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Resumo

A Diabetes Mellitus é uma doenga metabdlica que afeta atualmente milhdes de
pessoas em todo o mundo. A Organizacdo Mundial de Satide prevé que até 2035 se atinja
um numero de doentes proximo de 592 milhdes. A elevada prevaléncia e morbilidade
associadas a esta doenca leva a necessidade de desenvolvimento e otimizacdo de novas
terapias que possam proporcionar uma melhor qualidade de vida a estes doentes.

A utilizacdo de ides de metal e dos seus complexos constituem uma nova estratégia
terapéutica a ser utilizada para o tratamento de uma variedade de doengas,
nomeadamente a Diabetes.

Neste trabalho procedeu-se a caraterizacdo de um conjunto de complexos de
vanadio com ligandos da familia das 3-hidroxi-4-piridinonas, complexos estes com
carateristicas que os tornam promissores quanto ao seu efeito insulino-mimético.

Com base na relevancia bioldgica e na quimica de coordenacdo deste metal, e com
0 recurso a técnicas espetroscopicas, os complexos de vanadio VO(dmpp)., VO(depp)2,
VO(heepp). e VO(hexylmpp). foram caraterizados quanto as suas propriedades de
oxidacdo-reducdo, interagdo com varios solventes e estudos de localizagdo em modelos
membranares de lipossomas.

A espetroscopia de ultravioleta-visivel (UV/Vis) foi utilizada como primeira
ferramenta para seguir a oxidacdo dos complexos de vanadio. A espetroscopia de
Ressonancia Paramagnética Eletrénica (RPE) foi utilizada para caraterizar a estrutura
destes complexos em solu¢do, em varios solventes e em suspensdes de lipossoma. Os
espetros de RPE permitiram a caraterizacdo das espécies de vanadio (IV) e a determinagio
dos parametros de Hamiltoniano de spin. A espetroscopia de Ressonidncia Magnética
Nuclear (RNM) de 51V, foi utilizada, em simultdneo com a espetroscopia de RPE, para a
caraterizacdo de complexos de vanadio (V), uma vez que estes sdo diamagnéticos.

Os resultados obtidos permitiram obter informacdo sobre a solubilidade dos
complexos nos diferentes solventes e da gama das concentragdes destes complexos na
qual é possivel utiliza-los nestas técnicas espetroscdpicas. Os resultados permitiram ainda
caraterizar as diferentes espécies de vanadio (IV) e vanadio (V) em solucdo a pH 7,4 na
presenca de oxigénio e de um agente redutor.
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Abstract

Diabetes Mellitus is a metabolic dysfunction, which affects millions of people
worldwide. The World Health Organization estimated nearly about 592 million patients
with diabetes in 2035. The high prevalence and morbidity associated with this disease
leads to the need for development and optimization of new therapies that can provide a
better quality of life for these patients.

The uses and applications of metal ions and their complexes represent a novel
therapeutic strategy being used for the treatment of a variety of diseases, including
Diabetes.

In this work we report the characterization of a set of 3-hydroxy-4-pyridinone
vanadium complexes, which have shown insulin-like properties.

Based on accumulated knowledge in biologically relevant coordination chemistry
of this metal and the use of spectroscopic techniques, we proposed to characterized redox
properties, interaction with different solvents and localization studies in membrane
models of vanadium complexes VO(dmpp)2, VO(depp)2, VO(heepp)2 and VO (hexylmpp)..

Ultraviolet-visible spectroscopy (UV/Vis) was used as a tool to follow the
oxidation process of vanadium (IV) complexes. Electron paramagnetic resonance (EPR)
spectroscopy was used to characterize the structure of vanadium (IV) complexes in
solution, and as a tool to gain insight into solvent interactions. The EPR spectra allowed
the characterization of vanadium (IV) signals and the related spin-Hamiltonian
parameters. Nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy, namely 51V studies, was
used, simultaneously with EPR spectroscopy, for the characterization of diamagnetic
vanadium (V) complexes.

The results obtained allow us to get information on the solubility of the complexes
in study and also about the adequate concentration range for the spectroscopic studies.
These results also allow us to characterize the vanadium (IV) and vanadium (V) species in
solution at pH 7,4 in aerobic conditions or in the presence of reducing agent.
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Abreviaturas

3,4-HPO
A
CH2Cl-tol
DLS

DMF
DMPC
DMSO
DMSO-tol
I

iso

LUV'S

mM
MLV’S
MOPS
POPC
RMN

RPE

STZ

Suv's

Tm

3-hidroxi-4-piridinona

Constante de acoplamento hiperfino

Diclorometano-tolueno

Dispersdo Dindmica da Luz

Dimetilformamida

1,2 -dimiristoil-glicero-3-fosfatidilcolina

Dimetilsuféxido

Dimetilsuf6xido-tolueno

Spin nuclear

Isotrépico

Ligando

Vesiculas unilamelares grandes (do inglés: "Large Unilamellar Vesicles")
Molar

Milimolar

Vesiculas multilamelares (do inglés: "MultiLamellar Vesicles")
Tampao acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina

Ressonancia Magnética Nuclear

Ressonancia Paramagnética Eletronica

Spin do eletrdo

Estreptozoticina (do inglés: "Streptozocin ")

Vesiculas unilamelares pequenas (do inglés: "Small Unilamellar
Vesicles")

Temperatura de transicdo de fase
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u.a. Unidades arbitrarias
Uv/Vis Ultravioleta/visivel

A Comprimento de onda
1) Desvio quimico
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Objetivos e Enquadramento

O trabalho de investigacdo descrito nesta Dissertacdo insere-se no ambito da
Quimica Inorganica Medicinal, nomeadamente no design e aplicacdo terapéutica de
complexos de metal com 3-hidroxi-4-piridinonas (3,4-HPO).

Varios complexos de metais, em particular cromio (III), cobre (II), zinco (II),
vanadio (V) e oxidovanadio (IV) provaram ter um efeito semelhante a insulina [1-3]. Em
particular os complexos de ligandos do tipo 3,4-HPO tém sido alvo de trabalho de
investigacdo no grupo em que esta Dissertacdo se insere. Os estudos de caraterizacdo,
reatividade e localizacdo destes potenciais farmacos em modelos membranares sao
também necessarios para uma melhor compreensio do mecanismo de acdo destes
compostos. Neste trabalho sdo estudados quatro complexos de oxidovanadio (IV), cuja
férmula e abreviatura se encontram representadas na tabela 1.

Tabela 1 - Formulas de estrutura dos complexos de vanadio estudados neste trabalho.

/\II/ Z N7 /\”/ /N
N /\/ \/N/ \/ Pz

VO(dmpp): VO(depp):

z \||/ ~ "N z \u/ ~ N
OH/\/N _— / \ ~ N~ / \ ~

VO(heepp):

VO(hexylmpp):

E de notar que a Diabetes Mellitus é uma das doengas crénicas mais comuns a
escala mundial. O nimero de pessoas que sofrem desta doenca estd a aumentar
continuamente devido ao crescimento populacional, a urbanizacdo, a obesidade e a falta
de atividade fisica. Em 2010, 285 milhdes de adultos (com idade entre 20-79 anos) eram
diabeticos e estima-se que, para 2035 este nimero aumente para 592 milhdes de adultos
[4, 5]. Mais de 80% das mortes causadas por esta doenga ocorrem em paises em
desenvolvimento.
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Atualmente, o tratamento mais utilizado para pacientes com Diabetes Mellitus do
tipo I é a administragdo diaria de insulina por via intramuscular, enquanto para Diabetes
Mellitus do tipo Il a diminuicdo dos niveis de glicose é geralmente conseguida através da
administracdo de fArmacos por via oral. Como consequéncia, hd uma necessidade urgente
de desenvolver agentes terapéuticos que possam ser administrados oralmente, de modo a
substituir as injecdes de insulina para Diabetes Mellitus do tipo I e novos farmacos
sintéticos com menores efeitos secundarios para Diabetes Mellitus do tipo II.

De referir que para este tipo de compostos os tradicionais coeficientes de particao
agua/octanol ndo permitem caraterizar o balango hidro/lipofilico dos mesmos uma vez
que os complexos sofrem oxida¢do na presenca de oxigénio e dgua originando diferentes
espécies.

De forma a atingir estes objetivos, perspetivaram-se:

1. O estudo e caraterizacdo das interac¢oes dos diferentes complexos de vanadio com
diferentes solventes por UV /Vis e RPE;

2. A preparacdo de diferentes lipossomas para estudos de localizagdo por RPE e
RMN;

3. O estudo do processo de oxidacdo dos diferentes complexos de vanadio por
UV/Vis, RPE e RMN;

4. A identificacdo das espécies de vanadio (IV) e vanadio (V) presentes em solucao, a
pH controlado de 7,4 por RPE e RMN;

O trabalho foi realizado no grupo da Professora Doutora Maria da Conceicio
Rangel, UCIBIO-REQUIMTE, Grupo de Quimica Inorganica e Bioinorganica, no
Departamento de Quimica e Bioquimica da Faculdade de Ciéncias, Universidade do Porto.
Os espetros de RPE e RMN foram obtidos no LAE (Laboratdrio de Analise Estrutural) do
CEMUP (Centro de Estudos e Materiais da Universidade do Porto).




Capitulo I - Introducao



Capitulo I: Introducédo | 2015

Capitulo I: Introducao

1. Diabetes Mellitus

A ocorréncia de distarbios metabdlicos tem vindo a aumentar em todo o mundo,
com maior prevaléncia nos paises mais desenvolvidos.

A Diabetes é uma doenca metabolica cronica caraterizada por uma incapacidade na
manutencdo dos niveis 6timos da glicose, com uma tendéncia para concentra¢des
plasmaéticas acima do normal, ou seja, uma situacdo de hiperglicemia devida a uma
deficiéncia absoluta ou relativa na producdo de insulina [6]. A Insulina é a hormona que
regula os niveis de glicose no sangue e é segregada pelo pancreas em resposta a elevados
niveis de glicose na corrente sanguinea [7].

A incidéncia da Diabetes Mellitus tem aumentado ao longo dos anos e prevé-se que
o numero de pacientes seja de 592 milhdes em 2035, se estratégias bem-sucedidas nido
forem implementadas para a prevengdo e controle. Prevé-se também entre 2010 e 2030,
um aumento de 69% no nimero de adultos que sofrem de Diabetes ocorrera nos paises
em desenvolvimento, enquanto que para a populacido dos paises desenvolvidos se prevé
um aumento de 20% [4, 5, 8, 9]. O nimero de pessoas que sofrem desta doenca esta
aumentar continuamente devido ao crescimento da populagdo, ao aumento da esperanca
média de vida, a urbanizacdo e a prevaléncia da obesidade e inatividade fisica.
Infelizmente, muitas pessoas ainda morrem como consequéncia direta da doenca ou de
patologias a ela associadas [10].

A Diabetes Mellitus é classificada em dois tipos: Diabetes tipo I, ou Diabetes
insulinodependente e Diabetes tipo I, ou insulino-independente [6, 11]. O tipo I é uma
patologia auto-imune que conduz a destruicio das células [ pancreaticas e
consequentemente incapacidade de produc¢do de insulina pelas células 8 pancreaticas.
Manifesta-se cedo, na infincia ou adolescéncia e o Unico tratamento é a administragdo
intramuscular didria de insulina. A variante do tipo Il manifesta-se em idades mais
avancadas e é potenciada por outros distirbios metabdlicos, como a obesidade. As causas
podem ser a resisténcia genética a insulina ou diminuicdo da produgao desta, uma vez que
no tipo Il as células pancreaticas continuam a produzir a hormona [6, 12, 13]. Outra
possivel causa podera estar associada ao recetor da insulina, uma tirosina quinase, que
induz a fosforilagdo de tirosina, iniciando um processo de transducdo de sinal para o
transportador de glicose ligado a membrana que permite que a glicose seja transportada
para dentro da célula [14].

Para a Diabetes do tipo Il a redugdo dos niveis plasmaticos de glicose é geralmente
conseguida através da administracdo de farmacos por via oral em conjugacdo com
exercicio fisico adequado e dieta. No entanto tem-se verificado que ao longo do tempo, a
maioria dos pacientes voltam a ter necessidade de administragdo de insulina [15]. A
administracdo intramuscular de insulina varias vezes ao dia é um processo doloroso e
eleva o nivel de stresse do paciente, especialmente em criancas e jovens [7].
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A insulina é uma proteina e por isso esta sujeita ao ataque por proteases no trato
gastrointestinal, comprometendo a possivel administracdo oral da hormona, o que seria
uma alternativa mais confortavel do que a administragdo intramuscular [16]. Existem
formulacdes de insulina para inalacdo de acdo rapida, contudo os efeitos secundarios mais
comuns sdo o baixo teor de glicose no sangue, tosse, garganta inflamada ou ferida [17].
Como consequéncia, hd uma necessidade urgente de desenvolver agentes terapéuticos
oralmente ativos para substituir as injecdes de insulina para Diabetes tipo I e novos
farmacos sintéticos, com menores ou nenhuns efeitos secundarios, tanto para a variante
do tipo I como do tipo II.

1.1. Diabetes Mellitus e complexos de catides de metais como insulino-
miméticos

A hipoétese de utilizacdo de ides de metais para o tratamento da Diabetes surgiu no
século XX. Muitos complexos de metais foram sintetizados e avaliados na tentativa de
superar os problemas associados a administragdo intramuscular de insulina e aos efeitos
secundarios tanto para a Diabetes tipo I como para o tipo II [1, 2, 18]. No entanto, ha um
interesse especial relativo aos catides de crémio (III), cobre (II), zinco (II), vanadio (V) e
oxidovanadio (IV), uma vez que estes compostos demonstraram possuir propriedades
insulino-miméticas ou potenciadores do efeito da insulina [2].

O crémio (Cr) é um metal de transicdo essencial no metabolismo da glicose e dos
lipidos, e também um potenciador do efeito da insulina, tendo sido reconhecido em 1950
por Schwarz e Mertz como um refor¢o nutricional para o metabolismo da glicose [19]. Em
1977, surge um trabalho original que demonstra a atenuacgdo de sintomas semelhantes ao
da Diabetes na presenca de um suplemento de crémio, tendo a suplementagdo com crémio
baixado significativamente o nivel de glicose em pacientes com Diabetes [20]. As fontes de
cromio mais utilizadas no tratamento da doenca sdo o cloreto de crémio, picolinato de
créomio e polinicotonato de cromio. O picolinato de crémio possui uma biodisponibilidade
mais elevada quando comparado com outras formas complementares de crémio e, por
conseguinte, pode ser mais eficaz [20].

O cobre (Cu) é um metal de transicdo, que integra uma variedade de
metaloproteinas, pois permite manter a sua estrutura e fungdo, participando também em
processos importantes para o crescimento e proliferacdo celular [21]. A insuficiéncia de
cobre resulta em varias disfuncdes do sistema imune, no metabolismo anormal da glicose
e colesterol e em danos oxidativos. Sdo conhecidos complexos de cobre com diferentes
acoes a nivel farmacolégico, tendo sido recentemente demonstrado que, quando
complexado com o ligando 4acido picolinico, possui atividade na manutencdo e
homeostasia da glicose. Mais ainda, o sulfato de cobre demonstrou efeitos benéficos no
tratamento da Diabetes [3].

Os complexos de zinco (Zn) tém sido propostos como novos candidatos no
tratamento de Diabetes Mellitus tipo Il [3].
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0 zinco parece ter uma acdo semelhante a insulina, na estimulacdo da absorcao de glicose
pelo tecido adiposo, pois a deficiéncia de zinco resulta na reducdo da absorc¢ado de glicose
pelo tecido adiposo. Apds administracdo oral de complexos de zinco (II) com ligandos
como o acido picolinico (bis(6-metilpicolinato) [Zn(6mpa).], bis(maltolato) [Zn(ma):],
bis(1-oxi-2-piridonato) [Zn(opd).]-, bis(1-oxi-2-piridinetiolato) [Zn(opt).] e bis(alixinato)
[Zn(alx);] descobriu-se que estes exibiam atividade anti-diabética em estudos
experimentais em ratinhos [3, 22, 23]. Assim a suplementac¢do de zinco pode contribuir
para uma melhoria significativa nos niveis de glicose.

Além dos complexos de zinco, os complexos de vanadio tém sido propostos como
novos candidatos no tratamento de Diabetes Mellitus do tipo II, complexos estes, que sdo o
objetivo de estudo nesta Dissertacdo, e que serdo abordados no ponto 2.3 deste Capitulo.
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2. Complexos de vanadio com 3,4-HPO

2.1. Generalidades sobre a quimica do vanadio

O papel do vanadio nos sistemas bioldgicos esta intimamente relacionado com a
sua quimica de oxidacdo-reducdo e quimica de coordenacdo deste metal. Sio conhecidos
compostos de vanadio com um amplo leque de estados de oxidacdo que variam do -3 a +5
[24]. Com especial relevancia para esta Dissertacdo estdo os compostos de vanadio com os
estados de oxidacdo +4 e +5 a pH controlado de 7,4. Os estados +4 e +5 sdo usualmente os
mais estaveis, e estdo habitualmente associados as espécies VO2* e VO,* respetivamente.

2.1.1. O estado de oxidag¢do IV

0 estado de oxidacdo IV é, comparativamente com o estado de oxida¢do V, menos
estavel em solucdo aquosa e a grande maioria dos compostos de vanadio (IV) contém o ido
vanadilo VO2+, também referido como catido oxidovanadio (IV) [24, 25]. O catido vanadilo
funciona como um centro metalico, podendo formar complexos anidnicos, catiénicos e
neutros com varios tipos de ligandos, sendo uma das posi¢cdes de coordenacdo sempre
ocupada pelo atomo de oxigénio [25]. Estes complexos apresentam predominantemente
geometrias piramidal quadrada, bipiramidal e bipiramidal trigonal (figura 1).

A) B) Q)
i i i
-l _~L L—\|_~L N
v v V=0
L | L |
L L

Figura 1 - Representacido esquematica das geometrias possiveis: piramidal quadrada (A),
bipiramidal (B) e bipiramidal trigonal (C) para os compostos de vanadio (IV), em que L
representa o ligando.

O catido oxidovanadio (IV) é uma espécie capaz de participar em reacdes em meios
acidos, neutros e alcalinos. No entanto, a natureza das espécies de oxidovanadio (IV)
presentes em solu¢des neutras e alcalinas, sdo ainda motivo de grande controvérsia. Em
solucdes moderadamente acidas, o oxidovanadio (IV) existe sob a forma de [(VO(H20)s]?+,
usualmente representado por VO?2+. Na auséncia de ligandos para solu¢des com pH
ligeiramente superiores a 4, ocorre a formacdo de complexos do tipo [(VO(OH)]* e
[(VO2(OH):]*. A pH superiores a 3,5 o catido VO2* tem tendéncia a ser oxidado a VO,* pelo
oxigénio existente em condi¢Oes aerdbicas. A pH 4,5 deteta-se o inicio da formagdo de um
precipitado, [(VO(OH):], que persiste aproximadamente até pH 6,5. Quando o pH da
solucdo aumenta, até cerca de 11, surge a espécie [VO(OH)3]. Admite-se também que entre
pH 7 e 11 se formam espécies do tipo [VO(OH)3]a™ [25].




Capitulo I: Introducédo | 2015

Nesta Dissertacdo sdo estudadas espécies de vanadio (IV) em solucdo e a pH
controlado de 7,4 para os complexos de vanadio VO(dmpp)., VO(depp)., VO(heepp): e
VO(hexylmpp). com os quais se prevé a existéncia de uma espécie em solugdo: VO(L)
(tabela 2) [26] em que L é o respetivo ligando para cada complexo.

Tabela 2 - Representacio da espécie de vanadio (IV) existente em solucido (R! e R2
correspondentes a tabela 4).

R2
1
% /O\@/O ~N-R
1/N _— O/ \O/ —
R

VO(L):

2.1.2. O estado de oxidag¢dao V

0 estado de oxidacdo V é o mais estavel em meio aerdbico. A maioria dos
compostos de vanadio (V) contém o ido vanadato VO.*, também referido como anido
vanadato (V) [24]. O vanadio (V) tem uma geometria de coordenagdo bastante extensa e
versatil, apresentando geometrias tetraédrica, bipiramidal trigonal, octaédrica e mistas
[27].

Apesar da extensa investigacdo na identificacdo e descrigdo das espécies presentes
em solucdo aquosa, ainda subsistem grandes incertezas relativamente a estas espécies. Em
meios fortemente acidos, existem evidéncias para a existéncia da espécie VO3+. Para os
valores de pH compreendidos entre 2 e 6,5 (dependendo da concentracdo da solucido)
existem em solugdo vdarias espécies que podem ser representadas pelas férmulas
H2V10028%, HV100285- € V100286. A pH 7 predomina o ido metavanadato (se a concentragao
de vanadio for inferior a 10-#M), a principal forma deste ido é VO3  (ou a forma hidratada
H,VO4), embora também existam as formas V4012* e V309¢3-. Para valores de pH superiores
a 8,5 predominam as espécies V20,4 e HV042-. O anido ortovanadato (VO43-) existe também
em solu¢do para valores de pH superiores a 7 [27].

No que respeita as espécies de vanadio (V) estudadas nesta Dissertacdo, em
solucdo e a pH controlado de 7,4 para os complexos de vanadio VO(dmpp)z, VO(depp)2,
VO(heepp). e VO(hexylmpp). prevé-se a existéncia de trés espécies em solucao: [VO2(L):],
VO (L) e [VO2(H20)4]* (tabela 3) [28] em que L é o respetivo ligando para cada complexo.
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Tabela 3 - Representaciao das espécies de vanadio (V) existentes em solugao (R! e R?2
correspondentes a tabela 4).

O R? O\\ ”O \ 7
AV 0-V-OH, V-~
_ /o/v\o AR " / \ Hzo/ \OH2
N~ H,O
R1/N g T F R O  OH; 2 O,
R2 R?
[VO2(L)2]- VO:(L) [VO2(H20)4]*

A quimica de coordenacdo do vanadio é sem duvida, de grande relevancia quando
se pretende estudar o vanadio em sistemas biolégicos.

2.2. Ligandos do tipo 3-hidroxi-4-pirona e 3,4-HPO

Ligandos sdo moléculas que tém a capacidade de se ligar a um ido de metal. Os
ligandos sdo bases de Lewis (doador de eletrdes) e o ido de metal a que se ligam, atua
como acido de Lewis (aceitador de eletrdes). Ligandos do tipo 3-hidroxi-4-pirona (figura
2) sao ligandos bidentados com elevada afinidade para ides de metais M(II) e M(III),
resultando na formagdo de complexos estaveis [29, 30]. Ligandos do tipo 3-hidroxi-4-
piridinonas (figura 2) sdo ligandos bidentados de oxigénio que podem ser
extrafuncionalizados para modificar a biodisponibilidade de farmacos ou para auxiliar no
direcionamento para tecidos especificos [13].

'®) @)
OH OH
0~ "R? N" R®
R1
3-Hidroxi-4-Pirona 3-Hidroxi-4-Piridinona

Figura 2 - Representacido esquematica de 3-hidroxi-4-Pirona e 3-hidroxi-4-Piridinona.

A reacdo de complexacdo destes quelantes de 3-hidroxi-4-pirona e 3,4-HPO foi
estudada em particular com os ides de metal trivalente, como Fe(III), Al(III), Ga(Ill) e
In(III), ou com ides de metal divalentes, como VO(II), Zn(II), Fe(II) e Cu(Il) [22, 26, 29, 30].

Com particular interesse neste trabalho estdo os ligandos do tipo 3,4-HPO cuja
estrutura é composta por um anel N-heterociclico contendo um grupo hidroxilo orto em
relacdo ao grupo carbonilo. Estes ligandos podem ser obtidos a partir dos ligandos do tipo

9




Capitulo I: Introducédo | 2015

3-hidroxi-4-pirona por reacdo com aminas primdrias (figura 3) obtendo-se assim
complexos com maior estabilidade, quando comparados com aqueles formados por
ligandos do tipo 3-hidroxi-4-pirona [31-33].

(@) (@)
. OH OH
Amina -~ + H,0
(RINH;) | || 2
0~ "R? N~ "R?
F|{1

Figura 3 - Reacao genérica de sintese de piridinonas a partir de pironas.

A grande diferenca na estabilidade dos complexos para ambos os grupos de
ligandos é devida ao fato dos ligandos do tipo 3,4-HPO terem um atomo de azoto
heterociclico na mesma posicdo em que os ligandos do tipo 3-hidroxi-4-pirona tém um
oxigénio heterociclico e como o atomo de azoto é menos electronegativo conduz a uma
constante de estabilidade de formacdo dos complexos mais elevada do que para os
respetivos analogos de 3-hidroxi-4-pirona [6, 26, 34].

A sintese dos ligandos do tipo 3,4-HPO é muito mais versatil do que a sintese dos
ligandos do tipo 3-hidroxi-4-pironas, dado que a modificacdo da cadeia associada ao azoto
heterociclico e os seus substituintes levam a alteracdes no equilibrio hidrofilico/lipofilico
do ligando, um parametro muito importante para o transporte membranar de um firmaco
[13, 30].

O balango hidrofilico/lipofilico é de importancia crucial para a utilizacdo de
complexos com estes ligandos com vista a aplicacdes terapéuticas, pois os compostos tém
que ser lipofilicos para atravessar membranas biol6gicas, mas ndo excessivamente, uma
vez que se ndo houver um equilibrio entre a hidrofilicidade e a lipofilicidade, o composto
podera ndo ser soluvel em agua, tendendo a precipitar e acumular-se no plasma,
transformando-se num composto téxico [13].

Com a introducdo de diferentes substituintes no anel heterociclico dos ligandos 3-
hidroxi-4-pironas e 3,4-HPO (tabela 4) é possivel alterar o balanco hidrofilico/lipofilico
destes, tornando-os suficientemente soliveis em agua para serem administrados
oralmente e com lipofillicidade suficiente para atravessar membranas biolégicas.

10
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Tabela 4 - Férmulas e abreviaturas dos ligandos do tipo 3,4-HPO utilizados neste trabalho
(nomenclatura de acordo com [31]).

o Ligando R1 R2
OH Hdmpp CH3 CHs
| | Hdepp CH2CH3 CH2CH3s
N~ "R?
II?1 Hheepp (CH2)20H CH2CH3
Hhexylmpp (CH2)sCH3 CHs

Mais ainda, a maioria das substancias entram nas células por difusdo simples
através da regido hidrofébica da membrana celular e portanto, em geral as substancias
nio carregadas penetram mais facilmente do que as que possuem carga. Como os ligandos
3,4-HPO ndo possuem carga a pH neutro, é de esperar que sejam facilmente absorvidos
pelo organismo [13].

Os ligandos 3-hidroxi-4-pirona e 3,4-HPO, sdo portanto moléculas de grande
importancia quer sob o ponto de vista de sintese orgdnica, como econdémico, mas
particularmente no dmbito da Quimica Medicinal, tornando-os potenciais candidatos a
farmacos a ser usados em inimeras formulagdes nas mais diversas areas [26, 29, 30, 34-
36].

2.3. Complexos de vanadio como insulino-miméticos

O vanaddio é um elemento metdlico que, embora em pequenas quantidades, se
encontra largamente espalhado na natureza e cuja importancia biolégica é atualmente
reconhecida. Os seres humanos consomem diariamente 10-60 pg de vanadio através dos
alimentos. O corpo humano contém 50-200 pg de vanadio, e em cada 6rgio, o vanadio esta
presente em concentragdes muito baixas, de 0,01-1 pg, onde participa em varios processos
fisiologicos. Nos tecidos, cerca de 90% de vanadio esta ligado a proteinas e 10% esta
presente na forma iénica [3].

0 vanadio é um elemento com uma quimica muito rica que, no contexto da Biologia
e da Medicina, forma uma enorme variedade de compostos em que os estados de oxidacao
mais importantes sao IlI, [V e V [8, 26].

O primeiro relatério da eficacia de um composto vanadio para melhorar o estado
diabético dos pacientes data de 1899, um tempo em que se esperava que o vanadio
pudesse curar todos os tipos de doencas [37]. No entanto, sé no século XX foi iniciada uma
investigacdo dirigida para um composto de vanadio que poderia ser administrado por via
oral e produzir efeitos semelhantes a insulina [3, 38-41].
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Complexos de vanadio com ligandos organicos tém provado ser menos toxicos do
que os sais inorgdnicos de vanadio, com melhor solubilidade em &agua e diferente
lipofilicidade. A concecao de novos complexos de vanadio exige consideracdes a nivel de
estrutura, das propriedades de oxidacdo-reducdo e do nimero e tipo de ligandos [42].

De acordo com a literatura os complexos de oxidovanadio (IV) com maltol (3-
hidroxi-2-metil-4-pirona) e o acido kéjico (3-hidroxi-2-hidroximetil-4-pirona) possuem
atividade insulino-mimética e um baixo perfil de toxicidade, tendo sido propostos para uso
clinico em humanos [30]. Estes compostos tém mostrado atividade insulino-mimética em
estudos in vivo com animais tornados diabéticos com estreptozoticina (STZ) nos ultimos
anos. Desde 1990, que uma ampla classe de complexos de oxidovanadio (IV) que envolvem
bis(metilcisteinato) [VO(cysm):]- (1990), bis(L-tartrato) [(V204)(L-tart)z]- (1990),
bis(maltolato) [VO(ma);]- (1992), bis(pirrolidona-N-ditiocarbamato) [VO(pdc).]- (1994),
bis(picolinato) [VO(pa)z]- (1995), bis(1-oxi-2-piridinetiolato) [VO(opt)z]- (1999) e
bis(alixinato) [VO(alx)z] (1999) mostrou capacidade de reducdo dos niveis de glicose em
ratos com Diabetes induzida experimentalmente [3, 18, 43].

Um dos complexos insulino-mimético de vanadio mais estudado é o bis(maltolato)
de oxidovanadio (IV), BMOV ou VO(ma); descrito pela primeira vez por Orvig e os seus
colaboradores (figura 4)[34]. Este apresenta-se como um potencial insulino-mimético
capaz de mimetizar o efeito da insulina no corpo humano, sendo eficiente na regulagao dos
niveis de glicose.

= /O\lcl)/o ZNe)

O A/ \_ A~
O O
Figura 4 - Representacio esquematica do complexo bis(maltolato) oxidovanadio (IV), BMOV.

0 BMOV foi dos primeiros complexos de vanadio que mostrou uma atividade
insulino-mimética superior e baixa toxicidade em relacdo a sais inorganicos de vanadio
tanto em estudos in vivo como in vitro [44, 45]. Este complexo também tem sido estudado
para evitar algumas consequéncias patologicas da diabetes, tais como cardiomiopatia e
outras disfungdes cardiacas [3].

O complexo bis(etilmaltolato) oxidovanadio (IV), BEOV ou VO(ema); (figura 5) é o
andlogo do BMOV derivado de etilmaltol, com solubilidade semelhante, maior
lipofilicidade e maior estabilidade a hidroélise [46]. Este composto resultou da substituicdo
do maltol pelo etilmaltol, o que demonstra que pequenas alteracdes estruturais nos
ligandos organicos podem modificar propriedades importantes dos complexos e torna-los
mais adequados para diversas aplicacdes terapéuticas.
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Figura 5 - Representacio esquematica do complexo bis(etilmaltolato) oxidovanadio (IV),
BEOV.

O primeiro teste clinico da fase I em humanos para o complexo BEOV foi realizado
por Medeval Ltd. em Manchester, para avaliar a seguranga, eficicia e tolerdncia relativas a
este complexo [47]. Os objetivos gerais deste estudo foram avaliar os efeitos na sadde
individual, utilizando doses crescentes administradas por via oral, determina¢do dos
parametros farmacocinéticos deste complexo no plasma, na urina e nos fluidos biolégicos
totais, e ainda comparar a biodisponibilidade deste complexo numa dose oral em jejum e
apds ingestdo de alimentos. O resultado deste ensaio clinico mostra a auséncia de efeitos
adversos na saude, em qualquer voluntdrio humano. No que respeita a andlise
farmacocinética, esta mostrou uma clara dependéncia da dose na absorcdo de vanadio a
partir do complexo BEOV, com uma absorcio mais rapida e eficaz em comparagio com os
sais inorganicos de vanadio. Quanto a biodisponibilidade, esta mostrou ser trés vezes
maior quando comparada a sais inorganicos de vanadio. Este complexo demostrou ainda
baixa toxicidade a nivel hepdtico e renal, corroborando os resultados anteriores em
animais tornados diabéticos com STZ [2, 3]. Este complexo chegou mesmo a completar a
fase Il dos ensaios clinicos em humanos [47].

A grande vantagem dos complexos de vanadio face a insulina é o fato de estes
poderem vir a ser administrados oralmente. A grande desvantagem é a toxicidade
associada a quantidade que é necessaria administrar para se obter o efeito desejado.
Assim surge a necessidade de preparar complexos que possam ser ingeridos e absorvidos
levando aos mesmos resultados, com pequenas quantidades.

Foram sintetizados por outros grupos complexos de oxidovanadio (IV): VO(N203),
VO(N302), VO(N203), VO(S202), VO(SO4) e VO(04), os quais provaram mimetizar o efeito da
insulina sendo eficientes a baixas concentragdes [6, 34].

Com o complexo BMOV mostrou-se a eficiéncia na regulacio dos niveis
plasmaticos de glicose utilizando doses menores, quando comparadas com os sais
inorganicos de vanadio. Este complexo exibe ainda atividade na diminuicdo das
concentragdes de colesterol e triglicéridos no plasma, melhorando e prevenindo assim
disfungdes cardiacas que sdo normalmente associadas a doentes portadores da Diabetes. A
grande vantagem do composto reside na sua baixa toxicidade a nivel hepatico e renal [33,
34].

O complexo bis (metilpicolinato) oxidovanadio (IV), com uma esfera de
coordenacdo do tipo VO(N:02), foi submetido a testes em ratos tornados diabéticos com
STZ, depois de testado in vitro quanto ao seu efeito na inibicdo da libertacdo de acidos
gordos livres (FFA) pelo tecido adiposo, também este um bom indicativo para a avaliacdo
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do grau da Diabetes, uma vez que o processo é também estimulado pela presenca de
insulina [6, 34].

Um conjunto de compostos de vanadio (IV) e vanadio (V) com diferentes esferas de
coordenacio foram testados em fibroblastos de ratos no que diz respeito a sua toxicidade
celular a curto prazo e a sua capacidade para estimular a captacdo de glicose pelas células.
Os compostos investigados foram ([H2VO4]- ), [VO(acetilacetonato):], [VO2 (dipicolinato)]-
e [VO(maltolato);]. Com este estudo verificou-se que estes compostos sdo téxicos com
concentra¢cdes de 1mM, contudo estes ndo sdo téxicos com concentracdes iguais ou
inferiores a 0,01 mM. Mais ainda compostos de vanadio (V) tendem a ser menos téxicos do
que compostos de vanadio (IV) [48].

Nos ultimos anos, as piridinonas tém sido testadas e propostas como compostos
quelantes com enorme eficacia na remocido de ferro e aluminio e na administracao de
iso6topos de galio e indio em radiodiagnodstico e radioterapia, demonstrando assim a sua
importancia farmacéutica [6]. Assim surgiu a ideia de sintetizar novos compostos de
vanadio com diferentes piridinonas de modo a obter compostos com diferentes balancos
hidrofilicos/lipofilicos.

O composto 1,2-dimetil-3-hidroxi-4-piridinona (Hdmpp), comercialmente
conhecido como Deferiprone, é utilizado atualmente no tratamento da (-talassemia, uma
doencga genética associada a acumulacdo de ferro no organismo [32], razdo pela qual o
composto VO(dmpp). ter sido particularmente estudado pelo grupo. Foram realizados
estudos em solucdo aquosa sob condi¢cdes aerdbicas e anaerdbicas, e avaliadas as
propriedades de oxidacdo-reducdo deste complexo, pois o estudo do comportamento
deste complexo em solucdo aquosa é importante para obter informacdo sobre os
parametros que podem afetar o seu desempenho in vivo. Mais ainda, foi feita a
caraterizacdo das espécies presentes em solucio a pH variavel [28, 32].

A semelhanga, deste estudos, foram feitos outros, com diferentes ligandos do tipo
piridinona com oxidovanadio (IV) em solugio aquosa [8, 26].

Apesar de todos os estudos que estdo a todo o momento a decorrer nesta area, sdo
necessarios estudos de caraterizacdo de complexos de vanadio ja existentes de modo a
aferir qual a melhor estratégia para a utilizacao eficaz no tratamento da doenca.

Além dos complexos de vanddio com pironas, picolinatos e dipicolinatos que
exibem propriedades insulino-miméticas, surgiu uma familia de ligandos, com destaque no
nosso grupo de Investigacdo, que comecou a ser estudada sob o ponto de vista quimico e
farmacolégico: as hidroxipiridinonas, nomeadamente as 3,4-HPO.

Deste modo, varios trabalhos tém vindo a ser desenvolvidos pelo grupo com o
objetivo de sintetizar complexos de vanadio com 3,4-HPO com propriedades insulino-
miméticas, que permitam a sua utilizagdo em doses reduzidas.

Neste sentido, apresentam-se nesta Dissertacdo quatro complexos de vanadio, ja
sintetizados no nosso Laboratdrio, designados por VO(dmpp)2, VO(depp)2z, VO(heepp): e
VO(hexylmpp). com ligandos 3,4-HPO (tabela 5), para estudos de caraterizacao, oxidacao
e localizacdo em modelos membranares através de diferentes técnicas espetroscopicas.
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Tabela 5 - Complexos de vanadio utilizados neste trabalho (nomenclatura de acordo com

[31]).

o Ay

/\u/ /N /\”/
N /\/ \/N/ /\/ —

VO(dmpp): VO(depp):

/\u/ =z N/// /\“/ = N//_/_/
OH/\/N _— /\/ N~ /\/

VO(heepp): VO (hexylmpp):

15




Capitulo I: Introducédo | 2015

3. Sistemas de libertacao/transporte controlado

Os sistemas de transporte de farmacos, ou sistemas de libertacdo controlada de
farmacos sdo definidos como “o uso de qualquer meio possivel, seja ele quimico, fisico-
quimico ou mecanico para regular a velocidade de acesso de um farmaco ao local de agao
isto é, diretamente nos tecidos envolvidos” [49].

0 estudo sobre sistemas de libertacao controlada de farmacos esta em constante
crescimento, pois visa diminuir os efeitos adversos causados, melhorando a eficacia
terapéutica, através da acdo direta dos farmacos no seu local de a¢do [50, 51]. Estes
sistemas apresentam vdrias vantagens em relacdo aos sistemas convencionais, sendo
possivel obter um aumento da biodisponibilidade e uma melhor aceitacdo do tratamento
pelo paciente [52, 53].

Custo elevados de desenvolvimento de novas moléculas ativas torna os sistemas de
libertacdo de farmacos uma das areas mais promissoras da industria farmacéutica. Isto
porque novas formulacdes de nanoparticulas podem resgatar farmacos promissores, que
foram descartados apds grandes investimentos devido a descoberta de potenciais efeitos
adversos ou baixa biodisponibilidade [50]. Deste modo, firmacos ja existentes sdo
apresentados com novas formulacdes, utilizando novas formas de transporte. Estes
sistemas tornaram-se assim, ferramentas importantes para a libertacdo especifica de uma
vasta gama de farmacos e tém vindo a evoluir de modo a produzir sistemas avancados, de
elevada sofisticacdo e espetro alargado [51, 54].

A criacdo destes sistemas de transporte surge da necessidade da reducao dos
efeitos toxicos dos farmacos devido ao facto da concentracdo para uso terapéutico ser,
muitas vezes, préxima da concentragdo téxica e o tempo de vida de alguns farmacos ser
reduzido [54-57]. Com o controle da localizagdo do farmaco no corpo, os efeitos
secundarios podem ser reduzidos, levando a administracdo de doses menores, utilizando
menor quantidade do principio ativo [51, 52]. Idealmente, um farmaco de efeito sistémico
deve permanecer na circulagdo o tempo necessario para o efeito terapéutico desejado ser
alcancado [54].

Atualmente, existem varios sistemas de libertacio controlada, desde
nanoparticulas, nanotubos, micelas poliméricas, polimeros e lipossomas. De todos estes
sistemas os que se encontram melhor caraterizados e os primeiros a serem desenvolvidos
foram os lipossomas [51, 58, 59]. Devido a sua composicdo, tamanho e propriedades
fisico-quimicas, os lipossomas permitem numerosas aplicacbes em diversas dareas
cientificas como a Quimica, Biologia, Bioquimica, Medicina ou na Industria [51, 52, 55, 58].

A caraterizacdo, tanto estrutural como a nivel de oxidacdo, assim como as
propriedades de particdo dos complexos de vanadio com  diferentes
lipofilicidades/hidrofilicidades é de extrema importancia, pois permite obter informagio
preciosa no que respeita a difusdo e transporte destes complexos em membranas
biolégicas [13]. E habitual a determinacdo de coeficientes de partigio recorrendo ao
sistema octanol/agua, contudo este método s6 é aplicavel a substancias puras que nao se
dissociam e ndo exibam atividade interfacial significativa [60]. Como consequéncia, para
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complexos de vanadio os coeficiente de particdo em octanol/agua ndo tém qualquer
significado, dado que as espécies presentes sdo muito varidveis e possuem diferentes
estados de oxidacao.

Assim para caraterizar estes complexos, a semelhanca do que se verificou para os
complexos de Cobre em estudos realizados pelo grupo de Investigacdo onde se insere esta
Dissertacdo [31], optou-se por usar lipossomas.

3.1. Lipossomas como modelos membranares

Os lipossomas exibem muitas das propriedades das membranas celulares, o que os
torna um modelo membranar mimético valioso no estudo das propriedades das
membranas bioldgicas, que sdo compostas por uma bicamada fosfolipidica continua [61].

Os lipossomas, por sua vez, sdo constituidos basicamente por lipidos, o que leva a
serem bastante utilizados no estudo das propriedades membranares, constituindo um
modelo membranar que tenta imitar a estrutura e propriedades das membranas
biolégicas [61]. A principal vantagem de lipossomas é a capacidade de modular as
condi¢des experimentais de modo a mostrar a influéncia de determinados fatores, como a
composicao lipidica, a temperatura, a forca iénica ou o pH do meio em que se encontram
[61, 62]. Por serem biodegradaveis, biocompativeis e ndo induzirem resposta imune sdo
muito versateis, tornando-se Uteis em varias aplicacoes terapéuticas e aplicacoes
analiticas [62, 63]. O pré-requisito para o uso de lipossomas como sistemas miméticos de
membranas ou como sistemas de transporte de farmacos ¢é a utilizacio de métodos que
permitam a caraterizacdo e controle de fatores como: a preparagdo, tamanho das
vesiculas, composicdo, estabilidade e taxa de encapsulacdo de farmacos, pois estes fatores
influenciam diretamente o comportamento dos lipossomas em meio biolégico [61]. O
aumento da eficiéncia de encapsulacdo e de libertacdo do farmaco in vivo constitui o
principal alvo das pesquisas que envolvem lipossomas. A estrutura dos lipossomas esta de
acordo com as principais fun¢des das membranas biolédgicas, estes constituem uma
barreira de permeabilidade e sdo um suporte onde se encontram inseridas proteinas com
diferentes fung¢des [64]. Os lipossomas sdo definidos como estruturas esféricas, vesiculas,
compostas por uma bicamada fosfolipidica concéntrica, que encerra no seu interior um
determinado volume de solugcdo aquosa (figura 6) [51, 62]. Estes podem encapsular
substancias hidrofilicas e/ou lipofilicas, sendo que as primeiras ficam no compartimento
aquoso e as lipofilicas inseridas ou adsorvidas na membrana [51, 61, 62].
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Bicamada
fosfolipidica

Figura 6 - Representacio esquematica de um lipossoma.

Outra grande vantagem destas vesiculas é serem constituidas basicamente por
fosfolipidos, que sdo os principais constituintes das membranas celulares [61].

Os fosfolipidos sdo de natureza anfifilica, ou seja, possuem simultaneamente, um
grupo hidrofilico (soluvel em &agua) e um grupo hidrofébico (insolivel em agua).
Tipicamente, um lipossoma é constituido por fosfolipidos com duas cadeias
hidrocarbonadas (designado por cauda hidrofébica) ligadas a um grupo hidrofilico
(designado por cabeca hidrofilica/polar) (figura 7) [49, 65]. Quando expostos a um
ambiente aquoso as interacdes hidrofilicas entre os grupos polares, as interagdes de Van
der Waals entre as cadeias hidrocarbonadas e as ligacdes de hidrogénio com moléculas de
adgua levam a reorganizacdo espontanea em bicamadas onde os grupos polares se
encontram a superficie, numa fase aquosa e as cadeias hidrocarbonadas no interior da
bicamada [49, 65].
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Figura 7 - Representacio esquematica de um fosfolipido.
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Os fosfolipidos podem ser de origem natural, ou sintética, de modo a serem
idénticos a membrana celular que se pretende estudar. Os lipidos de origem sintética
apresentam uma composicdo lipidica definida, contudo as cadeias hidrocarbonadas
podem ter maior ou menor numero de atomos de carbono, acidos gordos diferentes ou
iguais e cadeias saturadas ou insaturadas [49, 64]. O facto de possuirem uma maior
homogeneidade permite uma melhor compreensao, caraterizacdo e manipulagdo do seu
comportamento relativamente aos fosfolipidos de origem natural, fazendo dos sintéticos a

escolha para a preparacao de lipossomas [49, 64].

Diferentes propriedades fisicas como a permeabilidade, a temperatura de
transicdo de fase (Tm) ou a estabilidade dependem da composicao dos acidos gordos que
constituem os fosfolipidos, tanto ao nivel do comprimento das cadeias hidrocarbonadas,
do seu grau de saturagdo/insaturacdo como das propriedades dos grupos polares que os
constituem [49, 64]. Com diferentes temperaturas, as bicamadas fosfolipidicas possuem
diferentes fases termodinamicas: uma fase muito ordenada, denominada fase de gel e uma
fase mais fluida, denominada fase de “cristal-liquido” (figura 8). Para temperaturas
inferiores a Tm dos fosfolipidos, a bicamada apresenta uma estrutura muito ordenada,
pelo contrario com temperaturas acima da Tm dos fosfolipidos existe uma maior fluidez da
membrana, havendo maior mobilidade [49, 64].

Fase de Gel Fase de Cristal-Liquido

Cadeias hidrocarbonadas Cadeias hidrocarbonadas
ordenadas desordenadas

Figura 8 - Representacio esquematica da influéncia da temperatura de transicio de fase nos
fosfolipidos.

Uma compreensdo da temperatura de transi¢do de fase e fluidez das bicamadas
fosfolipidicas é de extrema importancia para a formulagdo e aplicacdoes dos lipossomas,
pois o comportamento termodindmico da membrana do lipossoma determina
propriedades como a permeabilidade, fusio, agregacdo e ligacio a proteinas, o que pode
afetar a estabilidade dos mesmos e o seu comportamento em sistemas bioldgicos [49].

3.1.1. Classificagao:

O tamanho dos lipossomas pode variar entre 20 nm até cerca de 1000 nm.
Contudo, as dimensoes destas vesiculas dependem do método utilizado para as preparar,
isto porque lipossomas com diferentes tamanhos, necessitam de diferentes métodos de
preparacdo. As diferentes aplicagdes e estudos experimentais requerem determinadas
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dimensdes [51, 61, 66]. A classificacdo dos lipossomas é feita de acordo com o seu
tamanho (figura 9). Assim os lipossomas podem ser classificados como:

e vesiculas multilamelares (MLV’S - MultiLamellar Vesicles), que possuem
um tamanho de estrutura relativamente elevado e um volume interno bastante menor
devido a subdivisdo da estrutura em varias bicamadas concéntricas;

e vesiculas unilamelares grandes (LUV’s - Large Unilamellar Vesicles) com
didmetros superiores a 50 nm;

e vesiculas unilamelares pequenas (SUV’s - Small Unilamellar Vesicles) com
dimensdes entre 20 e 50 nm [51, 61];

BICAMADA
LIPIDICA

ioica. LUV’s
SUV’s ©
(®)

Figura 9 - Representacio esquematica dos diferentes tipos de vesiculas lipossomicas
(adaptado de [67]).

3.1.2. Preparacao de lipossomas:

As propriedades dos lipidos podem variar dependendo da composicido (cationicos,
anidnicos, neutros), no entanto, o mesmo método geral de preparagdo pode ser utilizado
para todas as vesiculas de lipossoma, independentemente da sua composicdo [61]. Os
elementos gerais do procedimento envolvem a preparacdo de lipido para a hidratacio,
com agitacdo, e dimensionamento para uma distribuicio homogénea das vesiculas. Assim
existem varios processos para preparacdo, estes podem ser preparados por
congelacdo/descongelacdo, sonicacdo, extrusdo, entre outros, e a escolha do método
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depende da aplicacao final atribuida aos lipossomas [61]. Todos os métodos de preparacido
de lipossomas abrangem passos comuns, para a obten¢do de MLV’s, LUV’s ou SUV’s, como
a dispersao do fosfolipido num meio aquoso. As moléculas fosfolipidicas ndo sdo soluveis
em 4gua, assim um dos passos da preparacdo de lipossomas necessita da solubilizacao dos
fosfolipidos num solvente apolar adequado ap6s a qual se prepara um filme lipidico por
evaporacao desse solvente [61, 68].

Para a preparacdo de lipossomas utilizou-se o método de hidratacdo do filme
lipidico. Através da dispersdo do filme lipidico em solu¢do aquosa, produz-se MLV’s, de
varios tamanhos e varias camadas lipidicas que posteriormente, podem ser tratadas de
forma a obter vesiculas de tamanho definido, para isto sdo utilizados meios mecanicos, a
extrusdo, através de filtros de tamanho de poro fixo, ou a sonicacdo (figura 10) [49, 61].

LIPIDO B
SOLUGAO
AQUOSA

=

» »

SOLVENTE
ORGANICO
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Figura 10 - Representacio esquematica da preparacido de MLV’s pelo método de hidratacio
do filme lipidico e de SUV’s ou LUV’s obtidas por sonicacio/extrusio (adaptado de [67]).

Para a obtencdo de populagdes de lipossomas homogéneas, podem ser utilizados
ciclos de congelacdo/descongelacdo pois permitem aumentar o volume interno aquoso
dos lipossomas através da eliminacdo das sucessivas camadas lipidicas presentes nas
MLV’s [61]. A sonicagdo é muito utilizada na preparacdo de SUV’s podendo ser realizada
por insercdo da suspensado de lipossoma num banho ou através da insercdo de uma ponta
de ultra-sons diretamente na suspensao. A extrusdo consiste na passagem forcada, através
de filtros com um didmetro de poro bem definido, sob pressdo, atmosfera inerte e a uma
temperatura superior a temperatura de transicido de fase dos lipidos presentes na
suspensdo de lipossoma. Extrusdes sucessivas levam a uma diminui¢io do nimero de
lamelas que compdem as MLV’s e, passadas cerca de dez passagens, obtém-se uma

suspensdo de lipossoma unilamelar e homogénea, no que diz respeito ao diametro das
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vesiculas. As LUV’s, permitem uma boa encapsulacio e uma boa estabilidade dos
lipossomas [49, 61, 64, 68].

Para este trabalho foram preparados lipossomas (LUV’s) de 1,2-dimiristoil-glicero-
3-fosfatidilcolina (DMPC) e de 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (POPC).

A constituicio da membrana de mamiferos inclui essencialmente fosfolipidos, os
que os torna o principal componente lipidico em lipossomas. Um dos modelos mais
frequentemente utilizados sdo lipossomas de DMPC (figura 11), um fosfolipido
zwiteridénico, utilizado como sistema modelo para membranas das células de mamiferos
[64, 69].
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Figura 11 - Férmula do fosfolipido DMPC (1,2-dimiristoil-glicero-3-fosfatidilcolina) [67].

A semelhanc¢a de lipossomas de DMPC, os lipossomas de POPC sio também
utilizados como sistema modelo para membranas das células de mamiferos. POPC (figura
12) é tipicamente considerado um dos lipidos modelo para experiéncias biofisicas [70]. A
fosfatidilcolina (PC) é geralmente o lipido mais abundante nas membranas celulares de
animais, e faz parte da barreira de permeabilidade existente nas células animais [70].
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Figura 12 - Férmula do fosfolipido POPC (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina)
[67].

3.2. Exemplos da utilizacao de lipossomas

Os exemplos de aplicacdes de lipossomas sdo imensos. Os lipossomas sdo bastante
uteis, como modelos, em diversas areas como a Quimica, Bioquimica e Biologia. Em 1976,
Gregoriadis prop6s a utilizacdo de lipossomas como vetores farmacoldgicos no transporte
e libertacdo de farmacos. Presentemente, os lipossomas, assumem uma posicdo de relevo
face as vantagens decorrentes das carateristicas Unicas destes sistemas que os tornam
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veiculos seguros e eficazes, como: a biocompatibilidade, resultante, por um lado, da sua
biodegradabilidade e toxicidade reduzida, e por outro lado, do facto de ndo provocarem
reacdes imunogénicas; a grande versatilidade estrutural, devido ao facto dos lipossomas a
semelhanca das membranas serem constituidos, na sua maior parte, por fosfolipidos, que
embora ndo mimetizem perfeitamente a membrana, é possivel aumentar o nivel de
similaridade entre eles, através da inser¢cdo de proteinas nas vesiculas de lipossomas [68,
71-74]; a possibilidade de manipulacdo das suas carateristicas fisico-quimicas e a
possibilidade de fusdo com células, que facilitam a encapsulacao de farmacos. O estudo de
lipossomas permite, também, avaliar o comportamento de farmacos nas células.
Dependendo da natureza do farmaco, este pode encontrar-se em locais membranares
distintos, assim, em termos de localizacdo, um farmaco pode atuar com as vesiculas de
lipossoma a trés niveis distintos: caso o fAirmaco seja hidrossoldivel vai encontrar-se no
compartimento aquoso do lipossoma, caso seja hidrofébico, vai encontrar-se na zona
lipidica da bicamada, mas se for anfotérico, o firmaco rearranja-se de modo a colocar a sua
parte hidrofilica junto aos grupos polares da membrana e a sua parte hidrofébica junto as
cadeias hidrocarbonadas [61, 75, 76].

Na medicina a utilizacao de lipossomas para o desenvolvimento de sistemas de
transporte e libertacdo de farmacos abriu novas possibilidades para o tratamento de
forma segura e eficaz de varias doengas, principalmente no cancro, através do aumento do
tempo de circulacdo destes e da entrega do farmaco na célula ou tecido alvo, havendo
resultados no tratamento de cancro colo-rectal, doengas do trato gastrointestinal, no
cancro da prostata, entre outros [77-80]. Na microbiologia sdo preparados lipossomas a
partir de lipidos bacterianos para o estudo da influéncia de varios fatores, tais como,
interacdes destes lipidos com péptidos anti-microbianos [81-83]. Na quimica os
lipossomas podem ser utilizados para estudos de localizacdo e particdo de vdrios
compostos e descoberta de marcadores especificos [61, 84, 85].
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4. Técnicas espetroscopicas para o estudo de complexos de vanadio

Os métodos espetroscopicos sdo ferramentas poderosas para o estudo de
complexos de metais de transicdo e de sistemas bioldgicos. Estes métodos sdo uteis para a
andlise espetroscopica de componentes individuais num sistema biolégico, tais como
proteinas, acidos nucleicos e metabolitos. A espetroscopia pode também fornecer
informacGes detalhadas sobre a estrutura e o mecanismo de a¢do das moléculas [61].

0 vanadio (IV) é um ido de metal paramagnético, enquanto o vanadio (III) e (V) sdo
espécies diamagnéticas. Consequentemente varias técnicas espetroscopicas podem ser
utilizadas para a caraterizacdo das espécies de vanadio. Com espetroscopia UV/Vis é
possivel uma detecdo do vanadio a nivel da oxidacdo, contudo nido é suficiente para
caraterizar a sua geometria de coordenacdo e a sua estrutura eletrénica. A Ressonancia
Paramagnética Eletronica (RPE) revelou ser a ferramenta mais poderosa para a
caraterizacdo, tanto estrutural como a nivel de oxidacao de complexos de vanadio [26, 86,
87]; assim como a espetroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RNM) para os
complexos de vanadio (III) e vanadio (V) [28, 88]. Mais ainda, estas técnicas
espectroscopicas de ressonancia, RPE e RMN, tém sido muito utilizadas para estudos de
processos dinamicos, fornecendo informacgdes sobre a dindmica de lipidos e estrutura da
membrana, tendo aplicagdes em diversas areas, na quimica, na fisica, na biologia e na
medicina/farmacologia.

A espetroscopia é o estudo da interacdo da radiacdo eletromagnética com a
matéria. A radiacdo é caraterizada pela sua energia, E, que estid relacionada com a
respetiva frequéncia, v, e com o comprimento de onda, A, da radiacdo pela relacdo de

Planck:

E =hv=hc/A eq.1

em que ¢ é a velocidade da luz; 2,998 X 10%°%cm. s™* ; h é a constante de Planck,

6,625 X 107%7erg. s™! . Assim, a radiacdo pode ser interpretada como uma onda
sinusoidal eletromagnética, ou seja, como a propagacdo simultdnea de um campo elétrico
e de um campo magnético, que se propagam perpendicularmente entre si, periodicamente
no tempo e no espacgo [61].

O Espetro Eletromagnético é habitualmente dividido em regides de acordo com o
comprimento da onda, abrangendo desde as ondas de radio, as microondas, a radiacio
infravermelha, a luz visivel, os raios ultravioleta, os raios X até a radiacdo gama.

Os comprimentos de onda da radiacdo utilizada em Espetroscopia estendem-se
desde os raios-x, A =® 1-100 nm, até as microondas, A = 105 - 106 nm. Na RPE a radiacio
utilizada situa-se na regido das microondas [61].

De um modo geral, nas diferentes técnicas espetroscopicas aplica-se radiagdo
continua e em seguida regista-se a intensidade da radiagdo depois de passar através da
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amostra de interesse. A intensidade é entdo determinada como uma fungao da frequéncia
de radiacdo sendo o resultado o espetro de absorcao da amostra.

4.1. Espetroscopia Ultravioleta/Visivel

A absor¢do de radiacdo eletromagnética na regido do ultravioleta-visivel por parte
de moléculas, &tomos ou ides estd normalmente associada a transicoes eletrdnicas. Estas
ocorrem, quando por interacdo da radiacdo eletromagnética com o meio absorvente, um
eletrdo é promovido de um estado eletronico de baixa energia para outro de energia mais
elevada [89].

Assim é possivel observar na regido do UV/Vis, transi¢des relacionadas com os
complexos de metais de transicdo, que permitem, obter informacio sobre os estados de
oxidacao e geometrias de coordenacdo. Geralmente, os espetros de compostos de metais
de transicdo, em solucdo, apresentam um conjunto de bandas com baixas absortividades
molares e situadas entre valores de A de 300 a 900 nm [89].

4.2. Espetroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica

O eletrdo possui um momento magnético diferente de zero que é definido por:

Ue = —9 Pe S eq.2

em que [, é 0o magnetdo de Bohr e s 0 momento angular de spin.

Na auséncia de campos magnéticos ou elétricos externos os eletroes estio
dispostos aleatoriamente. No entanto e em virtude de possuirem momento angular de
spin, quando sujeitos a um campo magnético externo, tendem a alinhar-se numa diregdo
paralela ao campo quer no mesmo sentido quer em sentido oposto o que corresponde a
distribuirem-se por dois estados de energia diferentes (o estado de mais baixa energia
corresponde ao alinhamento no sentido do campo)[49, 61].

Este efeito é denominado Efeito Zeeman e a diferenca de energias entre os dois
estados é dada pela equacao:

AE =g . H, eq.3
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em que Hy é o campo magnético externo e g a constante de proporcionalidade designada
por fator g. Este efeito é ilustrado na figura 14.

Em termos quanticos os niveis permitidos para o spin do eletrdo, S, sdo

quantificados e as suas componentes mg = +1/2(a) e - 1/2(3). A possibilidade de

transicdo entre estes dois estados representa a mais simples transicao RPE (por exemplo,
eletroes livres) [61].

Ms = +1/2

AE

M; =-1/2

—>
H=0

Figura 13 - Diagrama de distribuicdo de niveis de energia para dois estados de spin em
funcio do campo aplicado H.

Para um dado valor de campo magnético, um eletrdo no estado de energia mais
baixo pode ser promovido ao estado de maior energia se se fornecer energia necessaria de
modo a observar a condi¢do de ressonancia, que é traduzida pela expressao:

AE =hv=gp,H, eq.4

em que h é a constante de Planck e v é a frequéncia da radiagdo eletromagnética que induz
a transicdo (neste caso na zona das microondas do espetro eletromagnético). Assim, esta
equacdo descreve a absor¢do de energia entre dois estados de spin. Num espetrémetro de
RPE, utiliza-se habitualmente um a fonte de microondas de frequéncia fixa e é realizado
um varrimento de campo magnético de forma a medir a energia necessaria para se
inverter o spin do electrao [61].

Os nucleos também possuem momento angular de spin e o seu valor é dado pelo
spin nuclear I que pode apresentar valores de 0, 1/2 , 1, 3/2,..., determinado pelo ndmero

de protdes e neutrdes que possuem. O momento magnético é dado por:
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Un = GnBnl eq.5

em que [, é o magnetdo nuclear. Os niveis de energia sdo quantificados e os valores do
nimero quantico M;, variam de - I a +I, ou seja apresentam 2I/+1 valores. O campo
magnético sentido pelo eletrdo é assim o campo magnético externo ao qual se adiciona ou
subtrai o campo magnético criado pelos nucleos vizinhos (figura 14) [49, 61].
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Figura 14 - Esquema representativo de um atomo sujeito a um campo magnético externo e a
interacao do spin eletrénico e do spin nuclear.

Este efeito é designado por interacdo nuclear hiperfina e permite identificar os
nicleos na vizinhanga do eletrdo desemparelhado. Na figura 14 (a direita) esta
representado um esquema da interacdo nuclear hiperfina [49, 61].

Quando existe esta interacdo as regras de selecdo sdo AM; = 0 e AM; = 1 pelo que
um nucleo de spin I origina 2/+1 transicoes que, na primeira aproximacao, sdo espacadas
de um valor de campo magnético designado por A. A diferenc¢a de energia entre os niveis
M; é designada por acoplamento hiperfino e A por constante de acoplamento hiperfino
[49].

Para complexos de vanadio (IV) torna-se especialmente util a utilizacdo de RPE,
dado que é uma espécie paramagnética, com S = 1/2 correspondente a configuracao

eletrénica [Ar]3d!do catido metalico.

O nucleo de vanadio, 51V tem spin nuclear [ = 7/2 e como resultado das

interacg¢des do eletrdo desemparelhado com spin nuclear verifica-se o desdobramento dos
niveis de spin eletrénico em 21 + 1 niveis de energia que origina oito bandas no espetro de
RPE (figura 15) [90].
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1=7/2, 21+1=8

(51 V)

Figura 15 - Espetro de RPE representativo de (51V) em solucio aquosa e registado a
temperatura ambiente (adaptado de [91]).

Para espécies em solucdo os espetros de RPE sdo, geralmente, isotrépicos, onde as
trés direcdes do espago sdo equivalentes, assim ha apenas um valor para o fator g e um
valor para a constante de acoplamento hiperfino A (giso € Ais), ndo dependendo da
orientacdo da amostra em relacdo ao campo magnético externo. Esta situacdo pode ser
alterada por efeito da temperatura ou de outros fatores que alterem a mobilidade da
amostra levando a dependéncia dos parametros g e A [49]. Assim com amostras em matriz
gelada os espetros de RPE sdo, geralmente, anisotrépicos, em que a obtenc¢ao dos valores
de g e A é mais complexa, podendo existir trés componentes em g (gx, gy gzz) € trés em A
(A Ay, Az), de acordo com a orientacdo da molécula no campo magnético. Estes
parametros fornecem informacao sobre a esfera e geometria de coordenacao [49, 90].

A partir dos espetros de RPE é possivel obter informagdes importantes uma vez
que as espécies paramagnéticas exibem um espetro carateristico, correspondente as oito
bandas. Assim a existéncia de um sinal RPE, permite concluir que existe em solugdo pelo
menos uma espécie paramagnética (vanadio (IV)), ndo sendo possivel detetar a presenca
de espécies diamagnéticas (vanadio (V)), que possuem uma configuracio eletrénica
[Ar]3d° e como tal ndo apresentam sinal em RPE. Por outro lado, a inexisténcia de sinal de
RPE permite chegar a conclusdo de que ndo existem espécies paramagnéticas em solucdo,
nada podendo concluir quanto a existéncia de espécies diamagnéticas. Deste modo, é
possivel detetar a ocorréncia de reagdes de oxidagido/reducdo em solugio e assim saber se

os complexos formados correspondem a vanadio (IV) ou se este foi oxidado a vanadio (V).

4.3. Espetroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

A teoria subjacente a uma experiéncia de RMN é muito semelhante a de RPE, mas a
configuracdo é muito diferente, por razdes técnicas. Em RPE, verifica-se a transicido de
moléculas a partir do seu estado fundamental para um estado excitado, por radiacdo de
microondas, sendo detetada pela absor¢do de energia correspondente. Por outro lado, a
RMN utiliza pulsos de radiofrequéncia que permitem a passagem das moléculas para um
estado excitado e, de seguida, monitoriza o sinal correspondente ao regresso para o estado
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fundamental. Este sinal é entdo submetido a uma transformacao de Fourier para se obter o
espetro de RMN [92].

Para o estudo de espécies diamagnéticas, como vanadio (V), pode utilizar-se a
espetroscopia de RMN para a sua caraterizacdo. O 51V é um nucleo com carateristicas
espetroscépicas favoraveis a sua observagdo por RMN. Na verdade, existe uma abundancia
natural, de 99,76%, e possui um momento magnético elevado (pu=5,139 unidades de
magnetdo nuclear), apresentando grande sensibilidade de dete¢do. Como referido

anteriormente o nucleo de vanadio, 51V tem spin nuclear I = 7/2 e um momento

quadrupolar de 0,24 x 10728 m~2, originando sinais, que embora largos sdo perfeitamente
observaveis [90].

Todas estas carateristicas fazem com que a recetividade de RMN do ntcleo 51V seja
excecionalmente elevada, permitindo a observacdo rapida de espetros com boa razio
sinal/ruido, cujos parametros espetrais, especialmente o desvio quimico (8) dos sinais,
fornecem informacdo importante quanto as espécies de vanadio existentes em solugdo,
nomeadamente o seu estado de oxidacdo, nimero de coordenacio e interacGes eletronicas
[90].
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Capitulo II: Metodologia Experimental

Neste capitulo descrevem-se os métodos, as condigdes e execucdes experimentais,
instrumentacdo e reagentes utilizados. Faz-se ainda referéncia aos programas
computacionais com os quais se efetuaram os calculos ou tratamentos necessarios para a
analise dos resultados.

1. Reagentes, solucdes e instrumentacao

Os reagentes utilizados foram adquiridos a Sigma-Aldrich, e os solventes utilizados
foram adquiridos a Merck, sem purificacdo adicional.

Os lipidos, 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DMPC) e 1-palmitoil-2-
oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC) foram adquiridos a Avanti Polar Lipids,
armazenados a -18°C e utilizados sem qualquer purificagdo adicional.

A solugdo tampao utilizada em todos os ensaios (Tampao MOPS) foi preparada a
partir da pesagem rigorosa do acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico, adquirido a Sigma,
na concentragdo 10mM, pH 7,4 e forga idénica ajustada a 0,1M com NaCl.

As solucdes concentradas de ligandos e complexos de vanadio utilizadas foram
preparadas em MOPS, dimetilsuféxido (DMSO), dimetilformamida (DMF), diclorometano
(CH2Cl2), diclorometano-tolueno (1:1) (CH2Cl:-tol) e dimetilsuf6xido-tolueno (1:6) (DMSO-
tol) e armazenadas a 4°C e ao abrigo da luz. Os ligandos e os complexos estudados
encontravam-se ja preparados pelo grupo de investigacdo, existindo armazenados no
laboratério.

As suspensdes de lipossoma foram preparadas em tampio, mantidas a 4°C ao
abrigo da luz e diluidas em tampao MOPS sempre que necessario.

As suspensdes de lipossoma multilamelares (MLV’s) foram extrudidas (para
originar as unilamelares) num extrusor Lipex Biomembranes de capacidade 10mL e filtros
de policarbonato da Nucleopore-Corning (100nm).

Os estudos de tamanho dos lipossomas foram realizados por Dispersdo Dindmica
da Luz (DLS) num Zeta Sizer Nano ZS da Malvern Instruments.

Os espetros de RPE, utilizados para os estudos de carateriza¢do, oxidacdo e
localizacdo dos complexos de vanadio nos diferentes solventes e em lipossomas foram
obtidos no Laboratério de Ressonancia Magnética, no Centro de Estudos de Materiais da
Universidade do Porto (CEMUP) e registados num aparelho Bruker ELEXSYS E 500,
equipado com um sistema de temperatura controlada ER 4B1 VT. As amostras utilizadas
na obtencgdo dos espetros de RPE foram colocadas em tubos capilares e posteriormente em
tubos de quartzo (didmetro=4 mm).

Os espetros de RPE foram adquiridos usando os programas padrdo do software do
aparelho (XEPR).
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Os espetros de RMN utilizados para os estudos de caraterizacdo, oxidacdo e
localizacdo dos complexos de vanadio nos lipossomas e MOPS, foram obtidos no
Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear, no Centro de Estudos de Materiais da
Universidade do Porto (CEMUP), utilizando um espectrometro Bruker Avance III 400
(400,15 MHz para H e 105,20 MHz para 51V). O calibrante utilizado foi o VOCI; e os
desvios quimicos sdo expressos em & (ppm). As amostras utilizadas na obtencdo dos
espetros de RMN foram colocadas em tubos de vidro do tipo 1 classe B (didmetro=5 mm)
comumente referidos como N-51A.

Os espetros de RMN foram adquiridos usando o software TopSpin 3.1, Bruker.

Para um dos complexos de vanadio foi feito um estudo por espetroscopia de UV-
Vis com solucdes preparadas em tampao MOPS, DMSO e H:0O, tracaram-se espetros de
variacdo de absorvancia em funcdo do comprimento de onda (250-1100 nm). Os espetros
de UV-Vis foram obtidos num espetrofotémetro de feixe duplo UV-3600|Shimadzu UV-VIS-
NIR a 25°C.

Os espetros de UV-Vis foram adquiridos usando os programas padrdo do software
do aparelho (UVProbe 2.3.3).

Todas as pesagens foram efetuadas numa balanca analitica Mettler AT201 (+ 2x10-
5
g)-
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2. Preparacao de lipossomas

Para a preparacdo de lipossomas, optou-se pelo processo mais comum de
preparacdo, denominado por método de hidratacdo do filme lipidico descrito por
Bangham [93].

Dissolveu-se o lipido (DMPC e POPC) em cloroférmio, e evaporou-se o solvente
organico até a secura sob uma corrente de azoto, num baldo de fundo redondo. Apds a
evaporacdo do solvente organico, o filme permaneceu sob vacuo durante 3 horas para
eliminar qualquer vestigio de solvente organico.

Apés 3 horas, hidratou-se o filme preparado com solucdo tampao MOPS (10mM;
pH 7,4; 0,1M Nac(l) e agitou-se a suspensdo no vortex alternando com imersdo num banho
de temperatura superior a de transicdo de fase formando, assim, vesiculas multilamelares
(MLV’s).

Realizaram-se, entdo, 10 ciclos de congelacdo/descongelacdo (azoto liquido a
-196°C / banho termostatico a 37°C) e deixou-se a suspensio final estabilizar, durante
30min, num banho termostatizado a 37°C. Apés o periodo de estabilizacdo fez-se passar a
suspensao lipidica de MLV’s pelo extrusor. A extrusio foi realizada a 37°C, a uma pressao
de 250 bar em atmosfera inerte (corrente de argon) fazendo passar a suspensdo de
lipossoma por filtros de policarbonato de didmetro de 100nm, 10 vezes.

No final a suspensdo lipidica exibe um aspeto translicido e é constituida por
lipossomas unilamelares com =100 nm de didmetro, confirmado por Dispersdo Dinamica
da Luz.
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3. Caraterizacdo do complexo de vanadio VO(dmpp)2 nos solventes DMSO,
MOPS e Hz0 por espetroscopia de UV-Vis

Para o complexo de vanadio VO(dmpp); prepararam-se solucées de 1mL em
DMSO, MOPS e H;0, devidamente desarejados sob uma corrente de argon, de modo a obter
uma concentracdo final de amostra de 1,5mM. As amostras foram preparadas por
dissolugdo do composto a estudar no respetivo solvente. Agitou-se em vortex cada
solucdo, durante 1 minuto, e tragaram-se espetros de varia¢do de absorvancia em fungao
do comprimento de onda (250-1100 nm) e ao longo do tempo (com a duracido de 72
horas). A linha de base foi tragada em DMSO, MOPS e H;0, respectivamente. O
procedimento encontra-se resumido no esquema 1.

Os espetros foram tratados com o programa Origin 8.5.0.

H,0 MOPS

= /O\\I/CI)/O ZSNT

DMSO

N~ / \_ A~

O O i—
— 7

Abs

Abs

Esquema 1 - Representaciao esquematica do procedimento experimental adotado para os
estudos de Espetroscopia UV/visivel.
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4. Estudo e caraterizacao de complexos de vanadio em diferentes solventes
por espetroscopia de RPE a temperatura ambiente e 100K

A sintese dos diferentes complexos de vanadio descritos nesta dissertacido foi
realizada anteriormente no nosso Laboratério, seguindo o protocolo adotado para a
sintese de complexo dos ligandos derivados das 3,4-HPO com diferentes metais [33].

Prepararam-se solucdes de 1mL de cada complexo de vanadio com os diferentes
solventes ou mistura de solventes devidamente desarejados (MOPS, DMSO, DMF CH:Cl,,
CHCl,-tol (1:1) e DMSO-tol (1:6)), de modo a obter uma concentracao final de amostra de
1,5mM. As amostras foram preparadas por dissolu¢do do composto a estudar no respetivo
solvente. Agitou-se em vortex cada solucdo, durante 1 minuto. As amostras de RPE a 100 K
foram congeladas em azoto liquido no capilar, logo apés preparagao.

A andlise de todas as solugdes foi efetuada de seguida a temperatura ambiente e
100K por RPE.

As condicoOes de aquisicdo para RPE a temperatura ambiente foram: frequéncia de
modulacao de 100 kHz, amplitude de modelacdo de 4 G, ganho de 60 dB, tempo de
aquisicdo de 400ms, janela de 1200G (2800G a 4000G), poténcia de 31,7 mW, 1
varrimento e temperatura de 296+ 2K.

As condicoes de aquisicdo para RPE a 100K foram: frequéncia de modulacio de
100 kHz, amplitude de modelacdo de 8 G, ganho de 60 dB, tempo de aquisicao de 400 ms,
janela de 2000G (2400G a 4400G), poténcia de 31,7 mW, 1 varrimento e temperatura de
100+ 2K.

Os espetros foram tratados com o programa Origin 8.5.0. e os valores de
parametros de Hamiltoniano de Spin foram calculados apés simulacdo espectral com o
programa WinEpr/SimFonia, Bruker.

O procedimento encontra-se resumido no esquema 2.
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Esquema 2 - Representacido esquematica do procedimento experimental adotado para os
estudos de Espetroscopia de RPE.
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5. Estudo de complexos de vanadio em lipossomas de DMPC por
espetroscopia de RPEa 100 K

Os estudos foram igualmente realizados de acordo com os procedimentos
anteriormente descritos.

Prepararam-se aliquotas de 1mL de suspensdo de lipossoma de DMPC (4mM, 8mM
e 12mM) as quais se adicionou o composto a estudar, de modo a obter uma concentragio
de composto de 1,5mM. Agitou-se em vortex cada solucdo ao abrigo da luz, durante
1minuto e procedeu-se a incuba¢do num banho a 37°C, durante 1 hora, posteriormente
congelaram-se as amostras em azoto liquido.

Esta experiéncia foi repetida para diferentes tempos de incubacdo: 30 min, 1h, 1he
30min, 2h e 2h e 30 min.

A andlise de todas as amostras foi feita de seguida a 100K por RPE.

As condig¢des de aquisi¢do foram: frequéncia de modulacdo de 100 kHz, amplitude
de modelacdo de 8 G, ganho de 60 dB, tempo de aquisicdo de 400 ms, janela de 2000G
(2400G a 4400G), poténcia de 31,7 mW, 1 varrimento e temperatura de 100+ 2K.

Os espetros foram tratados com o programa Origin 8.5.0. e os valores de
parametros de Hamiltoniano de Spin foram calculados apés simulacdo espectral com o
programa WinEpr/SimFonia, Bruker.

O procedimento encontra-se resumido no esquema 2.
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6. Estudo do complexo VO(dmpp)2 em MOPS e em lipossomas de POPC por
espetroscopia de RPE e de RMN a temperatura ambiente

Prepararam-se aliquotas de 1mL de MOPS e de suspensdo de lipossoma de POPC
(8mM) as quais se adicionou o complexo VO(dmpp),, de modo a obter uma concentragao
de composto de 1,5mM. Agitou-se em vortex cada solugdo ao abrigo da luz, durante 1
minuto.

A andlise de todas as amostras foi realizada de seguida por RPE e RMN a
temperatura ambiente e ao longo do tempo (3 horas no total).

Para RMN, as amostras foram adicionadas duas gotas de agua deuterada (D:0) de
modo a facilitar a aquisi¢do dos espetros. Os espetros foram obtidos a 26°C.

Mais ainda, foram preparadas solucoes de 1mL de diferentes concentracdes
(1,5mM; 0,15mM e 0,015mM) do complexo de vanadio VO(dmpp),, por dissolucdo do
composto em MOPS, seguida de analise por RPE e RMN a temperatura ambiente.

As condicOes de aquisicdo para RPE a temperatura ambiente foram: frequéncia de
modulacdao de 100 kHz, amplitude de modelacdo de 4G, ganho de 60 dB, tempo de
aquisicdo de 200 ms, janela de 1200G (2800G a 4000G), poténcia de 31,7 mW, 3
varrimentos e temperatura de 296 + 2K.

Os espetros foram tratados com o programa Origin 8.5.0. e os valores de
parametros de Hamiltoniano de Spin foram calculados apés simulacdo espectral com o
programa WinEpr/SimFonia, Bruker.

As condig¢des de aquisicdo para RMN foram: sonda 5mm PABBO BB-1H/D, janela
de 400 ppm, temperatura ambiente de 26°C, 12 K varrimentos e a linha de base de 50 Hz.

Os espetros foram tratados com o programa TopSpin 3.1, Bruker.

O procedimento encontra-se resumido nos esquemas 2 e 3.
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Esquema 3 - Representacido esquematica do procedimento experimental adotado para os
estudos de Espetroscopia de RMN.
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7. Estudo de complexos de vanadio em MOPS por espetroscopia de RPE a
temperatura ambiente e a 100K e por espetroscopia de RMN a
temperatura ambiente

Prepararam-se aliquotas de 1mL de MOPS as quais se adicionaram volumes
crescentes de solucdo concentrada dos complexos de vanadio em DMSO de modo a obter
as concentragdes de 0,06mM; 0,6mM; 0,3mM e 0,9mM (respetivamente, 1, 5, 10 e 15%
(V/V) de DMSO). As solugdes concentradas foram preparadas por dissolu¢do do composto
a estudar no respetivo solvente. Agitou-se em vortex cada microtubo, ao abrigo da luz,
durante 1 minuto. Para RPE a 100 K as amostras foram congeladas em azoto liquido, apés
preparacao.

A andlise de todas as amostras foi realizada de seguida por RPE a temperatura
ambiente e a 100K e por RMN, e ao longo do tempo (0h, 24h e 72h). Para RMN, as
amostras foram adicionadas duas gotas de agua deuterada (D:0) de modo a facilitar a
aquisicdo dos espetros. Os espetros foram obtidos a 26°C.

As condig¢des de aquisi¢do para RPE a temperatura ambiente foram: frequéncia de
modulacdao de 100 kHz, amplitude de modelacdo de 4G, ganho de 60 dB, tempo de
aquisicdo de 400 ms, janela de 1200G (2800G a 4000G), poténcia de 31,7 mW, 5
varrimentos e temperatura de 296 + 2K.

As condicoes de aquisicdo para RPE a 100K foram: frequéncia de modulacio de
100 kHz, amplitude de modelacdo de 8 G, ganho de 60 dB, tempo de aquisicao de 400 ms,
janela de 2000G (2400G a 4400G), poténcia de 31,7 mW, 1 varrimento e temperatura de
100+ 2K.

Os espetros foram tratados com o programa Origin 8.5.0. e os valores de
parametros de Hamiltoniano de Spin foram calculados apds simulacdo espectral com o
programa WinEpr/SimFonia, Bruker.

As condig¢des de aquisicdo para RMN foram: sonda 5mm PABBO BB-1H/D, janela
de 400 ppm, temperatura ambiente de 26°C, 12 K varrimentos e a linha de base de 50 Hz.

Os espetros foram tratados com o programa TopSpin 3.1, Bruker.

O procedimento encontra-se resumido nos esquemas 2 e 3.
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8. Estudo de complexos de vanadio em lipossomas de POPC por
espetroscopia de RPE a temperatura ambiente e a 100K e por
espetroscopia de RMN a temperatura ambiente

Prepararam-se aliquotas de 1mL de suspensao de lipossoma de POPC (4mM, 8mM
e 12mM) as quais se adicionaram volumes crescentes de solucdo concentrada dos
complexos de vanadio em DMSO de modo a obter as concentracoes de 0,06mM e 0,9mM.
As solugdes concentradas foram preparadas por dissolucdo do composto a estudar em
DMSO. Agitou-se em vortex cada microtubo, ao abrigo da luz, durante 1 minuto. Para RPE
a 100 K as amostras sdo congeladas em azoto liquido, apds preparagao.

A andlise de todas as amostras foi realizada de seguida por RPE a temperatura
ambiente e 100K, e por RMN, e ao longo do tempo (Oh, 24h e 72h). Para RMN, as amostras
foram adicionadas duas gotas de agua deuterada (D,0) de modo a facilitar a aquisi¢do dos
espetros. Os espetros foram obtidos a 26°C.

As condig¢des de aquisicdo para RPE a temperatura ambiente foram: frequéncia de
modulacdo de 100 kHz, amplitude de modelacdo de 4G, ganho de 60 dB, tempo de
aquisicdo de 400 ms, janela de 1200G (2800G a 4000G), poténcia de 31,7 mW, 5
varrimentos e temperatura de 296 + 2K.

As condi¢des de aquisicdo para RPE a 100K foram: frequéncia de modulagdo de
100 kHz, amplitude de modelacdo de 8 G, ganho de 60 dB, tempo de aquisicao de 400 ms,
janela de 2000G (2400G a 4400G), poténcia de 31,7 mW, 1 varrimento e temperatura de
100+ 2K.

Os espetros foram tratados com o programa Origin 8.5.0. e os valores de
parametros de Hamiltoniano de Spin foram calculados apés simulacdo espectral com o
programa WinEpr/SimFonia, Bruker.

As condig¢des de aquisicdo para RMN foram: sonda 5mm PABBO BB-1H/D, janela
de 400 ppm, temperatura ambiente de 26°C, 12 K varrimentos e a linha de base de 50 Hz.

Os espetros foram tratados com o programa TopSpin 3.1, Bruker.

O procedimento encontra-se resumido nos esquemas 2 e 3.
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9. Avaliacao do efeito da presenca de diferentes quantidades de DMSO em
lipossomas de POPC por DLS e por espetroscopia de RMN

Prepararam-se aliquotas de 1mL de suspensdo de lipossoma de POPC (8mM) as
quais se adicionaram volumes crescentes de DMSO (1%, 5%, 10% e 15%).

As solucoes foram preparadas por adicdo das quantidades adequadas de lipossoma
ao DMSO. Agitou-se em vortex cada microtubo, ao abrigo da luz, durante 1 minuto.

A andlise de todas as amostras foi feita de seguida por DLS. As condicdes de

aquisicdo foram: tempo de aquisicdo de 120 segundos, 3 varrimentos e temperatura
ambiente.

As amostras foram ainda analisadas no que respeita a integridade dos lipossomas
através da aquisi¢io dos espetros de RMN de 1H. As amostras foram adicionadas duas

gotas de dgua deuterada (D20) de modo a facilitar a aquisi¢do dos espetros. Os espetros
foram obtidos a 26°C.

As condi¢des de aquisicdo para RMN foram: sonda 5mm PABBO BB-1H/D, janela
de 16 ppm, temperatura ambiente de 26°C, 16 varrimentos e a linha de base de 0,5 Hz.

Os espetros foram tratados com o programa TopSpin 3.1, Bruker.

O procedimento encontra-se resumido nos esquemas 3 e 4.

1% DMSO

RN %ﬁ\d‘ ] 3

%M l 10% DMSO

5% DMSO

Size Districution by Intensity

0.1 1 10 100 1000 10000

Esquema 4 - Representacio esquematica do procedimento experimental adotado para os
estudos de DLS:
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Capitulo III: Resultados e Discussao

1. Caraterizacdo do complexo de vanadio VO(dmpp):z nos solventes DMSO,
MOPS e Hz0 por espetroscopia de UV-Vis

0 complexo VO(dmpp). com o ligando Hdmpp foi o composto escolhido para iniciar
este estudo uma vez que o complexo de zinco, Zn(dmpp),, com o mesmo ligando
demonstrou ser um dos mais promissores a ser explorado como agente capaz de diminuir
os niveis de glicose no tratamento da Diabetes Mellitus tipo I em estudos experimentais
com animais [16].

Para o complexo VO(dmpp). pretendeu-se confirmar alguns resultados obtidos
anteriormente em estudos realizados pelo grupo de Investigacio onde se insere esta
Dissertacdo [6, 8, 28] e alargar este estudo a outras técnicas espetroscépicas, condi¢oes
experimentais e também a outros complexos de vanadio.

Em primeiro lugar foi feito um estudo por espetroscopia de UV/Vis, a fim de
avaliar as possiveis interacdes com os solventes (DMSO, MOPS e H,0) sob condicdes
aerdbicas e anaerdbicas. Os espetros em condicoes aerdbicas foram obtidos de acordo com
o anteriormente descrito e sdo caraterizados por quatro bandas de absorgao na regido do
visivel [6, 8, 28]. Sob condi¢des aerdbicas, este complexo sofre oxidacdo, acompanhada
pela alteracdo da cor das solugdes (sob condigdes anaerdbicas VO(dmpp). exibe cor azul
enquanto que sob condi¢des aerdbicas exibe cor violeta em MOPS e DMSO e cor amarela
em H>0), confirmada pelas alteragcdes observadas nos espetros UV/Vis. Em condicdes
anaerdbicas, este complexo permanece no estado de oxidacio IV. A medida que aumenta o
tempo de exposicdo, aumenta também a quantidade de espécie oxidada deste complexo
em todos os solventes, tendo sido registados os espetros apds 24, 48 e 72 horas. Contudo a
velocidade de oxidacdo é dependente do solvente, sendo quase instantdnea em H:O,
ligeiramente mais lenta em MOPS e bastante mais lenta em DMSO. Estas alteracdes sao
observadas nos espetros UV /Vis que passam a exibir uma banda cada vez mais larga.

Com a espetroscopia de UV /Vis é possivel observar a oxidacdo deste complexo ao
longo do tempo, contudo ndo se obtém a informagdo pretendida, uma vez que nio é
possivel uma caraterizacdo das espécies de vanadio presentes nas diferentes solu¢des. Por
este motivo a oxidacdo sera seguida por espetroscopia de RPE e de RMN.
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2. Estudo e caraterizacao de complexos de vanadio em diferentes solventes
por espetroscopia de RPE a temperatura ambiente e 100K

Na sequéncia do trabalho realizado no nosso grupo de Investigacdo com complexos
de cobre (II) [31], utilizou-se a espetroscopia de RPE para caraterizar os complexos de
vanadio: VO(dmpp)2, VO(depp)2z, VO(heepp)2 e VO(hexylmpp): em solugdo, e nos solventes
ou misturas: MOPS, DMSO, DMF, CH:Cl;, CHCl;-tol (1:1) e DMSO-tol (1:6).

No que respeita a solubilidade destes complexos nos diferentes solventes os
resultados estdo resumidos na tabela seguinte (tabela 6).

Tabela 6 - Solubilidade dos complexos de vanadio nos diferentes solventes.

VO(dmpp): VO(depp): VO(heepp): | VO(hexylmpp):

MOPS

DMSO

DMF

CH:Cl:

CH:Cl;-tol

DMSO-tol

Legenda:
Soluvel

Solubilidade intermédia
Nao soluvel

Analisando os dados da tabela, verifica-se que, o complexo VO(dmpp). apresenta
solubilidade intermédia em todos os solventes, tendo sido possivel observar a existéncia
de alguma suspensdo em todos os solventes. Os complexos VO(depp). e VO(heepp):sdo os
que possuem melhor solubilidade nos varios solventes e o complexo VO(hexylmpp).
apenas nao é soluvel em MOPS.

De modo a obter informagdo sobre o comportamento em solu¢do destes
complexos, obtiveram-se espetros de RPE a temperatura ambiente, que se encontra
registada na figura 16 para o complexo VO(depp): e no anexo 1 para os restantes
complexos. Os espetros obtidos revelam a presenca de uma s6 espécie em solucdo, e sdo
semelhantes entre si, com a excecdo da largura de banda.
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Figura 16 - Espetros de RPE do complexo VO(depp). nos diferentes solventes e misturas
(MOPS, DMSO, DMF, CH:Cl;, CH2Cl;-tol (1:1) e DMSO-tol(1:6)) a temperatura ambiente.

O perfil dos espetros de RPE obtidos é o esperado para este tipo de complexos,

onde é possivel observar o sinal correspondente a interacdo do eletrdo desemparelhado

(S = 1/2) com o nucleo de vanadio, que possui um valor de I = 7/2, 0 que se traduz em

oito linhas observaveis nos espetros de RPE.

De modo a obter os valores de gis, € Aiso (tabela 7) para os varios complexos de

vanadio, foram realizadas simula¢des computacionais dos espetros adquiridos.
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Tabela 7 - Parametros de Hamiltoniano de Spin para os complexos de vanadio (IV).

Complexos Solvente Valor de giso V(allg_l; S::‘l fll]sa
MOPS 1,972 85
DMSO 1,976 87
“’,%(3;:55)); DMF 1,971 87
V(‘)’&g‘;{‘;":&lﬁ;)z CH,Cl, 1,971 87
CH,CLo-tol 1,971 87
DMSO-tol 1,976 87

Analisando os valores dos parametros de RPE obtidos por simula¢do dos espetros
experimentais, tabela 7, verifica-se que os valores de gis, € Aiso encontrados sdo idénticos
para todos os compostos, apresentando valores ligeiramente diferentes de acordo com o
solvente. Esta semelhanca de valores indica que a espécie de vanadio presente em solugao

€ a mesma em todos os solventes, originando o complexo na forma VOLo.

De modo a melhor caraterizar a estrutura eletrénica destes complexos, obtiveram-
se espetros de RPE, em condi¢cdes de matriz gelada, a 100 K, registando-se na figura 17 o

espetro para o VO(depp): e os restantes complexos no anexo 2.
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Figura 17 - Espetros de RPE dos complexos VO(depp): nos diferentes solventes e misturas
(MOPS, DMSO, DMF, CHCl;, CH:Clz-tol (1:1) e DMSO-tol(1:6)) a 100 K.

Os espetros em DMF, DMSO e CH:Cl;-tol sdo bem resolvidos e permitiram a
obtencdo dos valores de g (9w Gy g=z) € A (A Ay, Az) (tabela 8) por simulacido
computacional dos espetros adquiridos.
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Tabela 8 - Parametros de Hamiltoniano de Spin para os complexos de vanadio (IV).

Valor de 4
Valor de g P

Solvente Complexo (10-*cm?)
gxx gyy gll Axx Ayy Azz
VO(dmpp): 1,985 | 1,980 | 1,948 | 47 | 53,20 | 160
DMF VO(depp): 1,985 | 1,980 | 1,948 | 47 | 53,20 | 160

DMSO

CH,Cl,-tol VO(heepp): 1,985 | 1,980 | 1,948 @ 47 | 53,20 | 160
VO(hexylmpp). | 1,985 | 1,980 | 1,948 | 47 | 53,20 | 160

Analisando os valores dos parametros de RPE obtidos por simulagdo dos espetros
experimentais, tabela 8, verifica-se que os valores de g e A encontrados sdo idénticos para
os solventes: DMF, DMSO e CHCl;-tol. Estes valores estio de acordo com os valores
publicados para os complexos de VO(IV) com 3,4-HPO [26] e confirmam a presenca da
espécie VOL; com geometria bipiramidal quadrada. Para os complexos de vanadio com os
restantes solventes (MOPS, CH2Cl, e DMSO-tol) nao foi possivel obter os valores de g e 4,
pois os espetros adquiridos nao tinham resolucao suficiente para serem simulados.
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3. Estudo de complexos de vanadio em lipossomas de DMPC por
espetroscopia de RPEa 100 K

Para a caraterizacdo dos complexos VO(dmpp)., VO(depp)z VO(heepp). e
VO(hexylmpp). em lipossomas de DMPC, em que a concentracdo de lipido é 4mM, 8mM e
12mM, tendo os compostos sido sujeitos a diferentes tempos de incubagao (30 min, 1h, 1h
e 30min, 2h e 2h e 30 min), e foi utilizada a espetroscopia de RPE a 100K.

No que respeita a solubilidade destes complexos em lipossomas DMPC, os
resultados estdo resumidos na tabela seguinte (tabela 9).

Tabela 9 - Representacio colorimétrica da solubilidade dos complexos de vanadio em
lipossomas de DMPC.

VO(dmpp): VO(depp): VO(heepp): | VO(hexylmpp):

DMPC

Legenda:

Soluvel

Solubilidade intermédia
Nao soluvel

Analisando os dados da tabela, verifica-se que, o complexo VO(heepp). é soldvel
em lipossomas de DMPC. Os complexos VO(dmpp). e VO(depp). apresentam solubilidade
intermédia, verificando-se a existéncia de composto em suspensdo. O complexo
VO(hexylmpp). ndo é solivel em lipossomas de DMPC, ficando em suspensao.

Os espetros registados a 100 K para as diferentes solucdes/suspensdes estio
registados na figura 18. Os espetros apresentados dizem respeito a lipossomas de DMPC
8mM, pois os espetros com lipossomas de 4mM, 8mM e 12mM eram muito semelhantes
entre si, optando-se pela concentragdo de 8mM que possuiam melhor resolucao espectral.
Quanto ao tempo de incubacgdo, optou-se por 1 hora, devido ao fato de o processo de
oxidac¢do estar a decorrer ao longo do tempo, afetando a caraterizacdo destes complexos
quanto ao processo oxidativo.
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Figura 18 - Espetros de RPE dos complexos de vanadio em lipossomas de DMPC 8mM, a 100
K.

O complexo VO(heepp): é o que apresenta um sinal com melhor resolucao, tal
como esperado pela observacdo dos espetros anteriormente representados (figura 18). No
entanto ndo é possivel determinar os valores dos parametros de Hamiltoniano de Spin g

(G0 Gyy Gzz) € A (Axx Ay, Azz).

Com a andlise destes espetros pretendia-se estabelecer a localizagdo, nas fases
aquosas e lipidicas, destes complexos e informacdes
lipofilicidade/hidrofilicidade dos mesmos. Devido a temperatura de transicdo de fase do
DMPC (24°C), era necessario um periodo adicional de tempo de incubagido de modo a que a
membrana se encontra-se em fase fluida. Consequentemente, durante este tempo ocorre o
processo de oxidacdo dos complexos de vanaddio comprometendo assim a aquisicdo dos
espetros de RPE e influenciando o sistema em estudo.

obter sobre a

Assim optou-se pela utilizacdo de outros lipossomas, que fossem constituidos por
lipidos com uma temperatura de transicio menor e cujas condi¢des de aquisicio em RPE
fossem reprodutiveis a temperatura ambiente, permitindo assim o controlo dos
parametros. Para este efeito foram preparados lipossomas de POPC cuja temperatura de
transicdo de fase é -2°C.

Este estudo permitiu no entanto o estabelecimento da concentracao de lipido ideal
da solugdo destes complexos em lipossomas, e dos parametros a utilizar em RPE.
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4. Estudo do complexo VO(dmpp)2: em MOPS e em lipossomas de POPC por
espetroscopia de RPE e de RMN a temperatura ambiente

O complexo VO(dmpp): foi o escolhido para iniciar este estudo. Utilizando-se a
espetroscopia de RPE e RMN para caraterizar as espécies de vanadio (IV e V) resultantes
do complexo de VO(dmpp)2, ao longo do tempo. Para uma concentracdo de 1,5mM de
complexo registaram-se espetros em MOPS e lipossomas de POPC em condic¢des aerdbicas
e ao longo do tempo.

Obtiveram-se ao longo de 3 horas, espetros de RPE a temperatura ambiente (figura
19), onde se pode observar uma diminuicdo da intensidade do sinal ao longo do tempo,
tanto em MOPS como em lipossomas de POPC, devido a ocorréncia do processo de
oxidagdo de V(IV) a V(V).

A

2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000
Campo Magnético (G)

R i e T P g P
oA A A D A A

2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000
Campo Magnético (G)

Figura 19- Espetros de RPE de VO(dmpp): em MOPS (A) e em lipossomas POPC (B), ao longo
do tempo (de baixo para cima, respetivamente as Oh, 1h, 2h e 3h).
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No que respeita a solubilidade deste complexo em MOPS e em lipossomas de POPC,
verifica-se que este ndo é totalmente soluvel, sendo possivel visualizar a formacao de
suspensdes. Em MOPS ha bastante suspensdo enquanto que em lipossomas de POPC quase
nado ha suspensao, o que leva a uma concentracio efetiva menor do que a calculada, uma
vez que ndo esta dissolvido todo o complexo. Através da andlise dos espetros observa-se
que os espetros em MOPS tém um sinal menos intenso e com mais ruido quando
comparados com os espetros em lipossomas de POPC, justificado pela baixa solubilidade
do composto.

Afim de caraterizar as espécies de vanadio (V) que se formaram no decorrer do
processo de oxidacdo, obtiveram-se espetros de RMN de 51V a temperatura ambiente
(figuras 20, 21). Estes espetros mostram que, a pH fisioldgico, a solu¢do de VO(dmpp). tem
0s mesmos sinais de 51V, que ja se encontram descritos na literatura [28], exibindo assim
dois sinais bem definidos a -477 ppm e -501 ppm, tanto em MOPS como em lipossomas de
POPC. Estes resultados indicam a oxidacdo do complexo de VO(dmpp)2, de V(IV) a V(V),
com a formacdo de dois complexos monoméricos de V(V): [VOz(dmpp).]- a -477 ppm e
VO2(dmpp) a -501 ppm. Surge ainda um sinal menos intenso a -556 ppm que é atribuido a
espécie de monovanadato, VOz(H20)4 (tabela 10).

-477.35
-501.21
-556.14

2h45min

2h30m

2h15min

1h45min

1h15min

T T T T T T T T T T T
-400 -420 -440 -460 -480 -500 -520 -540 -560 -580 -600 -620 ppm

Figura 20 - Espetros de RMN de 51V de VO(dmpp), em MOPS, ao longo do tempo.
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-477.55
-501.42
-556.21

3h

2h45min

2h30min

2h15min

2h

1h45min

1h30min

1h1l5min

30min

15min

Sty Ny R 3

[ T T T T T T T T T T T T T
-400 -420 -440 -460 -480 -500 -520 -540 -560 -580 -600 -620 ppm

Figura 21 - Espetros de RMN de 51V de VO(dmpp): em lipossomas de POPC, ao longo do
tempo.

A semelhanca do que se verificou com os espetros de RPE, os espetros de RMN em
MOPS tém um sinal com maior ruido e menor resolugio quando comparados com os
espetros em lipossomas de POPC, o que indica que este complexo parece ser o mais
solivel em meio lipidico do que em MOPS.

Tabela 10 - Representacio das espécies de vanadio (V) existentes em MOPS e em lipossomas

de POPC.
0, 0 0, 2 0 0
/ \ AN / \OHz H207'OH;
N = N = Hzo OH2
[VOz(dmpp):] VO, (dmpp) [VO2(H20)4]*
-477 ppm -501 ppm -556 ppm
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Apés as 3 horas de aquisicao, verificou-se ainda que a adi¢do de ascorbato de sédio

a esta mistura (figura 22), inverte o processo de oxidacdo, permitindo a reducdo das
espécies de V(V) a V(IV), retomando-se o sinal inicial em RPE e desaparecendo os sinais

em RMN.

A

y

2800

Campo Magnético (G)

Figura 22 - Espetro de RPE do complexo de VO(dmpp). em MOPS apds a adicdo de ascorbato
de sodio (A). Espetros de RMN de 51V do complexo de VO(dmpp); em MOPS as Oh e as 3h, e as
4h apoés a adicio de ascorbato de sodio (B).

No sentido de obter amostras com concentracido rigorosa em espécie de vanadio

fez-se um estudo em MOPS, com diferente concentracdo de complexo 1,5mM; 0,15mM e
0,015mM, ndo tendo sido possivel, ainda assim, evitar a existéncia de algum complexo em
suspensdo. Apesar desta questdo registaram-se os respetivos espetros de RPE afim de se
ver o efeito da diminuicdo da espécie de vanadio presente (figura 23).

— VO(dmpp), em MOPS 1,5 mM
— VO(dmpp), em MOPS 0,15 mM
— VO(dmpp), em MOPS 0,015 mM

1 " 1 " 1

3400 3600 3800 4000

Campo Magnético (G)

Figura 23 - Espetros de RPE de VO(dmpp). em MOPS com diferentes concentracoes (de baixo
para cima, respetivamente 1,5mM; 0,15mM e 0,015mM ).
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Optou-se por fazer uma solugido concentrada em DMSO com uma concentragio
igual a 6mM, sendo este o valor maximo conseguido. A partir desta solucdo concentrada e
utilizando diferentes volumes da mesma prepararam-se solucdes em que a concentracao
de complexo e percentagem de DMSO é mostrada na tabela 11.

Ainda que as solu¢oes de complexos de vanadio com 5%, 10% e 15% de DMSO nio
possam ser utilizadas em estudos biolégicos, foram utilizadas de modo a permitir a
obtencio de informacao relevante sobre o processo de oxidacdo e particao dos complexos.

Tabela 11 - Concentraciao de complexo e respetiva percentagem (V/V) de DMSO das solucbes
preparadas para os estudos realizados.

Concentracao de VOL; % DMSO
0,06 mM 1%
0,6mM 5%
0,3mM 10 %
0,9mM 15%

0O DMSO foi o co-solvente escolhido, porque pode ser utilizado a nivel bioldgico.
Mais ainda, estd descrito que este tem a capacidade de induzir a fusdo e diferenciacao
celular e melhorar a permeabilidade das membranas lipidicas, aumentando a penetragao
tanto para fAirmacos hidrofilicos como hidrofébicos [94-96].

Este estudo mostra que, através da conjugacio de espetroscopia de RPE e RMN, é
possivel seguir estes sistemas e a respetiva ocorréncia de reagoes de oxidacdo/reducdo em
solucdo e assim saber se os complexos formados correspondem a vanadio (IV) ou se este
foi oxidado a vanadio (V).
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5. Estudo de complexos de vanadio em MOPS por espetroscopia de RPE a
temperatura ambiente e a 100K e por espetroscopia de RMN a
temperatura ambiente

Utilizando solucdes preparadas como descrito na parte experimental (capitulo II)
estudou-se o comportamento em solugcdo para os quatro compostos, VO(dmpp)z,
VO(depp)2, VO(heepp): e VO(hexylmpp). ao longo do tempo (Oh e 24h) e utilizando as
espetroscopias de RPE e de RMN para os caraterizar.

Deste modo, obtiveram-se espetros de RPE a temperatura ambiente para as
amostras com uma concentracdo de complexo 0,06mM (1% DMSO) (figura 24), onde se
pode observar a diminuicdo da intensidade do sinal ao longo do tempo, provavelmente
devido a ocorréncia do processo de oxidagdo. Contudo verifica-se que a concentracdo da
amostra é muito baixa e a quantidade de espécie em analise é muito diminuta,
impossibilitando de seguir o processo em simultaneo por RPE e RMN.

—— VO(dmpp), 0,06 mM Oh —— VO(depp), 0,06 mM Oh
—— VO(dmpp), 0,06 MM 24h W — VO(depp), 0,06 mM 24h

WW\W P

2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000
Campo Magnético (G) Campo Magnético (G)
—— VO(heepp), 0,06 mM Oh —— VO(hexylmpp), 0,06 mM Oh
—— VO(heepp), 0,06 mM 24h — VO(hexylmpp), 0,06 mM 24h

]

2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000

Campo Magnético (G) Campo Magnético (G)

Figura 24 - Espetros de RPE dos complexos de vanadio em MOPS (0,06mM) a temperatura
ambiente, as Oh e 24h.
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Assim optou-se por aumentar da concentracdo de complexo e consequentemente a
percentagem de DMSO, com o objetivo de melhorar as condicbes de aquisicdo e
reprodutibilidade tanto para RPE como RMN. Estas condigdes permitiram nos espetros
obtidos (figura 25) aumentar a intensidade de sinal e traduzem o aumento da
percentagem de DMSO pelo aumento da largura da banda espetral.
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Figura 25 - Espetros de RPE do complexo VO(depp): em MOPS (0,06mM; 0,6mM; 0,3mM e
0,9mM) a temperatura ambiente, as Oh (os espetros dos restantes complexos encontram-se
no anexo 3).

A andlise dos espetros de RPE registados ao longo do tempo mostra que, no que
respeita ao processo de oxidacdo, este é tanto mais lento quanto maior for a percentagem
de DMSO. Este facto ja se tinha verificado aquando do estudo da oxidacdo dos complexos
de vanadio neste solvente.

Nos espetros correspondentes as 24 horas foi ainda possivel verificar a existéncia
de sinal em RPE, indicando a presenca de vanadio (IV) em solucdo, comparativamente com
o resultado obtido ao fim de 3 horas em MOPS, para o qual ja ndo se obtinha sinal em RPE.

De modo a obter informacdo mais detalhada sobre o comportamento destes
complexos em solucdo, obtiveram-se espetros de RPE (figura 26), em condi¢bes de matriz
gelada, a 100 K.
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Os espetros adquiridos sdo diferentes entre si, com intensidades diferentes, sendo
mais intenso a medida que a concentracdo da solucdo aumenta, e consistentemente com a
quantidade de espécie em solugdo. Verifica-se também que a medida que aumenta a
concentracio de composto e consequentemente a quantidade de DMSO os espetros
apresentam melhor resolucdo, e espetros com 15% de DMSO possibilitam a realizacdo de
simulacdes computacionais devido a boa resolu¢do apresentada. Esta melhor resolucao é
um efeito conjunto do aumento de quantidade de espécie paramagnética em solucdo e
também da quantidade de DMSO que proporciona uma melhor matriz gelada.
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Figura 26 - Espetros de RPE do complexo VO(depp): em MOPS (0,06mM; 0,6mM; 0,3mM e
0,9mM) a 100 K (os espetros dos restantes complexos encontram-se no anexo 4).

A fim de caraterizar as espécies de vanadio (V) provenientes da oxidacdo das
espécies de VOL; presentes na solugdo com diferentes concentragdes obtiveram-se
espetros de RMN de 51V ao longo do tempo (Oh, 24h e 72h).

Na figura 27 esta representado, para o complexo de VO(depp)z, os espetros obtidos
as 0 horas para as diferentes concentragdes (0,06mM; 0,6mM; 0,3mM e 0,9mM).

Os espetros com concentragdo de 0,06mM mostram dois sinais a -500 ppm e -556
ppm, que indicam a oxidacdo do complexo e presenca de duas espécies. Este resultado é
observado para todos os complexos (tabela 12) e de acordo com o estudado

4500
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anteriormente [26] estes sinais sdo atribuidos a espécie VO2(H20)4+a-556 ppm e a VOz(L) a
-500 ppm, como se pode observar na figura 27 para o complexo VO(depp)2.

A intensidade destes sinais é aumentada de acordo com o aumento da concentraciao do
complexo.

0,9 mM

0,3 mM

0,6mM

0,06 mM

T T T T T T
-400 -450 -500 -550 -600 -650 ppm

Figura 27 - Espetros de RMN de 51V de VO(depp). em MOPS (0,06mM; 0,6mM; 0,3mM e
0,9mM) a temperatura ambiente, as Oh (os espetros dos restantes complexos encontram-se
no anexo 5).

O sinal da espécie [VO:L:], para o complexo de VO(depp). comeca a aparecer a -
477 ppm, este sinal ndo é visivel sendo ao fim de 24 horas porque, se por um lado com 1%
de DMSO a concentragdo é baixa (0,06mM), com uma concentragdo superior (0,9mM) a
percentagem de DMSO aumenta e portanto a oxidacgdo é retardada.

Este estudo permitiu a determinacdo dos desvios quimicos para cada complexo em
MOPS, e estes encontram-se descritos na tabela seguinte (tabela 12).
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Tabela 12 - Desvios quimicos (ppm) de 51V nos espetros de RMN dos complexos de vanadio

em MOPS.
8 (ppm)
VO(dmpp): VO(depp): VO(heepp): VO(hexylmpp):
0,06mM —_— -556,19 | -500,07 | -556,62 | -501,27 | -556,67 | -502,00 | -556,71
0,6mM -501,40 | -557,23 | -500,42 | -557,26 | -500,68 | -557,14 | -501,59 | -557,29
0,3mM -501,40 | -557,83 | -500,56 | -557,59 | -500,68 | -557,71 | -501,94 | -557,46
0,9mM -501,40 | -557,93 | -500,49 | -558,57 | -500,68 | -558,46 | -501,66 | -558,55
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6. Estudo de complexos de vanadio em lipossomas de POPC por
espetroscopia de RPE a temperatura ambiente e a 100K e por
espetroscopia de RMN a temperatura ambiente

Para caraterizar as propriedades de particio dos complexos de vanadio:
VO(dmpp)2, VO(depp)z, VO(heepp): e VO(hexylmpp). com diferentes lipofilicidades, fez-se
um estudo em que a preparacao das amostras é idéntica a utilizada no ponto 5, sendo o
solvente MOPS substituido por uma suspensdo de lipossomas de POPC (8mM) para
mimetizar as membranas bioldgicas.

Obtiveram-se espetros de RPE a temperatura ambiente (A; e A2) ea 100 K (B1 e Bz)
para os complexos de vanadio com concentracdes de complexo de 0,06mM e 0,9mM (1% e
15% respetivamente) (figuras 28, 29, 30 e 31). A concentracdo de 0,06mM com 1% de
DMSO corresponde a concentracdo que € aceite para a utilizacdo em meio celular e a
concentracdo de 0,9mM com 15% de DMSO corresponde a concentracdo em que é possivel
avaliar as interagdes existentes na interface lipido/agua.

—— VO(dmpp), 0,06 MM em POPC A — VO(dmpp), 0,9 mM em POPC
A1 —— VO(dmpp), 0,06 mM em MOPS 2 —— VO(dmpp), 0,9 MM em MOPS
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000
Campo Magnético (G) Campo Magnético (G)
B1 _— VO(dmpp)2 0,06 mM em POPC B —— VO(dmpp), 0,9 MM em POPC
—— VO(dmpp), 0,06 mM em MOPS 2 —— VO(dmpp), 0.9 mM em MOPS
—...-..’_"-\'M_.—
1 1 1 1 1 1 1 1
2500 3000 3500 4000 4500 2500 3000 3500 4000 4500
Campo Magnético (G) Campo Magnético (G)

Figura 28 - Espetro de RPE do complexos de VO(dmpp): em MOPS (0,06mM e 0,9mM) (linha
vermelha) e POPC (linha preta) a temperatura ambiente, as Oh (A; e A; - temperatura
ambiente; B; e B; - 100 K).
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Analisando os espetros obtidos para o complexo VO(dmpp), a temperatura
ambiente observa-se um aumento da largura de banda, para os espetros referentes a
0,9mM, em relacdo aos espetros de 0,06mM, com 0,9mM temos mais quantidade de DMSO
(15%) em solucdo. Este facto é idéntico ao observado para os estudos em MOPS.

Nos espetros a temperatura ambiente (A; e Az) s6 é possivel detetar um sinal em
solucdo, contudo, a largura de banda pode ndo permitir a observacao de mais espécies. De
modo a obter informacdo mais detalhada e rigorosa sobre o comportamento deste
complexo em solugdo, obtiveram-se espetros de RPE (figura 28) em condi¢cdes de matriz
gelada, a 100 K.

Os espetros obtidos sob estas condicoes 0,06mM (B1) sdo muito semelhantes, e ndo
tém resolucdo nem quantidade de espécie suficiente em analise para se retirar conclusées.
Para os espetros a 0,9mM (B;) verifica-se que estes sdo semelhantes, e em MOPS e em
lipossomas de POPC. Em ambos os casos é possivel distinguir na regido de campo mais
baixo (ver expansdo, figura 28, B;) dois sinais correspondentes a espécies de vanadio
diferentes ou em diferentes vizinhancas.

A — VO(depp), 0,06 MM em POPC A —— VO(depp), 0,9 mM em POPC
1 —— VO(depp), 0,06 MM em MOPS 2 ——VO(depp), 0.9 MM em MOPS

.

s

2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000
Campo Magnético (G) Campo Magnético (G)
B — VO(depp), 0,06 MM em POPC B —— VO(depp), 0,9 mM em POPC
1 —— VO(depp), 0,06 MM em MOPS 2 — VO(depp), 0,9 mM em MOPS

W

g

2500 3000 3500 4000 4500 2500 3000 3500 4000 4500
Campo Magnético (G) Campo Magnético (G)

Figura 29 - Espetro de RPE do complexo de VO(depp). em MOPS (0,06mM e 0,9mM) (linha
vermelha) e POPC (linha preta) a temperatura ambiente, as Oh (A; e A; - temperatura
ambiente; B; e B, - 100 K).
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No que concerne aos valores de giso € Aiso, apds simulagdo verifica-se que os
espetros correspondentes a 1% de DMSO apresentam parametros iguais aos de MOPS e de
15% de DMSO iguais aos obtidos em DMSO.

Para espetros com 1% de DMSO a 100 K ndo ha resolugdo suficiente para extrair os
valores de g (g« Gyy 9zz) € A (A Ay, Azz). Para espetros com 15% de DMSO a 100 K, o sinal
mais intenso é sobreponivel com o sinal obtido em DMSO, ndo sendo no entanto possivel
obter o valor do outro sinal, que se atribui a espécie em MOPS.

Analisando os espetros obtidos para o complexo VO(depp): (figura 29) tanto para
temperatura ambiente como para 100 K, os resultados obtidos sdo os mesmo que para o
complexo VO(dmpp)..

Ambos os complexos, VO(dmpp): e VO(depp):, parecem interagir
significativamente com a membrana, particionando-se na presenca de lipossoma.

—— VO(heepp), em POPC 1% DMSO —— VO(heepp), 0,9 MM em POPC
A1 —— VO(heepp), em MOPS 1% DMSO — VO(heepp), 0,9mM em MOPS

2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000
Campo Magnético (G) Campo Magnético (G)
B — VO(heepp), 0,06 MM em POPC —— VO(heepp), 0,9 MM em POPC
1 — VO(heepp), 0,06 MM em MOPS BZ —— VO(heepp), 0,9 mM em MOPS

f\,%_;ﬁ_,:

2500 3000 3500 4000 4500 2500 3000 3500 4000 4500
Campo Magnético (G) Campo Magnético (G)

Figura 30 - Espetro de RPE do complexo de VO(heepp). em MOPS (0,06mM e 0,9mM) (linha
vermelha) e POPC (linha preta) a temperatura ambiente, as Oh (A; e A; - temperatura
ambiente; B; e B, - 100 K).

No que respeita aos espetros obtidos para o complexo VO(heepp): (figura 30, Ar e
A;) a temperatura ambiente observa-se maior intensidade nos espetros em MOPS, em
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comparacdo com os espetros em lipossomas de POPC, tanto a 0,06mM ou 0,9mM, o que
seria de esperar pois este complexo é muito hidrofilico.

A andlise destes espetros (A1 e A) sugere a presenca de uma sé espécie em MOPS e
de duas espécies em lipossomas de POPC. Contudo, a temperatura ambiente, a largura de
banda é grande ndo permitindo confirmar este resultado. Assim para obter informacao
mais detalhada e rigorosa sobre o comportamento deste complexo em solucdo, obtiveram-
se espetros de RPE (figura 30, B; e B;) em condi¢des de matriz gelada, a 100 K.

No que respeita aos espetros obtidos sob estas condi¢des a 100 K com 0,06mM
(B1) sdo muito semelhantes, contudo ndo tém resolugdo nem quantidade de espécie
suficiente em anadlise para se retirar conclusdes. Contudo, os espetros obtidos com 0,9mM
(B2) confirmam a presenca de duas espécies em lipossomas de POPC que se passam a
distinguir claramente. A comparacdo de espetros em MOPS e lipossomas de POPC permite
verificar que as duas espécies em lipossomas de POPC existem em quantidades préximas
(expansdo figura 30, B;) enquanto que em MOPS uma das espécies é dominante sendo a
outra perceptivel por comparacdo com o espetro em lipossomas de POPC.

~— VO(hexylmpp), 0,06 mM em POPC — VO(hexylmpp), 0,9 mM em POPC
AZ —— VO(hexylmpp), 0,9 MM em MOPS

Al —— VO(hexylmpp), 0,06 mM em MOPS

/\
~\

1 1 1 1 1 1
2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000

Campo Magnético (G) Campo Magnético (G)
——VO(hexylmpp), 0,06 MM em POPC B — VO(hexylmpp), 0,9 mM em POPC
Bl —— VO(hexyimpp), 0,06 MM em MOPS 2 —— VO(hexylmpp), 0,9 MM em MOPS

"

1 1 1 1 1 1 1 1
2500 3000 3500 4000 4500 2500 3000 3500 4000 4500

Campo Magnético (G) Campo Magnético (G)

Figura 31 - Espetro de RPE do complexo de VO(hexylmpp), em MOPS (0,06mM e 0,9mM)
(linha vermelha) e POPC (linha preta), as Oh (A; e A;. temperatura ambiente; B e B, - 100
K).
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Quanto aos espetros obtidos para o complexo VO(hexylmpp), a temperatura
ambiente (figura 31, A1 e Az) observa-se que os espetros a 0,06mM sdo muito diferentes,
contudo ndo tém resolucdo nem quantidade de espécie suficiente em andlise para se
retirar conclusoes. Para os espetros a 0,9mM, estes sdo também muito diferentes entre si.
Nos espetros em lipossomas de POPC podem observar-se dois sinais, indicando que o
complexo poderd estar em ambientes diferentes, originando duas espécies diferentes,
enquanto nos espetros em MOPS é apenas possivel observar uma espécie.

Assim, para obter informacdo mais detalhada e rigorosa sobre o comportamento
deste complexo em soluc¢do, obtiveram-se espetros de RPE (figura 31, B:1 e B;) em
condi¢cdes de matriz gelada, a 100 K. Mais uma vez, os espetros obtidos sob estas
condig¢des e a 0,06mM sao muito semelhantes, contudo, estes espetros ndo tém resolucdo
nem quantidade de espécie suficiente em analise para se retirar conclusdes. Os espetros a
0,9mM sao diferentes, tanto em MOPS como em lipossomas de POPC, sendo o sinal em
lipossomas de POPC muito melhor resolvido indicando maior solubilidade nestes sistemas
lipossémicos. Mais ainda, para o espetro em lipossomas de POPC é possivel distinguir dois
sinais na zona de campo mais alto ndo sendo no entanto possivel simular
computacionalmente o espetro.

Esta diferenca de resultados é provavelmente devida ao fato do complexo
VO(hexylmpp). formar aglomerados em lipossomas de POPC (de acordo com dados nao
publicados de estudos realizados pelo grupo referentes a calculos tedricos que indicam a
formacdo de aglomerados deste complexo em solucdo na presenca de lipossomas de
DMPC), contudo o lipido permite uma melhor solubilizacdo deste complexo, o que nio se
verifica em MOPS.

Os espetros correspondentes as 24 horas sdo muito semelhantes, o que indica,
mais uma vez que a presenca de DMSO é crucial no processo de oxidacdo, fazendo deste
um processo bastante lento.

Estudos anteriores com o complexo VO(depp): em DMSO demostram que este
solvente tem a capacidade de coordenacdo a este complexo, com a formacdo de duas
espécies: [VO(L): ] que varia entre 85% e 90% e [VO(L)2 (DMSO)]entre 10% a 20% [26].
Assim, foi feita a comparacao entre os espetros obtidos com 15% DMSO em lipossomas de
POPC e em DMSO puro (figura 32), de modo a aferir se as diferentes espécies obtidas sio
ambas correspondentes a presen¢a de DMSO em solucdo.
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Figura 32 - Espetro de RPE dos complexos de vanadio a 100 K com 15% DMSO em
lipossomas de POPC (linha preta) e em DMSO puro (linha vermelha).

Através da comparacdo destes espetros é possivel observar que em DMSO apenas
se observa uma espécie, enquanto que para os espetros em lipossoma é possivel observar
duas espécies, indicando que, a existéncia destas se deve a presenga de lipossoma, caso
contrario ndo seriam visiveis, pois o isémero [VO(L)2(DMSO)] sé é possivel ver com um
aumento significativo, cerca de vinte vezes, do espetro obtido.

De modo a obter os valores de g (g« 9y g2z) € A (A Ay, Az) (tabela 13) para os
varios complexos de vanddio a 0,9mM em lipossomas de POPC, foram realizadas
simulagdes computacionais dos espetros adquiridos.
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Tabela 13 - Parametros de Hamiltoniano de Spin para os complexos de vanadio (IV).

Valor de g Valor de A
Solvente Complexo (104cm?)

9Gxx 9yy 9zz Axx Ayy Az

1,985 | 1,980 | 1,948 | 47 53,2 160

VO(dm
(dmpp). 1,985 | 1,980 | 1952 | 47 | 530 | 155
vo(depp) 1,985 | 1,980 | 1,948 | 47 | 532 | 160
3 e
Lipossomas POPC Pp)2 1,985 | 1,980 | 1,952 | 47 | 53,0 | 155
(0,9mM)
1,985 | 1,980 | 1,948 | 47 | 532 | 160
VO(heepp):

1,985 | 1,980 | 1,952 | 47 53,0 155

VO(hexylmpp), | 1,985 | 1,980 | 1,948 | 47 | 532 | 160

Analisando os valores dos parametros de RPE obtidos por simulacdo dos espetros
experimentais, tabela 13, verifica-se que os valores de g e A encontrados, para a espécie
dominante (VOL;), sdo idénticos aos valores obtidos com os espetros dos complexos de
vanadio em DMSO (tabela 8), indicando a solvatacdo preferencial por este solvente.

A fim de caraterizar as espécies de vanadio (V) nas diferentes concentracdes de
composto (0,06mM e 0,9mM) e de percentagem de DMSO (1% e 15% respetivamente) em
lipossomas de POPC, obtiveram-se espetros de RMN de 51V (figura 33 e 34) ao longo do
tempo (Oh, 24h e 72h).

Na figura 33 esta representado, para o complexo de VO(dmpp),, os espetros
obtidos as 0, 24 e 72 horas para a concentracdo de 0,06mM em MOPS e em lipossomas de
POPC.

Estes espetros mostram que, a pH fisiologico, os complexos apresentam os mesmos
sinais de 51V, exibindo assim, a medida que o tempo avanga, dois sinais a -502 ppm e -557
ppm, indicando, que estid a ocorrer a oxidagdo de V(IV) a V(V). A semelhan¢a com os
resultados anteriores, ocorre, para todos os complexos, a formagdo de duas espécies,
VO2(L) a -502 ppm e VO2(H;0)4 a -557 ppm, como se pode observar na figura 33 para o
complexo VO(dmpp)..
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Figura 33 - Espetros de RMN de 51V de VO(dmpp). (0,06mM) em MOPS e em lipossomas de
POPC a temperatura ambiente, as Oh, 24h e 72h (os espetros dos restantes complexos
encontram-se no anexo 6).

Analisando os espetros de RMN para a concentracdo de 0,06mM (1% DMSO),
verifica-se, para todos os complexos, quer em MOPS quer em lipossomas de POPC, os
sinais de 51V tornam-se mais intensos com o decorrer do tempo, pois a quantidade de
espécie oxidada é maior. Os espetros obtidos com MOPS e em lipossomas de POPC sao
semelhantes, com intensidades ligeiramente diferentes. Na figura 34 estd registado o
espetro para o complexo VO(dmpp). na concentragdo de 0,9mM (15% DMSO). Nesta
figura sdo evidentes as alteracdes observadas ao longo do tempo sendo possivel a partir
das 24 horas observar o sinal da espécie [VO;L,]-a -469 ppm. Estes sinais sdo idénticos em
desvio quimico e largura de banda aos observados para o complexo em estudo [26].
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Figura 34 - Espetros de RMN de 51V de VO(dmpp): (0,9mM) em lipossomas de POPC as Oh,
24h e 72h a temperatura ambiente (os espetros dos restantes complexos encontram-se no
anexo 7).

0 sinal correspondente a espécie de [VO2(L)z],, comeca a ser visivel as 24 horas em
lipossomas de POPC, para os complexos VO(dmpp). e VO(heepp). e as 72 horas para os
complexos VO(depp)2 e VO(hexylmpp)..

Este estudo permitiu a determinacdo dos desvios quimicos para cada complexo em

lipossomas de POPC, e estes encontram-se descritos na tabela seguinte (tabela 14).

Tabela 14 - Desvios quimicos (ppm) de 51V nos espetros de RMN dos complexos de vanadio
em lipossomas de POPC.

8 (ppm)
VO(dmpp): -469,112 -499,269 -556,648
VO(depp): -462,367 -500,589 -558,544
VO(heepp): -466,702 -498,401 -556,719
VO (hexylmpp): -466,360 -499,509 -556,548

Estes valores confirmam que as espécies para os diferentes ligandos sdo
estruturalmente semelhantes havendo pequenas alteragdes no valor de desvio quimico
que nao sao superiores a 4 ppm.
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7. Avaliacao do efeito de diferentes quantidades de DMSO em lipossomas de
POPC por DLS e por espetroscopia de RMN

Para avaliar o efeito da influéncia de DMSO em lipossomas de POPC, utilizou-se a
técnica de DLS para determinar o tamanho e integridade dos lipossomas, e RMN de 'H
para avaliar a integridade dos lipossomas. Os resultados obtidos por DLS estdo resumidos
na tabela seguinte (tabela 15).

Tabela 15 - Média de tamanhos (diAmetro (nm)) da populac¢ao de lipossomas de POPC

obtido por DLS
Diametro (nm):
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
POPC + 0% DMSO 106,6 109,1 108,6
POPC + 1% DMSO — 136,6 136,8
POPC + 5% DMSO 133,8 150,0 153,1
POPC + 10% DMSO 163,1 179,2 1789
POPC + 15% DMSO 185,3 204,3 202,4

Os valores obtidos demonstram a existéncia de uma sé populagdo com um
aumento gradual do tamanho dos lipossomas a medida que aumenta a quantidade de
DMSO, o que indica que o lipossoma ndo se desagrega, mantendo a sua integridade, e
parece indicar que o DMSO adicionado tende a ficar associado ao lipossomas, tal como
evidenciado pelo aumento do didmetro da populacdo medida.

Adicionalmente obtiveram-se os espetros de RMN de !'H correspondentes em
lipossomas com quantidades crescentes de DMSO (0%, 5%, 10% e 15%) (figura 35).
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Figura 35 - Espetros de RMN de 1H das misturas de lipossoma de POPC com 0%, 5%, 10% e
15% de DMSO, a temperatura ambiente (em expansio na zona de 0,6 a 1,7 ppm destacam-se
os sinais correspondentes ao lipossoma).

Os espetros obtidos para as diferentes quantidades de DMSO sdo idénticos,
demonstrando mais uma vez que a integridade do lipossoma face ao aumento da
quantidade de DMSO ndo parece ser alterada [95-98]. Pela andlise dos espetros é possivel
observar trés picos carateristicos do lipossoma, que se mantém com as diferentes
quantidades de DMSO, indicando a presenca do lipossoma intacto e ndo de sinais de
cadeias de lipido isoladas.
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Capitulo IV: Consideracdes Finais

O objetivo desta Dissertacdo incidiu no estudo de quatro complexos de
oxidovanadio (IV) com ligandos da familia das 3-hidroxi-4-piridinonas (VO(dmpp)a,
VO(depp)2, VO(heepp): e VO(hexylmpp)z) com potencial efeito insulino-mimético. Foram
realizados estudos de caraterizacdo e oxidagcdo na presenca de oxigénio em varios
solventes e estudos de localizacio em modelos membranares tendo sido utilizadas varias
técnicas espetroscopicas (UV/VIS, RPE e RMN de 51V e 'H). A sintese destes complexos
tinha ja sido realizada no grupo de investigacdo onde se insere esta Dissertacao.

A espetroscopia de UV/Vis foi utilizada para seguir a oxida¢do dos complexos na
presenca de oxigénio em varios solventes (DMSO, MOPS e H;0). Os resultados obtidos
coincidiram com os reportados na literatura para um dos compostos, VO(dmpp),, e
mostraram que a oxida¢do é retardada em DMSO. Os espetros obtidos sdo largos e nao
permitem uma distingdo de diferentes espécies em solugao.

Para caraterizar os complexos de oxidovanadio (IV) em diferentes solventes
(MOPS, DMSO, DMF, CHCl, CH2Cl-tol (1:1), DMSO-tol (1:6)) e lipossomas de DMPC e de
POPC, utilizou-se a espetroscopia de RPE. Os espetros obtidos em condicoes anaerdbicas
apresentam um Unico sinal com o perfil esperado para este tipo de complexos,
verificando-se que os parametros do Hamiltoniano de Spin ndo variam significativamente
com o ligando confirmando assim que em solu¢do se mantém a esfera e geometria de
coordenacio da espécie em fase sélida.

A caraterizacdo estrutural e do processo de oxidacdo destes complexos com
diferentes lipofilicidades, assim como as suas propriedades de particdo sdo de extrema
importancia, pois permitem obter informagdo preciosa no que respeita a difusdo e
transporte destes complexos através de membranas bioldgicas. Para mimetizar estas
ultimas foram preparados lipossomas e caraterizados os complexos de vanadio em
suspensdo de lipossomas em tampdo MOPS permitindo assim estimar a vizinhanga
preferencial do complexo.

Procedeu-se ao estudo em simultdneo de amostras dos complexos de vanadio por
espetroscopia de RPE e RMN em MOPS e em lipossomas de POPC. Dada a baixa
solubilidade dos complexos naqueles solventes e de forma a garantir uma concentracdo
rigorosa, os complexos de vanadio foram dissolvidos em DMSO e depois adicionados a
MOPS e lipossomas de POPC. Esta necessidade implica no entanto a presenca do solvente
DMSO no meio em estudo. Comparando os resultados em MOPS e lipossomas de POPC é
notério que os espetros obtidos na presenca de lipossomas sdo mais bem resolvidos
sugerindo assim uma possivel interacdo com aqueles agregados.

Os espetros dos complexos VO(dmpp). e VO(depp): em lipossomas de POPC (15%
DMSO) exibem dois sinais, com intensidades semelhantes, que sdo consistentes com os
sinais obtidos nos solventes puros DMSO e MOPS, indicando que estes compostos se
distribuem em dois ambientes diferentes, originando duas espécies de vanadio (IV)
diferentes, parecendo interagir significativamente com a membrana. Nos espetros obtidos
em MOPS (15% DMSO) sdo também visiveis os dois sinais anteriormente referidos
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embora o correspondente a fase aquosa seja muito menos intenso, o que mais uma vez
sugere uma interagdo complexo/lipossoma.

No que respeita aos espetros obtidos para o complexo VO(heepp)., em lipossomas
de POPC (15% DMSO) podem observar-se dois sinais, indicando que o complexo sente
dois ambientes diferentes. Os espetros obtidos em MOPS (15% DMSO) sé exibem o sinal
carateristico do composto em MOPS. A comparacdo dos dois resultados sugere que este
complexo interage de forma significativa com o lipossoma.

Para o complexo VO(hexylmpp). os espetros obtidos a temperatura ambiente
mostram a existéncia de duas espécies em lipossomas de POPC (15% DMSO) enquanto
que s6 é discernivel um sinal em MOPS (15% DMSO). A baixa temperatura o sinal em
MOPS (15% DMSO) é muito fraco dada a tendéncia deste complexo para formar
aglomerados em fase aquosa. O espetro em lipossomas de POPC (15% DMSO) é melhor
resolvido e sugere a presenca de duas espécies.

Relativamente ao processo de oxida¢do na presenca de ar este foi seguido por RMN
de 51V sendo possivel para o conjunto dos quatro complexos de vanadio, tanto em MOPS
como em lipossomas de POPC, observar trés sinais correspondentes as espécies de
vanadio (V): [VO2z(L)z],, VO2(L) e [VOz(H20)4]* caraterizando assim os respetivos produtos
de oxidacdo. Mais ainda, a adicdo de ascorbato de s6dio inverte o processo de oxidacao,
permitindo a reducdo das espécies de vanadio (V) a vanadio (IV), retomando-se o sinal
inicial em RPE e desaparecendo os sinais em RMN.

A conjugacdo das diferentes técnicas espetroscopicas revelou ser muito 1til no
estudo da oxidagdo e propriedades de particdo dos complexos de vanadio com os ligandos
3,4-HPO.
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Perspetivas Futuras

0 vanadio é um dos metais mais estudados com maior potencial insulino-mimético.
Contudo o seu uso na clinica ainda tem grandes obstaculos devido a sua baixa solubilidade
em agua.

Sao também necessarios mais estudos de particdo e permeacdo destes compostos,
com lipossomas constituidos por diferentes lipidos, de modo a aferir sobre a sua
localizacdo em membranas bioldgicas.

A utilizac3do de lipossomas como veiculo de transporte para estes compostos é uma
possibilidade, uma vez que estes ja sdo utilizados na administracdo de farmacos pela
indastria farmacéutica e permitem uma terapia direcionada, com a utilizacdo de doses de
farmaco reduzidas. Contudo sdo necessarios mais estudos de modo averiguar quais os que
permitem uma boa solubilidade destes compostos, para uma administragdo segura e eficaz
sugerindo-se a possibilidade de utilizar outro tipo de nanoparticulas lipidicas.

Estudos de bioreatividade também sio necessarios, de modo a averiguar qual o
comportamento destes complexos em meio biolégico.
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Capitulo VI: Anexos

Anexo 1

Espetros de RPE dos complexos de vanadio nos diferentes solventes e misturas (MOPS,
DMSO, DMF, CH:Cl;, CH2Cl;-tol (1:1) e DMSO-tol(1:6)), a temperatura ambiente.

— VO(dmpp), em MOPS

—— VO(dmpp), em DMF

2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000
Campo Magnético (G)

2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000
Campo Magnético (G)

— VO(dmpp), em CH,CI,

— VO(dmpp), em CH,Cl -tol

2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000
Campo Magnético (G)

— VO(dmpp), em DMSO

1 1 1 1 1
2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000

Campo Magnético (G)

2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000
Campo Magnético (G)

— VO(dmpp),em DMSO-tol

1 1 1 1 1
2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000

Campo Magnético (G)

Figura 36 - Espetros de RPE do complexo VO(dmpp):.
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—— VO(heepp), em MOPS

— VO(heepp), em DMF

2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000
Campo Magnético (G) Campo Magnético (G)
—— VO(heepp), em CH,CI, —— VO(heepp), em CH,Cl,-tol
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2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000
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— VO(heepp), em DMSO —— VO(heepp), em DMSO-tol
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000

Campo Magnético (G)

Figura 37 - Espetros de RPE do complexo VO(heepp)2.

Campo Magnético (G)
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— VO(hexylmpp), em MOPS — VO(hexylmpp), em DMF
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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Campo Magnético (G) Campo Magnético (G)
— VO(hexylmpp), em CH,CI, — VO(hexylmpp), em CH,Cl-tol
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000
Campo Magnético (G) Campo Magnético (G)
—— VO(hexylmpp), em DMSO — VO(hexylmpp), em DMSO-tol
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000
Campo Magnético (G) Campo Magnético (G)

Figura 38 - Espetros de RPE do complexo VO (hexylmpp),.
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Anexo 2

Espetros de RPE dos complexos de vanadio nos diferentes solventes e misturas (MOPS,

DMSO, DMF, CH2Cl, CHzCl;-tol (1:1) e DMSO-tol(1:6)), a 100 K.

—— VO(dmpp), em MOPS

— VO(dmpp), em DMF

M\N__w_v__—.

2500 3000 3500 4000 4500 2500 3000 3500 4000 4500
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1 1 1 1 1 1 1
2500 3000 3500 4000 4500 2500 3000 3500 4000 4500
Campo Magnético (G) Campo Magnético (G)
— VO(dmpp), em DMSO — VO(dmpp), em DMSO-tol
1 1 1 1 1 1 1 1
2500 3000 3500 4000 4500 2500 3000 3500 4000

Figura 39 - Espetros de RPE do complexo VO(dmpp):.
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4500
Campo Magnético (G)
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— VO(heepp), em MOPS

o

2500 3000

3500 4000 4500
Campo Magnético (G)

— VO(heepp), em CH,CI,

2500 3000

3500 4000 4500
Campo Magnético (G)

—— VO(heepp), em DMSO

e

2500 3000

Figura 40 - Espetros de RPE do complexo VO(heepp)2.
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— VO(hexylmpp),em MOPS

—— VO(hexylmpp), em DMF

2500 3000 3500 4000 4500 2500 3000 3500 4000 4500
Campo Magnético (G) Campo Magnético (G)
— VO(hexylmpp), em CH,CL, —— VO(hexylmpp), em CH,CL -tol
1 1 1 1 1 1 1 1
2500 3000 3500 4000 4500 2500 3000 3500 4000 4500
Campo Magnético (G) Campo Magnético (G)
VO(hexyImpp)2 em DMSO — VO(hexylmpp), em DMSO-tol
il il il il 1 1 1 1
2500 3000 3500 4000 4500 2500 3000 3500 4000 4500

Figura 41 - Espetros de RPE do complexo VO (hexylmpp)..
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Campo Magnético (G)
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Anexo 3

Espetros de RPE dos complexos de vanadio em MOPS (0,06mM; 0,6mM; 0,3mM e 0,9mM) a
temperatura ambiente, as 0 horas

5x10°
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00 0,0
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2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000
Campo Magnético (G) Campo Magnético (G)

Figura 42 - Espetros de RPE do complexo VO(dmpp)..
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Figura 43 - Espetros de RPE do complexo VO(heepp):.
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Figura 44 - Espetros de RPE do complexo VO (hexylmpp),.
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Anexo 4

Espetros de RPE dos complexos de vanadio em MOPS (0,06mM; 0,6mM; 0,3mM e 0,9mM) a
100 K.
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Figura 45 - Espetros de RPE do complexo VO(dmpp)..
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Figura 46 - Espetros de RPE do complexo VO(heepp):.
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Figura 47 - Espetros de RPE do complexo VO (hexylmpp)..
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Anexo 5

Espetros de RMN de 51V dos complexos de vanadio em MOPS (0,06mM; 0,6mM; 0,3mM e
0,9mM) a temperatura ambiente, as Ohoras.

0,9 mM

0,3 mM

Figura 48 - Espetros de RMN de 51V de VO(dmpp)2.
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Figura 49 - Espetros de RMN de 51V de VO(heepp)..
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Figura 50 - Espetros de RMN de 51V de VO(hexylmpp)..
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Anexo 6

Espetros de RMN de 51V dos complexos de vanadio (0,06mM) em MOPS e em lipossomas de
POPC a temperatura ambiente, as 0, 24 e 72 horas.
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Figura 51 - Espetros de RMN de 51V de VO(depp)2.
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Figura 52 - Espetros de RMN de 51V de VO (heepp)..
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Figura 53 - Espetros de RMN de 51V de VO(hexylmpp),.
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Anexo 7

Espetros de RMN de 51V dos complexos de vanadio (0,9mM) em lipossomas de POPC as 0, 24
e 72 horas a temperatura ambiente.
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Figura 54 - Espetros de RMN de 51V de VO(depp)..
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Figura 55 - Espetros de RMN de 51V de VO (heepp):.
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Figura 56 - Espetros de RMN de 51V de VO(hexylmpp),.
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