades més que en el BNCT. Podem veure un 

esquema comparatiu entre les tècniques BNCT i PBFR a la Figura 1.20.  

Una altra teràpia d’irradiació testada recentment és utilitzant l’efecte Mössbauer 

que presenta l’isòtop 57Fe, que al ser irradiat amb raigs-X o γ ressona emetent fotons de 

la mateixa energia, podent-se utilitzar com a mètode d’imatge i teràpia a la vegada. 

Aquest mètode ha sigut provat per Viñas, Marques i col·laboradors en les línies de 

glioblastoma multiforme (GBM) U87 i RA amb bons resultats, utilitzant [o-57FESAN]- com 

a fàrmac.[146] 
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Els metal·labis(dicarballurs) també s’han provat com a agents antimicrobians 

contra bacteris, fongs i protoctists. Principalment s’han utilitzat derivats aniònics i 

zwitterions de l’[o-COSAN] contra soques de bacteris resistents a múltiples fàrmacs 

(MDRS)[147–150]  de les espècies E.coli, P.aeruginosa, S.aureus, S.epidermidis, E.faecalis i 

contra llevats C.albicans,[148,150] en alguns casos amb èxit. A la Figura 1.22 podem 

observar com un alcoxi-derivat del [8-I-o-COSAN]- atura el creixement d’un cultiu d’una 

soca  de S.aureus MDRS. Finalment l’[o-COSAN] i l’[o-FESAN] han resultat ésser tòxics 

contra el protoctist Dictyostelium discoideum.[120] Podem dir que els 

metal·labis(dicarballurs) són candidats a usar-se com a antibiòtic per a contrarestar 

aquelles espècies de microorganismes que poden ser nocives per als éssers humans. 

Figura 1.22. Cultius control i incubats amb 10 µg/mL i 100 µg/mL d’un alcoxi-derivat del [8-I-o-COSAN]-. 
Adaptada de: [147]. 

 
1.3.2.2 Aplicacions en materials i energia 

Les aplicacions dels metal·labis(dicarballurs) en el camp de l’energia venen 

definides en gran part gràcies a la reactivitat redox d’aquests compostos. Tot i això 

presenten una gran utilitat com a extracció de radionuclis en residus nuclears, havent-

se realitzat estudis extensos, per Viñas, Teixidor i col·laboradors, amb derivats Cc 

substituïts de l’[o-COSAN]-, com arils i polièters, on s’utilitza la hidrofobicitat dels 

compostos que són capaços d’extreure radionuclis com 90Sr2+, 137Cs+ i 152Eu3+, en 

extraccions líquid-líquid i a través de membranes líquides suportades.[60–62,151,152] 

Alguns materials que poden incorporar carborans o metal·labis(dicarballurs) són 

líquids iònics,[153]  siloxans,[154] o com a  funcionalitzadors de nanopartícules 

polimèriques.[155] Cal destacar l’ús dels clústers de bor en el seu ús com a lligands per a 

metal-organic frameworks (MOFs),[156] en materials versàtils[51,73,157–163] que poden tenir 
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diferents aplicacions pel que fa a emmagatzematge de líquids i gasos,[164–169] purificació 

de compostos,[170] catàlisi[171–175] i luminescència.[176]  

Tornant a les aplicacions relacionades amb l’activitat redox, el potencial catalític 

dels metal·labis(dicarballurs) es va desenvolupar en un primer moment amb complexos 

de Rh exo i endo.[171–174,177–180] En els últims anys, Guerrero i col·laboradors han 

desenvolupat l’ús del Na[o-COSAN] i cloro-derivats com a catalitzadors homogenis 

fotoredox per a l’oxidació d’alcohols,[181] l’epoxidació d’olefines amb càrrega catalítica 

molt baixa,[182] que es pot utilitzar en cooperació amb complexos de Ru[183] i que gràcies 

a unir-los no covalentment amb nanopartícules ferromagnètiques es poden usar també 

com a catalitzadors heterogenis.[184] 

El 2018 Teixidor i col·laboradors van proposar l’ús de metal·labis(dicarballurs) 

amb enllaços B-Naril com a molècules que puguin acumular un gran nombre d’electrons, 

essent aquelles que contenen dos compostos tipus θ enllaçats covalentment a través 

d’un grup bipiridina, tenint una capacitat d’acceptar o donar electrons comparable a la 

del ful·lerè i podent-se utilitzar en una varietat més gran de dissolvents.[185] El mateix 

grup, aquest mateix 2022 ha proposat l’ús dels metal·labis(dicarballurs) com a referència 

interna electroquímica, a certes concentracions els pics E1/2 dels compostos es 

mantenen estables front les possibles variacions, i el fet de poder-se utilitzar tant en 

medi aquós com orgànic i usar diferents referències segons el metall que tenen els dona 

una versatilitat que altres referències, com el Fc+/Fc no tenen.[186] 

L’aplicació en la que ens centrarem en aquesta tesi és en l’ús dels compostos 

tipus θ com a dopants aniònics de polímers orgànics conductors (COPs). Algun dels COPs 

més utilitzats són el poli(3,4-etilendioxitiofè) (PEDOT), el poli(pirrol) (PPy), la poli(anilina) 

(PANI), el poli(tiofè) (PTh) i el poli(furà) (PF), que han siguts utilitzats els últims anys en 

supercondensadors, bateries, electrocatàlisi, sensors i anticorrosius.[187] Els COPs es 

formen oxidant els seus monòmers, normalment de forma electroquímica formant una 

matriu polimèrica, que en el seu estat reduït és aïllant, de manera que requereix ser 

oxidada per a poder conduir electricitat. Que existeixin aquestes càrregues positives fa 

que necessàriament aquests compostos s’hagin de dopar amb anions, com podem veure 

a la Figura 1.23 a).[51,159,160] Els agents dopants més habituals són els clorurs, els nitrats, 
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els perclorats i el sulfats, tot i que també se n’han usat d’orgànics, polimèrics com el 

poli(estirè-sulfonat) (PSS), neutres com l’I2 i surfactants com el dodecilbenzè (DBS).[188] 

L’any 2000 Teixidor i col·laboradors van utilitzar l’[o-COSAN]- en 

l’electropolimerització del pirrol com a dopant. [51,159,160] Es va comprovar mitjançant XPS 

que l’[o-COSAN]- interaccionava amb quatre unitats pirrol, com es mostra a l’esquema 

de la Figura 1.23 b), i que el material obtingut superava el límit de resistència a la 

sobreoxidació del PPy dopat amb DBS o PF6
-.[51] 

Posteriorment mitjançant l’[o-COSAN-dioxanat] es va poder enllaçar un 

monòmer de pirrol covalentment al cobaltabis(dicarballur), obtenint el K[o-COSAN-

Py].[73]  Així doncs, es va poder obtenir un polímer format per monòmers pirrol i [o-

COSAN-Py]- i un altre format exclusivament per unitats [o-COSAN-Py]-. [51,159,160] En el cas 

del copolímer no s’observa cap pic de degradació a l’hora de sobreoxidar-lo essent un 

material més resistent que el PPy amb [o-COSAN]- lliure.  

Figura 1.23. a) Esquema de la reducció i oxidació del PPy per a convertir-se en aïllant o conductor. Adaptat 
de: [157] b) Esquema del PPy dopat amb [o-COSAN]-. Adaptada de: [94]. 

S’ha estudiat la influència d’utilitzar metal·labis(dicarballurs) amb diferents 

càrregues i composicions a l’hora de dopar el PPy[103,189,190] i com a capa conductora 

d’elèctrodes selectius d’ions,[191,192] entre altres aplicacions. També s’han dopat el 

PEDOT i el PTh.[99,193]  

Al llarg dels anys s’ha observat també que els cations que acompanyen l’[o-

COSAN]- i els seus derivats no juguen un rol innocent a l’hora de dopar els COPs. Ja des 

de l’inici es va comprovar que els cations alcalins es podien inserir o treure selectivament 
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de la matriu polimèrica utilitzant uns potencials concrets,[194] com podem veure a la 

Figura 1.24. Per altra banda, la proporció entre les unitats [o-COSAN]- i els monòmers 

d’EDOT en una matriu de PEDOT dopada amb el metal·lacarborà varia segons el catió 

que compensi la càrrega negativa del cobaltabis(dicarballur). En el cas d’usar les sals de 

Cs+ o H+ l’estequiometria EDOT/[o-COSAN]- és 2 a 1, mentre que utilitzant les sals de 

Na+, K+ o Li+ és de 3 a 1. Aquestes estequiometries diferents es manifesten en les 

propietats físico-químiques del material com la resposta electroquímica, la conductivitat 

electrònica, la conductivitat iònica i la capacitància.[195] Aquests materials es mostren 

prometedors per al seu ús com a supercondensadors.[105] 

Figura 1.24. Esquema de les voltametries cícliques (CV) utilitzades per a inserir o treure selectivament 
cations alcalins d’una matriu de PPy dopada amb [o-COSAN]-. Extreta de: [194]. 

 

1.4. Objectius i justificació del treball 
 

Els objectius generals d’aquesta tesi són aprofundir en el coneixement i les 

propietats dels metal·lacarborans tipus θ per la seva aplicació en biomedicina i com a 

dopants de COPs. Pel que fa a l’aplicació en biomedicina en primer lloc s’estudiaran les 

característiques físicoquímiques dels compostos que farem servir, per esbrinar la seva 

interacció amb les biomolècules, tant a nivell químic com in vitro i in vivo. Aquest 

coneixement ens guiarà cap a provar l’activitat dels metal·labis(dicarballurs) com a 

fàrmacs anticancerígens per multiteràpies i com a antibiòtics.  Es buscarà aprofundir en 

el coneixement dels ferrabis(dicarballurs) que són menys estudiats. Finalment veient la 
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millora que proporciona dopar el PEDOT amb cobaltabis(dicarballurs) es proposarà el 

seu ús com a catalitzadors de l’oxidació de l’aigua.  
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Sabem que els metal·labis(dicarballurs) són capaços de creuar membranes 

artificials semblants a les que trobem a les cèl·lules,[1] es van estudiar el Na[o-COSAN] i 

el Na[8,8’-I2-o-COSAN]  i més endavant s’exposaran en aquest treball els experiments 

amb el Na[o-FESAN] i el Na[8,8’-I2-o-FESAN]. Es va comprovar en cèl·lules HEK293 que 

l’[o-COSAN]- i el [8,8’-I2-o-COSAN]- podien creuar la membrana[2,3] i els podíem localitzar 

dintre de la cèl·lula mitjançant espectroscòpia Raman,[2] posteriorment es van fer 

estudis en les línies 3T3, THP-1 i HeLa[3] i en les línies de cèl·lules de glioblastoma U87, 

A375 i en els fibroblasts V79,[4] en ambdós casos amb [o-COSAN]-. En tots els casos ens 

trobem que els metal·labis(dicarballurs) no actuen com a citotòxics, sinó com a 

citostàtics,[3] no maten les cèl·lules sinó que aturen el creixement i un cop es canvia el 

medi les cèl·lules eliminen el compost, recuperen la seva morfologia i tornen al cicle 

cel·lular normal. 

Sabem a més a més que els metal·labis(dicarballurs) són inerts a les reaccions 

bioquímiques.[5] Partint d’aquestes bases podem estudiar la interacció, si n’hi ha, dels 

diferents metal·labis(dicarballurs) amb les biomolècules que formen les cèl·lules, per 

tant a tot ésser viu i a nosaltres mateixos. Abans d’aquest treball s’han fet diversos 

estudis de la interacció d’aquests compostos amb les proteïnes, per exemple amb la 

BSA, on l’[o-COSAN]- hi interacciona en dos modes diferents,[6] amb l’ADN que forma 

diferents interaccions amb l’[o-COSAN]- ,[4] l’[o-FESAN]- i el [8,8’,9,9’,12,12’-Cl6-o-FESAN]-

[7] i amb els fosfolípids com s’ha mencionat prèviament.[1] Durant el transcurs d’aquesta 

tesi s’han estudiat més a fons les propietats físico-químiques dels compostos tipus θ, 

portant a terme estudis que ens permeten diferenciar les característiques del Na[o-

COSAN], el  Na[o-FESAN], els seus derivats di-iodo i els seus isòmers meta. A partir d’aquí 

s’han completat estudis de les possibles interaccions d’aquests compostos amb els 

diferents tipus de biomolècules. S’ha aprofundit en l’estudi de creuament de 

membranes lipídiques i s’ha estudiat la interacció del Na[o-COSAN] amb un surfactant 

unit a una molècula de glucosa, per determinar quina és la possible interacció d’aquests 

compostos amb els hidrats de carboni, que encara no s’havia estudiat. També 

s’aprofundirà en l’estudi amb les proteïnes i  l’ADN, completant així, estudis amb els 

quatre tipus de biomolècules principals: lípids, glúcids, proteïnes i ADN. 

El fet que els metal·labis(dicarballurs) creuin la membrana cel·lular i 

interaccionin amb els biocomponents ens dona pistes que aquests poden tenir rols 
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importants en biomedicina. A la introducció s’ha parlat de la importància de l’aplicació 

dels clústers de bor en el BNCT i altres radioteràpies, durant aquesta tesi s’ha progressat 

fent estudis, in vitro, in vivo i d’irradiació anticàncer amb diferents 

metal·labis(dicarballurs) i també s’ha estudiat la seva activitat antimicrobiana i 

antifúngica. 

2.1. Propietats físico-químiques dels 

metal·labis(dicarballurs) 
 

2.1.1. Síntesi i caracterització de les sals de Ca2+ i de Mg2+ l’[o-

COSAN]- i el [8,8’-I2-o-COSAN]- 
 

El calci i el magnesi són dos elements alcalinoterris que actuen en rols essencials 

per la vida, en la seva forma com a cations divalents Ca2+ i Mg2+ adquireixen papers 

importants com és l’enllaç amb l’ATP i altres nucleòtids, en el cas del Mg2+, o la formació 

de les sals que integren els ossos, en el cas del Ca2+.[8]  

Les sals de Ca2+ i Mg2+ dels metal·labis(dicarballurs) no havien sigut sintetitzades; 

a l’apartat 2.5.2, en els estudis amb bactèries, veurem com el fet que aquests ions es 

trobin als lipopolisacàrids (LPS) d’alguns bacteris, ens va fer pensar en la possibilitat que 

aquestes sals s’arribessin a formar i es va decidir de fer-ne la síntesi al laboratori. De l’[o-

COSAN]- i el [8,8’-I2-o-COSAN]- se n’han sintetitzat les sals alcalines biocompatibles de 

Na+, Li+ i K+ a part de les sals de Cs+ i [NMe4]+ que s’obtenen de la síntesi dels anions, i la 

sal de H+.  

Les sals divalents d’aquests compostos van ser sintetitzades mitjançant el 

sistema de columna carregada amb una resina d’intercanvi catiònic, que podia ser 

carregada amb ions Ca2+ provinents del CaCl2 o Mg2+ provinents del MgCl2. A partir de 

[NMe4][o-COSAN] i de Cs[8,8’-I2-o-COSAN] es van obtenir el Ca[o-COSAN]2, el Ca[8,8’-I2-

o-COSAN]2, el Mg[o-COSAN]2 i el Mg[8,8’-I2-o-COSAN]2. Es va poder comprovar en cada 

cas que l’intercanvi s’havia produït correctament a través de la caracterització, en el cas 

de la sal de [NMe4][o-COSAN], els senyals del [NMe4]+ desapareixen en l’espectre RMN 

i en el cas del Cs[8,8’-I2-o-COSAN], a part de que els productes obtinguts són 

completament solubles en aigua, a l’espectre FTIR apareixen els pics de l’aigua 
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coordinada al catió, que no s’observa en el Cs+ ja que al ser un àcid de Lewis feble no 

coordina aigües. Aquestes quatre sals obtingudes es van caracteritzar mitjançant FTIR, 

RMN (1H-,1H{11B}-,11B-, 11B{1H}- i 13C{1H}-), TGA-DSC, MALDI-TOF-MS i anàlisi elemental. 

Totes elles són del color ataronjat o vermellós habitual dels cobaltabis(dicarballurs). 

A la Figura 2.1 podem trobar els espectres i gràfics obtinguts dels diferents 

mètodes de caracterització aplicats al Mg[o-COSAN]2, que l’utilitzarem com a exemple. 

A l’apartat a) s’observen els senyals clàssics ν(B-H) a l’espectre FTIR, a 2512 i 2581 cm-1, 

els ν(Cc-H) a 3039 i 3028 cm-1 i els que corresponen a l’aigua coordinada; en l’apartat b) 

observem el pic m/z a 324,02 habitual l’[o-COSAN]- i; als diferents espectres d’RMN als 

apartats c), d), e), f) i g) observem també els pics habituals d’aquest 

metal·labis(dicarballur) amb lleugeres diferències. A l’espectre 1H-RMN, observem la 

posició dels pics relatius a l’enllaç Cc-H a 4,02 ppm i el de les aigües de coordinació a 3,95 

ppm. Cal esmentar que en l’espectre 1H-RMN del Na[o-COSAN] el senyal de les aigües 

coordinades apareix a ≈2,80 ppm, en el cas de la sal de Mg2+ apareix a 3,95 ppm, degut 

segurament al caràcter àcid de Lewis més elevat en el cas del Mg2+. L’espectre 1H{11B}-

RMN a més a més de la senyal dels Cc-H ens mostra les ressonàncies dels àtoms 

d’hidrogen enllaçats exo-clúster als vèrtexs de B que apareixen a 3,40; 2,95; 2,75; 1,94; 

1,63 i 1,57 ppm. L’espectre 11B{1H}-RMN presenta 6 senyals a 6,95; 1,17; -5,56; -6,26: -

17,51 i -22,99 ppm d’intensitat relativa 1:1:1:3:2:1, que es desdoblen en l’espectre de 

11B-RMN degut a l’acoblament dels àtoms de B amb els àtoms d’hidrogen dels enllaços 

B-H. L’espectre 13C{1H}-RMN presenta una ressonància a 51,79 ppm dels Cc-H. Finalment 

a l’apartat h) trobem l’espectre de TGA-DSC on observem unes pèrdues de massa 

exotèrmica del 3,10 i el 4,33%, que equivaldrien a 3 molècules d’aigua coordinades al 

metall, de manera que podem dir que la fórmula química del sòlid obtingut és Mg[o-

COSAN]2 · 3H2O. Per últim l’anàlisi elemental obtingut (C= 13,64% i H= 7,15%) es 

correspon amb el de la fórmula C8H50B36Co2MgO3 (C= 13,24% i H= 6,94%). 
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Figura 2.1. Caracterització del Mg[o-COSAN]2. a) Espectre ATR-FTIR, b) espectre MALDI-TOF-MS, espectres 
d’RMN en d6-acetona: c) 1H-, d) 1H{11B}-, e) 11B-, f) 11B{1H}-, g) 13C{1H}- i h) TGA-DSC. 
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Taula 2.1. Resum de la caracterització dels compostos sintetitzats. Valors de nombre d’ona en cm-1, 
desplaçaments químics en ppm, massa molecular en Da i valors d’anàlisi elemental en %. 

 

A la Taula 2.1 podem veure el resum de la caracterització dels compostos, on no 

s’observen grans variacions entre les sals obtingudes tret del nombre d’aigües 

coordinades, que augmenta a 6 en el cas del Mg[8,8’-I2-o-COSAN]2, i la posició 

d’aquestes en l’espectre d’RMN, ja que apareixen a freqüència més alta en les sals de 

Mg2+ en comparació amb les de Ca2+, degut a la capacitat més àcida de Lewis del Mg2+ 

respecte el Ca2+. Això també pot explicar la hexacoordinació de la sal de magnesi del di-

iodo cobaltabis(dicarballur). Un altre fet destacat és el lleuger desplaçament cap a una 

freqüència més alta del senyal dels protons Cc-H en el cas del Mg[o-COSAN]2 respecte el 

Ca[o-COSAN]2. Podem veure a la Figura 2.2 les fórmules dels compostos sintetitzats amb 

les corresponents aigües de coordinació. 

Podem dir que per primer cop s’han sintetitzat i caracteritzat les sals divalents 

de Ca2+ i Mg2+ l’[o-COSAN]- i el seu derivat di-iodo. Una caracterització més àmplia, com 

la seva estructura cristal·lina, estudis d’agregació, etcètera ens permetria conèixer-ne 

més a fons les propietats i determinar les possibilitats de les seves aplicacions, tot i que 

temptativament algunes d’elles poden ser predites, com per exemple la solubilitat 

aquosa, que s’espera menor que la de les sals alcalines.[9] Aquest fet també obre la porta 

a la síntesi de les sals alcalinotèrries dels ferrabis(dicarballurs) i metal·labis(dicarballurs) 

que coordinin altres metalls. Per últim afegir que també han sigut sintetitzades sals 

alcalinotèrries de clústers de bor nido- i les sals di- i tri-valents de Fe2+ i Fe3+ de l’[o-

COSAN]-.[10] 
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Figura 2.2. Representació esquemàtica dels compostos obtinguts amb les seves aigües de coordinació. A 
dalt a l’esquerra: Ca[o-COSAN]2, a dalt a la dreta Ca[8,8’-I2-o-COSAN]2, a baix a l’esquerra: Mg[o-COSAN]2 
i a baix a la dreta Mg[8,8’-I2-o-COSAN]2. 
 

2.1.2. Estudi de les propietats fisicoquímiques d’interès del Na[o-

COSAN], el Na[o-FESAN], els seus isòmers meta i els derivats di-

iodats: conformació, estats d’agregació (DLS i TEM), 

electroquímica, lipofília i solubilitat 
 

Per als diferents estudis encaminats a la interacció amb les biomolècules i la seva 

posterior aplicació biomèdica s’han utilitzat sis metal·lacarborans tipus θ. Prèviament 

als experiments s’han estudiat algunes de les seves propietats físico-químiques que 

poden ser importants per diferenciar els compostos entre si i explicar-ne els resultats. 

Els compostos utilitzats seran l’[o-COSAN]- i l’[o-FESAN]-; els seus derivats di-iodo, el 

[8,8’-I2-o-COSAN]- i el [8,8’-I2-o-FESAN]-; i els seus isòmers meta, el [m-COSAN]- i el [m-

FESAN]-. En els sis casos s’utilitzaran les sals de Na+ per assegurar-ne la solubilitat en 

aigua. Totes elles inclouen 2,5 aigües coordinades al Na+ en estat sòlid, que seran 

omeses per escurçar o simplificar les fórmules. 
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*Estudis conformacionals 

La primera consideració important a l’hora de discernir els 

metal·labis(dicarballurs) són les conformacions que poden adquirir segons es tracti d’un 

isòmer orto- o meta-, que fan que el moment dipolar, induït per cadascun dels dos 

lligands [C2B9H11]2- de la molècula, canviï.[11] En el cas dels orto-metal·labis(dicarballurs) 

hi trobem 5 conformacions: cis-1 i cis-2, conformòmers que són equivalents i tenen 

moments dipolars dels dos lligands en direccions semblants; en el conformòmer trans 

tenen moments dipolars en direccions oposades i, finalment, gauche-1 i gauche-2, que 

també són equivalents. En els meta-metal·labis(dicarballurs) la diferència està en que 

entre els dos àtoms Cc hi ha un àtom de B, de manera que poden haver-hi tres 

conformòmers que són: cis, trans i gauche. A la Figura 2.3 podem veure el diagrama de 

totes les conformacions.  

Figura 2.3. Esquema dels isòmers orto i meta dels lligands icosaèdrics [C2B9H11]2-, els isòmers orto i meta  
dels metal·labis(dicarballurs) i les seves conformacions. Les fletxes indiquen el moment dipolar de cada 
clúster.  

Aquestes conformacions juguen un rol crucial quan parlem de l’autoassemblatge 

dels metal·lacarborans tipus θ, sabem que en solució aquosa la major part dels anions 

d’ [o-COSAN]- es troben en conformació cis, fet que dona lloc a la distribució de densitat 
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de càrregues que fa que actuï com a surfactant, ja que l’agrupació dels quatre Cc actua 

com a ‘’cap polar’’, mentre que la resta de la molècula actua com a ‘’cua apolar’’,[12]
 fet 

anàleg en el [o-FESAN]-. Aquesta disposició provoca un comportament similar al dels 

surfactants convencionals, en un règim diluït els orto-metal·labis(dicarballurs) formen 

vesícules d’un diàmetre entre 30 i 100 nm, tot i que també trobem molècules lliures, i a 

partir de la concentració micel·lar crítica (CMC) tendeixen a formar exclusivament 

micel·les d’una mida petita, entre 1 i 2 nm, aquest fenomen es deu probablement a 

l’explosió coulòmbica de les vesícules.[13] Aquests agregats es formen per la propietat 

dels metal·labis(dicarballurs) a formar enllaços dihidrogen intermoleculars.[14,15]  

Per altra banda, en el cas dels di-iodats trobem que tant en solució,[16] com en 

l’estructura cristal·lina,[17–19] es troben en disposició  trans degut a dos factors: en primer 

lloc la repulsió dels parells d’electrons lliures dels dos àtoms de I i en segon lloc la 

formació de dos enllaços intramoleculars entre els hidrògens dels vèrtexs Cc-H dels 

lligands i l’àtom de I de l’altre lligand, formant un enllaç halogen intermolecular del tipus 

Cc-H···I-B(8,8’). Aquest fet provoca una distorsió de la distribució de càrregues que fa 

que la forma de les zones polar i apolar de la molècula canviïn i, agafant el [8,8’-I2-o-

COSAN]- com a exemple, en comptes de formar micel·les, aquest forma lamel·les en 

règims concentrats per sobre de la CMC.[16] Per sota de la CMC les lamel·les es dobleguen 

formant vesícules. 

Per últim, en el cas dels isòmers meta, l’estructura cristal·lina del H[m-COSAN][18] 

ens revela que es troben en disposició trans i mitjançant Dynamic Light Scattering (DLS) 

no s’observen agregats ni en el cas del Na[m-COSAN] ni en el del Na[m-FESAN]. L’isòmer 

meta, i en conseqüència la conformació trans, porta a que es perdi l’estructura de ‘’cap 

polar’’ i ‘’cua apolar’’, típica dels tensioactius, resultant en la pèrdua de la capacitat 

surfactant i per tant de formar agregats. 

*Estudi de la formació d’agregats en solució aquosa 

En farmàcia és molt important estudiar les propietats físico-químiques dels 

potencials fàrmacs en solució, essent la capacitat de formació d’agregats una propietat 

important.  En el cas del Na[o-COSAN] està ben establert que el canvi morfològic 

d’agregació que es coneix com a CMC s’observa per DLS a 29 mM,[6] com es pot veure a 
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la Figura 2.4 a). En el marc d’aquesta tesi, s’ha determinat la CMC pel Na[o-FESAN], el 

Na[8,8’-I2-o-COSAN] i el Na[8,8’-I2-o-FESAN]. Estudis de DLS d’aquestes tres sals en aigua 

a diferents concentracions, ens han permès determinar la seva CMC i la mida dels 

agregats abans i després d’aquesta concentració. En el cas del Na[8,8’-I2-o-COSAN], a la 

Figura 2.4 c), s’observen agregats d’una mida de 140 nm aproximadament entre 0 i 80 

mM i, a aproximadament 110 mM, valor de la CMC, passen a mesurar 1,1 nm, 

possiblement el gruix de les lamel·les. Pel Na[8,8’-I2-o-FESAN] la CMC es troba a 80 mM 

aproximadament, passant d’una mida inicial de 83,5 nm a 1,5 nm després de la CMC, 

com s’observa a la Figura 2.4 d). Per últim, a la Figura 2.4 b) observem que pel Na[o-

FESAN] la CMC és més propera a la del Na[o-COSAN] (≈50 mM), passant la mida de les 

vesícules de 140 a 110 nm. Aquest últim cas és especial ja que observem un canvi en la 

mida dels agregats però amb una mida que podríem dir que és de vesícula, pot ser que 

les micel·les siguin presents però que es detectin majoritàriament vesícules. 

Figura 2.4. Estudis DLS dels quatre compostos orto  en solució aquosa: a) Na[o-COSAN] en el rang 1 – 50 
mM, b) Na[o-FESAN] en el rang 5-75 mM, c) Na[8,8’-I2-o-COSAN] en el rang 5-150 mM i d) Na[8,8’-I2-o-
FESAN] en el rang 30-200 mM. 

Per comprovar el que observem per DLS s’han volgut observar els agregats per 

microscòpia electrònica de transmissió (TEM). En primer lloc vàrem observar solucions 

aquoses 1 mM de Na[o-COSAN] i Na[o-FESAN], es va decidir usar aquesta concentració 

ja que és baixa, i per tant més propera a les dosis farmacològiques però suficientment 

alta per poder veure els agregats. També vàrem utilitzar la tècnica cryoTEM on la solució 
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roman congelada. A la Figura 2.5 podem observar les imatges obtingudes. En el cas del 

Na[o-COSAN] observem uns agregats que podem associar a vesícules amb mesures de 

29±5 nm en el cas del cryoTEM i de 29±4 nm a la imatge TEM. Pel Na[o-FESAN] observem 

agregats més grans, de 38±4 nm i 44±6 nm a les imatges de cryoTEM i TEM 

respectivament, corroborant els valors observats prèviament per DLS. 

Figura 2.5. Imatges TEM i cryoTEM de solucions aquoses 1mM de Na[o-COSAN] i Na[o-FESAN]. Les barres 
de mida són de 100 nm en totes les imatges, excepte a baix a la dreta que és de 50 nm. 

Posteriorment es van gravar imatges TEM a concentracions més altes pels quatre 

compostos, abans i després de la transició de mida observada per DLS. A la Figura 2.6 

podem observar les imatges del obtingudes pel Na[o-COSAN] a una concentració de 20 

mM on s’observen vesícules de 79±17 nm i a 60 mM, després de la CMC on observem 

objectes més petits de mida 9,0±4,2 nm. 
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Figura 2.6. Imatges TEM de solucions aquoses del Na[o-COSAN] a concentracions de 20 i 60 mM. Barres 
de mesura: 50 nm a dalt a l’esquerra, 20 nm a baix a l’esquerra i 100 nm a les dues imatges de la dreta. 
S’incorpora a la dreta l’histograma de cada solució. 

En el cas del Na[8,8’-I2-o-COSAN] observem també un canvi clar en les imatges 

de TEM, per sota de la CMC a 60 mM s’observen vesícules d’una mida de 46±7 nm i 

després de la transició, a 120 mM, observem agregats d’una mida de 3,2±1,1 nm. En 

aquest cas també hem pogut corroborar la formació d’agregats i la transició observada 

per DLS amb les imatges TEM que podem observar a la Figura 2.7. 

Figura 2.7. Imatges TEM de solucions aquoses del Na[8,8’-I2-o-COSAN] a concentracions de 60 i 120 mM. 
Barres de mesura: 50 nm a dalt a l’esquerra, 100 nm a dalt a la dreta i 20 nm a les dues de baix. S’incorpora 
a la dreta l’histograma de cada solució. 
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A la Figura 2.8 observem les fotografies TEM en solucions aquoses de Na[o-

FESAN]. A una concentració de 40 mM observem objectes d’una mida de 39±7 nm, 

mentre que per sobre de la CMC, a 80 mM la mida dels objectes disminueix a 24±6 nm. 

També s’observa una clara transició com en els dos casos anteriors tot i que la diferència 

de mides no és tant gran.  

Figura 2.8. Imatges TEM de solucions aquoses del Na[o-FESAN] a concentracions de 40 i 80 mM. Barres 
de mesura: 0,5 µm, excepte a baix a la dreta que es de 200 nm. S’incorpora a la dreta l’histograma de cada 
solució. 

Per últim, en el cas de Na[8,8’-I2-o-FESAN] es van trobar dificultats per poder 

enfocar la mostra i es van obtenir imatges TEM amb pocs augments. A la Figura 2.9 

podem observar com en la solució de de 50 mM, abans de la CMC es van poder mesurar 

alguns agregats obtenint una mida de 50±10 nm, mentre que per sobre de la transició 

no es va poder enforcar el suficient com per veure les partícules. 

Figura 2.9. Imatges TEM de solucions aquoses del Na[8,8’-I2-o-FESAN] a concentracions de 50 (amb el seu 
histograma) i 100 mM. Barres de mesura: 2 µm a l’esquerra i 0,5 µm a la dreta. 
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Es pot afirmar que les transicions de mida dels agregats dels 

metal·labis(dicarballurs) observades per DLS també s’observen en imatges de 

microscopi electrònic, excepte en el cas del Na[8,8’-I2-o-FESAN] que no es va poder 

enfocar la imatge a concentració alta. Les mesures de DLS i TEM proporcionen mides 

diferents dels agregats ja que es tracten de mètodes diferents, en el cas del DLS la 

dispersió de la llum actua segons el radi hidrodinàmic[20], mentre que en el TEM les 

partícules pot ser que comencin a agregar-se ja que la captura d’imatges es fa en buit 

alt.  

Finalment podem concloure que a les concentracions usades habitualment en 

farmàcia, de l’ordre micromolar, els quatre compostos orto es troben en forma de 

vesícules o molècules discretes, mentre que els isòmers meta no formen cap tipus 

d’agregat.  

*Estudis d’electroquímica 

El fet que els dos clústers de nido-carborà coordinin un metall de transició 

(M=Fe,Co) proporciona una activitat electroquímica a les molècules que podem 

comparar a la del ferrocè i el cobaltocè, canviant l’estructura [M(C5)2], pel cos central 

dels metal·labis(dicarballurs) M(C2B3)2, on observem una sola reducció reversible 

M3+/M2+.[21] Als valors prèviament trobats pel Na[o-COSAN] i el Na[8,8’-I2-o-COSAN],[22] 

volem sumar el de l’isòmer meta i els tres anàlegs de ferro. Utilitzant el parell redox 

Fc+/Fc del propi ferrocè com a referència, observem a la Figura 2.10 els estudis de 

voltamperometria cíclica (CV) dels sis compostos, on s’observen els potencials redox 

reversibles tipus M3+/M2+ a l’esquerra, i a la dreta els tipus M4+/M3+, els valors d’E1/2 per 

cadascun d’aquests processos redox es poden trobar a la Taula 2.2.  

Tant en la Taula 2.2 com en la Figura 2.10 observem dos trets diferenciats, en 

primer lloc els compostos que coordinen ferro tenen un procés M3+/M2+ a potencials 

més oxidatius, entre -0,79 i -0,36 V vs. Fc+/Fc, que els de cobalt, entre -1,81 i -1,33 V vs. 

Fc+/Fc. La tendència en els processos M4+/M3+ es dona a la inversa, els compostos de 

cobalt posseeixen activitat electroquímica a potencials més oxidatius que els compostos 

que coordinen ferro, de manera que podem dir que els cobaltabis(dicarballurs) són 

estables en una finestra electroquímica més ample que no els ferrabis(dicarballurs). 
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Figura 2.10. Voltamperometries cícliques de solucions 5 mM dels diferents metal·labis(dicarballurs) en 
acetonitril sec. Es va utilitzar un elèctrode Glassy carbon com a elèctrode de treball, un fil de platí com a 
contraelèctrode i un fil de plata com a pseudoreferència, ja que els valors estan referenciats al parell 
Fc+/Fc, es va usar [NnBu4][PCl6] com a electròlit de suport. Na[o-COSAN] en blau cel, Na[o-FESAN] en 
vermell, Na[8,8’-I2-o-COSAN] en daurat, Na[8,8’-I2-o-FESAN] en verd fosc, Na[m-COSAN] en negre i Na[m-
FESAN] en verd clar.[18] 

Taula 2.2. Valors d’E1/2, ΔE (ΔE=Ered-Eox) i Ered obtinguts pels sis metal·labis(dicarballurs) en els processos 
redox M3+/M2+ i M4+/M3+. Experiments en acetonitril sec utilitzant el parell redox Fc+/Fc com a referència. 

D’altra banda, dintre de cada grup observem variacions de potencials depenent 

de si es tracta del isòmer orto, l’isòmer meta  o el compost di-iodat. Pel que fa al procés 

M3+/M2+ trobem que els compostos meta posseeixen un E1/2 més oxidatiu que no els 

isòmers orto, una diferència de 0,26 V en el cas del Na[o-COSAN] i el Na[m-COSAN] que 

disminueix a 0,06 V en el cas del Na[m-FESAN] respecte el Na[o-FESAN]. El fet d’afegir 
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els dos àtoms de iode també porta el parell M3+/M2+ a potencials més oxidatius, però de 

forma més pronunciada. Respecte l’isòmer orto que coordina Co i Fe trobem una 

diferència de 0,48 V en el cas del Na[8,8’-I2-o-COSAN] i de 0,43 V pel Na[8,8’-I2-o-FESAN]. 

En el procés M4+/M3+ observem aquesta tendència també pels ferrabis(dicarballurs) 

però no s’aprecia en el cas dels cobaltabis(dicarballurs). 

Podem dir doncs que els metal·lacarborans tipus θ ens ofereixen la possibilitat 

de cobrir bona part  de la finestra electroquímica segons les necessitats mitjançant la 

funcionalització i la coordinació d’un metall o un altre. 

*Estudis UV-vis 

Aquests canvis de potencial redox observats entre els diferents 

metal·labis(dicarballurs) també podrien tenir efectes en l’espectre UV-vis d’aquests 

compostos. En el cas del Na[o-COSAN], l’espectre de la solució aquosa 0,08 mM presenta 

un màxim d’absorció a λ=280 nm, que concorda amb els resultats trobats 

prèviament.[23,24]  

Figura 2.11. Espectres UV-vis dels metal·labis(dicarballurs) en solució aquosa a una concentració de 0,08 
mM. Na[o-COSAN] en blau cel, Na[o-FESAN] en vermell, Na[8,8’-I2-o-COSAN] en daurat, Na[8,8’-I2-o-
FESAN] en verd fosc, Na[m-COSAN] en negre i Na[m-FESAN] en verd clar. Trobem inserides les 
deconvolucions dels espectres del Na[o-FESAN], el Na[8,8’-I2-o-COSAN] i el Na[8,8’-I2-o-FESAN] en el color 
corresponent puntejat. 

Tant aquest espectre com el de la resta de compostos els podem trobar a la 

Figura 2.11. A la Taula 2.3 es detallen la longitud d’ona dels pics d’absorbància i el 

coeficient molar d’extinció (ε) corresponent. Tots els compostos presenten una 
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absorbància intensa a la zona d’entre 270 i 290 nm. La diferència entre els isòmers orto 

i meta no és destacable, estant els compostos que coordinen Fe més desplaçats cap al 

blau i els de Co cap al vermell. Per alta banda el pic dels di-iodats està desplaçat cap al 

vermell, λ=286,5 nm pel Na[8,8’-I2-o-COSAN] i λ=285,5 nm en el cas del Na[8,8’-I2-o-

FESAN], ambdós presenten una altra banda intensa a λ=331 nm i λ=331,5 nm 

respectivament, que en el cas del Na[8,8’-I2-o-COSAN] s’assigna a una transferència de 

càrrega dels lligands cap al metall.[25]  

Taula 2.3. Valors de la λ on apareixen els màxims dels diferents metal·labis(dicarballurs) en nm, 
absorbància de de cada pic i el corresponent ε. 

*Estudis de solubilitat i lipofília 

Dos factors poden afectar la biodisponibilitat dels compostos com a fàrmacs són 

la solubilitat en medi aquós i la lipofília.[26–28] La lipofília normalment s’expressa amb el 

coeficient de partició n-octanol/aigua, abreviat com a Kow o P, també es pot expressar 

amb el seu logaritme logP.[29] 

Com hem vist, els metal·labis(dicarballurs) posseeixen bandes intenses en 

l’espectre UV-vis, emprant aquesta tècnica podem determinar la concentració del 

compost en una solució. Així doncs, vàrem calcular tant el valor de la solubilitat com el 

de la lipofília de les sals de sodi dels diferents metal·lacarborans tipus θ. El valor de la 

solubilitat i la lipofília del Na[o-COSAN] i el Na[8,8’-I2-o-COSAN] ja es varen estudiar en 

una tesi prèvia del grup.[30] Pel cobaltabis(dicarballur) trobem una lipofília de 43,7  

(logP=1,64) i una solubilitat aquosa de 1509 mM, mentre que pel di-iodo derivat la 

lipofília ascendeix a 151,0 (logP=2,18) i per tant, la solubilitat en aigua és molt menor, 

210 mM.[3] Per la resta de compostos s’utilitzà el mateix mètode, es dissolia una 
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quantitat del producte desitjat en un vial que contenia una mescla heterogènia 1:1 (v/v) 

d’n-octanol i aigua, que s’agitava durant 2 hores, es deixava reposar una hora i 

posteriorment es centrifugava durant 10 min a 6000 rpm. Podem veure la separació de 

fases a la Figura 2.12. El valor de la concentració de cada fase s’obtenia amb 

espectroscòpia UV-vis mitjançant la recta de calibració obtinguda prèviament en els dos 

dissolvents, n-octanol saturat en aigua i aigua saturada en n-octanol. Degut als 

coeficients ε alts dels metal·labis(dicarballurs), les concentracions obtingudes saturaven 

l’espectrofotòmetre de manera que es van haver d’aplicar dilucions a les mostres. A 

partir d’aquí, dividint la concentració de la fase orgànica per la de l’aquosa s’obtenen els 

valors de P i logP pel Na[o-FESAN], el seu isòmer Na[m-FESAN], el seu derivat di-iodat, i 

el Na[m-COSAN]. Per cada compost se’n van fer tres replicats. 

Figura 2.12. Exemple de la separació de fases de les dissolucions aquoses i de n-octanol amb diferents 
quantitats de Na[o-FESAN] per obtenir el seu valor de P. 

Per calcular la solubilitat dels compostos es va preparar una mostra de solució 

aquosa sobresaturada de cada compost i es va determinar la concentració de cada 

solució aquosa amb la recta de calibració corresponent a cada compost. 

A la Figura 2.13 podem observar l’exemple de les rectes de calibració obtingudes 

pel Na[o-FESAN] en n-octanol i en aigua (les d’aigua i aigua saturada en n-octanol son 

idèntiques degut a la baixa solubilitat del n-octanol en aigua, 2,3 µM);[31] i a la Taula 2.4 

s’indiquen els valors obtinguts de solubilitat i lipofília de tots els complexos. 
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Figura 2.13. a) Esquerra: espectres de Na[o-FESAN] en aigua saturada en n-octanol a les diferents 
concentracions descrites a la llegenda, dreta: recta de calibració absorbància vs. concentració obtinguda 
amb els espectres de l’esquerra. b) Esquerra: espectres de Na[o-FESAN] en n-octanol saturat en aigua a 
les diferents concentracions descrites a la llegenda, dreta: recta de calibració absorbància vs. concentració 
obtinguda amb els espectres de l’esquerra. 

Taula 2.4. Valors de P, log P, solubilitat aquosa i log S obtinguts per cadascun dels compostos estudiats. 

Comparant els isòmers orto i meta podem veure com els meta presenten menor 

lipofília, segurament degut a que no formen agregats, a més a més, en els dos casos 

observem com el ferro confereix un caràcter més lipofílic respecte el seu anàleg de 

cobalt, la diferència és lleugera en els isòmers orto però és més acusada en els meta.  

Per altra banda com és d’esperar, a l’incorporar dos àtoms de iode que 

posseeixen la mateixa càrrega formal que els H, la lipofília augmenta considerablement 

tant el Na[8,8’-I2-o-COSAN] com en el Na[8,8’-I2-o-FESAN], essent més lipofílic el 

compost de cobalt. 
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Pel que fa a la solubilitat, els valors són inversos als de la lipofília si tenim en 

compte els compostos de ferro i de cobalt de forma separada. Comparant cada isòmer 

meta amb el respectiu orto, s’observa que els primers són més solubles en aigua, 

segurament degut a la falta de formació d’agregats. 

Per concloure, podem dir que el fet de canviar el metall coordinat, l’isomerisme 

o el fet d’afegir dos àtoms de I en l’estructura dels metal·labis(dicarballurs) confereixen 

canvis, més lleugers o intensos, en: el comportament agregatiu dels compostos en 

solució, la capacitat redox, l’espectre UV-vis, la seva solubilitat aquosa i la lipofília. Més 

endavant veurem si aquestes característiques són trets diferencials per explicar els seus 

comportaments vers les biomolècules i el seu ús en aplicacions biomèdiques.  

 

2.1.3. Estudis de magnetisme i corrents d’anell 
 

Com és conegut els borans i carborans posseeixen deslocalització d’electrons en 

3D, present també en els metal·labis(dicarballurs). Com s’ha comentat a la introducció, 

s’han realitzat múltiples estudis teòrics comparant l’aromaticitat clàssica 2D i la 3D.[32–

34] Recentment, en un estudi s’ha conclòs que, al contrari que passa en les estructures 

tipus ferrocè els electrons dels metalls coordinats en els compostos tipus θ participen 

en l’aromaticitat.[35] Les corrents d’anell presents en els compostos aromàtics 

produeixen un efecte diamagnètic que s’oposa als camps magnètics. Partint d’aquesta 

idea és possible detectar un excés de diamagnetisme mitjançant l’experiment d’Evans 

(Equació 2.1).[36,37] El 1988 Kozik, Casañ-Pastor i col·laboradors varen utilitzar aquesta 

metodologia per detectar excessos de diamagnetisme en polioxometal·lats (POMs). Al 

reduir aquests POMs, els electrons afegits es deslocalitzaven, en el que podria ser 

considerat el primer cas d’aromaticitat inorgànica.[38] Al tractar-se tant els POMs com els 

metal·lacarborans d’estructures inorgàniques amb propietats semblants han sigut 

relacionats durant els últims anys.[39,40] Aquest excés de diamagnetisme va portar a 

poder calcular el radi orbital mitjà dels electrons aromàtics, utilitzant l’equació de 

Langevin (Equació 2.2), que es va poder aplicar sabent el nombre d’electrons que 

participen en la reducció dels POMs.[38,41] Aquests experiments amb POMs ens han 
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inspirat per a utilitzar aquest mètode amb metal·labis(dicarballurs) i quantificar l’excés 

de diamagnetisme degut a l’aromaticitat pels compostos que utilitzem en aquesta tesi. 

Per a aplicar l’equació d’Evans necessitem realitzar un experiment RMN (sense 

oxigen, en atmosfera inerta) amb un tub concèntric, en la solució del tub concèntric s’hi 

afegeix el compost que utilitzarem com a referència atòmica, aquest compost no ha de 

presentar corrents d’anell i idealment hauria de tenir la mateixa composició química que 

el que volem mesurar; i en la solució del fora del tub concèntric el compost del qual en 

volem mesurar el magnetisme. Amb aquest muntatge es mantenen les dues solucions 

separades. En ambdues solucions s’hi afegeix un compost indicador, que no interaccioni 

covalentment ni amb el compost d’interès ni amb la referència atòmica, que ens servirà 

com a indicador de la diferència de magnetisme. En cas d’existir diferències en les 

interaccions magnètiques dipolars, els pics corresponents a aquest compost apareixeran 

en desplaçaments químics diferents depenent de la solució en que es trobi. El pic més 

petit serà el de la solució que de dintre del tub concèntric i el més gran el de la solució 

de fora, degut a la diferència de volum, d’aquesta manera els podem identificar 

clarament. Pels nostres experiments hem triat el pic dels metils del tert-butanol (tBuOH) 

com a indicador, en una concentració de 45 mM. L’equació d’Evans és la següent (eq. 

2.1): 

(𝑒𝑞. 2.1) 𝛥𝜒𝑀 = 𝑋𝑀(𝑎𝑟𝑜𝑚à𝑡𝑖𝑐) − 𝑋𝑀(𝑟𝑒𝑓. ) = (3𝛥𝜈
4𝜋𝜈𝑜𝐶⁄ ) 𝑥106 

On Δν és la diferència de freqüència en Hz entre les senyals dels grups metil del 

tBuOH de les solucions de dintre i fora del tub concèntric, ν0 és la freqüència de 

l’espectròmetre RMN, en el nostre cas 400 x 106 Hz, C és la concentració del compost 

d’interès i la referència en mM i la ΔχM resultant és la diferència de susceptibilitat 

magnètica molar entre un compost aromàtic i la referència en emu/mol o l/mol. Si ΔχM 

és positiu significa que el compost d’estudi és paramagnètic respecte la referència i si és 

negatiu significa que hi ha un excés de diamagnetisme respecte el diamagnetisme 

atòmic de la referència. 

El primer compost en ser mesurat pel mètode d’Evans mitjançant 1H{11B}-RMN 

va ser el Na[o-FESAN], ja que utilitzem D2O com a dissolvent deuterat. El clúster reduït 

d’aquest compost seria l’[o-FESAN]2-, un reductor fort que també és aromàtic, per tant 
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es va haver d’utilitzar una pseudo-referència atòmica diamagnètica formada per B(OH)3, 

compensant els 18 àtoms de B i fructosa (C6H12O6) per igualar els 4 àtoms de C, en les 

concentracions que corresponguin. Com hem vist en l’apartat anterior el Na[o-FESAN] 

forma diferents agregats depenent de la concentració a la que es trobi, d’aquesta 

manera hem triat dues concentracions, una propera al canvi detectat per DLS (48 mM)  

i una per sota (6 mM).  

Figura 2.14. a) Espectre 1H{11B}-RMN de l’experiment d’Evans utilitzant 6 mM de Na[o-FESAN], a la dreta: 
augment entre 1,22 i 1,04 ppm. b) Espectre 1H{11B}-RMN de l’experiment d’Evans utilitzant 48 mM de 
Na[o-FESAN], a la dreta: augment entre 1,30 i 0,70 ppm. 

Taula 2.5. Resultats obtinguts pel Na[o-FESAN] en l’experiment d’Evans. 

En ambdós experiments la solució amb Na[o-FESAN] va resultar ser més 

paramagnètica que la referència, ja que la senyal corresponent del tBuOH apareix a una 

freqüència més alta que la de la referència, com es pot veure a la Figura 2.14. A la Taula 

2.5 observem les Δν entre les senyals del tBuOH de les solucions de dintre i fora del tub 

concèntric, valor amb el quan obtenim ΔχM. Aquestes susceptibilitats són properes al 

moment magnètic propi d’un complex amb un electró desaparellat tipus spin only, 1,73 
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µB, en les dues mostres, que es correspon a l’electró desaparellat del Na[o-FESAN], 

relacionat amb un complex de Fe3+ d’spin baix. 

El moment magnètic del Na[o-FESAN] en forma sòlida es va mesurar mitjançant 

mesures SQUID des de 300 fins a 4K, per avaluar possibles canvis derivats de la 

cristal·lització. Com es mostra en la Figura 2.15, el valor del moment magnètic efectiu es 

mostra gairebé constant durant tot el rang de temperatures, amb una mitjana de 1,66 

µB, corresponent a un senyal paramagnètic simple sense acoblament entre diferents 

molècules ni factors addicionals. En aquest cas no hem pogut mesurar cap excés de 

diamagnetisme corresponent a l’aromaticitat, perquè l’electró desaparellat de l’[o-

FESAN]- té una susceptibilitat paramagnètica d’un ordre de magnitud més gran que el 

diamagnetisme, que apantalla el suposat diamagnetisme dels electrons que participen 

en el corrent d’anell. Tot i això, l’experiment en sòlid corrobora els resultats de 

l’experiment d’Evans en solució, de manera que podem dir que és un bon procediment 

per mesurar les característiques magnètiques dels clústers de bor. 

Figura 2.15. Mesura del moment magnètic del Na[o-FESAN] en estat sòlid. 

Al no poder detectar l’excés de diamagnetisme en el Na[o-FESAN], es va decidir 

eliminar qualsevol efecte paramagnètic degut a la presència de metalls coordinats. Per 

aquest motiu es va repetir l’experiment utilitzant l’anió dicarballur sol, ja que també té 

aromaticitat 3D. Al ser el dicarballur [C2B9H11]2- molt bàsic és va utilitzar la sal protonada 

de sodi, l’H-nido-orto-carborà (Na[C2B9H12]). El lligand protonat té una geometria 

semblant a un icosaedre tancat, de manera que compleix millor les condicions per a 

l’equació de Langevin (eq. 2.2), que està calculada per una simetria cúbica. Aquesta 

equació te unes components quàntiques que s’anul·len en cas de que l’espai considerat 

sigui esfèric.[41] 
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Taula 2.6. Resultats obtinguts pel Na[C2B9H12] en l’experiment d’Evans. 

Per mantenir el mateix nombre de clústers es van realitzar dos experiments al 

doble de concentració que el Na[o-FESAN] utilitzant el Na[C2B9H12], 12 mM i 96 mM. En 

aquest cas sí que vàrem trobar un excés de diamagnetisme, que podem observar a la 

Taula 2.6. Els valors de diamagnetisme són molt inferiors als del paramagnetisme del 

ferrabis(dicarballur), com era d’esperar, essent l’explicació de no poder detectar-hi el 

corrent d’anell.  

Figura 2.16. a) Espectre 1H{11B}-RMN de l’experiment d’Evans utilitzant 12 mM de Na[C2B9H12], a la dreta: 
augment entre 1,186 i 1,153 ppm i la seva deconvolució. b) Espectre 1H{11B}-RMN de l’experiment d’Evans 
utilitzant 96 mM de Na[C2B9H12], a la dreta: augment entre 1,198 i 1,193 ppm i la seva deconvolució. 

Per a trobar un valor més precís pels pics del tBuOH  que corresponen a la solució 

de dintre i fora del tub concèntric les senyals es varen deconvolucionar mitjançant el 

programa Origin. Podem veure els espectres dels experiments d’Evans amb el 

Na[C2B9H12] i les deconvolucions a la Figura 2.16. El pic del tBuOH més petit correspon a 

la solució de B(OH)3 i fructosa utilitzada com a referència i el pic gran correspon a la 
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solució amb Na[C2B9H12], que a l’aparèixer a freqüències més baixes que la referència 

indica que el compost d’estudi presenta un excés de diamagnetisme. 

Aplicant l'equació de Langevin[38,41] podem correlacionar el radi orbital de la 

deslocalització d'electrons o el nombre d'electrons implicats amb el senyal diamagnètic 

observat. Com que la referència atòmica usada com a blanc s'utilitza com a referència 

per mesurar aquesta diferència, la contribució atòmica fonamental per a cada àtom es 

compensa i podem aplicar l'equació de Langevin utilitzant la ΔχM obtinguda: 

(𝑒𝑞 2.2) 𝜒 = 𝛥𝜒𝑀 = (−2,83 ·  1010) ∑ 𝑟𝑖
2

𝑛𝑒−

= (−2,83 𝑥 1010) 𝑛𝑒−𝑟𝑎𝑣
2  

On ΔχM s’expressa en cm3/mol, ne- es el nombre d’electrons i rav és el valor mitjà 

del radi dels orbitals moleculars en que es mouen els electrons en cm. Al no fer 

l’experiment amb un dels dos compostos reduïts no sabem experimentalment el 

nombre d’electrons que participen de la corrent d’anell, de manera tenim una variable 

més que les dades obtingudes. Llavors, o bé imposem un radi orbital mitjà o un nombre 

d'electrons quan hi ha un excés de diamagnetisme en el Na[C2B9H12]. Les dues 

alternatives considerades poden mostrar un enfoc coherent per la deslocalització 

electrònica del sistema. 

Per imposar un valor mitjà del radi dels orbitals com espai fixe on es mouen els 

electrons deslocalitzats, vàrem pensar que el pentàgon B5 del  [C2B9H12]-  és l’alternativa 

més plausible. Per mesurar-ne les dimensions vàrem agafar 1,775 Å com la distància B-

B en el pentàgon. Així doncs trobem els valors 1,6375 Å i 1,2077 Å que corresponen al 

radi i l’apotema d’aquest pentàgon respectivament. El valor ideal del radi mitjà on es 

circumscriu la deslocalització o aromaticitat hauria de ser un entremig d’aquests dos 

valors. A l’imposar-los podem veure el nombre d’electrons deslocalitzats resultants de 

l’equació de Langevin (eq. 2.2) a la Taula 2.7, s’obtenen nombres d’electrons 

deslocalitzats raonables ja que són inferiors al nombre d’electrons que formen el clúster. 

D’altra banda, els estudis teòrics previs indiquen que el nombre d’electrons 

deslocalitzats és de 12,[35] de manera si imposem aquest nombre d'electrons, podem 

aconseguir una dimensió orbital molecular espacial de rav≈1 nm aproximadament a la 

mostra amb 96 mM de Na[C2B9H12], un valor proper a la mida de la molècula. 
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Taula 2.7. Resultats obtinguts pel Na[C2B9H12] a l’aplicar l’equació de Langevin amb els resultats obtinguts 
en els experiments d’Evans. 

Per últim, ja que la referència atòmica no té el mateix nombre d’àtoms que el 

Na[C2B9H12], utilitzant taules de diamagnetisme atòmic (amb valors experimentals o de 

provinents càlculs Hartree-Fock no relativístics si no n’hi ha d’experimental) es va 

calcular una possible divergència derivada d’aquest fet.[42] L’error va ser valorat en 2,82 

x 10-7 emu/mol i el valor de susceptibilitat diamagnètica més baix va ser -8,30 x 10-6 

emu/mol, de manera que podem dir que el diamagnetisme detectat és degut a la 

presència de corrents d’anell i no a la diferència amb la referència, ja que en el pitjor cas 

l’error representa un 3,4% del diamagnetisme detectat. L'avaluació en termes de 

deslocalització espacial o nombre d'electrons deslocalitzats, evidencia que el mètode 

arriba a una convergència d'acord amb els paràmetres moleculars, malgrat el baix valor 

mesurat. 

Podem concloure doncs, que el mètode d’Evans ha sigut provat amb èxit per 

primer cop en carborans i metal·labis(dicarballurs), podent detectar el valor del 

paramagnetisme del Na[o-FESAN] i, per primer cop, un excés de diamagnetisme associat 

a les corrents d’anell deguda a l’aromaticitat 3D dels clústers de bor, mitjançant el 

Na[C2B9H12]. 
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2.2. Interacció molecular metal·labis(dicarballur)-

biomolècules (lípids, aminoàcids, proteïnes i ADN) 

des del punt de vista químic 
 

Per poder entendre millor el comportament dels metal·labis(dicarballurs) amb 

les biomolècules s’han completat estudis a nivell individual amb cada tipus de 

biomolècula, de manera que prèviament a traslladar el que veiem dintre de la cèl·lula 

s’han intentat reproduir les possibles interaccions fora dels éssers vius per després 

ajudar-nos a explicar el que hi veiem a dintre. En primer lloc s’han realitzat estudis de 

translocació dels metal·lacarborans tipus θ amb membranes lipídiques artificials 

simulant la membrana cel·lular, després estudis amb un surfactant format per un lípid i 

un glúcid, tot seguit la seva interacció amb les proteïnes i finalment s’ha estudiat la 

interacció amb l’ADN. 

 

2.2.1. Permeabilitat en membranes lipídiques artificials del Na[o-

COSAN] i el Na[o-FESAN] i els respectius derivats di-iodats 
 

Per a completar els estudis de translocació en membrana lipídica artificial 

prèviament realitzats amb Na[o-COSAN] i Na[8,8’-I2-o-COSAN][1] es va decidir utilitzar els 

seus homòlegs de ferro, el Na[o-FESAN] i Na[8,8’-I2-o-FESAN]. Aquests estudis es van dur 

a terme en dues estades curtes al grup de Biofísica molecular i processos de transport 

del departament de Física de la Universitat Jaume I de Castelló de la Plana, al País 

Valencià. 

La caracterització de la permeabilitat dels metal·labis(dicarballurs) en 

membranes lipídiques artificials planes es va fer mitjançant la tècnica anomenada 

Voltage Clamp Electrophisiology, mètode desenvolupat per Sergei Bezrukov.[43] Dintre 

d’aquest mètode les bicapes lipídiques es van formar per oposició de dues monocapes 

lipídiques amb el mètode de Montal-Mueller.[44] 

La bicapa lipídica es forma en una cambra de poli(tetrafluoroetilè) o PTFE, que 
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com s’observa a la Figura 2.17 consta de dos compartiments amb una capacitat de 2 ml 

cadascun, anomenats compartiment d’alimentació o feeding compartiment, on 

s’afegeix el compost que es vol estudiar, i el compartiment de recollida o stripping 

compartment  on es recull la solució per comprovar si el compost ha creuat la membrana 

i quantificar-lo. Aquests estan connectats a un circuit mitjançant elèctrodes d’Ag/AgCl 

assemblats amb un pont salí de KCl 2M i 1,5% d’agarosa dintre d’una punta de pipeta de 

250 µl. Els dos compartiments estan separats per una capa fina de Teflon de 10 µm de 

gruix amb un orifici fet manualment d’aproximadament 100 µm, com s’observa a la 

Figura 2.18. Les juntes estan segellades amb greix de buit.  

Figura 2.17. Cel·la electroquímica utilitzada per la caracterització de la permeabilitat en membranes 
lipídiques amb elèctrodes fets manualment a la dreta. A l’esquerra apareixen els compartiments separats. 

És clau obtenir uns orificis arrodonits per formar bicapes estables, aquests es 

formen aproximant al film de Teflon una punta incandescent de platí de 15 µm de gruix, 

el procés s’observa mitjançant un microscopi connectat a una càmera CCD. 

En l’estudi previ la composició de la membrana utilitzada va ser 100% de 1,2-

dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC) però com que en les primeres proves es va 

observar que l’anió [8,8’-I2-o-FESAN]- trencava la membrana durant l’experiment, es va 

optar per utilitzar la composició DOPC:DOPE 7:3 (m/m), on DOPE és l’abreujament de 

1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, que és una composició de membrana més 

propera a la de les cèl·lules animals.[45] Per fer-ho més proper a la realitat cel·lular, també 

es va variar la composició del medi aquós que simula el medi biològic i el citoplasma 

respecte els experiments anteriors. En aquest cas el medi emprat va ser 150 mM de NaCl 

i pH=6, enlloc de 10 µM de NaCl. 
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Figura 2.18. Orificis obtinguts en films de PTFE de 15 µm de gruix mitjançant la tècnica descrita. 

A l’haver utilitzat condicions experimentals diferents es va decidir fer els 

experiments de permeabilitat tant pels dos ferrabis(dicarballurs), dels quals encara no 

hi havia estudis, com pels cobaltabis(dicarballurs). 

Previ a la formació de la bicapa, els orificis varen ser pretractats amb una solució 

1% d’hexadecà en pentà, mitjançant la deposició de microgotes a les dues cares de 

l’orifici. Un cop assecat el pentà, l’hexadecà romanent afavoreix la formació de les 

membranes. Un cop muntat el circuit elèctric, s’introduïen 500 µl de la solució salina a 

cada banda i s’hi dipositaven 25 µl de solucions de 5mg/ml de DOPC:DOPE 7:3 en pentà. 

Quan ja s’havia assecat el pentà, la barreja de lípids quedava internalitzada a les 

solucions salines. La pujada dels nivells de cada banda fins a 1,6 ml feia superar el nivell 

de l’orifici i la membrana quedava formada. La formació d’aquesta es comprovava 

mitjançant l’aplicació d’ones de voltatge triangulars per part d’un generador d’ones 

extern. Quan la membrana queda formada, la senyal de la intensitat té forma quadrada.  

L’esquema del procediment utilitzat per a determinar la quantitat de compost 

que havia creuat la membrana el podem trobar a la Figura 2.19. En primer lloc, els 

metal·labis(dicarballurs) estudiats es varen afegir en el compartiment d’alimentació en 

una concentració de 50 µM. Un cop afegit el compost el compartiment d’alimentació 

s’agitava un minut per homogeneïtzar-ne la solució. Finalitzada l’agitació el sistema 

quedava tancat amb una doble caixa de Faraday per evitar interferències.  
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Figura 2.19. Mètode per la determinació de la concentració de Bor al compartiment de recollida. 

Mitjançant un amplificador de senyal Axopatch 200B (Molecular Devices, 

Sunnyvale, CA) s’observava la intensitat de corrent entre els dos compartiments. El 

compartiment d’alimentació va ser definit com a positiu de manera que si els anions 

creuaven del compartiment d’alimentació cap al de recollida la intensitat de corrent que 

s’observava era negativa. La intensitat de corrent, de l’ordre dels pA, era monitoritzada 

per comprovar la integritat de la membrana. Aquesta no podia ser utilitzada per calcular 

la quantitat de metal·labis(dicarballur) que creuava d’una banda a l’altra de la 

membrana ja que els altres ions presents en la solució també podien participar en 

aquesta intensitat de corrent. 

Figura 2.20. Exemple de gravació de la gràfica d’intensitat vs. temps en l’experiment de creuament de 
membrana plana artificial després d’haver afegir el compost d’interès a la cambra d’alimentació. En 
aquest cas es tracta d’un experiment realitzat amb Na[o-FESAN]. 

Després d’afegir el compost s’observava una disminució de la corrent que 

formava un pic negatiu. Aquesta disminució que indicava que els anions 

metal·labis(dicarballur) estaven creuant la membrana, com es pot observar en la Figura 

2.20, on veiem també que amb el temps la corrent s’estabilitza. En tots els experiments 

es va observar la mateixa forma tot i que amb diferents intensitats del pic inicial i de 

corrent estabilitzada. 
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Després de 30, 60, 90 i 120 minuts es recollien les solucions de la cambra de 

recollida i eren analitzades per ICP-MS utilitzant un espectròmetre de masses de 

quadrupol únic Thermo Scientific iCAP RQ ICP-MS (Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, MA). Mitjançant la quantitat de bor obtinguda en l’espectre de masses en 

cada experiment, la velocitat de translocació de cada compost es va calcular dividint la 

concentració obtinguda pel temps experimental de cada mostra. 

Per cada compost només es van tenir en compte els experiments exitosos on la 

membrana no es trencava, la taxa d’èxit va ser de 85%, 41%, 93% i 53% per el Na[o-

FESAN], el Na[8,8’-I2-o-FESAN], el Na[o-COSAN] i el Na[8,8’-I2-o-COSAN] respectivament. 

Podem observar que hi ha una relació entre la lipofília dels compostos i la taxa d’èxit 

dels experiments, com es detalla a la Taula 2.4, els valors de P són de 43,7 i 151,0 per 

part del Na[o-COSAN] i el Na[8,8’-I2-o-COSAN] respectivament,[3] mentre que pel Na[o-

FESAN] i  el Na[8,8’-I2-o-FESAN] són  de 45,7 i 99,3.[18] 

Els valors de velocitat de translocació en una membrana artificial amb 

composició DOPC:DOPE 7:3 són similars per part del Na[o-FESAN], el Na[8,8’-I2-o-

FESAN], i el Na[8,8’-I2-o-COSAN], sent aquests de 2,6±2,8 nM/min, 2,5±1,8 nM/min i 

2,5±1,4 nM/min respectivament, mentre que pel Na[o-COSAN] el valor trobat va ser de 

0,7±0,8 nM/min.  

Els experiments mostren una gran variabilitat i no es va poder trobar una 

correlació cinètica, de manera que només es varen fer les mitjanes de les velocitats 

trobades a cada temps. La variabilitat pot ser explicada per tres factors, en primer lloc, 

els agregats que formen els metal·labis(dicarballurs) a concentracions per sota de la 

CMC són de mida gran, per DLS es troben vesícules d’entre 64 nm i 140 nm depenent 

del compost,[18] respecte el gruix de la bicapa lipídica, 4-5 nm aproximadament. Per altra 

banda només la part central de l’orifici on es forma la membrana és una bicapa real i la 

mida d’aquesta no pot ser controlada, de manera que d’un experiment a l’altre també 

pot canviar, introduint-hi variabilitat.  Per últim respecte els estudis anteriors[1] s’ha 

utilitzat un medi d’experiment amb una força iònica molt més gran, augmentant la 

concentració de NaCl de 10 µM fins a 150 mM. 

Podem concloure que els quatre metal·labis(dicarballurs) estudiats creuen la 
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membrana artificial amb velocitats de translocació similars i que la taxa d’èxit dels 

experiments té relació amb la seva lipofília, tot i això, degut a la gran variabilitat dels 

experiments no s’han pogut realitzar uns estudis cinètics complerts. 

 

2.2.2. Interacció del Na[o-COSAN] amb un surfactant basat en un 

glúcid mitjançant 1H{11B}-RMN 
 

A l’hora d’estudiar la interacció dels metal·lacarborans tipus θ i els glúcids es va 

decidir utilitzar un compost amb propietats surfactants i d’autoassemblatge com les que 

mostren els orto-metal·labis(dicarballurs). El compost escollit va ser l’octil-β-D-

glucopiranòsid (conegut com a C8G1 i que es pot observar a la Figura 2.21), que està 

format per una cadena alifàtica de vuit carbonis unida covalentment a l’oxigen enllaçat 

al carboni 1. La CMC d’aquest surfactant es troba en el rang 19-25,8 mM. A 

concentracions més grans d’aquest valor, forma micel·les on la glucosa actua com a ‘’cap 

polar’’ i es troba a l’exterior de la micel·la en contacte amb la solució aquosa, mentre 

que les cadenes alifàtiques actuant com a ‘’cues apolars’’ s’hi agrupen a l’interior.[46]  

Figura 2.21. Estructura química del C8G1, s’hi indica la posició de l’hidrogen 1β. 

Es va estudiar la interacció del C8G1 amb el Na[o-COSAN],  per observar la relació 

de l’anió amb els grups glucosa a les interfases i el co-assemblatge format per les dues 

molècules, tant a concentracions per sota de la CMC de l’[o-COSAN]- (1-10 mM) com 

grans (10-150 mM). L’estudi es va realitzar per espectroscòpia 1H{11B}-RMN utilitzant 

dissolucions d’ambdós compostos en D2O a concentracions baixes d’[o-COSAN]- : 1, 5 i 

10 mM i concentracions en augment de C8G1, en el rang de 1 fins a 150 mM. En trobem 

un exemple a la Figura 2.22. 

En primer lloc es van fer estudis de DLS per observar la mida dels objectes en 

solucions de 1, 2, 5 i 10 mM de Na[o-COSAN] amb una concentració creixent de C8G1. 

Quan la concentració del surfactant és inferior a 20 mM només s’observen objectes de 
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mida gran, aproximadament 100 nm, quan la concentració es troba en un rang d’entre 

20 i 65 mM, coexisteixen objectes de mida gran i petita, de 3 nm aproximadament i a 

partir de 65 mM només objectes petits. El fet d’augmentar la concentració de C8G1, 

provoca que l’equilibri de la interacció [o-COSAN]-- [o-COSAN]- és desplaci cap a una 

interacció d’assemblatge amb l’[o-COSAN]- que fa que disminueixi la concentració de 

vesícules, de manera que els objectes grans desapareixen i es formen les micel·les. A la 

Figura 2.22 a) podem observar que els experiments de 1H{11B}-RMN realitzats a aquestes 

concentracions corroboren aquests resultats. A part, en els espectres UV-vis, a la Figura 

2.22 b) podem observar com el pic màxim d’absorció del Na[o-COSAN] a λ=280 nm es 

mou cap al vermell a mesura que augmenta la concentració de C8G1. 

Figura 2.22. a) Exemple dels espectres 1H{11B}RMN realitzats, quan la concentració de Na[o-COSAN] es 
manté constant a 5 mM i la de C8G1 va en augment des de 5 mM en vermell, passant per 20 mM en verd 
clar, 40 mM en verd fosc i finalment 100 mM en lila. Trobem la senyal del protó 1β a 4,34 ppm 
aproximadament. b) Espectre UV-vis de solucions amb C8G1 en concentracions des de 0 fins 150 mM, la 
concentració de de Na[o-COSAN] es manté constant a 1 mM. La fletxa indica el moviment del pic a mesura 
que s’afegeix C8G1. S’inserta un augment de l’espectre a la zona de λ=280 nm. 

Utilitzant els espectres de 1H{11B}-RMN dels experiments on la concentració de 

Na[o-COSAN] es manté constant a 1mM es va monitoritzar la posició del protó 1β, 

indicada a la Figura 2.22 a), mentre augmentava la concentració de C8G1. A la Figura 

2.23 a) observem en el sistema on només hi ha C8G1, en negre, un procés 

d’apantallament de la senyal a l’augmentar-ne la concentració fins a 20 mM on hi ha un 

màxim i un posterior desapantallament, indicant que la CMC es troba  al voltant 

d’aquesta concentració, mentre que en presència d’1 mM de Na[o-COSAN] trobem un 

lleuger canvi en l’evolució de la senyal, en vermell, al voltant de 10-15 mM, de manera 

que podem dir que la presència dels anions [o-COSAN]- estabilitza les micel·les de C8G1, 

les mesures de tensió superficial corroboren aquests resultats. Els anions [o-COSAN]- 
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s’adsorbeixen a la superfície de les micel·les formades pel C8G1 tot estabilitzant-les, de 

manera que la interacció es dona amb el grup glucosa de la molècula, com es pot veure 

a la Figura 2.23 b). 

Figura 2.23. a) Evolució de la diferència de desplaçament químic del protó 1β 𝛿 − 𝛿𝐶8𝐺1
1𝑚𝑀 (on 𝛿𝐶8𝐺1

1𝑚𝑀 és el 
desplaçament químic del protó 1β a una concentració d’1 mM de C8G1, on es troba en forma 
monomèrica) a mesura que augmenta la concentració de C8G1, els punts en negre representen les 
solucions on només hi ha C8G1 i els punts en vermell les solucions amb una concentració de Na[o-COSAN] 
d’1mM. b) Esquema de l’adsorció dels anions [o-COSAN]- a la superfície de les micel·les de C8G1, formada 
pels grups glucosa. 

Pel que fa a l’estudi en concentracions altes de Na[o-COSAN] es van utilitzar les 

tècniques de raigs-X  Small-angle X-ray scattering (SAXS) i Wide Angle X-ray Scattering 

(WAXS)[47–49] per monitoritzar la formació de micel·les en ambdós compostos. En aquest 

cas s’observa que l’[o-COSAN]- evita la formació de les micel·les de C8G1.  

Podem concloure d’aquest estudi que existeix una interacció important entre els 

anions [o-COSAN]- i el C8G1, especialment amb la part polar del surfactant, de manera 

que és constatable que existeix interacció entre l’[o-COSAN]- i la glucosa. Aquesta 

interacció, quan el Na[o-COSAN] es troba a concentracions baixes estabilitza les 

micel·les de C8G1, mentre que a concentracions altes l’efecte és el contrari. 
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2.2.3. Interacció dels metal·labis(dicarballurs) amb els 

aminoàcids i les proteïnes 
 

2.2.3.1 Estudis RMN i FTIR de la interacció dels metal·labis(dicarballurs) amb 

el medi de cultiu DMEM  
Un cop aprofundit el coneixements de les interaccions entre els 

metal·labis(dicarballurs) i els  lípids i els glúcids, el següent pas és veure la interacció 

amb les proteïnes. Com s’ha mencionat a l’inici, en una tesi del grup es varen fer estudis 

de la interacció del Na[o-COSAN] amb la proteïna BSA.[50] La interacció ve donada 

principalment pels enllaços dihidrogen entre els enllaços B-H del clúster i els enllaços N-

H dels aminoàcids protonats. Ja que més endavant s’utilitzaran les línies cel·lulars de 

glioblastoma U87 i T98G es va fer l’estudi de la interacció del medi de cultiu d’aquestes 

cèl·lules, el DMEM (Dulbecco’s Eagle Modified Medium), amb el Na[o-COSAN], el Na[o-

FESAN] i els dos derivats di-iodo, per veure la possible interacció entre els anions 

metal·labis(discarballur) i els components del medi de cultiu. 

El DMEM està compost de diferents aminoàcids, entre ells tres que contenen 

una amina protonable, com són la L-arginina, la L-lisina i la L-histidina.[51] A més a més, 

pel cultiu de les cèl·lules s’utilitzarà aquest medi de cultiu amb un 10% de sèrum boví 

fetal (FBS), que conté una mescla de proteïnes, entre elles la BSA. En una tesi anterior 

del grup,[50] es va estudiar la interacció del  Na[o-COSAN] amb la FBS de manera que 

aquesta ja és coneguda.[4] 

Per estudiar la interacció dels quatre metal·labis(dicarballurs) amb el medi de 

cultiu es van utilitzar solucions 2 mM de cada compost en: a) solució aquosa, b) en el 

medi de cultiu DMEM i c) en el medi de cultiu DMEM + 10% de la proteïna FBS. Un cop 

comprovat que eren solubles, fet imprescindible per a ser internalitzats per part de les 

cèl·lules, es va gravar tant l’espectre ATR-FTIR com el 11B{1H}-RMN. 

A la Figura 2.24 podem observar els espectres FTIR de cadascuna de les solucions 

2 mM prèviament nombrades. A l’espectre ATR-FTIR de les solucions aquoses dels 

compostos (en verd), s’aprecia la intensitat del pic ν(B-H), en canvi en la solució amb el 

medi DMEM (en vermell), la intensitat del pic disminueix considerablement, fet que 

s’exagera encara més a l’afegir el 10% de FBS al medi de cultiu (en blau cel). 
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Figura 2.24. Espectres FTIR de les solucions 2 mM del metal·labis(dicarballur) nombrat a sobre de cada 
gràfica. Solucions aquoses 2 mM en verd, solucions 2 mM en el medi de cultiu DMEM en vermell, solucions 
2 mM en el medi de cultiu DMEM + 10% de FBS en blau cel. S’utilitzaren el medi de cultiu DMEM, en 
negre, i el medi de cultiu DMEM + 10% de FBS, en gris, com a controls. 

Figura 2.25. Espectres 11B{1H}RMN de les solucions 2 mM del Na[o-COSAN] a l’esquerra i del Na[8,8’-o-
COSAN] a la dreta. Solucions aquoses 2 mM en verd, solucions 2 mM en el medi de cultiu DMEM en 
vermell, solucions 2 mM en el medi de cultiu DMEM + 10% de FBS en blau cel. 

Posteriorment als estudis d’espectrometria 11B{1H}RMN s’observa tant en el cas 

dels cobaltabis(dicarballurs), a la Figura 2.25, com dels ferrabis(dicarballurs), a la Figura 

2.26 que la intensitat dels pics baixa en les solucions 2 mM en el medi DMEM i que en 

el cas del [8,8’-I2-o-COSAN]- els pics arriben a desaparèixer, indicant la interacció dels 

components del medi de cultiu, entre ells diferents aminoàcids, amb els 

metal·labis(dicarballurs). La interacció entre l’[o-COSAN]- i alguns aminoàcids com la L-
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histidina, la L-arginina o el L-triptòfan es va demostrar en el grup on  s’ha fet aquesta 

tesi i es va materialitzar en l’assemblatge dels elèctrodes selectius corresponents.[52,53] 

Finalment, a l’afegir el 10% de FBS al medi de cultiu els pics desapareixen completament, 

donant suport a la formació d’agregats proteïna-metal·labis(dicarballur).[4] Aquesta 

disminució de les intensitats és deguda a que els metal·labis(dicarballurs) formen els 

enllaços dihidrogen B-H···H-N amb els aminoàcids protonables, generant-se així 

agregats on el compost tipus θ es troba atrapat, de manera que només veiem la senyal 

de les molècules que es troben formalment en solució. 

El fet que s’utilitzi FBS com a component en el medi de cultiu cel·lular pot afavorir 

el fet que els metal·labis(dicarballurs) estudiats s’internalitzin dintre de les cèl·lules, 

degut a la formació d’agregats amb les proteïnes. En el cas de la interacció només amb 

el medi DMEM observem que aquesta és més forta en els compostos di-iodats, 

l’exemple més clar és el [8,8’-I2-o-COSAN]-, on la senyal d’RMN desapareix 

completament, en aquest cas podem dir que la lipofília dels metal·lacarborans tipus θ 

deu ser un factor determinant més que no pas el metall. 

Figura 2.26. Espectres 11B{1H}RMN de les solucions 2 mM del Na[o-FESAN] a l’esquerra i del Na[8,8’-o-
FESAN] a la dreta. Solucions aquoses 2 mM en verd clar, solucions 2 mM en PBS (0,1 M) en verd fosc, 
solucions 2 mM en el medi de cultiu DMEM en vermell, solucions 2 mM en el medi de cultiu DMEM + 10% 
de FBS en blau. 
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2.2.3.2 Interacció del Na[8,8’-I2-o-COSAN] amb una selecció d’aminoàcids 
Per confirmar que la interacció entre el medi de cultiu DMEM i el Na[8,8’-I2-o-

COSAN] era amb els aminoàcids, es varen fer estudis de 11B{1H}-RMN i 1H{11B}-RMN de 

mostres del metal·labis(dicarballur) i diferents aminoàcids presents en aquest medi de 

cultiu. Els cincs aminoàcids seleccionats van ésser la L-glutamina, el L-triptòfan, L-

arginina, la L-lisina i la L-histidina. Els tres darrers contenen un residu amb una amina 

protonable, el L-triptòfan que conté també un residu amb una amina aromàtica i 

finalment s’incorporà a l’estudi la L-glutamina, perquè es troba a una concentració alta 

en el medi DMEM (3,9 mM), i el seu residu conté un grup amida. A la Figura 2.27 podem 

veure les estructures de Lewis dels aminoàcids seleccionats. A pH=7,4, la L-arginina i la 

L-lisina es troben carregades, la L-histidina es troba en estat neutre en un ≈90% i 

protonada en un ≈10% i finalment el L-triptòfan i la L-glutamina es troben neutres. 

Figura 2.27. Estructures de Lewis de la L-arginina, L-lisina, L-histidina, L-triptòfan i L-glutamina a pH=7,4. 

Per l’estudi es va utilitzar la concentració fixa del Na[8,8’-I2-o-COSAN], 2 mM i es 

van gravar els espectres RMN a concentracions creixents dels diferents aminoàcid 0, 2, 

20, 40 i 60 mM. 

S’observa una disminució de la senyal i per tant interacció, en el cas dels 

aminoàcids protonats L-lisina+, L-histidina (10%+), L-arginina+ i L-triptòfan. En l’estudi 

amb la L-glutamina no s’observa disminució de les senyals, per tant podem dir que no hi 

ha interacció, possiblement el fet que es tracti d’una amida fa que no es puguin produir 

els enllaços dihidrogen. 

A la Figura 2.28 trobem els estudis de 1H{11B}- i 11B{1H}-RMN de la L-arginina+ i el 

L-triptòfan, que podem fer extensius a la L-histidina. En aquests casos, observem 

disminució de les senyals corresponents al Na[8,8’-I2-o-COSAN] tant en l’espectre 

1H{11B}-RMN com en el 11B{1H}-RMN, tot i que no és directament proporcional a 
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l’augment de concentració dels aminoàcids. En el cas del L-triptòfan, a mesura que 

s’augmenta la concentració s’observen, a més a més de la disminució de les senyals, 

lleugers desplaçaments de les senyals B-H en l’espectre 1H{11B}-RMN, dues es desplacen 

cap a camp més alt i tres cap a camp més baix, mentre que la senyal Cc-H es desplaça 

clarament cap a camp més alt. A l’espectre de 11B{1H}-RMN també s’observen canvis 

clars de les senyals. 

Figura 2.28. Espectres 1H{11B}-RMN i 11B{1H}-RMN en D2O de 2 mM de Na[8,8’-I2-o-COSAN] amb 
concentracions creixents de L-arginina i L-triptòfan. S’indiquen quins pics de protó corresponen als Cc-H i 
B-H del metal·labis(dicarballur). Concentració d’aminoàcid: 0 mM en vermell,  2 mM en groc, 20 mM en 
verd, 40 mM en blau i 60 mM en violeta. 
 

En el cas dels estudis amb la L-lisina+, a la Figura 2.29, observem una interacció 

molt més forta, on les senyals del  Na[8,8’-I2-o-COSAN] a l’espectre 1H{11B}-RMN 

pràcticament desapareixen quan la concentració de l’aminoàcid és de 20 mM, i a 40 i 60 

mM ja no hi són presents. En l’espectre 11B{1H}-RMN no arriben a desaparèixer del tot 

però la baixada d’intensitat de les senyals és dràstica.  
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Figura 2.29. a) Espectre 1H{11B}-RMN i b) espectre 11B{1H}-RMN en D2O de 2 mM Na[8,8’-I2-o-COSAN] amb 
concentracions creixents de L-lisina+. S’indiquen quins pics de protó corresponen als Cc-H i B-H del 
metal·labis(dicarballur). Concentració de L-lisina: 0 mM en vermell,  2 mM en groc, 20 mM en verd, 40 
mM en blau i 60 mM en violeta. 
 

Per poder comparar amb el compost no iodat es van fer els experiments amb 

Na[o-COSAN], i es va comparar  la interacció amb la L-arginina+, la L-histidina i la L-lisina+, 
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només utilitzant 2 mM i 60 mM del compost. A la Figura 2.30 podem veure com en el 

cas de la L-arginina i la L-histidina la interacció és menor que en el cas del compost di-

iodat i tampoc és proporcional, en el cas de la L-histidina hi ha petites variacions en els 

desplaçaments químics. 

Figura 2.30. Espectres 1H{11B}-RMN i 11B{1H}-RMN en D2O de 2 mM Na[o-COSAN] amb diferents 
concentracions de L-arginina i L-histidina. S’indiquen quins pics de protó corresponen als Cc-H i B-H del 
metal·labis(dicarballur). Concentració d’aminoàcid: 0 mM en vermell,  2 mM en groc i 60 mM en violeta. 
 

En el cas de la L-lisina+ la interacció és molt forta, també fent que les senyals de 

protó arribin a desaparèixer, en aquest cas no podem diferenciar-la de la interacció amb 

el Na[8,8’-I2-o-COSAN], ja que ambdues són de gran intensitat. Podem veure els 

espectres a la Figura 2.31. 

Podem concloure que els aminoàcids que contenen una amina protonable i 

protonada a pH=7,4, interaccionen amb el Na[8,8’-I2-o-COSAN] en solució aquosa. En el 

cas de la L-arginina+ i la L-histidina la interacció no és proporcional a la concentració de 

l’aminoàcid, sembla ser que el nombre d’enllaços dihidrogen que pot produir el 

metal·labis(dicarballur) es veu limitat. Per altra banda la L-lisina+ produeix una interacció 

més intensa fent que les senyals de protó desapareguin, en aquest cas l’aminoàcid te el 

grup amino- amb menys impediment estèric, de manera que el metal·labis(dicarballur) 

pot produir més enllaços B-H···H-N. 
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Figura 2.31. a) Espectre 1H{11B}-RMN i b) espectre 11B{1H}-RMN en D2O de 2 mM Na[o-COSAN] amb 
concentracions creixents de L-lisina+. S’indiquen quins pics de protó corresponen als Cc-H i B-H del 
metal·labis(dicarballur). Concentració de L-lisina: 0 mM en vermell,  2 mM en groc i 60 mM en violeta. 

 

En el cas de L-triptòfan tot i no tenir una amina protonada s’observa una 

interacció que disminueix la intensitat de les senyals del Na[8,8’-I2-o-COSAN] i modifica 
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lleugerament el desplaçament químic de les senyals de protó. És possible que a més dels 

enllaços dihidrogen també veiem alguna interacció de tipus aromàtic, que sembla 

intensa en el cas dels protons dels Cc.  

Hem vist com el Na[8,8’-I2-o-COSAN] interacciona fortament amb alguns dels 

aminoàcids presents al medi de cultiu DMEM, tot i que en cap dels casos la senyal 

desapareix completament excepte a concentracions altes de la L-lisina+. També podem 

descartar que l’alta concentració de L-glutamina influeixi en la interacció ja que al ser 

una amida no es formen els enllaços dihidrogen. Així doncs, el fet de la desaparició de 

les senyals del compost en el medi de cultiu DMEM és degut al ‘’còctel’’ de components 

presents en el medi, alguns d’ells aminoàcids, entre ells, els que contenen amines 

protonables al residu. 

Per acabar hem comparat algunes interaccions amb les del Na[o-COSAN] i hem 

constatat que la interacció amb la L-arginina i la L-histidina és més feble que en el cas 

del compost di-iodat. Possiblement l’augment de lipofília i/o la conformació trans del 

Na[8,8’-I2-o-COSAN] juguin un rol a l’hora de parlar de les interaccions amb els 

aminoàcids. 

 

2.2.4. Estudi amb DLS i CD de la interacció del Na[o-FESAN] i el 

Na[8,8’-I2-o-FESAN] amb el CT-dsDNA  
 

Per completar els estudis amb cadascun dels principals tipus de biomolècules 

s’ha estudiat amb DLS i dicroisme circular (CD) la interacció de l’ADN amb els 

ferrabis(dicarballurs). La interacció de l’ADN amb el Na[o-COSAN][4] i el Na[o-FESAN][7] 

es va estudiar en una tesi anterior;[50] però en aquesta tesi s’ha volgut veure l’efecte 

amb un compost di-iodat i hem escollit el Na[8,8’-I2-o-FESAN]. Pels estudis es va utilitzar 

l’ADN de doble cadena de tim de vedella (CT-dsDNA). 

En primer lloc es van gravar els espectres CD d’una solució 80 µM de CT-dsDNA i 

posteriorment es van afegir 8 µM de Na[o-FESAN] i 8 µM Na[8,8’-I2-o-FESAN], que 

s’observen a la Figura 2.32. El CT-dsDNA presenta dues bandes d’absorció, que 

corresponen a la seva forma B, una banda positiva a 275 nm relativa a l’apilament de la 

molècula i una negativa a 245 nm relativa a la seva helicitat.[54] Els dos 
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ferrabis(dicarballurs) són aquirals de manera que no donen cap senyal de CD, per tant, 

els canvis en els espectres a l’afegir-los són deguts a la interacció d’aquests amb el CT-

dsDNA. A l’afegir-los la senyal relativa a l’apilament (λ=275 nm) es fa menys intensa i la 

relativa a l’helicitat (λ=245 nm) augmenta, suggerint una interacció intercalativa, que 

s’observa més forta en el cas del Na[8,8’-I2-o-FESAN]. Només en el cas del Na[o-FESAN] 

hi ha un desplaçament dels pics cap al vermell. 

Figura 2.32. Espectre CD de solucions aquoses: 80 µM de CT-dsDNA en blau, 80 µM de CT-dsDNA i 8 µM 
de Na[o-FESAN] en taronja; i 80 µM de CT-dsDNA i 8 µM de Na[8,8’-I2-o-FESAN] en gris. 

Aquestes mateixes solucions varen ser analitzades mitjançant DLS. Mentre que 

en la solució amb només CT-dsDNA s’observen agregats amb una mida hidrodinàmica 

de  78,3±15 nm a l’afegir 8 µM de Na[o-FESAN], disminueix fins a 71,2±15 nm, i a 64,9±10 

nm a l’afegir-hi 8 µM Na[8,8’-I2-o-FESAN] a la solució, corroborant-se l’observat en CD ja 

que la mida disminueix més a l’afegir el compost di-iodat. 

Per últim es va realitzar el mateix experiment que s’havia fet amb el Na[o-

FESAN], utilitzant Na[8,8’-I2-o-FESAN]. A la Figura 2.33 a) s’observa a l’afegir CT-dsDNA 

a una solució 1 mM de Na[o-FESAN] s’observa com la mida hidrodinàmica observada per 

DLS augmenta,[7] per contra, a la Figura 2.33 b) utilitzant Na[8,8’-I2-o-FESAN] a l’afegir 

CT-dsDNA l’efecte és el contrari. 
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Figura 2.33. a) Mesura del diàmetre hidrodinàmic en una solució inicial de 1 mM de Na[o-FESAN] amb 
concentració creixent de CT-dsDNA. Extreta de: [7]. b) ) Mesura del diàmetre hidrodinàmic en una solució 
inicial de 1 mM de Na[8,8’-I2-o-FESAN] amb concentració creixent de CT-dsDNA. 

En conclusió podem veure que el fet d’afegir els dos àtoms de iode al 

ferrabis(dicarballur) fa que la interacció canviï i que, segons els estudis de CD sigui més 

intensa. També segons els estudis anteriors podem veure que la interacció del Na[o-

FESAN] amb l’ADN és més intensa que amb el Na[o-COSAN], ja que per modificar 

l’espectre CD es necessiten concentracions més altes de cobaltabis(dicarballur). 
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2.3. Estudis biològics 
 

Un cop estudiades les propietats físico-químiques dels compostos tipus θ i la seva 

interacció amb les diferents biomolècules, els passos següents serien trobar la interacció 

dels compostos dintre de les cèl·lules i en organismes vius, per posteriorment fer proves 

amb cultius de cara al seu ús aplicacions biomèdiques. Previ a aquests experiments s’han 

realitzat estudis de toxicitat i absorció per part de les diferents línies cel·lulars que 

s’utilitzaran. 

2.3.1. Incubació de les cèl·lules GIC amb Na[o-COSAN] 
 

De cara a estudiar la interacció d’un metal·labis(dicarballur) com l’[o-COSAN]- in 

vitro, és a dir, dintre de cèl·lules que es troben en un cultiu, es van triar dues línies 

cel·lulars de cèl·lules iniciadores del glioma o GICs, que poden iniciar un tipus de tumor 

cerebral anomenat glioblastoma multiforme (GBM). Aquestes línies són la proneural 

GIC7 i la mesenquimal PG88, essent les segones més quimio- i radioresistents. Abans 

d’estudiar-ne la interacció es van fer estudis de morfologia cel·lular, toxicitat i absorció 

del compost, per comprovar que el Na[o-COSAN] és un compost apte per a ser utilitzat. 

Aquests estudis es van dur a terme amb la col·laboració del Laboratori de Neurocirurgia 

Oncològica del IDIBAPS, que es troba dintre de la fundació de l’Hospital Clínic de 

Barcelona. 

Ambdues línies, GIC7 i PG88, van ser incubades en el medi de cultiu Neuronal 

stem cell (NSC) on s’hi van afegir concentracions de 200 µM i 2 mM de Na[o-COSAN], al 

cap de 5h les cèl·lules es van rentar, s’hi va afegir medi de cultiu nou i es van incubar 

durant 43h més. Les imatges de microscopi òptic de la Figura 2.34 ens indiquen que a 

l’afegir el metal·labis(dicarballur) al medi de cultiu, s’aprecia com la morfologia de les 

cèl·lules es modifica, produint-se canvis més notoris a les cèl·lules PG88. Però un cop el 

Na[o-COSAN] es va retirar del medi de cultiu i ambdues línies cel·lulars es varen incubar 

amb el medi sense metal·labis(dicarballur), aquestes van recuperar la seva morfologia 

normal i només en alguns casos es produeix apòptosi. 
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Figura 2.34. Comparació de la morfologia cel·lular a les línies GIC7 (a) i PG88 (b) tractades amb Na[o-
COSAN] durant 5h (a l’esquerra de cada apartat) i després de rentar-les i ser incubades amb medi normal 
per 43h més (al mig i la dreta de cada apartat). Per cada apartat les imatges de l’esquerra i del mig tenen 
una barra de mida de 50 µm mentre que a les de la dreta és de 25 µm. 

L’estudi de concentració efectiva EC50  al cap de 48 h revela que les cèl·lules PG88 

es veuen més afectades per la presència del compost amb una EC50=83,2±9,7 µM, 

curiosament les més quimio- i radioresistents, mentre que per les GIC7 trobem que 

l’EC50=95,8±7,6 µM, que correspon amb els anàlisis d’absorció del Na[o-COSAN], ja que 

les PG88 són capaces d’internalitzar-ne més. A la Figura 2.35 hi trobem els estudis 

d’absorció a l’esquerra i EC50 a la dreta. 

Amb aquestes dades podem dir que el Na[o-COSAN] creua la membrana cel·lular 

d’ambdues línies de cèl·lules GIC causant-hi canvis en la morfologia que, com corroboren 

els estudis de citometria de flux, aturen el cicle cel·lular només causant apòptosi en un 

nombre reduït de cèl·lules. Podem concloure que el Na[o-COSAN] és citostàtic i no 

citotòxic respecte les línies GIC7 i PG88, i per tant, apte per a ser-hi incubat. 

Figura 2.35.  En ambdós gràfics els valors de les GIC7 són representats en blau i les de les PG88 en vermell. 
a) Monitorització de l’absorció del Na[o-COSAN] per part de les dues GICs, es va seguir com variava el pic 
d’absorbància propi del compost a una λ=280 nm a l’espectre UV-vis, s’observa que les PG88 poden 
internalitzar més compost. b) Estudi de l’EC50 respecte el Na[o-COSAN] en ambdues línies cel·lulars. 
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2.3.2. Estudis de toxicitat 2D i 3D de les cèl·lules T98G i U87 amb 

Na[o-COSAN] i Na[8,8’-I2-o-COSAN] 
 

Més endavant, a l’apartat 2.5 veurem l’aplicació dels metal·labis(dicarballurs) en 

aplicacions biomèdiques. Una d’elles serà l’aplicació de la tècnica BNCT utilitzant el 

Na[o-COSAN] i el Na[8,8’-I2-o-COSAN] com a fàrmacs en dues línies de GBM com la U87 

i la T98G. La soca T98G, a diferència de les U87, és quimioresistent a la Temozolomida 

(TMZ), un dels fàrmacs més comuns pel tractament de tumors cerebrals.[55] 

Els estudis realitzats van ser la toxicitat en models de cultiu 2D i 3D. Aquests 

estudis es van dur a terme amb la col·laboració del Radiopharmaceutical Sciences Group  

del Centro de Ciências e Tecnologias Nucleares a Bobadela, Portugal. 

A la Taula 2.8 podem observar la EC50 d’ambdós compostos respecte les dues 

línies cel·lulars a diferents temps en un model de cultiu 2D. S’aprecien dues tendències, 

en primer lloc que el compost més tòxic en ambdues línies és el Na[8,8’-I2-o-COSAN] i 

que la línia cel·lular més resistent és la T98G. 

Taula 2.8. Taula de les EC50 en µM obtingudes pel Na[o-COSAN] i el Na[8,8’-I2-o-COSAN] a les línies 
cel·lulars U87 i T98G en un model de cultiu 2D. 

Els estudis de toxicitat en models 3D ens aproxima més al que podríem trobar en 

un tumor, ja que l’exposició als compostos és diferent i les cèl·lules tenen certa 

comunicació entre elles.[56] Se’n va estudiar la viabilitat i la mida utilitzant tres 

concentracions diferents en ambdós cultius, com es pot veure a la Taula 2.9. EC50 és la 

concentració trobada en els estudis 2D al cap de 72h, a part es van utilitzar 

concentracions per sobre i per sota d’aquest valor. 



Capítol 2: Aplicacions en biomedicina dels metal·labis(dicarballurs) 
 

94 

Taula 2.9. Concentracions utilitzades pels estudis de viabilitat cel·lular en esferoides 3D de les cèl·lules 
U87 i T98G. 

A la Figura 2.36 podem veure les imatges dels esferoides un cop incubats amb 

les concentracions corresponents de Na[o-COSAN] i Na[8,8’-I2-o-COSAN], a la EC50 

(l’apartat a) i per sobre de la EC50 (l’apartat b). Tant en aquests dos casos com per sota 

de la EC50 no sembla que la forma i la integritat dels esferoides es vegi afectada. Referent 

a la mida de la superfície dels esferoides s’observa un decreixement en les tres 

concentracions per les cèl·lules U87, on el derivat di-iodo és lleugerament més eficaç 

que el Na[o-COSAN], mentre que les T98G no es veuen afectades en cap dels dos 

compostos. Podem observar-ne les gràfiques a la Figura 2.37.  

Figura 2.36. Imatges dels esferoides 3D de U87 i T98G incubats amb Na[o-COSAN] i Na[8,8’-I2-o-COSAN] 
després de 3 i 6 dies. a) amb la concentració igual a la EC50, b) amb la concentració per sobre de la EC50. 
Barres de mida: 500 µm. 
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Figura 2.37.  Gràfiques de la mida dels esferoides 3D de U87 i T98G incubats amb Na[o-COSAN] i Na[8,8’-
I2-o-COSAN] en un període de 6 dies. a) amb la concentració igual a la EC50, b) amb la concentració per 
sobre de la EC50. 

 

2.3.3. Estudis de toxicitat 2D i 3D de les cèl·lules U87 amb Na[o-

FESAN] i Na[8,8’-I2-o-FESAN] 
 

A l’apartat 2.5 veurem l’aplicació del Na[o-FESAN] i el Na[8,8’-I2-o-FESAN] com a 

fàrmacs en la línia U87 per radioteràpia de raigs-X, raigs-γ i protons. De la mateixa forma 

que amb els anàlegs de cobalt es varen realitzar els estudis previs de toxicitat 2D i 

viabilitat d’esferoides 3D en les cèl·lules de la línia U87. 

A l’esquerra de la Taula 2.10 observem els valors de la EC50 a diferents temps 

pels ferrabis(dicarballurs) i com en els compostos de cobalt, a la dreta, el di-iodo-

metal·labis(dicarballur) és el més tòxic. Comparativament el Na[o-COSAN] i el Na[o-

FESAN] tenen toxicitats similars, mentre que el Na[8,8’-I2-o-FESAN] és clarament més 
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tòxic que el Na[8,8’-I2-o-COSAN]. 

Taula 2.10. Taula de les EC50 en µM obtingudes pel Na[o-FESAN] i el Na[8,8’-I2-o-FESAN] a línia cel·lular 
U87. S’inclouen els cobaltabis(dicarballurs) per poder comparar. 

Per l’estudi de viabilitat cel·lular dels ferrabis(dicarballurs)  amb esferoides 3D de 

U87 es va utilitzar el mateix mètode, incubant els cultius 72 h amb tres concentracions: 

una inferior a la EC50 , una igual a aquest valor i una superior. A la Figura 2.38 podem 

veure les imatges dels esferoides 3D de la línia U87 incubades amb els dos compostos, 

la integritat i la forma d’aquests no es veu afectada per la presència dels 

metal·labis(dicarballurs). 

Figura 2.38. Imatges dels esferoides 3D de U87 incubats amb Na[o-FESAN] i Na[8,8’-I2-o-FESAN] després 
de 6 dies. Barres de mida: 500 µm. 

A la Figura 2.39 trobem les gràfiques de com varia la superfície dels esferoides al 

llarg del temps quan la concentració és igual i superior a la EC50 pel Na[o-FESAN] i el 

Na[8,8’-I2-o-FESAN]. En ambdós casos el Na[o-FESAN] redueix la superfície dels 

esferoides. 
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Figura 2.39. Gràfiques de la mida dels esferoides 3D de U87 incubats amb Na[o-FESAN] i Na[8,8’-I2-o-
FESAN] en un període de 6 dies. a) amb la concentració igual a la EC50, b) amb la concentració per sobre 
de la EC50. 

 

2.4. Interacció metal·labis(dicarballur)-biomolècules 

in vitro i in vivo  
 

Un cop sabent que els metal·lacarborans tipus θ creuen membranes artificials i 

formen interaccions intermoleculars més o menys intenses amb les diferents 

biomolècules, el següent pas va ser veure si aquestes interaccions es donen a l’interior 

d’organismes vius. En primer lloc utilitzarem un model in vitro, amb les cèl·lules GICs, 

GIC7 i PG88, on s’hi incubarà el Na[o-COSAN] i n’estudiarem la interacció. 

Posteriorment passarem a estudiar les interaccions in vivo utilitzant un model 

d’animal petit com els C.elegans  i els seus embrions. En aquest cas utilitzarem el Na[o-

COSAN], el Na[o-FESAN] i els seus dos di-iodo derivats i podrem veure si hi ha diferències 

entre els quatre compostos. 

 

2.4.1. Interacció in vitro del Na[o-COSAN] amb les biomolècules 

en línies cel·lulars glioblastoma amb llum IR de sincrotró 
 

Un cop hem profunditzat en la interacció molecular dels metal·labis(dicarballurs) 

amb les diferents biomolècules, utilitzant els mètodes que podem trobar en un 
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laboratori de química, es va voler anar un pas més enllà per observar aquestes 

interaccions dins d’un sistema viu, el primer pas seria utilitzar cultius cel·lulars. Aquesta 

interacció podria tenir diferents aplicacions a nivell de biomedicina, però la primera que 

podem pensar és l’ús de la tècnica BNCT o altres teràpies anticàncer on els fàrmacs amb 

bor puguin tenir-hi un paper. 

Per aquest objectiu es van fer servir les cèl·lules iniciadores del glioma GIC7 i 

PG88. Aquestes cèl·lules GIC tenen l’habilitat d’iniciar tumors anomenats Glioblastoma 

multiforme (GBM), que apareixen en el teixit del sistema nerviós central, format per 

l’encèfal, que comprèn el cervell i el cerebel, i l’espina dorsal.[57,58]  

Els GBM són la forma més habitual i agressiva de tumor del teixit nerviós central 

de manera que els pacients tenen una supervivència mitjana de 15 mesos des de la 

diagnosi,[59] ja que són molt resistents a la quimioteràpia i els pacients en molts casos 

tenen recaigudes.[60,61] Els GBM poden ser classificats per la seva expressió genètica, en 

el nostre cas utilitzarem línies cel·lulars que no contenen el fenotip del metilador de l'illa 

glioma-CpG (G-CIMP-), que tenen pitjor prognosi,[62] dintre d’aquestes hi ha 3 subtipus: 

proneurals, clàssiques i mesenquimals. Les G-CIMP- tenen certa plasticitat genètica per 

transformar-se de proneural a mesenquimal, sent les últimes més resistents a quimio- i 

radioteràpia i amb més tendència a recaigudes.[63,64] Les línies cel·lulars de GIC escollides 

per aquest estudi van ser les proneurals GIC7 i les mesenquimals PG88 i per tant més 

quimio- i radio-resistents. 

Com hem comentat en els apartats precedents, els metal·labis(dicarballurs) 

contenen enllaços B-H que presenten una senyal a l’espectre FTIR en el rang de 2500-

2600 cm-1.[65] Aquest pic ν(B-H) és molt característic, ja que és molt intens i no hi ha cap 

grup orgànic que presenti vibracions en aquesta zona de l’espectre.[66] Aquest fet ens 

pot ajudar a l’hora de detectar el compost dintre la cèl·lula, de manera que la tècnica 

triada per observar la interacció metal·labis(dicarballur)-cèl·lula va ser l’espectrometria 

FTIR. A part, les diferents senyals de les biomolècules que formen part de la cèl·lula 

apareixen a l’espectre FTIR en regions separades. Les vibracions dels lípids es situen en 

el rang 3100-2800 cm-1, les de les proteïnes apareixen majoritàriament en el rang 1800-

1350 cm-1 i les de l’ADN es situen en el rang 1350-900 cm-1. En el cas dels hidrats de 

carboni trobem les intenses senyals de la vibració ν(C-O) entre 1140 i 1000 cm-1, 
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solapades amb les de l’ADN, format en part per sucres i per tant, de difícil estudi.  

Aquests estudis varen fer-se a les instal·lacions de micro-espectroscòpia FTIR a 

la línia de feix MIRAS (acrònim de Micro-espectroscòpia InfraRoja amb Radiació de 

Sincrotró) del sincrotró ALBA com podem observar a la Figura 2.40.  

Figura 2.40. A l’esquerra presa d’imatges de microscopi visible del cultiu cel·lular per després poder gravar 
l’espectre FTIR de cèl·lules concretes i a la dreta el muntatge del microscopi visible acoblat a 
l’espectròmetre FTIR, que utilitza com a font de llum la radiació de sincrotró. 

L’estudi amb llum de sincrotró proporciona una gran qualitat espectral i una 

resolució espacial que arriba al límit de la difracció (λ/2)[67] ja que posseeix una brillantor 

o densitat de flux de fotons entre 100 i 1000 vegades superior al de les fonts de radiació 

termals utilitzades en els equips d’IR habituals.[68] Aquesta densitat és deguda a l’estreta 

mida del feix, que permet l’anàlisi de zones més petites, com per exemple una part d’una 

cèl·lula, en comptes de la cèl·lula sencera, amb una relació senyal-soroll acceptable.[69,70]  

Degut a que el temps d’ús de les instal·lacions al sincrotró és limitat, l’estudi es 

va realitzar només amb un metal·lacarborà tipus θ, l’[o-COSAN]-, ara per ara el que 

acumula més bibliografia tant a nivell de materials com de biomedicina. Al ser un estudi 

biològic requeria l’ús d’una sal soluble en aigua de manera que es va utilitzar el Na+ com 

a contraió.  

Com hem vist a l’apartat 2.3.1 els experiments previs fan apte l’ús del Na[o-

COSAN] amb les cèl·lules GIC7 i PG88. Així doncs els estudis d’interacció l’[o-COSAN]-

amb les diferents biomolècules que es troben en les cèl·lules GIC7 i PG88 es van fer 

mitjançant la tècnica de micro-espectroscòpia infraroja de transformada de Fourier 

basada en radiació de sincrotró, abreujada com SR-FTIRM. Aquesta tècnica permet 

observar canvis d’absorció, de posició dels pics i de la forma d’aquests en les senyals de 
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les vibracions dels enllaços que formen les biomolècules degudes a un canvi de l’entorn 

químic que les envolta.[71] La precisió de la tècnica és tant gran que s’ha arribat a 

detectar un simple canvi de base en una cadena d’ADN.[72] 

Abans de fer les mostres cel·lulars es varen gravar els espectres SR-FTIR del Na[o-

COSAN] en sòlid, en solució aquosa 2 mM i en el medi de cultiu Neuronal stem cell (NSC) 

a la mateixa concentració. A la Figura 2.41 podem observar els espectres superposats, 

en tots tres hi apareix la banda ν(B-H) entre 2600 i 2500 cm-1 que indica la presència del 

metal·labis(dicarballur), a part d’aquesta banda en l’espectre del Na[o-COSAN] sòlid, a 

la Figura 3.11 (en gris), hi observem la banda ν(Cc-H) a 3031 cm-1 i les bandes a 3590, 

3561 i 3518 cm-1 que corresponen a les aigües coordinades al catió Na+.  

A la solució aquosa 2mM, de color taronja a la Figura 2.41, hi observem les 

mateixes senyals, amb l’afegit de l’aigua no coordinada del solvent. Per contra a 

l’espectre de la solució 2 mM de Na[o-COSAN] en el medi de cultiu NSC, de color blau 

Figura 2.41, les senyals ν(Cc-H) sembla que desapareixen perquè es superposem amb les 

senyals corresponents a les amines i el pic ν(B-H) és bastant menys intens, això ens indica 

un canvi en les interaccions químiques dels enllaços B-H i Cc-H, que podria estar 

relacionat amb la interacció del metal·labis(dicarballur) amb els nutrients presents en el 

medi NSC, formats entre altres per proteïnes i aminoàcids. 

Figura 2.41. Espectres SR-FTIR de Na[o-COSAN] en sòlid (en gris), d’una solució aquosa 2mM de Na[o-
COSAN] (en taronja) i d’una solució 2mM de Na[o-COSAN] en el medi de cultiu NSC (en blau). 

Per a preparar les mostres pels experiments de SR-FTIRM es varen incubar les 

dues línies cel·lulars de GIC (GIC7 i PG88), amb 200 µM i 2 mM de Na[o-COSAN] en el 

medi de cultiu NSC durant 5h, després varen ser rentades i fixades sobre pèl·lets de CaF2 

amb un 4% de paraformaldehid en solució buffer de fosfat, i finalment els pèl·lets es van 
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rentar amb aigua Millipore. Seguint el mateix protocol però sense afegir-hi Na[o-COSAN] 

es van incubar les dues mostres de control, una per cada línia cel·lular. 

Per a gravar els espectres SR-FTIR es van situar els pèl·lets de CaF2 amb el cultius 

cel·lulars fixats en un agafador per situar-los al focus del microscopi òptic, com es pot 

observar a la Figura 2.40. Amb el microscopi òptic s’obtenia una imatge d’una regió del 

pèl·let i es seleccionaven les cèl·lules de les que es volia obtenir l’espectre. Per 

cadascuna de les sis mostres es varen escollir entre  100-150 cèl·lules, basant-se en la 

seva separació d’altres cèl·lules i el fet que no estiguessin en una zona del pellet que 

pogués dificultar l’adquisició de l’espectre, com per exemple els extrems. Gràcies a 

l’acoblament del microscopi amb un espectròmetre FTIR es va poder programar 

l’adquisició automàtica dels espectres de les cèl·lules seleccionades. Els espectres es van 

adquirir a través d’una obertura de 10 µm x 10 µm amb una resolució espectral de 4 cm-

1 en el rang de 4000-800 cm-1, per a millorar la relació senyal/soroll es van acumular 100 

scans per cada cèl·lula. Per l’adquisició es va fer servir el software OPUS 7.5 de Bruker. 

A la Figura 2.42 podem observar la mitja dels espectres obtinguts per cadascuna de les 

mostres, on apareixen diferenciades cadascuna de les zones de l’espectre FTIR 

corresponent als lípids, les proteïnes i l’ADN. S’hi pot apreciar també la vibració ν(B-H) 

que ens confirma que el Na[o-COSAN] es troba dins les cèl·lules, es pot veure clarament 

la intensitat a les mostres incubades amb 2 mM dels metal·labis(dicarballur), en els 

cultius amb menys concentració, 200 µM, el pic també hi és present però presenta una 

absorbància molt més feble. 

La tècnica SR-FTIR pot produir molts espectres de forma ràpida amb dades de 

centenars de nombres d’ona a cadascun. Aquest gran volum de dades requereix un 

anàlisi multivariant i per aquest estudi es va utilitzar l’anàlisi de components principals 

o PCA. Aquest mètode facilita el canvi d’una quantitat de dades inabastable a tangible, 

de manera que les mostres analitzades, representades amb un punt, queden agrupades 

segons vàries variables, una per cada eix, obtenint unes gràfiques de puntuació o Score 

plots. Segons la posició de cada grup en la gràfica podem discernir en quines variables 

es troben les diferències entre aquests grups.[72]  
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Figura 2.42.  Espectres SR-FTIR mitjans per cadascuna de les mostres realitzades. Per cada mostra es va 
gravar l’espectre de 100-150 cèl·lules i mitjançant el software Unscrambler X10.3 es van obtenir els 
espectres mitjans. a) La mitja dels espectres de les mostres de la línia cel·lular GIC7: cèl·lules control en 
blau fosc, incubades amb 200 µM de Na[o-COSAN] en vermell i , incubades amb 2 mM de Na[o-COSAN] 
en blau clar. b) La mitja dels espectres de les mostres de la línia cel·lular PG88: cèl·lules control en blau 
fosc, incubades amb 200 µM de Na[o-COSAN] en vermell i , incubades amb 2 mM de Na[o-COSAN] en blau 
clar. 

En el nostre cas cada mostra és l’espectre FTIR d’una cèl·lula, per a fer el 

tractament PCA ens vàrem ajudar del programa Unscrambler X10.3 que els va classificar 

obtenint unes gràfiques de puntuació. Cada eix d’aquestes gràfiques de puntuació 

correspon a una variable anomenada component principal o PC. Les PC que genera 

automàticament el software són espectres model que classifiquen les mostres 

prèviament etiquetades (en el nostre cas com a control o incubades amb Na[o-COSAN])  

segons s’assemblin més a una PC o una altra, obtenint així una gràfica on cada punt 

representa una mostra (un espectre SR-FTIR d’una cèl·lula) que apareixerà en unes 

coordenades XYZ determinades depenent del seu nivell de semblança a cada PC. En el 

nostre cas s’han obtingut gràfiques 3D de manera que la PC-1 apareix a l’eix de les X, la 

PC-2 a l’eix de les Y i la PC-3 a l’eix de les Z. Essent cada espectre FTIR d’una cèl·lula un 
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punt, aquells que s’assemblen entre si quedaran agrupats, normalment els que 

pertanyen a una mateixa mostra. La posició de cada grup ens permetrà saber si 

existeixen semblances o diferències amb cada PC, i sabent que les PCs tenen més 

contribució d’uns pics IR que d’altres podem establir en quins nombres d’ona de vibració 

es produeixen les diferències que fan que els grups o mostres apareguin separats a la 

gràfica de puntuació. 

En el nostre cas analitzarem mitjançant la PCA les parts de l’espectre FTIR per 

separat que corresponen a cada tipus de biomolècula: lípids (3000-2800 cm-1), proteïnes 

(1800-1350 cm-1) i ADN(1350-900 cm-1). Per a poder comparar ens vàrem centrar per 

cada soca en les diferències entre els controls i les cèl·lules incubades amb 200 µM de 

Na[o-COSAN] ja que és la concentració més semblant a la dosi d’un fàrmac. L’experiment 

a 2 mM tenia la funció de maximitzar i confirmar el que veiem a la concentració baixa, 

200 µM. 

2.4.1.1 Estudi SR-FTIRM a la regió dels lípids 
Per estudiar estadísticament la interacció del Na[o-COSAN] amb lípids es van 

delimitar els espectres al rang 3000-2800 cm-1 i previ a la transformació de les dades 

mitjançant PCA es va aplicar la correcció extended multiplicative signal correction 

(EMSC) per tal d’uniformitzar-les obtenint una línia base semblant, seguint protocols 

previs.[73,74] Posteriorment es van normalitzar aplicant la Standard normal variate (SNV). 

A la Figura 2.43 podem observar les mitges dels espectres SR-FTIR de les mostres 

control (en blau) i de les mostres de les cèl·lules incubades amb 200 µM de Na[o-COSAN] 

(en vermell), les PCs i les gràfiques de puntuació, per la línia cel·lular GIC7, a la Figura 

2.43 a), i per la soca PG88, a la Figura 2.43 b). La diferència més significativa la trobem 

en ambdós casos en la PC-3 que ens indiquen canvis en els pics situats a 2920 cm-1 i 2850 

cm-2 que corresponen a l’ stretching  asimètric -CH2- i l’ stretching  simètric -CH2-, 

respectivament. En el cas de les GIC7 la intensitat dels pics és lleugerament més gran 

mentre que per les PG88 disminueix Els espectres no presenten canvis en la forma dels 

pics, només canvis d’intensitat. 
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Figura 2.43. a) cèl·lules GIC 7, b) cèl·lules PG88. A la part superior de cada apartat trobem l’espectre mitjà 
de les mostres control (en blau) i incubades amb 200 µM de Na[o-COSAN] (en vermell) en el rang dels 
lípids; a baix a l’esquerra la gràfica de PCs (PC-1 en blau, PC-2 en taronja i PC-3 en gris) i a baix a la dreta 
la gràfica de puntuació resultant de l’anàlisi PCA on s’observa la variància entre les cèl·lules GIC control 
(en blau) i les incubades amb 200 µM de Na[o-COSAN] (en vermell). 

A més també es va calcular l’índex d’insaturació dividint, a cada espectre, la 

integral de la senyal a 3010 cm-1, corresponent a l’stretching -HC=CH- i la integral de la 

senyal a 2850 cm-1, corresponent a l’stretching  simètric -CH2-.[75] A la Taula 2.11 

observem com a les cèl·lules GIC7, en presència de Na[o-COSAN], es produeix una 

reducció dels enllaços dobles, amb una tendència que segueix l’augment de 

concentració, mentre que a les cèl·lules PG88 no és tant clar a una concentració de 200 

µM i només s’aprecia a la concentració alta de 2 mM. 
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Taula 2.11. Ràtios entre la integral de la senyal a 3010 cm-1 i la senyal a 2850 cm-1 per les cèl·lules GIC7 i 
PG88. 

Proper a la zona de l’espectre dels lípids trobem la senyal ν(Cc-H) del 

metal·labis(dicarballur) que presenta algun tipus d’interacció ja sigui amb l’ADN o les 

proteïnes. 

Podem dir que existeix interacció entre el Na[o-COSAN] i els lípids tot i que és 

feble, per l’experiència prèvia podríem intuir que els canvis en l’espectre SR-FTIR dels 

lípids són deguts al creuament de membrana per part del compost sense trencar-la i la 

reducció d’enllaços dobles dels lípids podria correspondre a la coneguda activitat redox 

del compost.[76,77] 

 

2.4.1.2 Estudi SR-FTIRM a la regió de les proteïnes 

Per les proteïnes es va seguir el mateix tractament previ que amb els lípids. Per 

a fer l’estudi es van delimitar els espectres al rang 1800-1000 cm-1 anomenat fingerprint, 

normalment en aquest tipus d’estudis s’aplica la PCA en aquesta regió sencera, 

comprenent les regions de les proteïnes i l’ADN. En el nostre cas s’ha fet d’aquesta 

manera també, però en els espectres s’aprecien canvis importants en la regió de l’ADN, 

de manera que aquest apartat ens centrarem en els canvis al rang de les proteïnes 

(1800-1350 cm-1) i en el següent s’explicarà la PCA aplicada a la zona de l’ADN (1800-

900 cm-1)  de forma separada a les proteïnes. 
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Figura 2.44. a) A dalt: espectre SR-FTIR mitjà a la zona del fingerprint (1800-1000 cm-1) de les cèl·lules 
GIC7, a baix a l’esquerra: la gràfica de PCs (PC-1 en blau, PC-2 en taronja i PC-3 en gris) i a baix a la dreta: 
la gràfica de puntuació resultant de l’anàlisi PCA on s’observa la variància entre les cèl·lules GIC7 control 
(en blau) i les incubades amb 200 µM de Na[o-COSAN] (en vermell). b) La segona derivada de l’espectre 
SR-FTIR de la senyal Amida I, a la regió 1700-1600 cm-1 i la seva deconvolució a sota per observar les 
diferències entre les cèl·lules GIC7 control (esquerra) i les incubades amb 200 µM de Na[o-COSAN] (dreta). 
Les deconvolucions estan etiquetades així: Amida I experimental en blau fosc, residu en taronja, làmina-
β en gris, hèlix-α en blau, gir-β en verd, làmina-β antiparal·lela en negre i Amida I calculada en línies 
vermelles. 
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Figura 2.45. a) A dalt: espectre SR-FTIR mitjà a la zona del fingerprint (1800-1000 cm-1) de les cèl·lules 
PG88, a baix a l’esquerra: la gràfica de PCs (PC-1 en blau, PC-2 en taronja i PC-3 en gris) i a baix a la dreta: 
la gràfica de puntuació resultant de l’anàlisi PCA on s’observa la variància entre les cèl·lules PG88 control 
(en blau) i les incubades amb 200 µM de Na[o-COSAN] (en vermell). b) La segona derivada de l’espectre 
SR-FTIR de la senyal Amida I, a la regió 1700-1600 cm-1 i la seva deconvolució a sota per observar les 
diferències entre les cèl·lules PG88 control (esquerra) i les incubades amb 200 µM de Na[o-COSAN] 
(dreta). Les deconvolucions estan etiquetades així: Amida I experimental en blau fosc, residu en taronja, 
làmina-β en gris, hèlix-α en blau, gir-β en verd, làmina-β antiparal·lela en negre i Amida I calculada en 
línies vermelles. 
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A les PCAs de la zona del fingerprint observem que els principals canvis entre les 

cèl·lules control (en blau) i les incubades amb 200 µM de Na[o-COSAN] (en vermell) es 

troben a les components PC-2 i PC-3 tant en les cèl·lules GIC7, a la Figura 2.44 a), com a 

les PG88, com s’observa a la Figura 2.45 a). S’aprecien canvis d’absorbància i posició dels 

pics, al pic de l’Amida I (1650 cm-1) i l’Amida II (1550 cm-1). En el cas de les GIC7, les 

cèl·lules amb Na[o-COSAN] present, els pics Amida I i Amida II són més intensos que en 

el control, per contra en les PG88 el pic del control és més intens en l’Amida I, mentre 

en l’Amida II el més intens és el de les cèl·lules incubades amb Na[o-COSAN]. 

Observant que hi ha canvis a la senyal de l’Amida I i sabent que aquesta ens pot 

donar informació sobre l’estructura secundària vàrem fer la deconvolució d’aquest 

pic,[78] que trobem a les Figures 2.44 b) i 2.45 b), format pels sub-pics (làmina-β 

antiparal·lela, gir-β, hèlix-α, làmina-β i residu) que reflecteixen la contribució de cada 

estructura secundària. En primer lloc es van assignar cadascun dels pics de les 

deconvolucions mitjançant la segona derivada de la banda Amida I, essent el nombre 

d’ona aproximat de cadascun dels sub-pics els següents: làmina-β antiparal·lela a 1693 

cm-1, gir-β a 1683 cm-1, hèlix-α a 1654 cm-1, làmina-β a 1637 cm-1 i el residu a 1614 cm-

1. Un cop trobats aquests valors es pot procedir a la deconvolució del pic en cinc sub-

pics, per a calcular-la es va ajustar la suma de les cinc corbes gaussianes, que 

corresponen a cada una de les estructures secundàries, a la corba obtinguda 

experimentalment mitjançant l’extensió Solver del programa Microsoft Excel. 

Taula 2.12. Ràtios entre la integral de la senyal deconvolucionada de l’hèlix-α i la integral de la senyal 
deconvolucionada de la fulla-β per cada mostra. A la dreta el sumatori de l’error al quadrat de cada punt 
de la senyal Amida I calculada respecte l’experimental. 

A la Taula 2.12 podem trobar la relació obtinguda al dividir l’integral de l’hèlix-α 

amb l’integral de la làmina-β a cada una de les mostres, i a la Figura 2.46 les 

deconvolucions de les dues línies cel·lulars superposades. Observem com clarament en 
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presència de 200 µM de Na[o-COSAN] hi ha una tendència cap a fulla-β, disminuint la 

contribució de l’hèlix-α. Aquesta tendència es reverteix quan la concentració de Na[o-

COSAN] puja a 2 mM, ja sigui total, en el cas de les GIC7, o parcialment, en el cas de les 

PG88. La visualització de les PCA recolza una interacció [o-COSAN]--proteïna que hem 

vist capaç de canviar l’estructura secundària d’aquestes. 

Figura 2.46. A l’esquerra: resum de les deconvolucions del pic Amida I per les cèl·lules GIC7; GIC7 Control 
en blau, GIC7 incubades amb 200 µM de Na[o-COSAN] en ratlles vermelles i  GIC7 incubades amb 2 mM 
de Na[o-COSAN] en ratlles i punts negres. A la dreta: resum de les deconvolucions del pic Amida I per les 
cèl·lules PG88; PG88 Control en blau, PG88 incubades amb 200 µM de Na[o-COSAN] en ratlles vermelles 
i  PG88 incubades amb 2 mM de Na[o-COSAN] en ratlles i punts negres. 

 Una manera d’obtenir més dades de les proteïnes és mitjançant la relació entre 

les absorbàncies de l’Amida I i l’Amida II, el canvi d’aquest ràtio respecte els controls 

indica que hi ha diferències en l’estructura secundària de les proteïnes i possiblement la 

terciària.[79] En ambdues soques de cèl·lules GICs s’observa que aquest ràtio disminueix 

a mesura que augmenta la concentració de Na[o-COSAN], a la Taula 2.12, fet que 

corrobora un cop més els canvis a l’estructura secundària que possiblement 

repercuteixen també en la terciària.  

Taula 2.13. Ràtio d’absorbància entre les senyals Amida I i Amida II per cadascuna de les mostres. 

  A nivell de laboratori hem vist que l’[o-COSAN]- interacciona amb les proteïnes, 

especialment amb aquells aminoàcids carregats positivament a pH=7,4 com la L-
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arginina, la L-histidina (10% catió i 90% neutre) i la L-lisina,[6] podem confirmar que 

dintre de les cèl·lules GIC també hi existeix interacció intermolecular, segurament 

mitjançant enllaços dihidrogen, que és suficientment forta per provocar canvis en 

l’estructura secundària d’aquestes i possiblement en la terciària. 

2.4.1.3 Estudi SR-FTIRM a la regió de l’ADN 

A l’hora d’analitzar la zona espectral de l’ADN de les cèl·lules GIC es van delimitar 

els espectres en el rang 1350-900 cm-1. L’anàlisi es va decidir fer de forma separada de 

les proteïnes ja que com s’observa en els pics de l’espectre SR-FTIR, a la Figura 2.47, es 

veuen modificats de forma important en presència de Na[o-COSAN] respecte els 

controls en aquesta zona. 

En aquest cas el tractament de dades va ser diferent, en primer lloc es varen 

calcular les derivades segones dels espectres per maximitzar els canvis, com s’observa a 

la Figura 2.47 a) i b),  i després es van normalitzar mitjançant el vector unitat, amb 

aquests espectres es van dur a terme els anàlisis de PCA. 

Els canvis notoris de intensitat i forma en el rang de l’ADN es veuen reflectits en 

les gràfiques de puntuació obtingudes de les PCAs d’ambdues línies cel·lulars de GIC, on 

els grups control i els cultius incubats amb 200 µM de Na[o-COSAN] apareixen molt 

separats. En el cas de les GIC7 la separació dels grups es troba principalment en l’eix de 

la PC-1 i la PC-2, mentre que en el cas de les PG88 apareix variabilitat en tots tres eixos, 

PC-1, PC-2 i PC-3. L’exemple més clar és el del pic fosfat a 1250 cm-1 on hi ha canvis clars 

en la intensitat i la forma del pic, tot i que en els altres pics també hi ha canvis 

importants. 

Aquest canvis provocats per la presència del Na[o-COSAN] són similars als que 

produeix el cisplatí que és capaç de trencar l’aparellament de bases de la doble hèlix.[80] 

En el cas dels metal·labis(dicarballurs) s’havia observat prèviament que el Na[o-FESAN] 

interacciona amb l’ADN de manera que s’intercala entre les dues cadenes helicoidals,[7] 

mentre que el Na[o-COSAN] hi interacciona electrostàticament.[4] Aquesta interacció 

també es produeix a nivell in vitro dintre de cèl·lules GIC com hem pogut comprovar. La 

forta interacció Na[o-COSAN]-ADN podria ser un dels motius pels quals es produeix un 

efecte citostàtic en presència del metal·labis(dicarballur). 
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Figura 2.47. a) A dalt: espectre SR-FTIR mitjà a la zona de l’ADN (1350-900 cm-1) de les cèl·lules GIC7 a 
l’esquerra i a la dreta la segona derivada d’aquests espectres: GIC7 control (en blau) i les incubades amb 
200 µM de Na[o-COSAN] (en vermell). A baix a l’esquerra: la gràfica de PCs (PC-1 en blau, PC-2 en taronja 
i PC-3 en gris) i a baix a la dreta: la gràfica de puntuació resultant de l’anàlisi PCA on s’observa la variància 
entre les cèl·lules GIC7 control (en blau) i les incubades amb 200 µM de Na[o-COSAN] (en vermell). b) A 
dalt: espectre SR-FTIR mitjà a la zona de l’ADN (1350-900 cm-1) de les cèl·lules PG88 a l’esquerra i a la 
dreta la segona derivada d’aquests espectres: GIC7 control (en blau) i les incubades amb 200 µM de Na[o-
COSAN] (en vermell). A baix a l’esquerra: la gràfica de PCs (PC-1 en blau, PC-2 en taronja i PC-3 en gris) i a 
baix a la dreta: la gràfica de puntuació resultant de l’anàlisi PCA on s’observa la variància entre les cèl·lules 
PG88 control (en blau) i les incubades amb 200 µM de Na[o-COSAN] (en vermell). 
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2.4.1.4 Mappings cel·lulars per determinar la localització del Na[o-COSAN] 

dintre de les cèl·lules GIC7 
Un cop hem vist que el Na[o-COSAN] és capaç de creuar la membrana de cèl·lules 

GIC, interaccionar fortament amb les proteïnes i l’ADN, i amb els lípids de forma més 

feble, el pas següent és veure si aquestes interaccions esdevenen en que el compost 

s’acumuli més en unes zones de la cèl·lula que en d’altres, dada que pot ser cabdal de 

cara a la seva aplicabilitat en BNCT. 

Per aquest experiment es varen utilitzar les cèl·lules GIC7 incubades amb una 

concentració més alta de Na[o-COSAN], 2 mM, per maximitzar la senyal de la vibració 

ν(B-H) a l’IR i poder localitzar el compost més fàcilment. L’experiment només es va poder 

fer en cèl·lules GIC7 ja que les PG88 són massa petites i no s’hagués pogut fer el mapping 

correctament. 

En primer lloc es varen seleccionar dos grups de 2-3 cèl·lules de la línia cel·lular 

GIC7 incubada amb 2 mM de Na[o-COSAN] i se’n varen gravar imatges de microscopi 

òptic d’una mida de 40 µm per 40 µm, com s’observa a la Figura 2.48 b). L’obertura del 

microscopi es va fer més petita, d’una mida de 3 µm per 3 µm i els espectres es varen 

gravar a una distància 1,5 µm entre si, de manera que la imatge anterior quedava 

dividida en parcel·les més petites on s’hi va gravar l’espectre SR-FTIR.  

Un cop gravats els espectres mitjançant el programa OPUS 7.5 de Bruker es va 

integrar l’absorbància la senyal ν(B-H) que apareix entre 2600 i 2500 cm-1 i pertany 

inequívocament al Na[o-COSAN] i es mostra esquemàticament a la Figura 2.48 a) . A la 

Figura 2.48 c) observem els resultats dels mappings, on tenint en compte que la 

intensitat de la senyal ν(B-H) és proporcional a la concentració de Na[o-COSAN], es 

veuen senyals més intenses a la zona del nucli cel·lular afeblint-se a mesura que ens 

apropem a la membrana cel·lular externa. Això suggereix que el Na[o-COSAN] un cop 

creua la membrana cel·lular té especial afinitat per situar-se al nucli, degut a la forta 

interacció que posseeix amb l’ADN observada tant a nivell de laboratori com in vitro.  



Capítol 2: Aplicacions en biomedicina dels metal·labis(dicarballurs) 

113

Figura 2.48. a) Espectre FTIR de Na[o-COSAN] on s’indica la regió de 2600-2500 cm-1 que va ser integrada 
per a fer els mappings. b) Imatges de les zones del cultiu de cèl·lules GIC7 incubades amb 2 mM de Na[o-
COSAN] on es va procedir a fer els mappings per SR-FTIRM. c) Les imatges de l’apartat b un cop s’han 
gravat els espectres SR-FTIR en les zones delimitades i s’hi ha integrat la senyal ν(B-H), els colors blaus 
indiquen menys intensitat d’aquesta senyal, mentre que els color blanc, passant pel vermell indica la 
intensitat màxima. Aquests llocs de màxima intensitat es corresponen amb els nuclis cel·lulars. 

Aquest resultat està d’acord amb l’estudi teòric que va trobar que per creuar els 

porus de la membrana nuclear era necessària la càrrega negativa i la hidrofobicitat (el 

Na[o-COSAN] té gairebé 45 vegades més tendència a dissoldre’s en n-octanol que en 

l’aigua en un sistema bifàsic) de les nanopartícules.[81] Simulacions fetes amb el mètode 

Monte Carlo descriuen que si un fàrmac que contingui 10B es situa dins del nucli cel·lular 

o proper a ell la radioteràpia BNCT és molt més efectiva a l’hora de provocar la mort 
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cel·lular en cèl·lules tumorals, que no pas si es troba distribuït uniformement dins la 

cèl·lula, ja que pel fet de que el nucli rebi més radiació nuclear fa que les cèl·lules morin 

abans.[82] 

Per concloure podem dir s’ha utilitzat per primer cop la tècnica SR-FTIRM per a 

la detecció de metal·labis(dicarballurs), en aquest cas dintre de cèl·lules GIC. Hem 

comprovat que el Na[o-COSAN] pot creuar la membrana cel·lular d’aquest tipus de 

cèl·lules i  que la forta interacció amb les proteïnes i l’ADN observades a nivell molecular 

al laboratori també es dona a les cèl·lules GIC. Aquestes interaccions i el fet que els 

mappings indiquin que aquesta molècula tingui una especial afinitat per situar-se al prop 

del nucli cel·lular o dins d’aquest, ens indica que el Na[o-COSAN] és un bon candidat per 

poder aplicar-li la tècnica BNCT per lluitar en contra dels GBM que puguin produir. A 

més a més, cal ressaltar que els estudis d’absorció i d’EC50 indiquen que les cèl·lules 

mesenquimals PG88, més quimio- i radioresistents, es veuen més afectades per la 

presència del cobaltabis(dicarballur), de manera que podria arribar a ser un fàrmac 

específic que actuï en contra de la proliferació de cèl·lules GIC mesenquimals emprant 

el tractament BNCT. 

 

2.4.2. Estudi de la interacció amb biomolècules in vivo del Na[o-

COSAN], el Na[o-FESAN] i els respectius di-iodats utilitzant 

C.elegans  i la formació de nanohíbrids amb els seus embrions 
 

Fins ara, les tècniques disponibles ens han permès veure la interacció 

intermolecular dels diferents metal·labis(dicarballurs) amb les biomolècules, 

especialment amb proteïnes, ADN i hidrats de carboni, a nivell molecular al laboratori i 

in vitro en el cas del Na[o-COSAN] mitjançant la tècnica de micro-espectroscòpia SR-

FTIR. El pas següent seria l’estudi in vivo en un animal de laboratori com podrien ser 

rates o conillets d’índies, com sol ser habitual per a fer assajos amb nous i potencials 

fàrmacs, però un pas entremig que pot ser molt útil és el que s’anomenen models 

d’animals petits o small animal models. 

L’ús d’aquests models ve donat per la premissa de les 3R: reemplaçament, 
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reducció i refinament.[83,84] Consisteix en el reemplaçament de l’ús d’animals per 

tècniques experimentals en els casos possibles, en minimitzar el nombre d’animals 

utilitzats i el dany que se’ls infringeix. Els models d’animals petits són animals de mides 

petites, des d’1 mm fins a pocs centímetres, que tenen vides curtes, i per tant períodes 

d’incubació curts, i que no requereixen de grans recursos econòmics, tres exemples clars 

serien els nematodes C.elegans, les mosques de la família Drosophila i el peix zebra o 

Danio rerio. 

En el nostre cas utilitzarem els Caenorhabditis elegans o C.elegans, que, com  

observem a la Figura 2.49 són uns animals d’una mida aproximada d’1 mm, són 

transparents i amb un creixement ràpid, de manera que s’utilitzen per l’avaluació de la 

toxicitat de fàrmacs i materials.[85,86] Tot i ser un animal distant evolutivament dels 

humans i no tenir òrgans i teixits tant complexos com nosaltres ens ofereix la possibilitat 

de reduir el temps i el cost respecte l’ús d’animals més grans. 

Figura 2.49. Exemple de C.elegans fixat observat pel microscopi òptic. Barra de mida: 50 µm. 

Aquesta facilitat de cultiu ens ha permès utilitzar quatre metal·lacarborans tipus 

θ a l’hora d’avaluar-ne la toxicitat i la interacció amb les biomolècules in vivo, els dos 

que coordinen Co3+: l’[o-COSAN]- i el [8,8’-I2-o-COSAN]-; i els seus homòlegs que 

coordinen Fe3+: l’[o-FESAN]- i el [8,8’-I2-o-FESAN]-. Fet que ens podria permetre 

diferenciar-los en funció del metall que coordinen i la seva lipofília/hidrofília, donada 

pels grups iodo. En els quatre casos es va utilitzar la sal de Na+. Els estudis es van realitzar 

en col·laboració amb el grup Nanoparticles and Nanocomposites de l’ICMAB-CSIC. 
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Figura 2.50. A l’esquerra: Esquema del cicle de vida dels nemàtodes C.elegans. A la dreta: Esquema de 
com es va realitzar l’estudi de toxicitat dels metal·labis(dicarballurs) respecte els C.elegans, s’usa el [8,8-
I2-o-COSAN]- com a exemple. 

En primer lloc es varen fer els estudis de toxicitat de cada compost amb 

C.elegans. Els cucs es varen sincronitzar a la fase L4, com s’il·lustra a la Figura 2.50, i 

foren incubats amb el medi de cultiu M9, on els compostos hi són solubles, amb un 4% 

de Escherichia coli  OP50 morts com a menjar i en el que s’hi varen afegir els 

metal·labis(dicarballurs) en concentracions entre 0 i 50 µM. Per cada compost es van fer 

tres repeticions de l’experiment que consistia en incubar grups de 15 nematodes en 

cada pou, amb un número total de 450 animals; varen ser incubats durant 24h. Passat 

aquest temps, es decidia si eren vius o morts en base al moviment observat pel 

microscopi, a partir d’aquí es va poder calcular la dosi letal mig-màxima (LD50) per cada 

compost respecte els C.elegans.  

Taula 2.14. LD50 pels quatre metal·lcarborans utilitzats respecte l’espècie C.elegans. 

Com s’observa a la Taula 2.14, cedida per Amanda Muñoz-Juan, en aquest cas la 

toxicitat depèn del metall coordinat pels dos metal·labis(dicarballurs), essent l’[o-

FESAN]- i el [8,8’-I2-o-FESAN]- els més tòxics. El fet d’enllaçar dos àtoms de iode 

disminueix lleugerament, sense ser molt significatiu, la letalitat respecte el compost amb 

hidrogen. 
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Figura 2.51. Imatges de microscopi visible d’exemples de C.elegans  després de 24h d’incubació. a) 
Animals control, b) incubats amb 200 µM de Na[o-COSAN], c) incubats amb 200 µM de Na[8,8-I2o-COSAN], 
d) incubats amb 50 µM de Na[o-FESAN] i e) incubats amb 50 µM de Na[8,8-I2o-FESAN]. Barra de mida: 100 
µm. 

En tots els casos els animals que sobreviuen no es desenvolupen a adults sinó 

que es mantenen a la fase L4, mentre que els controls varen arribar a adults. A les 

imatges de microscopi posteriors, a la Figura 2.51, observem com en presència dels 

metal·labis(dicarballurs) els exemplars de C.elegans queden tenyits amb el color del 

compost: groc-taronja en el cas de l’[o-COSAN]- i el [8,8’-I2-o-COSAN]-, granat en el cas 

de l’[o-FESAN]- i verd fosc en el cas de [8,8’-I2-o-FESAN]-. Aquest fet ens indica que els 

compostos poden creuar la membrana biològica in vivo i acumular-se dins l’animal. L’alt 

contingut proteic dels C.elegans  pot explicar aquesta acumulació, deguda a la interacció 

in vivo dels metal·lacarborans tipus θ amb les proteïnes mitjançant enllaços dihidrogen 

amb els grups amino. Segurament, aquest fet sigui el motiu de la toxicitat dels 

compostos. Per contra en les cèl·lules GIC, i en la majoria de casos estudiats, trobem que 

els metal·labis(dicarballurs) son citostàtics i no citotòxics, en canvi en pels C.elegans  són 

tòxics i els exemplars supervivents no arriben a adults, de manera que també n’aturen 

el desenvolupament. 

Per estudiar més a fons aquests fets es va decidir provar la incubació directament 

amb els ous fertilitzats o embrions dels C.elegans. L’estudi va ser realitzat conjuntament 

amb Amanda Muñoz-Juan. El primer objectiu va ser avaluar si els 

metal·labis(dicarballurs) aturaven o no el desenvolupament de l’embrió i en segon lloc, 

veure si eren capaços de creuar la seva closca formada per diferents capes, com es pot 

observar a la Figura 2.52: vitel·lina, quitina, condroïtina i capa peri-embriònica. La seva 
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composició química està formada majoritàriament per polisacàrids, proteïnes i lípids, 

amb un gruix total de 300-400 nm.[87] 

Figura 2.52. Esquema de les capes dels embrions de C.elegans. 

Per a separar els embrions dels C.elegans adults es va realitzar un tractament 

alcalí[88] i varen ser exposats a concentracions de 200 µM dels quatre 

metal·labis(dicarballurs) per separat, en el medi de cultiu M9 durant 24h amb lleugera 

agitació. Després de la incubació varen ser rentats tres vegades amb aigua milliQ i aïllats 

per centrifugació, en podem veure l’esquema a la Figura 2.53.  

Figura 2.53. Esquema de procediment d’incubació i rentat dels embrions de C.elegans, s’usa el [8,8-I2-o-
COSAN]- com a exemple. 

A simple vista es va observar que els pèl·lets que formaven els embrions 

quedaven tenyits, com en el cas dels C.elegans adults, del color respectiu de cada 

compost, com s’observa a la Figura 2.54 a). Els ous incubats amb els 

metal·labis(dicarballurs) va ser caracteritzats per algunes tècniques com microscòpia 

òptica, a la Figura 2.54 b), microscòpia electrònica d’escombrat (SEM), a la Figura 2.54 

c), EDX, a la Taula 3.5 i ATR-FTIR a la Figura 2.55.  
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 A les imatges de microscòpia òptica dels pèl·lets observem que queden tenyits, 

suggerint una interacció clara embrió-metal·labis(dicarballur) (híbrids), ja sigui perquè 

aquests interaccionen amb la closca o perquè l’han aconseguida creuar. Per microscòpia 

electrònica SEM es pot apreciar com apareixen escames en la closca dels embrions en 

el cas del [8,8-I2-o-COSAN]-, de l’[o-FESAN]- i del [8,8’-I2-o-FESAN]-, mentre que en cas de 

l’[o-COSAN]- és més llisa, però la mida dels embrions és més petita. La tècnica SEM ens 

permet també fer mesures de espectroscòpia de raigs-X per dispersió d’energia (EDX), 

obtenint una composició elemental dels diferents híbrids, a la Taula 2.15. 

Figura 2.54. a) Imatges dels pèl·lets dels embrions control i incubats amb els diferents compostos. b) 
Imatges de microscopi òptic dels embrions. Barra de mida: 20 µm. c) Imatges de SEM dels embrions, 
s’indica amb un quadrat on es va realitzar la mesura d’EDX. Barra de mida: 20 µm. 

S’observa que el % atòmic de B a les mostres incubades amb metal·lacarborà 

augmenta respecte el control, indicant la presència de metal·labis(dicarballur) en totes 

les mostres. També s’hi observa presència del metall coordinat entre els dos 

dicarballurs, i de Iode en el cas dels compostos di-iodats, en una proporció metall:iode 

propera a la 1:2 de la composició química. La presència de N augmenta lleugerament en 

les mostres incubades respecte el control i la de P disminueix. El canvi més sobtat és el 

del Na que disminueix dràsticament al incubar-los amb els metal·labis(dicarballurs). La 

disminució de Na i de P, pot indicar que hi ha hagut intercanvis iònics, de cations ions 

sodi en el cas del Na i de fosfats en el cas del P, amb el medi per a poder internalitzar els 

metal·labis(dicarballurs) i mantenir constant el potencial de membrana. 
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Taula 2.15.  % Atòmic de cada element obtinguts de l’espectroscòpia EDX en les mostres d’embrions de 
C.elegans. A la primera fila s’indica amb quin compost han sigut incubades. LD> : per sota del límit de 
detecció. 

Posteriorment, als espectres FTIR realitzats als pèl·lets secs dels embrions, que 

podem veure a la Figura 2.55, hi observem la presència dels pics ν(B-H) a la zona de 2500 

cm-1 a les mostres incubades amb els metal·labis(dicarballurs), corresponent amb la 

internalització prèviament observada per les tècniques de microscòpia òptica i SEM. 

Aquesta banda és més intensa en els ferrabis(dicarballurs), possiblement per una major 

internalització que els de cobaltabis(dicarballurs), com indica la Taula 2.15.  Hi observem 

també canvis importants en la forma i intensitat a la zona de les proteïnes (1800-1350 

cm-1) i l’ADN (1350-900 cm-1) i més lleugers a la zona dels lípids (3100-2800 cm-1). Això 

està d’acord amb els resultats dels estudis fets amb cèl·lules GIC, indicant la interacció 

intermolecular dels metal·lacarborans tipus θ amb aquests tres tipus de biomolècules 

un cop més. 

A partir d’aquí per intentar comprendre millor aquesta interacció vàrem 

dissenyar un protocol, que apareix a la Figura 2.56. La idea és intentar extreure els 

metal·labis(dicarballurs) dels pèl·lets dels embrions. Després de ser exposats a 

concentracions de 200 µM dels quatre metal·labis(dicarballurs) per separat, en el medi 

de cultiu M9 durant 24h amb lleugera agitació. Després de netejar-los es va afegir 1 ml 

de D2O al eppendorf  que contenia el pèl·let, es va congelar amb N2 líquid i descongelar 

tres vegades i tot seguit es va sonicar durant 1h. Es va tractar el pèl·let i el sobrenedant 

per separat. Tot seguit, el pèl·let sec resultat de l’extracció amb D2O es va tractar amb 

d6-acetona. 
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Figura 2.55. Espectres FTIR dels pèl·lets dels embrions de C.elegans incubats amb 200 µM dels 
metal·labis(dicarballurs)  indicats a sobre. Els espectres en vermell indiquen els embrions incubats amb 
metal·labis(dicarballurs) i en negre els controls. Hi ha dos controls diferents ja que les mostres es van fer 
en diferents tongades. 

 

Figura 2.56. Esquema del procediment dissenyat per la caracterització de interacció embrió-
metal·labis(dicarballur), s’usa el [8,8-I2-o-COSAN]- com a exemple. *Només es va utilitzar la tècnica d’XPS 
per als embrions incubats amb Na[8,8-I2-o-FESAN]. 

A la Figura 2.57 en groc observem l’espectre FTIR dels pèl·lets secs dels embrions 

després d’extreure amb D2O mitjançant el mètode descrit. Comparant amb l’espectre 

dels embrions abans d’extreure, en vermell, observem que en el cas dels quatre 

metal·labis(dicarballurs) estudiats encara apareix el pic ν(B-H), de manera que o bé no 

s’ha pogut extreure el metal·labis(dicarballur) o només se n’ha pogut extreure una petita 

part. 
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Figura 2.57. Espectres FTIR dels pèl·lets dels embrions de C.elegans incubats amb 200 µM dels 
metal·labis(dicarballurs) després d’extreure’ls amb D2O en groc. En vermell els espectres dels embrions 
abans de fer les extraccions. A dalt de cada parell d’espectres s’indica el nom del metal·labis(dicarballur) 
amb el que s’han incubat els embrions prèviament. 

El sobrenedant dels experiments d’extracció amb D2O es va filtrar amb un filtre 

de 0,2 µm i es va analitzar mitjançant espectrometria UV-vis, com s’observa a la Figura 

2.58 a). S’aprecia que l’extracció dels embrions control posseeix un pic UV-vis a λ=257 

nm, proper a 270-280 nm, on els metal·labis(dicarballurs) tenen una absorció. Els pics 

que apareixen als sobrenedants de les extraccions amb D2O estan una mica desplaçats 

cap al vermell. Podria ser en part contribució d’una mica de metal·labis(dicarballur) 

extret o bé que les pròpies biomolècules dels embrions o el medi de cultiu es desplacin 

al vermell. En tot cas com s’aprecia a la Figura 2.58 b), després d’extreure els embrions 

amb D2O el color que donen els metal·lacarborans tipus θ roman als pèl·lets, mentre 

que el sobrenedant és incolor, així que podem dir que o bé no els hem pogut extreure 

amb D2O o n’hem extret una part molt petita. 
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Figura 2.58. a) Espectres UV-vis dels sobrenedant obtinguts d’extreure els pèl·lets dels embrions incubats 
amb el respectiu metal·labis(dicarballur) amb D2O. En gris l’espectre de cada compost, en taronja 
l’espectre de sobrenedant i en blau el sobrenedant dels embrions control. A dalt de cada grup d’espectres 
s’indica el nom del metal·labis(dicarballur)  amb el que s’han incubat els embrions prèviament. b) Imatges 
posteriors a l’extracció dels pèl·lets amb D2O on observem a baix el pèl·let posterior a l’extracció i el 
sobrenedant. A dalt de cada imatge s’indica el nom del metal·labis(dicarballur) amb el que s’han incubat 
els embrions prèviament 

 

. 
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Figura 2.59. Apartats a), b) i c): esquerra, embrions incubats amb Na[o-COSAN]; dreta: embrions incubats 
amb Na[8,8’-I2-o-COSAN]. a) Espectres FTIR dels pèl·lets d’embrions de C.elegans romanents secs després 
d’extreure’ls amb d6-acetona, en vermell els corresponents a cada cobaltabis(dicarballur) i en negre el 
control. b) Espectres FTIR dels sobrenedants després d’extreure els pèl·lets amb d6-acetona, en vermell 
els corresponents a cada cobaltabis(dicarballur) i en negre el control. c) Espectres 1H{11B}RMN del 
sobrenedant després d’extreure els pèl·lets amb d6-acetona, en verd l’espectre del sobrenedant 
corresponent i en vermell l’espectre del cobaltabis(dicarballur) corresponent en solució. d) Espectre 
11B{1H}RMN del sobrenedant després d’extreure amb d6-acetona el pèl·let d’embrions incubats amb 
Na[8,8’-I2-o-COSAN], en verd l’espectre del sobrenedant i en vermell l’espectre del Na[8,8’-I2-o-COSAN] 
en solució. 
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Un cop assequem els pèl·lets extrets amb D2O repetim el mateix procediment 

utilitzant un dissolvent orgànic polar com la d6-acetona. En aquest cas obtenim resultats 

diferents segons el metall coordinat. En el cas de l’[o-COSAN]- i el [8,8-I2-o-COSAN]-, 

observem com a la Figura 2.59 a) a l’espectre FTIR dels pèl·lets dels embrions extrets 

amb d6-acetona ja no hi apareix la vibració ν(B-H) o és molt feble, en canvi a la Figura 

2.59 b) s’aprecia com aquesta senyal apareix en el espectre FTIR dels sobrenedants 

després d’extreure amb d6-acetona. Per confirmar que el metal·labis(dicarballur) estava 

a la solució de d6-acetona es van fer els espectres de 1H{11B}-RMN i 11B{1H}-RMN. Els 

espectres de 1H{11B}-RMN a la Figura 2.59 c) presenten els pics als desplaçaments 

químics dels cobaltabis(dicarballurs) respectius. A l’espectre 11B{1H}-RMN resultant 

d’extreure els embrions incubats amb Na[8,8’-I2-o-COSAN], a l’apartat d), també s’hi 

observen els pics corresponents. Podem dir doncs, els cobaltabis(dicarballurs) [o-

COSAN]- i [8,8’-I2-o-COSAN]- formen un híbrid amb les biomolècules presents als 

embrions de C.elegans. Aquests híbrids no són solubles en aigua com les sals de Na[o-

COSAN] i Na[8,8’-I2-o-COSAN] i les interaccions que formen amb les biomolècules dels 

embrions és forta,  havent-se d’utilitzar un dissolvent orgànic per poder extreure’n els 

cobaltabis(dicarballurs). 

 Per altra banda els resultats obtinguts amb l’[o-FESAN]- i el [8,8-I2-o-FESAN] 

indiquen un comportament diferent.  A la Figura 2.60 a) seguim observant la senyal ν(B-

H) a l’espectre FTIR dels pèl·lets dels embrions de C.elegans  incubats amb els 

ferrabis(dicarballurs) i extrets amb d6-acetona, mentre que a la Figura 2.60 b), c) i d) 

observem tant per FTIR com per 1H{11B}RMN i 11B{1H}RMN que no són presents als 

sobrenedants. En el cas dels ferrabis(dicarballurs) els híbrids formats entre els 

compostos i els embrions presenten una interacció amb les biomolècules que formen 

els embrions molt més forta que en els cobaltabis(dicarballurs), essent els 

ferrabis(dicarballurs) impossibles d’extreure ni amb D2O ni amb d6-acetona. L’explicació 

d’aquest fenomen és la forta interacció entre els ferrabis(dicarballurs) i l’ADN, descrita 

en la literatura[7] i aprofundida prèviament en aquesta tesi. 
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Figura 2.60. Esquerra, embrions incubats amb Na[o-FESAN]; dreta: embrions incubats amb Na[8,8’-I2-o-
FESAN]. a) Espectres FTIR dels pèl·lets d’embrions de C.elegans romanents secs després d’extreure’ls amb 
d6-acetona, en vermell els corresponents a cada ferrabis(dicarballur) i en negre el control. b) Espectres 
FTIR dels sobrenedants després d’extreure els pèl·lets amb d6-acetona, en vermell els corresponents a 
cada ferrabis(dicarballur) i en negre el control. c) Espectres 1H{11B}RMN del sobrenedant després 
d’extreure els pèl·lets amb d6-acetona, en verd l’espectre del sobrenedant corresponent i en vermell 
l’espectre del ferrabis(dicarballur) corresponent en solució. d) Espectres 11B{1H}RMN del sobrenedant 
després d’extreure els pèl·lets amb d6-acetona, en verd l’espectre del sobrenedant corresponent i en 
vermell l’espectre del ferrabis(dicarballur) corresponent en solució. 
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Figura 2.61. De forma global: les senyals dels híbrids embrió-[8,8’-I2-o-FESAN]- en taronja, les senyals dels 
embrions control en blau i les senyals del Na[8,8’-I2-o-FESAN] sòlid en gris. Els pics deconvolucionats i la 
suma dels pics deconvolucionats apareixen puntejats. a) Espectres XPS globals. b) A l’esquerra espectres 
XPS a la zona del B 1s, a la dreta el pic dels híbrids embrió-[8,8’-I2-o-FESAN]-deconvolucionat en la senyal 
habitual del B 1s i la nova senyal degut al fenomen de quimioadsorció. c) A l’esquerra espectres XPS a la 
zona del I 3d 3/2 i 5/2, a la dreta el pics dels híbrids embrió-[8,8’-I2-o-FESAN]-deconvolucionats en les 
senyals habituals dels I 3d 3/2 i 5/2 i els doblets deguts al fenomen de quimioadsorció. d) A l’esquerra 
espectres XPS a la zona del C 1s, a la dreta els pics dels híbrids embrió-[8,8’-I2-o-FESAN]-deconvolucionats 
amb els pics del Na[8,8’-I2-o-FESAN] sòlid deconvolucionats. e) Espectres XPS a la zona del N 1s. f) 
Espectres XPS a la zona del P 2p. 
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Veient aquesta interacció forta entre els ferrabis(dicarballurs) i els embrions i 

amb l’ànim de poder descriure millor els híbrids formats, es va analitzar mitjançant X-

ray photolectron spectroscopy (XPS) l’híbrid embrions-[8,8’-I2-o-FESAN]- un cop fetes les 

extraccions successives amb D2O i d6-acetona. Per a usar-los com a referència es va 

analitzar per XPS el pèl·let dels embrions control i el Na[8,8’-I2-o-FESAN] sòlid. El més 

interessant, que s’observa a la Figura 2.61 b), c) i d) corresponent a les senyals de B 1s, 

I 3d3/2 i 3d5/2 i C 1s, és que, en el cas dels híbrids, apareixen senyals bessones a energies 

d’enllaç més altes. En el cas del I 3d a l’apartat c) s’observen les senyals habituals del 

iode a 619,5 eV (I 3d5/2) i 630,9 eV (I 3d3/2), corresponents amb el Na[8,8’-I2-o-FESAN] 

sòlid i en l’híbrid apareixen uns doblets amb menys intensitat a 623,1 eV (I 3d5/2) i 634,7 

eV (I 3d3/2) que podem associar a la quimioadsorció del iode sobre la superfície dels 

embrions, com s’ha observat en alguns casos de molècules aromàtiques amb I 

adsorbides sobre superfícies d’ Au, Ag i Cu.[89,90]  

Figura 2.62. a) Representació esquemàtica del [8,8’-I2-o-FESAN]-. b) Esquema de la quimioadsorció del 
[8,8’-I2-o-FESAN]- sobre els embrions de C.elegans on s’il·lustra l’origen de les senyals desplaçades als 
espectres XPS de l’híbrid embrió-[8,8’-I2-o-FESAN]-. 

El fet de que en el [8,8’-I2-o-FESAN]- el conformòmer sempre sigui trans degut a 

la presència d’un àtom de I en cada lligand, fa que l’enllaç B-I d’un els dos clústers es 

trobi a la mateixa cara que els enllaços Cc-H de l’altre clúster, com es pot veure a la Figura 

2.62 a), de manera que podem pensar que una part dels enllaços Cc-H i B-H que 

s’observen en les senyals de l’híbrid corresponents al bor (B 1s), Figura 2.61 b), i al 

carboni (C 1s) , Figura 2.61 b), estan influïts pels nous enllaços dihidrogen de la part de 

la molècula que està quimioadsorbida amb l’embrió. Així en l’espectre XPS de l’híbrid 

s’observen les senyals d’ambdues parts de les molècules diferenciades: la que 
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interacciona amb l’embrió i la que no. En el cas del B 1s, en els híbrids embrió-[8,8’-I2-o-

FESAN]- es distingeix la senyal pròpia del clúster a 189,0 eV[91] i un doblet a 192,1 eV, 

mentre que per part del C 1s s’observa la senyal C-C, com en el cas del compost sol, a 

284,8 eV i dues de més oxidades,[92] i dues senyals doblades a 286,4 i 290,2 eV. El 

fenomen de la quimioadsorció dels metal·labis(dicarballurs) sobre la superfície dels 

embrions de C.elegans està il·lustrat a la Figura 2.62 b). 

El pic del nitrogen (N 1s) a la Figura 2.61 e) no es veu desplaçat a l’incorporar el 

[8,8’-I2-o-FESAN]- als embrions tot i que la senyal s’eixampla degut a la interacció del 

metal·labis(dicarballur) amb les proteïnes i l’ADN. En el cas del fòsfor (P 2p) a la Figura 

2.61 f) la senyal en l’híbrid desapareix degut a la baixada de contingut en fòsfor, com 

s’observa per SEM-EDX. Per últim, en l’espectre global dels embrions control s’observa 

el pic del clor (Cl 2p), mentre que aquest desapareix en els híbrids embrió-[8,8’-I2-o-

FESAN]- degut possiblement a l’intercanvi d’anions Cl- amb l’anió 

metal·labis(dicarballur), per mantenir el mateix potencial de membrana. 

Per concloure podem dir que els metal·lacarborans tipus θ són tòxics pels 

nematodes C.elegans, ja que són capaços de creuar-ne la cutícula i interaccionen amb 

els seus components de manera que els animals que no moren no es desenvolupen més 

enllà de la fase L4. A més, a l’incubar els compostos amb els embrions de C.elegans, 

aquests no es desenvolupen a larva ja que formen uns híbrids orgànic-inorgànic que no 

són solubles en aigua com ho eren les sals dels compostos. Els híbrids formats entre els 

embrions i l’[o-COSAN]- i el [8,8-I2-o-COSAN]- no són tant forts com els formats amb els 

embrions i l’[o-FESAN]- i el [8,8-I2-o-FESAN]-. Això podria explicar-se per la forta 

interacció dels ferrabis(dicarballurs) i l’ADN, degut a l’alt contingut de material genètic 

dels embrions, que explica també que els ferrabis(dicarballurs) siguin més tòxics cap als 

exemplars de C.elegans en fase L4. 

La formació dels híbrids corrobora el fet que la interacció 

metal·labis(dicarballur)-biomolècula vista a nivell de laboratori i in vitro també es 

produeix in vivo, i podria tenir aplicacions biomèdiques podent triar un metal·lacarborà 

tipus θ diferent segons les necessitats i la intensitat de la interacció que es necessita. 
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2.5. Ús dels metal·labis(dicarballurs) en la teràpia 

del càncer i infeccions microbianes 
 

2.5.1. Estudis d’irradiació en cèl·lules tumorals amb Na[o-COSAN] 

i el Na[o-FESAN] i els respectius di-iodats com a fàrmacs 
 

Sabent que els metal·labis(dicarballurs) creuen membranes lipídiques artificials, 

membranes biològiques, cel·lular i nuclear, i són capaços de creuar la cutícula i la closca 

embrionària d’un model d’animal petit i que hem observat interacció a nivell químic, in 

vitro i in vivo, amb les biomolècules, destacant-ne proteïnes i l’ADN, el següent pas és 

l’aplicació biomèdica d’aquests compostos. L’ús biomèdic més conegut dels compostos 

de bor és la teràpia anticàncer BNCT, tot i que altres teràpies d’irradiació menys 

conegudes que utilitzen els compostos de bor com a fàrmacs estan sent 

desenvolupades, com les irradiacions amb raigs-γ, amb raigs-X i amb protons, coneguda 

també com a Proton-boron nuclear fusion reaction  o PBFR. També s’han fet proves amb 

cultius utilitzant la tècnica Mössbauer, que requereix de 57Fe.[93] 

Els estudis d’irradiació s’han realitzat en col·laboració amb altres instituts 

europeus de gran reputació. L’estudi de tractament BCNT es va realitzar amb el Na[o-

COSAN] i Na[8,8’-I2-o-COSAN] com a fàrmacs en les línies de GBM T98G i U87, mentre 

que pels estudis d’irradiació amb raigs-γ, amb raigs-X i PBFR es van usar com a droga el 

Na[o-FESAN] i Na[8,8’-I2-o-FESAN] en la línia U87. L’ús dels compostos di-iodats és d’una 

importància rellevant per varis motius, en primer lloc per modificar la conformació de 

les molècules i per tant la forma d’autoensamblatge, i per augmentar la lipofília dels 

compostos mare. En segon lloc perquè els enllaços amb iode permeten la 

funcionalització amb grups orgànics i en tercer lloc, perquè els isòtops radioactius del 

iode es poden utilitzar en tècniques de ràdio-imatge i per tant essent compostos 

teranòstics.[94–96] Previ a la irradiació es va estudiar la possible interacció dels quatre 

metal·lacarborans tipus θ amb el medi de cultiu on s’incubaven les cèl·lules, en aquest 

cas el medi de cultiu era el DMEM amb un 10% de sèrum fetal boví (FBS). 
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2.5.1.1. BNCT: Irradiació amb neutrons en cèl·lules T98G i U87 utilitzant 

Na[o-COSAN] i Na[8,8’-I2-o-COSAN] com a fàrmacs 
Els estudis d’irradiació per determinar la possible aplicabilitat del Na[o-COSAN] i 

el seu derivat di-iodat com a fàrmacs per a BNCT es van dur a terme en col·laboració 

amb el Radiopharmaceutical Sciences Group  del Centro de Ciências e Tecnologias 

Nucleares a Bobadela, Portugal, amb el Dipartimento di Biotecnologie Molecolari e 

Scienze per la Salute de la Università di Torino a Itàlia i amb el Dipartimento di Fisica de 

la Università di Pavia també a Itàlia. 

En primer lloc, en els estudis d’absorció, s’ha determinat el contingut de 10B en 

ambdós models cel·lulars després d’incubar-se durant amb una concentració de 20 µM 

de Na[o-COSAN] i Na[8,8’-I2-o-COSAN] al medi de cultiu, com podem veure a la Figura 

2.63. Aquests estudis varen determinar que les cèl·lules U87 contenien 12,9 µg de 10B 

per g de tumor  i les T98G amb 18,5 µg de 10B per g de tumor. En el cas del Na[8,8’-I2-o-

COSAN] amb la mateixa concentració podem carregar 49,8 µg de 10B per g de tumor a 

les U87 i a les T98G 69,7 µg de 10B per g de tumor. Aquests valors trobats per ICP-MS 

estan per sobre del llindar necessari per dur a terme el BNCT, que és de 20 µg de 10B per 

g de tumor i es troben per sota de la EC50 en temps curts. 

Figura 2.63. Absorció de 10B en les cèl·lules T98G i U87 incubades amb diferents concentracions de Na[o-
COSAN] i Na[8,8’-I2-o-COSAN].  

Un cop avaluades positivament les consideracions prèvies, com la toxicitat en 

models 2D i 3D, que podem veure a l’apartat 2.3.2, i l’absorció dels compostos es van 

dur a terme els estudis d’irradiació BNCT en cultius de les dues línies cel·lulars de GBM, 

T98G i U87, incubades amb els dos cobaltabis(dicarballurs). La incubació va ser durant 

24h i es va fer servir una concentració de 20 µM de cada compost en cada línia cel·lular. 
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Posteriorment es va dur a terme la irradiació dels cultius amb neutrons termals de baixa 

energia a la columna termal del reactor nuclear TRIGA Mark II a la Università di Pavia, 

durant 15 minuts amb una energia de 30 kW. Un cop irradiades les cèl·lules foren 

incubades durant 24h més i després se’n va analitzar la seva viabilitat cel·lular. 

 

Figura 2.64. Viabilitat cel·lular de les cèl·lules U87 i T98G incubades amb els dos cobaltabisdicarballurs 
després de ser irradiades amb neutrons. 

Passades 24h des de la irradiació amb neutrons podem observar que tant les 

cèl·lules U87 com les T98G incubades amb els cobaltabis(dicarballurs) tenen una menor 

viabilitat cel·lular després de la irradiació, com s’exposa a la Figura 2.64. Cal destacar 

que tot i que les cèl·lules T98G són més resistents, s’observa que després de la irradiació 

amb neutrons, els cultius incubats amb els cobaltabis(dicarballurs) tenen una viabilitat 

cel·lular més baixa. Com a curiositat les cèl·lules control T98G després de ser irradiades 

tenen una major viabilitat, com succeeix en el cas de la irradiació nuclear,[97] podria ser 

que la radiació amb neutrons ajudés al desenvolupament d’alguns tipus de càncer. Per 

l’altra banda les cèl·lules U87 es mostren més sensibles al tractament BNCT, en aquest 

cas les cèl·lules control tenen una menor viabilitat després de ser irradiades, que encara 

disminueix més després de ser irradiada en presència d’ambdós fàrmacs.  

Podem dir que el Na[o-COSAN] i el Na[8,8’-I2-o-COSAN] són efectius pel 

tractament BNCT en cultius de cèl·lules de GBM i per tant són prometedors per la seva 
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aplicació en casos reals.  En ambdós casos observem que el compost més efectiu és el 

Na[8,8’-I2-o-COSAN], degut a que s’internalitza més dins les cèl·lules. Per tant també 

trobem determinant en aquest cas la lipofília del compost. El fet que ambdós compostos 

posseeixin certa toxicitat cap a aquestes línies cel·lulars pot portar a que es puguin 

utilitzar com fàrmacs per una teràpia dual contra el càncer, com a quimiofàrmacs i 

radiofàrmacs. 

Figura 2.65. Resum dels estudis publicats en la revista Cancers.  

A la Figura 2.65 podem veure un esquema dels estudis realitzats paral·lelament 

amb Na[o-COSAN] i Na[8,8’-I2-o-COSAN]: interacció amb medi de cultiu, avaluació de 

toxicitat en cultius 2D i 3D amb soques cel·lulars de GBM, avaluació in vivo en C.elegans  

i els seus embrions, i finalment l’estudi d’irradiació amb neutrons de cara a l’aplicabilitat 

en BNCT, que es poden trobar a l’article ‘’ Cobaltabis(dicarbollide) ([o-COSAN]−) as 

Multifunctional Chemotherapeutics: A Prospective Application in Boron Neutron Capture 

Therapy (BNCT) for Glioblastoma’’ publicat a la revista Cancers.[98] 
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2.5.1.2. Irradiació amb raigs-γ, raigs-X i amb protons (PBFR) en cèl·lules U87 

utilitzant Na[o-FESAN] i Na[8,8’-I2-o-FESAN] com a fàrmacs 
Els estudis utilitzant el Na[o-FESAN] i el Na[8,8’-I2-o-FESAN] com a radiofàrmacs 

en les cèl·lules U87 es varen realitzar amb la col·laboració del Radiopharmaceutical 

Sciences Group  del Centro de Ciências e Tecnologias Nucleares a Bobadela, Portugal i 

altres departaments de la Universidade de Lisboa. 

L’ús dels metal·lacarborans tipus θ en la irradiació de raigs-γ i raigs-X com a 

teràpia anticàncer es basa en el fet que aquests compostos contenen àtoms amb un 

nombre atòmic Z elevat respecte els que habitualment formen la matèria orgànica, com 

el Fe, el Co i el I,[99] en el cas dels metal·labis(dicarballurs) di-iodo. Aquestes radiacions 

en si ja són perjudicials pels teixits humans tant sans com tumorals, però el fet d’afegir 

elements amb nombre Z alt permet que aquests absorbeixin part de la radiació i emetin 

fotoelectrons, electrons Auger, electrons Compton i altres tipus d’electrons secundaris, 

que poden interaccionar amb l’ADN directament, però que també poden reaccionar 

amb l’aigua produint espècies d’oxigen reactives (ROS), que augmenten la sensibilitat 

de les cèl·lules tumorals, permetent una dosi més baixa de radiació degut aquest efecte 

antena o radiosensibilització dels metal·labis(dicarballurs). És ben coneguda l’aplicació 

d’aquestes tècniques mitjançant nanopartícules d’Au com a radiosensibilitzadores.[100–

103] 

Abans d’irradiar també es varen realitzar els estudis d’absorció. Per aquest 

motiu, les cèl·lules foren incubades amb 50 µM dels dos ferrabis(dicarballurs) durant 

24h i analitzades posteriorment. En aquest cas l’absorció es va determinar analitzant el 

contingut de Fe per la tècnica Particle-induced X-ray emission (PIXE), que permet 

quantificar elements amb un nombre Z elevat, com el Fe.[93,104] En aquest cas, com 

s’indica a la Taula 2.16 se n’ha determinat la d’aquest element absorbit en cada mostra. 

Taula 2.16. Absorció de Fe per part de les cèl·lules U87 incubades amb els ferrabis(dicarballurs), expressat 
en ng de ferro per cada milió de cèl·lules. 

A la Figura 2.66 podem observar que mitjançant estudis d’espectroscòpia 
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Electron paramagnetic resonance (EPR), exclusiva per a compostos paramagnètics com 

els ferrabis(dicarballurs), s’han observat els compostos dins les cèl·lules i el ferro s’hi 

troba en l’estat d’oxidació Fe3+. 

Figura 2.66. Espectres EPR. A l’esquerra espectre del Na[8,8’-I2-o-FESAN] sòlid en blau i un cop internalitzat 
en les cèl·lules U87 en vermell, a la dreta espectre del Na[o-FESAN] sòlid en negre i un cop internalitzat 
en les cèl·lules U87 en vermell. 

En aquest cas veiem que la toxicitat i l’absorció no estan relacionades ja que el 

Na[o-FESAN] és menys tòxic però penetra més en les cèl·lules, mentre que amb el 

Na[8,8’-I2-o-FESAN] l’efecte és el contrari. Tot i això en estudis amb esferoides el Na[o-

FESAN] es mostra més efectiu. 

Havent realitzat pels dos compostos els estudis de toxicitat, en models 2D i 3D, 

com podem veure a l’apartat 2.3.3, i d’absorció dintre de les cèl·lules U87, es van dur a 

terme els estudis d’irradiació amb raigs-X, raigs-γ i amb protons (PBFR) en cultius 

d’aquesta línia de GBM. 

Pels estudis d’irradiació amb raigs-γ, raigs-X i PBFR les cèl·lules U87 foren 

prèviament incubades durant 24h en diferents concentracions entre 1 i 200 µM dels dos 

ferrabis(dicarballurs). Posteriorment a la irradiació es va mesurar la viabilitat cel·lular i 

es va fer un estudi de formació de colònies durant 11 dies. 

Els estudis amb raigs-γ es van dur a terme amb un irradiador AECL Eldorado 6 

amb una font de 60Co que pot emetre una energia de 1530 keV, les mostres es van 

irradiar una dosi de 2 Gy. Després de la irradiació observem que la viabilitat cel·lular en 
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les cèl·lules baixa respecte a les cèl·lules control, a la Figura 2.67 a), i també en la majoria 

de casos es va observar una menor formació de colònies, després de la irradiació, 

sobretot en el cas del Na[o-FESAN], com podem veure a la Figura 2.67 b). En general, els 

efectes de la irradiació van ser més notoris en concentracions per sota de la EC50. 

Figura 2.67. a) Viabilitat cel·lular de les cèl·lules U87 incubades amb els dos ferrabis(dicarballurs) després 
de ser irradiades amb fotons γ. b) Formació de colònies al cap d’11 dies de les cèl·lules U87 després de 
incubades amb els dos ferrabis(dicarballurs) irradiades amb fotons γ. Els resultats s’expressen en tant per 
u respecte el control. 

Per la irradiació amb raigs-X es va utilitzar un tub Philips MCN 165  i un generador de 

voltatge YXLON 9421, irradiant una dosi de 1,5 Gy. Després de la irradiació es va observar 

una menor viabilitat respecte els controls, més evident a concentracions altes dels 

ferrabis(dicarballurs), com es pot veure a la Figura 2.68 a). A l’apartat b) observem com 

al cap d’11 dies la supervivència de les colònies també és inferior en les cèl·lules 

irradiades, superant els resultats obtinguts amb la irradiació de fotons γ. Un avantatge 

que posseeixen els compostos iodats és la presència d’una banda de fluorescència de 

raigs-X, amb una energia de 33,2 keV.[105] 
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Figura 2.68. a) Viabilitat cel·lular de les cèl·lules U87 incubades amb els dos ferrabis(dicarballurs) després 
de ser irradiades amb raigs-X. b) Formació de colònies al cap d’11 dies de les cèl·lules U87 després de 
incubades amb els dos ferrabis(dicarballurs) irradiades amb raigs-X. Els resultats s’expressen en tant per 
u respecte el control. 

Per últim es va utilitzar una de les tècniques que es poden utilitzar exclusivament 

amb fàrmacs que continguin bor, la PBFR. La tècnica es va aplicar mitjançant una 

microsonda nuclear en un accelerador de protons Van der Graaf. Els cultius varen ser 

irradiats durant 10 segons obtenint una dosi de radiació de 9,8 kGy. Per qüestions 

tècniques només eren irradiades un 34% de les cèl·lules presents en cada pou. 

A la Figura 2.69 a) observem uns resultats molt positius respecte a la viabilitat 

cel·lular, el fet que només s’hagi pogut irradiar una part de cada cultiu de cèl·lules indica 

que els efectes de la radiació poden afectar col·lateralment les cèl·lules veïnes. A 

l’apartat b) de la Figura 2.69 observem per l’estudi de formació de colònies que al cap 

d’11 dies les cèl·lules que es veuen més afectades són les que han sigut incubades amb 

concentracions més altes de ferrabis(dicarballur), obtenint bons resultats en la resta. És 

notable mencionar que és el primer cop que t’utilitza la tècnica PBFR com a teràpia 

anticàncer en cultius del GBM. 
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Figura 2.69. a) Viabilitat cel·lular de les cèl·lules U87 incubades amb els dos ferrabis(dicarballurs) després 
de ser irradiades amb protons. b) Formació de colònies al cap d’11 dies de les cèl·lules U87 després de 
incubades amb els dos ferrabis(dicarballurs) irradiades amb protons. Els resultats s’expressen en tant per 
u respecte el control. 

A la Figura 2.70 podem veure un esquema dels estudis realitzats amb Na[o-

FESAN] i Na[8,8’-I2-o-FESAN]: interacció amb medi de cultiu, translocació en membranes 

artificials i de la barrera hematoencefàlica, avaluació de toxicitat en cultius 2D i 3D amb 

soques cel·lulars de GBM, avaluació in vivo en C.elegans, i finalment estudir d’irradiació 

amb raigs-X, amb raigs-γ i amb protons de cara a l’aplicabilitat en radioteràpia i en PBFR, 

assajada per primer cop, que es poden trobar a l’article ‘’ Boron clusters 

(ferrabisdicarbollides), shaping the future as radiosensitizers for multimodal 

(chemo/radio/PBFR) therapy of glioblastoma’’, que ha sigut acceptat per la publicació a 

la revista Journal of Materials Chemistry B. 
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Figura 2.70. Resum dels estudis de l’article acceptat en la revista Journal of Materials Chemistry B. 

Podem concloure que els quatre metal·labis(dicarballurs) utilitzats han obtingut 

bons resultats a l’utilitzar-se en cultius de cèl·lules de GBM com a radiofàrmacs 

mitjançant l’ús de diferents tècniques. De per si, tenen certa toxicitat, depenent del 

compost i la línia cel·lular, que els permetria ser utilitzats en una forma de teràpia doble, 

com a quimiofàrmacs i radiofàrmacs, essent els dos metal·lacarborans tipus θ di-iodats 

els més efectius en ambdós casos. Aquest fet, juntament amb la seva interacció amb les 

biomolècules demostrada a nivell de laboratori, in vitro i in vivo els fa molt prometedors 

de cara a teràpies anticàncer i altres aplicacions biomèdiques. A part que la seva 

funcionalització pot permetre’ns triar un metal·labis(dicarballur) o un altre segons les 

necessitats. 
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2.5.2. Estudi dels metal·labis(dicarballurs) com a antibacterians i 

antifúngics en bactèries Gram-positiu, Gram-negatiu i Candida 

albicans 
 

Ja hem vist que els metal·labis(dicarballurs) poden creuar membranes artificials 

i biològiques, interaccionar amb les diferents biomolècules dintre de la cèl·lula i tenir 

aplicabilitat com fàrmacs en diferents modalitats de radioteràpia anticàncer i també 

indueix certa letalitat en el cas d’animals petits com els C.elegans, podent intuir que 

tenen activitat antiparasítica, tot que es necessitarien més proves per a poder 

demostrar-ho.  

Els metal·lacarborans tipus θ tenen una mida aproximada d’1 nm i una massa 

molecular inferior a 900 Da, fets que fa que siguin considerats farmacològicament com 

a molècules petites o small molecules, i que tenen més tendència a penetrar dintre les 

cèl·lules i interaccionar amb els biocomponents com s’ha pogut comprovar,[106] aquest 

fet fa que a partir d’aquí s’obri un ventall de possibilitats pels metal·labis(dicarballurs) 

en el món de la biomedicina.  

En els últims anys, un fenomen que la Organització mundial de la salut (OMS) ha 

posat de manifest com un risc cap a la salut és la resistència antimicrobiana (AMR).[107] 

L’AMR pot desafavorir pacients malalts de cara a l’ús d’antibiòtics i pot afavorir 

infeccions en operacions quirúrgiques, transplantaments i tractaments de 

quimioteràpia.[108] Recentment, els metal·labis(dicarballurs) s’han començat a utilitzar 

com a agents antibacterians, els fàrmacs reportats són zwitterions de 

cobaltabis(dicarballurs), mono- o divalents, però tots ells enllaçats covalentment a grups 

orgànics.[109–112] Per això proposem l’ús de les sis molècules petites de 

metal·labis(dicarballurs), [o-FESAN]-, [m-FESAN] -, [8,8’-I2-o-FESAN] -, [m-COSAN]-, [o-

COSAN] - i [8,8’-I2-o-COSAN]- com a agents antibacterians i antifúngics, com és habitual 

s’utilitzaran les sals de Na+ per a que aquestes siguin solubles en aigua. A l’haver estudiat 

les característiques fisicoquímiques de tots ells podem distingir la seva efectivitat segons 

el metall coordinat, Co3+ o Fe3+; la seva isomerització, orto o para, i finalment l’efecte 

d’estar o no di-iodats, que podem veure resumits a la Taula 2.17, amb les dades de 

l’apartat 2.1.2. 
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Taula 2.17. Resum de les propietats químiques i fisicoquímiques dels metal·labis(dicarballurs) estudiats. 
Les dimensions dels anions van ser mesurades d’una cerca al Cambridge Structural Database (CSD) el 19 
de gener del 2022. [113] [17][114][115][116][15][98] 

Dos índexs que s’utilitzen per quantificar l’activitat antibacteriana són la 

concentració mínima inhibitòria (MIC), que es defineix per la concentració mínima 

d’antibiòtic que impedeix el creixement del cultiu, i la concentració mínima bactericida 

(MBC), que és la concentració mínima d’agent bactericida per provocar la mort al 99,9% 

del cultiu inicial.[117] Pels fongs es pot definir la concentració mínima fungicida (MFC), 

equivalent a la MBC.[118] En cas que el valor de la MIC i la MBC siguin iguals o propers 

indica que ens trobem davant d’un agent bactericida, mentre que si són més allunyats 

podem parlar d’un bacteriostàtic.[119] 

En els bacteris es poden diferenciar en dos grans grups, els Gram-positiu i els 

Gram-negatiu, el nom ve donat per la tinció ideada per Hans Christian Gram segons si 

els bacteris es tenyeixen de violeta (Gram-positiu) o rosa (Gram-negatiu).[120] La 

diferència rau en la membrana cel·lular: els Gram-positiu posseeixen sobre de la 

membrana cel·lular una paret gruixuda formada per proteoglicans, mentre que les 

Gram-negatiu tenen una paret de proteoglicans i a sobre de la paret tenen una altra 

membrana cel·lular rodejada per lipopolisacàrids (LPS).[121] Aquests LPS estan formats 

pel lípid A, un nucli format per heptoses i ceto-desoxioctulosonat, i l’antígen O, un 

polisacàrid de diferent composició segons l’espècie.[121] Per fer més compacte la seva 

estructura els LPS dels bacteris Gram-negatiu coordinen ions alcalinoterris, Ca2+ i 

Mg2+.[122] 
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En col·laboració amb el grup de Microbiologia de la Malaltia intestinal del 

departament de Biologia de la Universitat de Girona es van dur a terme els estudis per 

determinar la MIC i la MBC (MFC) per a cultius de bactèries Gram-positiu, Gram-negatiu 

i del fong Candida albicans, utilitzant els sis metal·labis(dicarballurs) dels que hem 

estudiat les característiques fisicoquímiques, el Na[o-COSAN], el Na[o-FESAN], els seus 

isòmers meta i els seus di-iodo derivats. 

Taula 2.18. Valors de MIC i MBC (MFC) en µM trobats per les soques indicades quan són tractades amb 
els sis metal·labis(dicarballurs) estudiats. Soques: el nom de l’espècie en cursiva, les majúscules indiquen 
mutacions (artificials o natural) o WT (wild type) si no tenen mutacions i el número indica el codi de la 
soca. 

L’estudi d’acció antibacteriana i antifúngica es va dur a terme amb cinc soques 

Gram-negatives (tres d’elles resistents a múltiples fàrmacs (MDRS)), quatre soques 

Gram-positives (una d’elles MDRS) i tres soques de C. albicans, com es pot observar a la 

Taula 2.18. 

En la taula trobem valors de MICs que oscil·len entre els 0,006 i els 0,041 µM per 

les soques Gram-positiu, entre 0,050 i 0,653 µM per les soques Gram-negatius i entre 

0,002 i 0,082 pels llevats C. albicans. Els valors de les MBCs són propers als de les MICs 

així que podem dir que els metal·labis(dicarballurs) estudiats tenen un efecte 

bactericida/fungicida i que són molt més efectius en els bacteris Gram-positiu i C. 

albicans que en els bacteris Gram-negatiu. Els pitjors resultats són obtinguts pels dos 

isòmers orto, el Na[o-COSAN] i el Na[o-FESAN], en els bacteris Gram-positiu es troben 
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una mica per sobre de la mitjana, mentre que els valors de MIC i MBC/MFC pels Gram-

negatiu i els llevats empitjoren molt respecte a la resta de compostos. 

Tenint en compte el metall coordinat, que proporciona canvis de potencial redox 

dels parells M3+/M2+ i M4+/M3+ , s’observen canvis no sistemàtics. La diferència entre els 

dos isòmers orto és pràcticament nul·la, per contra els resultats en els compostos di-

iodats varien, ja que els valors de MIC i MBC en el cas del Na[8,8’-I2-o-FESAN] són el 

doble que les del seu parent Na[8,8’-I2-o-COSAN]. En el cas dels isòmers meta  trobem 

millors resultats en bacteris Gram-negatiu i llevats per part del Na[m-COSAN], mentre 

que el Na[m-FESAN] destaca per sobre del seu anàleg de cobalt si s’usa contra bacteris 

Gram-positiu. Les diferències observades no segueixen un patró, així que podem establir 

que les diferències entre potencials redox no tenen un rol important a l’hora de penetrar 

en la membrana dels microorganismes. 

Per altra banda, sí que observem diferència entre els isòmers orto i meta on el 

Na[m-COSAN] i el Na[m-FESAN] són més efectius que els homòlegs orto. Destacant la 

seva acció contra els bacteris Gram-negatiu i les soques de C. albicans. En els bacteris 

Gram-positiu actuen pràcticament de la mateixa forma el Na[m-COSAN] i el Na[o-

COSAN], mentre que el Na[m-FESAN] posseeix unes MICs i MBCs que són la meitat que 

les del Na[o-FESAN]. El fet que els isòmers meta no formin agregats en solució degut a 

la seva configuració trans en solució pot tenir a veure amb la seva efectivitat contra 

aquests bacteris i fongs. 

Introduir els dos àtoms de I en el Na[o-COSAN] i Na[o-FESAN] també fa que 

adoptin una conformació trans tant en solució com en l’estructura cristal·lina com s’ha 

explicat anteriorment. Aquest fet sembla cabdal ja que també millora els valors de MIC 

i MBC/MFC contra els microorganismes del Na[8,8’-I2-o-COSAN] respecte els isòmers 

orto i meta del cobaltabis(dicarballur), destacant un valor MIC 52 vegades més petit en 

el cas dels llevats respecte el Na[o-COSAN]. Per altra banda Na[8,8’-I2-o-FESAN] és més 

eficaç que el Na[o-FESAN] però menys que el Na[m-FESAN]. Per últim, els resultats 

obtinguts amb el Na[8,8’-I2-o-COSAN] milloren els del Na[8,8’-I2-o-FESAN], de forma 

notable en el cas dels bacteris Gram-negatiu, en aquest cas la lipofília també sembla 

jugar un paper important ja que la lípofilia del Na[8,8’-I2-o-COSAN], P=151,0, és 1,5 

vegades més gran que la del Na[8,8’-I2-o-FESAN], P=99,3. 
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Podem dir que la configuració trans dels isòmers meta i els di-iodo derivats té 

unes característiques físico-químiques que fa que puguin penetrar dintre dels 

microorganismes amb més facilitat que els metal·lacarborans tipus θ que prefereixen la 

configuració cis en solució, com el Na[o-COSAN] o Na[o-FESAN]. El canvi es nota 

especialment en les bactèries de Gram-negatiu. 

Dos experiments s’han dut a terme de cara a millorar l’efectivitat dels 

metal·labis(dicarballurs) respecte els bacteris Gram-negatiu, en primer lloc es va utilitzar 

un bacteri amb mutacions que afectaven les LPS i en segon lloc es va utilitzar EDTA com 

a co-fàrmac. El procés s’il·lustra en la Figura 2.71. 

Figura 2.71. Esquema del transport dels metal·labis(dicarballurs) cis dintre del citoplasma de C. albicans, 
bactèries Gram-positiu, Gram-negatiu, Gram-negatiu Re mutant i Gram-negatiu + EDTA. 

En primer lloc es van fer els experiments de toxicitat incubant Na[o-COSAN] en 

una soca de Salmonella enterica, un bacteri Gram-negatiu, amb una mutació en el 

serotip Re 595, fent que als LPS hi manqui l’antigen-O i gran part del nucli. Els valors 

obtinguts en aquest cas són similars als de Gram-positiu, amb una MIC de 0,041 µM i 

una MBC de 0,082 µM. Comparant amb la soca de Salmonella enterica LT2, que no té 

una mutació en les LPS s’obté una MIC de 0,650 µM. L’estructura de les LPS sembla ser 

clau per a que els metal·labis(dicarballurs) amb conformació cis no la travessin amb 

tanta facilitat. 

Finalment es va fer un estudi sinergètic amb l’ús d’EDTA i el propi Na[o-COSAN] 

com a co-fàrmacs. Es va utilitzar la soca Escherichia coli BLEE, Gram-negativa i amb els 
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LPS intactes; la mateixa soca de Salmonella enterica Re 595 mutant que presenta uns 

LPS amb mancances, i la soca Staphylococcus aureus MRSA, bacteri Gram-positiu sense 

LPS. El MIC de l’EDTA es de 7 µM per la soca Gram-negativa i de 0,22 µM per les soques 

amb els LPS mutats o sense LPS. Només en el cas de la soca amb els LPS intactes es va 

detectar un efecte cooperatiu entre l’EDTA i el Na[o-COSAN], rebaixant el valor MIC 

d’ambdós fàrmacs. Això és degut a que l’EDTA és un agent quelant pels ions Ca2+ i Mg2+, 

que es troben coordinats a l’estructura dels LPS, tot compactant la membrana. El fet 

extreure’ls amb EDTA permet que els cobaltabis(dicarballurs) creuin cap al citoplasma 

del bacteri més fàcilment. Per contra en les altres dues soques no es va trobar l’efecte 

cooperatiu, ja que o bé no tenien LPS o els presentaven amb mancances de manera que 

els anions [o-COSAN]- ja eren capaços de creuar amb facilitat. Aquest estudi confirma 

que l’estructura dels LPS és travessada amb més facilitat pels metal·labis(dicarballurs) 

amb configuració trans, ja que per les seves característiques fisicoquímiques, o bé no 

formen vesícules, en el cas del Na[m-COSAN] i el Na[m-FESAN], o bé les seves vesícules 

es formen a partir de lamel·les doblegades, en el cas del Na[8,8’-I2-o-COSAN] i el Na[8,8’-

I2-o-FESAN], mentre que els que tenen configuració cis formen vesícules pures que 

presenten més dificultat per creuar els LPS i necessiten algun factor que en desestabilitzi 

l’estructura. 

Per altra banda el contingut de Ca2+ i Mg2+ en les LPS va suggerir el possible 

intercanvi dels cations Na+ pels dos cations divalents i la formació de les sals 

alcalinotèrries dels metal·lacarborans tipus θ. Ja hem comentat a la secció 2.1.1 que per 

les sals dels alcalinoterris són menys solubles que les dels alcalins,[9] i que d’haver-hi 

intercanvi catiònic els anions dels metal·labis(dicarballurs) podrien precipitar sobre la 

membrana de LPS com a sals de Ca2+ o Mg2+. 

Un cop comprovada l’activitat bactericida dels metal·labis(dicarballurs), 

destacant-ne els que posseeixen configuració trans i els cis en combinació amb co-

fàrmacs és necessari comparar-ne la toxicitat amb línies cel·lulars humanes. Agafant els 

casos del Na[o-COSAN] i el seu di-iodo derivat, podem comparar la concentració efectiva 

mitjana-màxima (EC50) més baixa obtinguda en cèl·lules humanes i la MIC més alta 

obtinguda en aquests experiments. En el cas del Na[o-COSAN] la EC50 més baixa la 

trobem en les cèl·lules V79,[4] amb un valor de 102 µM i la MIC més alta pels Gram-
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negatiu, 0,653 µM. Pel Na[8,8’-I2-o-COSAN] trobem un valor EC50=59 µM per les cèl·lules 

T98G,[98] i una MIC de 0,050 µM pels Gram-negatiu. L’índex de selectivitat (SI) calcula el 

ràtio entre la EC50 més baixa i la MIC més alta, per a considerar-se selectiu cap als 

microorganismes s’accepta un SI més gran o igual que 10,[123] en ambdós 

cobaltabis(dicarballurs) trobem uns SI que compleixen amb escreix, 156 pel Na[o-

COSAN] i 1180 pel Na[8,8’-I2-o-COSAN]. 

Podem concloure que els metal·labis(dicarballurs) són prometedors com a 

antibacterians i antifúngics, incloent soques MDRS, que el seu isomerisme i/o 

funcionalització els confereix una versatilitat, analitzada en l’estudi fisico-químic previ, 

que es pot adequar amb els objectius que es necessiten i que la falta d’eficàcia dels 

complexos amb configuració cis contra els bacteris Gram-negatiu es veu rebaixada amb 

l’ús d’un co-fàrmac com l’EDTA o contra bacteris manca de LPS. 
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A mesura que la tecnologia i la industria es desenvolupen i la població mundial 

augmenta, la demanda d’energia que necessitem és cada vegada més elevada. L’energia 

produïda mundialment el 2012 s’estima en 22721 TWh, mentre que el 1990 va ésser de 

11825 TWh.[1] Tot i la davallada del 2020, deguda al COVID-19, s’estima que la demanda 

global d’energia el 2050 serà d’entre 144 i 193 PWh, fins a 10 vegades més.[2] Com 

podem veure a la Figura 3.1 actualment menys d’un 10% de l’energia consumida 

mundialment prové de fonts renovables,[3] a Catalunya la xifra augmenta fins un 17%.[4] 

Moltes de les fonts d’energia no renovables contribueixen a l’emissió de contaminants, 

entre ells gasos que contribueixen a l’efecte hivernacle. Actualment depenem 

d’aquestes energies no renovables i de cara a satisfer la futura demanda d’energia 

necessitem utilitzar fonts no contaminants de manera que la vida al nostre planeta no 

esdevingui cada vegada més i més difícil.  

Figura 3.1. A l’esquerra: consum d’energia mundial en EJ, extret de: [3]; a la dreta: parc d’aerogeneradors 
a la Terra Alta, Catalunya. 

L’hidrogen gas (H2) és considerat com un dels combustibles verds més 

prometedors del futur,[5] és renovable ja que la seva combustió produeix vapor d’aigua 

que torna al seu cicle i al ser un dels elements més abundants es pot extreure de 

múltiples fonts, com l’aigua, els hidrocarburs[6] o els alcohols.[7] Com es pot veure a la 

Figura 3.2 ja s’han construït múltiples motors que l’utilitzen com a vector energètic.[8] 

On trobem problemes amb l’ús de l’hidrogen és en el seu emmagatzematge, ja que és 

un gas reactiu i en la seva producció, ja que produir-lo és costós i s’han de trobar 
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mètodes de producció massius i que no comportin una despesa excessiva d’energia. 

Figura 3.2. Esquema d’un motor de combustió que utilitza H2 com a combustible utilitzat en el vehicle 
Mazda RX-8 Hydrogen RE, amb una potència de 108 cavalls de vapor. Extret de: [9]. 

L’evolució d’oxigen (OER) és la reacció que succeeix a l’oxidar l’aigua, desprenent 

oxigen (O2), i és una de les dues semireaccions que donen lloc al trencament 

electroquímic de l’aigua en els dos elements que la formen. A l’hora de produir H2 a 

partir d’aigua els estudis es centren en aconseguir millors catalitzadors en aquesta 

semireacció, la OER, ja que és més costosa energèticament a l’haver de trencar enllaços 

O-H i formar-se un enllaç doble entre els dos àtoms d’oxigen, com podem veure a 

l’Equació 3.1: 

                                                    (𝑒𝑞 3.1) 2 𝐻2𝑂 → 4 𝐻+ +  𝑂2 + 4 𝑒− 

Electroquímicament aquesta reacció té un potencial termodinàmic de 1,229 V 

vs. RHE[10] però per raons cinètiques requereix d’una energia d’activació extra, que 

s’anomena sobrepotencial (η), que utilitzant els elèctrodes habituals és de ≈0,5 V.[11] L’ús 

de catalitzadors per a l’oxidació de l’aigua (WOCs) pretén rebaixar aquest 

sobrepotencial, de manera que l’energia extra necessària per produir H2 sigui 

minimitzada mitjançant algun mètode, rebaixant-se així el cost energètic per produir 

aquest gas com a combustible a gran escala. També es treballa amb el sobrepotencial 

necessari per arribar a una densitat de corrent de 10 mA/cm2 (η10), que és la densitat de 

corrent aproximada esperada per a un dispositiu de conversió solar a combustible amb 

un 10% d’eficiència sota una il·luminació d’1 sol (100 mW/cm2).[12] 
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A l’hora d’escalar aquest procés un dels principals inconvenients és el cost dels 

millors WOCs, que inclouen metalls nobles com Pt, Ir o Pd.[13] S’han obtingut bons 

resultats amb materials i molècules que inclouen Ru,[14] que és més barat que el Pt, però 

encara força costós.[15] 

Figura 3.3. Esquema de l’ús de l’[o-COSAN]- com a fotocatalitzador. Extret de: [24]. 

Tanmateix els metalls de transició molt més abundants que els anteriors, 

sobretot el Fe i en menys mesura com el Co, que podem trobar en els 

metal·labis(dicarballurs) ofereixen una alternativa més barata.[16] Els metal·lacarborans 

tipus θ han sigut àmpliament estudiats com a dopants per a polímers orgànics 

conductors (COPs), com el poli(pirrol) (PPy) o el poli(3,4-etilendioxitiofè) (PEDOT). La 

combinació de compostos orgànics i inorgànics dona propietats úniques a aquests 

materials com una millora en el creixement del material, increment en la conductivitat i 

més resistència front la oxidació.[17–19] Recentment també s’han estudiat les propietats 

del PEDOT dopat amb metal·labis(dicarballurs) que millora les prestacions de l’habitual 

PEDOT:PSS, essent proposats aquests PEDOT dopats amb [o-COSAN]- i cloro- i iodo-

derivats seus, com a materials a ser considerats per a finalitats energètiques.[20–22] A més 

a més, l’[o-COSAN]- s’ha mostrat com un fotocatalitzador versàtil de cara a l’oxidació 

d’alcohols[23] i l’epoxidació d’olefines,[24] que a més pot ésser separat amb 

nanopartícules magnètiques[25] o combinat amb complexos de Ru per millorar les seves 

capacitats.[26] Podem veure a la Figura 3.3 l’esquema de fotocatàlisi d’epoxidació 

d’alquens utilitzant com a catalitzador [o-COSAN]-. 
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3.1. Mètode per trobar el potencial d’oxidació M4+/3+ 

quan un metal·labis(dicarballur) es troba dintre 

d’una matriu polimèrica orgànica conductora[22] 
 

Com a prova que el PEDOT dopat amb [o-COSAN]- i els seus derivats presentin 

una millor resposta electroquímica, conductivitat electrònica, conductivitat iònica i  

capacitància que el PEDOT:PSS, i a fi de provar la capacitat catalítica del 

cobaltabis(dicarballur), es va proposar aquest material com a WOC.  

Els COPs dopats amb cobaltabis(dicarballurs) es van electropolimeritzar emprant 

solucions d’acetonitril sec amb 10 mM del compost dopant i 10 mM d’EDOT, mitjançant 

la tècnica de CV, obtenint així el PEDOT dopat amb Cs[o-COSAN], (PEDOT:Cs[o-COSAN]), 

i amb Cs[8,8’,9,9’,12,12’-Cl6-o-COSAN], (PEDOT:Cs[Cl6-o-COSAN]). Per obtenir el blanc 

de PEDOT:PSS es van utilitzar les mateixes concentracions de monòmer i dopant en 

aigua. L’elèctrode de treball utilitzat va ser el glassy carbon (GC) amb una superfície de 

0,07 cm2 i un fil de Pt com a contraelèctrode. 

Un cop sintetitzats el PEDOT:Cs[o-COSAN]) i el PEDOT:Cs[Cl6-o-COSAN]) es van 

enregistrar les voltamperometries lineals d’escombrat (LSVs) d’aquests materials en 

solucions aquoses a pH=7 (0,1M KNO3) i a pH=13 (0,1M NaOH). A la Figura 3.4 podem 

observar el canvi acusat a la pendent j/V, a més a més i juntament amb aquest canvi de 

pendent al cap d’uns pocs segons es van desprendre bombolles a l’elèctrode de treball. 

Es va comprovar que aquestes bombolles eren d’O2 al realitzar els experiments afegint 

fluoresceïna al medi; aquest compost fluorescent deixa de ser-ho al haver-hi O2 en una 

solució, degut a un procés de quenching.[27,28] Aquest canvi de pendent es produïa a 

potencials més baixos que en els blancs de PEDOT:PSS, com es pot veure a la Figura 3.4 

a) i d). 

En primer lloc es va observar que els blancs de PEDOT:PSS presentaven una 

corrent capacitiva, que havia de ser tinguda en compte a l’hora de calcular el valor de 

η10, i en segon lloc que els canvis de pendent en el PEDOT:Cs[o-COSAN] i en el 

PEDOT:Cs[Cl6-o-COSAN] no eren tant acusats com en els blancs, com es pot veure a la 

Figura 3.4 b), c), e) i f).  
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En els escenaris on l’[o-COSAN]- actua com a electrocatalizador d’oxidació el 

potencial electroquímic que actua és el Co4+/3+, que un cop és oxidat a Co4+ per un 

acceptor d’electrons de sacrifici,  oxida el substrat.[23–26] Electroquímicament aquest 

parell redox es situa a un E1/2=1,56 V vs. Ag/AgCl[29] (1,78 V vs. NHE), en principi 

inaccessible per a l’oxidació de l’aigua a un potencial termodinàmic 1,23 V vs. NHE. 

Dintre de la matriu polimèrica es va observar que el parell electrònic Co3+/2+ canviava 

cap a valors més positius, llavors podria ser que el valor del parell Co4+/3+ també es tornés 

més accessible per a actuar com a WOC. És conegut que en els enzims redox les 

interaccions amb l’esfera secundària de coordinació poden variar els potencials 

electroquímics de metalls coordinats amb esferes de coordinació primàries similars en 

un rang de 500 mV i que la xarxa d’enllaços d’hidrogen al voltant del centre metàl·lic 

també hi pot influir.[30–32] Així doncs es va associar aquests canvis de pendent diferents 

en les LSVs de PEDOT:Cs[o-COSAN] i PEDOT:Cs[Cl6-o-COSAN] a la presència del parell 

redox Co4+/3+. 

Figura 3.4. LSVs durant l’activitat WOC amb la deconvolució del corrent capacitiu i l’oxidació Co4+/3+ i els 
blancs de PEDOT:PSS. a) PEDOT:PSS a pH=7, b) PEDOT:Cs[o-COSAN] a pH=7, c) PEDOT:Cs[Cl6-o-COSAN] a 
pH=7, d) PEDOT:PSS a pH=13, e) PEDOT:Cs[o-COSAN] a pH=13 i f) PEDOT:Cs[Cl6-o-COSAN] a pH=13. El 
voltamograma original és en blau, el corrent capacitiu deconvolucionat i activitat catalítica en taronja, la 
oxidació Co4+/3+  deconvolucionada en gris, el voltamograma calculat amb punts grocs i el corrent capacitiu 
amb punts negres.  

A fi de poder calcular els valors més exactes de η i η10 
 les LSVs dels COPs dopats amb 

metal·labis(dicarballurs) es va fer una deconvolució, ajustant-se la corba del PEDOT:PSS 

a la del PEDOT dopat, per encaixar una funció Gaussiana (Equació 3.2)[33] el pic de la qual 

representa el valor de la oxidació Co4+/3+: 

                                        (𝑒𝑞. 3.2) 𝑔(𝑥) =
𝑎

𝜎√2𝜋
𝑒𝑥𝑝 (−

(𝑥−𝜇)2

2𝜎2 ) 
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on a és l’àrea, σ és la desviació estàndard i µ és el valor del pic, associat a la oxidació 

Co4+/3+. A la Taula 3.1 es mostren els valors dels paràmetres obtinguts. 

Taula 3.1. Paràmetres de la funció Gaussiana deconvolucionada per obtenir el valor de les oxidacions 
Co4+/3 i el sumatori de l’error al quadrat. 

Una vegada extreta la corba de l’oxidació Co4+/3+ es poden calcular els valors de 

η i η10 
 obtinguts pel PEDOT:Cs[o-COSAN] i el PEDOT:Cs[Cl6-o-COSAN]. Podem veure 

aquests valors a la Taula 3.2 i la seva representació gràfica a la Figura 3.4. 

Taula 3.2. Valors de η i η10 
 obtinguts pel PEDOT:PSS, el PEDOT:Cs[o-COSAN] i el PEDOT:Cs[Cl6-o-COSAN], 

per tal de comparar el poder d’oxidació catalítica de l’aigua. 

Podem observar doncs que gràcies a poder calcular el valor de l’oxidació Co4+/3+ 

dintre de la matriu polimèrica s’han pogut calcular els valors η i η10 
 de les corbes 

catalítiques del PEDOT:Cs[o-COSAN] i el PEDOT:Cs[Cl6-o-COSAN], obtenint uns valors 

que milloren el PEDOT:PSS. Es pot afirmar que les característiques que milloren el 

PEDOT:PSS gràcies a utilitzar cobaltabis(dicarballurs) com a anions dopants, es veuen 

reflectides en una millora de la capacitat catalítica WOC. 
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3.2. Ús de l’[o-COSAN]- com a dopant de COPs per al 

seu ús com a catalitzador de l’oxidació de l’aigua 
 

A l’incorporar l’[o-COSAN]- i [8,8’,9,9’,12,12’-Cl6-o-COSAN]- dins d’una matriu de 

PEDOT, s’han obtingut uns resultats de η per a la catàlisi de la OER al voltant de 100 i 25 

mV respectivament i uns valors de η10 inferiors a 300 mV. Aquests valors són molt millors 

que la majoria dels trobats en la literatura recent, com podem veure a la Taula 3.3 que 

utilitzen molècules inorgàniques i materials basats en COPs. 

Taula 3.3. Comparativa dels ηx de diferents WOCs. S’indica la densitat de corrent i el pH a la que es reporta. 
*= sobrepotencial absolut. 

A l’observar aquestes propietats es va voler indagar en la cooperativitat COP-

metal·labis(dicarballur) estudiant-ne el comportament per millorar les possibilitats 

d’aquest tipus de WOCs. Considerant que l’objectiu final de la catàlisi de la OER és la 

generació d’H2 per utilitzar-se com a combustible net, hem emprat l’[o-COSAN]- per 

trobar les condicions òptimes que podran ser aplicades posteriorment a altres derivats 

halogenats del mateix. A més a més, recentment s’ha reportat la seva síntesi en sòlid, 

que no requereix dissolvent i per tant és un procés ràpid i que consumeix menys 

recursos,[34] d’aquesta manera partim d’un dopant més ecològic. 

Un dels possibles problemes que poden presentar els COPs és que es des-ancorin 

de l’elèctrode, per aquest motiu es varen utilitzar barres de grafit amb una superfície de 

0,7 cm2, en comptes de GC, com a elèctrodes de treball. El grafit permet que es 
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funcionalitzi a fi de millorar l’ancoratge dels COPs, i a més a més, si es poleix l’elèctrode 

pot ser reutilitzat. 

Les barres de grafit es varen funcionalitzar submergint-les 1h en una barreja de 

HNO3/H2SO4 concentrats 8:2 (v/v). Posteriorment es van submergir en 0,1M de Na2CO3 

per desprotonar els carboxilats generats i es van deixar durant la nit a l’estufa a 80oC. 

Aquestes solucions àcides poden ser utilitzades amb força barres a la vegada i re-

utilitzades en períodes curts de temps. A la Figura 3.5 podem veure l’esquema dels COPs 

sintetitzats sobre les barres de grafit tractades. 

Figura 3.5. Esquema dels COPs dopats amb [o-COSAN]- polimeritzats sobre barres de grafit carboxilades, 
que han sigut utilitzades com a elèctrodes de treball i catalitzadors per a l’OER. 

En primer lloc és va fer un petit cribratge, aquest cop utilitzant PPy com a matriu 

polimèrica, amb diferents concentracions de Cs[o-COSAN] en el medi de polimerització, 

resultant ser el millor PPy:Cs[o-COSAN] en termes de sobrepotencial el que surt 

d’emprar una concentració de 50 mM del dopant en el medi de polimerització. Les 

propietats d’aquest COP com a catalitzador de la OER, testades en una solució aquosa 

0,1M de KNO3 van resultar sorprenents.  Un cop es va deconvolucionar el pic de 

l’oxidació Co4+/3+, com s’il·lustra a la Figura 3.6 a), es va trobar que el COP només 

necessita un η=1,20 mV per catalitzar la OER i arriba al η10 a 67 mV per sobre dels 1,23 

V vs. RHE termodinàmics. Podem trobar els valors a la Taula 3.4. Per assegurar-nos que 

el que es produïa era O2, es va repetir l’experiment amb fluoresceïna i com podem veure 
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a la Figura 3.7 es produeix el procés de quenching, al passar un flux de N2 el quenching 

desapareix i es pot tornar a repetir el procés. [27,28] 

Figura 3.6. LSVs per determinar η i η10 pel COP PPy:Cs[o-COSAN]. a) en 0,1 M KNO3, b) en 0,2 M PBS, c) en 
0,1 M NaOH i d) en 0,1 M KNO3 + 20 mM Na[o-COSAN]. El voltamograma original és en blau, el corrent 
capacitiu deconvolucionat i activitat catalítica en taronja, la oxidació Co4+/3+  deconvolucionada en gris, el 
voltamograma calculat amb punts grocs i el corrent capacitiu amb punts negres.  

Figura 3.7. Confirmació de la OER en 0,1 M KNO3 amb 1 mM de fluoresceïna, utilitzant el catalitzador 
PPy:Cs[o-COSAN] sobre un elèctrode de grafit per demostrat la formació d’O2. 
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A fi de testar més àmpliament aquest catalitzador es va fer un examen de 

resistència, aplicant CVs successives en el mateix medi. El PPy:Cs[o-COSAN] va aguantar 

124 cicles CV amb un η10 inferior a 500 mV, aquest resultat essent bo ens indica però 

que cal millorar l’estabilitat de la capa catalítica, doncs hem passat de η10=67 mV  a 500 

mV en aquest nombre de cicles. Al tractar-se d’un material porós, segurament es formin 

bombolles molt petites d’O2 en les capes internes de la matriu, fent que la conductivitat 

disminueixi. 

Mantenint la concentració de Cs[o-COSAN] en el medi de polimerització, el 

PPy:Cs[o-COSAN] es va provar en diferents solucions aquoses: en 0,2 M PBS (pH=7,2), 

0,1 M NaOH (pH=13) i 0,1 M KNO3 + 20 mM de Na[o-COSAN]. Com podem observar a la 

Figura 3.6 b), c) i d), després d’aplicar la deconvolució els valors de η i η10 , que podem 

veure a la Taula 3.4, són excel·lents però no millors que en 0,1 M KNO3, i el nombre de 

cicles resistits està per sota de 124. S’ha de tenir en compte que referenciat a 

Ag/AgCl(3M KCl) la catàlisi en medi bàsic té lloc en voltatges més baixos, ja que el 

potencial termodinàmic d’oxidació de l’aigua es desplaça a potencials més reductius. Per 

poder comparar els valors a diferents pHs referenciem a RHE, seguint la llei de Nernst. 

Per últim, el fet d’afegir Na[o-COSAN] al medi de catàlisi no va ajudar a obtenir millors 

valors. 

A fi d’estudiar l’efecte del catió es va utilitzar el mateix procés de polimerització 

però utilitzant Na[o-COSAN], obtenint el polímer PPy:Na[o-COSAN]. La capacitat WOC 

es va testar en els mateixos medis aquosos que el PPy:Cs[o-COSAN]. Com es pot 

observar a la Taula 3.4 els millors resultats s’obtenen utilitzant 0,1 M KNO3 com a medi 

de reacció. A la Figura 3.8 a) i b) podem veure’n les LSVs; els valors de η obtinguts pel 

PPy:Na[o-COSAN] són també molt baixos, però a pH=13, a la Figura 3.8 c) augmenta fins 

a 80 mV. Respecte els sobrepotencials η10, són més baixos que els dels blancs PPy:SO4
2- 

i PPy:PF6
-, que podem veure a la Figura 4.9 i a la Taula 3.4. Tot i això la seva η10 i 

resistència és pitjor que utilitzant PPy:Cs[o-COSAN]. Canviant el contracatió no s’ha 

observat una millora. Com és sabut els cations tenen un rol important en el dopatge dels 

COPs, en el cas del PEDOT la sal de Cs+ de l’[o-COSAN]- és capaç d’introduir més anions 

per monòmer que la de Na+.[20] 
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Figura 3.8. LSVs per determinar η i η10 pel COP PPy:Na[o-COSAN]. a) en 0,1 M KNO3, b) en 0,2 M PBS i c) 
en 0,1 M NaOH. El voltamograma original és en blau, el corrent capacitiu deconvolucionat i activitat 
catalítica en taronja, la oxidació Co4+/3+  deconvolucionada en gris, el voltamograma calculat amb punts 
grocs i el corrent capacitiu amb punts negres.  

Figura 3.9. LSVs per determinar η i η10 pels COPs a) PPy:SO4
2- i b)PPy:PF6

- en 0,1 M KNO3, utilitats com a 
blancs. 

Prèviament s’ha polimeritzat el PEDOT utilitzant una concentració de Cs[o-

COSAN] de 10 mM. A fi de veure si es produeix una millora s’han utilitzat tant Cs[o-

COSAN] com Na[o-COSAN] en concentracions de 50 mM en el medi de polimerització, 

obtenint així els polímers PEDOT:Cs[o-COSAN]50 i el PEDOT:Na[o-COSAN]. Com 

s’observa a la Figura 3.10 a) i b), els resultats obtinguts pel PEDOT:Cs[o-COSAN]50 són 

pitjors que els del PEDOT:Cs[o-COSAN]; d’altra banda utilitzant PEDOT:Na[o-COSAN] 

veiem una millora, que s’observa a la Figura 3.10 c) i d). Aquests resultats es troben 

resumits a la Taula 3.4. Sorprenentment a l’utilitzar una concentració de 50 mM de l’[o-

COSAN]- per dopar el PEDOT, els potencials d’oxidació Co4+/3+ deconvolucionats 
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s’observen a potencials més anòdics entre 1,38 i 1,45 V vs. RHE, mentre que utilitzant 

10 mM d’[o-COSAN]- aquest potencial apareix prop de 1,24 V vs. RHE, com podem veure 

a la Taula 3.1. Això ens dona una altra possibilitat de modificar el PEDOT dopat en funció 

de les possibles necessitats. A la Figura 3.10 e) i f) podem veure els blancs de 

PEDOT:SO4
2- i PEDOT:PF6

-. 

Figura 3.10. LSVs per determinar η i η10 dels COPs a) PEDOT:Cs[o-COSAN]50 en 0,1 M KNO3, b) PEDOT:Cs[o-
COSAN]50 en 0,2 M PBS, c) PEDOT:Na[o-COSAN] en 0,1 M KNO3 i d) PEDOT:Na[o-COSAN] en 0,2 M PBS. El 
voltamograma original és en blau, el corrent capacitiu deconvolucionat i activitat catalítica en taronja, la 
oxidació Co4+/3+  deconvolucionada en gris, el voltamograma calculat amb punts grocs i el corrent capacitiu 
amb punts negres.  LSVs per determinar η i η10 dels blancs e) PEDOT:SO4

2- i f) PEDOT:PF6
-. 

Finalment s’ha volgut utilitzar com a monòmer el pirrol unit covalentment a l’[o-

COSAN] a través d’un di-èter, mitjançant la sal K[o-COSAN-Py].[35] En primer lloc utilitzant 

només 20 mM de K[o-COSAN-Py] al medi de polimerització es va obtenir el Poli[o-

COSAN-Py]  i posteriorment es va polimeritzar utilitzant 20 mM de K[o-COSAN-Py] i 5 

mM de pirrol, obtenint el COP PPy:[o-COSAN-Py]. La combinació d’aquests compostos 

ha mostrat una gran resistència a la sobre oxidació.[17] Els resultats però van resultar ser 
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molt negatius, com s’observa a la Taula 3.4 i a la Figura 3.11, això significa que el fet 

d’unir l’[o-COSAN]- covalentment a un monòmer no augmenta el poder catalític WOC. A 

més, produir aquest enllaç suposa força passos més, que farien el procés menys 

sostenible, consumint més recursos. 

Figura 3.11. LSVs per determinar η i η10 pels COPs a) Poli[o-COSAN-Py] i b) PPy:[o-COSAN-Py] en 0,1 M 
KNO3. 

Taula 3.4. Comparativa de diferents COPs dopats amb [o-COSAN]-, utilitzats com a catalitzadors de 
l’oxidació de l’aigua, en termes de sobrepotencials i nombre de cicles resistits amb un η10 inferior a 500 
mV. S’inclouen els valors de la oxidació Co4+/3+ de l’[o-COSAN]- incrustat a la matriu polimèrica i la suma 
dels errors al quadrat.  

Es varen obtenir imatges SEM pel polímer PPy:Cs[o-COSAN] per observar la morfologia 

del material, com podem veure a la Figura 3.12 a). Utilitzant EDX, a la Figura 3.12 b) s’ha 

pogut diferenciar entre les zones amb més densitat de Co i Cs (les parts més blanques) i 

les àrees amb més densitat de PPy (les parts més negres). Com ja ha sigut estudiat, el 

PPy dopat amb [o-COSAN]- es disposa en capes, que podem veure perfectament a les 

imatges de SEM. 
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Figura 3.12.  a) Imatges de SEM del PPy:Cs[o-COSAN]. La densitat electrònica mostra les zones amb àtoms 
amb un nombre Z elevat en color blanc, en aquest cas Co i Cs. b) Anàlisi EDX de les imatges de SEM, a 
l’esquerra anàlisi de les zones que apareixen en negre a la imatge SEM i a la dreta la zona que apareix de 
color blanc, les imatges demostren que la composició de Cs i Co és més alta en les zones blanques. 

Podem concloure que s’ha aprofundit i s’han obtingut resultats molt 

prometedores dopant COPs amb [o-COSAN]-, obtinguts electroquímicament per a ser 

emprats en la catàlisi d’oxidació de l’aigua. En el cas del PPy:Cs[o-COSAN] s’han obtingut 

valors de sobrepotencials excel·lents, la qual cosa mostra com una simple i sostenible 

sinergia orgànica-inorgànica obre un camp per treballar en la OER, que és clau per la 

producció d’H2. Es cert que hi ha problemes en el nombre de cicles catalítics que es 

poden fer amb aquest material, però com s’indica més endavant creiem que és més un 

problema d’enginyeria o arquitectura de l’elèctrode que no pas del material mateix. 

També s’ha pogut veure com canviant la concentració de l’[o-COSAN]- en el medi 

de polimerització es pot modificar el potencial de la oxidació Co4+/3+ quan l’anió està 

incrustat en un polímer. D’altra banda també s’observa l’efecte del catió que acompanya 

el cobaltabis(dicarballur), essent els resultats com a WOC millors quan el PPy està dopat 

amb la sal de Cs+, mentre que en el PEDOT les xifres són millors per la sal de Na+. 

Per últim els resultats obtinguts quan l’[o-COSAN]- s’uneix covalentment al pirrol 

són molt pobres, de manera que no es necessita dur a terme un procés més car i menys 
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sostenible per a obtenir bons resultats en la WOC, per tant la recerca futura s’ha de 

centrar en els metal·labis(dicarballurs) units no-covalentment. 

Els COPs dopats amb metal·labis(dicarballurs) són molt prometedors com a 

WOCs, però es necessita marge de millora en la resistència del material. El fet que 

s’originin bombolles, no només en la superfície sinó dintre de la matriu polimèrica crea 

defectes en el material que empitjoren la seva conductivitat. Una solució per aquest 

problema seria dipositar el COP en monocapes de manera que les bombolles no es 

formessin a l’interior de la matriu. Es podria utilitzar com a suport un material conductor 

molt porós o amb una superfície específica gran, com per exemple fibres de carboni, 

que posseeixen gran resistència, baixa densitat i altes conductivitats, tant tèrmica (1000 

W/mK) com elèctrica (106 S/m) i s’hi podria aplicar un procés similar al galvanitzat per 

dipositar-hi capes molt primes de COPs dopats amb compostos tipus θ.[36] 

*Materials i mètodes del capítol 3 

• Recobriment de les barres de grafit amb carboxilats 

Les barres de grafit de 3 mm de diàmetre i 7,5 cm de llarg adquirides a Sigma-Aldrich es 

van funcionalitzar amb grups carboxilat, remullant-los en una barreja 80% de HNO3 

concentrat i 20% de H2SO4 concentrat durant 1 h. Passat aquest temps, es van netejar 

amb aigua i es van assecar a l'estufa a 80 oC durant la nit. Els grups d'àcid carboxílic es 

van desprotonar remullant les barres en una solució 0,1 M Na2CO3 durant 10 minuts 

netejats amb aigua i assecats a l'estufa a 80 oC durant la nit. 

• Mètodes electroquímics 

Tots els experiments electroquímics es van enregistrar en un potenciostat Autolab 

PGSTAT204, controlat pel programa Nova 2.1.4 de Metrohm Autolab i van ésser fets en 

atmosfera inert. 

▪ Síntesi de COPs dopats amb [o-COSAN]- o [Cl6-o-COSAN]- 

L'electrosíntesi dels diferents polímers es va realitzar mitjançant la tècnica de CV. Els 

medis de polimerització utilitzats van ser solucions de 10 mM del monòmer (pirrol o 

EDOT), 10 o 50 mM del dopant en acetonitril sec quan s'utilitza EDOT com a monòmer 

o acetonitril sec amb un 1% d'H2O destil·lada en el cas del pirrol recentment destil·lat,[37] 

en una atmosfera inert. La configuració és la d’una cel·la electroquímica clàssica, 
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utilitzant barres de grafit funcionalitzades amb carboxilat o GC com a elèctrodes de 

treball, un elèctrode Ag/AgCl com a referència i un fil Pt com a contraelèctrode. Es va 

enrotllar una cinta de PTFE al voltant de la punta dels elèctrodes de grafit delimitant una 

àrea circular de 0,07 cm2 per definir una àrea per calcular la densitat de corrent (j). La 

polimerització es va realitzar en 20 cicles CV de -1 V a 1,5 V vs. Ag/AgCl, començant per 

l'OCP i utilitzant una velocitat d'escombrat de 50 mV/s. Mitjançant aquest procediment 

el COP dopat es diposita a l'elèctrode de treball, ja siguin barres de grafit carboxilades o 

GC. En el cas del PEDOT:PSS la polimerització es va dur a terme en aigua amb un rang de 

CV entre -1,0 i 1,5 V vs. Ag/AgCl. Es van utilitzar Na2SO4 i NBu4PF6 com a anions dopants 

per obtenir COP utilitzats com a blanc. El Cs[o-COSAN] es va obtenir de Katchem, el Na[o-

COSAN] es va obtenir posteriorment mitjançant l'intercanvi catiònic al laboratori, el 

pirrol es va comprar a Sigma Aldrich i es va destil·lar abans del seu ús i l’EDOT es va 

comprar a ABCR. 

El dopant restant al medi es pot reutilitzar per filtració amb paper, rotavaporació de la 

solució restant, extracció del sòlid restant mitjançant Et2O i 1M HCl x3, rotavaporació de 

la fase orgànica que es dissol en aigua i l’[o-COSAN]- és precipitat amb CsCl. 

▪ Estudis de catàlisi d’oxidació de l’aigua 

La voltamperometria d'escombrat lineal (LSV) va ser l'instrument principal per 

determinar el sobrepotencial necessari per iniciar la catàlisi d'oxidació de l'aigua (η), tot 

i que l'estàndard utilitzat més recentment és el sobrepotencial necessari per assolir una 

j=10 mA/cm2 (η10).[12] 

Els COPs dopats sobre barres de grafit carboxilades o GC es van com a utilitzar elèctrodes 

de treball, l’elèctrode Ag/AgCl(3M KCl) com a referència i una vareta de platí com a 

contraelèctrode, una velocitat d'escombrat de 50 mV/s des de 0 V vs. Ag/AgCl(3M KCl) 

fins al potencial requerit. La solució tampó de fosfat (PBS) 0,2 M, les solucions 0,1 M 

KNO3  o 0,1 M NaOH van ser utilitzades com a medi de reacció. Per a solucions de 0,2 M 

PBS o 0,1 M KNO3, el rang utilitzat va ser de 0 a 1 V vs. Ag/AgCl (3M KCl) (0,6 a 1,6 V vs. 

RHE aprox) i per 0,1 M NaOH de -0,2 a 0,7 vs. Ag/AgCl (3M KCl) (0,8 a 1,8 vs. RHE aprox). 

El PBS 0,2 M, el KNO3, el NaOH, el Na2SO4, el NBu4PF6 i el PSS es van obtenir de Sigma 

Aldrich. 
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Els gràfics obtinguts es converteixen de la referència Ag/AgCl (3M KCl) a la referència 

RHE mitjançant l'equació de Nernst (Equació 3.3):  

 (𝑒𝑞. 3.3) 𝐸𝑅𝐻𝐸 = 𝐸0 + 𝐸𝐴𝑔 𝐴𝑔𝐶𝑙 (3𝑀 𝐾𝐶𝑙)⁄
𝑟𝑒𝑓

+ 0,059𝑝𝐻 (𝑎 25 ℃) 

 

Les LSVs es van deconvolucionar prenent el PPy dopat amb NBu4PF6 pels COPs de PPy i 

el  PEDOT dopat amb Na2SO4 pels COPs de PEDOT com a corbes ajustades a les corbes 

COP-[o-COSAN]-. Pels experiments inicials es va agafar la corba del PEDOT:PSS. 

L'oxidació Co4+/3+ es va deconvolucionar mitjançant la funció Solver de Microsoft Excel 

2018 per ajustar-lo a una funció gaussiana (eq. 3.2) com el pic Co4+/3+  i la corba que 

conté el corrent capacitiu i l'oxidació de l'aigua a la corba original. 

 

Utilitzant la corba deconvolucionada podem extrapolar el valor de η10 agafant el valor 

d’E quan s’arriba a una j=10 mA/cm2 agafant la corrent capacitiva del COP com a 

referència= 0 mA/cm2, com es mostra a l’Equació 3.4. 

 (𝑒𝑞. 3.4) 𝜂10 = 𝐸𝑅𝐻𝐸 𝑎 𝑗=10 𝑚𝐴 𝑐𝑚2⁄ − 1,23 𝑉 

Els valors de η van ser extrapolats utilitzant la corba catalítica deconvolucionada 

mitjançant la intersecció de la línia de corrent capacitiva amb la tangent de la corba un 

cop s’observa un canvi de pendent acusat. 

Per assegurar-nos que es produïa O2 es van afegir 10 gotes d’una solució 1 mM de 

fluoresceïna al medi catalític observant-ne el quenching  a l’hora de fer la catàlisi, degut 

a la presència d’O2.[27,28] 

▪ CVs 

Per determinar la resistència del catalitzador es van realitzar CVs, per observar a quants 

cicles arriba cada catalitzador amb un η10 inferior a 500 mV. Per a aquest experiment, la 

configuració és la mateixa que a les LSVs. El rang de potencial és de 0 a 1,12 V vs. 

Ag/AgCl(KCl 3M), 1,12 V és aproximadament el valor termodinàmic per a l'oxidació de 

l'aigua a pH=7 afegint 500 mV (de -0,4 a 0,75 V vs. Ag/AgCl(KCl 3M) a pH=13), es realitza 

un nombre indeterminat de cicles fins que η10 és superior a 500 mV, que es pot 

determinar mitjançant les equacions a dalt. La velocitat d'escombrat és de 50 mV/s. 
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• SEM-EDX 

Les imatges de SEM van ser enregistrades mitjançant un microscopi electrònic Quanta 

Fei 200 Feg-Esem. Les condicions de buit eren 60 Pa i un voltatge de 15 KV. Utilitzant 

una imatge de densitat electrònica es van poder diferenciar les parts que tenien una 

densitat de Co i Cs més elevada, tot corroborat mitjançant EDX. 
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D’aquesta tesi se n’han pogut extreure les següents conclusions dividides en els 

dos capítols de resultats i discussió: 

CAPÍTOL 2: Aplicacions en biomedicina dels metal·labis(dicarballurs): estudis físico-

químics, la seva interacció amb biomolècules i estudis en teràpies anticàncer i acció 

antibacteriana 

En primer lloc s’han realitzat extensos estudis fisicoquímics de conformació, 

d’agregació, electroquímics, UV-vis; i de solubilitat i lipofília pels sis compostos tipus θ 

utilitzats en aquest capítol, el Na[o-COSAN], el Na[o-FESAN], el Na[8,8’-I2-o-COSAN], el 

Na[8,8’-I2-o-FESAN], el Na[m-COSAN] i el Na[m-FESAN]: 

• Els estudis de conformació varen revelar que a l’afegir els dos àtoms de iode, els 

orto-metal·labis(dicarballurs) passen d’una conformació cis a trans. D’altra banda els 

meta-metal·labis(dicarballurs) es troben sempre en conformació trans. 

• Els estudis d’agregació per dynamic light scarreing (DLS) i TEM varen confirmar uns 

valors de concentració micel·lar crítica (CMC) de ≈50 mM pel Na[o-FESAN], de ≈110 

mM pel Na[8,8’-I2-o-COSAN] i de ≈80 mM pel Na[8,8’-I2-o-FESAN]. Abans de la CMC 

el Na[o-FESAN] forma vesícules i a concentracions més altes de la CMC coexisteixen 

vesícules i micel·les. Els compostos di-iodats formen lamel·les a concentracions més 

altes de la CMC mentre que a concentracions més baixes les lamel·les es dobleguen 

per formar vesícules. Els meta-metal·labis(dicarballurs) no formen agregats ja que, 

degut a la presència de l’àtom de B entre els dos àtoms Cc en els lligands dicarballur, 

les propietats tensioactives es perden. 

• Mitjançant estudis de voltamperometria cíclica (CV) es van determinar els potencials 

E1/2 M3+/M2+ i M4+/M3+ per les sals de Na+ dels sis compostos. Els potencials M3+/M2+ 

dels ferrabis(dicarballurs) apareixen a voltatges més positius que els dels 

cobaltabis(dicarballurs), i dintre de dels compostos de cada metall els orto-

metal·labis(dicarballurs) presenten els potencials més reductius, mentre que els dels  

meta-metal·labis(dicarballurs) apareixen a potencials més accessibles i encara més 

accessibles pels di-iodo derivats. En els processos M4+/M3+, els compostos de cobalt 

posseeixen activitat electroquímica a potencials més oxidatius que els compostos 

que coordinen ferro. 
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• Estudiant la solubilitat i lipofília d’aquests compostos, s’ha determinat que els 

isòmers meta  són menys lipòfils que els isòmers orto  i els di-iodo derivats doblen 

(Na[8,8’-I2-o-FESAN]) o tripliquen (Na[8,8’-I2-o-COSAN]) en lipofília els isòmers orto. 

Els compostos tipus θ que coordinen Fe són més lipofílics que els de Co, excepte en 

el cas dels derivats di-iodo que succeeix al revés. La solubilitat en aigua dels 

compostos segueix un ordre de valor invers a la lipofília en si tenim en compte els 

compostos de ferro i de cobalt de forma separada. 

• També en aquest primer apartat s’ha validat el mètode d’Evans mitjançant 

espectroscòpia 1H{11B}-RMN per a mesurar propietats magnètiques dels clústers de 

bor, en primer lloc s’ha trobat el valor de la magnetització de l’electró desaparellat 

de l’[o-FESAN]- i posteriorment s’ha trobat una prova experimental d’excés de 

diamagnetisme en l’anió dicarballur protonat, que indica la presència de corrents 

d’anell aromàtics. 

• S’han sintetitzat i caracteritzat per primer cop les sals de Ca2+ i Mg2+ de l’[o-COSAN]- 

i del [8,8’-I2-o-COSAN]-. 

Posteriorment s’ha aprofundit en l’estudi de les interaccions entre els 

metal·labis(dicarballurs) i els principals tipus de biomolècula: 

• Mitjançant la tècnica Voltage Clamp Electrophysiology s’ha estudiat la translocació 

del Na[o-COSAN], el Na[o-FESAN] i els dos di-iodo derivats en una membrana lipídica 

artificial en condicions noves a les estudiades prèviament. S’ha comprovat per ICP-

MS que els compostos creuen la membrana però no se n’han pogut extreure les 

equacions cinètiques. El percentatge d’èxit dels experiments està relacionat amb la 

seva lipofília.  

• Mitjançant UV-vis i 1H{11B}-RMN s’ha estudiat la interacció del Na[o-COSAN] amb un 

surfactant basat en un glúcid, observant com la interacció del cobaltabis(dicarballur) 

amb el glúcid estabilitzava les seves micel·les.  

• S’ha estudiat mitjançant espectrometria 11B{1H}-RMN la interacció del Na[o-COSAN], 

el Na[o-FESAN], el Na[8,8’-I2-o-COSAN] i el Na[8,8’-I2-o-FESAN], amb el medi de cultiu 

ric en aminoàcids  Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM), amb i sense la 

presència de FBS. La interacció observada és gran sobretot a l’afegir FBS, on les 

senyals dels compostos desapareixen. Amb el Na[8,8’-I2-o-COSAN] s’han fet estudis 
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RMN observant una interacció considerable amb la L-arginina+, la L-histidina i el L-

triptòfan+ i una interacció molt intensa amb la L-Lisina+, aminoàcids presents en el 

medi de cultiu DMEM, confirmant que els aminoàcids amb amines del residu 

protonades interaccionen fortament amb els metal·labis(dicarballurs) i de forma 

més intensa amb els di-iodats.  

• Finalment s’ha comparat la interacció del Na[8,8’-I2-o-FESAN] i el Na[o-FESAN] amb 

CT-dsDNA, mitjançant dicroisme circular (CD) i DLS, podent extreure’n que el 

compost di-iodat hi interacciona de forma diferent i més intensa. De forma global, 

els compostos tipus θ que coordinen ferro hi tenen una interacció més forta que els 

de cobalt. 

S’han realitzat els següents estudis biològics:  

• Previ als estudis posteriors s’ha incubat el Na[o-COSAN] en les dues línies de cèl·lules 

iniciadores del glioma (GICs), GIC7 i PG88, observant-hi un efecte citostàtic però no 

citotòxic. Sorprenentment les cèl·lules més resistents a químio- i radioteràpia, les 

PG88, es veuen més afectades per la presència del compost ja que l’absorbeixen 

més.  

• S’han realitzat estudis de toxicitat 2D i 3D en la línia cel·lular de glioblastoma 

multiforme (GBM) U87, incubades amb el Na[o-COSAN], el Na[o-FESAN] i ambdós 

di-iodats, en la soca també de GBM T98G s’ha estudiat la toxicitat 2D i 3D dels 

compostos de cobalt. 

Per primer cop s’ha utilitzat la tècnica SR-FTIRM i el tractament estadístic de 

dades d’anàlisi de components principals (PCA), per a detectar la presència d’un 

metal·labis(dicarballur) dintre de cèl·lules i observar-ne la interacció amb les 

biomolècules in vitro. Incubant el Na[o-COSAN] en les dues línies de cèl·lules GIC, GIC7 i 

PG88:  

• Pel que fa als lípids es va veure com el cobaltabis(dicarballur) creuava la membrana 

cel·lular sense trencar-la, provocant només una reducció d’enllaços dobles.  

• El Na[o-COSAN] mostra una interacció molt intensa amb les proteïnes, que 

mitjançant els enllaços dihidrogen fa que la seva estructura secundària canviï i 

possiblement la terciària. 
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• La interacció amb l’ADN també va resultar ésser molt intensa fet que va portar que 

mitjançant la tècnica del mapping es veies com el Na[o-COSAN] tendeix a acumular-

se al nucli cel·lular. Aquest fet és molt positiu de cara a la seva aplicació en la teràpia 

anticàncer Boron neutron capture therapy (BNCT). 

Per a veure la interacció amb les biomolècules in vivo es va triar l’espècie de 

nematodes C.elegans i els seus embrions, incubant-hi Na[o-COSAN], el Na[o-FESAN] i els 

dos di-iodo derivats: 

• Els compostos van tenyir els animals i els mataven, essent més tòxics els dos 

compostos de ferro.  

• Per aprofundir-hi es van incubar els quatre compostos amb els seus embrions, que 

també quedaven tenyits i impedien que es desenvolupessin a larva, formant-se així 

nanohíbrids entre els metal·labis(dicarballurs) i les biomolècules dels embrions. Els 

compostos de cobalt es van poder extreure dels embrions amb un dissolvent orgànic 

però els de ferro no, formant per tant un híbrid més fort. Això s’explica per la forta 

interacció dels compostos de Fe amb l’ADN que es troba en abundància en els 

embrions. 

• Mitjançant espectroscòpia fotoelectrònica de raigs-X (XPS) es va poder determinar 

que el [8,8’-I2-o-FESAN]- es quedava quimioadsorbit en els embrions, formant l’híbrid 

d’aquesta manera. 

S’han utilitzat el Na[o-COSAN], el Na[o-FESAN] i els respectius di-iodo derivats 

com a fàrmacs en multiteràpies d’irradiació anticàncer en cèl·lules de GBM: 

• S’han utilitzat el Na[o-COSAN] i el Na[8,8’-I2-o-COSAN] com a fàrmacs per a la teràpia 

d’irradiació amb neutrons BNCT en dues soques de GBM, U87 i T98G, observant-se 

resultats positius. El compost di-iodat va ser el que penetrava més dintre les cèl·lules, 

el més efectiu en el tractament BNCT. Les cèl·lules T98G tot i veure’s afectades per 

la irradiació de neutrons van resultar ser més resistents.  

• D’altra banda el Na[o-FESAN]  i el Na[8,8’-I2-o-FESAN] es van emprar també com a 

droga a la soca U87 per les teràpies anticàncer d’irradiació amb raigs-X, raigs-γ i 

protons (PBFR). Mitjançant la tècnica PIXE es va poder comprovar que els dos 

ferrabis(dicarballurs) van creuar la membrana cel·lular i per espectroscòpia EPR vam 
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veure com es mantenien en l’estat d’oxidació Fe3+ dintre de les cèl·lules. Els estudis 

d’irradiació varen ser positius, essent aplicada per primer cop la teràpia PBFR en 

cultius.  

• El fet que els compostos tinguin certa toxicitat cap a les línies cel·lulars de GBM els 

proposa com a candidat per a teràpies dobles de quimioteràpia + radioteràpia 

(BNCT, PBFR, raigs-X o raigs-γ). 

Per últim es varen testar els sis compostos, el Na[o-COSAN], el Na[o-FESAN], els 

dos di-iodo derivats i els dos isòmers meta en soques bacterianes, algunes d’elles 

resistents a múltiples drogues, i en llevats: 

• El resultats obtinguts d’incubar els compostos di-iodo van ser excel·lents i notables 

en el cas dels isòmers meta. Per contra en els isòmers orto es va notar una davallada 

d’efectivitat, sobretot contra bacteris Gram-negatiu. Aquest fet s’associa a la 

conformació cis dels dos isòmers orto que fa que no puguin travessar la membrana 

de lipopolisacàrids (LPS) al voltant dels bacteris Gram-negatiu.  

• Finalment es van realitzar dos experiments per anul·lar la capa protectora dels LPS 

on el Na[o-COSAN] es va mostrar més tòxic que amb les LPS intactes. 

• Els compostos mostren un índex de selectivitat molt bo, ja que són més tòxics cap 

als microorganismes que no cap a qualsevol línia cel·lular humana testada 

prèviament. 

Per resumir de forma global aquest capítol, s’han estudiat característiques físico-

químiques claus per entendre com els metal·labis(dicarballurs) interaccionen amb les 

biomolècules, completant-se estudis a nivell químic i provant-se per primer cop amb èxit 

tècniques noves per a trobar aquestes interaccions in vitro, com la tècnica SR-FTIRM, i 

in vivo, mitjançant l’ús de C.elegans, un mètode senzill que ens ha permès discernir entre 

les característiques dels diferents compostos tipus θ. Finalment els compostos s’han 

aplicat com a fàrmacs en teràpies anticàncer en cultius cel·lulars i com a anti-

bacterians/anti-fúngics. Els resultats tant en BNCT, teràpia amb raigs-X i amb raigs-γ van 

ser positius i per primer cop es va aplicar la tècnica PBFR, també amb bons resultats. 

Tant com fàrmacs anti-càncer o com antibiòtics els dos compostos di-iodats han resultat 

ser més efectius, degut segurament a la seva lipofília i a la seva conformació trans les 
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cèl·lules n’absorbeixen més quantitat. La incorporació dels dos àtoms de I permet la 

funcionalització amb grups orgànics mitjançant reaccions cross coupling o afegir 

radiomarcadors com 124I o 125I. De forma general els compostos di-iodats interaccionen 

més intensament amb les biomolècules, fet que pot explicar la seva major efectivitat. 

CAPÍTOL 3: Ús de l’[o-COSAN]- com a dopant per a COPs per la seva aplicació en energia 

verda 

El fet de dopar el PEDOT amb Cs[o-COSAN] i Cs[8,8’,9,9’,12,12’-Cl6-o-COSAN] en 

millori les seves qualitats electroquímiques va fer que es proposessin aquests materials 

com a catalitzadors electroquímics de l’oxidació de l’aigua (WOC), pas per obtenir H2 

com a vector energètic net i renovable:  

• A l’utilitzar aquests polímers orgànics conductors (COPs) com a WOC ens vàrem 

adonar que el pic del potencial d’oxidació Co4+/3+ dintre de la matriu polimèrica 

distorsionava l’experiment LSV i es va idear un mètode per separar el pic Co4+/3+ 

obtenint-ne el seu potencial dintre d’una matriu polimèrica i d’aquesta manera es 

van poder trobar els valors de η. 

• Indagant més es van utilitzar les sals de Cs+ i Na+ de l’[o-COSAN]- per dopar PPy i 

PEDOT, mirant d’optimitzar-ne la síntesi per obtenir millors resultats en la WOC. El 

COP PPy:Cs[o-COSAN] van resultar tenir un η i un η10 molt baixos i posteriorment es 

van fer proves amb altres composicions, sense obtenir tant bons resultats.  

• També es va observar que canviant la concentració de cobaltabis(dicarballur) en el 

medi de polimerització el potencial Co4+/3+ dintre de la matriu polimèrica de PEDOT 

canvia.  

• El fet d’unir l’[o-COSAN]- covalentment amb un monòmer de pirrol fa que s’obtinguin 

uns resultats molt pitjors que la resta de COPs.  

• Tot i que no són uns materials molt resistents, els COPs dopats han obert la porta 

per a que els metal·labis(dicarballurs) es puguin utilitzar com a WOCs. La falta de 

resistència s’associa a un problema d’arquitectura, ja que la formació de bombolles 

d’O2 dintre de la matriu polimèrica crea defectes que en baixa la conductivitat, 

podria solucionar-se dipositant el polímer en monocapes en un material amb molta 

superfície. 
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a b s t r a c t 

Monovalent cations, Cs + , and alkylammonium ([NR 4 ] 
+ ) salts have traditionally been used to precipitate 

the anions of boranes, carborane and metallocarborane clusters. In contrast, in the body and in living 

organisms in general, divalent cations have a special relevance. In this work, we isolate for the first time 

the cobaltabis(dicarbollide) salts of the biocompatible divalent cations of biological importance that can 

have application both in biology and in materials science. The preparation of Ca 2 + , Mg 2 + and Fe 2 + salts of 

anionic iodinated nido -[C 2 B 9 H 12 ] 
− and cobaltabis(dicarbollide) as well as its di-, tetra- and octa-iodinated 

derivatives are reported. Ca 2 + and Mg 2 + are hard Lewis acids and thus forms aqua ions if water is present 

in the synthetic process. All solid Ca 2 + and Mg 2 + salts studied in this work contained water molecules 

coordinated that have been detected by IR and TGA/DSC. Fe 2 + is a medium hard Lewis acid and Fe 3 + is a 

hard one. In acetone they do not coordinate to cobaltabis(dicarbollide) anion, but are solvated by acetone. 

The studied Ca 2 + salts of iodinated cobaltabis(dicarbollide) are basically inorganic small molecules that 

provide at once the biocompatible divalent Ca 2 + cation and and iodinated anions thus simultaneously 

providing an X-ray contrast agent and/or bone defect repairing agent in regenerative medicine. 

© 2022 The Authors. Published by Elsevier B.V. 

This is an open access article under the CC BY license ( http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ ) 

1. Introduction 

A long list of inorganic elements, many of them ionic, play es- 

sential biological roles for life. The proper functioning of the hu- 

man body depends, among other factors, on the so-called diva- 

lent cations, which have chemical peculiarities that make them ex- 

tremely important for our body [1] . The divalent cations Mg (e.g. 

binding to ATP and other nucleotides), Ca (e.g. calmodulin and hy- 

droxylapatite in bones), and Fe (in red blood cells e.g. Hemoglobin, 

Cytochromes and in muscle cells called myoglobin) are, among 

others such Mn, Cu, Zn, Mo, essential elements in humans and, 

[2] furthermore, Co is a necessary component of vitamin B12 [3] . 

Bone is one of the most impressive natural composite mate- 

rial made of mineral and organic matrices that provide stiffness 

(for support and leverage) and toughness (for protection and im- 

pact resistance) [4] . The chemical composition of the bone mineral 

✩ Dedicated to Prof. Elena Shubina in recognition to her scientific contribution to 

non-covalent interactions in Organometallic Chemistry on the occasion of her 70 th 

birthday. 
∗ Corresponding author. 

E-mail address: clara@icmab.es (C. Viñas). 

matrix is in the form of nanosized carbonated calcium phosphate 

particles. These particles are preferably elongated aligned along 

the long axis of type I collagen fibrils, which are components of 

the organic matrix [5] . Furthermore, the Ca 2 + cations have been 

shown to act as an adhesive by exhibiting great versatility in inter- 

acting with proteins to form biomaterials that are more complex 

[6] . 

Osteoporosis, which is usually related with aging demineraliza- 

tion and weakening of bone, produces fractures at the vertebra by 

compression. An estimated number of 1.4 million new osteoporotic 

vertebral fractures occurs worldwide every year in patients over 50 

years of age [7] . The patients’ treatment with one or more verte- 

bral compression fractures is nowadays done by using the verte- 

broplasty technique [8] . Vertebroplasty comprises percutaneous in- 

jection of cement into a weakened osteoporotic vertebral element. 

The cement provides additional strength and stiffness after hard- 

ening in situ, causing effective pain reduction, both in the short 

term and in the long term resulting in a significant improvement 

of quality of life in the elderly population [7] . Bone cements for 

vertebroplasty require a higher level of radiocontrast than cements 

for knee or hip arthroplasty [9] . This is generally accomplished by 

adding a relatively large portion of BaSO 4 , although this affects the 

https://doi.org/10.1016/j.jorganchem.2021.121997 

0022-328X/© 2022 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY license ( http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ ) 
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Chart 1. Icosahedral 1,2- closo -C 2 B 10 H 12 , [7,8- nido -C 2 B 9 H 12 ] 
− and [3,3 ̓-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 

− with their vertexes numbering. 

physical-mechanical and biological properties of the cement. This 

prompted to develop an alternative radiopaque cement, on the ba- 

sis of highly radiopaque methacrylic biomaterials. In this regard, 

highly iodinated molecules have been of interest in materials sci- 

ence and medical applications as next generation of radiopaque 

contrast agents for X-ray diagnosing imaging [10] . 

The stability of the 3D rigid and aromatic framework of 

neutral icosahedral C 2 B 10 H 12 carboranes and anionic carboranes 

and cobaltabis(dicarbollides), [CB 10 H 11 ] 
− and [Co(C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 

−, 

[11] might be merged with the capacity to functionalize the dif- 

ferent vertexes with different ending branches to provide multi- 

modal treatments, i.e. diagnosis + therapy in addition to perform 

as drug delivery nanocarriers. This is why the role of carboranes 

and metallabis(dicarbollides) in medicinal chemistry has diversi- 

fied in recent years [12] and now extends into areas of biosensors, 

biomimetic materials, drug discovery, molecular imaging, and tar- 

geted radionuclide therapy [13] . 

About it and earlier in our group, [14] the stable tetraiodocarbo- 

rane 8,9,10,12-I 4 - closo -C 2 B 10 H 8 with high iodine content (78.4%) 

was tested as X-ray contrast agent in acrylic methylmetacrylate 

bone cements due to its, exceptional stability, total insolubility in 

aqueous media, good cell viability, good contact biocompatibility 

as well as a satisfactory radiopacity [14] . 

The partial deboronation reaction of the closo- 1,2-C 2 B 10 H 12 

cluster leads to the corresponding anionic [7,8- nido -C 2 B 9 H 12 ] 
−

species [15–18] . Following deprotonation, the dianionic [7,8- nido - 

C 2 B 9 H 11 ] 
2 − ligands, that may be interpreted as having an η5 pen- 

tagonal C 2 B 3 open face can undergo metal complexation to 

yield the θ shape anionic metallabis(dicarbollide) clusters. The 

most studied of them are the metallabis(dicarbollide), [3,3’-M(1,2- 

C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 
−, M = Co, Fe, Ni, [19] ( Chart 1 ). If the starting closo 

icosahedral carborane cluster is iodinated or highly iodinated at 

the boron vertices, the corresponding anionic species either nido - 

or metallabis(dicarbollide) would have iodine atoms bonded to the 

boron vertices of the respective clusters ( Scheme 1 ). 

Previously, [20] we reported the biocompatible alkaline salts (Li, 

Na and K) of cobaltabis(dicarbollide) but, the biocompatible diva- 

lent cations (Fe, Mg and Ca), which are very important for the 

application of anionic clusters in nanomedicine, [12] remain un- 

known. Following our studies, in this work, we report the synthe- 

ses of the iron, calcium and magnesium salts of the [3,3’-Co(1,2- 

C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 
− anion as well as the calcium salts of anionic iod- 

inated nido - and closo cobaltabis(dicarbollide) clusters. The cal- 

cium salts of the iodinated anionic clusters are purely inorganic 

small molecules that incorporating the biocompatible Ca and io- 

dine atoms at once may offer an opportunity to be applied as 

X-ray contrast in regenerative medicine and/or in bone defect 

repair. 

2. Results and discussions 

2.1. Preparation of the Iron(II) and Iron(III) salts of 

[3,3’-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 
−

Silver salt of cobaltabis(dicarbollide), Ag[3,3’-M(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ], 

[21] was used as precursor to prepare the corresponding 

Fe 2 + and Fe 3 + salts. These iron(II) and iron(III) salts of 

cobaltabis(dicarbollide) were obtained under a nitrogen atmo- 

sphere by adding either FeCl 2 or FeCl 3 to a concentrated deoxy- 

genated ethanol solution of the silver salt in the stoichiomet- 

ric ratio 1/2 or 1/3 for Fe 2 + and Fe 3 + , respectively, as shown 

in Scheme 2 . The white precipitate that forms (AgCl) was dis- 

carded and the orange/brownish solutions concentrated. All the 

compounds were characterized by 1 H, 1 H{ 11 B}, 11 B, 11 B { 1 H} and 

13 C{ 1 H}-NMR and FTIR spectroscopy as well as MALDI-TOF-MS. 

The IR spectrum of both salts presents a sharp band at around 

2564-2517 cm 

−1 typical of the B-H vibration and characteristic 

bands at 3529 and 1607 cm 

−1 and 3508 and 1609 cm 

−1 for Fe 2 + 

and Fe 3 + salts, respectively, which correspond to the presence of 

coordinated H 2 O. The endothermic weight loss around 140 °C at the 

Thermogravimetric analysis and Differential Scanning Calorimetry 

(TGA/DSC) for the Fe[3,3’-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 3 is consistent with the 

existence of coordinated H 2 O. 

A comparison between the coupled 

1 H-NMR spectrum 

(red) and the decoupled 

1 H{ 11 B}-NMR (blue) of Fe[3,3’-Co(1,2- 

C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 3 and Fe[3,3’-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 2 is illustrated in Fig. 1 a 

and 1 b; the signal that appears at the lowest field belongs to the 

H bonded to the carbon cluster atoms. By overlapping the 1 H{ 11 B}- 

NMR spectra of Fe[3,3’-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 3 and Fe[3,3’-Co(1,2- 

C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 2 compounds, it is observed that the proton resonances 

of the paramagnetic Fe 3 + salt are shifted downfield compared to 

the chemical shift of the signals for the diamagnetic Fe 2 + ( Fig. 1 c). 

The most affected proton atoms of Fe[3,3’-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 3 are 

these bonded to B(9,12) and B(8), but the differences are not large 

suggesting stronger second coordination sphere interactions in 

Fe 3 + species. 

The 11 B{ 1 H}-NMR spectra of Fe[3,3’-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 3 and 

Fe[3,3’-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 2 species display a similar pattern but the 

full spectrum of the Fe 3 + is also shifted upfield with respect to the 

Fe 2 + ( Fig. 2 ). The influence of the paramagnetic Fe 3 + , which acts 

as countercation in Fe[3,3 ̓-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 3 , produces a notice- 

able but small effect on the 11 B{ 1 H}-NMR spectrum of the anionic 

[3,3 ̓-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 
− cluster ( 11 B{ 1 H} NMR spectrum range is 

from + 9 to -22 ppm). While, the paramagnetic Fe 3 + produces 

a very large effect in the 11 B{ 1 H}-NMR spectrum of the anionic 

[3,3 ̓-Fe(1,2-C 2 B 9 H 11 )] 
− cluster in which Fe 3 + is part of the cluster 

( 11 B{ 1 H} NMR spectrum range is from + 30 to -550 ppm) [22] . 

2 
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Scheme 1. Procedures for the synthesis of tetra- and octa-iodinated at the boron vertices of cobaltabis(dicarbollide) derivatives, respectively. Circles in dark grey represent 

the C c -H vertices while the ones in light and dark pink correspond to B-H and B-I vertices and the orange and circles to Co. [24] . 

Scheme 2. Synthesis of the iron salts of cobaltabis(dicarbolloide), Fe[3,3 ̓-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 2 and Fe[3,3 ̓-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 3 . 

2.2. Preparation of the calcium and magnesium salts of 

[3,3 ̓-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 
− and [3,3 ̓-Co(8-I-1,2-C 2 B 9 H 10 ) 2 ] 

−

The calcium and magnesium salts of [3,3 ̓-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 
−

and [3,3 ̓-Co(8-I-1,2-C 2 B 9 H 10 ) 2 ] 
− were obtained from [NMe 4 ][3,3 ̓- 

Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] and Cs[3,3 ̓-Co(8-I-1,2-C 2 B 9 H 10 ) 2 ] by using 

cationic exchange resin loaded with Ca 2 + or Mg 2 + cations, re- 

spectively ( Fig. 3 ). After the preparation, the compounds were 

characterized employing spectroscopic techniques such as ATR, 

MALDI-TOF-MS, 1 H- and 

11 B-NMR. A unique peak at m/z corre- 

sponding to the anion peak with a separation of one unit between 

isotopic peaks distribution was observed at the MALDI-TOF-MS 

spectra for all four salts. The [NMe 4 ] 
+ cationic exchange by Ca 2 + 

and Mg 2 + in the salts of [3,3 ̓-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 
− was confirmed 

by comparing their IR and NMR spectra while, in the case of 

the Cs[3,3 ̓-Co(8-I-1,2-C 2 B 9 H 10 ) 2 ] was confirmed by the presence 

3 
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Fig. 1. a) Comparison between 1 H-NMR (red) and 1 H{ 11 B}-NMR (blue) for salt Fe[3,3 ̓-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 3 . b) Comparison between 1 H-NMR (orange) and 1 H{ 11 B}-NMR (black) 

for compound Fe[3,3 ̓-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 2 . c) 1 H{ 11 B}-NMR comparison between Fe[3,3 ̓-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 2 (green) and Fe[3,3 ̓-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 3 (purple). 

Fig. 2. Comparison of 11 B-NMR spectra of the Fe[3,3 ̓-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 2 .(green) 

and Fe[3,3 ̓-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 3 (blue). 

of coordinated water in the IR and TGA/DSC. Cs(I) is a weak 

Lewis acid with low hydration energy and thus it does not form 

[Cs(H 2 O) n ] 
+ ions within these salts while, Ca 2 + and Mg 2 + are hard 

Lewis acids and thus form aqua ions if water is present in the 

synthetic process with most of the anions. The IR spectra of both 

Ca 2 + and Mg 2 + salts display strong bands in the ranges 3540/3516 

and 1644/1602 cm 

−1 that are assigned in that order to the ν(O-H) 

and δ(H-O-H) of the coordinated H 2 O but, highlighting that the 

related strongest bands correspond to Mg 2 + salts because Mg 2 + 

Fig. 3. Preparation of Ca[3,3 ̓-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] ·3H 2 O. 

is stronger Lewis acid than Ca 2 + . This agrees with the Irving- 

Williams stability series that postulates the stability of alkaline 

earth metal ion complexes for a given ligand, in our case would be 

4 
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Fig. 4. IR spectra of a) [NMe 4 ][3,3’-Co(8,9,10,12-I 4 -1,2-C 2 B 9 H 7 ) 2 ] and b) Ca[3,3’-Co(8,9,10,12-I 4 -1,2-C 2 B 9 H 7 ) 2 ] 2 ·5H 2 O. 

[3,3 ̓-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 
− and [3,3 ̓-Co(8-I-1,2-C 2 B 9 H 10 ) 2 ] 

−, increase 

in the order Ba 2 + < Sr 2 + < Ca 2 + < Mg 2 + [23] . The stretching 

ν(C cluster -H) and ν(B-H) bands corresponding to the cluster’s ver- 

tices in these salts appear in the ranges 3039/3040 and 2584/2512 

cm 

−1 , respectively. 

To learn on the coordinated water molecules to the Ca 2 + , 
Thermogravimetric analysis/Differential Scanning Calorimetry 

(TGA/DSC) was run. In the all salts, an endothermic weight 

process is observed until 120 °C. In the case of Ca[3,3 ̓-Co(8-I-1,2- 

C 2 B 9 H 10 ) 2 ] two endothermic processes at 105 and 160 °C with 

weight loses of 4.17 and 8.98%, respectively relates the loss of 

coordinated H 2 O and an iodine atom. TGA plus elemental analysis 

of the calcium salts of the [3,3 ̓-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 
− and [3,3 ̓-Co(8- 

I-1,2-C 2 B 9 H 10 ) 2 ] 
− anions indicates that the coordination number 

of H 2 O is 3 in both salts. 

2.3. Isolation of the calcium salts of highly iodinated 

cobaltabis(dicarbollide) derivatives 

Knowing that the chemical composition of the bones is around 

45% minerals (calcium carbonates and phosphates), we had in 

mind the use of such highly iodinated anionic compounds with 

Ca 2 + as a bone component which would enable the application of 

these salts as X-ray contrast in vertebroplasty. 

Thus, the iodinated at the boron vertices of the anionic nido - 

carboranes, [HNMe 3 ][5,6-I 2 -7,8- nido -C 2 B 9 H 10 ], [HNMe 3 ][1,5,6,10-I 4 - 

7,8- nido -C 2 B 9 H 8 ], and cobaltabis(dicarbollide) species, [NMe 4 ][3,3’- 

Co(9,12-I 2 -1,2-C 2 B 9 H 9 ) 2 ] and [NMe 4 ][3,3’-Co(8,9,10,12-I 4 -1,2- 

C 2 B 9 H 7 ) 2 ] were obtain by indirect route as previously reported 

( Scheme 1 a and 1 b) [24] . The calcium salts were prepared from 

these salts by using cationic exchange resin loaded with Ca 2 + ions 

as display in Fig. 3 for the parent cobaltabis(dicarbollide). After 

the preparation, compounds Ca[5,6-I 2 -7,8- nido -C 2 B 9 H 10 ] 2 ·nH 2 O, 

Ca[1,5,6,10-I 4 -7,8- nido -C 2 B 9 H 8 ] 2 ·nH 2 O, Ca[3,3’-Co(9,12-I 2 -1,2- 

C 2 B 9 H 9 ) 2 ] 2 ·nH 2 O and Ca[3,3’-Co(8,9,10,12-I 4 -1,2-C 2 B 9 H 7 ) 2 ] 2 ·nH 2 O 

were characterized by EA, ATR, MALDI-TOF-MS, 1 H- and 

11 B-NMR 

and also Scanning Electron Microscopy (SEM). Further, thermal 

techniques as TGA and DSC were run to get information about 

the number of coordinated water molecules to the calcium. The 

MALDI-TOF-MS spectra of all salts display a unique peak at m/z 

corresponding to the molecular peak with a separation between 

isotopic peaks distribution of one unit, which unambiguously 

identifies the species as monoanionic fragments. 

The [NMe 4 ] 
+ or [HNMe 3 ] 

+ cationic exchange by Ca 2 + was con- 

firmed by comparing their IR and NMR spectra. Fig. 4 displays the 

IR spectra of [NMe 4 ][3,3’-Co(8,9,10,12-I 4 -1,2-C 2 B 9 H 7 ) 2 ] and Ca[3,3’- 

Co(8,9,10,12-I 4 -1,2-C 2 B 9 H 7 ) 2 ] 2 . The IR absorption band of the N-C 

bond at 1476 cm 

−1 as well as its resonance at 3.45 ppm in the 1 H 

and 

1 H{ 11 B} NMR spectra disappeared in the final Ca[3,3’-Co(9,12- 

I 2 -1,2-C 2 B 9 H 9 ) 2 ] 2 and Ca[3,3’-Co(8,9,10,12-I 4 -1,2-C 2 B 9 H 7 ) 2 ] 2 com- 

pounds. On the other hand, the IR spectra of the calcium tetra- 

and octa-iodinated compounds display several ν(O-H) at 3564 and 

3357 cm 

−1 and δ(H-O-H) absorption bands at 1688, 1651 and 1598 

cm 

−1 . These vibration bands indicate the presence of coordinated 

and non-coordinated water molecules in the formed Ca 2 + salt. As 

no change is observed at the frequencies of ν(C c -H) and ν(B-H) 

frequencies in the calcium derivative with respect to the corre- 

sponding [NMe 4 ] 
+ or [HNMe 3 ] 

+ salts, the suggested formulae are 

Ca[3,3’-Co(9,12-I 2 -1,2-C 2 B 9 H 9 ) 2 ] 2 ·nH 2 O and Ca[3,3’-Co(8,9,10,12-I 4 - 

1,2-C 2 B 9 H 7 ) 2 ] 2 ·nH 2 O. Besides, the new resonances at 3.38 ppm and 

at 3.33 ppm (integrating 11.5 and 5.2 hydrogen atoms for each 

cluster (4 C c -H)) that appears in the 1 H and 

1 H{ 11 B} NMR spec- 

tra of Ca[3,3’-Co(9,12-I 2 -1,2-C 2 B 9 H 9 ) 2 ] 2 and Ca[3,3’-Co(8,9,10,12-I 4 - 

1,2-C 2 B 9 H 7 ) 2 ] 2 , respectively, are consistent with the existence of 10 

and 5 molecules of H 2 O, respectively. As the Ca 2 + cation contain 

coordinated H 2 O molecules, the TGA/DSC studies were run to in- 

terpret whether these solvating molecules were really the easiest 

ones to remove. For Ca[3,3’-Co(9,12-I 2 -1,2-C 2 B 9 H 9 ) 2 ] 2 , an exother- 

mic weight loss of 9.23% from room temperature to 375 °C corre- 

sponds to 10 coordinated water molecules whose residual mass at 

698 °C is 89.68%. This value agrees with the one fount by 1 H-NMR 

spectrum. 

For Ca[3,3’-Co(8,9,10,12-I 4 -1,2-C 2 B 9 H 7 ) 2 ] 2 ·nH 2 O, the TGA/DSC 

displays a weight loss of 3,16%, slightly exothermic, until 240 °C; 

which corresponds to about 5 water molecules (coordinated and 

possibly uncoordinated) ( Fig. 5 ). Then a weight loss of 27.91% at 

420 °C in the case of Ca[3,3’-Co(8,9,10,12-I 4 -1,2-C 2 B 9 H 7 ) 2 ] 2 ·5H 2 O 

is detected, which is attributable to the loss of 6 iodine 

atoms. The compound decomposes at higher temperatures. Then, 

the formulae of the calcium salts of the anionic highly io- 

dinated cobaltabis(dicarbollide) clusters is Ca[3,3’-Co(9,12-I 2 -1,2- 

C 2 B 9 H 9 ) 2 ] 2 ·10H 2 O and Ca[3,3’-Co(8,9,10,12-I 4 -1,2-C 2 B 9 H 7 ) 2 ] 2 ·5H 2 O. 

SEM and EDX techniques offer information about the mor- 

phology (texture) and chemical composition, respectively, of the 

tetra-iodinated and octa-iodinated salts at the nanometric scale 

( Fig. 6 ). 

In Fig. 6 a, EDX reveals the presence of calcium, iodine, boron, 

carbon, oxygen and cobalt in the sample of the tetra-iodinated, 

Ca[3,3’-Co(9,12-I 2 -1,2-C 2 B 9 H 9 ) 2 ] 2 ·10H 2 O, and octa-iodinated, 

Ca[3,3’-Co(8,9,10,12-I 4 -1,2-C 2 B 9 H 7 ) 2 ] 2 ·5H 2 O, samples. Fig.s 6 b and 

6 c display the morphology of these samples with magnifica- 

tion sections obtained by SEM. The ratio of Ca/I/Co corresponds 

well with both formulae. The quantitative analysis of the other 

elements is not to be determined with this technique. 
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Fig. 5. TGA and DSC of Ca[3,3’-Co(8,9,10,12-I 4 -1,2-C 2 B 9 H 7 ) 2 ] 2 ·5H 2 O. 

Table 1 
1 H and 13 C{ 1 H} NMR chemical shifts and the IR ν(C c -H) frequency of cobaltabis(dicarbollide) and its di-, tetra- and 

octa-iodinated derivatives salts. Counter cation: alkaline (Cs, Na), alkaline earth (Ca, Mg) and transition metals (Fe). 

IR 1 H NMR 13 C NMR 

Compound ν(C c -H) δ(C c -H) δ(C c -H) 

Cs[3,3’-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 3040 3.94 51.00 

Na[3,3’-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] [28] 30413031 3.97 50.99 

Ca[3,3’-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 2 ·3H 2 O 3037 3.95 51.51 

Mg[3,3’-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 2 ·3H 2 O 30393028 4.02 60.89 

Fe[3,3’-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 2 30392980 3.91 49.88 

Fe[3,3’-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 3 30382982 3.98 51.01 

Cs[3,3’-Co(8-I-1,2-C 2 B 9 H 10 ) 2 ] [27] 3039 4.40 60.07 

Na[3,3’-Co(8-I-1,2-C 2 B 9 H 10 ) 2 ] [28] 3042 3.91 50.99 

Ca[3,3’-Co(8-I-1,2-C 2 B 9 H 10 ) 2 ] 2 ·3H 2 O 3040 4.41 51.79 

Mg[3,3’-Co(8-I-1,2-C 2 B 9 H 10 ) 2 ] 2 ·6H 2 O 3040 4.41 60.83 

[NMe 4 ][3,3’-Co(9,12-I 2 -1,2-C 2 B 9 H 9 ) 2 ] [24] 3020 4.44 68.35 

Ca[3,3’-Co(9,12-I 2 -1,2-C 2 B 9 H 9 ) 2 ] 2 ·10H 2 O 3024 4.46 49.09 

[NMe 4 ][3,3’-Co(8,9,10,12-I 4 -1,2-C 2 B 9 H 7 ) 2 ] [24] 3022 5.12 60.78 

Ca[3,3’-Co(8,9,10,12-I 4 -1,2-C 2 B 9 H 7 ) 2 ] 2 ·5H 2 O 3024 5.13 60.78 

The 1 H NMR and 

13 C{ 1 H} NMR spectra ( Table 1 ) of Ca[3,3’- 

Co(9,12-I 2 -1,2-C 2 B 9 H 9 ) 2 ] 2 ·10H 2 O, and Ca[3,3’-Co(8,9,10,12-I 4 -1,2- 

C 2 B 9 H 7 ) 2 ] 2 ·5H 2 O were run in d 6 -acetone. There is practically no 

difference between the chemical shift of the vertex C c -H in the 

two salts, [NMe 4 ] 
+ and Ca 2 + , which also supports the idea that 

Ca 2 + does not interact with the anionic iodinated clusters. 

3. Conclusions 

Monovalent cations, Cs + , and alkylammonium ([NR 4 ] 
+ ) salts 

have traditionally been used to precipitate the anions of carbo- 

ranes, boranes and metallocarboranes. In contrast, in the body and 

in living organisms in general, divalent cations have a special rel- 

evance. In this work, we demonstrate for the first time that these 

biocompatible divalent cations, of such biological importance, can 

also be useful to isolate the anions of borane clusters, and on 

the other hand, to predispose the compounds thus generated for 

their applications both in biology and in (bio)materials science. 

The preparation of Ca 2 + , Mg 2 + and Fe 2 + salts of anionic iodi- 

nated nido -[C 2 B 9 H 12 ] 
− and cobaltabis(dicarbollide) as well as its 

di-, tetra- and octa-iodinated derivatives has been studied. Ca 2 + 

and Mg 2 + are hard Lewis acids and thus forms aqua ions if water 

is present in the synthetic process. All solid Ca 2 + and Mg 2 + salts 

studied in this work contained water molecules coordinated that 

have been detected by IR and TGA/DSC. Fe 2 + is a medium hard 

Lewis acid and Fe 3 + is a hard one. In acetone they do not coor- 

dinate to cobaltabis(dicarbollide) anion, but are solvated by ace- 

tone. The studied Ca 2 + salts of iodinated cobaltabis(dicarbollides) 

are small molecules that do two tasks: incorporate the divalent 

Ca 2 + cations as a bone component to act as molecular glue in- 

teracting with bone’s collagen and incorporate anions with iodine 

atoms that would provide radiopacity. These purely inorganic small 

molecules are good candidates for biomedical application because 

offer an opportunity to be applied as X-ray contrast in regenerative 

medicine and/or in bone defect repair. More research on this field 

that will appear when finished is going on in our laboratories. 

4. Materials and methods 

4.1. Instrumentation 

Elemental analyses were performed using a Carlo Erba EA1108 

microanalyzer. ATR-IR spectra ( ν , cm 

−1 ) were obtained on a Shi- 

madzu FTIR-8300 spectrophotometer. The 1 H and 

1 H{ 11 B} NMR 

(300.13 MHz), 13 C{ 1 H} NMR (75.47 MHz) and 

11 B and 

11 B{ 1 H} 

NMR (96.29 MHz) spectra were recorded on a Bruker ARX 300 
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Fig. 6. a) EDX of Ca[3,3’-Co(9,12-I 2 -1,2-C 2 B 9 H 9 ) 2 ] 2 ·10H 2 O (left) and Ca[3,3’-Co(8,9,10,12-I 4 -1,2-C 2 B 9 H 7 ) 2 ] 2 ·5H 2 O. b) SEM images of Ca[3,3’-Co(9,12-I 2 -1,2-C 2 B 9 H 9 ) 2 ] 2 ·10H 2 O, 

scale bar 100 μm (left) and its magnification, scale bar 20 μm (right); c) SEM images of Ca[3,3’-Co(8,9,10,12-I 4 -1,2-C 2 B 9 H 7 ) 2 ] 2 ·5H 2 O, scale bar 100 μm (left) and its magni- 

fication, scale bar 20 μm (right). 

instrument equipped with the appropriate decoupling accessories. 

Exception for the compounds Ca[3,3’-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 2 , Mg[3,3’- 

Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 2 , Ca[3,3’-Co(8-I-1,2-C 2 B 9 H 10 ) 2 ] 2 and Mg[3,3’- 

Co(8-I-1,2-C 2 B 9 H 10 ) 2 ] 2 that were run on a Bruker Avance-III 

400MHz (9.4 T) instrument also equipped with the appropriate 

decoupling accessories. All NMR spectra were performed in ace- 

tone deuterated solvent at 22 °C. The 11 B and 

11 B{ 1 H} NMR shifts 

were referenced to external BF 3 ·OEt 2 , while the 1 H, 1 H{ 11 B} and 

13 C{ 1 H} NMR shifts were referenced to SiMe 4 . Chemical shifts are 

reported in units of parts per million downfield from the refer- 

ence, and all coupling constants are reported in Hertz. The mass 

spectra were recorded in the negative ion mode using a Bruker Bi- 

flex MALDI-TOF-MS (N 2 laser; λexc 337 nm (0.5 ns pulses); volt- 

age ion source 20.00 kV (Uis1) and 17.50 kV (Uis2)). Thermogravi- 

metric Analyses (TGA) and Differential Scanning Calorimetry (DSC) 

were performed on a Netzsch STA 449 thermal analyzer at a heat- 

ing rate of 10 °C/min in an Ar atmosphere. Transmission electron 

microscopy (TEM) studies were carried out using JEOL JEM 1210 at 
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120 kV. Scanning Electron Microscope (SEM) were performed us- 

ing Quanta FEI 200 FEG-ESEM operating at an acceleration voltage 

of 15 kV and low vacuum. The microscope is equipped with an 

Oxford Inca Energy Dispersive X-ray (EDAX) system for chemical 

analysis in which qualitative and quantitative analysis can be per- 

formed by the software Genesis Spectrum version 5.21. 

4.2. Materials 

Experiments were carried out, except when noted, under a 

dry, oxygen-free dinitrogen atmosphere using standard Schlenk 

techniques, with some subsequent manipulation in the open labo- 

ratory. I 2 , K 2 CO 3 and Na 2 SO 3 were purchased from Sigma-Aldrich. 

Acetone was reagent grade and was obtained by distillation from 

appropriate drying agent before using. Dichloromethane, diethyl 

ether, acetonitrile were purchased from Carlo Erba Reagents. Silica 

gel for preparative layer chromatography (containing a 13% of cal- 

cium sulphate) was purchased from Fluka Analytical. [HNMe 3 ][5,6- 

I 2 -7,8- nido -C 2 B 9 H 10 ], [ 24 , 25 ] [HNMe 3 ][1,5,6,10-I 4 -7,8- nido -C 2 B 9 H 8 ], 

[ 24 , 25 ] Cs[3,3’-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ], [26] Ag[3,3’-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ], 

[21] Cs[3,3’-Co(8-I-1,2-C 2 B 9 H 10 ) 2 ], [27] [NMe 4 ][3,3’-Co(9,12-I 2 - 

1,2-C 2 B 9 H 9 ) 2 ], [24] and [NMe 4 ][3,3’-Co(8,9,10,12-I 4 -1,2-C 2 B 9 H 7 ) 2 ], 

[24] were prepared according to the literature. 

4.3. I. Synthetic procedure of iron salts 

4.3.1. Synthesis and characterization of Fe[3,3’-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 2 
Under a nitrogen atmosphere, FeCl 2 (44.4 mg, 0.35 mmol) 

was added to a 50 ml of deoxygenated ethanol. solution of 

Ag[3,3’-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] (300 mg, 0.7 mmol). The white precipi- 

tate (AgCl) was removed by filtration and weighed ( ∼2 equiv), and 

the resulting orange/brownish solution was evaporated. A pure or- 

ange stable solid of Fe[3,3’-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 2 was obtained. Yield: 

243.7 mg, 99%. IR (ATR): ν(cm 

−1 ) = 3529 (vs, ν(O-H)), 3039, 2980 

(s, ν(C cluster -H)), 2564, 2517 (vs, ν(B-H)), 1607 (s, δ(H-O-H)). 1 H 

NMR (CD 3 COCD 3 ): δ= 3.91 (br s, 4H, C cluster - H ), 3.50-1.40 (br s, 

18H, B- H ); 1 H{ 11 B} NMR (CD 3 COCD 3 ): δ= 3.91 (br s, 4H, C cluster - 

H ), 3.28 (br s, 2H, B- H ), 2.92 (br s, 2H, B- H ), 2.64 (br s, 4H, 

B- H ), 1.81 (br s, 4H, B- H ), 1.60 (br s, 2H, B- H ), 1.52 (br s, 4H, 

B- H ); 13 C{ 1 H} NMR (CD 3 COCD 3 ): δ= 49.88 (C cluster ). 
11 B NMR 

(CD 3 COCD 3 ): δ= 7.6 (d, 1 J (B,H) = 141 Hz, 2B), 2.5 (d, 1 J (B,H) = 140 

Hz, 2B), -4.9 (8B), -16.2 (d, 1 J (B,H) = 154 Hz, 4B), -21.7 (d, 1 J (B,H) 

= 166 Hz, 2B). MALDI-TOF-MS (m/z) calcd for [Co(C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 
−: 

324.76; found:324.35 (M, 100%,) where M is the molecular weight 

of the anion [3,3’-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 
−. 

4.3.2. Synthesis and characterization of Fe[3,3’-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 3 
Under inert nitrogen atmosphere, FeCl 3 (37.9 mg, 0.23 mmol) 

was added to a 50 ml of deoxygenated ethanol solution of Ag[3,3’- 

Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] (300 mg, 0.7 mmol). The white AgCl precipi- 

tate was removed by filtration and weighed ( ∼3 equiv), and the 

resulting orange/brownish solution was evaporated. A pure sta- 

ble to air solid of Fe[3,3’-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 3 was obtained. Yield: 

237.3 g, 99%. IR (ATR): ν(cm 

−1 ) = 3508 (s, ν(O-H)), 3038, 2982 (s, 

ν(C cluster -H)), 2933, 2908 (w, ν(C cluster -H)), 2563, 2525 (vs, ν(B- 

H)) and 1609 (w, δ(H-O-H). 1 H NMR (CD 3 COCD 3 ): δ= 3.98 (br s, 

4H, C cluster - H ), 3.44 (q, 1 J(H,H) = 6 Hz, CH 3 -C H 2 OH), 3.60-1.30 (br 

s, 18H, B- H ), 1.11 (t, 1 J(H,H) = 6 Hz, CH 3 - CH 2 OH). 1 H{ 11 B} NMR 

(CD 3 COCD 3 ): δ= 3.98 (br s, 4H, C cluster - H ), 3.44 (br s, CH 3 -C H 2 OH), 

3.02, 2.75, 1.98, 1.66, 1.60, 1.39 (br s, 18H, B- H ). 13 C{ 1 H} NMR 

(CD 3 COCD 3 ): δ= 153.69 (s, CH 3 - C H 2 OH), 51.01 (C cluster ). 
11 B NMR 

(CD 3 COCD 3 ): δ= 8.2 (d, 1 J (B,H) = 142 Hz, 2B), 3.0 (d, 1 J (B,H) = 139 

Hz, 2B), -4.3 (d, 1 J (B,H) = 141 Hz, 8B), -15.6 (d, 1 J (B,H) = 153 Hz, 

4B), -21.1 (d, 1 J (B,H) = 167 Hz, 2B). MALDI-TOF-MS (m/z) calcd for 

[Co(C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 
−: 324.76; found:323.84 (M, 100%,) where M is the 

molecular weight of the anion [3,3’-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 
−. 

4.4. II. Synthetic procedure of calcium and magnesium salts 

4.4.1. General procedure of cationic exchange resin 

To get the calcium salts species, the starting compounds 

[HNMe 3 ][5,6-I 2 -7,8- nido -C 2 B 9 H 10 ] 2 , [HNMe 3 ][1,5,6,10-I 4 -7,8- nido - 

C 2 B 9 H 8 ] 2 , [NMe 4 ][3,3’-Co(9,12-I 2 -1,2-C 2 B 9 H 9 ) 2 ], [NMe 4 ][3,3’- 

Co(8,9,10,12-I 4 -1,2-C 2 B 9 H 7 ) 2 ], [NMe 4 ][3,3’-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] and 

Cs[3,3’-Co(8-I-1,2-C 2 B 9 H 10 ) 2 ] were dissolved in a minimum vol- 

ume of acetonitrile/water (50/50). Then, each solution was passed 

repeatedly through a cation exchange resin, previously loaded with 

calcium. The solvent was finally evaporated. The disappearance of 

the [NMe 4 ] 
+ and [HNMe 3 ] 

+ peaks in the IR and 

1 H NMR spectra 

was a clear indication that the complete exchange to calcium was 

successful. 

4.4.2. Characterization of Ca[5,6-I 2 -7,8- nido -C 2 B 9 H 10 ] ·5H 2 O 

IR (ATR): ν(cm 

−1 ) = 2536 (vs, ν(B-H)), 1696 (s, δ(H-O-H)), 1656 

(s, δ(H-O-H)), 1608 (vs, δ(H-O-H)). 1 H NMR (CD 3 COCD 3 ): δ= 4.19 

(br s, 2H, C cluster- H ). 1 H{ 11 B} NMR (CD 3 COCD 3 ): δ= 4.17 (s, H 2 O), 

2.46, 1.86, 1.78, 1.14 (s, 7H, B- H ), 1.08 (d, 1 J (H bridge -H) = 9Hz, 

1H, BH), -2.13 (d, 1 J (H bridge -H) = 9Hz, 1H, B- H bridge ). 
11 B NMR 

(CD 3 COCD 3 ): δ= -8.6 (d, 2B, 1 J (B,H) = 141 Hz, 2B, B(9,11)), -16.2 (d, 
1 J (B,H) = 162 Hz, 1B, B(3)), -20.3 (d, 1 J (B,H) = 155 Hz, 2B, B(2,4), - 

23.3 (br s, 2B, B(5,6)), -27.0 (dd, 1 J (B,H) = 134 Hz, 1 J (H,H) = 9 Hz 1B, 

B(10)), -32.8 (d, 1 J (B,H) = 148 Hz, 1B, B(1)). MALDI-TOF-MS (m/z): 

387.05 (M, 100%,) where M is the molecular weight of the an- 

ion [5,6-I 2 -7,8- nido -C 2 B 9 H 10 ] 
−. TGA/DSC: a light exothermic weight 

loss of 10.30% until 172 °C and a continued exothermic weight loss 

to residual mass of 75.96% observed until 678 °C. 

4.4.3. Characterization of Ca[1,5,6,10-I 4 -7,8- nido -C 2 B 9 H 8 ] 2 ·4H 2 O 

IR (ATR): ν(cm 

−1 ) = 3544, 3483 (s, ν(O-H)), 3011, 2909 (s, 

ν(C cluster -H)), 2569 (vs, ν(B-H)), 1688 (vs, δ(H-O-H)), 1655 (s, δ(H- 

O-H)), 1609 (s, δ(H-O-H)). 1 H NMR (CD 3 COCD 3 ): δ= 4.06 (br s, 

H 2 O), 2.54 (br s, 2H, C cluster - H ). 1 H{ 11 B} NMR (CD 3 COCD 3 ): δ= 

4.06 (br s, H 2 O), 2.67 (br s, B- H ), 2.55 (br s, 2H, C cluster- H ), 2.21 

(s, B- H ), -0.04 (br s, 1H, B- H bridge ). 
11 B NMR (CD 3 COCD 3 ): δ= -8.6 

(d, 1 J (B,H) = 147 Hz, 2B, B(9,11)- H ), -16.1 (d, 1B, B(3) H ), -17.9 (4B, 

B(5,6)- I + B(2,4)- H ), -35.4 (s, 2B, B(1,10)- I ). MALDI-TOF-MS (m/z): 

636.7 (M, 100%,) where M is the molecular weight of the anion 

[1,5,6,10-I 4 -7,8- nido -C 2 B 9 H 8 ] 
−. TGA/DSC: a light exothermic weight 

loss of 5.39% until 200 °C and a continued exothermic weight loss 

to residual mass of 67.60% observed until 698 °C. 

4.4.4. Characterization of Ca[3,3’-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 2 ·3H 2 O 

IR (ATR): ν(cm 

−1 ) = 3540 (s, ν(,O-H)), 3037 (s, ν(C cluster -H)), 

2532 (vs, ν(B-H)) 1603 (vs, δ(H-O-H)). 1 H NMR (CD 3 COCD 3 ): 

δ= 3.95 (s, 4H, C cluster - H ); 3.16 (s, H 2 O). 1 H{ 11 B} NMR (CD 3 COCD 3 ): 

δ= 3.95 (s, 4H, C cluster- H ), 3.40 (s, 2H, B- H ), 3.15 (s, H 2 O), 2.98 (s, 

2H, B- H ), 2.72 (s, 4H, B- H ), 1.94 (s, 4H, B- H ), 1.63 (s, 2H, B- H ), 

1.57 (s, 2H, B- H ). 11 B NMR (CD 3 COCD 3 ): δ= 6.4 (d, 1 J (B,H) = 147 

Hz, 2B, B(8)- H ), 1.2 (d, 1 J (B,H) = 142 Hz, 2B, B(10)- H ), -5.5 (d, 

4B, B(4,7)- H ), -6.2 (d, 4B, B(9,11)- H ), -17.5 (d, 1 J (B,H) = 156 Hz, 

2B, B(5,11)- H ), -23.0 (d, 1 J (B,H) = 169 Hz, 4B, B(6)- H ). MALDI-TOF- 

MS (m/z) calcd for [Co(C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 
−: 324.76; found: 324.04 (M, 

100%,) where M is the molecular weight of the anion [3,3’-Co(1,2- 

C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 
−. TGA/DSC: a weight loss of 7.05% until 120 °C followed 

by a weight loss of 3.50% at 175 °C were observed. Anal. Calcd. for 

C 8 H 50 B 36 CaCo 2 O 3 : 12.95, H: 6.79. Found: C: 12.81, H: 6.92. 

4.4.5. Characterization of Ca[3,3’-Co(8-I-1,2-C 2 B 9 H 10 ) 2 ] 2 ·3H 2 O 

IR (ATR): ν(cm 

−1 ) = 3562 (w, ν(O-H)), 3040 (s, ν(C cluster - 

H)), 2612, 2584, 2533 (vs, ν(B-H)) 1604, ( δ(H-O-H)). 1 H NMR 

(CD 3 COCD 3 ): δ= 4.41 (s, 4H, C cluster –H ), 3.00 (s, H 2 O). 1 H{ 11 B} NMR 

(CD 3 COCD 3 ): δ= 4.41 (s, 4H, C cluster- H ), 3.24 (s, 4H, B- H ), 3.22 (s, 

2H, B- H ), 3.07 (s, 2H, B- H ), 3.00 (s, H 2 O), 2.60 (s, 4H, B- H ), 2.12 
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(s, 2H, B- H ), 1.84 (s, 4H, B- H ). 11 B NMR (CD 3 COCD 3 ): δ= 2.8 

(d, 1 J (B,H) = 147 Hz, 2B, B(10)- H ), -3.4 (d, 8B, B(4,7,9,11)- H ), -5.3 

(d, 2B, B(8)- I ), -17.1 (d, 1 J (B,H) = 159 Hz, 4B, B(5,11)- H ), -22.6 (d, 
1 J (B,H) = 173 Hz, 2B, B(6)- H ). MALDI-TOF-MS (m/z): 575.66 (M, 

100%,) where M is the molecular weight of the anion [3,3’-Co(8- 

I-1,2-C 2 B 9 H 10 ) 2 ] 
−. TGA/DSC: two exothermic weight loss of 4.17% 

and 8.98% in the ranges 80-120 °C and 120-180 °C, respectively, 

were observed. Anal. Calcd. for C 8 H 46 B 36 CaCo 2 I 4 O 3 : C: 7.72, H: 

3.72. Found: C: 7.53, H: 3.83. 

4.4.6. Characterization of Ca[3,3’-Co(9,12-I 2 -1,2-C 2 B 9 H 9 ) 2 ] 2 ·10H 2 O 

IR (ATR): ν(cm 

−1 ) = 3024 (s, ν(C cluster -H)), 2580 (vs, ν(B-H)), 

1696(w, δ(H-O-H)), 1660(s, δ(H-O-H)), 1608 (vs, δ(H-O-H)). 1 H 

NMR (CD 3 COCD 3 ): δ= 4.46 (br s, 4H, C cluster- H ), 3.38 (br s, H 2 O). 
1 H{ 11 B} NMR (CD 3 COCD 3 ): δ= 4.46 (br s, 4H, C cluster- H ), 4.22, 

3.65 (br s, H,B- H ), 3.38 (br s, H 2 O), 1.66 (br s, B- H ). 13 C{ 1 H} 

NMR (CD 3 COCD 3 ): δ= 49.09 (C cluster ). 
11 B NMR (CD 3 COCD 3 ): δ= 

8.3 (d, 1 J (B,H) = 157 Hz, 2B, B(8,8’)), 5.9 (d, 1 J (B,H) = 173 Hz, 

2B, B(10,10’)), -4.3 (d, 1 J (B,H) = 153 Hz, 4B, B(4,4’,7,7’), -14.1 (d, 
1 J (B,H) = 131 Hz, 4B, B(5,5’,11,11’), -14.0 (s, 4B, B(9,9’,12,12’)), - 

20.9 (d, 1 J (B,H) = 162 Hz, 2B, B(6,6’)). MALDI-TOF-MS (m/z): 827.8 

(M, 100%,) where M is the molecular weight of the anion [3,3’- 

Co(9,12-I 2 -1,2-C 2 B 9 H 9 ) 2 ] 
−. TGA/DSC: a light exothermic weight loss 

of 9.23% until 375 °C, the residual mass is 89.68% at 698 °C. Anal. 

Calcd. for C 8 H 46 B 36 CaCo 2 I 8 O 10 : C: 5.15, H: 2.49. Found: C: 5.31, H: 

2.60. 

4.4.7. Characterization of Ca[3,3’-Co(8,9,10,12-I 4 -1,2-C 2 B 9 H 7 ) 2 ] 2 ·5H 2 O 

IR (ATR): ν(cm 

−1 ) = 3564, 3357 (w, ν(O-H)), 3024 (s, ν(C cluster - 

H)), 2620, 2583 (vs, ν(B-H)), 1688 (s, δ(O-H)), 1652 (s, δ(O- 

H)), 1599 (s, δ(O- H)). 1 H NMR (CD 3 COCD 3 ): δ= 5.13 (br s, 4H, 

C cluster- H ), 3.33 (br s, H 2 O); 1 H{ 11 B} NMR (CD 3 COCD 3 ): δ= 5.14 

(br s, 4H, C cluster- H), 3.63, 2.78 and 2.68 (br s, B -H ); 13 C{ 1 H} NMR 

(CD 3 COCD 3 ): δ= 60.78 (C cluster ); 
11 B NMR (CD 3 COCD 3 ): δ= -1.7 (d, 

1 J (B,H) = 154 Hz, 4B, B(4,4’,7,7’), -3.7 (s, 2B, B(8,8’)), -6.7 (s, 2B, 

B(10,10’)), -9.7 (s, 4B, B(9,9’,12,12’)), -13.1 (d, 1 J (B,H) = 151 Hz, 4B, 

B(5,5’,11,11’)), -20.2 (d, 1 J (B,H) = 167 Hz, 2B, B(6,6’)). MALDI-TOF- 

MS (m/z): 1331.1 (M, 100%,) where M is the molecular weight 

of the anion [3,3’-Co(8,9,10,12-I 4 -1,2- closo -C 2 B 9 H 7 ) 2 ] 
−. TGA/DSC: a 

light exothermic weight loss of 3,16% until 240 °C and an exother- 

mic weight loss of 27.91% at 420 °C arriving to a residual mass 

61.36% at 698 °C. Anal. Calcd. for C 8 H 38 B 36 CaCo 2 I 16 O 5 : C: 3.44, H: 

1.37. Found: C: 3.77, H: 1.41. 

4.4.8. Characterization of Mg[3,3’-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 2 ·3H 2 O 

IR (ATR): ν(cm 

−1 ) = 3580, 3516 (s, ν(,O-H)), 3039, 3028 (s, 

ν(C cluster -H)), 2581, 2512 (vs, ν(B-H)), 1644, 1600 ( δ(H-O-H)). 1 H 

NMR (CD 3 COCD 3 ): δ= 4.02 (br s, H 2 O), 3.95 (s, 4H, C cluster - H ). 
1 H{ 11 B} NMR (CD 3 COCD 3 ): δ= 4.02 (br s, H 2 O), 3.95 (s, 4H, 

C cluster - H ); 3.40 (s, 2H, B- H ), 2.98 (s, 2H, B- H ), 2.71 (s, 4H, B- 

H ), 1.94 (s, 4H, B- H ), 1.63 (s, 2H, B- H ), 1.57 (s, 4H, B- H ). 11 B 

NMR (CD 3 COCD 3 ): δ= 6.3 (d, 1 J (B,H) = 142 Hz, 2B, B(8)- H ), 1.2 

(d, 1 J (B,H) = 147 Hz, 2B, B(10)- H ), -5.6 (d, 4B, B(4,7)- H ), -6.3 (d, 

4B, B(9,11)- H ), -17.5 (d, 1 J (B,H) = 154 Hz, 2B, B(5,11)- H ), -23.0 

(d, 1 J (B,H) = 165 Hz, 4B, B(6)- H ). MALDI-TOF-MS (m/z) calcd for 

[Co(C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 
−: 324.76; found: 324.03 (M, 100%,) where M is the 

molecular weight of the anion [3,3’-Co(1,2-C 2 B 9 H 11 ) 2 ] 
−. TGA/DSC: 

two exothermic weight loss of 3,10 and 4.33% in the temperature 

range 9-200 °C.. Anal. Calcd. for C 8 H 50 B 36 Co 2 MgO 3 : C: 13.24, H: 

6.94. Found: C: 13.64, H: 7.15. 

4.4.9. Characterization of Mg[3,3’-Co(8-I-1,2-C 2 B 9 H 10 ) 2 ] 2 ·6H 2 O 

IR (ATR): ν(cm 

−1 ) = 3584 (w, ν(O −H)), 3040 (s, ν(C cluster - 

H)), 2610, 2579, 2532 (vs, ν(B-H)), 1602 ( δ(H-O-H)). 1 H NMR 

(CD 3 COCD 3 ): δ= 4.40 (s, 4H, C cluster - H ), 4.15 (br s, H 2 O). 1 H{ 11 B} 

NMR (CD 3 COCD 3 ): δ= 4.41 (s, 4H, C cluster- H ), 4.14 (br s, H 2 O), 3.23 

(s, 5H, B- H ), 3.06 (s, 2H, B- H ), 2.59 (s, 5H, B- H ), 2.12 (s, 2H, B- H ), 

1.83 (s, 4H, B- H ). 11 B NMR (CD 3 COCD 3 ): δ= 2.8 (d, 1 J (B,H) = 147 Hz, 

2B, B(10)- H ), -3.4 (d, 8B, B(4,7,9,11)- H ), -5.4 (d, 2B, B(8)- I ), -17.1 (d, 
1 J (B,H) = 160 Hz, 4B, B(5,11)- H ), -22.7 (d, 1 J (B,H) = 172 Hz, 2B, B(6)- 

H ). MALDI-TOF-MS (m/z): 575.66 (M, 100%,) where M is the molec- 

ular weight of the anion [3,3’-Co(8-I-1,2-C 2 B 9 H 10 ) 2 ] 
−. TGA/DSC: 

two exothermic weight loss of 4,86 and 3.44% since 200 °C. Anal. 

Calcd. for C 8 H 52 B 36 Co 2 MgI 4 O 6 : C: 7.49, H: 4.08. Found: C: 7.19, H: 

4.22. 
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Abstract: The anionic cobaltabis (dicarbollide) [3,3′-Co(1,2-C2B9H11)2]−, [o-COSAN]−, is the most
studied icosahedral metallacarborane. The sodium salts of [o-COSAN]− could be an ideal candidate
for the anti-cancer treatment Boron Neutron Capture Therapy (BNCT) as it possesses the ability
to readily cross biological membranes thereby producing cell cycle arrest in cancer cells. BNCT
is a cancer therapy based on the potential of 10B atoms to produce α particles that cross tissues
in which the 10B is accumulated without damaging the surrounding healthy tissues, after being
irradiated with low energy thermal neutrons. Since Na[o-COSAN] displays a strong and characteristic
ν(B-H) frequency in the infrared range 2.600–2.500 cm−1, we studied the uptake of Na[o-COSAN]
followed by its interaction with biomolecules and its cellular biodistribution in two different glioma
initiating cells (GICs), mesenchymal and proneural respectively, by using Synchrotron Radiation-
Fourier Transform Infrared (FTIR) micro-spectroscopy (SR-FTIRM) facilities at the MIRAS Beamline
of ALBA synchrotron light source. The spectroscopic data analysis from the bands in the regions of
DNA, proteins, and lipids permitted to suggest that after its cellular uptake, Na[o-COSAN] strongly
interacts with DNA strings, modifies proteins secondary structure and also leads to lipid saturation.
The mapping suggests the nuclear localization of [o-COSAN]−, which according to reported Monte
Carlo simulations may result in a more efficient cell-killing effect compared to that in a uniform
distribution within the entire cell. In conclusion, we show pieces of evidence that at low doses,
[o-COSAN]− translocates GIC cells’ membranes and it alters the physiology of the cells, suggesting
that Na[o-COSAN] is a promising agent to BNCT for glioblastoma cells.

Keywords: boron neutron capture therapy; cobaltabis(dicarbollide); DNA interactions; glioblastoma;
glioma initiating cells; inorganic small molecules; lipid saturation; SR-FTIRM
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1. Introduction

Glioblastoma (GBM) is the most frequent and aggressive primary tumor in the central
nervous system (CNS). Owing to their fast-clinical course and uniform lethality after
standard treatment—surgical resection followed by chemoradiotherapy regimen [1]—most
patients with GBM have a median survival of approximately 15 months from diagnosis [2]
because almost all GBMs develop resistance to therapy and recurrence [3,4].

In vitro and in vivo observations give strength to the existence of human glioblastoma
cell subpopulations with the ability to initiate tumors, when injected orthotopically into
mice [5,6]. These glioma initiating cells (GICs) express stemness-related markers and
perform cellular niches supported by the tumor microenvironment recapitulating cellular
heterogeneity, chemo- and radio-resistance [7].

Adult GBMs can be classified according to their gene expression and epigenetic pro-
files into four different subtypes: glioma-CpG island methylator phenotype (G-CIMP+)
and three non-G-CIMP (G-CIMP−) subtypes termed as proneural (PN), classical (CL), and
mesenchymal (MES) [8–10]. G-CIMP+ GBMs are associated with somatic mutations in the
IDH1 or IDH2 genes and show a more favorable prognosis, whereas non-G-CIMP GBM
patients have the poorest prognosis [8]. Non-G-CIMP GBMs display elevated transcrip-
tional plasticity and have an intrinsic ability to transition from PN to MES phenotype, more
aggressive, with a higher likelihood of recurrence [11] and therapy resistance [4,12].

In the last decade, boron neutron capture therapy (BNCT), a tumor-selective particle
radiation therapy, emerges as an alternative treatment, when chemotherapy and radiation
fell short [13]. Indeed, BNCT has been used to treat recurrent or newly diagnosed high-
grade glioma showing prolonged survival about the control cohort [14]. This non-invasive
binary cancer radiotherapeutic modality is based on the nuclear capture and fission reac-
tions that occur when the stable isotope 10B, a constituent of natural elemental boron, is
irradiated with low-energy epithermal neutrons (10,000 eV) to produce high linear-energy
transfer α particles [15,16], which locally deposit the energy in tissues and thus, enhances
the dose in tumor cells.

There are quite a few strict pre-requisites before employing boron drugs for BNCT
applications regarding their toxicity, solubility, and on their ability to reach the required
amount of 10B inside the target cells. It is accepted that 20–30 µg of 10B per gram of tumor
is required for ensuring the therapeutic efficiency of BNCT [17]. With the development
of new synthetic techniques and increased awareness of the biochemical requirements
needed for effective boron-containing agents, several new neutral [18–21] and anionic
metallacarborane compounds have been developed [22–24]. Among them, the anionic
cobaltabis(dicarbollide) [3,3′-Co(1,2-C2B9H11)2]−, [o-COSAN]−, in which Co3+ ion is sand-
wiched between two [7,8-C2B9H11]2− ligands is the most studied icosahedral metallacarbo-
rane. The abiotic icosahedral anionic [o-COSAN]− cluster, which incorporates the redox
properties of the metal, is thermally and chemically stable [24] with the negative charge
spread all over the molecule [25], and possesses many possibilities to produce hydrogen
and dihydrogen bonds (Cc-H···O and Cc-H···H-B or N-H···H-B, respectively; Cc represents
the Ccluster atoms). The hydrogen and dihydrogen bonds have been proven to participate
in its self-assembly [26–28], water solubility [29], as well as in its micelles and vesicles
formation [29–33].

Recently, Synchrotron-based Fourier-transform infrared micro-spectroscopy (SR-FTIRM)
has developed into a novel and powerful biomedical tool that can reveal subtle alterations
in the conformation of key molecular structures of cells (DNA, proteins, and lipids) provid-
ing rapid, non-destructive, and clinically relevant diagnostic information [34]. SR-FTIRM,
which couples IR spectrometer with single element detectors and optical microscope, has
become a valuable technique for analyzing the vibrational motions on a microscopic scale of
biomolecules [35]. This technique allows in situ structure determination of the most important
biomolecules (nucleic acids, proteins, lipids) in the chosen sub-cellular compartments [36].
The higher spatial resolution and spectral quality, in comparison with the “classic” Fourier-
transform infrared microscopy, can be attributed to the synchrotron IR source, which is
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100–1000 times brighter than a conventional thermal source for IR spectroscopy [37]. The
higher brightness (flux density) of the synchrotron that is due to the small effective source
and its very narrow emittance, allows the analysis of smaller regions with an acceptable
signal-to-noise ratio, and the spatial resolution reaches the diffraction limit (λ/2) [34,38,39].
The structure of biomolecules inside cells can be probed with a sub-cellular resolution thanks
to the high spatial resolution of the SR-FTIR technique, which generates many data. The
IR spectra collected of hundreds of cells need subsequently the application of multivariate
statistical methods for efficient data analysis. The principal component analysis (PCA) is
a powerful method for analyzing the large amount of spectral data set for the presence of
discriminant features that classify the spectra [40,41].

Having performed experiments in a round-bottom flask on a chemical scale, which
showed that [o-COSAN]− and some of its halogenated derivatives interact with biomolecules
(carbohydrates [42], proteins [43] and DNA [44]), we have wanted to observe these interactions
in vitro experiments by changing the round-bottom flask to a cell and the solutions to the
physiological components of the cell. In addition, the previous studies at the chemical scale
were done individually, whereas the present study incorporates the effect of all the interacting
biomolecules in a cell. Furthermore, we wanted to go a step ahead to understand if this
small anion modifies some of the biomolecules and in which of the cells’ organelles the
[o-COSAN]− concentrates. With this in mind, in this study, we show that SR-FTIRM can
be applied to the detection of boron clusters (boranes, carboranes, and metallacarboranes)
interacting with biomolecules inside cells and their location into the cells’ organelle after
their cellular uptake. This is possible because these compounds’ families display a strong
and characteristic ν B-H frequency in the infrared range 2.600–2.500 cm−1 in which no other
frequencies of organic compounds appear. With this objective, we studied the uptake of the
sodium salt of cobaltabis(dicarbollide), [Na·2.5H2O][3,3′-Co(1,2-C2B9H11)2], abbreviated as
Na[o-COSAN], in two different phenotypes of glioma initiating cells (GICs), mesenchymal-
and proneural- GICs, using SR-FTIR micro-spectroscopy to analyze where the agent is located
into the cells after their cellular uptake.

Infrared micro-spectroscopy has been used to investigate many phenomena in biology,
but in this work we demonstrate for the first time that it can differentiate the two pheno-
types of glioma initiating cells (GICs), mesenchymal and proneural GICs, mainly by DNA
spectra, protein conformation and lipids components, which were differently modified by
Na[o-COSAN]. Interestingly, specific changes in lipid 2966 cm−1 and 2922 cm−1 frequencies
are induced in radio resistant mesenchymal cells PG88, the most efficient in capturing
the compound. Although more experiments are needed including representative GICs
from glioblastoma phenotypes, these results suggest that SR-FTIRM is useful to acquire
a drug and radio-resistance profiling of glioblastoma cells. Moreover, the high uptake
of Na[o-COSAN] with rapid clearance might fulfil the requirements of boron-containing
agents. Furthermore, we also pioneer that SR-FTIRM can be of great interest for BNCT
studies. The vast majority of compounds tested for BNCT contain the B-H bond and the
IR frequency corresponding to this bond appears in an area of the spectrum where no
other signal is observed, thus leaving conclusive evidence of its presence in the tumor or
healthy cells under study. This work is therefore dedicated to testing the possibilities of this
spectroscopy to study the behavior of a metallacarborane both in its permeation process
into the cell and in its irregular distribution in the cell depending on the composition of the
site, be it DNA, proteins or lipids.

2. Results and Discussion
2.1. o-Cobaltabis(Dicarbollide), [o-COSAN]− Uptake Induces Glioma Initiating Cells (GICs)
Phenotypic Changes

Analogous to whole tumors and according to GBM-subtype, glioblastoma isolated
tumor cell produces tumorspheres enriched in glioma stem-like initiating cells (GICs) with
specific phenotypes (Figure 1). Since previous studies indicated that Na[o-COSAN] enters
and accumulates into glioma U87 cells [45], which can be detected by one absorption band
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λmax at 282 nm (ε ≈ 30.000 cm−1 mol−1) in the UV-Visible spectra, we analyzed Na[o-
COSAN] uptake in GICs from two different glioblastoma subtypes: proneural-GIC (GIC7)
and a mesenchymal-GIC (PG88), that were previously characterized by their different
radiosensibility [4,46]. Schematic representation of the anionic small molecule [o-COSAN]−

is displayed in Figure 2c.

Figure 1. Morphology of glioblastoma initiating cells (GICs). Proneural GIC7 (top) and mesenchymal PG88 (bottom) cells
grow performing neurospheres (left, 4×, scale bar 100 µm) or adhered on laminin-coated plates (right, 10×, scale bar 50
µm) when cultured in a complete Neuronal Stem Cell medium at 37 ◦C in a humidified 5% CO2 and 5% O2 atmosphere
(hypoxia conditions) to simulate the brain microenvironment.

Laminin-coated GICs’ exposed at 200 µM Na[o-COSAN] were analyzed at 282 nm
wavelength using UV-visible spectroscopy. To assess cellular uptake we measured the
optical density of adhered cells at different exposition times: 0, 15, 30, 45, and 60 min.
The ratio between the absorbance (Abs) of treated cells to the untreated controls were
calculated for each time-point (Figure 2). Abs was recorded at 282 nm wavelength, which
corresponded to the maximum λ of [o-COSAN]− [44,47,48].

Na[o-COSAN]− has the unusual property of self-assembling into vesicles on biological
cell membranes [29]. Thus, Na[o-COSAN] levels increased in the intracellular compartment
of GIC7 and PG88 cells at 15 min (Figure 2a). After 30 min, the concentration of [o-
COSAN]− increased in cellular extracts in both the cell types. These results indicated
that Na[o-COSAN] can cross the cellular membrane and enter the cells in a short period,
suggesting a fast transport from the extracellular compartment. Moreover, Na[o-COSAN]
uptake was higher in PG88 than in GIC7 cells (0.17 nm and 0.03 nm, respectively) at
15 min (two-way ANOVA and Bonferroni posttests, p < 0.05), and differences between
both cells were maintained until the end of the experiment one hour later (Figure 2a),
when the intracellular levels of the compound decreased in both (0.047 and 0.0002 nm,
respectively). Altogether, we concluded that a fast Na[o-COSAN] internalization occurred
in both, mesenchymal and proneural cells, with mesenchymal PG88 cells being the most
efficient in capturing the compound.
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Figure 2. Kinetic of Na[o-COSAN] uptake in glioma undifferentiated cells (GICs). Proneural (GIC7)
and mesenchymal (PG88) GICs cultured on laminin-coated wells, 300,000 GICs/well, were seeded
24 h before treated with Na[o-COSAN] (200 µM). (a) Time course analysis of Na[o-COSAN] uptake in
lysed cells from GIC7 (blue) and PG88 (red) respective cultures are represented from Spectrometric
Na[o-COSAN] data analyzed (Synergy), plotted as the percentage of untreated cell cultures, mean± SD,
of three independent experiments. The uptake of the compound increased at 15 min of treatment on
both GICs, being higher in PG88 concerning GIC7 (ANOVA, * p < 0.05). (b) Na[o-COSAN] half-maximal
effective concentration (EC50) at 48 h in a doses-response curve, ranged 50 to 300 µM. EC50 of GIC7
(95.87 µM) and PG88 (83.2 µM) cells are not significantly different. (c) Schematic representation of the
anionic small molecule cobaltabis (dicarbollide), [3,3′-Co(1,2-C2B9H11)2]−, abbreviated as [o-COSAN]−.

The dynamic profiling of Na[o-COSAN] is crucial in BNCT, based on the nuclear
capture and fission reactions that occur when the stable 10B isotope is irradiated with
epithermal neutrons (10,000 eV) and become thermalized as they penetrate tissue [16]. The
destructive effects of the α particles are limited to the 10B atoms of the boron-containing
cells and, because they have very short path lengths in tissues (5–9 µm), BNCT provides a
way to selectively destroy malignant cells and spare surrounding normal tissue, making it,
in theory, an ideal type of radiation therapy [15].

We analyzed the Na[o-COSAN] half-maximal effective concentration (EC50) in a
doses-response curve at 50 to 300 µM range concentration. EC50 values were calculated
using exponential curve fitting. Controls without Na[o-COSAN] were considered 100% of
viability to evaluate and graphically represent using the https://www.aatbio.com/tools/
ec50-calculator program (accessed on 10 March 2020). (Figure 2b).

The viability assay measured at 43 h after treating the cells for five hours showed
that EC50 was lower in PG88, 83.2 ± 9.652 µM (95% confident intervals: 62.99 to 102.7),
than in GIC7 cells, 95.87 ± 7.592 µM (95% Confidence Intervals: 80.52 to 111.7), suggesting
that GIC7 cells were more resistant than PG88 cells when challenged with [o-COSAN]−

(ANOVA p-value 0.0023).
Since mesenchymal PG88 cells are more resilient than proneural GIC7 cells to con-

ventional radiotherapy, a lower EC50 Na[o-COSAN] together with higher uptake of the

https://www.aatbio.com/tools/ec50-calculator
https://www.aatbio.com/tools/ec50-calculator
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compound in PG88 cells compared to GIC7 cells suggest a new resource to fight against
resistant glioblastoma cells. Moreover, both GICs are more susceptible to Na[o-COSAN]
based therapy than other cancer cells, in which preliminary studies showed that Na[o-
COSAN] EC50 of 3T3 fibroblast cells was 99 ± 5.5 µM, while the most resistant HeLa cells
had a Na[o-COSAN] EC50 of 157 ± 8.6 µM. Hence, we suggest that Na[o-COSAN] might
be a new glioblastoma potential therapeutic compound to be used in BNCT.

More experiments are needed to understand the biological reason of these kinetics
variations between GIC7 and PG88 glioblastoma cells. It was demonstrated that the major
problem with boron compounds is the significant variability in tumor uptake, especially in
brain tumors. It has been calculated that, in order to be effective, approximately 20–30 µg
of 10B per gram of tumor, which corresponds to 109 atoms of 10Boron must be selectively
delivered to individual cancer cells [17].

The pro-inflammatory environment induced by glioblastoma radiation therapy drives
oncogenic signaling that confers radio resistance and activates mechanisms involved in the
progression of proneural cells to a more aggressive mesenchymal phenotype with a more
likelihood of disease relapse [49]. Therefore, BNCT appears as an attractive alternative
to treat recurrent mesenchymal glioblastoma that has developed post-surgical photon
irradiation resistance.

Na[o-COSAN] elicits a range of cell biological effects, including altered cell morphology,
inhibition of cell growth, and, in some cases, apoptosis [45]. We checked morphological
changes of both GICs, PG88 and GIC7, by microscopy after 5 h of treatment of 200 µM and
2 mM Na[o-COSAN] (Figure 3). The shape of cells turned in less spicular and brightness
suggesting that cell death started in both GIC7 (Figure 3a) and PG88 (Figure 3b) cells. This
morphology reverted 43 h after Na[o-COSAN] was removed and replaced by fresh complete
culture medium as the cells recovered their usual morphological appearance, similar to control
cells without the compound. Even when we treated cells with 2 mM Na[o-COSAN], which
induced intense changes on GIC7 and PG88 cells at 5 h treatment, the remaining cells recovered
their shape 43 h after washing out the compound (Figure 3a,b), with PG88 cells being the most
affected. These results suggested that in both glioblastoma cells, a transient cytostatic effect is
induced by Na[o-COSAN] instead of cytotoxicity, compatible with compound accumulation
within cells, without affecting membrane integrity. Similar results were found previously in
HeLa cells that showed an unusual, highly vacuolated morphology within the perinuclear
cytoplasm when grown in the presence of Na[o-COSAN] [50], that reverted to their native
morphology seen in untreated cells, at either 5 and 12 h after washout [o-COSAN]−. Moreover,
Plesek reported that most of the polyhedral boranes are essentially nontoxic due to their
inertness to biochemical reactions [51]. Later, some of the authors demonstrated [52] that
the protonated and sodium salts of [o-COSAN]- possess the ability to readily cross biological
membranes [52,53] even being negatively charged and accumulate inside living cells with no
appreciable effect on cell viability. Since [o-COSAN]- is non- cytotoxic [51], but is cytostatic
over long term, and cells are recovered following its removal [50], we can state that the results
are consistent with others in the literature.
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Figure 3. Morphology of glioblastoma initiating cells (GICs) treated with Na[o-COSAN]. Microscopy comparative analysis
at 5 h treatment with Na[o-COSAN] 200 µM and 2 mM (left panels of (a,b) concerning untreated cells, and 43 h after washing
out Na[o-COSAN] (×10 and ×20, middle and right panels magnificence, scale bars 50 µm in left and middle and and 25 µm,
in right). Morphological changes on both GICs appear at 2 mM. GIC7 looks less affected than PG88 after 2 mM treatment
and both cells show similar recovery after washing out the compound.

We analyzed by flow cytometry the cell-cycle process that consists of four distinct
ordered phases: G0/G1 (gap 1), DNA synthesis, G2 (gap 2), and M (mitosis), highly
conserved and precisely controlled to govern the genome duplication. GICs treated with
200 µM Na[o-COSAN] 5 h showed no differences concerning control cells, neither GIC7
nor GP88, (Figure 4a,b, left). When GIC7 cells were morphologically recovered, 43 h
after washing off the compound, we found a decreased G0/G1 subpopulation (two-way
ANOVA and Bonferroni posttests, p < 0.01), about untreated control cells (Figure 4a
right) and appeared a sub-G0 population (two way ANOVA and Bonferroni posttests,
p < 0.05) compatible with cells dead, whereas the increase in G2/M (two way ANOVA and
Bonferroni posttests, p < 0.05) subpopulation suggested the recovery of cells engaging a
new cell cycle round. Similar results, statistically insignificant, were also found in PG88
cells (Figure 4b right).
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Figure 4. GIC7 and GP88 cell cycle changes induced by 200 µM Na[o-COSAN] 5 h treatment. Scheme 7. (a) nor PG88 (b)
concerning their respective untreated controls. (a) GIC7 cell cycle at 43 h after washing out the Na[o-COSAN] (right panel)
shows changes of sub G0, G0/G1 and G2/M statistically significant (ANOVA, * p < 0.05; ** p < 0.01, respectively) (b) GP88
cell cycle at 43 h after wash out the Na[o-COSAN] (right panel) shows some differences in G0/1, G2/M and S phase not
statistically significant.

Since the G1 and G2 phases are critical regulatory checkpoints [54], whereby the
restriction point between the G1 and S phase determines whether the cells enter the S
phase or exit the cell cycle, cells recovering from Na[o-COSAN] effect are halted at the G0
phase and a small percentage died. When cells are recovered, 43 h after treatment, they
might enter in G2/M phase to complete division. Consequently, these results indicated
that Na[o-COSAN] has a cytostatic effect on both GIC7 and PB88 cells with an increased
recovery of GIC7 over PG88, suggested by the differences between them on G2/M, and
probably due to the higher EC50 of GIC7 cells.

2.2. GICs Na[o-COSAN] Uptake Analysis by SR-FTIRM and Multivariate Analysis

Synchrotron-based Fourier-transform infrared micro-spectroscopy (SR-FTIRM), which
is a non-destructive methodology with minimal sample’s preparation and no requirement
of radioactive labeling, facilitates the acquisition of biochemical signatures from cellular
material (DNA, proteins, and lipids) based on the intrinsic molecular vibrations of the
chemical bonds present [55]. SR-FTIRM is one of the fastest tools to get important infor-
mation about the chemical compounds in the molecular and sub-molecular structure of
living cells. It provides the possibility to perform a qualitative and quantitative analysis
at the molecular level. Biological samples include a mixture of proteins, nucleic acids,
lipids, and carbohydrates; all these biochemical contents have specific absorption bands
in the infrared frequency domain. In SR-FTIRM, the radiation is absorbed by the sample
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at specific frequencies corresponding to their chemical bond inherent vibrational mode.
A change in the chemical environment of a bond can result in peak shifts and/or bands
intensity change. A single base discrimination difference in oligonucleotides sequences of
DNA has been previously distinguished [56]. As SR-FTIR spectroscopy typically gives rise
to hundreds of wavenumbers per spectral acquisition, multivariate analysis is required
because of the large volume of data acquired. Such multivariate analysis can be performed
with principal component analysis (PCA), which facilitates unsupervised data reduction
on the processed spectra [56]. Scores’ plots provide a visual interpretation of the spread
of data and cluster vector plots allow identification of the wavenumbers responsible for
segregation and any similarities or differences between classes.

The potential of using spectroscopic techniques for the analysis of DNA extracted from
cells or tissues could enable new insights into diseases related to epigenetic events. The
main objective of this study was to investigate by SR-FTIR micro-spectroscopy the interac-
tion of [o-COSAN]− anion with the different groups of cell’s biomolecules (lipids, proteins,
and DNA) after the [o-COSAN]− uptake by two GICs, PG88 and GIC7. Subsequently, we
analyzed:

(i) IR spectra of Na[o-COSAN] at GICs.

The first step of this study was to acquire the IR spectrum of Na[o-COSAN] in solid-
state and in 2 mM solution of water and NSC medium to analyze the influence of both
components, H2O and NSC medium, on the Na[o-COSAN] IR spectrum (Figure 5) and
take them as reference for the GICs SR-FTIR spectroscopy. To emphasize that all three
Na[o-COSAN] spectra display a strong and characteristic ν(B-H) frequency in the infrared
range 2.600–2.500 cm−1 in which no other frequencies of organic compounds appear. The
IR spectrum of Na[o-COSAN] in solid-state (Figure 5a, grey) displays the ν(B-H) and
ν(Cc-H) frequencies at 2582–2522 and 3031 cm−1, respectively. Bands at 3590, 3561, and
3518 cm−1 correspond to H2O coordinated to the Na cation. The IR spectrum of 2 mM
aqueous solution of Na[o-COSAN] (Figure 5a, orange) is similar to the one in solid-state,
but non-coordinated water from the solvent is also observed, while the IR spectrum of
2 mM solution of Na[o-COSAN] in the culture media (Figure 5a, blue) is different. In the
latest spectrum, the frequencies related to the H2O and ν(Cc-H) are not observed by visual
examination and the peak intensity of the signal related to the ν(B-H) decreases; it is a clear
indication of an alteration in the chemical environment of the B-H and Cc-H bonds, which
can be related to the interaction between Na[o-COSAN] and the nutrient biomolecules
(proteins and amino acids) present in the NSC culture media.

(ii) Na[o-COSAN] uptake and localization on GICs.

To analyze the changes induced by the uptake of Na[o-COSAN] into the GIC cells,
each cells line was incubated in a complete culture medium containing 200 µM or 2 mM
of Na[o-COSAN] for 5 h. Further, the two cell lines were studied using SR-FTIR micro-
spectroscopy. Three different samples per cell line were analyzed, recording the spectra of
100–200 cells in each sample. The experiments were performed as described in the methods
section. Once the spectra were recorded, they were statistically analyzed separately at the
lipids region and fingerprint region, which includes mainly proteins and DNA, by using
PCA.

Well-defined peaks in the SR-FTIR averaged spectra were observed in treated GICs
with Na[o-COSAN], either GIC7 or GP88, compared with the corresponding cell’s control
(Figure 5b). The B-H stretching signal from the Na[o-COSAN] appears at 2557 cm−1 with
a sub-peak at 2537 cm−1. The intensity of the IR peak is proportional to the amount of
compound. As seen in Figure 5b, the peak from B-H signal observed in GIC7 cells after
200 µM Na[o-COSAN], 5 hours’ treatment, was small but detectable (Figure 5b,c, orange),
but increased in both cell lines at 2 mM Na[o-COSAN] (Figure 5b,c, light blue).
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Figure 5. GICs Na[o-COSAN]− uptake analyses by SR-FTIRM. Na[o-COSAN] spectra display a strong and characteristic
ν(B-H) frequency at the infrared range 2.600–2.500 cm−1 in which no other frequencies of organic compounds appear. The
IR spectrum of Na[o-COSAN] in solid-state displays the ν(B-H) and ν(Cc-H) frequencies at 2582–2522 and at 3031 cm−1,
respectively. (a) IR spectra of Na[o-COSAN] recorded in solid-state (grey), 2 mM of Na[o-COSAN] in aqueous solution
(orange) and 2 mM of Na[o-COSAN] in culture media solution (blue). (b) IR spectra of GIC7 cells: control cells (dark blue),
cells incubated with 200 µM of Na[o-COSAN] for 5 h (red) and, cells incubated with 2 mM of Na[o-COSAN] for 5 h (light
blue). (c) IR spectra of PB88 cells: control cells (dark blue), cells incubated with 200 µM of Na[o-COSAN] for 5 h (red) and,
cells incubated with 2 mM of Na[o-COSAN] for 5 h (light blue).

(iii) Study of the SR-FTIR spectra of GICs treated with Na[o-COSAN] 5h.

The IR spectra were measured in the wavenumber range 4000–800 cm−1. We have stud-
ied separately the range region of the different cell components (DNA, proteins, and lipids) in
the IR spectrum, which corresponds to 1350–900, 1800–1480, and 3000–2800 cm−1, respectively.
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Nucleic acids and sugars appear in the region 1350–900 cm−1 in which the symmetric and
antisymmetric vibrations of the phosphodioxy [(RO)2PO2]− groups appear [57]. The range
1800–1480 cm−1 corresponds to amide I vibrations (due to C=O and C-N stretching bands)
and amide II vibrations (due to N-H bending and C-N stretching bands). The mean cellular
contributors in the range 3000–2800 cm−1 correspond to fatty acids and lipids because of the
alkyl chain stretching vibrations while the deformation vibrations of their CH2 and CH3 alkyl
groups appear in the area 1480–1300 cm−1 [58].

We performed microscopy images of GIC7 cells treated with Na[o-COSAN] 2 mM
and, 5 h to assess the intracellular location of the compound. Mappings were acquired by
integrating the ν(B-H) signals between 2620 and 2460 cm−1 spectra in different areas of the
culture. The analysis showed cell maps in which the color intensity was proportional to
Na[o-COSAN] concentration (Figure 6). This mapping suggested the nuclear localization
of the compound. These experimental results agree with the reported theoretical study,
which found that hydrophobicity and the negative charge of nanoparticles are necessary
for their translocation through the nuclear pore [59].

Figure 6. Microscopy images of GIC7 cells treated with Na[o-COSAN] 2 mM, 5 h and mappings were obtained by
integrating the ν(B-H) signals between 2620 and 2460 cm−1 spectra (a). Two different areas of culture cells are shown
with the corresponding maps (b). The red color intensity is proportional to Na[o-COSAN] spectra suggesting the nuclear
localization of the compound.
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Moreover, Monte Carlo simulations showed that the amount of boron for BNCT
should be localized preferably within or near the nucleus because the energy deposition in
the nucleus of cells exposed to the neutron reaction results in a more efficient cell-killing
effect compared to that in a uniform distribution within the entire cell [60].

In summary, cell mapping was acquired to determine the uptake of Na[o-COSAN],
and spectroscopic data were obtained from bands in the regions that corresponded to the
DNA, proteins, and lipids, which suggest that Na[o-COSAN] interacts with DNA strands,
modify proteins structure, and lipids saturation, inducing changes in the lipid-protein ratio.
These data suggest that Na[o-COSAN] is a real and new promising anionic inorganic small
molecule candidate that might be used in BNCT of glioblastoma cells.

2.2.1. SR-FTIRM at the DNA Region

To analyze the influence of Na[o-COSAN] on DNA components of the two GIC cell lines,
the PCA of the SR-FTIRM spectra was performed using the 1350–900 cm−1 region spectra
second derivative (Supplementary Figure S1a,b). Several differences were observed between
GIC7 control and GIC7 treated with 200µM Na[o-COSAN] (Figure 7a). Among others, the
treatment decreased the intensity and the shape of the phosphate peak at 1250 cm−1 with regard
control cells. Similar changes were also observed in PG88 cells (Figure 7b) and in both GICs
treated with 2 mM Na[o-COSAN] (Supplementary Figure S2a,b).

Figure 7. PCA and loadings within the DNA region (1350–900 cm−1) of GICs samples treated with Na[o-COSAN] 200 µM,
5 h: (a) GIC7 and (b) PG88 cells. Principal component loadings (blue PC-1, orange PC-2, grey PC-3) are shown on left panels.
Right-panels principal component analysis score plots of PC-1, PC-2 and PC-3 displaying the variance between GIC control
cells (blue) and GIC treated cells (red).

Na[o-COSAN] induced spectral changes at the DNA region in both GIC cell lines,
which are interestingly similar to the changes induced by other metal-based compounds like
cisplatin that disrupt the double helix base pairing [61]. These results with Na[o-COSAN]
go in parallel with previously reported studies that indicated metallabis (dicarbollide)’s
strong interactions with DNA; the interaction is intercalative (in between both chains)
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in the case of Na[o-FESAN] [62] but electrostatic with Na[o-COSAN] [45]. In addition,
previous SR-FTIRM studies on several human cancer cell lines unveiled specific spectral
biomarkers of the drug interplay with the DNA (e.g., ν(OPO) and δ(NH2)) both through
direct coordination to the double helix and via interference with the surrounding water
molecules [63]. Variations were evidenced in DNA’s typical features, particularly those
assigned to the phosphate groups. Therefore, these results suggest that the therapeutic
action of [o-COSAN]− might be based on interacting with DNA molecules of the GICs
cells.

2.2.2. SR-FTIRM at the Region of the Protein

The absorptions in the spectral range 1800–1350 cm−1 are due to the amide I and amide
II vibrations of the proteins (Figures 8 and 9 and S3–S5). To explore the general variation
induced by the compound, rubber band baseline correction and vector normalization was
applied to raw spectra from the corresponding PCA of this fingerprint region, corrected
by extended multiplicative signal correction (EMSC) of control untreated GICs vs. treated
GICs with Na[o-COSAN] 200 µM for 5 h. Changes of protein profile were observed at 1522
cm−1 and 1641 cm−1 regions. Component PC-2 and PC-3 from PCA analyses of both GICs,
GIC7 (Figure 8a) and PG88 (Figure 9a), are different between treated and non-treated cells.
Changes in peak shape, absorbance, and peak position of Amides I 1650 cm−1 and 1550
cm−1 were observed. Moreover, at PC-2 the 1666 cm−1 peak Amide I increased on treated
PG88 concerning the untreated control cells. In addition, PC-3 included strong changes in
Amide I, 1650 cm−1, and DNA, 1250 and 1050 cm−1 peaks.

Figure 8. PCA and loadings within the protein region (1800–1000 cm−1) of GIC7 cells treated with Na[o-COSAN] 200 µM, 5 h:
(a) Principal component loadings (blue PC-1, orange PC-2, grey PC-3) and principal components analysis scores plot of PC-1,
PC-2 and PC-3 displaying the variance between GIC7 control (blue) and GIC7 treated cells (red). (b) The second derivative of
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FTIR spectrum at Amide I region 1700–1600 cm−1 and its deconvolution is shown to visualize differences between GIC7
untreated control (left) and GIC7 treated cells (right). The deconvolutions follow the following code: Amide I-experimental
in dark blue, Sidechain in orange, β-sheet in grey, α-helix in blue, β-turn in green, β-sheet antiparallel in black, and Amide
I-calculated in red dotted.

Figure 9. PCA and loadings within the protein region (1800–1000 cm−1) of PG88 cells treated with Na[o-COSAN] 200 µM,
5 h: (a) Principal component loadings (blue PC-1, orange PC-2, grey PC-3) and principal components analysis scores plot
of PC-1, PC-2 and PC-3 displaying the variance between PG88 control (blue) and PG88 treated cells (red). (b) The second
derivative of FTIR spectrum at Amide I region 1700–1600 cm−1 and its deconvolution is shown to visualize differences
between PG88 untreated control (left) and PG88 treated cells (right). The deconvolutions follow the following code: Amide
I-experimental in dark blue, Sidechain in orange, β-sheet in grey, α-helix in blue, β-turn in green, β-sheet antiparallel in
black, and Amide I-calculated in red dotted.

The amide I signals were deconvoluted [64] to determine how Na[o-COSAN] affects
the secondary structure of proteins (Figures 8b and 9b) in both GIC cell lines, GIC7 and
PB88. The peaks for the deconvolution were assigned using the 2nd derivative spectrum
(Figures 8b and 9b), where five bands were assigned to β-sheet antiparallel (at 1693 cm−1),
β-turn (at 1683 cm−1), α-helix (at 1654 cm−1), β-sheet (at 1637 cm−1) and sidechain (at
1614 cm−1). The percentage area of α-helix and β-sheet structure of both GICs, control
and treated cells, either 5 h with 200 µM (Figures 8 and 9) or with 2 mM of Na[o-COSAN]
(Supplementary Figure S4), were calculated employing the multipeak curve fitting of the
amide I region of the samples. We found a higher proportion of α-helix secondary structure
in both GICs cell lines, GIC7 and PB88, induced by Na[o-COSAN], which inversely increased
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at high concentration of the compound (Table 1). Hen, Na[o-COSAN] might interact with pro-
teins, especially with those having a high content of electrically positively charged side-chains,
namely arginine, histidine, and lysine amino acids [65]. Therefore, the ratio amide I/amide
II decreases with respect to the control cells in both GICs (Supplementary Table S1) [66].
Moreover, the secondary structure of amide I also changed by the treatment because the ratio
α-helix/β-sheet decreased concerning their respective control cells.

Table 1. Ratio of the α-helix and β-sheet Integrated spectra obtained from the deconvolution of
Amide I from GICs.

Sample Ratio
∫
α/
∫
β ΣError2

GIC7 Control 2.37 4.9 × 10−5

GIC7 200 µM 1.26 3.8 × 10−4

GIC7 2 mM 2.54 2.2 × 10−4

PG88 Control 10.62 3.3 × 10−4

PG88 200 µM 7.19 7.4 × 10−4

PG88 2 mM 8.00 6.6 × 10−4

By SR-FTIRM, it has been observed that Na[o-COSAN] interacts with proteins, induc-
ing protein conformational changes in GICs. These data are consistent with its reported
structure in complex with HIV PR that was determined at 2.15 Å resolution by protein crys-
tallography, and it shows that two molecules of the [o-COSAN]− bind to the hydrophobic
pockets of HIV protease acting as a potent inhibitor of HIV protease [67].

2.2.3. SR-FTIRM at the Lipids Region

The absorptions in the spectral range 3000–2800 cm−1 are from lipids vibrations
(Figure 10a,b and S6) [58]. Figure 10 displays the PCA corresponding to this region for GIC7
(Figure 10a) and PB88 cells (Figure 10b), both were performed from raw spectra corrected by
EMSC of the GICs control vs. GICs treated with 200 µM of Na[o-COSAN] for 5 h. Significant
differences were observed in PC-3, where the peaks at 2920 cm−1 and 2850 cm−1 from
-CH2- asymmetric stretching and -CH2- symmetric stretching were slightly more intense in
treated GIC7 with regard untreated control cells (Figure 10a). Furthermore, the frequency of
the Ccluster-H vibration at 3030 cm−1 showed a slight interaction with proteins or DNA. The
ratios between 2960 cm−1 (-CH3 asymmetric stretching) and 2921 cm−1 (-CH2- asymmetric
stretching) peaks were calculated (Supplementary Table S2) and in treated GIC7 increased
concerning GIC7 control. In contrast, the absorbance ratios among the 2960 cm−1 (-CH3
asymmetric stretching) and 2921 cm−1 (-CH2- asymmetric stretching) of treated PG88 cells
decreased noticeably concerning untreated control cells (Supplementary Table S2).

Finally, the lipids unsaturation index was calculated for both GICs by dividing the
integral of the 3010 cm−1 signal (-HC=CH- stretching) by the integral of 2850 cm−1 signal
(-CH2- symmetric stretching) (Supplementary Table S3) [43]. A partial reduction of lipid
double bonds was observed in treated GIC7 concerning control cells, which is inversely
proportional to Na[o-COSAN] concentration, while the unsaturation index of PG88 cells
was also slightly affected by the treatment. More studies are needed to understand the
lipid changes induced by Na[o-COSAN] in GICs and analyze in detail the consequences on
specific cellular functions.
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Figure 10. PCA and loadings within the lipid region (3000–2800 cm−1) of GICs samples treated with Na[o-COSAN] 200 µM:
(a) GIC7 and (b) PG88 cells. Principal component loadings (blue PC-1, orange PC-2, grey PC-3) are shown on left panels.
Right-panels show principal component analysis score plots of PC-1, PC-2, and PC-3 displaying the variance between GIC
control cells (blue) and GIC treated cells (red).

2.3. Na[o-COSAN] Induces DNA, Proteins, and Lipids Changes on GICs

Since both GICs belong to non-mutated and non-G-CIMP (G-CIMP-) subtypes termed
as proneural (GIC7) and mesenchymal (GP88), we explored DNA, proteins, and lipids
differences between them (Figure 11a and Supplementary Table S4). SR-FTIRM micro-
spectroscopy showed basal differences within DNA spectra, which involved 1236 cm−1

(Student’s t-test, p < 0.0001) and 949 cm−1 (Student’s t-test, p < 0.0001) peaks; 1655 cm−1

(Student’s t-test, p < 0.0001) and 1570 cm−1 (Student’s t-test, p < 0.0001) at the protein region;
and 2922 cm−1 (Student’s t-test, p < 0.0001) and 2852 cm−1 (Student’s t-test, p < 0.0001)
at the lipids area. These results suggested that these phenotypic differences might be
involved in Na[o-COSAN] EC50 different responses exerted between GIC7 (95.87 µM) and
PG88 (83.2 µM) cells. Therefore, the potential of SR-FTIRM to detect simple biochemical
components might be used to stratify cells by their relative contents of lipids, glycogen,
proteins, and other components, and this specific signature could predict therapy response.
Indeed, ATR-FTIR spectroscopy has analytical capabilities for cancer diagnosis and is able
to distinguish between healthy controls and brain cancer at sensitivities and specificities
above 90%, and differentiate several types of brain tumors with accuracies >80% [68].
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Figure 11. Comparison between GIC7 and PG88 analyses by SR-FTIRM- Histogram plots are representative from DNA,
protein, and lipid peaks: (a) comparison between untreated GIC7 and PG88 cells and (b) comparison between treated cells
with 200 µM Na[o-COSAN] 5 h with regard the respective untreated control cells (black and white columns, respectively),
upper part GIC7 and PG88 at the bottom part. Significant differences by t-test, * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 are pointed
out at the corresponding peaks.

In addition, we analyzed by comparison spectroscopic differences between Na[o-
COSAN] treated and untreated cells and we found important changes in biomolecules
in both GIC7 and PG88 cell lines (Figure 11b and Supplementary Table S5), including
the proteins’ secondary structure increasing the tendency to α-helix, lipid modifications,
and DNA chains, either in GIC7 or PG88 cells. Some differences appeared specifically in
GIC7 or PG88 cells. Indeed, we observe that Na[o-COSAN] induced an increase in β-sheet
secondary structure of proteins in PG88 that was not observed in GIC7.
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The most significant DNA changes induced in treated GIC7 concerning untreated cells
were at 949 cm−1 frequency (Student’s t-test, p = 0.0004), whereas in treated PG88 cells
concerning untreated cells were at 951 cm−1 (Student’s t-test, p < 0.0001) and at 1236 cm−1

(Student’s t-test, p = 0.0002). Within proteins, the treatment increased 1655 cm−1 (Student’s
t-test, p = 0.0033) and 1570 cm−1 (Student’s t-test, p < 0.0001) bands in GIC7, whereas
in PG88 we did not find changes in these bands, and the one at 1674 cm−1 decreased
significantly by the treatment (Student’s t-test, p = 0.0008). Moreover, lipids’ changes were
observed mainly in PG88 cells at 2966 cm−1 (Student’s t-test, p < 0.0001) and 2922 cm−1

(Student’s t-test, p = 0.0008) frequencies.
GBM exhibits a high degree of phenotypic heterogeneity that molecularly corresponds

to different gene expression signatures. We uncover large genetic diversity in primary
and recurrent aggressive glioblastomas. However, all these diverse tumors map onto a
common path of early tumorigenesis where characteristic driver mutations are acquired by
losses or gains of (parts of) chromosomes [69]. In that scenario, BNCT therapy in recurrent
glioblastomas has emerged as a novel therapeutic strategy, since the benefit of chemother-
apy, the most frequently applied treatment in this stage, has limited improvement in
survival and classical radiotherapy to treat recurrences is controversial [70]. However, it
has been reported that after tumor-selective BNCT, recurrence was inevitable and hence
the development of boron agents was important for the success of BNCT [71]. Herein,
we have shown in two different GICs that the uptake of anionic inorganic small molecule
cobaltabis(dicarbollide), [o-COSAN]− can damage essential structures of cells, mainly with
the lipids compartment being the most affected.

To demonstrate the effectiveness of [o-COSAN]− to BNCT treatment is needed, more
laboratory research combined with properly controlled trials investigating the in vivo
assessment of the tumor-to-blood ratio and the [o-COSAN]− concentration at tumor tissue,
which had to be at least three times greater than in the normal brain [72]. Moreover, we have
to find out if [o-COSAN]− has low toxicity and both the tumor/brain and tumor/blood
boron ratios are greater than 1, as has been demonstrated in in vivo experiments for this
kind of compound.

GICs, which are functionally defined by their ability to self-renew and to initiate tumor
formation in vivo, are responsible for the perpetuation of the tumor and are conveniently
used to perform 3D cultures systems that recapitulate the complex reality of glioblastoma
better. Since there are some strict requirements before using the boron drugs for BNCT
application, such as their toxicity, solubility, and dosage accumulation in the cancer cells, we
are currently using normal cerebral organoids. These form smooth, 3D spheroid structures,
which are a good substrate to support the invasive growth of tumor spheres by generating
projections of tumor mass beyond the boundaries of the organoid combining normal and
tumor cells. However, the basic knowledge about pharmacokinetics and toxicity of boron
compounds has been achieved by broad study of boron carriers for BNCT that can be
useful for the development of boron compounds for cancer therapy. Here we afforded
the two principal requirements: Na[o-COSAN] has a high GICs uptake without toxicity
and rapid cell clearance but enough persistence to expect successful BNCT. Further work
must afford the complementarity of in vitro and in vivo studies to yield significant insight
into cell biological questions. Thus, in vitro culture studies and in vivo studies can be
complementary, and together can yield significant insight into cell biological questions.
Studies on 3D spheroids and in vivo in the small invertebrate C. elegans are undergoing
and will be published as soon as possible.

3. Materials and Methods
3.1. Reagents

The NaCl was purchased from Sigma–Aldrich (Darmsdadt, Germany), whereas the
cationic exchanging resin used (Amberlite IR120, H form) was purchased from Acros
Organics (Geel, Belgium) and the hydrochloric acid (37%) was purchased from Labbox
(Premià de Dalt, Spain).
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RNase A (Sigma), which corresponds to a reagent of 0.02mg/mL PI (Sigma), and 0.1%
(v/v) Triton X-100.

3.2. Chemistry

Cs [3,3′-Co(1,2-C2B9H11)2], Cs[o-COSAN], was synthesized from 1,2-closo-C2B10H12
from Katchem Spol.sr.o (Kralupy nad Vltavou, Czech Republic) as reported in the lit-
erature [48]. The [Na·2.5H2O][3,3′-Co(1,2-C2B9H11)2], Na[o-COSAN], was obtained by
means of cationic exchange resin from Cs[o-COSAN] following the previously described
procedure [73].

3.3. Cell Culture and Treatments

Both GICs belong to non-mutated and non-G-CIMP (G-CIMP-) subtypes. Figure 1
displays the optical microscopy images in the medium with and without laminin coated
surface. GICs grow as neurospheres in non-laminin coated plates and in adherence in
laminin coated surface. Cells placed on 7,5 mg/mL laminin-coated plates (Sigma, St. Louis,
MO, USA) were maintained in a complete Neuronal Stem Cell (NSC) medium at 37 ◦C
in a humidified 5% CO2 and 5% O2 atmosphere (hypoxia conditions) to simulate brain
microenvironment (Heracell 150i incubator). NSC medium was constituted by Dulbecco’s
Modified Eagle Medium and Nutrient Mixture F-12,DMEM/F12, (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) supplemented with N2 (GIBCO), 4,5% glucose (Sigma,
Merck KGaA, Darmstadt, Germany), 1M Hepes (Sigma), 2% BSA (Sigma) basic fibroblast
growth factor 20 ng/mL (Gibco), and epidermal growth factor 20 ng/mL (Gibco).

GICs were treated with 200 µM or 2mM of Na[o-COSAN] to study the uptake of the
anionic small molecule [o-COSAN]− and its effects on cell function.

Glioma initiating cells (GICs), proneural GIC7 (a kind gift from Dr. Marta María
Alonso, Department of Pediatrics, Clínica Universidad de Navarra, University of Navarra,
Pamplona, Spain) [74], and mesenchymal PG88 cells were obtained from human GBM
specimens as described previously [46,75].

3.4. Samples Preparation for SR-FTIRM Measurements

To analyze the interaction of the anionic small molecule [o-COSAN]− with GICs,
we seeded 100,000 cells in 12-well plates, containing a glass treated 4 h with UV light
and coated with laminin (Sigma) at 1.5% in Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, DPBS
(Gibco). GICs were incubated for 48 h in 1 mL of fresh NSC prior to add the Na[o-COSAN]
and incubate 5 h in hypoxic conditions. Next, the medium was removed and the wells
washed with DPBS and fixed 20 min with 4% of PFA in PBS followed by Millipore water
washes.

When cells grew on neurospheres, the wells were centrifuged at 700 rpm 4 min,
washed, and disaggregated on 5 mL of DPBS, prior to fixing cells and placing the pellet on
the CaF2 infrared windows to be analyzed.

3.5. SR-FTIRM Measurements

FTIRM experiments in transmission mode were performed at MIRAS beamline of
ALBA synchrotron light source (Barcelona, Spain) using a Hyperion 3000 Microscope
coupled to a Vertex 70 spectrometer (Bruker, Karlsruhe, Germany) and equipped with
a Mercury-Cadmium-Telluride (MCT) 50 µm detector. The synchrotron infrared light is
focused on the sample using a 36× Schwarzschild objective (NA = 0.52) coupled to a 36×
Schwarzschild condenser. The spectra were recorded through a 10 × 10 µm2 masking
aperture size with a spectral resolution of 4 cm−1, within the Mid-IR spectral range of
4000–800 cm−1, and a co-addition of 100 scans per spectrum to improve the signal-to-noise
ratio. Background spectra were collected every 5 cell measurements from a clear area that
does not contain a sample. Single cells were mapped at 3 × 3 µm2 resolution using 1.5 µm
distance between points.
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3.6. FTIRM Software & Data Analysis

The OPUS 7.5 software (Bruker) was employed for data acquisition, while multivariate
analysis was performed using the Unscrambler X10.3 software (CAMO Process AS, Oslo,
Norway).

Prior to principal component analysis (PCA), extended multiplicative signal correction
(EMSC) was applied on the raw spectra, following previous protocols [76,77]. Standard
normal variate (SNV) normalization was applied in the following regions: the fingerprint
(1800–1000 cm−1) and the lipids (3000–2800 cm−1) regions. Second derivative spectra
were calculated using the Savitzky–Golay algorithm (third polynomial order; 9 smoothing
points) for the DNA region (1350–900 cm−1) and unit vector normalized.

The deconvolution of the Amide I signals was made by calculating the average
spectra for each sample in the Amide I region (1700–1600 cm−1), applying the linear
baseline correction, and then the spectra were unit vector normalized. Once corrected,
second derivative spectra were calculated using the Savitzky–Golay algorithm (third
polynomial order; 9 smoothing points). The peaks of each protein secondary structure were
assigned using the second derivative minimum values at the following values: 1610 cm−1

for sidechain, 1630 cm−1 for β-sheet, 1652 cm−1 for α-helix, 1682 cm−1 for β-turn, and
1690 cm−1 for β-sheet antiparallel [64]. Using these wavenumbers, each peak was assigned
to a Gaussian function. The parameters of each function were calculated using Solver
extension of Microsoft Excel by reducing the square errors of the sum of the Gaussians
with the experimental spectra.

3.7. Kinetic Assay

For kinetic assay, 5000 GICs were seeded in each well of a 96 multi-well plate in
a complete NSC medium for 48 h at 37 ◦C in 5% CO2 and 5% O2 atmosphere, before
incubation with 200 µM of Na[o-COSAN] in fresh NSC medium and sampling supernatant
at 0 min, 15 min, 30 min, 45 min, and 1 h to lyse cells in each well with 0.2% of DMSO in PBS,
to evaluate Na[o-COSAN] uptake (Figure 2a) by the spectrometer Synergy (BioTek, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) at 282 nm. Cells with or without Na[o-COSAN] and
wells with Na[o-COSAN] and medium without cells were used as negative and positive
controls, respectively.

3.8. PrestoBlue Assay

PrestoBlue is a resazurin-based membrane permeable solution, which, upon reduction
by living cells, forms a red fluorescent compound called resorufin via mitochondrial
enzymes of viable cells in the tested systems. Consequently, the reagent exhibits a change
in color, and a shift in its fluorescence, which is quantitatively measurable providing
information on the cell viability. For the experiment, 5000 GICs, GIC7 and PG88, were
seeded in each well of a 96 multi-well plate in complete culture medium. The cells were
incubated 48 h at 37 ◦C under 5% CO2 and 5% O2. Next, the medium was aspirated and
Na[o-COSAN] in fresh medium was added to achieve the final tested concentrations [µM]:
50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250, and 300, added to each well in triplicates. Control cells
that contained only cells in medium without Na[o-COSAN] were also incubated at 37 ◦C
under 5% CO2 and 5% O2 for 48 h. Next, 10 µL of PrestoBlue 10X (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) in 90 µL of fresh NSC medium was added and incubated at 37 ◦C
for 2 h. Absorbance (Abs) was recorded at wavelength of 570 nm and 600 nm by the
Synergy (BioTek, Agilent Technologies). Data was normalized according to the manufacture
protocol.

3.9. Cytotoxicity and Half Maximal Effect Concentration (EC50)

Cytotoxicity and EC50 were determined by PrestoBlue assays according to Nowak
et al. and Organization for Economic Cooperation and Development (OECD) protocol [78].
The absorbance of the control sample (untreated cells) represented 100% cell viability. Cell
viability (%) was calculated as follows: [(A570 sample−A570 blank)/(A570 control−A570
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blank) × 100], and cytotoxicity (%) was determined with respect to 100% of cell viability
of the control (untreated cells). The results were presented as mean ± standard deviation
(SD)/standard error of the mean (SEM) in Figure 2b. The value of EC50 was determined
from curves according to OECD protocol.

3.10. Cell Cycle Analysis

Cell cycle was analyzed by flow cytometry after mark with propidium iodide (PI)
the cells. GIC7 and PG88 cells were treated with 200 µM and 2 mM of Na[o-COSAN] in
complete medium for 5 h and after recovery 43 h later. Following treatment, cells were
harvested, washed with PBS, and fixed with 70% ethanol at 4 ◦C during 2 h. Next, the
ethanol-suspended cells were centrifuged 5 min at 200 rpm. The ethanol was decanted
thoroughly and the cell pellet was suspended in 5 mL PBS and centrifuged 5 min at 200 rpm.
Finally, cell pellet was suspended in 500 µL PI/Triton X-100 staining solution with RNase
A (0.02mg/mL PI (Sigma), 0.1% (v/v) Triton X-100 (Sigma) and 2mg DNase-free RNase A
(Sigma) and incubated 15 min at 37 ◦C. Cycle analysis was performed using flow cytometry
system. FlowJo software(v 10.0) was used to determine the proportions of cells in different
cell stages of cell cycle progression (Sub G0, G0/G1, S, and G2/M phases).

3.11. Microscopic Observations of Cell Morphology

GIC7 and PG88, GICs, 5000 cells/well seeded in 96 multi-well plates, at 37 ◦C under
5% CO2 and 5% O2 were analyzed after the addition of Na[o-COSAN] 200 µM of NSC
fresh medium. Cells without Na[o-COSAN] were used as controls. Cellular morphological
and density changes were observed under phase contrast microscope (Olympus) and
photographed (Figure 3a,b) to analyze the treated cells recovery. Photographic material
was obtained before adding Na[o-COSAN] (control with vehicle), after 5 h incubation with
Na[o-COSAN] and after incubating the previous rinsed cells during 43 h with fresh NSC
medium.

3.12. Statistical Analysis

Two-tailed Student’s t test (to compare two experimental groups) or an ANOVA (to
compare three or more groups) were performed for data analysis using GraphPad Prism
(GraphPad Software). Bonferroni post-test was performed to compare replicate means. For
all statistical methods, p < 0.05 was considered significant.

4. Conclusions

In this work infrared micro-spectroscopy has been successfully used to detect the cel-
lular uptake of the Na[o-COSAN] and interactions between [o-COSAN]− and biomolecules
(lipids, proteins and DNA) inside cells.

SR-FTIRM can be applied to the uptake detection of boron clusters (boranes, carbo-
ranes, and metallacarboranes) because these compounds’ families display a strong and
characteristic ν(B-H) frequency in the infrared range 2.600–2.500 cm−1 in which no other
frequencies of organic compounds appear. The observed interactions between [o-COSAN]−

and biomolecules (lipids, proteins and DNA) that were reported on a chemical scale have
been detected inside cells by means of SR-FTIRM.

The small molecule Na[o-COSAN], localized close to the cell’s nucleus, induces pro-
teins’ conformational changes and spectral changes of the DNA region in both GIC cell
lines similar to the changes induced by other metal-based compounds like cisplatin that
disrupt the double helix base pairing, suggesting that Na[o-COSAN] is a promising agent
for BNCT of glioblastoma. Furthermore, our studies also show that mesenchymal PG88
cells that are more resistant than proneural GIC7 cells to conventional radiotherapy have a
lower EC50 Na[o-COSAN] and a higher uptake of the compound compared to GIC7 cells,
suggesting a new resource to fight against resistant glioblastoma cells.

Furthermore, SR-FTIR micro-spectroscopy analysis differentiates the two phenotypes
of glioma initiating cells (GICs), mesenchymal and proneural GICs, mainly by DNA spectra,
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protein conformation and lipidic components, which were differently modified by Na[o-
COSAN]. Interestingly, specific changes in lipid 2966 cm−1 and 2922 cm−1 frequencies
are induced in radio resistant mesenchymal cells PG88, the most efficient in capturing the
compound. Although more experiments are needed including representative GICs from
glioblastoma phenotypes, these results suggest that SR-FTIRM is useful to acquire a drug
and radio-resistance profiling of glioblastoma cells. Moreover, the high uptake of Na[o-
COSAN] with rapid clearance but still enough persistence is expected to allow successful
BNCT application to fulfil the requirements for boron-containing agents. Although SR-
FTIRM is able to distinguish different subtypes of GICs, further tissue-based studies are
needed to determine whether FTIR can stratify subtypes of cerebral glioma by identifying
differences in DNA, proteins, and lipids molecules.
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Simple Summary: Glioblastoma multiforme (GBM) is one of the most common malignant brain
tumors. Although a variety of GBMs is initially susceptible to chemotherapy, the development of
multi-drug resistance and recurrence is frequent. Therefore, there is an urgent need for more efficient
treatment modalities for GBM. Boron neutron capture therapy (BNCT) is a cancer therapy based
on the potential of 10B atoms to produce α particles that cross tissues in which the 10B accumulates
without damaging the surrounding healthy tissues after irradiation with low energy thermal neutrons.
The aim of our study was to assess that the sodium salt of cobaltabis(dicarbollide) and its di-iodinated
derivative could be good candidates for dual anti-cancer treatment (chemotherapy + BNCT). Our
results strongly suggest that these small molecules, in particular [8,8′-I2-o-COSAN]−, are serious
candidates to be taken into account for BNCT now that the accelerator-based neutron source facilities
are more accessible, providing an alternative treatment for resistant glioblastoma.

Abstract: Purpose: The aim of our study was to assess if the sodium salt of cobaltabis(dicarbollide)
and its di-iodinated derivative (Na[o-COSAN] and Na[8,8′-I2-o-COSAN]) could be promising agents
for dual anti-cancer treatment (chemotherapy + BNCT) for GBM. Methods: The biological activities
of the small molecules were evaluated in vitro with glioblastoma cells lines U87 and T98G in 2D
and 3D cell models and in vivo in the small model animal Caenorhabditis elegans (C. elegans) at the
L4-stage and using the eggs. Results: Our studies indicated that only spheroids from the U87 cell
line have impaired growth after treatment with both compounds, suggesting an increased resistance
from T98G spheroids, contrary to what was observed in the monolayer culture, which highlights the
need to employ 3D models for future GBM studies. In vitro tests in U87 and T98G cells conclude that
the amount of 10B inside the cells is enough for BNCT irradiation. BNCT becomes more effective on
T98G after their incubation with Na[8,8′-I2-o-COSAN], whereas no apparent cell-killing effect was
observed for untreated cells. Conclusions: These small molecules, particularly [8,8′-I2-o-COSAN]−,
are serious candidates for BNCT now that the facilities of accelerator-based neutron sources are more
accessible, providing an alternative treatment for resistant glioblastoma.

Keywords: boron clusters; metallacarboranes; small molecules; COSAN; boron neutron capture
therapy (BNCT); glioblastoma; 3D cell models; in vitro BNCT effect; C. elegans
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1. Introduction

Glioblastoma multiforme (GBM) is one of the most common malignant brain tumors
among adults and the second most common cause of cancer-related deaths in children
under the age of 15 [1]. It has a poor prognosis, and the life expectancy of patients is
approximately one year [2]. Even with treatment, almost all GBMs develop resistance to
therapy and recurrence [3–5]. Therefore, there is an urgent need for more efficient treatment
modalities for GBM. In that context, boron neutron capture therapy (BNCT) has emerged
as a therapeutic strategy that aims at selectively destroying tumors by targeting tumor
cells with 10B-containing compounds, followed by deposition of high doses of radiation on
those cells through a thermal neutron capture reaction to yield high linear energy transfer
(high-LET) α particles and recoiling 7Li nuclei [6]. Since the path’s length of the α-particle
is approximately 9–10 µm, similar to a single cell diameter, it is possible to selectively
irradiate a tumor cell with a large dose of radiation. In theory, the labeled cells will die,
whereas the unlabeled ones will remain undamaged even if located in close vicinity to the
target cells.

The common challenges in BNCT include the development of novel and improved
boron agents, more accurate radiation dosimetry, and the neutron sources that currently
depend on accelerators [7–10]. Two compounds p-borono-l-phenylalanine (BPA) and
disodium mercapto-closo-undecahydrododecaborate (BSH) are clinically used for BNCT
(Figure 1) [11–13]. BPA is selectively taken up into the tumor cells, while BSH has slightly
low tumor selectivity [14]. However, BSH and its derivatives are of increasing interest
as they carry a large load of 10B atoms to the tumorous cells (12 times more B per BSH-
molecule than BPA) [15–17]. The first boron drug Steboronine ® to be employed by BNCT
was developed by Stella Pharma Corporation recently [18]. BNCT not only provides an
alternative option to the oncologists for the GBM treatment but can also be advantageous
for treating locally unresectable recurrent or advanced head and neck cancer.

Cancers 2021, 13, 6367  2  of  23 
 

 

Keywords: boron  clusters; metallacarboranes;  small molecules; COSAN; boron neutron  capture 

therapy (BNCT); glioblastoma; 3D cell models; in vitro BNCT effect; C. elegans 

 

1. Introduction 

Glioblastoma multiforme (GBM) is one of the most common malignant brain tumors 

among adults and the second most common cause of cancer‐related deaths  in children 

under the age of 15 [1]. It has a poor prognosis, and the life expectancy of patients is ap‐

proximately one year  [2]. Even with  treatment, almost all GBMs develop  resistance  to 

therapy and recurrence [3–5]. Therefore, there is an urgent need for more efficient treat‐

ment modalities  for GBM.  In  that context, boron neutron capture  therapy  (BNCT) has 

emerged as a therapeutic strategy that aims at selectively destroying tumors by targeting 

tumor cells with 10B‐containing compounds, followed by deposition of high doses of radi‐

ation on those cells through a thermal neutron capture reaction to yield high linear energy 

transfer (high‐LET) α particles and recoiling 7Li nuclei [6]. Since the path’s length of the 

α‐particle is approximately 9−10 µm, similar to a single cell diameter, it is possible to se‐

lectively irradiate a tumor cell with a large dose of radiation. In theory, the labeled cells 

will die, whereas the unlabeled ones will remain undamaged even if located in close vi‐

cinity to the target cells. 

The common challenges in BNCT include the development of novel and improved 

boron agents, more accurate radiation dosimetry, and the neutron sources that currently 

depend  on  accelerators  [7–10].  Two  compounds  p‐borono‐l‐phenylalanine  (BPA)  and 

disodium mercapto‐closo‐undecahydrododecaborate (BSH) are clinically used for BNCT 

(Figure 1) [11–13]. BPA is selectively taken up into the tumor cells, while BSH has slightly 

low tumor selectivity [14]. However, BSH and its derivatives are of increasing interest as 

they carry a large load of 10B atoms to the tumorous cells (12 times more B per BSH‐mole‐

cule than BPA) [15–17]. The first boron drug Steboronine ® to be employed by BNCT was 

developed by Stella Pharma Corporation recently [18]. BNCT not only provides an alter‐

native option to the oncologists for the GBM treatment but can also be advantageous for 

treating locally unresectable recurrent or advanced head and neck cancer. 

 

Figure 1. Schematic representation: (a) BPA and BSH, clinically used in the treatment of cancer with 

BNCT; (b) the sodium salts of cobaltabis(dicarbollide) clusters [3,3′‐Co(1,2‐C2B9H11)2]−, [3,3′‐Co(8‐I‐

 

Figure 1. Schematic representation: (a) BPA and BSH, clinically used in the treatment of cancer with
BNCT; (b) the sodium salts of cobaltabis(dicarbollide) clusters [3,3′-Co(1,2-C2B9H11)2]−, [3,3′-Co(8-
I-1,2-C2B9H10)(1′,2′-C2B9H11)]−, and [3,3′-Co(8-I-1,2-C2B9H11)2]−, abbreviated as [o-COSAN]−,
[8-I-o-COSAN]−, and [8,8′-I2-o-COSAN]−, respectively.

In the field of medicinal chemistry, in particular the development of novel boron-based
compounds, efforts have been made to improve selectivity as well as stability, solubility,
and safety for a wide diversity of prospective BNCT drugs [19]. We have developed
novel compounds based on the anionic cobaltabis(dicarbollide) [3,3′-Co(1,2-C2B9H11)2]−,
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[o-COSAN]−, which could be used as novel BNCT’s drugs. Indeed, [o-COSAN]−, in which
Co3+ ion is sandwiched between two [7,8-C2B9H11]2− ligands (Figure 1), rank among the
most chemically and biologically stable small molecular compounds known [20] with
a global negative charge, spread all over the molecule [21]. The anionic [o-COSAN]−

cluster, which incorporates the redox properties of the metal [22], displays low toxicity
in vitro and in vivo due to their inertness to biochemical reactions [23–28]. Furthermore,
the anionic cluster owing to its 3D aromatic character [29], produces hydrogen and di-
hydrogen bonds (Cc-H···O and Cc-H···H-B or N-H···H-B, respectively; Cc represents the
C cluster atoms) [30,31] that have been proven to participate in its water solubility [32],
self-assembly [30,31,33], and in micelles and vesicles formation [34–37]. Previously, some
of the authors demonstrated that Na[o-COSAN] has potential for therapeutic modali-
ties such as BNCT due to its high boron content, low toxicity, high uptake by relevant
cancer cells [38], accumulation in vitro within living cells’ nucleus, and its capacity to
strongly interact with DNA and proteins [27]. Recently, the amphiphilic inorganic anionic
[o-COSAN]− cluster has been proposed to stabilize oil-in-water nano-emulsions of poorly
water-soluble drugs [39]. Additionally, the cluster can be modified at different vertexes by
halogenation [40–46], which are responsible for additional physicochemical properties [20].
Furthermore, the in vivo imaging using [o-COSAN]− as a molecular imaging platform was
achieved by radiolabeling the monoiodinated [3,3′-Co(8-I-1,2-C2B9H10) (1′,2′-C2B9H11)]−

cluster, abbreviated as [8-I-o-COSAN]− (Figure 1). Radiolabeling produced by either 125I
(gamma emitter) or 124I (positron emitter), which enabled the determination of the biodis-
tribution pattern by using dissection/gamma counting and positron emission tomography
in combination with X-ray computed tomography (PET-CT), respectively [26]. Focusing on
GBM, the use of boron delivery agents in most patients is usually preceded by positron
emission tomography (PET) imaging. In that aspect, the possibility of using the long-lived
positron emitter 124I (t1/2 = 4.2 d) to prepare the radioiodinated Na[8,8′-124I2-o-COSAN]
also constitutes an attractive perspective, increasing the relevance of these compounds for
treatment planning, in addition to improving the therapeutic results.

The small anionic molecule [o-COSAN]− and its di-iodinated derivative [3,3′-Co(8-I-
1,2-C2B9H10)2]−, abbreviated as Na[8,8′-I2-o-COSAN], possess the ability to readily cross
biological membranes without disrupting membrane’s integrity [47,48] as well as artificial
planar membranes even after being negatively charged [48] and accumulates inside the
living cells with no appreciable cytotoxic effect [38]. However, a cytostatic effect was
observed over long-term culture, and the cells recovered upon its removal. Multifunctional
anti-tumor agents (either chemo- or radio-active) overcome resistance and act in two or
more ways offering greater therapeutic benefits over single-mechanism entities.

In this study, the potential small anionic molecules [o-COSAN]− and [8,8′-I2-o-COSAN]−

that offer dual mechanism, chemo-action and neutron radiotherapy, which could provide
significant clinical benefits for the treatment of glioblastoma using BNCT, was assessed
in vitro and in vivo using methodologies mimicking more realistic environments. We
evaluate the biological activities of these small anionic molecules in vitro with U87 and
T98G glioblastoma in 2D and 3D cell models and in vivo in the small model animal
Caenorhabditis elegans (C. elegans). Additionally, we tested these small molecules in vivo
using the small model animal C. elegans at the young adult L4-stage and using the eggs,
which allowed us to assess the crossing ability in vivo of the [o-COSAN]− and [8,8′-I2-
o-COSAN]−. To sum up, [o-COSAN]− and [8,8′-I2-o-COSAN]− can offer the possibility
of acting as chemotherapeutics and also be promising for BNCT, which would provide
significant clinical benefits for the treatment of glioblastoma.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

Cs[o-COSAN] was synthesized from 1,2-closo-C2B10H12 from Katchem Spol.sr.o (Kralupy
nad Vltavou, Czech Republic) as reported in the literature [49]. [NMe4] [8,8′-I2-o-COSAN]
was synthesized from Cs[o-COSAN] as described [50]. The sodium salts of [o-COSAN]–
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and [8,8′-I2-o-COSAN]− species were obtained by means of cationic exchange resin of the
corresponding cesium and tetramethyl ammonium salts, respectively [51].

2.2. Instrumentation and Measurements

The FTIR experiments were performed on a Shimadzu FTIR-8300 spectrophotometer.
The 11B, 11B{1H} NMR (128.37 MHz) and NMR (400 MHz) spectra were obtained using
a Bruker ARX 400 instrument equipped with appropriate decoupling accessories with
deuterated water as the solvent at 22 ◦C. The chemical shifts of the boron and proton spectra
were referenced to the external BF3·OEt2 and internal SiMe4, respectively, and are reported
as parts per million downfield from the reference. The UV-vis experiments were done on
Jasco V-780 spectrophotometer, using 1 cm quartz cuvettes for metallabis(dicarbollides)
(0.08 mM in water) and 1 mm cuvettes for C. elegans’ embryos extraction supernatants. To
measure the hydrodynamic diameter of the samples, dynamic light scattering (DLS) studies
were performed using Zetasizer nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Cambridge, UK)
equipped with a He-Ne 633 nm laser using disposable cuvettes. These studies were done
using 1 mL of sample’s dispersion in water, which was filtered before measuring using a
syringe filter (PTFE, 0.2 µm pore diameter). For each sample, the measurements were run in
triplicate at ambient temperature with multiple sub-runs. Transmission electron microscopy
(TEM) studies were carried out on JEOL JEM 1210 at 120 kV. Vitrified specimens were
prepared by placing 3 µL of 1 mM suspension of Na[o-COSAN] on a 400-mesh copper grid
with holey carbon support. Each of the samples was blotted to a thin film and immediately
plunged into liquid ethane in the Leica CPC cryo-workstation. The grids were observed
on a JEOL 2011 transmission electron microscope operating at 200 kV equipped with a
Gatan cryoholder, and the samples were maintained at −177 ◦C during imaging. Electron
micrographs were obtained with the Digital Micrograph software package (Lousiana
State University, Baton Rouge, LA, USA) under low electron dose conditions, in order to
minimize the electron beam radiation. The images were recorded on a Gatan 794 MSC
600HP cooled charge-coupled device (CCD) camera. Scanning electron microscope (SEM)
experiments were performed using Quanta FEI 200 FEG-ESEM operating at 15 kV and low
vacuum (60 Pa). The microscope was equipped with an Oxford Inca Energy Dispersive
X-ray (EDX) system for chemical analysis, where both qualitative and quantitative analysis
could be performed by using the software Genesis Spectrum version 5.21 (EDAX INC.,
Mahwah, NJ, USA).

2.3. Cell Lines

The human glioblastoma cell lines U87 and T98G, acquired from ATCC, were cul-
tivated in EMEM medium (Lonza, Basel, Switzerland) containing the following supple-
ments: 10% FBS (Lonza, Basel, Switzerland), 1 mM sodium pyruvate, 2 mM glutamine,
non-essential amino acids, and 1% antibiotics. Cells were routinely grown in a humidified
atmosphere with 5% CO2 at 37 ◦C.

2.4. Metallabis (Dicarbollides) Solutions Preparation

Fresh stock solutions (1 mM) of the sodium salts, Na[o-COSAN] and Na[8,8′-I2-o-
COSAN], and serial dilutions from the stock were prepared in a complete growth medium.

2.5. Cell Viability of Monolayer Cultures

Cell viability was assessed using the MTT assay following a method similar to the
one previously described [27]. Briefly, U87 and T98G cells (0.8 − 5 × 104 cells/well) were
seeded in 96-well plates and left to adhere. After 24 h, cells were incubated with increasing
concentrations of [o-COSAN]− or [8,8′-I2-o-COSAN]− from 1 µM to 1000 µM for 6, 24,
48, and 72 h. After incubation, the medium was removed, and each well was incubated
with an MTT solution (5 mg/mL in medium) for 45 min at 37 ◦C. Then, the medium was
discarded, and the formazan crystals were solubilized in 150 µL DMSO. Absorbance was
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measured at 570 nm using an iMark microplate reader (Biorad, Hercules, CA, USA) or a
Varioskan TM LUX microplate reader (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

2.6. 3-D Spheroid Cultures

U87 and T98G spheroids were prepared in Nunclon ™ Sphera ™ ultra-low attachment
96U-well plates as described [52]. Briefly, 1000 and 4000 cells of U87 and T98G, respectively,
were plated per well before the plates were centrifuged and incubated at 37 ◦C in a
humidified atmosphere of 5% CO2. Spheroid growth was assessed every day by optical
microscopy, and images were analyzed using the free software SpheroidSizer.zip (http://
pleiad.rwjms.rutgers.edu/CBII/downloads/SpheroidSizer.zip (accessed on 15 September
2021)). On day 3, when the spheroids had reached diameters in the range of 350–400 µm,
the spheroids’ viability was determined.

2.7. Cell Viability of Spheroid Cultures

The spheroids’ viability was determined as described [52]. Briefly, 100 µL of culture
medium were removed from each well containing three-day-old U87 or T98G spheroids,
and 100 µL of each compound was added, corresponding to concentrations of each com-
pound and for each cell line that had been previously selected. Control spheroids were
incubated with 100 µL of complete growth medium containing no compounds. After 72 h
of incubation, viability was determined using the APH assay. Three independent assays
were performed, using at least 5 spheroids per condition in each assay. In parallel, U87 and
T98G cells in monolayer incubated in the same conditions were also tested in 96 well plates
with the APH assay (three independent assays with 5 wells per condition).

2.8. In Vivo Studies in C. elegans

C. elegans Bristol strain N2 and Escherichia coli OP50 were obtained from the Caenorhab-
ditis Genetic Center. Nematodes were maintained using standard procedures [53], and
exposure towards materials was performed following previous protocols [54].

Synchronized L4 were treated 24 h with Na[o-COSAN] and Na[8,8′-I2-o-COSAN]
at concentrations ranging from 0 to 50 µM in M9 buffer supplemented with a 4% of
dead OP50 in a final volume of 100 µL. After exposure, worms’ survival was computed
by tapping the plate and counting the moving alive worms [54]. Each well contained
15 ± 3 L4 worms (number of total worms (n) = 450, number of independent experiments
(N) = 3. LD50 was calculated using GraphPad Prism 9 and fitting the curve to a four-
parameters dose-response curve.

The interaction with C. elegans’ embryos (Scheme 1a) was evaluated using embryos
freshly harvested following standard synchronization protocols with alkaline treatment
(5N NaOH and household bleach (1:2) is added to a final concentration (1:10)) [54]. Approx-
imately 4.5 × 103 eggs/mL were exposed to 200 µM concentration of each compound in
M9 buffer for 24 h at RT under gentle agitation. After the exposure (Scheme 1b), eggs were
washed 3 times with MQ water to remove the compounds’ excess; isolated by centrifu-
gation (5000 rpm, 1 min), imaged using inverted optical microscope Olympus IX53 and
then, dried (60 ◦C, 17 h). These dried pellets were studied by ATR-IR (FTIR-4700 JASCO,
Madrid, Spain) in the range 400–4000 cm−1 (64 scans) and by SEM/EDX (FEI Quanta
650FEG ESEM) under low vacuum condition, with an acceleration voltage of 15 kV and
electron beam spot of 3.5 and a working distance of 9.9 mm. Four drops of 3 µL of each
sample were dried (60 ◦C, 17 h) on top of an aluminum SEM holder with adhesive carbon
tape. An energy-disperse X-ray (EDX) scan was used to determine the elements present in
the sample.

http://pleiad.rwjms.rutgers.edu/CBII/downloads/SpheroidSizer.zip
http://pleiad.rwjms.rutgers.edu/CBII/downloads/SpheroidSizer.zip
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To break the egg’s shell and extract the water-soluble compounds, dried pellets (named
as eggs-control, eggs-[o-COSAN]−, and eggs-[8,8′-I2-o-COSAN]−) were suspended firstly
in deuterated water (D2O) and then frozen with N2 and thawed at 37 ◦C three times, and
sonicated at 80 ◦C for 1 h. This D2O solution was analyzed by UV-vis spectroscopy while
the remaining solid was dried and analyzed by ATR-IR. Then, deuterated acetone was
added to the dried pellet; this d6-acetone solution was analyzed by ATR-IR and RMN
(1H{11B} and 11B{1H}) spectroscopies. The remaining pellet was also analyzed by IR to
assess the presence of the compound in cell debris (Scheme 1b).

2.9. Uptake Experiments

For the in vitro uptake experiments, U87 and T98G cells were seeded at a density of
5 × 105 in 6 cm of diameter dishes and then incubated with increasing concentration of
[o-COSAN]− or [8,8′-I2-o-COSAN]− (1 µM, 2 µM, 3 µM, 5 µM, 10 µM, and 20 µM) for
24 h in condition of normoxia at 37 ◦C, 5% CO2. After the incubation, the medium was
discarded, and the cells were rinsed three times with 3 mL ice-cold PBS and detached with
0.05% trypsin and 0.02% EDTA. Finally, cell pellets were transferred to falcon tubes and
sonicated for 30 s at 30% of power in ice. The protein content of each cell sample lysate
was determined by Bradford assay (Biorad, CA, USA) using bovine serum albumin as a
standard. Cell lysates were then mineralized in 70% nitric acid, and boron content was
determined by inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) technique.

2.10. Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS)

The B content from collected cell samples was measured using ICP-MS (Element-2;
Thermo-Finnigan, Rodano (MI), Italy). Sample preparation was carried out using a high-
performance Microwave Digestion System (ETHOS UP Milestone, Bergamo, Italy) after
the addition of concentrated HNO3 (70%) to cell lysates (1:1) in a final volume of 0.4 mL.
Boron content was then normalized to the protein concentration of each sample, which was
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proportional to the number of cells by means of a calibration curve (mg protein/number of
cells). Considering that 1 g of tissue contains 1 × 109 cells, the amounts of boron expressed
as µg/g tissue were thus determined. In order to check for variations in the systematic bias,
both natural boron abundant and 10B enriched standard solutions were used during sample
runs. Four boron absorption standard solutions (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), with
a concentration in the range 0.1–0.004 µg/mL, were used to obtain calibration curves.

2.11. Neutron Irradiation Experiments

U87 and T98G cells were seeded in 75 flasks (4 flasks for each cell line) at a density
of 1.5 × 106 cells. After 24 h from seeding, 2 flasks of each cell line were incubated in
the presence of 20 µM of [o-COSAN]− or [8,8′-I2-o-COSAN]− for 24 h. Cells were then
washed with PBS, and a new medium was added. The thermal column of the TRIGA Mark
II reactor at the University of Pavia (Italy) was used for neutron irradiation of cells. Two
flasks containing treated and one flask containing non-treated control U87 and T98G cells
have been used for this experiment. The irradiation power time and power were 15′ and
30 kW, respectively. At the end of the irradiation, the medium was discarded, replaced
with a fresh one, and all the flasks were placed at 37 ◦C in a humidified atmosphere of
5% CO2.

Twenty-four hours after irradiation, cells were detached with 0.05% trypsin and 0.02%
EDTA, and cell viability was evaluated using the trypan blue exclusion test and reported
as the percentage of cells observed in treated a/o irradiated samples with respect to that
observed in control cells.

2.12. Statistical Analysis

The data presented in the paper are shown as mean values ± standard error of mean
or mean values ± standard deviation, as indicated, and, unless otherwise stated, at least
3 biological replicates were used. Statistical analysis was performed using the GraphPad
Prism 6 software (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) in order to assess if there
was an effect of each treatment compared with the respective control samples. For that, a
one-way ANOVA followed by Dunnett’s test was performed with a threshold of p ≤ 0.05.

3. Results and Discussion
3.1. Physical-Chemical Properties of the Sodium Salts of [o-COSAN]− and [8,8′-I2-o-COSAN]−

3.1.1. Solubility and Lipophilicity of Na[o-COSAN] and Na[8,8′-I2-o-COSAN]

For biological and clinical applications, it is crucial to evaluate the compounds’ behav-
ior in an aqueous solution. Solubility and lipophilicity are basic but key physicochemical
parameters that can dictate the success or failure of drug discovery and development.
The concentration (mol/L) of a saturated aqueous solution of a compound (S) is named
aqueous solubility, and it is an important parameter to consider because it affects its
bioavailability [55–57]. This aqueous solubility of S is almost exclusively dependent on the
intermolecular interactions between molecules, molecule–water, and water–water. Thus,
several factors such as size and shape, the polarity and hydrophobicity of the molecule, in
addition to the ability to participate in intra- and intermolecular hydrogen or dihydrogen
bonding, affect the solubility of S.

Furthermore, a key physicochemical parameter linking solubility, membrane per-
meability, and hence, drug absorption and distribution is its lipophilicity (P), usually
expressed by octanol/water partition or distribution coefficients (logP/logD). Lipophilicity
is a major factor influencing passive brain transfer across the BBB in either direction. Table
1 summarized the parameters of both anionic cobaltabis(dicarbollides), [o-COSAN]− and
[8,8′-I2-o-COSAN]−, related to solubility and lipophilicity.
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Table 1. The chemical and physicochemical parameters of the two cobaltabis(dicarbollides), Na[o-COSAN] and
Na[8,8′-I2-o-COSAN].

Parameters [o-COSAN]− [8,8′-I2-o-COSAN]−

Size (nm) 1.1 × 0.6 1.1 × 0.8
Molecular weight of the anion 323.75 575.54

Rotamer Cisoid Transoid
Intramolecular interactions No Cc-H I

Intermolecular interactions in aqueous
solution Yes Yes

Aggregates formation in H2O Yes [34,51] Yes [33,51]

DLS
Aggregates (d = 64 nm) in the range 1 < c

< 29 mM.
Aggregates (d = 1.4 nm) c > 29 mM.

Aggregates (d = 107 nm)
in the range 1 < c < 110 mM.

Aggregates (d = 1.1 nm) at c > 110 mM.
Solubility in H2O (mM) 1509 [32] 210 [32]

logS 3.18 2.32
Lipophilicity

(P) 43.7 151.0

logP 1.64 2.18
E1/2 M3+/2+ (in V reference Fc

+/Fc) −2.10 −1.47

Typically, for a radiotracer to be considered as a potential efficient molecular imaging
probe in the living human brain with positron emission tomography (PET), its partition
coefficients (logP) should range between 2.0 and 3.5 [58]. The logP of the di-iodinated
Na[8,8′-I2-o-COSAN] complex is within this range—2.18 [38].

3.1.2. Dynamic Light Scattering and Transmission Electron Microscopy

It has been reported that [o-COSAN]− and its halogenated anionic derivatives [3,3′-
Co(1,2-C2B9H8X3)2]− (X = H, Cl, Br) behave likewise to a surfactant in aqueous solu-
tions [59] and that [o-COSAN]− organizes in spherical aggregates with a radium of around
100 nm in a fairly monodisperse way, which depends on the concentration and aging of the
solutions [60]. As the 1H{11B} NMR spectra of both [o-COSAN]− and [8,8′-I2-o-COSAN]−

cobaltabis(dicarbollides), provided information on the aggregates formation [51], we have
performed the dynamic light scattering (DLS) of Na[8,8′-I2-o-COSAN] in aqueous solu-
tions at different concentrations to study the effect of the iodine atoms and to compare its
aggregates formation with the reported parent Na[o-COSAN].

Figure 2 displays the DLS measurements, which reveal the presence of a large number
of aggregates in Na[8,8′-I2-o-COSAN]. In both clusters, a decrease in the hydrodynamic
diameter of the aggregates was observed by DLS experiments when the concentration was
increased, which can be attributed to a Coulomb explosion [61–64] of the closely packed
monolayer aggregates into small micelles. The change in size for Na[8,8′-I2-o-COSAN]
occurred at a concentration of 110 mM, below which the size of the aggregates was 107 nm
and above 1.11 nm, while for Na[o-COSAN], the change in size occurred at a concentration
of 30 mM, below which vesicles of size around 63 nm were observed.
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In order to visualize the aggregates of Na[8,8′-I2-o-COSAN], TEM images were taken
(Figure 3b). In the case of the parent Na[o-COSAN] cluster, CryoTEM images of an aqueous
solution 1 mM were also obtained for comparison (Figure 3a).
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Figure 3. (a) CryoTEM and TEM images of an aqueous solution 1 mM of Na[o-COSAN]; bar length is
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bar length is 20 nm.

3.1.3. Infrared and NMR Studies

FTIR and NMR spectroscopies are essential analytical tools for structure elucidation
and chemical determination. Recently [65], it has been reported by using synchrotron
radiation-based Fourier transform infrared (SR-FTIR) that Na[o-COSAN] strongly interacts
with proteins modifying their secondary structure after its uptake by two different glioma
initiating cells (mesenchymal and proneural). This result has been possible because icosa-
hedral Boron clusters (boranes, carboranes, and metallacarboranes) display strong and
characteristic ν(B-H) frequencies in the infrared spectral range of 2.600–2.500 cm−1 where
no other frequencies of compounds appear [66]. The interaction between Na[o-COSAN]
and biomolecules can also be observed by 11B{1H}NMR spectroscopy [27].

Both spectroscopies, FTIR and NMR, have been run to provide information on the pos-
sible interaction between Na[o-COSAN] and Na[8,8′-I2-o-COSAN], DMEM (without phenol
red) culture medium, and DMEM + 10% FBS. FTIR and 11B{1H}NMR spectra of 2 mM
solutions of Na[o-COSAN] and Na[8,8′-I2-o-COSAN] in H2O, DMEM, and DMEM + 10%
FBS were carried out (Figures 4 and 5).
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Figure 4 displays that the characteristic ν(B-H) frequency of the Na[o-COSAN] de-
creases in DMEM culture medium (Figure 4, red) concerning in aqueous solution but the
ν(B-H) band intensity decreases more if the culture medium contains FBS (Figure 4 blue);
to emphasize that this frequency is not present in the DMEM culture medium nor in the
culture medium DMEM + 10% FBS (Figure 4, black and grey, respectively).

Figure 5a clearly shows that the 11B{1H} NMR resonances corresponding to the Na[o-
COSAN] solution in DMEM (without phenol red) culture medium (Figure 5a, in red)
diminish with respect to the signals of Na[o-COSAN] in aqueous solution (Figure 5a, in
green) and fully disappear in the 11B{1H} NMR spectrum of Na[o-COSAN] in DMEM
culture containing 10% FBS protein (Figure 5a, in blue). The latter result is analogous to
the previous Na[o-COSAN] study performed in DMEM medium in the presence of 10%
FBS [27], which supports that Na[o-COSAN] forms protein aggregates. Similar trends were
observed for Na[8,8′-I2-o-COSAN] (Figure 5b).

3.2. Cell Viability Assays

The in vitro assessment of the inhibitory capacity of [o-COSAN]− and [8,8′-I2-o-
COSAN]− was performed by evaluating cell viability by means of the MTT assay. The
experiments were carried out by adding increasing amounts of [o-COSAN]− or [8,8′-I2-o-
COSAN]− to the incubation medium containing the cells (U87 and T98G, respectively) for
24 h in normoxic condition (at 37 ◦C and 5% CO2 in a cell incubator). Table 2 reports that
the percentage of viable cells steadily decreases upon increasing the concentration of both
[o-COSAN]− and [8,8′-I2-o-COSAN]−. For both cell lines, [8,8′-I2-o-COSAN]− was found
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to be more toxic than [o-COSAN]−. This has already been reported in previous papers
for other cell lines [39] and is presumably due to the greater ability of [8,8′-I2-o-COSAN]−

in crossing biological membranes compared to [o-COSAN]− [47,48]. In Table 2, the IC50
values of the two different compounds for both cell lines determined for different incuba-
tion periods are reported. [o-COSAN]− is not cytotoxic up to 48 h of incubation in the U87
cells. However, at 48 h incubation, this compound is more active in the T98G cells. At this
incubation time, the corresponding iodinated compound seemed to be even more active
in both cell lines. Data from Table 2 reveal that for incubation times longer than 24 h, the
T98G cells were shown to be more sensitive to both [o-COSAN]− and [8,8′-I2-o-COSAN]−

in comparison to the U87 cells.

Table 2. IC50 (µM) of [o-COSAN]− and [8,8′-I2-o-COSAN]− towards U87 and T98G cells determined
after 6, 24, 48, and 72 h of incubation. Data are mean ± SD.

Incubation
Time

U87 T98G

[o-COSAN]− [8,8′-I2-o-
COSAN]− [o-COSAN]− [8,8′-I2-o-

COSAN]−

6 h 222 ± 127 141 ± 85 368 ± 202 157 ± 84
24 h 186 ± 93 102 ± 62 148 ± 57 59 ± 17
48 h 127 ± 52 51 ± 15 57 ± 20 24 ± 10
72 h 84 ± 31 36 ± 15 14 ± 8 14 ± 6

Results on the cytotoxic behavior of these compounds were surprising, taking into
consideration other reports in the literature on the characteristics of these glioblastoma
(GMB) cells. In fact, in contrast with U87 cells, the T98G cells are reported as chemoresistant
(Temozolomide/TMZ) GMB cells [67]. Therefore, our results suggest that these compounds,
in particular the [8,8′-I2-o-COSAN]− are worth further investigating either alone or in
combination with other conventional chemotherapeutics, in a larger panel of chemo-
resistant GBM cell lines.

3.3. Effect of Cobaltallabis (Dicarbollides) in GBM Spheroids’ Viability

The spheroids were exposed to the two metallabis(dicarbollides) on the third day
of culture in three different dosages. The concentrations of each compound were chosen
based on the IC50 values previously determined for the monolayer culture of this cell line
at 72 h, using the MTT assay (Table 3), and then using a lower and a higher concentration
than those IC50 values (0.5 × IC50 and 1.25 − 5 × IC50). After 72 h of exposure to the
compounds (6th day of spheroid culture), the viability of the U87 and T98G spheroids was
assessed by the acid phosphatase (APH) assay. Physical characterization of the spheroids
upon incubation with the compounds, which included the measurement of the diameter,
area, and circularity, was also performed daily, from day 3 to day 6 of culture.

Table 3. Concentrations of metallabis(dicarbollide) compounds tested for the viability assay.

Concentration
(µM)

U87 T98G

[o-COSAN]− [8,8′-I2-o-COSAN]− [o-COSAN]− [8,8′-I2-o-COSAN]−

<IC50 40 35 7 7
IC50 * 80 50 14 14
>IC50 100 100 19 19

* IC50 at 72 h determined by the MTT method.

Illustrative microscope images of the spheroids exposed to the IC50 concentrations of
the compounds tested are shown in Figure 6, while the images for the other concentrations
tested (lower than IC50 and higher than IC50) are shown in Figures S1 and S2.
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Scale bars correspond to 500 µm.

In a qualitative analysis, the administration of the compounds did not seem to signifi-
cantly affect the shape and integrity of the spheroids. Quantitatively, concerning the growth
and size of the spheroids, both compounds affected the growth of the U87 spheroids, with
a statistically significant decrease being observed in the spheroids’ area at day 3 of treat-
ment for all the three concentrations tested: the IC50 (Figure 7A), above IC50 (Figure S1),
and even below IC50 (Figure S2) concentrations. In contrast, for the T98G cell line, no
changes were detected in the growth of the spheroids for any of the concentrations tested
(Figures 7C, S1 and S2).

Overall, the circularity of the spheroids was not severely affected by the administration
of the compounds, maintaining, in most cases, a regular shape, which is reflected by
circularity values very close to 1 (Figure S3).

The viability of the spheroids after incubation with the metallabis(dicarbollides)
for 72 h was determined using the APH assay and was performed in parallel also for
monolayer-cultured cells. The viability results of the U87 and T98G spheroids for the com-
pounds with all the concentrations tested are represented in Figure 7B,D, respectively. In
general, these results reflect the growth behavior observed for the spheroids. There was an
obvious decrease in the viability of the spheroids from U87 treated with both compounds.
However, using the concentration corresponding to the IC50 previously determined in
monolayer-cultured cells by the MTT assay, no compound led to a statistically significant
decrease in the spheroids’ viability from both cell lines (Figure 7B,D). When using a higher
concentration (Figure 7B), only spheroids from the U87 cell line were found to have reduced
viability after incubation with both compounds, suggesting an increased resistance from
T98G spheroids, contrarily to the observation in the monolayer culture.

The same assay was performed in parallel for monolayer-cultured cells, and a dose-
dependent decrease in viability was observed in those conditions (see Figure 7B,D). When
compared with 3D spheroids, both U87 and T98G cells grown as monolayer cultures
were more sensitive to the compounds tested. In a way, the results reflected the disparity
between 3D and monolayer cultures as 3D culture systems are frequently more refractory to
anti-cancer treatments due to limited drug penetration and activation of several resistance
mechanisms [68]. In fact, spheroid models can mimic the metabolic and proliferative
gradients of in vivo tumors, with consequent changes in cellular phenotype and status,
exhibiting multicellular chemoresistance.
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Figure 7. Effects of incubation of [o-COSAN]− and [8,8′-I2-o-COSAN]− on U87 (top panels) and T98G (bottom panels)
spheroids. (A) U87 and (C) T98G spheroids growth after incubation with IC50 concentrations of [o-COSAN]− and [8,8′-
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and (D) cellular viability (%) at 72 h, assessed by the APH assay, in parallel to monolayer cultured cells. Controls consist
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independent assays. Statistical significance was calculated using one-way ANOVA, followed by Dunnett’s test comparing
treated spheroids/cells with control spheroids/cells (* p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001, and **** p ≤ 0.0001).

3.4. In Vivo Tests with Caenorhabditis elegans (C. elegans)

After performing in vitro testing of Na[o-COSAN] and Na[8,8′-I2-o-COSAN], we eval-
uated their toxicity in vivo using the small invertebrate C. elegans, which complement
previous results and offer a physiologically relevant environment. C. elegans is a free-living
nematode that, due to its simplicity, easiness of growth in large populations, and trans-
parency, is used to assess the toxicity of drugs and materials [69,70] (Figure 8a, Scheme S1).
Despite these advantages, we acknowledge that C. elegans is evolutionarily distant from
humans, and it lacks some defined organs/tissues, including blood, a brain, and the ability
to develop a tumor. However, the use of this worm in material science offers the possibility
to screen different nanomaterials and drugs before going one step further, reducing time,
cost, and experiments with complex animal models and therefore fulfilling the 3Rs rule
(replacement, reduction, and refinement). With this information in hand, further evaluation
in complex animal models could next be performed.
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Figure 8. Toxicological evaluation of Na[o-COSAN] and Na[8,8′-I2-o-COSAN]. (a) Schematic repre-
sentation of C. elegans’ life cycle at 20 ◦C and exposure of the components from L4 stage to adult
stage. (b) Survival rate of C. elegans after 24 h of exposure towards concentrations in a range 0–50 µM
of Na[o-COSAN] (black) and Na[8,8′-I2-o-COSAN] (grey).

Synchronized L4 C. elegans were exposed to Na[o-COSAN] and Na[8,8′-I2-o-COSAN]
at a concentration ranging from 0 to 50 µM for 24 h of incubation (Figure S4). Toxicity
is easily screened by the survival of the worms (existence of movement) [69], facilitating
the determination of the lethal dose 50% (LD50). LD50 for Na[o-COSAN] and Na[8,8′-I2-o-
COSAN] were 8.6 ± 0.1 µM and 9.7 ± 0.3 µM, respectively; those values are close to the
IC50 determined for T98G in vitro after 72 h (Figure 8b). The small anionic [o-COSAN]−

moieties, as described previously [71–73], could interact with the amine groups in the
plethora of biomolecules of the organism and contribute to the toxicity.

The presence of both cobaltabis(dicarbollides) in the medium stop the development of
worms at the L4 stage, whereas control worms could reach adulthood (Figures S4 and S5).
Moreover, when worms were exposed to high concentrations of compounds (200 µM), a
change towards yellowish color was observed, indicating accumulation in the body and
the availability to cross C. elegans biological membranes in vivo.

Recently, the cell-cycle process of two glioma initiating cells (GICs: proneural GIC7
and mesenchymal PG88) treated with 200 µM Na[o-COSAN] 5 h was analyzed by flow
cytometry [65]. When cells were recovered, 43 h after treatment, no differences were
observed concerning control cells, neither GIC7 nor PG88. They might enter in the G2/M
phase to complete cellular division, indicating that Na[o-COSAN] has a cytostatic effect
in both GICs cells’ lines. Consequently, after the study with synchronized L4 C. elegans’
worms, we used C. elegans’ embryos to evaluate if the small cobaltabis(dicarbollide) anions
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would be able to interact with multilayer eggshell, crossing it and interfering with the
embryonic development. C. elegans’ embryos are protected with a resistant and complex
peri-embryonic shell of 300–400 nm thick [74], structured with different layers (vitelline,
chitin, chondroitin, and extra-embryonic), whose chemical composition is polysaccharides,
proteins, and lipids [74].

It was observed that C. elegans’ embryos did not develop to larvae stage after being
treated with 200 µM in an M9 buffer solution of each compound (Na[o-COSAN] and
Na[8,8′-I2-o-COSAN]) for 24 h at RT. This fact indicates that the compounds inhibit the
development of embryos probably because of their interaction with the components of the
protective shell, either at the peri-embryonic shell or at the cytoplasm.

Trying to elucidate on the interaction type along with on where the small anions
([o-COSAN]− and [8,8′-I2-o-COSAN]−) locate, a thorough investigation study of the eggs
was designed and performed (see Scheme 1). The extraction of different fractions at
different steps and the analysis using different chemo-physical techniques such as opti-
cal and SEM microscopies, ATR-IR, UV-vis, EDX, and RMN spectroscopies allowed the
identification of the COSAN moieties at the different structures.

Firstly, optical microscopy images of the treated eggs (after washing three times
with M9) clearly indicated a change in the color (Figure 9a), which would agree with the
presence of the small anions in the eggs. Then, the ATR-FTIR spectrum of the dry eggs’
samples (eggs-[o-COSAN]− and eggs-[8,8′-I2-o-COSAN]−, respectively) (Figure S7) was
run. The spectra displayed the characteristic B-H band around 2.550 cm−1 and a change in
the fingerprint area (1233–400 cm−1 range) confirming the metallacarborane’s presence in
the treated eggs and their interaction with eggs’ components [66]. EDX measurements of
the dried eggs-[o-COSAN]− and eggs-[8,8′-I2-o-COSAN]− samples confirm the presence of
cobalt in both samples as well as iodine in the eggs-[8,8′-I2-o-COSAN]− (Figures 9, S8–S10).
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Figure 9. Optical and SEM images of the C. elegans embryos. (a) eggs-control; (b) after treatment with 200 µM of Na[o-
COSAN] for 24 h at room temperature under gentle agitation; (c) after treatment with 200 µM of Na[8,8′-I2-o-COSAN] for
24 h at room temperature under gentle agitation. Bar size 20 µm.

The UV-vis spectra of the extracted aqueous solutions (Figure S11) also confirmed the
presence of the anionic cluster (Figure S12). However, the residual pellets still displayed a
clear yellow color (Figure S11), which may indicate that the metallacarboranes remained
in both the treated embryos after aqueous extraction. The fact that the metallabis (dicar-
bollides) remained in the dried pellets was confirmed by ATR-IR spectra, which clearly
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displayed the band around 2550 cm−1 corresponding to the ν(B-H) (Figure S13). Taking into
account that the sodium salts of the small anions, [o-COSAN]− and [8,8′-I2-o-COSAN]−, are
water-soluble (1509 and 210 mM, respectively) [32], the former unsuccessful extraction with
D2O suggests that the small anionic molecules strongly interact with amino-containing
biomolecules in the embryos. It is known that these anions have the capacity to strongly
interact with DNA [27,75], aminoacids [71–73] and proteins [76–78] through hydrogen
or dihydrogen and halogen bonds (Cc-H···O and Cc-H···H-B or N-H···H-B or B-I···H-N,
respectively). The impact of halogen (F, Cl, Br, and I) insertion on the biological activity
and isozyme selectivity have been reported to be a source of inspiration for medicinal
chemists [79–82].

Therefore, with the aim to extract the retained cobaltabis(dicarbollides) from the
respective eggs’ pellets, d6-acetone was added to these pellets that lost the yellow color
after the acetone extraction. The yellowish d6-acetone solution under 1H{11B} and 11B{1H}
NMR spectroscopy (Figures S14a and S15a,b) unambiguously confirmed the presence of
the cobaltabis(dicarbollide) in the samples. As an example, the 1H{11B} spectrum of the
treated embryos with Na[8,8′-I2-o-COSAN] displays a broad resonance at 4.41 ppm that
corresponds to Cc-H as well as the signals at 3.24, 3.07, 2.61, and 1.84 ppm corresponding
to B-H resonances (Figure S15a), while its 11B{1H} spectrum fully overlaps with the one of
the parent Na[8,8′-I2-o-COSAN] (Figure S14b). The ATR-IR spectra of the dried yellowish
d6-acetone solution (Figure S15c) displayed the typical B-H band around 2.550 cm−1, which
undoubtedly agrees with the presence of the anionic small metallacarborane anions in the
dry eggs’ pellets before d6-acetone extraction.

In conclusion, Na[o-COSAN] and Na[8,8′-I2-o-COSAN] compounds were located in
the C. elegans’ embryos after being treated with a 200 µM solution of the compounds
for 24 h at RT under gentle agitation. The small cobaltacarborane anions form hybrids
(eggs-[o-COSAN]− and eggs-[8,8′-I2-o-COSAN]−) with the chemical components of the
embryos providing a yellowish color to the eggs. The hybrids are lightly soluble in water
but were extracted with acetone. The C. elegans eggs’ development was affected by the
hybrids’ formation between either Na[o-COSAN] or Na[8,8′-I2-o-COSAN] and the embryos’
chemical composition, be it DNA or proteins.

3.5. Cell Uptake Experiments

In order to assess whether the amount of boron taken up by target cells was enough to
allow the set-up of an efficient BNCT procedure, U87 and T98G cells were incubated with
increasing concentrations of [o-COSAN]− and [8,8′-I2-o-COSAN]−, were analyzed for their
boron content by ICP-MS technique. Both anions, [o-COSAN]− and [8,8′-I2-o-COSAN]−,
contain natural abundant boron; thus, the amount of 10B internalized was calculated as
19.9% of the total boron. Figure 10 shows that [o-COSAN]− concentrations of 10 µM and
20 µM for U87 and T98G, respectively, in the culture medium were sufficient to load U87
with 2.7 and 12.9 µg/g of 10B and T98G with 11.8 and 18.5 µg/g of 10B. [8,8′-I2-o-COSAN]−

concentrations of 10 µM and 20 µM led to a higher loading for both cell lines, specifically of
29.5 and 49.8 µg/g of 10B for U87 and 53.6 and 69.7 µg/g of 10B for T98G. These quantities
are well above the minimum boron threshold needed to perform BNCT. Under these
experimental conditions, the cell viability measured by MTT was above 75% for all the
cell lines.
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From these results, we can conclude that the T98G cells, resistant to conventional
radiotherapy, internalize significantly higher amounts of 10B with respect to U87 cells. This
gives more importance to the use of BNCT as an alternative strategy for the treatment of
this type of glioblastoma tumor.

3.6. BNCT Studies in Glioblastoma Cells

The viability of cells irradiated with thermal neutron treated ([o-COSAN]−-IRR and
[8,8′-I2-o-COSAN]−-IRR) and not treated (CTRL-IRR) with Na[o-COSAN] and Na[8,8′-
I2-o-COSAN] was evaluated and compared with the corresponding non-irradiated ones
(i.e., CTRL, [o-COSAN]− and [8,8′-I2-o-COSAN]−, respectively). Before irradiation, Na[o-
COSAN] and Na[8,8′-I2-o-COSAN] 20 µM were incubated for 24 h at 37 ◦C with U87
and T98G cells. The irradiation time and reactor power were 15′ and 30 kW, respectively.
Figure 11 shows the percentage of cells that survived neutron irradiation with respect to
the non-irradiated control cells. From these results, it was evident that the T98G cells were
more resistant to neutron irradiation, as no apparent cell-killing effect was observed for
untreated cells. In contrast with Na[o-COSAN], the viability of T98G cells treated with
Na[8,8′-I2-o-COSAN] was significantly reduced upon the irradiation treatment (Figure 11).
As expected, the more pronounced effect of neutron irradiation was observed on these cells
for the iodinated compound as a consequence of the higher amount of boron internalized
(Figure 10). The U87 cells showed to be more sensitive to irradiation. In fact, a decrease
of ca. 30% in the cell viability after irradiation was observed for untreated cells. For these
cells, the trend was different; the Na[o-COSAN] presented a more promising profile for
BNCT due to the cytotoxic behavior of its iodinated analog in these U87 cells.
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Results showed that the T98G cells seemed to be more resistant to neutron irradiation,
which is somehow in agreement with other previous reports [67,83].

To sum up, these studies unveil the potential of this type of molecules to be further
evaluated as BNCT agents and may have a relevant role in eliminating glioblastoma cells
resistant to other types of radiotherapies.

4. Conclusions

Glioblastoma (GBM) is a lethal primary brain tumor with a dismal prognosis having a
high probability of recurrence. The failure of most prospective chemotherapeutic drugs in
the preclinical evaluation stage may be related to the use of simplified two-dimensional (2D)
in vitro models, which indicate that these models of GBM cannot translate the clinical sce-
nario. Our studies indicated that only spheroids from the U87 cell line were found to have
impaired growth after treatment with both compounds, suggesting an increased resistance
from T98G spheroids, contrary to what is observed in the monolayer culture. Therefore,
our results support the hypothesis that the 3D model seems to be a better representation
of in vivo tumor microenvironment. Hence, the work highlights the need to employ 3D
models for future GBM studies as it provides a more realistic model for cell-based studies.
In vitro tests in U87 and T98G GBM cell lines conclude that the [o-COSAN]− and [8,8′-I2-o-
COSAN]− at a non-cytotoxic concentration can load adequate 10B levels inside the cells for
a successful BNC reaction. As expected, T98G cells, which are more resistant to standard
radiotherapies, were also more resistant to neutron irradiation performed without boron
addition. Interestingly, BNC reaction becomes more effective on T98G after their incubation
with Na[8,8′-I2-o-COSAN] due to the higher amount of boron internalized by these cells,
whereas no apparent cell-killing effect was observed for untreated cells. This observation
demonstrates the potentiality of this alternative radiotherapy when the cell pre-targeting
with boron-containing compounds happens successfully.

Subsequently, in vivo tests with both metallabis(dicarbollides) were performed in L4
C. elegans nematodes and their embryos. LD50 values for both cobaltabis(dicarbollides)
in L4 C. elegans were found to be close to the IC50 determined for T98G in vitro after
72 h. These anionic small molecules, which are known to produce ion-pair complex with
aminoacids and proteins by means of B-H···H-N dihydrogen bonds, could interact with the
amine groups in the plethora of biomolecules of the organism and contribute to the toxicity.
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The in vivo studies of Na[o-COSAN] and Na[8,8′-I2-o-COSAN] with C. elegans’ embryos
indicated that these molecules were located in the C. elegans’ eggs forming yellowish
hybrids (eggs-[o-COSAN]− and eggs-[8,8′-I2-o-COSAN]−) with the embryos’ chemical
components. These hybrids, which are lightly soluble in water but dissolve in acetone,
arrested the development of the larvae, probably due to the ion-pair complex formation
with proteins.

Nevertheless, further in vivo evaluation in mammalian models, such as biodistribu-
tion studies in mouse models with GBM xenografts, are required to fully understand their
ability to target the tumor cells, as well as to cross the blood–brain barrier.

To sum up, our results in vitro, in vivo, and irradiation experiments combined with
their physicochemical properties strongly suggest that these anionic small molecules, in
particular [8,8′-I2-o-COSAN]−, could be regarded as prospective candidates to be taken into
account for future developments in the scope of BNCT, now that the facilities of accelerator-
based neutron sources are more accessible providing an alternative treatment either alone
or in combination with other conventional chemotherapeutics for resistant glioblastoma.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article/10
.3390/cancers13246367/s1, Figures S1–S3: Representative images of the U87 and T98G spheroids
before (day 3 of culture) and after 72 h (day 6 of culture) of exposure to the two compounds at above
and below IC50 concentration, Figures S4 and S5: Characterization of the hybrids (eggs-control,
eggs-[o-COSAN]− and eggs-[8,8′-I2-o-COSAN]−) by optical microscopy, Figure S6: Photography
of the C. elegans embryos after 24 h treatment. ATR-IR spectra, SEM/EDX of eggs-control, Figures
S7–S11: eggs-[o-COSAN]−and eggs-[8,8′-I2-o-COSAN]−, Figures S12 and S13: UV-vis and ATR-IR
spectra of D2O filtrated eggs-[o-COSAN]−and eggs-[8,8′-I2-o-COSAN]−, Figure S14: 1H{11B} NMR
and ATR-IR spectra of d6-acetone filtrated after treatment with Na[o-COSAN], Figure S15: 1H{11B},
11B{1H} NMR, and ATR-IR spectra of d6-acetone filtrated after treatment with Na[8,8′-I2-o-COSAN].
Scheme S1: C. elegans maintenance and structure, Scheme S2: the designed procedure for the study of
new hybrids eggs-[o-COSAN]−and eggs-[8,8′-I2-o-COSAN]−.
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Water soluble organometallic small molecules as
promising antibacterial agents: synthesis,
physical–chemical properties and biological
evaluation to tackle bacterial infections†
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The Na[3,3’-Fe(8-I-1,2-C2B9H10)2] and Na[2,2’-M(1,7-C2B9H11)] (M = Co3+, Fe3+) small molecules are syn-

thesized and the X-ray structures of [(H3O)(H2O)5][2,2’-Co(1,7-C2B9H11)2] and [Cs(MeCN)][8,8’-I2-Fe(1,2

C2B9H10)2], both displaying a transoid conformation of the [M(C2B9)2]
− framework, are reported.

Importantly, the supramolecular structure of [(H3O)(H2O)5][2,2’-Co(1,7-C2B9H11)2] presents 2D layers leading to

a lamellar arrangement of the anions while the cation layers form polymeric water rings made of six- and four-

membered rings of water molecules connected via OH⋯H hydrogen bonds; B–H⋯O contacts connect the

cationic and anionic layers. Herein, we highlight the influence of the ligand isomers (ortho-/meta-), the metal

effect (Co3+/Fe3+) on the same isomer, as well as the influence of the presence of the iodine atoms on the

physical–chemical and biological properties of these molecules as antimicrobial agents to tackle antibiotic-

resistant bacteria, which were tested with four Gram-positive bacteria, five Gram-negative bacteria, and three

Candida albicans strains that have been responsible for human infections. We have demonstrated an anti-

microbial effect against Candida species (MIC of 2 and 3 nM for Na[3,3’-Co(8-I-1,2-C2B9H10)2] and Na[2,2’-Co

(1,7-C2B9H11)2], respectively), and against Gram-positive and Gram-negative bacteria, including multiresistant

MRSA strains (MIC of 6 nM for Na[3,3’-Co(8-I-1,2-C2B9H10)2]). The selectivity index for antimicrobial activity of

Na[3,3’-Co(1,2-C2B9H11)2] and Na[3,3’-Co(8-I-1,2-C2B9H10)2] compounds is very high (165 and 1180, respect-

ively), which reveals that these small anionic metallacarborane molecules may be useful to tackle antibiotic-

resistant bacteria. Moreover, we have demonstrated that the outer membrane of Gram-negative bacteria con-

stitutes an impermeable barrier for the majority of these compounds. Nonetheless, the addition of two iodine

groups in the structure of the parent Na[3,3’-Co(1,2-C2B9H11)2] had an improved effect (3–7 times) against

Gram-negative bacteria. Possibly the changes in their physical–chemical properties make the meta-isomers

and the ortho-di-iodinated small molecules more permeable for crossing this barrier. It should be emphasized

that the most active metallabis(dicarbollide) small molecules are both transoid conformers in contrast to the

ortho- [3,3’-Co(1,2-C2B9H11)2]
− that is cisoid. The fact that these small molecules cross the mammalian mem-

brane and have antimicrobial properties but low toxicity for mammalian cells (high selectivity index, SI) rep-

resents a promising tool to treat infectious intracellular bacteria. Since there is an urgent need for antibiotic dis-

covery and development, this study represents a relevant advance in the field.
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Introduction

Over the years, the rapid development and spread of new anti-
microbial resistance (AMR) has forced the World Health
Organization (WHO) to recognize it is a major risk to public
health.1 AMR has made many antimicrobials ineffective in
treating clinically ill patients. Even medical procedures such as
major surgery, organ transplantation, and cancer chemo-
therapy have become very risky in the absence of effective anti-
microbials for the prevention and treatment of nosocomial
infections. It is estimated that nosocomial infections affect
around 4.1 million people in the European Union each year,
being around the 7%–8% of patients receiving healthcare in
Spain.2 The leading cause of nosocomial infections through-
out the world is the ESKAPE pathogens (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter bau-
mannii, Pseudomonas aeruginosa, and Enterobacter species),
most of them being multidrug-resistant isolates.3 Because of
the drastic rise in antibiotic resistance, greater than the discov-
ery of new antibiotics, there is an urgent need for the develop-
ment and evaluation of novel effective antimicrobial agents
active against drug-resistant forms.

Nanomaterials, owing to their high specific surface area
and abundant modification sites, have been shown to be
promising weapons for cancer therapy4 and to possess a great
potential as new antimicrobial agents effective against resist-
ant bacteria.5 Recent reviews update the advances in nano-
particles6 and metal complexes7 as emerging antibacterial
nanomedicine for enhanced antibiotic therapy.

Most of the marketed small molecules8 are organic mole-
cules, which incorporate nitrogen, oxygen, and halogens

besides carbon and hydrogen, all of them the right-hand
neighbors of carbon. Boron is an element which, despite
being located on the left side of carbon in the Periodic Table,
has the property to build molecules by covalent self-bonding.9

The neutral twelve-vertex icosahedral closo-carboranes
C2B10H12, ortho-, meta-, or para-isomers, the anionic nido-
carboranes and the anionic metallabis(dicarbollides)
[M(C2B9H11)2]

− (M = Co3+, Fe3+) (Fig. 1) rank among the most
chemically and biologically stable small molecular compounds
known.10–12

The most studied of the metallabis(dicarbollides) is [3,3′-Co
(1,2-C2B9H11)2]

− anion, [1]−. Prominent features of the [1]−

anion are 3D aromaticity,10,13 thermal, chemical (withstanding
strong acid, moderate base, high temperatures and intense
radiation)14 and biological (neither degradation nor chemical
modification compounds were identify after cell uptake)
stability,15,16 and solubility in both polar and nonpolar sol-
vents.11 Besides these, other characteristic properties of this
anion are: (i) the negative charge of [1]− is spread all over the
molecule,10,17 (ii) [1]− aggregates in cisoid conformation in
aqueous solution by means of B–H⋯H–Ccluster dihydrogen
bond formation,18 and (iii) although lacking the classical
hydrophilic–hydrophobic structure,19 [1]− shows amphiphilic
behavior,20 which was experimentally proved by a study based
on the electrolysis of water.21 Furthermore, the anion [1]−, the
3D shape of which is reminiscent of the Greek letter θ and has
a size of 1.1 nm × 0.6 nm, produces strong dihydrogen-bond
B–H⋯H–N interactions with the amine groups of amino
acids22 and proteins.23 Moreover, [1]−, which can cross
through synthetic lipid membranes without disrupting mem-
brane integrity,24 displays low toxicity in vitro15,16 and

Fig. 1 The numbering of the closo-C2B10H12 clusters, their nido-[C2B9H11]
2− ligands as well as the metallabis(dicarbollide) [M(C2B9H11)2]

− platforms.
Circles in grey represent the Cc–H vertices, the orange ones correspond to metal (M = Co3+, Fe3+) while the circles in pink correspond to B–H
vertices.
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in vivo16,25 and high uptake by relevant cancer
cells,15,26 accumulating in vitro within the nuclei of living
cells.16 Additionally, the anionic [M(C2B9H11)2]

− clusters can
be modified at the different vertexes by halogenation,27–29 and
are responsible for additional physicochemical
properties.10,29,30 Recently, amphiphilic inorganic anionic [1]−

clusters have been proposed to stabilize oil-in-water nano-
emulsions of poorly water soluble drugs.31 The increasing evi-
dence that boron cluster compounds are promising anti-
microbial agents has been reviewed recently.32

There are two groups of oral antibacterial agent on the
market, all of them small organic molecules: one comprises
molecules in the molecular weight range of 340–450 Da and
the other molecules of 700–900 Da.33 Following our studies on
metallacarboranes in medicinal chemistry,34 we report herein
high-yield syntheses of the sodium salts of four isomeric pris-
tine metallabis(dicarbollide) molecules (321–324 Da) and their
di-iodinated derivatives (572–576 Da) as abiotic, small, purely
inorganic molecules for antimicrobial therapy. Chart 1 dis-
plays the general schematic representation of all the small in-
organic anionic [M(C2B9H11−nXn)2]

−, (M = Co3+, Fe3+, n = 1, X =
H or I), molecules studied in this paper as antimicrobial
agents.

ortho-Isomers are: Na[3,3′-M(1,2-C2B9H11)2], M = Co, Na[1];
Fe, Na[2]. Na[3,3′-M(8-I-1,2-C2B9H10)2], M = Co, Na[3]; Fe, Na
[4]. meta-Isomers are: Na[2,2′-Co(1,7-C2B9H11)2], M = Co, Na[5];
Fe, Na[6].

Herein, we highlight the effect of the ligand isomers
(ortho-/meta-), the metal effect (Co3+/Fe3+) on the same isomer
as well as the influence of the presence of iodine atoms on the
physical and chemical properties of these small inorganic

anionic molecules with activity against four Gram-positive bac-
teria, five Gram-negative bacteria, and three Candida albicans
strains that have been responsible for human infections. A
structure–activity relationship has been proposed, which
clearly supports the antimicrobial activity of these pristine
metallabis(dicarbollide) complexes.

Results and discussion

The synthesis of the small anionic sandwich metallabis(dicar-
bollides) is achieved by a metal complexation reaction of the
nido-[C2B9H11]

2− ligands in several conditions (see scheme S1–
S4 in the ESI†).35 There are two positional isomers of the nido
[C2B9H11]

2− carboranyl ligands (Fig. 2a): the isomer ortho-([7,8-
C2B9H11]

2−) in which the two carbon atoms are connected and,
the isomer meta-([7,9-C2B9H11]

2−) wherein a boron atom is
located in between the two carbon atoms in the η5C2B3 coordi-
nating face. Depending on the starting [C2B9H11]

2− nido car-
boranyl ligand, two positional ortho- and meta-metallabis
(dicarbollide) isomers are obtained, whose empirical formulae
are [3,3′-M(1,2-C2B9H11)2]

− and [2,2′-M(1,7-C2B9H11)2]
−, (M =

Co3+, Fe3+), respectively (Fig. 2). Fig. 1 displays the numbering
of these two platforms.

The four anionic ortho- and meta-metallabis(dicarbollide)
isomers are abbreviated as [1]−, [2]−, [5]− and [6]− for M = Co3+

and Fe3+, respectively. As shown in Fig. 2, five different confor-
mations that provide a different dipole moment36 can be
found for the ortho-metallabis(dicarbollide) isomer: cisoid-1,
gauche-1, transoid, gauche-2 and cisoid-2 (being cisoid-1 and
cisoid-2 as well as gauche-1 and gauche-2 equivalent), while

Chart 1 Schematic representation of the metallabis(dicarbollide) complexes studied and their abbreviation. Circles in grey represent the Cc–H ver-
tices, the orange ones correspond to metal (M = Co3+, Fe3+) while the circles in light and dark pink correspond to B–H and B–I vertices,
respectively.
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three different conformations are found for the meta-metalla-
bis(dicarbollide) isomer.

The sodium salts of [1]−, [2]− and [3]− were synthesized as
previously reported by us (see Schemes S1–S3 in the ESI†).18,37

The new Na[5] and Na[6] species have been obtained in this
article by means of a cationic exchange resin of the corres-
ponding tetramethyl ammonium or cesium salts and are fully
characterized by spectroscopic techniques IR, 1H, 1H{11B}, 11B
and 11B{1H} NMR, MALDI-TOF-MS, UV-vis, cyclic voltammetry
(CV) as well as by thermal analysis (TGA/DSC) as stated at the
Experimental section and ESI.†

Despite multiple attempts, no good crystals of Na[5] suit-
able for X-ray diffraction studies, to compare with the reported
Na[1], could be obtained,38 but suitable crystals of the proto-
nated salt of [5]− were obtained from aqueous solution (Fig. 3).

The Cs[3,3′-Fe(8-I-1,2-C2B9H10)2], Cs[4], was synthesized in
this article from [2]− and N-iodosuccinamide by a modification
of the original synthesis by Kazheva et al.39 This procedure
permits the isolation of Cs[4] with an easy purification step.
Crystals of Cs[4] were grown from an acetonitrile solution
(Fig. 4). The corresponding water soluble small molecule Na[4]

was obtained from the Cs[4] salt by means of cationic
exchange resin (Scheme 1).

Crystal structures of H[5] and Cs[4]

An examination of the Cambridge Structural Database40

showed one hit for the diamagnetic Co3+ unsubstituted parent
[5]−,35e and one for the paramagnetic [4]− framework.39 The
CDS refcodes are HODGAL (transoid rotamer),35e and GANQIY
(transoid rotamer),39 respectively. It is to be noted that none of
the reported crystal structures of the ortho- and meta-parent
metallabis(dicarbollide) frameworks contain a proton as
counter ion. The volume (286.5 Å3) and molecular shape
(cylindrical with one of the moments larger than the other
two) of the [2]− anion was determined by Mingos et al. using
the VOLUME program.41

Crystal structure of H[5]. Suitable crystals for X-ray diffrac-
tion of the protonated salt of monoanionic [5]− were obtained
from aqueous solution by slow evaporation. The crystal struc-
ture of H[5], [(H3O)(H2O)5][2,2′-Co(1,7-C2B9H11)2], is displayed
in Fig. 3. The anionic moiety (Fig. 3a) presents a transoid con-
formation and its B–Co, C–Co, C–B and B–B bond parameters

Fig. 2 (a) Schematic representation of the icosahedral ortho- and meta-nido-[C2B9H11]
2− η5 ligands and the anionic ortho- and meta-metallabis

(dicarbollide) [M(C2B9H11)2]
− isomers and their conformers (the arrows indicate the direction of the dipole moments of the compounds). (b) The

graphical definition of length and width concepts for the small [M(C2B9H11−nXn)2]
−, (M = Co3+, Fe3+, n = 1, X = H or I), anionic molecules. Circles in

grey represent the Cc–H vertices, the orange ones correspond to metal (M = Co3+, Fe3+) while the circles in pink correspond to B–H vertices.
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are very similar to those for HODGAL.35e The cationic part is
formed of polymeric water rings (Fig. 3b), which are made of
six- and four-membered rings of water molecules. The rings

are held together via OH⋯O hydrogen bonds. The O⋯O dis-
tances are from 2.725 to 2.785 Å. The protons in these cationic
layers are located on the O1 atoms at the H1O1 positions with
a total population parameter of 1 (0.25 at each four O1 atoms).
The water layers have weak B–H⋯O contacts (B–H5⋯O2 =
2.671 Å and B–H8⋯O1 = 2.879 Å), which assist the connection
of the cationic and anionic parts (Fig. 3c).

Crystal structure of Cs[4]. A survey in the CSD (version 5.41,
update August) reveals that only two crystal structures contain-
ing the 8,8′-diiodo derivative of metallabis(dicarbollide) anion
have been reported: an iron complex anion [4]− with a bis(ethy-
lenedithio)tetrathiafulvalene cation (refcode GANQIY)39 and a
cobalt complex anion [3]− with a Cs+ (refcode DEXPIF).42

Compound Cs[4] is actually [Cs(MeCN)][4] and crystallizes in
the monoclinic C2/c space group. The presence of an aceto-
nitrile molecule in the structure of the Fe complex results in
the compounds Cs[4] and Cs[3] being not isostructural. The
asymmetric unit of [Cs(MeCN)][4] consists of a half-anionic
complex unit, with the iron and the cesium ions occupying an
inversion center, and a half acetonitrile molecule at a 2-fold
axis. The [4]− anion has a transoid rotamer and bonds via
I-atoms to two Cs+ ions (Cs–I distances of 3.8737(3) Å) (Fig. 4).

The acetonitrile molecule forms a bridge between Cs+ ions,
which form linear chains (Fig. 5) along the c axis (Cs–N dis-
tances 3.137(5) Å; Cs⋯Cs distances 4.46005(15) Å). The Cs
cation has a coordination number of 8: two I, two N, two H
from B9 with Cs–H distances of 3.147 Å, and two H from B12
with Cs–H distances of 3.280 Å. The linear Cs chains results in
a body center type structure in which the Cs⋯Cs chain dis-
tances are 12.514 and 12.642 Å, thus generating a supramole-
cular structure showing alternating layers of iron complex
anions and Cs+ cations plus acetonitrile solvent molecules
stacked along the a axis.

Both related cobalt and iron complexes Cs[3] and Cs[4]
exhibit similar packing indexes (0.726 and 0.725, respectively).
Nonetheless, the distances observed for Cs⋯Cs and Cs⋯I
interactions are shorter in [Cs(MeCN)][4] than in the analogue

Fig. 3 (a) The anionic unit of the salt [(H3O)(H2O)5][2,2’-Co(1,7-
C2B9H11)2] and (b) the hydrogen bond system for the [(H3O)(H2O)5]

+

cation. The population parameter for H1O1 is 0.5, which means that
only black or white H1O1’s are present at the same time in the six-
member water ring parts of [(H3O)(H2O)5][2,2’-Co(1,7-C2B9H11)2]. (c) Part
of the crystal structure of the [(H3O)(H2O)5][5] compound viewed along
the a axis.

Fig. 4 Molecular unit of Cs[4] with atom labelling showing thermal ellipsoids at the 30% probability level. Symmetry operation i = −x + 1
2, −y + 112, 1

− z. The Cs1–N1, Cs1–I1 and Cs1–H9 distances are 3.8737(3), 3.137(5) and 3.280 Å, respectively.
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Cs[3] (Cs⋯Cs distance 6.813 Å and Cs⋯I distance 4.140 Å),
which can be attributed to the acetonitrile solvent in the
crystal packing.

Physico-chemical properties of metallabis(dicarbollides) and
their di-iodinated derivatives

As mentioned in the introduction, there are several published
studies on the properties of [1]− but, to the best of our knowl-
edge, studies pertaining to [2]−, [5]− and [6]− are scarce.
Herein, we report on the physico-chemical, spectroscopic, and
electrochemical studies of these less-known small inorganic
molecules. The different behavior of metallabis(dicarbollide)
isomers (ortho/meta) in aqueous solution have been studied by
dynamic light scattering (DLS), and transmission electron
microscopy (TEM and CryoTEM).

Dynamic light scattering (DLS) and transmission electron
microscopy (TEM). It has been reported that anionic [3,3′-Co
(X3-1,2-C2B9H8)2]

−, X = H, Cl, Br, Me, derivatives behave
similarly to a surfactant in aqueous solutions43 and that
[o-COSAN]− can self-assemble in spherical aggregates with
a radius of around 100 nm in a fairly monodisperse
way, depending on the concentration and aging of the
solutions.20

In medicinal chemistry, it is crucial to know the com-
pounds’ behavior in aqueous solution. Hence, we performed
dynamic light scattering of the less studied metallabis(dicar-
bollides), Na[2], Na[4], Na[5], and Na[6] in aqueous solutions
at different concentrations to obtain information on their
possible self-assembly. Fig. 6 displays the DLS measurements
in aqueous solution of the reported small ferrabis(dicarbol-

lide) anionic molecules as well as the previously reported
Na[1]18 for comparison. A decrease in the hydrodynamic dia-
meter of the aggregates was observed when the concentration
increased. At a concentration of 50 mM, a change in aggregate

Scheme 1 Synthesis of the cesium salt of the anionic [4]− small molecule by using NIS in EtOH, and its sodium salts by cation exchange resin.
Circles in grey represent the Cc–H vertices, the orange ones correspond to Fe3+ while the circles in dark and light pink correspond to the B–H and
B–I vertices, respectively.

Fig. 5 Part of the crystal structure of compound Cs[4], viewed along
the c axis. Hydrogen atoms are omitted for clarity. Circles in purple
correspond to I atoms, the dark blue the Cs+, the light blue the N atoms,
the grey represent the Cc–H vertices, the orange ones correspond to
Fe3+ metal while the circles in light and dark pink correspond to the B–
H and B vertices, respectively.
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size was observed for Na[2] from 140 nm to 108 nm. For the
iodinated derivative, Na[4], the change in size was observed at
90 mM and was from 83.5 nm to 1.5 nm. In all four ortho-
metallabis(dicarbollide) isomers (Fig. 6), a decrease in the
hydrodynamic diameter of the aggregates was observed by DLS
experiments when the concentration was increased, which
could be attributed to a Coulomb explosion of the closely
packed monolayer aggregates into small micelles. The aggre-
gate size of Na[3] at 110 mM changes from 1.11 nm to 110 nm
at 107 mM.44

In order to visualize the large and small aggregates of ferra-
bis(dicarbollides) TEM images were taken. In the case of the
parent Na[2], CryoTEM and TEM images of 1 mM aqueous
solution were obtained for comparison (Fig. 7).

In the case of the meta isomers, Na[5] and Na[6], no aggregates
were observed by DLS measurements in the concentration range
120 – 1 mM and 110 – 1 mM respectively, which is in agreement
with the dynamic 1H{11B} NMR study (ESI†). To summarize, the
Na[1] and Na[5] isomers behave differently in aqueous solution:
the ortho-isomer forms aggregates while the latter do not.

Fig. 6 DLS studies of (a) Na[2]: concentration range 5–75 mM; (b) Na[1]: concentration range 1–50 mM; (c) Na[4]: concentration range 5–200 mM;
and (d) Na[5]: concentration range 5–150 mM in aqueous solution.

Fig. 7 CryoTEM and TEM images of an aqueous solution 1 mM of Na[2]. Bar length is 100 nm in the CryoTEM and 50 nm in the TEM.
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Cyclic voltammetry studies. The central core of the metalla-
bis(dicarbollide) anions, “M(C2B3)2”, displays a reversible
electrochemical behaviour similar to the core of ferrocene, “Fe
(C5)2”.

45 Only one coupled reduction/oxidation process in the
range of potentials studied (−2.20 to +0.50 V referenced to
ferrocene (Fc

+/Fc) that was taken as zero) were observed for the
reported sodium salt of all metallabis(dicarbollide) complexes.
The cathodic current is caused by the reduction of either
Co3+ → Co2+ or Fe3+ → Fe2+, and the reverse oxidation process
is also observed; a point to be noted is that both partners are
negatively charged. Fig. 8 shows the cyclic voltammograms of
the four ortho- and meta-sandwich [M(C2B9H11)2]

− (M = Co, Fe)
complexes as well as their [8,8′-I2-M(C2B9H11)2]

− (M = Co3+,
Fe3+) derivatives. A conceivable further reduction process
Co2+ → Co+ or Fe2+ → Fe+ was not observed in the range of
electrode potentials investigated.

Table 1 summarizes the redox potential Ered, ΔE values (ΔE
= Ered − Eox) and E1/2 (E1/2 = (Ered + Eox)/2) of all the redox
couples related to Fc

+/Fc. E1/2 is the half wave potential associ-

ated with the reversible redox Co3+/Co2+ process. We observed
that the E1/2 potential of the studied anionic charged metalla-
bis(dicarbollide) complexes can be tuned by changing the
metal, changing the positional isomer of the ligands or by
introducing an iodo substituent on the pentagonal coordinat-
ing η5-C2B3 face of the ligands. By changing the metal, the E1/2
potential decreases +1.1 V from [1]− to [2]− (−1.81 V to −0.73 V,
respectively) and the same tendency is observed in the two
redox couples [3]− to [4]− (−1.33 V to −0.36 V, respectively).

A small variation in the E1/2 potential is observed between
the isomers [1]− and [5]− (−1.81 V to 1.55 V, respectively) as
well as when comparing [2]− with [6]− (−0.73 V to −0.79 V,
respectively), while in [3]− and [4]−, the presence of two iodo
groups at the B(8,8′) positions at the η5-C2B3 face of either [1]−

or [2]− decreases the E1/2 potential +0.48 V and +0.37 V,
respectively.

UV-visible studies. The six metallabis(dicarbollide) small
molecules show absorption bands in the UV-vis region as
shown in Fig. 9. The visible spectrum of [1]− in methanol
reported by Hawthorne et al. consists of four absorptions at
216, 293, 345, and 445 nm,35c which agrees with the one
absorption band at 287 nm reported previously.28b

Table 2 displays the UV-vis spectra of the studied
[M(C2B9H11)2]

− complexes in water. λ positions and ε values
are reported and were calculated following line fitting analysis.

The compounds exhibit intense bands around 270–280 nm,
and in the case of Na[3] a weak band is also observed at
331 nm. These intense bands have been assigned to charge
transfer from the ligand framework towards the metal centre
(LMCT).47

The presence of cobalt in the metallacarborane produces a
bathochromic shift of the absorptions versus iron, and lower
wavelengths have been observed for the Fe compounds in com-
parison with the Co ones. The UV-vis spectra do not seem to
be affected by the different isomers ortho- and meta- in the
case of cobaltabis(dicarbollide) compounds Na[1] and Na[5]
(λ = 280 nm). However, an increase in wavelength takes place
for the meta-isomer in the case of Na[6] (λ = 278.5 nm) in com-
parison with the ortho-isomer Na[2] (λ = 271 nm). For the iodo-
derivatives, Na[3] and Na[4], a shift to the visible spectrum,
was observed (λ = 286.5 and λ = 285.5 nm) with respect to the
corresponding unsubstituted metallacarboranes Na[o-COSAN]
and Na[o-FESAN] (λ = 280 and λ = 271 nm), respectively. A
similar behavior has been observed for the dichloro-deriva-
tives, although in the latter the bathochromic shift, caused by
the chlorine substituents, is greater.28b

Solubility and lipophilicity. The aqueous solubility of a com-
pound (S or log S), which is the concentration (mol L−1) of its
saturated aqueous solution, is an important factor that affects
its bioavailability.48 There are several factors affecting the solu-
bility of a compound such as the size and shape of the mole-
cule, its polarity and hydrophobicity, as well as its ability to
participate in intra- and intermolecular hydrogen or dihydro-
gen bonding. Taking advantage of the fact that meta-metalla-
bis(dicarbollide) small molecules absorb at the UV-vis region,
we used a quantitative method based on UV-vis spectroscopy

Fig. 8 Cyclic voltammogram responses of 5 mM solution of the ortho-
and meta-sandwich [M(C2B9H11)2]

− and the di-iodinated [M(8,8’-I-o-
metallabis(dicarbollide)]− (M = Co, Fe) complexes recorded at a glassy
carbon electrode in dry CH3CN using [NnBu4][PCl6] (0.1 M) as the sup-
porting electrolyte, referenced to ferrocene (Fc

+/Fc).

Table 1 Reduction potentials Ered, ΔE values (ΔE = Ered − Eox) and E1/2
(E1/2 = (Ered + Eox)/2) obtained from the cyclic voltammetry studies in
acetonitrile. The Fc

+/Fc couple is taken as the zero reference

Metal Complex E1/2 (V) ΔE (V) Ered (V)

Co3+/Co2+ Na[1] −1.81 (ref. 46) 0.10 −1.86
Na[5] −1.55 0.12 −1.60
Na[3] −1.33 (ref. 46) 0.19 −1.42

Co4+/Co3+ Na[1]− 1.16 0.09 1.12
Na[5] 1.44 0.10 1.38
Na[3] 1.07 0.23 0.95

Fe3+/Fe2+ Na[2] −0.73 0.10 −0.78
Na[6] −0.79 0.11 −0.85
Na[4] −0.36 0.10 −0.41

Fe4+/Fe3+ Na[2] 0.75 0.16 0.67
Na[6] 0.66 0.10 0.61
Na[4] 1.11 0.14 1.04
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to calculate the log S of the two meta- metallabis(dicarbollide)
small molecules, whose values are shown in Table 3. In this
method, the UV-vis absorption of the aqueous solution con-
taining the metallabis(dicarbollide) was measured to study its
molar absorptivity (εmax); as this is proportional to the concen-
tration of the corresponding metallabis(dicarbollide), we
obtained the aqueous solubility value of each complex. Hence,
UV-vis spectroscopy has been a good technique for estimating
the aqueous solubility, and the log S values are 3.24 for Na[5]
and 3.15 for Na[6]. The meta-metallabis(dicarbollide) isomers,
which do not aggregate, display the highest aqueous solubility,
while the 8,8′-I2-o-metallabis(dicarbollide) isomers display the
lowest (see Table 3).

Besides aqueous solubility, a drug’s lipophilicity is a key
physicochemical parameter because it determines its solubi-
lity, its permeability through membranes, and therefore its
absorption, biodistribution and clearance. Lipophilicity is
expressed by the n-octanol/water partition coefficient (log P).51

The as-found P values are 43.7 (log P = 1.64) for Na[1],44 45.7
(log P = 1.66) for Na[2], 151.0 (log P = 2.18) for Na[3],44 99.3

(log P = 2.00) for Na[4], 26.0 (log P = 1.41) for Na[5] and 35.2
(log P = 1.55) for Na[6].

When comparing the two isomers of the same metal, Na[1]/
Na[5] and Na[2]/Na[6], the ortho-isomers are more lipophilic
than the corresponding meta-isomers (approximately 1.7 and
1.3-fold for the Co and Fe complexes, respectively). While com-
paring the same isomer but a different metal, (Na[1]/Na[2] and
Na[5]/Na[6], the iron provides a more lipophilic character than
the cobalt, with the effect being higher in the meta-isomers.
When comparing the effect of the two iodine atoms, Na[1]/Na
[3] and Na[2]/Na[6], the lipophilicity increased with the pres-
ence of the two iodine atoms in both the iodinated couples
(approximately 3.5 and 2.2-fold for the Co and Fe complexes,
respectively). Consequently, the ligand’s isomerism (ortho-/
meta-) as well as the nature of the metal (Co/Fe) significantly
affects the lipophilicity of the small metallabis(dicarbollide)
molecule.

Lipophilicity is a major factor influencing passive transfer
to or from the brain across the blood–brain barrier (BBB).
Typically, for a radiotracer to be considered as a potential
efficient molecular imaging probe in the living human brain
with positron emission tomography (PET), its partition coeffi-
cients (log P) should range between 2.0–3.5.52 The metallabis
(dicarbollide) complexes with log P in this range are the di-
iodinated Na[3] and Na[4] (Table 3).

Antimicrobial studies

Although biological studies on cancer cells have been reported
for [1]− and [5]−,26 no studies of the small inorganic amphiphi-
lic molecule [M(C2B9H11)2]

− (M = Co3+, Fe3+) parents as anti-
microbial agents have been reported yet. Chart 2 displays the
reported cobaltabis(dicarbollide) derivatives with tested anti-

Fig. 9 UV-visible spectra of the metallabis(dicarbollides) in 0.08 mM aqueous solution. Na[1] in blue, Na[3] in yellow, Na[5] in black, Na[2] in red, Na
[4] in dark green, Na[6] in light green. Inset: de-convolved peaks of Na[2], Na[4] and Na[3] in their respective dashed colours.

Table 2 UV-Visible spectra of the studied [M(C2B9H11)2]
− complexes in

0.08 mM aqueous solution

Complex Max λ (0.08 mM) Abs (0.08 mM) ε (L mmol−1 cm−1)

Na[4] 333.5 0.720 9.000
285.5 1.104 13.80

Na[2] 302.5 1.217 15.21
271 1.665 20.81

Na[6] 278.5 1.401 17.51
Na[3] 331 0.747 9.338

286.5 0.804 10.05
Na[1] 280 2.013 25.16
Na[5] 280 2.247 28.08
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microbial properties; the three compounds with the amino
group are zwitterionic while the others are mono- and di-
anionic.

Chart 1 shows the six small anionic metallabisdicarbollide
molecules tested in this study to predict their potential appli-
cation as antimicrobial agents. Herein, the influence of the

Table 3 The chemical and physicochemical parameters of the metallabis(dicarbollide) complexes studied

Parameters [1]− [2]− [3]− [4]− [5]− [6]−

Size (nm) = L × W(max)
L = length and W =
width (ref. 50)

1.04 × 0.53
(ref. 38)

1.01 × 0.56
(ref. 49)

1.02 × 0.75
(ref. 27a)

1.02 × 0.75 1.01 × 0.54 1.01 × 0.54
(ref. 60)

Molecular weight of the
anion

323.75 320.66 575.54 572.45 323.75 320.66

Rotamer Cisoid Cisoid Transoid Transoid Transoid Transoid
Intramolecular
interactions

No No Cc–H⋯I Cc–H⋯I No No

Intermolecular
interactions in aqueous
solution

Yes Yes Yes Yes No No

Aggregate formation in
H2O

Yes (ref. 18 and 20c) Yes Yes (ref. 18) Yes No No

DLS Aggregates (ref. 44)
(d = 64 nm) in the
range 1 < c < 29 mM

Aggregates (d =
140 nm) in the
range 1 < c <
50 mM

Aggregates (ref. 44) (d
= 107 nm) in the
range 1 < c < 110 mM

Aggregates (d =
83.5 nm) in the
range 1 < c <
80 mM

— —

Aggregates (d =
1.4 nm) c > 29 mM

Aggregates (d =
108 nm) c > 50 mM

Aggregates (d =
1.1 nm) at c >
110 mM

Aggregates (d =
1.5 nm) at c >
80 mM

Solubility in H2O (mM) 1509 (ref. 26) 1247 210 (ref. 26b) 374 1726 1.400
log S 3.18 3.10 2.32 2.57 3.24 3.15
Lipophilicity (P) 43.7 45.7 151.0 99.3 26.0 35.2
log P 1.64 1.66 2.18 2.00 1.41 1.55
E1/2 M

3+/2+(in V refer-
ence Fc

+/Fc)
−1.80 −0.73 −1.33 −0.36 −1.55 −0.79

Chart 2 Reported cobaltabis(dicarbollides) with effective antimicrobial properties.53,54
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[C2B9H11]
2− ligand isomers (ortho-/meta-), the metal effect

(Co3+/Fe3+) on the same isomer, as well as the influence of the
presence of the iodine atoms on the structure–activity relation-
ship of these as promising antimicrobial agents to tackle anti-
biotic-resistant bacteria was studied.

All the metallabis(dicarbollides) tested in the study had a
better effect on yeast and Gram-positive bacteria than on
Gram-negative bacteria. The minimum inhibitory concen-
tration (MIC) values ranged from 0.002 to 0.082 μM for
Candida species, from 0.006 to 0.041 μM for Gram-positives
and from 0.050 to 0.653 μM for Gram-negatives (Table 4). The
minimum bactericidal concentration (MBC) values indicated
that these compounds had a bactericidal/fungicidal effect,
since the ratio MBC/MIC was ≤2. However, while previously
tested [1]− derivatives with a cisoid conformation were highly
effective against Gram-positives,53a,54 the parent metallabis
(dicarbollides) studied here had a reduced antimicrobial effect
towards this group of bacteria, but increased potency against
Gram-negative and Candida species.

Analyzing the influence of the ligands (ortho-/meta-). The
ortho-isomers, Na[1] and Na[2], were the compounds with less
antibacterial effect in all microbial groups, and few differences
were observed between them since the MIC values were identi-
cal in all Gram-positives and the majority of Gram-negatives
tested. However, the meta-isomers (Na[5] and Na[6]) were more
effective than the ortho-isomers, indicating that the different
isomers (ortho- or meta-) of the ligands may have a notable
impact on the antimicrobial effectivity of the parent metallabis
(dicarbollide) compounds. The antimicrobial effect of meta-
metallabis(dicarbollide) with respect to the ortho-metallabis
(dicarbollide) was particularly evident for Gram-negative and
Candida species in the case of Na[5], and in all groups of
microorganisms in the case of Na[6]. The MIC values of Na[5]
were from four to eight times lower than those of Na[1] in

Gram-negative bacteria and 27 times lower in Candida. No
differences between ortho-metallabis(dicarbollides) and meta-
metallabis(dicarbollides) were observed in Gram-positive bac-
teria. In turn, Na[6] MIC values were from two to four times
lower than Na[2] in both Gram-positive and Gram-negative bac-
teria and eight times lower in Candida.

It was experimentally demonstrated by small- and wide-
angle X-ray and neutron scattering that Na[1] has a rich self-
assembly behavior, being able to form monolayer vesicles and
micelles in diluted aqueous solution.20c Besides, theoretical
DFT calculations using implicit solvent found that the cisoid
rotamer (which has a polar and an apolar region) is the most
stable form of Na[1] small anionic molecules in water.19 As
stated at the beginning of this section, the DLS and NMR
studies of the meta-metallabis(dicarbollide) indicated that
these isomers do not produce aggregates and also that the
crystal structure of H[5] presents a transoid conformation of
the [5]− small anionic molecule, which organizes in 2D layers
leading to a lamellar arrangement of only [5]− units. The trans-
oid rotamers present in the meta-metallabis(dicarbollides),
which lacks a “hydrophilic head” and a “hydrophobic tail”
compared with cisoid rotamers present in the ortho-metallabis
(dicarbollides), may be the key factor for meta-isomers being
more effective than the ortho-isomers against Gram-negative
bacteria.

Analyzing the influence of the metal (Co3±/Fe3±). The metal
present in the ortho-metallabis(dicarbollide) structures, which
provides a large difference in the E1/2 (Table 3), had little effect
because, often, the MIC values were similar between the Na[1]/
Na[2] compounds, with the exception of the di-iodinated com-
pounds. The [3]− showed a notable increased antimicrobial
effect in comparison with [4]−. Moreover, differences between
cobalt and iron complexes were observed in the case of the
meta-isomers. For all Gram-negative bacteria and Candida sp.

Table 4 Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) (indicated as µM) of cobaltabis(dicarbollides) on
clinical isolates that cause infection

Strain

Na[1] Na[3] Na[5] Na[2] Na[4] Na[6]

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC

Gram-negative bacteria
E. coli – LF82a 0.653 1.307 0.050 0.050 0.082 0.082 0.649 0.649 0.250 0.400 0.165 0.329
E. coli WT – 190940 0.653 0.653 0.050 0.050 0.082 0.163 0.649 0.649 0.250 0.250 0.165 0.165
E. coli BLEE – 192348a 0.653 0.653 0.050 0.050 0.082 0.163 0.325 0.325 0.250 0.250 0.165 0.165
P. aeruginosa WT – 190089 0.653 0.653 0.050 0.099 0.163 0.327 0.649 0.649 0.250 0.250 0.325 0.325
P. aeruginosa IMI-R – 187182a 0.653 0.653 0.050 0.099 0.163 0.327 0.649 0.649 0.250 0.250 0.325 0.325

Gram-positive bacteria
E. faecalis WT – 190093 0.041 0.082 0.012 0.012 0.041 0.041 0.041 0.041 0.025 0.025 0.021 0.021
E. faecalis WT – 194844 0.041 0.041 0.012 0.012 0.041 0.041 0.041 0.041 0.025 0.025 0.021 0.021
S. aureus WT – 180895 0.041 0.082 0.006 0.012 0.041 0.041 0.041 0.082 0.012 0.012 0.021 0.021
S. aureus MRSA – 182851a 0.041 0.082 0.006 0.012 0.041 0.041 0.041 0.082 0.025 0.050 0.010 0.021

Yeast
C. albicans – 180228 0.082 0.163 0.002 >0.003 0.003 >0.010 0.041 0.082 0.012 0.025 0.005 >0.010
C. albicans – 181721 0.082 0.163 0.002 >0.003 0.003 >0.010 0.041 0.082 0.012 0.025 0.005 >0.010
C. albicans – 191026 0.082 0.163 0.002 >0.003 0.003 >0.010 0.041 0.082 0.012 0.025 0.005 >0.010

aMultidrug-resistant strains.
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tested, Na[5] MIC values were two times lower than the MIC
values of Na[6]. In contrast, Na[5] MIC values were between
two and four times higher than those of Na[6] in Gram-positive
bacteria. Therefore, [5]− had a better antimicrobial effect
against Gram-negative and Candida albicans whereas [6]− had
a better effect on Gram-positive bacteria. The fact that the
difference in the E1/2 of the couple M3+/M2+ between the
related couples Na[1]/Na[2] and Na[5]/Na[6] (−1.81/−0.73 V
and −1.55/−0.79 V), respectively, does not produce a signifi-
cant effect on the antimicrobial activity may suggests that the
membrane translocation process does not involve any redox
reactions.

In order to discern if the translocation process of the metal-
labis(dicarbollide) small molecules is related to their confor-
mation, cisoid for the ortho- and transoid for the meta-, the
transoid conformation of the ortho-metallabis(dicarbollides)
was forced with the introduction of an iodine atom in each
B(8) vertex of each complex’s ligand. The transoid rotamer is
fixed in both di-iodinated [3]− and [4]− small molecules
because of two factors: (i) the repulsion of the three lone pairs
of electrons of the iodine atom of the B(8)–I bond in each
ligand of the complexes and (ii) the formation of two Cc–H⋯I–
B(8) intramolecular bonds between the Cc–H vertex from one
ligand and the I–B(8) vertex from the other one. The crystal
structures of Cs[3] and [4]− (codes refcodes DEXPIF42 and
GANQIY27a), which present two-fold symmetry anions with the
two iodine atoms in the trans position, support the most
stable rotamer, i.e. transoid, in both di-iodinated metallabis
(dicarbollides). Additionally, it was also proved that the [3]−

small anionic molecule combines the properties of purely
organic surfactants and purely inorganic sheet systems, such
as clays self-assembling in layers that form lyotropic lamellar

phases in a concentrated regime, but that are able to bend into
vesicles in a dilute regime.55

Analyzing the influence of the presence of the iodine atoms.
Interestingly, the complexes containing two iodine groups, Na
[3] and Na[4], had an improved effect against Gram-negative
bacteria with respect to the corresponding parent, Na[1] and
Na[2], specially the Na[3]. In Gram-negative bacteria, Na[3]
MIC values were reduced thirteen times in comparison with
Na[1]. This improved effect was also observed in Candida sp.
(MIC values 52 times lower) and Gram-positive bacteria (from
three to six times lower). Na[4] was also more effective,
especially in Gram-negative and Candida species, but the
increased antimicrobial effect was less clear.

In summary, the most important sodium salt of the anionic
icosahedral metallabis(dicarbollide) complexes was the di-iodi-
nated Na[3] because this compound showed an increased anti-
microbial effect against all the strains tested in comparison
with the parent Na[1]. Other compounds with similar anti-
microbial power were Na[6] for Gram-positive bacteria, and Na
[5] for Candida sp. Moreover, we could observe that Gram-nega-
tive bacteria and Candida albicans have often a similar pattern
of response against the different variations of the compounds,
which is different from that of Gram-positive bacteria. Probably
this is due to the difference in structure and composition of
their cell walls. We hypothesize that the outer membrane of
Gram-negative bacteria constitutes an impermeable barrier for
the majority of these compounds, and that variants such as Na
[3] and Na[5], both transoid conformers, represent structures
with particular physical–chemical properties that make these
compounds more permeable for crossing this barrier.

To shed light upon this hypothesis, we performed two
experiments schematically displayed at the left of Scheme 2.

Scheme 2 Graphical representation of the transport of small anionic metallabis(dicarbollide) molecules through microbiological membranes
(Candida sp., Gram-positive, Gram-negative, Gram-negative with LOS (Re mutant) and Gram-negative plus EDTA).
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First, we studied the antimicrobial effect of Na[1] on a
Gram-negative bacterial model with a mutated lipopolysac-
charide (LPS), in particular the Salmonella enterica serotype
minnesota Re 595 (Re mutant). LPS is the major component of
the outer leaflet of the outer membrane of Gram-negative bac-
teria, which constitutes an essential structure for cell viability
and prevents charged macromolecules and hydrophobic mole-
cules entering the cell.56 LPS are amphiphilic molecules con-
sisting of a glycolipid portion named lipid A, which is
embedded in the lipid bilayer of the outer membrane, and a
saccharide portion covalently linked to the lipid A that is exter-
nal. In turn, the saccharide portion consists of two main parts:
(i) the core oligosaccharide, which is linked to the lipid A and
is formed by sugars that are conserved between species, the
first residue being the acidic sugar termed Kdo (3-deoxy-α-D-
manno-oct-2-ulopyranosonic acid); and (ii) the more external
polysaccharide chain named the O-chain, whose composition
is variable within species. Mutants lacking the O-chain have a
rough colony aspect in comparison with wild type strains that
are smooth. Re mutants lack not only the O-antigen but also
part of the core polysaccharide. They are formed by the lipid A
and the Kdo, representing the deep-rough chemotype.
Moreover, adjacent anionic LPS molecules are linked to diva-
lent cations, mainly Mg2+ and Ca2+, forming a compact surface
and making the outer membrane more rigid than normal lipid
bilayers.57 We confirmed that these structures are essential for
antimicrobial resistance in Gram-negative bacteria since the
Na[1] MIC values of the Re 595 mutant decreased to 0.041 µM,
and the MBC to 0.082 µM, thus having a sensibility identical
to the tested Gram-positive bacteria, while the MIC was
0.65 µM for all the Gram-negative bacteria (Fig. 10).

Second, we performed an experiment combining Na[1] with
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). EDTA is a chelating
agent that forms a complex with divalent calcium and mag-
nesium cations present in the outer membrane of Gram-nega-
tive bacteria, destabilizing it and thus permeabilizing it.57 A
checkerboard dilution method (see Experimental section) was

carried out to unambiguously identify whether there is a
synergy or additive effect between Na[1] and EDTA or not. For
this analysis, Escherichia coli BLEE strain 192348, Salmonella
minnesota strain Re 595 (Re mutant) and Staphylococcus aureus
MRSA strain 18285 were used as models of a Gram-negative
bacterium with intact LPS, a Gram-negative bacterium with
mutated LPS, and a Gram-positive bacterium (all lacking an
outer membrane), respectively. The MIC of EDTA for these
strains was 7 µM, 0.22 µM, and 0.22 µM, respectively.

Fractional inhibitory concentration index (FICI) values
(Table 5) and isobolograms (Fig. 11) clearly showed that there
is a synergistic or additive effect between Na[1] and EDTA for
the Gram-negative E. coli BLEE strain 192348 since, when
these two compounds are used in combination, both MIC
values are decreased. In contrast, no effect was observed for
the Gram-positive Staphylococcus aureus MRSA strain 18285,
and the same occurred for the LPS-mutated Salmonella minne-
sota strain Re 595 (Re mutant). These results strongly suggest
that the LPS of the Gram-negative outer membrane plays a
crucial role in the natural resistance of Gram-negative bacteria
towards Na[1] and other related compounds.

We have demonstrated that the outer membrane of Gram-
negative bacteria constitutes an impermeable barrier for the
majority of these compounds, and that variants such as the
derivatives [3]− and [5]−, both transoid conformers, in contrast
to [1]−, which is cisoid, represent structures with particular
physical–chemical properties that make the compounds more
permeable for crossing this barrier. While the data are still too
sparse for any specific structure–activity relationship evalu-
ation, we believe this study can serve as an important roadmap
for additional studies to gain a more in-depth understanding
of the mechanism of action of these metallabis(dicarbollides).

The Na[1] cytotoxicity was tested on U87 and T98G glioblas-
toma cells, A375 melanoma cells and non-tumoral V79 fibro-
blasts,16 and the cytotoxicity of Na[3] was tested against U87

Fig. 10 Na[1] minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
bactericidal concentration (MBC) towards Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhimurium str. LT2, Salmonella minnesota strain Re
595 (Re mutant) and Staphylococcus aureus MRSA strain 182851. The Re
mutant, that contains only the lipid A and 2-keto-3-deoxyoctonate
moiety of the lipopolysaccharide, shows a reduced MIC and MBC in
comparison with Salmonella LT2 and other Gram-negatives tested and
resemble Staphylococcus aureus MRSA strain 18285 and the other
Gram-positives tested.

Table 5 FICI values of Na[1] and EDTA combination against Esherichia
coli BLEE strain 192348, Salmonella minnesota strain Re 595 (Re mutant)
and Staphylococcus aureus MRSA strain 18285

Strain
MIC Na
[1] (µM)

MIC
EDTA
(µM) FICI Interpretation

E. coli BLEE strain
192348

0.653 0.000 — —
0.327 0.109 0.516 Additivity
0.163 0.219 0.281 Synergy
0.041 0.438 0.125 Synergy
0.041 0.876 0.188 Synergy
0.041 1.752 0.313 Synergy
0.041 3.504 0.563 Additivity
0.000 7.008 — —

Salmonella strain Re 595
and S. aureus MRSA
strain 18285

0.041 0.000 — —
0.041 0.007 1.031 Indifference
0.041 0.014 1.063 Indifference
0.041 0.027 1.125 Indifference
0.041 0.055 1.25 Indifference
0.041 0.109 1.5 Indifference
0.000 0.219 — —
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and T98G glioblastoma cells.44 The IC50 (compound concen-
tration causing 50% inhibition of cell growth) is a parameter
used to evaluate the cytotoxicity of a given compound. The
IC50 values at 24 h of incubation time with Na[1] and/or Na[3]
ranged from 59 µM to 195 µM, displaying no relevant cytotoxic
activity, whereas the MIC values for the microorganisms tested
here ranged from 0.002 µM to 0.653 µM. The ratio IC50/MIC
has been used to calculate the selectivity index (SI) for anti-
microbial compounds,58 and it is considered that an SI ≥ 10 is
acceptable for a selective bioactive sample.59 The ideal drug
should be biologically active at a very low concentration and
toxic only at a very high concentration. Taking as a reference
the lowest IC50 and the highest MIC for each compound (the
worst situation), the SI for both compounds is very high: Na[1]
= 165 (IC50 for V79 cells: 102 µM/MIC for Gram-negative:
0.653 µM), and Na[3] = 1180 (IC50 for T98G cells: 59 µM/MIC
for Gram-negative: 0.05 µM). The high value of the selectivity
indices for Na[1] and Na[3] indicate that these compounds
may be useful in managing bacterial and fungal infections.

The fact that these small anionic molecules can cross the
mammalian membrane and have antimicrobial properties but
low toxicity for mammalian cells represents a promising tool
to treat infectious intracellular bacteria. Future experiments
determining the effectivity of these compounds during in vitro
infection will shed light on this question.

Conclusions

We have reported here the synthesis of several sodium salts of
the small anionic metallabis(dicarbollide) molecules
([M(C2B9H11−nXn)2]

−, M = Co3+, Fe3+, n = 1, X = H or I): Na[4],
Na[5] and Na[6] and their full characterization by FTIR, 1H, 1H
{11B}, 11B, 11B{1H} NMR, UV-vis, and MALDI-TOF-MS spec-
troscopy. The solubility and lipophilicity of the sodium salts of
the parent anionic small metallabis(dicarbollide) molecules
([1]−, [2]−, [3]−, [4]−, [5]− and [6]−), which are very important

for understanding their biological behavior, are reported. The
meta-isomers (Na[5] and Na[6]) display the highest aqueous
solubility while the 8,8′-I2-o-metallabis(dicarbollide) isomers
(Na[3] and Na[4]) display the lowest. Aggregate formation of
the four ortho metallabis(dicarbollides) (Na[1], Na[2], Na[3]
and Na[4]) in aqueous solution was studied using DLS, TEM
and CryoTEM while no aggregates were observed by DLS and
1H{11B}-NMR for the meta-isomers of the metallabis(dicarbol-
lides). The redox behavior of the sodium salt of the six com-
plexes, corresponding to the redox couples M3+/2+, has been
studied by mean of CV, observing reversible processes in all
cases. In general, ortho- and meta-Co3+ small molecules are
more reducing than the corresponding Fe3+ ones, but their
iodine derivatives are less reducing in both cases. The ortho-
isomer, [1]−, is more reducing than the meta-isomer[5]−;
however the opposite effect is observed in the case of the Fe3+

complexes.
The X-ray structures of the protonated salt of the [5]−,

[(H3O)(H2O)5][2,2′-Co(1,7-C2B9H11)2], and the cesium salt of
the [3]−, [Cs(MeCN)][8,8′-I2-Fe(1,2 C2B9H10)2], are reported.
Both crystal structures display transoid conformation of the
[M(C2B9H11)2]

− cluster. The supramolecular structure of the
protonated salt of [5]− presents 2D layers leading to a lamellar
arrangement of the small anion molecules, while the cationic
part is formed of polymeric water rings made of six- and four-
membered rings of water molecules connected via OH⋯H
hydrogen bonds. The water layers with weak B–H⋯O contacts
help to connect the cationic and anionic layers.

We have demonstrated an antimicrobial effect of these
small metallabis(dicarbollide) anionic molecules against
Candida species, and against Gram-positive and Gram-negative
bacteria, including multiresistant strains. The selectivity index
for antimicrobial activity of the compounds Na[1] and Na[3] is
very high (165 and 1180, respectively) indicating these com-
pounds may be useful in managing bacterial and fungal infec-
tions. This article reveals that small anionic metallabis(dicar-
bollide) molecules with activities down to the nanomolar

Fig. 11 Isobologram analyses. MIC concentrations of Na[1] are plotted on the x-axis and MIC values of EDTA on the y-axis. (A) Isobologram for
Escherichia coli BLEE strain 192348 and (B) Salmonella minnesota strain Re 595 (Re mutant) and Staphylococcus aureus MRSA strain 18285. Crosses
indicate the MIC values obtained in the checkerboard dilution method. In red, the “indifference line” where crosses below indicate a synergistic or
additive effect, whereas crosses above indicate no interaction or indifference.
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range against methicillin resistant S. aureus (MRSA) and a
high selectivity index are promising antimicrobial agents to
tackle antibiotic-resistant bacteria. It remains to be deter-
mined whether the compounds’ concentrations needed to
cause an antimicrobial effect in vitro would be applicable, and
effective, in vivo. Moreover, we have demonstrated that the
outer membrane of Gram-negative bacteria constitutes an
impermeable barrier for the majority of these compounds.
Nonetheless, changes in the structure of the parent molecule
Na[1], such as the meta-isomers or the addition of two iodine
groups, had an improved effect against Gram-negative bacteria,
possibly due to changes in their physicochemical properties in
aqueous media that make the meta-isomers and the di-iodi-
nated ortho-small molecules more permeable for crossing this
barrier. To emphasize, the most active metallabis(dicarbollide)
small molecules are both transoid conformers, in contrast to
[1]−, which is cisoid. Since there is an urgent need for anti-
biotic discovery and development, this study represents a rele-
vant advance in the field.

Experimental section
Materials

The NaCl was purchased from Sigma–Aldrich, whereas the cat-
ionic exchanging resin used (Amberlite IR120, H form) was
purchased from Acros Organics and the hydrochloric acid
(37%) was purchased from Carlo Erba Reagents. Solvents used
were from Carlo Erba SDS and purified by distillation from
sodium and benzophenone under a nitrogen atmosphere
before use. Na[3,3′-Co(1,2-C2B9H11)2]·2.5H2O abbreviated as Na
[1],18 Na[3,3′-Co(8-I-1,2-C2B9H10)2]·2.5H2O abbreviated as Na
[3],18 and Na[2]·2.5H2O abbreviated as Na[2]37 were synthesized
as reported in the literature. [NMe4][2,2′-Co(1,7-C2B9H11)2]
abbreviated as [NMe4][5]

35 and [NMe4][2,2′-Fe(1,7-C2B9H11)2]
abbreviated as [NMe4][6] were synthesised according to the lit-
erature with some modifications.60

Instrumentation and measurements

FTIR spectra were run using a Shimadzu FTIR-8300 spectro-
photometer. The 1H, 1H{11B} NMR (400.13 MHz) and 11B and
11B{1H} NMR (128.37 MHz) spectra were recorded on a Bruker
ARX 400 instrument equipped with the appropriate decoupling
accessories. All NMR spectra were performed in the indicated
deuterated water at 22 °C. The 11B and 11B{1H} NMR chemical
shift values were referenced to external BF3·OEt2, while the 1H,
1H{11B} NMR chemical shift values were referenced to SiMe4.
Chemical shifts are reported in units of parts per million
downfield from the reference. The mass spectra were recorded
in the negative ion mode using a Bruker Biflex MALDI-TOF-MS
[N2 laser; λexc 337 nm (0.5 ns pulses); voltage ion source 20.00
kV (Uis1) and 17.50 kV (Uis2)].

Cyclic voltammogram responses were recorded at a glassy
carbon electrode in MeCN of 0.1 M [NnBu4][PF6] as the sup-
porting electrolyte, with a metallabis(dicarbollide) concen-
tration of 5 mM at a scan rate of 50 mV s−1 on a Autolab

PGSTAT204 potentiostat, controlled by Nova 2.1.4 software by
Metrohm Autolab. The electrochemical cell contained Ag/AgCl/
[NBu4]Cl as the reference electrode, a glassy carbon as the
working electrode and Pt wire as the counter one. All experi-
ments were performed at room temperature. The solutions
were deaerated with analytical grade nitrogen at the start of
each experiment to prevent oxygen interference. All the poten-
tial values were referred to the Fc

+/Fc couple (E1/2 (Fc
+/Fc) = 0.64

V vs. the standard hydrogen electrode (SHE)). UV-vis spectra
were recorded on a Jasco V-780 spectrophotometer, using 1 cm
cuvettes with 0.08 mM of metallabis(dicarbollides) in water.
The hydrodynamic diameter of the samples dispersed in water
were studied by dynamic light scattering (DLS) in a Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments Ltd) equipped with a He–Ne
633 nm laser using 1 mL of the sample’s dispersion in a dispo-
sable glass cuvette. For each compound a couple of samples
were run, and the measurements were done in triplicate at
ambient temperature with multiple sub-runs. The aqueous
sample solutions were previously filtered using a syringe filter
(PTFE, 0.2 μm pore diameter). Thermogravimetric analyses/
differential scanning calorimetry (TGA/DSC) were performed
on a Netzsch STA 449 thermal analyzer at a heating rate of
10 °C min−1 under an Ar atmosphere.

Synthesis and characterization of Cs[3,3′-Fe(8-I-1,2-C2B9H10)2],
Cs[4]

Cs[4] was synthesized from Cs[2]. 50 mg (0.11 mmol) of Cs[2]
was mixed with 49.2 mg (0.22 mmol) of N-iodosuccinimide
and dissolved in 20 mL of ethanol. Subsequently, 0.2 mL
(2.27 mmol) of CF3SO4H was added drop by drop, then the
reaction flask was closed, and lead react at room temperature
for 3 hours. Once the reaction was finished, the solvent was
removed under reduced pressure and the product was
extracted in THF and a saturated solution of NaCl in 0.1 M
HCl solution three times; the organic layer was then dried.
Finally, the residue was redissolved in water and a saturated
solution of CsCl was added, promoting the precipitation of
146 mg (94% yield) of a dark green product Cs[4].
MALDI-TOF-MS: Theor. 572.45 m/z. Found 573.17 m/z. 1H{11B}
NMR (400 MHz, CD3COCD3) δ: 123.10, 58.72 (s, B–H), 43.68
(4H, s, Ccluster–H), 6.82, 1.32, −0.96 and −20.77 (s, B–H). 11B
NMR (128.37 MHz, CD3COCD3) δ: 121.8 (2B, B(6,6′), B–H), 26.3
(4B, B(5,5′,11,11′), B–H), 8.3 (4B, (B9,9′,12,12′), B–H), −46.8
(2B, B(10,10′), B–H), −334.9 (4B, B(4,4′,7,7′), B–H) and −568.3
(2B, B(8,8′), B–I).

Synthesis and characterization of Na[3,3′-Fe(8-I-1,2-
C2B9H10)2]·2.5H2O, Na[4]

Na[4] was obtained by means of the cationic exchange resin
from Cs[3,3′-Fe(8-I-1,2-C2B9H10)2]. Approximately 2/3 of the
volume of the column (30 cm) was filled with the strongly
acidic cationic exchange resin (Amberlite IR120, H form).
Before starting, the cationic resin was maintained for 24 h in
HCl 3 M to hydrate it. Then, 150 mL of a solution of HCl 3 M
was slowly passed through the column to load it with H+. To
remove the excess of HCl, distilled water was flowed quickly
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down the column until a neutral pH was reached. When the
desired cation was sodium, a solution of NaCl 3 M was passed
through the column slowly to exchange H+ by Na+ until a
neutral pH was reached. Distilled water was used to rinse the
excess of NaCl through the column. To know if NaCl had been
removed, 3 drops of a solution of AgNO3 100 mM were added
to a small fraction of the solution coming out of the column
until a clear solution was observed. Then, 30 mL of aceto-
nitrile/water (50 : 50) mixture was flowed through the column
to set the column’s liquid composition. Approximately 200 mg
of Cs[4] was dissolved in a minimum volume of acetonitrile/
water (50 : 50) and flowed repeatedly (4 times) through the cat-
ionic resin. Before collecting the solution containing the ferra-
bis(dicarbollide), 50 mL of fresh acetonitrile/water (50 : 50) was
added to the column. 50 mL were collected in a flask, the
solvent was evaporated and the compound was dried under
vacuum. FTIR ν(cm−1) = 3586, 3492 (O–Na), 3031, 3017
(Ccluster–H), 2578, 2552, 2528 (B–H), 1688, 1611 (H2O).

1H{11B}
NMR (400 MHz, CD3COCD3) δ: 117.79, 56.31 (s, B–H), 42.16
(4H, s, Cc–H), 1.05, −0.77, −6.07 and −20.20 (s, B–H). 11B NMR
(128.37 MHz, CD3COCD3) δ: 114.7 (2B, B(6,6′), B–H), 23.8 (4B,
B(5,5′,11,11′), B–H), 6.1 (4B, (B9,9′,12,12′), B–H), −47.1 (2B,
B(10,10′), B–H), −322.34 (4B, B(4,4′,7,7′), B–H) and −548.91
(2B, B(8,8′), B–I).61 MALDI-TOF-MS: Theor. 572.45 m/z. Found
573.14 (M, 100%) m/z, where M is the molecular weight of the
anion [4]−. Solubility of Na[4] = 374 mM. Anal. Calcd for
C4H20B18NaFeI4·2.5H2O: C: 7.49, H: 3.98. Found: C: 7.55, H:
3.93. TGA/DSC: two exothermic weight losses of 1.62 and
2.38% until 160 °C, and 18.82 at 570 °C; the residual mass is
77.98% at 800 °C.

Synthesis and characterization of Na[2,2′-Co(1,7-
C2B9H11)2]·2.5H2O, Na[5]

Na[5] was obtained by the cation exchange procedure using
[NMe4][5] as the starting material.35b The yellowish ion
exchange resin was maintained for 24 h in HCl solution (3 M),
and then used to fill approximately 2/3 of a column. A solution
of HCl (3 M) was passed through this column until a transpar-
ent solution was obtained. The excess of HCL was removed by
rinsing the resin using distilled water until a neutral pH was
reached. A solution of NaCl (3 M) was passed slowly through
the column to change the H+ to Na+. Distilled water was used
in order to remove the excess of NaCl. Subsequently, an aceto-
nitrile/water (50/50) mixture was flowed through the column,
and the minimum amount of the same solution was used to
dissolve the Cs[5]. This orange solution was passed several
times through the column, and then collected, evaporated and
dried in vacuum. FTIR ν(cm−1) = 3595, 3374(O–Na), 3039 (Cc–

H), 2539 (B–H), 1610 (H2O).
1H{11B} NMR (400 MHz, D2O) δ:

3.55 (s, B–H), 2.97 (4H, s, Cc–H), 2.88, 1.64 (s, B–H). 1H NMR
(400 MHz, D2O) δ = 2.96 (4H, s, Ccluster–H). 1H{11B} NMR
(400 MHz, CD3COCD3) δ: 3.54, 3.02 (s, B–H). 2.97 (4H, s,
Ccluster–H), 1.85, 1.72 (s, B–H). 1H NMR (400 MHz, CD3COCD3)
δ: 2.97 (4H, s, Ccluster–H). 11B NMR (128.37 MHz, CD3COCD3)
δ: 1.2 (2B, d, 1J (B,H) 141, B–H), −2.3 (4B, d, 1J (B,H) 152, B–H),
−9.2 (2B, d, 1J (B–H) 160, B–H), −12.1 (6B, d, 1J (B,H) 150, B–H),

−17.7 (4B, d, 1J (B–H) 159, B–H). 11B NMR (128.37 MHz,
CD3COCD3) δ: 1.2 (2B, d, 1J (B,H) 141, B–H), −2.3 (4B, d, 1J (B,
H) 152, B–H), −9.2 (2B, d, 1J (B–H) 160, B–H), −12.1 (6B, d,
1J (B,H) 150, B–H), −17.7 (4B, d, 1J (B–H) 159, B–H).
MALDI-TOF-MS: Theor. 323.75 m/z. Found 324.38 (M, 100%)
m/z, where M is the molecular weight of the anion [5]−.
Solubility of Na[5] = 1726 mM.

Synthesis and characterization of Na[2,2′-Fe(1,7-C2B9H11)2], Na
[6]

The same procedure and amounts as those for Na[5] were
used, but starting from [NMe4][6] to obtain the Na[6]. 1H{11B}
NMR (400 MHz, CD3COCD3) δ: 66.80 (s, B–H), 53.76 (4H, s,
Ccluster–H), 6.74, 3.86, 1.19, 0.80, and −0.11 (s, B–H). 11B NMR
(128.37 MHz, CD3COCD3) δ: 33.77 (2B, B–H), 26.61(2B, B–H),
10.15 (2B, B–H), −4.49 (2B, B–H), −21.44 (2B, B–H), −35.32
(2B, B–H), −328.78(4B, B(6,6′,11,11′), B–H) and −408.45 (2B,
B(9,9′), B–H). MALDI-TOF-MS: Theor. 320.66 m/z. Found
321.38 m/z. Solubility of Na[6] = 1400 mM.

Single X-ray diffraction studies

X-ray structure determinations of H[5], [(H3O)(H2O)5][2,2′-Co
(1,7-C2B9H11)2]. A pale orange-yellow block-like specimen of
C4H35B18CoO6, approximate dimensions 0.150 mm ×
0.200 mm × 0.200 mm, was used for the X-ray crystallographic
analysis. The X-ray intensity data were measured on a Bruker
D8 QUEST ECO system equipped with a doubly curved silicon
crystal Bruker Triumph monochromator and a MoKα sealed
X-ray tube (λ = 0.71073 Å). A total of 1749 frames were col-
lected. The total exposure time was 1.79 hours. The frames
were integrated with the Bruker SAINT software package using
a narrow-frame algorithm. The integration of the data using a
monoclinic unit cell yielded a total of 26 669 reflections to a
maximum θ angle of 27.50° (0.77 Å resolution), of which 1284
were independent (average redundancy 20.770, completeness =
99.8%, Rint = 4.52%, Rsig = 1.45%), and 1228 (95.64%) were
greater than 2σ(F2). The final cell constants of a = 8.0526(3) Å,
b = 11.2324(5) Å, c = 12.1312(6) Å, β = 103.702(2)°, volume =
1066.04(8) Å3, are based upon the refinement of the XYZ-cen-
troids of 88 reflections above 20σ(I) with 6.537° < 2θ < 45.04°.
Data were corrected for absorption effects using the multi-scan
method (SADABS). The ratio of minimum to maximum appar-
ent transmission was 0.938. The calculated minimum and
maximum transmission coefficients (based on crystal size) are
0.8530 and 0.8860.

The structure was solved and refined using the Bruker
SHELXTL software package,62 using the space group C12/m1,
with Z = 2 for the formula unit, C4H35B18CoO6. The final aniso-
tropic full-matrix least-squares refinement on F2 with 80 vari-
ables converged at R1 = 2.73% for the observed data, and wR2
= 7.52% for all data. The goodness-of-fit was 1.202. The largest
peak in the final difference electron density synthesis was
0.354 e− Å−3 and the largest hole was −0.291 e− Å−3 with an
RMS deviation of 0.059 e− Å−3. On the basis of the final model,
the calculated density was 1.345 g cm−3 and F(000), 446 e−.
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X-ray structure determinations of Cs[4], [Cs(MeCN)][4]

The measured crystals were prepared under inert conditions
immersed in perfluoropolyether as a protecting oil for the
manipulation. Suitable crystals were mounted on MiTeGen
MicroMounts and used for data collection. Crystallographic
data for Cs[4] were collected at 100 K with a XALOC beamline
at the ALBA Synchrotron (λ = 0.82652 Å). Crystallographic data
for compound Cs[4] were collected with a Bruker D8 Venture
diffractometer. Data were processed with the APEX3
program,63 and corrected for absorption using SADABS.64 The
structure was solved by direct methods and subsequently
refined by correction of F2 against all reflections62 and Olex2
as the graphical interface.65 All non-hydrogen atoms were
refined with anisotropic thermal parameters by full-matrix
least-squares calculations on F2. All hydrogen atoms were
located in difference Fourier maps and included as fixed con-
tributions riding on attached atoms with isotropic thermal dis-
placement parameters 1.2 or 1.5 (-methyl) times those of the
respective atom.

A summary of the crystal data is reported in the ESI
(Table S1†). CCDC 2149703 for [(H3O)(H2O)5][2,2′-Co(1,7-
C2B9H11)2], H[5]) and 2149633 (for [Cs(MeCN)][4] present the
crystallographic data of these new crystal structures.†

Partition coefficient (P) measurement. Different amounts of
Na[2], Na[4], Na[5], and Na[6] were added to a 10 ml vial con-
taining 3 ml of n-octanol. Once the amount of metallacarbor-
ane was dissolved, 3 ml of deionized water was added. The
different vials were horizontally and vigorously shaken at room
temperature for 2 h to ensure the compound’s transfer
between the two phases and then the vials were left for 1 h
before centrifuging for 10 minutes at 6000 rpm. Finally, the
organic and the aqueous phases were transferred to a UV cell
and the UV absorption was measured in a Jasco UV-Vis
spectrophotometer (n = 3 per each metallabis(dicarbollide), at
a maximum absorbance of 278 and 272 nm for Na[2], in
n-octanol and water, respectively; at a maximum absorbance of
283 nm for Na[5], in water; at a maximum absorbance of 280.5
and 278.5 nm for Na[6], in n-octanol and water, respectively;
and 288.5 and 285 nm for Na[4], again in n-octanol and water,
respectively (see ESI†). The interpolation of the obtained
values in the previously prepared quantification curves allowed
knowing the concentration of the corresponding metallabis
(dicarbollide) in each phase. Due to the partial solubility of
n-octanol in water, 0.032 g per 100 g at 25 °C, and of water in
n-octanol, 3.8 g per 100 g, the calibration curves were prepared
with water-saturated n-octanol and n-octanol-saturated water,
in order to avoid any possible medium interference.

Microorganisms and growth media

Clinical bacterial (N = 9) and yeast (N = 3) isolates previously
tested for susceptibility to other metallacarborane compounds
were used here.54 As Gram-negative bacteria, three strains of
Escherichia coli and two of Pseudomonas aeruginosa were tested,
including strains that are susceptible to commonly used anti-
microbials (E. coli 190940 and P. aeruginosa 190089) or are

multidrug resistant (E. coli BLEE 192348, E. coli LF82 and
P. aeruginosa IMI 187182). As Gram-positive bacteria, we tested
two Enterococcus faecalis strains (E. faecalis 190093 and
E. faecalis 194844), and two of Staphylococcus aureus (S. aureus
MRSA 182851, which is multidrug-resistant, and S. aureus
180895). Yeast strains belonged to the species Candida albicans
(C. albicans 180228, C. albicans 181721 and C. albicans
191026). Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium str. LT2 and Salmonella minnesota strain Re 595
(Re mutant) ATCC® 49284 ™, were used as controls to test the
effect of the outer membrane lipopolysaccharide on bacterial
susceptibility to the compounds.

Luria–Bertani (LB) broth was used for growing the E. coli
and Salmonella species, brain heart infusion (BHI) for
P. aeruginosa, E. faecalis, and S. aureus, and brain heart agar
(BHA) for C. albicans.

Determination of minimum inhibitory concentrations (MIC)
and minimum bactericidal concentrations (MBC)

The MIC was determined by broth microdilution following
standardized guidelines,66 and the MBC by counting viable
cells at MIC, MIC × 2 and MIC × 4 concentrations following
the CLSI standard protocols.67

Bacteria were grown in LB (E. coli) or BHI (P. aeruginosa, E.
faecalis, and S. aureus) for 16–18 h at 37 °C without shaking.
The optical density (OD) of overnight bacterial cultures was
measured at 620 nm, and bacterial suspensions were prepared
at a final concentration of 1 × 106 CFU mL−1 in cation-adjusted
Mueller–Hinton (MH) broth using this relation: OD620 nm of
0.1 ≈ 1.6 × 108 CFU mL−1. Candida inoculums were prepared
by resuspending five individual colonies in at least 3 mL of
sterile water. The optical density was measured at 530 nm, and
suspensions were prepared in sterile water at a final concen-
tration of (1–5) × 105 CFU mL−1.

The compound stock solutions were prepared at 1024 mg
L−1 with sterile Milli-Q water and maintained at −20 or 4 °C
for a maximum of 1 month. For the bacterial tests, serial
dilutions of the compounds were prepared in cation-adjusted
Mueller–Hinton broth in a polystyrene 96-well plate. The con-
centrations tested were 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5,
0.25, 0.125, and 0 mg L−1. Bacteria were inoculated at a final
concentration of 5 × 105 CFU mL−1 in a final volume of 100 μL.
Microplates were incubated for 18 h at 37 °C under aerobic
conditions.

The medium used to test Candida was RPMI with 2%
glucose and L-glutamine, and the concentrations of the metal-
labis(dicarbollide) compounds tested were 128, 64, 32, 16, 8, 4,
2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, and 0 mg L−1. The test was done in a
final volume of 200 μL with (1–5) × 105 CFU mL−1 per well.

Microplates were incubated for 24 h at 37 °C under aerobic
conditions. All tests were done in triplicate.

The MIC was determined as the lowest concentration of the
compound (indicated in μM) needed to inhibit the growth of
the microorganism, which was observed by the absence of
visible growth in the well. The MBC was determined by plating
20 μL of the suspension corresponding to the MIC and the two
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subsequent concentrations tested (MIC × 2 and MIC × 4) onto
LB agar plates that did not contain the compound. The MBC
was determined as the lowest concentration of compound that
reduced the viability of the initial bacterial inoculum at
≥99.9%.

Checkerboard dilution and isobologram

Na[1] was tested in combination with EDTA, an outer mem-
brane permeabilizer, in order to evaluate the impact of the
outer membrane on Na[1] ineffectiveness in Gram-negative
bacteria. To do so, a checkerboard dilution method was
carried out.68 Briefly, Na[1] was serially diluted in MHB along
the abscissa of 96-well plates, while EDTA was diluted along
the ordinate. The initial concentration for both compounds
was the MIC for each bacterium, and it was further two-fold
diluted. Each well was inoculated with a bacterial inoculum of
1 × 106 cfu ml−1, with a final concentration of 5 × 105 cfu ml−1

in a final volume of 200 µl. Plates were incubated aerobically at
37 °C for 18 ± 2 h. All the experiments were realized in
triplicate.

To check the combinatorial effect of the compounds, the
fractional inhibitory concentration index (FICI) was calculated
as follows: FICI = (MIC EDTA in combination/MIC EDTA) +
(MIC Na[1] in combination/MIC Na[1]). The combination is
considered synergistic when FIC ≤ 0.5, additive when 0.5 ≤
FICI ≤ 1, indifferent when 1 ≤ FICI ≤ 4, and antagonistic when
FICI > 4.68

An isobologram represents the results of the checkerboard
assay and the FICI values. The x-axis represents Na[1] and the
y-axis EDTA. The line connecting the MIC value of both com-
pounds is the line of indifference (no interaction).
Below the line of indifference are additive (1 > FICI > 0.5) and
synergistic (FICI ≤ 0.5) interactions. Above the line are indiffer-
ent (1 < FICI < 4) and antagonistic (FICI ≥ 4) interactions.69
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