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Resumo

O vanadio ¢ um metal de transicdo de grande interesse nas dreas da quimica,
bioquimica, bem como das ciéncias da vida e da saide, em consequéncia de se terem
descoberto ac¢des benéficas dos compostos contendo vanddio, com accao anti-diabética
e anti-cancerigena, a realcar de entre outros efeitos farmacoldgicos. A espécie
decamérica do vanddio, também designada decavanadato, tem sido alvo de muitos
estudos no desenvolvimento de farmacos no combate dessas doencgas. Porém, tendo em
conta que o decavanadato € uma espécie bastante estavel a pH acido e estruturalmente
compacta, tem gerado alguma controvérsia sobre 0 modo como este actua ou interage
com as membranas bioldgicas. Por conseguinte, a elucidacdo da interac¢do do
oligdmero decamérico de vanadio com modelos de membranas bioldgicas, reveste-se de
importancia acrescida para a compreensdao dos mecanismos subjacentes as ac¢cdes como
anti-diabéticos ou anti-cancerigenos. Os lipossomas sdo o sistema de membrana que
melhor simula os estudos envolvendo membranas bioldgicas. Tendo em atencdo a sua
dimensao, as vesiculas unilamelares grandes (LUV — large unilamelar vesicles), sdo os
mais indicados para efectuar este estudo. Sendo assim, o objectivo deste trabalho
experimental, foi o de verificar se o decavanadato interage com bicamadas lipidicas

unilamelares.

Determinou-se o tempo de desoligomerizacdo do decavanadato em &4gua, de
modo a estabelecer a escala temporal possivel para os estudos de interac¢do. Verificou-
se que o decavanadato € mais estivel quanto mais baixo for o pH e a temperatura, e
quanto maior for a concentracdo de vanddio em solugdo. A partir dos resultados obtidos
€ possivel verificar que a 25°C, o decavanadato (1mM) a pH 5.84, o valor médio para o
tempo de meia-vida é de 22h45+1h45, enquanto a pH 7.53 o tempo de meia-vida médio

é somente de 7h30+1h30.

Para se poder verificar se o decavanadato interage com bicamadas lipidicas, é
necessario utilizar uma sonda de fluorescéncia que o decavanadato consiga quenchar,
neste caso serd o 7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazole-4-yl (NBD). Verificou-se entdo que a
constante de guenching do NBD pelo decavanadato em dgua é 1,677x10"> M's™'. Em
seguida inseriu-se a sonda lipidica em LUV e observou-se que, também neste caso, o

decavanadato € capaz de quenchar a sonda NBD, sendo a constante de quenching



7,20x10" M7's”'. Desta forma, a ocorréncia de quenching comprova que O

decavanadato interage com bicamadas lipidicas zwiteridnicas.



Abstract

Vanadium is a transition metal of great interest in the areas of chemistry,
biochemistry, as well as in the for health and life sciences, as resulting from benefic
action of vanadium containing compounds displaying anti-diabetic and anti-cancer
actions, standing out from other pharmacological effects. The decameric specie of
vanadium, termed decavanadate, has been the target of many studies in the development
of drugs to fight these sicknesses. However, considering that decavanadate is a very
stable specie in acid pH and structurally compact, there has been some controversy
about the way it acts or interacts with biological membranes. Therefore, the
comprehension of the interaction between the decameric oligomers and biological
model membranes is of great importance to the understanding of the mechanisms
underlying to the anti-diabetic and anti-cancer actions. The liposomes are the membrane
systems that best simulate biological membranes. Considering their dimension, large
unilamellar vesicles (LUV), are the best indicated to pursue this study. The main goal of
this experimental work was to verify if decavanadate interacts with unilamellar lipid

bilayers.

It was determined the deoligomerization characteristic time of the decavanadate
in water, so that there could be established a temporal scale to use in the interaction
studies. The result of this study established that the decavanadate is more stable at a low
pH and temperature, and at a high concentration of vanadium in solution. Analyzing the
results, it is fair to say that at 25°C, and decavanadate (ImM) at pH=5.84, the average
value of half-life time is 22h45+1h45, while at pH=7.53 the half-life time is only
7h30+1h30.

To verify if decavanadate interacts with lipid bilayers, it is necessary to use a
fluorescence probe that can be quenched by this vanadium oligomer. The chosen probe
was 7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazole-4-yl (NBD). The value determined for of the

~! The next

quenching constant of the NBD in water solution is 1.677x10'> M's
procedure was the insertion of the probe in LUV, it was also observed that the
decavanadate is capable of quenching the NBD probe, being the quenching constant
found 7.20x10'° M's™'. Therefore, the occurrence of quenching proves that the

decavanadate interacts with zwitterionic lipid bilayers.

Vi



Abreviaturas

Abs — Absorvéncia

GUYV - Giant Unilamelar Vesicles (Vesiculas unilamelares gigantes)

Is, — Intensidade de fluorescéncia

I; — Intensidade de fluorescéncia na presenca de quencher

kq — constante de quenching

LUV — Large Unilamelar Vesicles (Vesiculas unilamelares grandes)
MLV — Multilamelar Vesicles (Vesiculas multilamelares)

NBD - 7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl

NBD-C6 — ver NBD-DHPE

NBD-C16 — ver NBD-DMPE

NBD-DHPE - 1,2-di-hexanoil-sn-3-glicerofosfatidiletanolamina-N-(NBD)
NBD-DMPE - 1,2-dimiristoil-sn-3-glicerofosfatidiletanolamina-N-(NBD)
nm — nanémetro

POPC - 1-palmitoil-2-oleiloil-sn-3-glicerofosfatidilcolina

NMR - Ressonancia Magnética Nuclear

SUV — Small Unilamelar Vesicles (Vesiculas unilamelares pequenas)

t12 — tempo de meia-vida

V0 — Decavanadato ou oligdmero decamérico de vanadato

Vii
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1. Objectivos

O objectivo deste trabalho experimental consistiu em verificar se o decavanadato
era passivel de interagir com bicamadas lipidicas unilamelares. Para isso, foi necessario
estudar primeiro a desoligomerizacdo do decavanadato em 4gua, de modo a estimar o
tempo de meia-vida do composto. Depois foi obrigatério estudar se o metavanadato
e/ou o decavanadato t€m a capacidade de quenchar a sonda de fluorescéncia escolhida,
neste caso o 7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazole-4-yl (NBD). Como este dltimo ponto foi
possivel, procedeu-se em seguida a determinacdo do mecanismo de guenching usado
pelo decavanadato. Por fim, efectuou-se a simulacdo da interaccdo do decavanadato
com membranas bioldgicas através do uso de lipossomas, concretamente através do uso

de vesiculas unilamelares grandes (LUV - Large Unilamelar Vesicle).




2. Introducao

2.1 O Vanadio

O vanadio € um metal de transi¢do que pertence ao 5° grupo e ao 4° periodo da

tabela periddica. A quimica dos compostos de vanddio € bastante complexa, pois este

metal possui vérios estados de oxidacdo, desde do +2 até ao +5, sendo os estados de

oxidagdo +4 e +5 os mais estdveis em solucio aquosa [1-2].

O vanadio foi descoberto por Manuel Del Rio em 1801, e foi designado por

eritréonio (do grego ‘“‘erythros” que significa vermelho). Em 1830, N. G. Sefdtrom

descreveu um novo mineral que tinha encontrado em alguns minérios de ferro e

“baptizou-0” de vanddio, em honra da deusa sueca “Vanadis”, devido as cores variadas

e brilhantes dos seus compostos. Pouco tempo depois descobriu-se que o eritrénio € o

vanadio eram o0 mesmo composto [3].

O vanddio é um elemento quimico que se pode encontrar em baixas

concentracdes (aproximadamente 0,02%) na crosta terrestre, sendo também detectdvel

na biosfera. E um elemento que se pode encontrar, quer em plantas, quer em animais,

em baixas concentragdes. Em mamiferos, o vanddio é
encontrado em todos os tecidos a baixas concentragdes,
sendo as concentracdes mais elevadas encontradas nas
unhas, pele, plasma e figado [2]. O vanadio é ingerido
diariamente em varios alimentos como a pimenta preta, o
cacau em pé e em alguns cogumelos [4]. Estima-se que a
quantidade total de vanadio encontrado no corpo humano
¢ de 100 pg sendo que a ingestdo didria de vanddio € de
10 até 60 ug e que os niveis de vanadio no sangue e na
urina sao respectivamente 1 ¢ 10 nmol/L. O vanadio
possui um tempo de meia-vida de 20 a 40 horas e €
excretado pela urina [5].

O vandadio no estado de oxidagcdo +5 € designado
por vanadato e possui um tempo de meia-vida no meio
intracelular de meia hora, pois este € reduzido pela
glutationa (GSH) em vanadilo (vanddio na estado de

oxidagdo +4), sendo esta a forma mais encontrada no meio

H0 || -0

Figura 1 - Estruturas esquemadticas das
espécies monoméricas (V1), diméricas (V2),
tetraméricas (V4), pentaméricas (V5) e
decaméricas (V10) [7].



intracelular (~98%) [6-7]. O vanadato tem uma grande tendéncia para formar espécies
oligoméricas, sendo essas monoméricas, diméricas, tetraméricas, pentaméricas e
decaméricas. A formagdo de cada uma destas espécies oligoméricas depende de vérios
factores, como o pH, a concentracdo e condicdes especificas. A espécie decamérica,
também designada por decavanadato (Vip), € um complexo formado por 10 d&tomos de
vanadio e 28 atomos de oxigénio ([V10028]6'). O decavanadato € uma espécie bastante
estavel a pH 4cido e estruturalmente compacta. O decavanadato é formado a partir do
metavanadato sendo a sua formagdo dependente do pH e da concentragdo de vandadio,
ou seja, na adi¢do de uma solugdo 4cida, a solug@o incolor torna-se amarela/laranja. A
cor amarelada/alaranjada indica a presenca de espécies decaméricas na solugdo, pois a
solucdo monomérica € incolor. O decavanadato pode estar presente em solucao aquosa a
pH fisioldgico, porém o equilibrio quimico estard mais favorecido para a formagao das
outras espécies oligoméricas. Para se poder observar essas reaccdes quimicas, pode
recorrer-se 2 espectroscopia de °'V-NMR, mas também pode ser utilizada a

espectroscopia de UV/visivel, pois a cor amarela do decavanadato deve-se a absor¢ao

espectral no ultravioleta [7].

! ! Q ! Figura 2 — Fotografia de trés solucdes

de decavanadato (da esquerda para a
direita: pH5.8-6.0) e uma solugdo de
metavanadato incolor [7].
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Em sistemas bioldgicos, foi descoberto que algumas proteinas se associam
preferencialmente com a espécie decamérica do vanadato. Existem vérias possibilidades
do modo como se associam as proteinas com o decavanadato, em particular este
associa-se as proteinas que possuem uma grande densidade de carga superficial positiva,
ou com proteinas que possam estabelecer pontes de hidrogénio ou pontes salinas com o
decavanadato [8].

As investigacOes, em sistemas bioldgicos, t€ém se focado mais na interac¢do do

decavanadato com a interface lipidica negativa. Porém, a alta carga negativa e a grande



polaridade do decavanadato, indica que esta associagc@o serd limitada. Contudo havera
resultados preliminares que poderdo indicar que o decavanadato atravessa a membrana

lipidica [8].

2.2 Lipossomas

Os lipossomas sdo os sistemas de biomembranas mais utilizadas em estudos in
vitro. Os lipossomas, para além de serem Optimos em estudos para simular as
biomembranas, também sdo utilizados para incorporar solutos como enzimas, fairmacos
anti-cancerigenos e anti-microbianos para transporte. Os lipossomas sdo estruturas
vesiculares que se formam espontaneamente apds a dispersdo de fosfolipidos em dgua,
formando varias bicamadas lipidicas concéntricas. Estas estruturas sdo denominadas por
vesiculas multilamelares (MLV — multilamelar vesicles). Porém estas estruturas nio sao
muito vantajosas € como possuem vdrias bicamadas, ndo sdo muito apropriadas para
simular estudos envolvendo biomembranas. Para isso, desenvolveram-se técnicas de
modo a ser possivel formar vesiculas unilamelares de diferentes dimensdes, ou seja,
com uma bicamada lipidica [9-10-11].

As  vesiculas  unilamelares podem  ser /ﬁ&“\\a\ o Caben bt

classificados atendendo as suas dimensdes. Sendo <—— Cauda niio polar

assim, chamam-se vesiculas unilamelares pequenas MLV ;_ g§\\§
. . A e

(SUV- small unilamelar vesicles) aquelas de didmetro =S §°ﬂ
entre 25 e 50 nm, e vesiculas unilamelares grandes %mmﬁ

. . lipidica :
(LUV - large unilamelar vesicles) aquelas com 7 -
didmetros superiores a 50 nm mas inferiores a 500 nm. @®@ _— )

- OO

Também podem ser produzidas vesiculas gigantes
(GUV - giant unilamelar vesicles) do tamanho de  Figura 3 - Representacio esquemitica da
células (até 300 Hm) [9_10_1 1] estrutura de diferentes tipos de vesiculas [9].

A diferenca do tamanho das vesiculas unilamelares depende das técnicas
utilizadas para a sua produgdo. Deste modo, para se produzir SUV aplica-se uma
sonificagdo aos MLV, produzindo vesiculas com dimensdes préximas do limite inferior
tedrico para uma estrutura estdvel. No entanto a sua pequena dimensdo pode constituir
uma desvantagem, pois a drea da superficie externa é aproximadamente o dobro da area

interna. Os LUV sdo produzidos por extrusao rapida (também podem ser formados por



outra técnica) de MLV através de filtros de policarbonato com didmetro de poro
adequado [9-10-11].

Os lipossomas podem ser formados por s6 uma variedade de fosfolipidos ou por
varios fosfolipidos. Neste caso em estudo, os lipossomas irdo ser formados por uma
unica variedade de fosfolipidos, pelo 1-palmitoil-2-oleiloil-sn-3-glicerofosfatidilcolina
(POPC). O POPC ¢ uma espécie zwiteridnica, ou seja, possui duas cargas opostas na

sua estrutura molecular (fosfato: aniénico e trimetilamonio: catidnico).

Phosphate || Choline

Oleoyl - (o) (o)

/
Il +
O\)\/O_P N ~
ff \O_/_ |
\/\/W\/\/\n/ lveer 0 Figura 4 - Estrutura molecular do POPC [12].

Palmitoyl [0}

2.3 A sonda de fluorescéncia 7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazole-4-yl

O fluoréforo 7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazole-4-yl (NBD) foi pela primeira vez
introduzido em 1968. O NBD ¢ uma sonda de fluorescéncia e o seu uso como tal tem
aumentado gradualmente ao longo dos anos devido as suas caracteristicas quimicas
particulares [13]. O NBD apresenta uma fluorescéncia fraca em 4gua, possuindo um
tempo de vida de emissao de 0,933 ns, e possui uma fluorescéncia forte em solventes
organicos, membranas ou meios hidrofébicos, possuindo um tempo de vida de emissao
de aproximadamente 7-10 ns. Outra particularidade do NDB € a sua capacidade de
formar aductos de fluorescéncia estdveis entre os seus grupos cloro e flior e entre os
grupos tiol ou amino, o que significa que o NBD pode ser usado em substratos
biol6gicos [14-15].

Estudos de quenching de fluorescéncia com NDB e modelos de membrana tém
mostrado que o NBD inserido numa membrana constituida por fosfatidilcolina situa-se

preferencialmente na zona das cabecas polares ou na interface [13].

O
/
D2
3

O

Figura 5 — Estrutura molecular do grupo NBD [16].




2.4 Cinética dos processos fotofisicos

Os processos fotofisicos iniciam-se pela absor¢ao da radiacdo. Uma vez que uma
molécula é excitada pela absorcdo de um fotdo, ela pode retornar ao estado fundamental
por emissdo de fluorescéncia ou por outro processo de desactivagdo, como a conversao
interna (retorno directo para o estado fundamental sem emissdao de fluorescéncia),
cruzamento instersistemas (possibilidade de ocorrer fosforescéncia), transferéncia de

carga intramolecular e mudanca conformacional:

Absorg¢ado: S+ h9y; - S* Vabs = labs

Fluorescéncia: §* > S+ hi vp = ke[S7]
Conversdo interna: S*>S ver = ke[S7]
Cruzamento intersistemas: S*>T* Vers = kers[S¥]

S representa a espécie que absorve radiagao, S’ representa um estado excitado singuleto,
T representa um estado excitado tripleto, hv; € a energia do fotdo incidente e hvs € a
energia do fotdo emitido por fluorescéncia. Sendo assim, o rendimento quantico de
fluorescéncia é

_ Ky

kp + ke + kegs

br

Outro parametro importante a considerar na cinética de uma reac¢ao fotofisica é

o tempo de vida de fluorescéncia observado, t,, [17-18]

To

2.4.1 Cinética de Stern-Volmer

A reducido do tempo de vida do estado excitado € chamada de quenching, sendo
a tradu¢do mais adequada para esse termo, extingdo ou supressdo da fluorescéncia. O
quenching pode ser um processo desejado, como numa transferéncia de energia ou de
electrdes, ou um processo indesejado, que diminui o rendimento quantico do processo
fotofisico desejado. O efeito de quenching pode ser estudado acompanhando-se a

emissdo do estado excitado envolvido num processo fotofisico através do formalismo




cinético de Stern-Volmer. Para isso adiciona-se um agente de extin¢do da espécie que se

encontra excitado:
Quenching: S*+Q->S+Q Vo = kolQ][S7]

Q representa o agente de quenching, sendo caracterizado por uma concentragao
constante, pois o agente que ¢ usado como agente de extin¢do ndo reage directamente
com a espécie em estudo. Entdo o rendimento quantico de fluorescéncia na presenca de
agente de extingdo altera-se para a seguinte expressao:

_ kr

- ke + ke + kes + kolQ]

¢

Para se poder construir o grifico de Stern-Volmer € necessério fazer a razio entre o
rendimento quantico de fluorescéncia sem e com quencher, obtendo-se a seguinte

expressao:

% =1+ 1okq[Q]

Tendo em conta que os ensaios terdo como medida a intensidade de fluorescéncia, Iy, a

expressao acima serd transformada para a seguinte expressao:

I

Iy

~ - . I
Esta expressdo assemelha-se a uma equacio de recta y = mx + b, sendo y igual a %, 0
f

declive (m) € representado por Tokg, x € igual a concentracdo de quencher e b € igual a

1. A partir destes dados € construido o gréifico de Stern-Volmer [17-19].

2.4.2 Mecanismo de quenching
A cinética de uma reac¢do envolvendo um agente de quenching, é bastante

complexa, uma vez que existem trés mecansimos de quenching [17-19]:

Desactivagdo por colisdo:S*+Q - S+ Q
Transferéncia de energia: S*+Q —» S + Q*

Transferéncia electronica: S*+Q » ST+ Q- ouS~ + Q"




2.4.2.1 Desactivacio por colisio:

O mecanismo de quenching por colisdo € sobretudo eficaz quando o agente de
extingdo € uma espécie pesada, como € o caso do vanadio, que possui uma massa
molecular de 50,9415 g/mol. O estudo do quenching por colisdo € bastante eficaz para

determinar os residuos de aminodcidos na superficie de uma proteina [17-19].

2.4.2.2 Transferéncia de energia:

O mecanismo de quenching por transferéncia de energia somente é eficaz

quando se observam estes dois parametros estipulados por T. Forster em 1959 [17-19]:

1. O dador e o aceitador de energia estdo separados por uma pequena distancia,
na ordem do nanémetro.
2. Os fotdes emitidos pelo estado excitado do dador podem ser directamente

absorvidos pelo aceitador.

Para que a primeira condi¢dao se verifique € necessario calcular a eficicia da

energia de transferéncia, Er, para um sistema dador-aceitador:

g, = K0
T R$ +RS®

em que R( representa a distancia entre cada par dador-aceitador, sendo por isso

especifico [17-19].

d:ﬁ;‘;_ A segunda condi¢@o depende se o espectro de emissdo
s do dador se sobrepde ligeiramente com o espectro de absor¢ao
Espeactro
::E'“W‘;ﬁ“ do aceitador. Na regido de sobreposi¢io, os fotdes emitidos pelo
. dador conseguem ser absorvidos pelo aceitador [17-19].
%_ No caso do vanadio, nomeadamente o do decavanadato,
|
| esta hipotese estd excluida a partida, pois 0 maximo de absor¢ao
do decavanadato situa-se na regido do ultra-violeta enquanto o
maximo de emissdo da sonda NBD é de 540nm [20].
Freqléncia, v

Figura 6 — A zona colorida de azul ilustra o campo em que o
espectro de absorcdo de Q e o espectro de emissdo de S* se
sobrepdem, sendo essa a zona em que a velocidade de
transferéncia de energia é 6ptima [17].




2.4.2.3 Transferéncia electronica:

O mecanismo de qguenching por transferéncia electrénica também envolve varios
pardmetros para que o processo ocorra favoravelmente. Os seguintes parametros foram

estipulados por R.A. Marcus em 1965 [17]:

1. A transferéncia é mais eficaz quanto menor a distancia entre o dador e o
aceitador.

2. A reaccdo é mais favordvel quanto mais exoenergética for a reac¢do.

3. Quando excitado a molécula aceitadora tem de sofrer um rearranjo a nivel
molecular, para tal existe um custo energético envolvido, designando-se
esse custo como energia de reorganizacdo, sendo a velocidade de reaccao

dependente dessa reorganiza¢do molecular.

O decavanadato [V1902s]® é um anidio que possui propriedades redox, logo pode

ser que ocorra quenching por transferéncia electronica.



3. Parte experimental

3.1Determinacao do tempo de desoligomerizacao do decavanadato
3.1.1 Material

e Metavanadato de aménio (M(NH4VO;) = 116,98g/mol)

¢ H,OmiliQ

e HCI concentrado

e NaOH 2mM

e Baldo volumétrico de 10,000 + 0,025mL, 20°C, Classe A, POLIEX

e 3 Gobelés de 25mL, NORMAX

e Pipeta graduada de 10,00 = 0,04mL, 20°C, Classe A, LINEX

e Espitula

e Vidro de relégio

e Eppendorfs

e (Cuvettes de pléstico

e Micropipetas P1000, P100, EPPENDORF Research

e Balanca analitica (£0,0001g), OERTLING

e Placa de aquecimento com agitacdo, AGIMATIC-E

e Eléctrodo selectivo de pH, CRINSON

e Espectrofotometro  UV/Visivel, UV-2401 PC, UV-Vis  recording
spectrophotmometer, SHIMADZU

3.1.2 Procedimento

» Preparaciao de metavanadato e decavanadato

Prepararam-se 10mL de metavanadato de amoénia de SOmM num gobelé. Depois
a solugdo foi aquecida a 70°C, tapada com um vidro de relégio (o vapor libertado é
neurotdxico), até ocorresse a dissolucdo completa. Adicionaram-se algumas gotas de
NaOH 2M até a solugdo se tornar incolor, obtendo-se deste modo uma solucdo de
metavanadato sem contaminacgdo de espécies decaméricas. A solugdo foi arrefecida num

banho de gelo. Retiraram-se 2mL da solu¢cdo para um Eppendorf, mediu-se o pH e
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guardou-se a 4°C. A solugio restante adicionou-se 1uL de HCI concentrado e mediu-se
novamente o pH. Guardaram-se 4mL em dois Eppendorfs a 4°C. Adicionou-se
novamente HCIl a solugdo restante de modo a que o pH se encontrasse perto dos 5,

registando o pH. Esta solu¢do foi guardada em dois Eppendorfs a 4°C.

» Espectros de UV/Visivel do metavanadato e decavanadato

Mediram-se os espectros de absor¢ao do metavanadato e decavanadato de modo
a determinar o comprimento de onda de maior absor¢cdo. Prepararam-se solucdes de
decavanadato com as concentracdes de 1mM e 2mM, partindo da solu¢do-mae de
50mM, perfazendo um volume final de 2mL com H,OmiliQ. Mediram-se os espectros
do decavanadato preparados, fazendo variar a temperatura e o tempo da medicao.

Depois foi determinado o tempo de decomposicao do decavanadato.

3.20bservacao do decaimento da fluorescéncia do NBD-C6 com

metavanadato e decavanadato em agua
3.2.1 Material

¢ Solugdo de metavanadato de aménia 10mM (solugdo-mae)
¢ Solu¢do de NBD-DHPE de 20uM (NBD-C6)

e HCI concentrado

e NaCl (M=58,44g/mol)

e H,OmiliQ

e 6 Tubos de ensaio

e Micropipetas P1000, P20, EPPENDORF research

® Micropipeta P200, GILSON

e Pipetas de Pasteur

e (Cuvette com agitador magnético

e Placa de aquecimento com agitacdo, AGIMATIC-E
e Eléctrodo selectivo de pH, CRINSON

e Vortex, HEIDOLPH

¢ Fluorimetro, FluoroMax-3, JOBIN YVON HORIBA

11



3.2.2 Procedimento

» Observacio do efeito de quenching do metavanadato e decavanadato em

agua

Preparou-se uma solu¢cdao com 10uLL de NBD-C6 perfazendo com H,OmiliQ um
volume final de 2mL. Esta solucdo funcionou como solucdo controlo. Mediu-se a
intensidade de fluorescéncia e foi registado o valor obtido. Seguidamente prepararam-se
solucdes de metavanadato de 0.ImM, 0.2mM, 0.3mM, 0.4mM e 0.5mM para um
volume final de 2mL, tendo em conta que foram adicionados 10uL de NBD-C6 em
todos os tubos de ensaio. A seguir mediu-se a fluorescéncia das diferentes
concentracdes de metavanadato e registaram-se os valores obtidos. Depois preparou-se
uma solucdo de decavanadato a pH 4 a partir da solucdo-made de metavanadato de
amoénia 10mM, tendo sido preparada com a adicdo de HCI. A seguir prepararam-se
solucdes de decavanadato de 0.1mM, 0.2mM, 0.3mM, 0.4mM e 0.5mM para um
volume final de 2mL, adicionando-se 10uL de NBD-C6 em todos os tubos de ensaio (a
concentracdo real de decavanadato é de 1mM). Mediram-se as intensidades de
fluorescéncia de cada concentracdo de decavanadato. Este dltimo ensaio foi repetido 5

vezes. Determinou-se finalmente a constante de quenching do NBD-C6 em 4gua.

» Determinacao do mecanismo de quenching

Preparou-se uma solu¢do de NaCl 2M e uma solucdo de decavanadato a pH 4 a
partir da solu¢do-mae de metavanadato de aménia 10mM. Adicionaram-se 500uL de
NaCl em 6 tubos de ensaio. A seguir adicionaram-se 10uL de NBD-C6 a cada tubo de
ensaio. Ao tubo de controlo adicionou-se H,OmiliQQ de modo a obter um volume final
de 2mL. Mediu-se a fluorescéncia do tubo controlo e foi registado o valor obtido. Aos
restantes tubos de ensaio adicionou-se decavanadato nas concentracdes respectivas de
0.1mM, 0.2mM, 0.3mM, 0.4mM e 0.5mM de modo a obter um volume final de 2mL.

Mediram-se as intensidades de fluorescéncia para cada concentragdo de decavanadato.

12



3.30bservacao do quenching do decavanadato com NBD-C16 em
lipossomas
3.3.1 Material
¢ Solugdo de metavanadato de aménia 10mM (solu¢do-mae)
¢ Solucdo de NBD-DMPE de 25uM (NBD-C16)
¢ Solucdo de POPC SmM
e HCI concentrado
e H,OmiliQ
¢ Cloroférmio
e Metanol
® 6 Tubos de ensaio
e 2 Pipetas graduadas de 0,5 + 0,005mL, BRAND
e Pipeta graduada de 10 £ 0,04mL, Classe A, DIN
e Micropipetas P1000, P20, EPPENDORF research
e  Micropipeta P200, GILSON
® Pipetas Pasteur
e 2 Seringas de ImL, HAMILTON
¢ Avanti Mini-Extruder
¢ Filtros de policarbonato nucleopor 0,1um
e Papel absorvente, Kimberly-Clark
e Ultra-som, Fisher Scientific FB15046
e (Cuvette com agitador magnético
e Placa de aquecimento com agitacdo, AGIMATIC-E
e Eléctrodo selectivo de pH, CRINSON
e Vortex, HEIDOLPH
e Evaporador rotativo ligado a um controlador de vacuo, HEIDOLPIN

e Fluorimetro, FluoroMax-3, JOBIN YVON HORIBA




3.3.2 Procedimento

» Preparacao de LUV

Num baldo cénico adicionaram-se 0,080mL de NBD-C16 e 0,080mL de POPC. Em
seguida evaporou-se o solvente organico a uma pressdo de 145mbar e deixou-se correr
até se formar um filme lipidico (aproximadamente 15 minutos). Depois diminui-se a
pressdo para Smbar e baixou-se o evaporador rotativo de modo a que o baldo ficasse
embebido dentro de um banho de 4dgua a 30°C, durante uma hora. Apds este tempo
retirou-se o baldo coénico e adicionaram-se 3,2mL de H,OmiliQ, tapou-se com parafilm
o balao e foi deixado no banho de 4dgua a 30°C durante mais uma hora, com agitacao
mecanica esporddica (a suspensido obtida contém os lipossomas). Montou-se o Avanti
Mini-Extruder de modo a produzir os LUV por extrusdo, usando filtros de policarbonato
Nucleopor 0,1um. Retirou-se ImL de lipossomas com uma seringa e transferiu-se pelo
Avanti Mini-Extruder para outra seringa. Este processo foi repetido 21 vezes de modo a
garantir a obtencdo de LUV. Repetiu-se esse processo para os restantes 2mL de

lipossomas.

» Observacio do mecanismo de quenching pelo decavanadato na presenca de
LUV

Foi preparada uma solu¢gdo com 400uL de LUV e o resto com H,OmiliQ,
perfazendo um volume final de 2mL. Esta solucdo foi tida como solu¢do controlo.
Mediu-se a intensidade de fluorescéncia e registou-se o valor obtido. Depois foi
preparada uma solu¢do de decavanadato a pH 4 a partir da solucdo-mae de
metavanadato de aménia 10mM, tendo sido adicionada HCl. A seguir prepararam-se
solucdes de decavanadato de 0.1mM, 0.2mM, 0.3mM, 0.4mM e 0.5mM para um
volume final de 2mL, tendo em conta que se adicionaram 400uL de LUV em todos os
tubos de ensaio. Mediram-se as intensidades de fluorescéncia de cada concentragao de
decavanadato. Repetiu-se este ultimo ensaio 4 vezes. Determinou-se por fim a constante

de quenching do NBD-C16 em LUV.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Determinacao do tempo desoligomerizacao do decavanadato

Na tabela I € possivel observar as cores obtidas aquando da preparacdo das

solucdes de metavanadato e decavanadato a diferentes pH’s.

Tabela I — Registo do pH e da coloragdo obtida pelos diferentes oligdmeros do vanddio

Metavanadato Decavanadato Decavanadato
pH 8,16 7,53 5,84
Coloracao Incolor Amarelo Amarelo escuro

Imagem

Antes de se proceder ao estudo da desoligomerizacio do decavanadato é
necessdario saber qual o comprimento de onda de méxima absorcdo do decavanadato na
regido do visivel. Na seguinte figura pode-se observar a curva de absorvéncia do
metavanadato (curva menos carregada) e do decavanadato (curva mais carregada).
Pode-se entdo constatar que o comprimento de onda em que o decavanadato absorve é
de 400nm no visivel correspondendo isso a uma absorvéncia de 0,10938. O
metavanadato por sua vez possui uma absorvéncia aproximadamente constante,
devendo-se tal ao facto de a luz ser toda transmitida e ndo absorvida, pelo que esta é a
razdo de a solugdo ser incolor. Verifica-se também que as curvas de absor¢do do
metavanadato e do decavanadato aumentam quando atingem a regido do ultravioleta
(380nm). Esse facto deve-se as vibracdes das ligacdes vanddio-oxigénio. Porém como
nao foram utilizada cuvettes de quartzo, essa zona nao ird interessar para este trabalho,
pois o estudo foi efectuado exclusivamente na regido do visivel, dai ser importante

verificar onde se situa 0 maximo de absorcao do decavanadato no visivel.
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Figura 7 — Espectro de absor¢do do metavanadato (curva menos carregada) e decavanadato (curva mais

carregada).
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Para estudar a desoligomerizacdo do decavanadato efectuaram-se varios ensaios
cinéticos, fazendo variar varios factores que influenciam a estabilidade do decavanadato
no meio aquoso. Os dois primeiros ensaios foram efectuados a temperatura ambiente

(23°C) durante 4 horas, utilizando decavanadato 1mM.

pH 7,53 pH 5,84

Time Course Graph
0108 T T Time Course Graph

0.000

Abs

Abs.

0.080

0072 - L - 0150 N 1 =
5741 50000 100000 116000 571 50000 100000 143429
Time ( Second ) Time ( Second

Figura 8 — As curvas da desoligomerizacdo do ensaio 1 (imagem a esquerda)

e do ensaio 2 (imagem a direita).

Os préximos quatro ensaios foram novamente efectuados com decavanadato
ImM a pH 5,84 e 7,53, mas desta vez a 25°C durante uma hora. Dois ensaios foram
ap6s meia hora agitados, enquanto os outros dois ndo tiveram agita¢do, ou seja, a
experiéncia decorreu normalmente sem interrup¢do. Infelizmente ndo foi possivel
efectuar um estudo cinético com agitacdo constante devido a falta de material

laboratorial que possibilitasse este ensaio.
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Figura 9 — As curvas da desoligomerizacdo do decavanadato do ensaio 3 (imagem a esquerda de

cima), ensaio 4 (imagem a direita de cima), ensaio 5 (imagem a esquerda de baixo) e do ensaio 6 (imagem

a direita de baixo). Os ensaios 3 e 4 sdo os que foram agitados apds meia hora de ensaio cinético.
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A seguir foram efectuados estudos cinéticos com decavanadato 2mM, também a
25°C durante uma hora. Pode-se verificar a partir dos graficos obtidos que a linha se

mantém constante, nao ocorrendo assim qualquer desoligomerizacao do decavanadato.

pH 7,53 pH 5,84

Time Course Graph Time Course Graph
— T

e -y

Abs.
b

0,050+ = 0300} 4

Y I L 1 0200 1 i L
00 1000.0 2000.0 3000.0 36000 00 1000.0 20000 30000 3800,

Time ( Second ) Time { Second )

Figura 10 — As curvas da desoligomerizagdo do ensaio 7 (imagem a esquerda) e do ensaio 8

(imagem a direita).

Devido aos resultados obtidos, repetiu-se 0 mesmo ensaio cinético, mas desta
vez a 37°C. Através dos gréaficos obtidos observa-se um acentuado decréscimo da

desoligomeriza¢do do decavanadato.
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Figura 11 — As curvas de desoligomerizagdo do ensaio 9 (imagem a esquerda) e do ensaio 10

(imagem a direita).

A desoligomerizagdo do decavanadato segue uma cinética de primeira ordem

358

sendo portanto a equacao da reacc¢do de primeira ordem descrita da seguinte forma [21]:

In (%) = —kt.

Como os ensaios cinéticos foram medidos na unidade de absorvéncia utiliza-se a

equagao acima referida, substituindo a concentracdo de reagente pela absorvéncia

n(22) = e

E possivel observar nos graficos de cada ensaio que foi efectuada uma

lineariza¢do de modo a poder-se calcular o tempo de meia-vida de cada ensaio. Para tal

€ necessdrio efectuar um gréfico de In (abs/absy) em fun¢do do tempo para cada ensaio
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de modo a se poder tirar o declive da recta (k). Em seguida estdo representados os

gréificos de todos os ensaios, excepto os ensaios 7 € 8, pois estes estudos cinéticos foram

constantes ao longo do tempo do ensaio.

Ensaio 1

Ensaio 2

0 0
5000 10000 15000 0.01 4000 6000
-0,05 -0,
—_ — -0,02
2 01 2
G | -0,03
= -0,15 >
o £ 0,04
= 02 £ 0,05
-0,25 | y=-2E-05x + 0,0045 -0,06 | y=-1E-05x - 0,0005
2 _ 2 _
03 R? = 10,9979 0,07 R? = 0,9955
Tempo (s) Tempo (s)
Ensaio 3 Ensaio 4
0 x 0
500 1000 1500 2000 $ 1000 2008 3000 4000 5000
- -0,01 __ -0,005
2 * 2
2 0,02 <
E E -0,01
& -0,03 s
[= [=
= om = -0,015
U y = -2E-05x + 0,0021 * y = -9E-06x + 0,0179
R2=0,9757 R?=0,9999
-0,05 -0,02
Tempo (s) Tempo (s)

Figura 12 — Gréficos dos estudos cinéticos dos ensaio 1, 2, 3 e 4,

de In(abs/abs;) em fun¢do do tempo em segundos.
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Figura 13 — Gréficos dos estudos cinéticos dos ensaios 5, 6,9 e 10,
de In(abs/absy) em fungdo do tempo em segundos.
O tempo de meia-vida de uma reaccao de primeira ordem é dado pela seguinte
equacao:

tl/2 =

In2

em que o k corresponde ao declive da recta de um ensaio [21]. Deste modo é possivel

calcular o tempo de meia-vida, ou seja, o tempo de desoligomerizacdo do decavanadato

utilizando simplesmente o valor do declive da recta da equagdo. Os resultados obtidos

estdo representados na seguinte tabela.
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Tabela II - Tempo de meia-vida de cada ensaio cinético

Tempo de
Concentragdo | Temperatura Tempo de meia-vida
Ensaio | pH meia-vida
de Vip (mM) °C) (horas:minutos:segundos)
(segundos)
Temperatura
1 7,53 1 34657,36 9:37:37
ambiente
Temperatura
2 5,84 1 69314,72 19:15:14
ambiente
3 7,53 1 25 34657,36 9:37:37
4 5,84 1 25 77016,35 21:23:36
5 7,53 1 25 2310491 6:25:04
6 5,84 1 25 86643,40 24:04:03
7 7,53 2 25 Constante Constante
8 5,84 2 25 Constante Constante
9 7,53 2 37 3465,74 0:57:45
10 5,84 2 37 11552,45 3:12:32

A partir dos resultados obtidos é possivel verificar que a 25°C, o decavanadato a
pH 5,84, o tempo de meia-vida varia entre 21:23 horas e 24:04 horas, enquanto a pH
7,53 o tempo de meia-vida varia entre 9:37 horas e 6:25 horas. Verifica-se entdo que
quanto menor o pH do decavanadato, mais estdvel € a espécie decamérica em solugdo
aquosa. Também se verifica que quando é aumentada a concentragdao de decavanadato,
mantendo a temperatura constante, a espécie decamérica € ainda mais estavel, pois a
concentracdo de decavanadato mantém-se constante, tanto a pH 5,84, como a 7,53.
Porém, quando a temperatura é aumentada as espécies decaméricas tornam-se bastante
instaveis, principalmente a um pH mais alto, como se pode verificar para o pH 7,53
(tempo de meia-vida é de 0:57 horas). Para uma temperatura mais baixa as espécies
decaméricas sdo mais estiveis em solucdo aquosa, como se pode observar nos
resultados obtidos acima. Entdo podemos concluir que quanto mais baixo o pH e a
temperatura, € quanto maior for a concentragdo de decavanadato, mais estaveis se

tornam as espécies decaméricas em solug@o aquosa.
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Segundo a lei da velocidade de uma reac¢do de primeira ordem, o tempo de
meia-vida do decavanadato supostamente ndo depende da concentragdo deste. Porém,
verifica-se o contrario pelos resultados obtidos. Isto acontece porque como o vanddio é
um metal de transi¢do possui propriedades quimicas especificas. Neste caso verifica-se
que quanto maior for a concentracdo mais estdvel serd a espécie decamérica. Alids,
todas estas medidas ajudaram a compreender que existe uma grande dependéncia entre
os valores de concentracdo, pH e temperatura.

As experiéncias seguintes irdo decorrer a 25°C com decavanadato a pH 4 e uma
concentracdo menor que 1mM, pelo que existe tempo suficiente para executar as

experiéncias.

4.2Medicao da fluorescéncia do NBD-C6 em agua com metavanadato

Experiéncias preliminares mostraram que o metavanadato nio tem a capacidade
de quenchar a sonda NDB-C6 em H,OmiliQ pois ndo houve alteragdo da intensidade de
fluorescéncia, ou seja, tanto na auséncia como na presenca de metavanadato, a

intensidade de fluorescéncia permanecia inalterada.

4.3Medicao da fluorescéncia do NDB-C6 em agua com decavanadato

Verificou-se experimentalmente que o decavanadato, ao contrario do
metavanadato, tem a capacidade de quenchar a sonda NBD-C6 em H,OmiliQ. Na
seguinte tabela encontram-se as intensidades de fluorescéncia medidas pelo fluorimetro

para as diferentes concentracdes de decavanadato:

Tabela III — Intensidade de fluorescéncia (cps — counts per second) de cada ensaio na auséncia e

na presenga de diferentes concentracdes de decavanadato e a respectiva média

Concentracao de V10 (M) | Ensaio 1 Ensaio2 | Ensaio3 | Ensaio4 | Ensaio 5 Média
0 263,018 247,351 264,289 222,424 320,077 263,4318
1,00E-04 214,320 207,544 232,954 184,404 187,057 205,2558
2,00E-04 241,539 161,299 198,855 181,217 192,639 195,1098
3,00E-04 267,350 144,034 193,287 126,765 141,601 174,6074
4,00E-04 154,526 149,864 155.986 175,162 156,075 158,3226
5,00E-04 166,943 128,245 144,761 134,136 143,5213
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Como se pode observar existe um decréscimo gradual da intensidade de
fluorescéncia na adicdo de decavanadato, dai ser possivel afirmar que o decavanadato
tem a capacidade de quenchar a sonda NBD-C6 em H,OmiliQ. Para se proceder a um
grafico de Stern-Volmer € necessario dividir a intensidade de fluorescéncia média na
auséncia de quencher por cada intensidade de fluorescéncia média de cada concentragcdao
diferente de decavanadato. O seguinte calculo representa a divisdo da intensidade de
fluorescéncia na auséncia de quencher pela intensidade de fluorescéncia na presenca de

0,1mM de decavanadato:

If_o _263,4318

= =1,283432
I; ~ 205,2558

A seguinte tabela mostra os valores obtidos por este cdlculo para cada

concentracao diferente de quencher incluindo o zero.

Tabela IV - Intensidade de fluorescéncia média na auséncia de V, a dividir pela

intensidade de fluorescéncia média de cada concentragdo diferente de V

Coni;e;léi?\i?o de I/I;

0 1
1,00x10™ 1,283432
2,00x10™ 1,350172
3,00x10™ 1,508709
4,00x10™ 1,663893
5,00x10™ 1,83549

Com os valores obtidos na tabela IV foi possivel construir o grafico de Stern-

Volmer para assim se poder obter a constante de quenching do decavanadato em agua.
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Figura 14 — Grifico de Stern-Volmer

Como ja referido anteriormente na introducdo, a equacdo de Stern-Volmer é
descrita pela seguinte féormula:

I
L0 =1 4 ky x 70 X [Q]

Iy
em que 1o € igual a 0,933 ns em dgua. O valor do declive obtido na equacgdo da recta é
1565. Como o declive (m) € igual a kg X Ty, podemos facilmente calcular o valor da

constante de quenching (kq):

1565 1565 ol
= T, T 0933x10° S

A constante de quenching para o NBD-C6 pelo decavanadato em dgua é de 1,677x10'
M s
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4.4Determinacdo do mecanismo de quenching utilizado pelo

decavanadato
Foi discutido na introdu¢do que o decavanadato pode quencher a sonde por duas
maneiras, guenching por colis@o ou por transferéncia electrénica. Para provarmos qual o
mecanismo de quenching que ocorre, adicionou-se NaCl 2M para anular as cargas
electrénicas da solug¢do. Se ocorrer quenching é porque € por colisdo, caso contrrio,
serd por transferéncia electronica.
A seguinte tabela ilustra as intensidades de fluorescéncia obtidas por diferentes

concentracdes de decavanadato com NBD-C6 e NaCl 2M.

Tabela V - Intensidade de fluorescéncia (cps — counts per second) de cada ensaio

na presenca de diferentes concentracdes de V10 e NaCl 2M

Conifil(:lg\%m de Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4
0 118,320 124,461 164,799 181,195
1,00x10™ 136,867 106,370 174,207 158,305
2,00x10™ 145,214 112,612 145,117 193,608
3,00x10™ 185,155 133,986 141,343 137,070
4,00x10™ 215,832 155,231 146,000 124,845
5,00x10™ 137,125 128,075 172,563 122,654

E possivel verificar-se que os valores de intensidade de fluorescéncia na
auséncia de decavanadato é muito inferior ao constatado para os ensaios sem a adi¢dao
do sal o que torna estes ensaios invdlidos para a determinacdo do mecanismo de
quenching. Estes ensaios s6 seriam validos para o caso de as intensidades de
fluorescéncia estarem na gama dos ensaios sem a presenga do NaCl. Porém também se
pode constatar que as intensidades sobem e descem o que pode indicar que o NaCl pode
estar a alterar a estabilidade do decavanadato. Ainda se utilizou outro sal, o fosfato de
sodio na concentracdo de 0,625M, para determinar o mecanismo de quenching. Porém,
também nesse ensaio, a intensidade de fluorescéncia na auséncia de decavanadato (Iyy =
113,478) deu abaixo da gama das intensidades de fluorescéncia sem sal. Sendo assim,

nao € possivel determinar qual o mecanismo de quenching usado por este método.
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4.5 Medicao da intensidade de fluorescéncia do NBD-C16 em

lipossomas com decavanadato
Foi dito na introduc¢do que os lipossomas sdo a melhor aproximacao para simular

ensaios para as membranas bioldgicas. Sendo assim, a seguinte tabela mostra os ensaios

de quenching do decavanadato em lipossomas de POPC contendo 1% de NBD-C16.

Tabela VI - Intensidade de fluorescéncia (cps — counts per second) para diferentes

concentracdes de V10 na presenca de lipossomas contendo NBD-C16 e a respectiva média

Cg::;’il(:r(?\i?o Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Média
0 1303863,42 | 1304442,32 | 1271671,08 | 1244319,99 | 1281074,203
1,00x10™ 1224123,80 | 1238945,91 | 1174780,38 | 1188062,56 | 1206478,163
2,00x10™ 1140003,03 | 1161782,67 | 1115690,71 | 1097601,44 | 1128769,463
3,00x10™ 1100747,26 | 1093740,74 | 1056519,60 | 1099216,33 | 1087555,983
4,00x10™ 1006660,49 | 1053307,46 | 983194,00 | 1004251,50 | 1011853,363
5,00x10™ 1057083,88 | 996728,00 | 967033,00 1006948,000

Como se pode observar existe um decréscimo gradual da intensidade de
fluorescéncia na adicao de decavanadato, dai podermos afirmar que o decavanadato tem
a capacidade de quenchar a sonda NBD-C16 nos lipossomas. Para se proceder a um
grafico de Stern-Volmer € necessario dividir a intensidade de fluorescéncia média na
auséncia de quencher por cada intensidade de fluorescéncia média de cada concentragcao
diferente de decavanadato. A seguinte tabela mostra os valores obtidos por este cédlculo

para cada concentracdo diferente de quencher incluindo o zero.

Tabela VII - Intensidade de fluorescéncia média na auséncia de decavanadato a dividir pela intensidade
de fluorescéncia média de cada concentracao diferente de decavanadato

Concentraciao de V10 (M) Iso/1s
0 1

1,00x10™ 1,062

2,00x10™ 1,135

3,00x10™ 1,178

4,00x10™ 1,266

5,00x10™ 1,272
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Com os valores obtidos na tabela VII € possivel construir o grifico de Stern-

Volmer para assim se poder obter a constante de quenching do decavanadato em

lipossomas.
1,4
1,2 B
Y= 0,8
S~
o
= 0,6
0,4
0,2
0
-1E-04 1,3E-18 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004 0,0005
Concentra¢do de decavanadato (M) Y =>76,26x+1,0081
R2=0,974

Figura 15 — Gréfico de Stern-Volmer

Pela equacdo de Stern-Volmer temos que

I
ﬂ=1+kaT0x[Q]

Iy
em que 1o € entre 7 - 10 ns em solventes apréticos. Decidiu-se em usar 8 ns. O valor do
declive obtido na equagdo da recta € 576,26. Como o declive (m) € igual a kg X 1o,

podemos facilmente calcular o valor da constante de quenching (kq):

576,26 576,26

= = = 7,20 x 1010M 151
=TT T 800x 1079 s

A constante de quenching do decavanadato em lipossomas é de 7,20x10'° M's™'. Em
virtude de ser impossivel um mecanismo de quenching por transferéncia de energia do

NBD para o decavanadato, pois a emissdo do NBD ocorre a 540 nm e a absor¢ao do
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oligdbmero tem lugar a 400 nm, resta a hipotese da ocorréncia de um de dois
mecanismos colisionais. Quer isto dizer, que a ocorréncia de quenching do NBD ligado
covalentemente ao grupo etanolamina de um fosfolipido inserido numa bicamada
lipidica, implica a colisdo com o agente de quenching na superficie da bicamada. Deste

modo, fica provada a interacg¢do fisica entre o decavanadato e a superficie lipidica.
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5. Conclusoes

Com este trabalho experimental verificou-se que o decavanadato ndo possui um
tempo de meia-vida fixo, mas sim largamente variado ao longo do tempo, dependendo
isso do pH, temperatura e concentragdo. Verificou-se entdo que quanto mais baixos
forem o pH e a temperatura e mais alta for a concentragio da espécie decamérica, maior
serd o tempo de meia-vida do decavanadato.

Verificou-se também que o metavanadato ndo € capaz de quenchar a sonda de
fluorescéncia escolhida para este trabalho experimental em &gua, nomeadamente o
NBD-C6, mas que o decavanadato é capaz de quenchar a sonda NBD-C6 em agua,

sendo a constante de guenching igual a 1,677x10'> M's™!

. Porém ndo foi possivel
determinar qual o mecanismo de quenching usado pelo decavanadato, pois o préprio sal
utilizado para anular as cargas da solugdo, quenchava a sonda de fluorescéncia. De
modo a poder-se determinar o mecanismo de quenching, seria necessario repetir o
trabalho experimental com outra sonda fluorescente, menos sensivel, mas que fosse
passivel de ser quenchada apenas pelo decavanadato. Isto de modo a que o sal utilizado
para anular as cargas da solucdo ndo quenchasse a nova sonda de fluorescéncia
utilizada.

Também se provou que o decavanadato é capaz de quenchar a sonda NBD-C16
inserida nos lipossomas, sendo a sua constante de quenching igual a 7,20x10"° M5!
Como os lipossomas sao as estruturas bioldgicas que mais se assemelham com as
membranas bioldgicas, fica comprovado que o decavanadato interage com bicamadas
lipidicas zwiterionicas, o que poderd indicar que também interactuard com membranas
bioldgicas.

Por fim e para complementar este trabalho experimental, os resultados obtidos
deveriam ser confirmados por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (NMR),
de modo a comprovar a interac¢do da espécie decamérica com lipossomas através do
esboroamento dos picos caracteristicos de diferentes nucleos de vanadio no oligdmero
decamérico, sendo isto, portanto, uma perspectiva futura pertinente para a continuagao

deste trabalho experimental.
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