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Resumo

A doenca de Alzheimer é uma das patologias mais recorrentes no idoso, caracterizada por
neuro-degeneracao progressiva, provocando perturbac6es cognitivas devastadoras. O diagndstico
sO é possivel num estado avancado da doenca através da apresentacdo de um quadro
sintomatoldgico caracteristico da patologia, exceptuando a sua forma familiar, associada a
mutacdes ja identificadas e caracterizadas. O diagndstico definitivo da doenca de Alzheimer
esporadica é apenas obtido post mortem, devido a necessidade de um corte histolégico do
cérebro para avaliar a presenca de placas amildides, e é daqui que nasce a necessidade de
identificar estas placas amildides durante a vida do doente. Assim, foi desenvolvida uma sonda
que contém duas partes: 1) o reagente de Pittsburg B (PiB), que € um fenil-benzotiazol, com
comprovada afinidade pelos agregados amildides, e 2) um derivado de DOTA ou DO3A, para o
ligando L4 e L5, respectivamente, que oferece estabilidade termodinamica e é cineticamente
inerte, para a coordenacdo de um metal especifico consoante a modalidade imagiologica a que se
destina.

No presente trabalho, estudou-se a possibilidade dos ligandos L4 e L5, com a
coordenacdo do Eu** e do Th**, poderem ser usados em Imagiologia Optica e a coordenacéo do
Gd* com o ligando L5 foi investigado para sua utilizacdo como agente de contraste em
Imagiologia de Ressonancia Magnética (IRM).

Os ligandos possuem na sua constituicdo um fenil-benzotiazol (PiB), um sistema 7
conjugado que absorve na zona UV/Vis. Foi realizada uma caracterizacao fotofisica e estudada a
eficiéncia da transferéncia de energia nos complexos formados pelos ligandos L4 e L5, pelo
chamado efeito antena, para povoar o estado excitado dos ies emissores Eu** e Tb**, uma vez
gue a sua excitacdo directa é proibida por simetria (regra de Laporte). Verificou-se que a
presenca de um ido metalico emissor provoca supressao do estado excitado S; e T do cromoforo
fenil-benzotiazol, através da reducdo do rendimento quantico e tempo de vida de fluorescéncia,
bem como a reducdo do tempo de vida do estado tripleto (T;). Foi realizado o estudo da
fotoestabilidade dos ligandos, que é uma das caracteristicas fundamentais para estas sondas
serem usadas em Imagiologia Optica, e mostrou-se que o ligando L4 é estavel, porém o ligando
L5 é fotodegradavel. A determinacdo do rendimento quéantico de luminescéncia fornece um dado
directo da potencialidade destas sondas funcionarem em Imagiologia Optica, tendo este estudo
sido acompanhado pela determinagdo do nimero de hidratacdo dos complexos, que é uma fonte

importante de desactivacdo do estado excitado do metal. Os valores obtidos do rendimento
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quantico de luminescéncia sdo relativamente baixos, mostrando que a distancia entre o
cromoforo e o centro metalico influencia a eficiéncia de transferéncia de energia, sendo
importante reduzir a0 maximo esta distancia.

O complexo GdL5 mostrou propriedades fisico-quimicas promissoras para 0 seu uso em
IRM, tais como ter uma relaxividade elevada. Uma vez que o complexo tem caracter anfifilico,
juntamente com a sua hidrofobicidade, visto pelo seu valor de log P de 0.65+0.028, estas
propriedades levam-no a formar micelas a baixas concentragdes (205 uM), que provoca o
aumento do seu tempo de correlacdo rotacional (t;) e consequentemente aumento da
relaxividade. A interaccdo do complexo GdL5 com agregados do péptido APi4 provoca um
aumento da relaxividade a campo magnético intermédio, sendo atil em IRM, aumentando o
contraste da imagem. A capacidade do complexo GdL5 interagir com a albumina de soro
humano permite-lhe ter um maior tempo de vida no plasma sanguineo, evitando a sua rapida
excregao.

O estudo in vitro da interac¢ao do complexo GdLS5 com o péptido AP;-40 demonstrou que
o complexo tem uma afinidade moderada pelos agregados AP amildides (Kp= 19.5 £ 3.0 uM) e
que interage com a forma monomérica do péptido, nomeadamente da zona hidrofilica com
grande densidade de carga, entre os residuos F4 e F20. No entanto, a afinidade do complexo
GdL5 ¢ maior para os agregados amiloides, sendo uma caracteristica importante uma vez que se
pretende usar o complexo para detectar os agregados do péptido e ndo a sua forma monomérica.

A investigacdo do efeito do complexo GdL5 na agregacdo e na estrutura secundaria do
péptido APi40 por dicroismo circular e microscopia de transmissdo electronica mostrou que o
complexo tem um efeito promotor da formagdo de fibrilas com estrutura em folha B, indicando
que o complexo GdL5 podera ter um efeito toxico in vivo, apesar destes estudos terem sido
realizados a concentrac6es de péptido muito superiores ao que se verifica in vivo.

Em suma, o estudo dos complexos formados pelos ligandos L4 e L5 d&o boas indicacbes
para serem usados em Imagiologia, apesar de algumas propriedades fisico-quimicas nao serem as
mais adequadas para esta finalidade, sobretudo in vivo, uma vez que se tem verificado
dificuldade destes complexos atravessarem a barreira hemato-encefalica. Desta forma, este
estudo contribui para um melhor entendimento do design racional deste tipo de complexos para
deteccdo precoce da doenca de Alzheimer, de modo a permitir no futuro a melhoria das suas

propriedades fisico-quimicas.
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Abstract

Alzheimer’s disease is one of the most frequent disorders in elderly individuals,
characterized by progressive neural degeneration, causing devastating cognitive disorders. The
diagnosis is only possible at an advanced stage of the disease when symptoms characteristic of
the disease are observed, except in its familiar form, when mutations have already been
identified and characterized. The definitive diagnosis of sporadic Alzheimer's disease is only
obtained post-mortem, because of the need for a histological section from the brain to assess the
presence of amyloid plaques, and it is here that the need arises to identify these amyloid plaques
during the life of the patient. We have developed a probe consisting of two parts 1) the Pittsburg
compound B (PiB), which is a phenyl-benzothiazole, (with proven affinity to the amyloid
aggregates), and 2) a derivative of DOTA or DO3A, for ligand L4 and L5, respectively, offering
thermodynamic stability and kinetical inertness, for the coordination of a specific metal
depending on the imaging modality.

In this work, we studied the possibility of using complexes L4 and L5 ligands with Eu**
and Tb** for Optical Imaging, as well as the Gd** complex with the L5 ligand for use as contrast
agent in Magnetic Resonance Imaging (MRI).

The ligands possess in their constitution a phenyl-benzotriazole (PiB) moiety, which is a
1 conjugated system absorbing in the UV/Vis region. We carried out a photophysical
characterization, by investigating the energy transfer efficiency of complexes formed by L4 and
L5 ligands, involving then antenna effect, for populating the emitting excited state of ions Eu®*
and Tb**, as their direct excitation is prohibited by symmetry (Laporte rule). It has been found
that the presence of a metal ion emitter causes quenching of the S; and T, excited states of the
phenyl-benzothiazole chromophore, by reducing its quantum yield and fluorescence lifetime and
reducing the lifetime of the triplet state (T1). We conducted a study of the photo-stability of the
ligands, which is a fundamental feature for the use of these probes in optical imaging, and show
that the L4 ligand is stable, but the L5 ligand is photodegradable. The determination of the
luminescence quantum yield provides direct data of the potential of these probes for optical
imaging. This study has been accompanied by the determination of the hydration number of the
complex, which is an important pathway for deactivating the excited state of the metal complex.
The values of the luminescence quantum yield are relatively low, showing that the distance
between the chromophore and the metal center affects the energy transfer efficiency, and that it

is important to reduce this distance.



The GdL5 complex shows promising physical-chemical properties for use in MRI,
because it has a high relaxivity. The complex has amphiphilic behavior, and its hydrophobicity is
shown by the log P value of 0.65+0.028. These properties make it form micelles at low
concentrations (205 uM), which cause an increase in the rotational correlation time (t;) causing
an increase in the relaxivity. The interaction of GdL5 with AB1.49 peptide causes an increase in
relaxivity at intermediate magnetic field, which is useful in MRI, increasing the image contrast.
The GdL5 complex interacts with human serum albumin allowing the complex to have a longer
lifetime in blood plasma, preventing its rapid excretion.

The in vitro study of the interaction of the complex GdL5 with AB1.40 peptide aggregates
showed that the complex has a moderate affinity towards the AP amyloid aggregates
(Kp=19.5 £ 3.0 uM) and that the complex also interacts with the monomeric form of the peptide,
especially in the hydrophilic area with high charge density, between residues F4 and F20 of the
peptide. However, the complex GdL5 still binds tighter to the aggregated form of ABi-40, Which
is an important property since it is intended to be used to detect the aggregated form of the
peptide and not its monomeric form.

The investigation by circular dichroism and transmission electron microscopy of the
effect of the GdL5 complex on the aggregation and the secondary structure of the AB1.49 peptide,
shows that the complex has a promoting effect in fibril formation in B sheet structures, indicating
that the GdL5 complex may be toxic in vivo, although these studies have been conducted using
peptide concentrations much higher than what is found in vivo.

In summary, the study of complexes formed by ligands L4 and L5 gives a good
indication of their viability in imaging. However, some physical-chemical properties are not the
most suitable for this purpose, especially in vivo, since investigations with this kind of
complexes revealed their difficulty towards crossing the blood-brain barrier. This study
contributes to a better understanding of the rational design of this kind of complexes for early
detection of Alzheimer's disease, and will allow improvements in the physical-chemical

properties of these complexes.
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CAPITULO 1

1.1 Introducgéo a Imagiologia Molecular Médica

O termo Imagiologia Médica pode ser definido como caracterizagdo e medigdo in vivo
dos processos bioldgicos a nivel celular ou molecular do corpo humano através de técnicas de
imagem ndo invasivas, tanto em situacfes normais como patoldgicas. Esta area de investigacdo
tem sido muito importante no diagndstico de doencas através da deteccdo de alteracbes
anatémicas, ou em casos especifico, das mudancas fisiolégicas que sdo uma manifestacdo das
alteracbes moleculares que estdo subjacentes a patologia, sendo a ambicdo futura a deteccédo e
caracterizacao precoce de patologias, acessibilidade directa e precoce dos efeitos do tratamento e
uma melhor compreensao dos processos fisiologicos da patologia. Com o0s avangos tecnolégicos
recentes passou a ser possivel transitar a realizacdo da Imagiologia Médica do nivel dos tecidos
para o nivel molecular dando origem a um novo campo de investigacdo, a Imagiologia
Molecular®.

A Radiografia foi a primeira tecnologia de imagem médica a ser desenvolvida e que
surgiu com a descoberta dos raios-X por Roentgen em 1895, o que lhe valeu o prémio Nobel da
Fisica em 1901, sendo o primeiro a receber esta distincdo. Roentgen apelidou a descoberta como
sendo um novo tipo de raios (do aleméo “Ueber eine neue Art von Strahlen™) e realizou a

primeira Radiografia da sua propria mdo (Figura 1.1)%. Dos estudos posteriores ficou claro que

-
')

Figura 1.1 - Primeira Radiografia da
anatomia do corpo humano realizado
por Roentgen evidenciando a mao do
préprio autor mostrando dois anéis
(retirado da referéncia 2).



CAPITULO 1

na realizacdo de Imagiologia Médica do corpo humano é necessario a utilizacdo de radiacdo com
uma energia que seja capaz de penetrar nos tecidos. Assim, a luz visivel tem uma capacidade
limitada de penetrar nos tecidos, sendo principalmente usada fora dos departamentos de
Radiologia, como por exemplo em Dermatologia (fotografia da pele), Gastroenterologia,
Obstetricia (endoscopia) e Patologia (microscopia 6ptica). Em diagndstico radioldgico é usada
uma fonte de raios-X na Mamografia e Tomografia Computadorizada (TC), as radiofrequéncias
na Imagem de Ressonancia Magnética (IRM), raios gama em Medicina Nuclear, como na
Tomografia Computadorizada de Emisséo de Fotdo Unico (do inglés Single-Photon Emission
Computed Tomography — SPECT) e na Tomografia por Emissé&o de Positrdes (do inglés Positron
Emission Tomography — PET), e propriedades acusticas sob forma de ondas de som de alta
frequéncia usada em Ultra-Sonografia (US). Em Medicina Nuclear, ao contrario das outras
técnicas, em que a energia usada para penetrar os tecidos humanos tem de sofrer algum tipo de
interaccdo com os tecidos (absorcdo, dispersdo), para que quando a energia seja detectada
contenha informacéo da anatomia interna que permita produzir a imagem médica, sdo injectadas
ou ingeridas substancias radioactivas e é a interaccdo fisiologica do agente que da acesso a
imagem médica®.

Cada uma destas modalidades imagiologicas utiliza tecnologias diferentes, com
vantagens e desvantagens, resolucdo, sensibilidade e aplicacbes diferentes (Tabela 1.1). Da
Tabela 1.1 e da Figura 1.2C podemos verificar que a TC tem uma boa resolucdo espacial na
ordem do milimetro, com resolucdo temporal na ordem dos 1 ou 2 segundos, no entanto tem
baixa sensibilidade, sendo principalmente usada em imagem anatomica. Na IRM temos
resolucdo espacial, temporal, e sensibilidade semelhante a TC, sendo a aplicacdo da IRM mais
ampla que a TC, podendo ser usada tanto em imagem anatomica, como para obtencdo de
informacao fisiologica e metabdlica. A US tem boa resolucdo espacial e temporal, na ordem dos

micrémetros e dos milissegundos respectivamente, no entanto com baixa sensibilidade, sendo

Tabela 1.1- Modalidades imagioldgicas com as respectivas resolucdes relativas espaciais, temporais e de sensibilidade
(retirado da referéncia 4).

Modality Spatial resolution Time resolution Sensitivity
Magnetic resonance
MR imaging Sub-mm 1-2s mM Gd; nM Fe (~10 cells/voxel)
'H spectroscopy “mm =5 min =10 pM
Nuclear medicine
PET mm s-min pM tracer
SPECT Sub-mm min Sub-nM tracer
Optical
Bioluminescence mm min ~100 cells/voxel
Fluorescence pum ms pM
X-ray computed tomography
Contrast-enhanced Sub-mm 1-2s mM I
Ultrasound
Micro bubbles um ms 1 bubble
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Message

C
Anatomy  Physiology  Metabolism  Molecular
Gene X
T
us
MRI
B
Nuclear
Target Number/cell ‘
Gene (DNA) 2 Optical
Messenger RNA (MRNA) 50 - 1000 o
Protein 100 -1 000 000
Function Massive

Figura 1.2- Esquema demonstrando os alvos moleculares usados nas modalidades imagioldgicas e suas aplicagdes.
Diferentes alvos intracelulares e suas funcdes A). NUimero de alvos moleculares por célula B). Aplicacdes das
diferentes modalidades imagiologicas C). (adaptado da referéncia 1)

sobretudo utilizada em imagem anatémica. A Imagiologia Optica tem boa resolucio espacial e
temporal, com uma grande sensibilidade. No entanto, devido ao baixo poder de penetracdo da
radiacdo usada nesta Imagiologia, esta ndo permite obter imagens anatomicas, sendo a aplicagédo
principal a nivel molecular mas limitada ao nivel superficial. Por fim, a Medicina Nuclear tem
baixa resolucéo espacial e temporal, mas é a téecnica com maior sensibilidade, permitindo estudar
processos a nivel fisioldgico, metabélico e molecular**.

Com o avanco da Imagiologia Molecular, tém sido desenvolvidos e testadas sondas
imagioldgicas capazes de detectar in vivo processos bioldgicos especificos a nivel molecular, que
sejam marcadores de uma determinada patologia, permitindo a detec¢do precoce de uma doenga.
Um dos maiores desafios na Imagiologia Molecular é o desenvolvimento das estratégias de
amplificacdo. Como se pode ver na Figura 1.2A e 1.2B, o desenvolvimento de sondas para genes
e mRNA, devido a sua limitada quantidade por célula, necessita duma grande amplificacdo do
sinal para poder ser visualizado, sendo a deteccao de proteinas mais praticavel por estar presente
em maiores quantidades’.

O desenvolvimento de uma sonda imagioldgica especifica requer que alguns critérios
tenham de ser alcancados: 1) sondas com grande afinidade para com o alvo, 2) que tenham boas
propriedades farmacocinéticas (absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo), especialmente a
capacidade destas sondas atravessarem barreiras bioldgicas (barreira hemato-encefalica,

membrana celular, entre outros) e atingirem o alvo com concentragdo suficiente para permitir
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uma amplificacdo adequada do sinal e durante um tempo suficiente para a sua deteccdo, 3) e que
estas sondas ndo sejam toxicas in vivo®.

Actualmente o interesse tem recaido no desenvolvimento de sondas imagiologicas
multi-modais, com capacidade para serem usadas em diferentes modalidades imagioldgicas,
usando a mesma sonda. No capitulo introdutério serdo apresentadas nogfes tedricas das
modalidades imagiolégicas usadas em Radiografia, Medicina Nuclear e IRM. Sera feita uma
abordagem bioquimica da doenca de Alzheimer, bem como uma visdo geral da investigacdo que
é realizada no sentido de se obter um diagndstico precoce ndo invasivo desta patologia.

1.1.1 A Radiografia

A Radiografia, como referido, foi a primeira tecnologia de Imagiologia Médica a ser
desenvolvida. Esta modalidade imagioldgica é realizada com o recurso a uma fonte de raios-X de
um lado do paciente e tipicamente um detector plano de raios-X do outro lado. Um curto pulso
de raios-X de cerca de meio-segundo € emitido por um tubo de raios-X, tendo em conta que a
distribuicdo dos raios-X que entra no paciente € homogénea, mas apds passar pelo paciente o
feixe de raios-X que emerge e que é detectado é heterogéneo, permitindo a obtengdo da imagem
anatomica interna do paciente. Este fenomeno resulta do facto do feixe de raios-X ao atravessar
0 paciente, encontra tecidos com diferentes propriedades de atenuacdo, com por exemplo o
tecido 0sseo, que é o maior atenuador dos raios-X comparativamente aos tecidos moles como a
pele. O detector de raios-X pode ser um filme fotografico ou um sistema de detectores
electronicos. Este tipo de modalidade imagiologica em que a fonte estd de um lado e o detector
do outro lado do paciente é chamado de Imagiologia de Transmiss&o®. As aplicagbes remetem
para o diagndstico de ossos partidos, doencas pulmonares, problemas cardiovasculares, entre

outros.

1.1.2 Tomografia Computadorizada

A Tomografia Computadorizada (TC) ou Tomografia Axial Computadorizada esta
disponivel desde os anos 70 do século passado e foi a primeira modalidade imagiolégica que
utilizou o computador para processamento das imagens. A TC é baseada na obtencao de imagens

a diferentes angulos do corpo humano a partir de medidas de atenuacdo de raios-X. A
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instrumentacdo basica da TC compreende um tubo de uma fonte Unica de raios-X com um
colimador para direccionamento estreito e eficaz da radiagdo e no lado oposto, contem um
arranjo de detectores de raios-X que recolhe os dados da projeccdo transmitida (Figura 1.3).
Numa TC, o paciente é mantido estacionario mas o tubo de raios-X e a unidade de deteccéo sdo
rodadas ao mesmo tempo a volta do paciente. Desta forma séo recolhidos dados para um niimero
fixo de posicOes da fonte e do detector, obtendo-se em cada posi¢do uma leitura por cada um dos
detectores. Todas as leituras dos detectores podem ser representadas por um sinograma, sendo a
intensidade proporcional aos integrais de linha dos coeficientes de atenuagéo de raios-X entre as
posicdes correspondentes da fonte e do detector. Através destes calculos e das técnicas de
reconstrucdo de imagem obtém-se imagens tridimensionais. Como cada tipo diferente de tecido
tem coeficiente de atenuacdo de raios-X diferente, podem ser distinguidos diferentes tipos de
tecidos, como tumores, aneurismas, ruptura de discos e hematomas subdurais, entre outras
patologias. A TC é principalmente usada como imagem anatomica, contudo a utilizagcdo de
agentes de contraste a base de iodo permite a obtencao de informacéo funcional de varios 6rgaos.
A TC ¢é uma das técnicas imagiologicas mais utilizadas actualmente devido a sua alta qualidade

imagiolégica e rapidez de aquisicdo>”.

Tube and Collimator
..-‘H"

Figura 1.3- Aparelho usado em tomografia computadorizada evidenciado o tubo
(a fonte de raio-x) e o colimador bem como a unidade de deteccdo em oposi¢do
(retirado da referéncia 5).
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1.1.3 Medicina Nuclear: PET e SPECT

Na area da Medicina Nuclear temos duas técnicas imagiologicas ndo-invasivas
amplamente usadas — PET e SPECT — que permitem a obtengé@o de imagens em 3D reconstruidas
através da distribuicdo de um radiofarmaco no corpo. Estas técnicas sdo extremamente sensiveis
(Tabela 1.1), necessitando de pequenas doses para obter imagens da distribuicdo do
radiofarmaco. A diferenca entre estas duas técnicas esta relacionada com o fenémeno fisico em
que se baseiam, necessitando de instrumentacdo e radioisdtopos diferentes, resultando em
resolucdo espacial, sensibilidade, tempo de resolucdo e especificidade diferente. A técnica de
PET é pelo menos 10 vezes mais sensivel que a SPECT.

A técnica PET ¢é baseada na utilizacdo de radiofarmacos que combinam uma molécula
que reconhece o0 alvo com um iso6topo emissor de positrdes, sendo o mais vulgar o F-18 que tem
um maior tempo de vida que os restantes isétopos apresentados na Tabela 1.2. Os curtos tempo
de vida de O-15, N-13, Rb-82, Cu-62 e C-11 tornam a sua aplicacdo bastante dificil®. Como
evidenciado na Tabela 1.2, a maior parte dos isétopos séo produzidos num ciclotrdo (acelerador
de particulas carregadas que promove a colisdo com um alvo produzindo o isétopo radioactivo)’
mas alguns sdo produzidos num gerador (aparelho usado para separar e extrair o radioisotopo
através do decaimento de um is6topo pai para um isétopo filho)®. O fenémeno fisico subjacente &
técnica de PET baseia-se na deteccdo de raios gama. Como o nlcleo destes radioisotopos é
instavel devido a deficiéncia em neutrdes (baixa razdo massa/carga, N/Z), ocorre o decaimento
de um protdo para um neutrdo, com um determinado tempo de vida definido para cada is6topo,
com emissdo simultdnea de um neutrino e de um positrdo (decaimento B*):

AX - ,AY+e" +v (11)

O positrdo emitido ira eventualmente colidir com um electrdo vizinho, aniquilando-se

mutuamente, convertendo a massa de ambos em pura energia seguindo a famosa equacédo de

Einstein (E = mc?, em que E é a energia, m a massa e ¢ a constante da velocidade da luz),

Tabela 1.2- Radiois6topos mais usados em PET com indicacdo dos tempos de meia-vida e a forma de obtencdo
(retirado da referéncia 6).

0-15 N-13 C-11 F-18 Rb-82 Ga-68 Cu-62
Half-life 2 min 11 min 20 min 110 min T5s 68 min 9.7 min
Availability  On-site On-site On-site Cyclotron,  Generator Generator Generator
cyclotron  cyclotron  cyclotron  regional Sr-82/Rb-82  Ge-68/Ga-68  Zn-62/Cu-62
distribution
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A B %ID/g
®F-FDG
Positron Tumor 7.91
emission (weight) (g) (0.056)
@ Liver 1.03
Spleen 3.05
Kidneys 1.62
S kel 11 ko Lungs 4.98
- 180+0.25° photan Blood 0.80
Stomach 209
Small intestine 256
Muscle 1.73
Femur 249

Tumor/blood 10:1
Figura 1.4- Representacdo esquematica da emissdo de um positrdo por um radiois6topo com a consequente

aniquilacdo com um electrdo vizinho produzindo dois raios gama de 511 KeV A) (retirado da referéncial0).
Corte coronal e biodistribuicdo de **F-FDG num murganho portador de cancro subcutaneo LS174T do lado
esquerdo por PET para pequenos animais. Biodistribuicdo expressa em percentagem de dose injectada por
grama (%ID/g) dos 6rgdos removidos apds a conclusdo da sessdo imagioldgica B). BR - Cérebro (do inglés
Brain), BM - Medula 6ssea (do inglés Bone Marrow), H - coracdo (do inglés Heart), K - Rim (do inglés
Kidney), T — Tumor (retirado da referéncia 13).

provocando a emissdo de dois raios gama com um angulo relativo de praticamente 180°, em que

cada raio tem uma energia de 511 KeV. Esta energia emitida é independente do is6topo usado

(Figura 1.4A) *%°.

A utilizacdo de PET como técnica imagiologica de diagnostico ndo foi imediata, tendo
passado por um processo que levou tempo para que passasse de ferramenta de investigacao para
uma técnica de diagndstico clinico. E uma técnica que melhorou com os anos, com o aumento
progressivo da sensibilidade.

Os problemas iniciais desta técnica era a necessidade de utilizacdo de um radioisotopo
que estivesse disponivel para utilizacdo diaria e a producdo de um composto, com este
radioisotopo, durante o seu tempo de meia-vida. Nos primdrdios da técnica era considerado
essencial que nas instalacbes do PET estivesse o seu proprio ciclotrdo para producdo dos
radioisotopos. Actualmente, a utilizacdo de radiois6topos com tempos de meia-vida
suficientemente longos, mas que sejam suficientemente curtos para limitar a exposicdo do
paciente a radiacdo, permitiu a distribuicdo de radiois6topos a nivel regional. O fluor-18
preenche este requisito, com tempo de meia-vida de 110 minutos, sendo amplamente usado na
marcacdo da glicose (fluordesoxiglicose — FDG), usada na detec¢do de cancro.

Durante muito tempo ndo se identificou a aplicabilidade do PET que outras técnicas,
como a IRM e a TC, ja ndo tivessem fornecido. Foi em 1979, com Reivich et al., que se obteve o

primeiro scan por PET utilizando FDG para estudar o metabolismo glicolitico em cérebro
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Tabela 1.3- Radioisétopos mais usados em SPECT com indicagdo dos tempos de meia-vida, 0 método
de obten¢do, modo de decaimento e respectivas energias dos fotbes emitidos (retirado da referéncia 3).

Radioisétono L?ari‘;?\?ig:l Principais fotdes emitidos Modo de Método de
P (Tun) KeV (% abundancia) decaimento producéo
1/2
m Transicdo Gerador
99 0,
123) 132 h 159 (83%) Captura de Produg&o por
' electrdo ciclotréo
201 ) 0 Captura de Produgéo por
Tl 73h 69-80(94%) electrdo ciclotréo
G4 783 h 93 (40%); 184 (20%); 300 Captura de Producéo por
' (17%); 393 (4%) electrdo ciclotréo
i 283 d 171 (90%); 245 (94%) Captura de | Produgdo por
' electrdo ciclotréo
131 284 (6%); 364 (81%); 637 . - | Fisséo nuclear
I 8.0d (7%) Decaimento 3 do 25U
153 5m 1.93d 103 (29%) Decaimento p | \CL1Vacao por
neutrdes

humano®?, e desta forma identificou-se uma potencial aplicacdo para PET. Surgiu em 1982, com
Dichiro et al., uma correlagdo entre 0 aumento do metabolismo glicolitico em tumores cerebrais
detectavel por PET com FDG e a sua progressdo, tendo os autores estudado doentes com
glioma®?, tornando-se a partir dai uma ferramenta importante tanto no diagnéstico como no
estudo da eficacia do processo de tratamento do cancro, com a verificagdo ou ndo do decrescimo
do metabolismo na zona cancerigena (Figura 1.4B)*. Com o passar dos anos tém surgido muitos
radiofarmacos para variadas aplicagdes.

A instrumentacdo de PET consiste na utilizacdo de anéis de detectores, baseados em
cristais cintilantes que convertem a radiacdo gama em luz visivel que posteriormente € detectada
por um fotodetector que a converte em impulso eléctrico, que é capaz de identificar o par de
raios y produzidos durante a aniquilacao do positrdo. Quando os dois raios y sdo detectados por
dois detectores € assumido que a aniquilacdo ocorreu algures na linha recta entre os dois
detectores. Esta informacdo é usada em célculos matematicos de forma a providenciar uma
distribuicdo em 3D do agente PET™.

Em Imagiologia de SPECT é detectada a emissdo de um unico fotdo na regido dos raios
gama emitido pelo radionuclideo do radiofarmaco®. Na Tabela 1.3 descrevem-se as principais
caracteristicas fisicas dos radioisétopos incluindo o modo de decaimento e as energias dos fotdes
emitidos com os tempos de meia-vida, sendo ainda referidos os modos de obtencdo dos

radiois6topos em que novamente é usado o gerador e o ciclotrdo. No caso do **!1, a obtencéo é
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por fissdo nuclear do #*°U por absorcdo de neutrSes num reactor e o *Sm obtém-se por
activacdo por neutrBes que consiste na captura de neutrdes por nucleos estaveis. Como se pode
ver na Tabela 1.3, os tempos de vida dos radioisétopos usados em SPECT variam de 6h a alguns
dias, permitindo seguir processos moleculares mais longos que em PET. Como cada radiois6topo
emite raios y com diferentes energias, a cdmara cintilante tem capacidade de discriminar fotdes
com diferentes energias podendo ser possivel seguir varios processos moleculares com diferentes
radiofarmacos. Da Tabela 1.3 verifica-se ainda que os raios y emitidos em SPECT sdo de mais
baixa energia que em PET.

Como foi referido anteriormente, o processo fisico subjacente ao SPECT é a deteccdo de
um Unico fotdo na regido dos raios y. No entanto o decaimento do radioisétopo pode variar. No
caso do 21, 2Tl ®“Ga e In, o decaimento é feito por captura de electrdo, em que o
radioisotopo deficiente em neutrfes captura um electrdo com a conversdo de um protdo em
neutrdo e a simultanea ejeccdo de um neutrino e emissao de energia®:

2X+ e” > , 4Y + v + energia (1.2)

No caso do *™Tc o decaimento é por transicdo isomérica, uma vez que na geracdo de
%™Tc a partir de molibdénio 99 é formado tecnécio excitado numa forma metaestavel (daf
aparecer o m em *°™Tc). Este decaimento acontece sem emissdo ou captura de nenhuma
particula, ocorrendo o decaimento entre estados de energia diferentes, sem alteracdo da razéo
N/Z. No caso do ®™Tc¢ ocorrem dois decaimentos consecutivos com a emissdo de dois raios Y
com diferentes energias®:

AX — 4Y + energia (1.3)

Por fim, nos casos do **!| e do ***Sm a emissdo de raios y ocorre por decaimento B~ (ou
decaimento por electrdo), tipico de radiois6topos com um numero excessivo de neutrdes
comparativamente ao nimero de protdes. O decaimento do radiois6topo ocorre pela conversdo
de um neutrdo em protdo com a emissdo de um electrdo (B°, com a exce¢do da sua origem ser no
nacleo, esta particula é identica ao electrdo) de um antineutrino (U, particula subatémica neutra
com massa muito menor que a do electrdo) e com a simultdnea emissdo de um fotdo. Este
decaimento pode ser descrito pela seguinte equacao®:

AX - ,,AY + B~ + U + energia (1.4)

De entre os radioisdtopos apresentados na Tabela 1.3 0 *™Tc é o radiois6topo mais usado
em radiofarmacos para SPECT, sendo de grande aplicabilidade na recolha de informacdes
fisioldgicas invivo de diferentes tecidos, citando-se a deteccdo de inflamacdes e infeccGes,

tumores, ventilacdo dos pulmdes, entre outros.
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A instrumentacdo de SPECT é baseada em detectores de cAmara gama que consiste em
um colimador, um cristal cintilante e um fotodetector como por exemplo tubos
fotomultiplicadores. De forma semelhante a tomografia computadorizada é detectado em vérios
angulos o fotdo gama emitido, a partir da rotacdo a volta do paciente da camara de raios gama,
em que cada projeccdo adquirida combinada com metodologias matematicas computacionais
obtém-se uma imagem tridimensional da distribuicdo do radiofarmaco no corpo™.

Actualmente os novos scaners de PET e SPECT sdo combinados com tomografia
computadorizada, uma vez que a informacdo que se obtém a partir de PET e SPECT € sobretudo
de natureza bioquimica e fisiolégica com pouca informacéo anatémica, que é entdo fornecida por
TC (ver seccdo 1.1.2), demonstrando a poderosa eficacia das técnicas hibridas, abrindo novos
horizontes no diagndstico médico®’.

Uma das grandes vantagens da PET comparativamente a SPECT tem a ver com o facto
de que a maioria dos isotopos emissores de positrdo poderem substituir &tomos de ocorréncia
natural perturbando menos o sistema bioquimico, o que ndo se verifica no caso de is6topos
emissores de raios gama em SPECT. Por outro lado, em PET 0s raios gama emitidos tém
energias iguais independentemente do is6topo usado, ndo permitindo seguir diferentes eventos
moleculares usando varios radiofarmacos com radioisdtopos diferentes. Essa situacdo ndo se
verifica em SPECT, em que os raios gama produzidos pelos radioisétopos tém energias
diferentes, tendo o detector SPECT capacidade de descriminar os diferentes raios y, podendo ser
possivel seguir diferentes eventos moleculares com varios radiofarmacos usando distintos
radioisotopos. Outra vantagem de SPECT relativamente ao PET é o maior tempo de vida do
radioisotopos podendo ser possivel seguir processos moleculares com cinéticas de maior

duragdo™.

1.1.4 Imagiologia de Ressonancia Magnetica

A Imagiologia de Ressonancia Magnética (IRM) resulta directamente do fenémeno de
Ressonancia Magnética Nuclear que é amplamente usado por quimicos e bioquimicos na
determinacdo estrutural molecular e por exemplo em estudos de interaccdo proteina-ligando. Em
IRM é normalmente detectado o nicleo atémico de hidrogénio (*H) da agua, sendo uma técnica
com grande resolucdo espacial, com capacidade de descriminar os diferentes tecidos moles,

devido & grande abundancia de 4gua nesses tipos de tecidos®®.
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Em IRM é possivel obter a distribuicdo espacial da densidade de spin, normalmente do
protdo da dgua. Pode-se ainda fazer uso das propriedades de relaxac¢do de spin do nucleo, como o
T1 e T,. A localizacdo espacial é conseguida através da aplicacdo de gradientes lineares de
campo magnético sobre o campo magnético principal homogéneo. Estes gradientes sdo uma
variacdo linear no campo magnético com respeito a posigdo, estando sobrepostos ao campo
magnético estatico, By, aplicados durante pequenos intervalos de tempo (pulso) por bobinas de
gradiente. Um ndcleo sujeito ao campo By sofre um movimento de precessao a volta de By cuja
frequéncia (de Larmor) se encontra na zona das radiofrequéncias, podendo ser representada pela
seguinte equacao:

v=-"LB, (15)
2T

em que v ¢ a frequéncia de Larmor, y € a constante giromagnética especifica para cada nicleo e

Bo 0 campo magneético principal. Em IRM sdo usados trés gradientes perpendiculares entre si

para a localizagcdo em 3D (G, Gy, G;), que definem o vector G. Sendo a frequéncia de Larmor
para um protéo situado segundo o vector U (x,y,z) igual a:
v="L(B, +G.0) (L6)
v = % (Bo + Gyx + Gyy + G,z) (1.7)

Para a localizacdo tridimensional € em primeira instancia seleccionada o corte a ser
visualizado, combinando simultaneamente um pulso de gradiente com um pulso de excitacéo
selectivo, a partir do qual se obtém a codificacdo da frequéncia espacial e a selec¢do do corte a
ser visualizado atraves da seleccdo da largura da banda de radiofrequéncia, respectivamente.
Como ilustrado na Figura 1.5, aplicando um pulso selectivo (largura de banda Av) de frequéncia

vg simultaneamente com a aplicacdo do gradiente G, apenas os protées dentro do corte 8 irdo

contribuir para o sinal.

Vg

Vis Vie

> z

Vio V11 Viz Vig Vig

Figura 1.5- O corte a ser visualizado pode ser seleccionado aplicando simultaneamente um pulso de gradiente com
um pulso de excitagdo (retirado da referéncia 19).
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Uma vez seleccionado o corte a ser visualizado é necessario dentro do corte diferenciar
cada voxel (nome derivado da combinacdo da palavra pixel, unidade de imagem digital, com a
palavra volume), conhecido como codificacdo espacial da imagem, o que é possivel pela
aplicacdo de dois outros gradientes, de codificagdo de frequéncia e de codificacdo de fase. Se por
exemplo um corte for seleccionado na direc¢do do eixo dos z, o gradiente de codificagédo de
frequéncia é aplicado no eixo dos x e o gradiente de codificacdo de fase pode ser aplicado no
eixo dos y. Devido ao gradiente de codificacdo de frequéncia Gy, aplicado durante a aquisicéo de
sinal, o spin ird precessar a diferentes frequéncias consoante a posicdo no eixo dos X.
Relativamente ao gradiente de codificacdo da fase, a sua aplicacdo ao longo do eixo do v,
simultanea com o gradiente de codificacdo de frequéncia, ira fazer com que os spin precessem a
diferentes frequéncias e irdo estar desfasados consoante a posi¢do no eixo dos y. Desta forma,
cada voxel num corte especifico pode ser associado com o sinal adquirido, caracterizado pela
dependéncia da frequéncia e da fase com a posi¢do (x,y). A imagem médica associada a
distribuicdo de densidade de spins é proporcional a magnetizacdo em x e y, de acordo com 0s
gradientes aplicados nestes eixos. A utilizacdo de uma dupla transformada inversa de Fourier de
S(k) (definido como ‘“espago k”, que contem dados de aquisi¢do associado aos dados
provenientes dos gradientes de codificacdo de frequéncia e de fase) no espaco temporal k leva a
obtencdo da distribuicio da densidade de spins no espaco fisico em 2D*.

Assim como em RMN o sinal obtido € um FID (do inglés Free Induced Decay), em IRM
o sinal obtido € um eco, proveniente de dois tipos de sequéncias de pulsos: 0 eco de gradientes,
para localizacdo espacial do sinal, e 0 eco de spins, para excitacdo do spin e seleccdo do sinal
desejado, baseado no fenémeno de RMN®. O sinal adquirido é dependente do tempo T; (tempo
de relaxacéo longitudinal), que determina a velocidade de recuperacdo da magnetizacdo M; a sua
posicdo de equilibrio My depois de um pulso de 90° depende de T, (tempo de relaxacédo
transversal), que representa o desaparecimento da magnetizacao transversal no plano xy (Mxy)
apos o pulso de 90° (Figural.6), de T,* que € similar a T, mas é dependente da heterogeneidade
do campo magnético e depende ainda de p (densidade protdnica). Alterando-se 0s tempos de
repeticdo (TR) entre cada eco de spin e os tempos de eco (TE) podemos obter imagens baseadas
nestes trés parametros:

e Imagem baseada em T, corresponde a um TR curto e TE curto;
e Imagem baseada em T, corresponde a um TR longo e TE longo;
e Imagem baseada em p corresponde a um TR longo e TE curto;
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CAPITULO 1

Como se pode ver, tanto na imagem baseada em T, como em T, ndo se consegue eliminar
por completo a contribuicdo da densidade protonica, uma vez que um TR longo é caracteristico
da imagem baseada em T, e um TE curto é caracteristico da imagem baseada em T;.

A imagem baseada em T,* obtém-se a partir de uma sequéncia de gradientes que cria
heterogeneidades no campo magnético. Ao contrario das sequéncias de eco, em que 0s sinais
desfasados devido a heterogeneidade do campo magnético sdo refocados durante o TE, neste tipo
de modalidade ndo é efectuada a refocagem e quanto mais longo o TE melhor serd a imagem
baseada em T,*.

O sinal de IRM ¢ expresso em tons de cinzento entre preto e branco, representando um
sinal fraco e intenso, respectivamente, obtendo-se desta forma uma imagem de contraste entre

diferentes tecidos criados a partir de diferentes intensidades. A escolha dos parametros de IRM
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Figura 1.6- llustracdo esquemaética evidenciando a origem dos tempos T, e T,. Magnetizagdo My no
equilibrio quando os spins sdo colocados sob um campo magnético permanente By A). Aplicacdo de um
pulso de radiofrequéncia de 90° provocado por um campo magnético B; perpendicular, criado por uma
bobina de radiofrequéncias, colocando a magnetizacdo no plano xy. A partir deste instante os spins véo
relaxando até atingir a magnetizacdo de equilibrio M, precessando a volta do eixo z B). Representacdo da
perda de magnetizacdo transversa (M) e recuperacéo de magnetizagéo longitudinal (M,) C). Retorno ao
equilibrio da magnetizacdo segundo o eixo do z: M,= M, (1-eC-¥/TD) D). Retorno ao equilibrio da
magnetizacdo no plano xy: My=M,e-*/T E). (adaptado da referéncia 19).
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CAPITULO 1

permite a variacdo do contraste da imagem de acordo com os valores dos pardmetros fisicos
intrinsecos do tecido, como o Ty, T,, To* e densidade protdnica. Desta forma na imagem baseada
em T;, que corresponde a um TR curto, o pulso de excitagdo de radiofrequéncia é repetido
rapidamente de forma que a amostra que tiver menor T, ira ter maior sinal IRM e obter-se-4 um
hipersinal, com tons em branco. Este tipo de imagem produz um efeito de contraste positivo. Na
imagem baseada em T, ao aplicar-se um TR longo de forma a remover a contribuicdo de T;, e
um TE longo obtém-se uma imagem de contraste baseada na magnetizacdo transversal. Desta
forma, quanto menor o T, menor o sinal IRM, e sera um hiposinal, representado por tons a preto,
produzindo um efeito de contraste negativo (Figura 1.7).

Na clinica médica, estas modalidades imagiol6gicas permitem que sejam utilizadas para
imagem anatémica e deteccdo de diferentes patologias uma vez que os tempos Ty, To, To* € a

densidade proténica variam com o tecido e com alteracdes bioquimicas®®.
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Figura 1.7- Imagem baseada em T, em que o sinal é obtido com um TR curto, o tecido com menor T, tem maior sinal
IRM, hipersinal A). Imagem baseada em T2 em que o sinal é obtido com TE longo, o tecido com menor T, é 0 que
tem menor sinal IRM, hiposinal B). De notar que em ambas as modalidades a contribuicdo da densidade proténica (p)
ndo é eliminada por completo (adaptado da referéncia 19).

1.2 Agentes de contraste em IRM

Ao contrario de outras técnicas, como PET e SPECT, em IRM ndo é necessaria a
utilizacdo de agentes de contraste. Quando € utilizado, ndo é o agente de contraste em si que é

detectado mas sim os protdes da &dgua presentes no corpo humano. A utilizacdo de agentes de
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CAPITULO 1

contraste advém da necessidade de aumentar o contraste da imagem em IRM. Isto é possivel
porque os agentes de contraste, baseados em complexos paramagnéticos de ibes metélicos como
os de gadolinio (I11) e manganésio (I1), ou agentes de nanoparticulas superparamagnéticas de
6xidos de ferro, sdo capazes de reduzir os tempos de relaxacdo longitudinal (T;) e transversal

(T2), respectivamente, dos protdes da agua®'.

1.2.1 Agentes de contraste negativos

Os agentes de contraste negativos diminuem o tempo de relaxacdo T, dos protdes da agua
vizinhos, provocando uma diminui¢do da intensidade do sinal IRM (hipointenso). Os principais
agentes de contraste negativos sdo baseados em nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro,
nomeadamente nanoparticulas de 6xido de ferro superparamagnetico (do inglés Small Particle of
Iron Oxide ou Superparamagnétic Particle of Iron Oxide, SPIO) e nanoparticulas ultra pequenas
de oxido de ferro superparamagnético (do inglés Ultrasmall Particles of Iron Oxide, USPI0O),
que tém sido investigados desde dos anos 80, e que também tém demonstrado capacidade de
poderem actuar como agente de contraste positivo reduzindo o tempo T:?% No entanto, as
nanoparticulas de 6xido ferro ndo sdo geralmente aplicadas como agentes de contraste positivos,
pelo facto que o processo responsavel pela reducdo do tempo T requer uma interaccao proxima
entre 0 agente de contraste e os protdes da agua que é dificultado pela espessura das
nanoparticulas. Por outro lado, a reducdo do T, pelas nanoparticulas magnéticas é causado pela

grande diferenca de susceptibilidade entre as particulas e o meio envolvente resultando em

Enzyme Oligonucleotide

'b. Biocompatible

c. Bioactive =
Surface

materials

/'-‘i

Protein Antibody

°Core nanoparticles

Figura 1.8- Composicdo de uma nanoparticula usada em IRM como agente de
contraste (retirado da referéncia 24).
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CAPITULO 1

gradientes de campos magnéticos microscopicos que se estendem muito para la das
nanoparticulas. A difusdo dos protBes junto a essas nanoparticulas leva ao desfasamento do
momento magnético dos protdes, levando a uma perda da coeréncia de fase, e isto provoca a
diminuicdo do tempo de relaxacéo trasnversal®.

As aplicacbes das nanoparticulas de oxido de ferro sdo dependentes do tamanho da
particula e do revestimento, influenciando as propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas. A
nanoparticula € composta pelo nicleo magnético responsavel pelo melhoramento do contraste da
imagem, pelo revestimento biocompativel com o sistema biolégico, como por exemplo dextrano,
silicatos ou outros polimeros ndo imunogeénicos, e pela camada mais externa, que é bioactiva
para o alvo desejado (Figura 1.8). Comparativamente a alguns quelatos de gadolinio (I11) menos
estaveis, as particulas de 6xido de ferro apresentam baixa toxicidade in vivo®*.

Ao contrario dos agentes de contraste baseados em quelatos de gadolinio (I11), estas
nanoparticulas contém milhares de atomos de ferro gerando contraste de imagem varias ordens
de magnitude superiores aos agentes de contraste positivos. A relaxividade transversal das
nanoparticulas aumenta com o campo magnético aplicado, acabando por saturar, como ilustrado
pela Figura 1.9B. O aumento da relaxividade transversal é explicado simplesmente pelo facto de
gue com o0 aumento do campo magnético aplicado, a magnetizacdo da particula aumenta de O até
a saturacdo, seguindo a funcdo de Langevin, L(x), e logicamente a relaxividade da particula

também aumenta:

M(B) = MyafL(X) = Myt (cothGo) — 1) (L8)
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Figura 1.9- Evolugdo de r1 A) e r2 B) em fun¢do do campo magnético para nanoparticula de dxido de ferro
superparamagnético (AMI-25, Endorem®) e nanoparticulas ultra pequenas de 6xido de ferro superparamagnético
(MION-46L) (retirado da referéncia 26).
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Relativamente a relaxacdo longitudinal, o perfil de r; em fun¢do do campo magnético,
ilustrado na Figura 1.9A, é mais complexo, dependendo de vérias propriedades da particula,
como do tamanho, da temperatura, da relaxacdo de Néel (refere-se a relaxacdo global do
momento electrénico da nanoparticula superparamagnética, sem incluir a relaxagcdo nuclear dos
protdes da dgua) e da magnetizacdo de saturacdo, entre outros. No entanto, quando o campo
magnético é suficientemente forte, a relaxividade longitudinal cai para zero®%.

Verifica-se ainda que a relaxividade tanto em T; como em T, dos protes da agua, como
seria de esperar, é diferente na presenca de SPIO ou USPIO. Mas focando-nos apenas na
relaxividade em T, dos protdes da &gua, que é a principal aplicacdo destas nanoparticulas, a
relaxividade em T, na presenca de SP1Os em solucdo pode ser explicada com base na teoria de

mecanica quantica de esfera externa:

1 (256112y2) V*Mg?a?
= L
T 405 D(1+—)
a

onde y é a constante giromagnética do protdo, V*, M e a sdo a fraccdo de volume, a

(1.9)

magnetizacdo de saturacdo e o raio do nucleo de 6xido de ferro, respectivamente. D é a constante
de auto-difusdo da agua e L é a espessura da superficie de revestimento da particula impermeavel
a agua. Por questdes de simplificacdo apenas o termo secular predominante em campo magnético
elevado é mostrado na equacdo. Esta teoria prevé o aumento da relaxividade com o aumento da
magnetizacdo e do tamanho do nucleo de 6xido de ferro se V* for constante. Esta teoria assume
anisotropia uniaxial e que a energia térmica ndo é suficientemente elevada para ultrapassar a
energia anisotropica. No caso das particulas como as USPIO, por serem muito pequenas sdo
caracterizados por baixa energia de anisotropia, fazendo com que o0 posicionamento da
magnetizacdo da particula segundo a direccdo de anisotropia seja atenuada®?®. Tém surgido
algumas teorias para explicar a relaxividade em T; e T, das USPIOs, como modelos propondo
ignorar-se a energia de anisotropia, que porém levam a resultados de relaxividade sobrestimados
em campo magnético baixo?’. Um outro modelo utiliza uma teoria quéntica completa
introduzindo a energia anisotrdpica, como um parametro quantizado, sendo um modelo que
apresenta bons resultados, no entanto a obtencdo de uma solucdo numeérica requer tempo
computacional®®.

As nanoparticulas de tamanhos grandes, SPIO, sdo utilizadas como agentes de contraste
para 0 lumen gastrointestinal, havendo alguns exemplos disponiveis no mercado como o
Lumiren®, Gastromark®e Abdoscan®. Particulas de tamanhos n&o superiores a 300 nm tém sido
utilizadas como agentes de contraste para o figado e baco, como o Endorem®, Feridex IV® e

Resovist® (diametro médio de 60 nm). Verificou-se que algumas nanoparticulas ultra pequenas,
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USPIO, de tamanhos entre 20-40 nm de didmetro conseguem entrar no sistema linfatico e
detectar nédulos linfaticos metastisados, exemplificado pelo Sinerem® e Combidex®, que no
entanto demonstraram uma grande percentagem de falsos positivos, levando a que a investigagao
sobre estas nanoparticulas parasse. As USPIO tém uma razdo r,/ry muito inferior as SPIO
(Figura 1.9), podendo ser em principio usadas como agentes de contraste positivo. Um exemplo
dessas USPIO é a Clariscan®, de 20 nm de diametro, que foram desenvolvidas para Angiografia
de Ressonancia Magnética, mas que devido a alguns problemas de toxicidade, viram o seu

desenvolvimento parar®®>!,

1.2.2 Agentes de contraste positivo

Os agentes de contraste positivos diminuem o tempo de relaxacdo T; dos protbes da dgua
envolventes do tecido, provocando um aumento do sinal IRM (hiperintenso). Em 1978, com
Lauterbur et al. surgiu a primeira imagem IRM baseada no uso de um agente paramagnético, um
sal de Mn**, que permitiu a disting&o entre diferentes tecidos baseados em diferentes tempos de
relaxacdo®®. Actualmente os agentes de contraste baseados em complexos de Gd** sdo os mais
usados em IRM na pratica clinica. Ha poucas excepcfes ao uso exclusivo de complexos de
gadolinio como agente de contraste em IRM, como por exemplo os agentes de contraste
negativos, baseados em Oxido de ferro, havendo alguns exemplos aprovados para a pratica
clinica, discutidos na seccdo 1.2.1. Existe ainda um exemplo de agente de contraste baseado num
quelato de Mg”* (Teslascan®, Mn?-DPDP, DPDP- N,N’-dipiridoxiletilenediamine-N,N’-
diacetate 5,5°-bis(fosfato)) aprovado para o estudo de lesées do figado®*. O Mn?-DPDP é um
complexo com fraca estabilidade que liberta in vivo Mg?* livre que é acumulado nos hepatécitos.
A presenca do ligando permite a libertacdo lenta do ido Mn®* livre que ndo seria possivel pela
simples administragdo do sal de cloreto de manganésio®*.

A escolha de Gd** como agente de contraste advém do facto de ser um i metalico
estavel com grande paramagnetismo ou momento magnético, com 7 electrées desemparalhados
nas orbitais 4f formando um estado S com uma simetria esférica, que provoca uma relaxacdo de
spin electronico lenta, sendo uma propriedade importante na sua eficacia como agente de
contraste em IRM™.

A utilizacdo de Gd** em IRM faz-se sempre sob a forma de quelatos muito estaveis
termodinamicamente e com cinéticas de dissociacdo suficientemente lentas para evitar a

libertacdo de Gd** livre durante o tempo que permanece no organismo até & sua excrecdo. Uma
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das raz6es para a toxicidade do Gd** tem a ver com o facto do seu raio atémico ser similar ao i&o
calcio divalente, podendo competir em todos o0s processos bioldgicos envolvendo o calcio.
Quando o faz, como o gadolinio forma um ido trivalente, tem maior afinidade que o ido célcio
divalente para os seus locais bioldgicos, levando por exemplo a alteracbes de processos
enzimaticos assim como ao bloqueio de canais de célcio. Tem sido reportado o desenvolvimento
de fibrose sistémica nefrogénica por pacientes com problemas de insuficiéncia renal apés a
injeccdo de um agente de contraste baseado em gadolinio com baixa estabilidade termodindmica
e cinética (exemplo dos complexos formados com ligandos aciclicos como o0 Gd-DTPA-BMA,
acido dietilenetriaminepentaacético bisamida, Tabela 1.4) provocando a transmetalacdo com
Zn**, Ca**e Cu?*, levando & libertacdo de Gd** livre in vivo® .

Actualmente a atencdo tem recaido no desenvolvimento de ligandos polidentados, em
geral macrociclicos, com elevada estabilidade termodindmica e cinética, que minimizem 0s
problemas de toxicidade (Tabela 1.4). No entanto, a utilizacdo de ligandos polidentados diminui
a eficacia de relaxacdo protdnica da agua pelo gadolinio, por diminuir o namero de moléculas de
agua que podem coordenar com o metal. Os agentes de contraste em IRM que diminuem o
tempo de relaxacdo T; sdo baseados em dois tipos de derivados poliaminocarboxilados, os
aciclicos (exemplo: DTPA) e macrociclos (exemplo: DOTA- 4&cido 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético,  DO3A-  1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-
triacetato). Mais exemplos de agentes de contraste baseados em gadolinio sdo apresentados na
Figura 1.10 com as respectivas constantes termodinamicas e de relaxividade protdnica
apresentados na Tabela 1.4%%,

Como referido anteriormente, a eficacia de um agente de contraste positivo é medida em
termos da relaxividade em T; (r1), que representa a relaxacdo longitudinal induzida
paramagneticamente (1/T;) observada para 1 mM de agente de contraste em solucdo aquosa, e
que € dependente da temperatura e do campo magnético aplicado. A teoria geral da relaxagéo
nuclear do solvente na presenca de substancias paramagnéticas foi desenvolvida por
Bloembergen, Solomon e outros***°. Um complexo de Gd*" induz o aumento de ambas as
constantes de relaxacdo longitudinal e transversal dos nucleos do solvente, 1/T; e 1/T,,
respectivamente. A constante de relaxacdo observada (1/Ti,qps) € @ Soma das constantes de

relaxacéo diamagnetica (1/T;q) e paramagnética (1/T;p):

1

=1+ ondei=1,2 (1.10)

Tiobs Tia Tip
Apesar da equagdo 1.10 ser amplamente usada como descrigdo geral, é apenas valida para

solucBes diluidas de composto paramagnético. O termo diamagnético representa a relaxacdo do
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Tabela 1.4- Exemplos de agentes de contraste baseados em gadolinio disponiveis comercialmente com a
respectiva indicacdo da constante de estabilidade e da relaxividade r; com a indicagdo da referéncia onde se
obteve esses valores.

Constante de estabilidade
Formula quimica Nome comercial termo-d?némica, L?g. K (constante r. (mM™s?)?
estabilidade condicional, log K’,
pH=7.4)

Gd-DOTA Dotarem® 25.4% (19.0)” 3.5%
Gd-DTPA Magnevist® 22.1% 17.7)% 3.8%
Gd-DTPA-BMA Omniscan® 16.85% (14.9)% 3.8%
Gd-HP-DO3A ProHance® 22.8% (16.9)” 3.6%
Gd-BOPTA Multi-hance® 22.6 " (18.4)" 4.8%
Gd-DO3A-butrol Gadovist® 21.8% 3.7%

a) Relaxividade em agua a 20 MHz, 37°C

DOTA- acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecane-1,4,7,10-tetraacetico; DTPA- acido
dietilenetriaminepentaacetico, DTPA-BMA- DTPA bisamida; DO3A- 1,4,7,10-tetraazaciclododecane-
1,4,7-triacetate; HP-DO3A- hidroxipropil DO3A; BOPTA- BOPTA- &cido 2,5,8-tris(carboxi-etil)-12-fenil-
11-oxa-2,5,8-triazadodecane-1,9-dicarboxilico; DO3A-butrol- DO3A di-hidroxi-hidroximetilpropil.
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Figura 1.10- Exemplos de agentes de contraste baseados em gadolinio disponiveis comercialmente (retirado da
referéncia 38).
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solvente  (&gua) na auséncia de soluto paramagnético e o termo paramagnético representa a
constante de relaxacdo induzida paramagneticamente que é linearmente proporcional a

concentracdo de composto paramagnético:

1

= %d +r;[GA(IID]; onde i = 1,2 (1.11)

Tiobs

A derivada de um gréfico linear da constante de relaxacdo observada em funcdo da
concentracdo do soluto paramagnético da a relaxividade, r; (mM™s™). Como estamos
interessados em estudar os agentes de contraste em solvente aquoso, o valor da derivada € entdo
referido como relaxividade protonica.

A relaxacdo protdnica induzida paramagneticamente resulta da interac¢do dipolo-dipolo
entre 0 momento magnético de spin nuclear e o campo magnético resultante do momento
magneético de spin dos electrdes desemparalhados, que flutua no tempo de acordo com os seus
movimentos brownianos em solucdo. O campo magnético criado a volta do centro
paramagnético vai desaparecendo com a distancia, e desta forma, processos especificas que
trazem as moléculas de agua para a proximidade do centro paramagnético sdo de extrema
importancia na transmissio dos efeitos paramagnéticos ao solvente. Nos complexos de Gd*',
estas interaccdes especificas correspondem a ligacdo da dgua na primeira esfera de coordenacéo
do metal. Esta molécula de agua vai trocando com outras moléculas de agua do solvente,
transmitindo desta forma os efeitos paramagnéticos ao solvente, que corresponde a contribuicédo
na relaxacdo da esfera interna (do inglés Inner-Sphere, IS). Os efeitos paramagnéticos também
sdo sentidos quando ha difusdo aleatoria das moléculas da agua na proximidade do centro
paramagnético, correspondendo a contribuicdo na relaxacdo da esfera externa (do inglés
Outer-Sphere, OS). Estas duas contribui¢bes sdo separadas com base nas interaccBes intra e
intermolecular correspondendo a esfera interna e externa, respectivamente. Desta forma a

contribuicdo paramagnética na relaxividade protdnica pode ser dado por:

1 1 IS 1 oS
5-(m) (%)
r; =r;"° + ;%5 0nde i =1, 2 (1.12)

Para alguns ligandos, ha algumas moléculas de solvente que, apesar ndo estarem
directamente ligados na primeira esfera de coordenacdo, permanecem proximas do metal
paramagnético por meio de pontes de hidrogénio com o ligando, que constitui a contribuicdo da
segunda esfera de hidratacdo na relaxividade e que pode ser descrita pela mesma teoria que o

termo de esfera interna, mesmo se a simetria ndo for esférica. No entanto este termo é muitas

vezes incluido na esfera externa.
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Tendo em conta que o termo de esfera interna é o dominante de r; e onde se pode
optimizar a relaxividade do agente de contraste, s6 sera discutido este termo para simplificagéo.
O termo de relaxividade da esfera interna é linearmente proporcional ao nimero de hidratagdo
(). No exemplo da Figura 1.11 o complexo é mono hidratado (q= 1). Teoricamente quanto
maior o numero de hidratacdo, maior sera a relaxividade, no entanto, 0 aumento de q
compromete a estabilidade termodindmica do complexo. Existem alguns exemplos de complexos
de Gd* com g=2 com constantes de estabilidade termodindmica elevadas, tais como como
derivados de GAHOPO (hidroxipiridinonato)*’ e GAAAZTA (4cido 6-amino-6-methilperhidro-
1,4-diazepinetetraacetico)®®. Para além do nimero de hidratagdo, temos de levar em conta a
distancia entre o protdo da agua coordenado na esfera interna e o ido metalico central, a
constante de troca de dgua 1/tm, onde 1, € 0 tempo de vida da 4gua na esfera interna, o tempo de
correlagdo rotacional g, que corresponde a difusdo do complexo, e os tempos de relaxacédo de
spin electronico longitudinal e transversal, Tie € To. Todos estes trés processos modulam o
campo magnético flutuante responsavel pela relaxacao protdnica. O termo de esfera interna pode

Ser escrito como:

5= —— (L13)

TIS 555 Tym+Tm
onde ¢ é a concentragdo molal do agente, 1/T;, € a constante de relaxacdo protonica da agua
coordenada que compreende 0s mecanismos escalar (ou de contacto, SC do inglés Scalar) e de

dipolo-dipolo (DD) em que ambos os termos séo dependentes do campo magnético:

— = 5+ ¢ (114)
1

Tim  TPD
O termo escalar para complexos de Gd** é negligenciavel, sendo a relaxacio proténica da agua
coordenada determinada pelo mecanismo dipolo-dipolo. Este termo é dependente da reorientacao
do vector do spin nuclear em funcdo do vector do spin electrénico, pela variacdo da orientacao
do spin electrdnico e pela constante de troca da molécula de dgua coordenada:

1 _ 2 vigup o)’ c c
Tlﬁ:—y;f—ws(s+1)(2—n) [7 <2 43— —+ 4ty (1.15)

2.2
15 rggu 1+ws5Te, 1+wyTg

onde vy, é a constante giromagnética nuclear, g é o factor electronico, o € 0 magneton de Bohr,
regn € distancia do protdo ao spin electrénico, S é o nimero quantico de spin total do ido
paramagnético, ws ¢ a frequéncia de Larmor electronica, o, € a frequéncia de Larmor nuclear e
i € 0 tempo de correlacdo da interaccdo dipolar. O tempo de correlacdo é dependente do tempo
de correlacdo rotacional, tr, dos tempos de relaxacdo longitudinal e transversal de spin

electrénico, Tiee Toe, € da constante de troca de molécula agua, trm:
—=—+——+——+—ondei=12 (L16)

Tci Tr T1e Tze m
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CAPITULO 1

Foi aqui descrita nos seus contornos gerais a principal teoria que explica a relaxividade
de agentes de contraste baseada em Gd** na relaxacdo longitudinal, tendo sido usado

aproximac6es simples sem entrar em aspectos mais complexos'®*.

H\O/H
H Bulk water
b/ H ™
H H H
H h- 4
\O/ Inner Sphere Second-sphere
Gd-H H

(o] § o H

Outer-Sphere

Figura 1.11- Representacdo esquematica dos parametros que influenciam a relaxividade. O exemplo apresentado é
um Gd**-DOTA em solucdo aquosa (0 oxigénio dessas moléculas esté a vermelho) como uma molécula de agua
coordenada (o oxigénio dessa molécula esta a preto), com uma segunda esfera de hidratacdo (0 oxigénio dessas
moléculas de agua esté a azul) (retirado da referéncia 49).

1.3 Imagiologia Optica

1.3.1 Principios de Fotofisica e Luminescéncia

A fluorescéncia é um fendmeno de luminescéncia molecular em que ap6s a excitacdo
ocorre a emissdo de um fotdo durante o processo de desactivacdo do estado excitado para o
estado fundamental da mesma multiplicidade spin (normalmente o singleto de menor energia,
(S1) para o estado singleto fundamental (Sp)). Quando a emissdo é entre dois estados de
multiplicidade de spin diferentes é chamado de fosforescéncia. Apds a absorcdo de um fotéo, o
electrdo é excitado para um nivel electronico singleto excitado (Sy). Depois deste processo,
existem processos de relaxacdo ndo radiativos (ex: relaxacdo vibracional ou por conversdo
interna) que provocam a desactivagdo do electrdo até ao nivel excitado singleto de menor energia

(S1). A partir deste nivel S;, 0 processo de decaimento para o estado fundamental (So) pode
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ocorrer de varias formas que competem entre si, 0S processos de conversao intersistemas,
conversdo interna, podendo ainda ocorrer a fluorescéncia.

O processo de conversdo intersistemas ocorre quando a molécula passa de um estado
singleto excitado para um estado tripleto devido a mudanca de spin do electrdo, estando
envolvido nos processos de fosforescéncia, em que ha emissdo de radiacdo do estado tripleto (T1)
para 0 estado fundamental (Sp). Os processos de relaxacdo vibracional sdo referentes a
transferéncia de energia para o solvente, sendo portanto um processo ndo radiativo. Pode ainda
haver um processo ndo radiativo de conversdo interna do estado S; para um nivel vibracional do
estado fundamental Sy, dado ser uma transi¢do entre dois estados com a mesma multiplicidade
que € permitido por spin e por ser entre dois niveis isoenergéticos. Por ultimo, pode ocorrer
fluorescéncia, em que hd um decaimento do electrdo do nivel S; para o nivel de energia do
estado fundamental (So), acompanhado da emissdo de um fotdo. Esta radiacdo tem comprimento
de onda superior, ou seja, de menor energia do que a radiacdo absorvida, decorrentes dos
processos de relaxacdo do nivel de energia Sy para o nivel S; em que houve perdas de energia e,
portanto, o comprimento de onda da radiagdo emitida sera maior. Este desvio no comprimento de
onda é chamado de desvio de Stokes. Estes processos de desactivacdo do estado excitado para o
estado fundamental séo caracterizados por um tempo de vida (1) ¢ por uma constante cinética de
decaimento (k = 1/t) em que a eficiéncia de cada um dos processos de decaimento do estado
excitado para o estado fundamental ¢ caracterizado por um rendimento quantico (®). Estes

processos fotofisicos est&o ilustrados no diagrama de Jablonski (Figura 1.12).
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Figura 1.12 — Diagrama de Jablonski ilustrando os varios processos fotofisicos que podem ocorrer.
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Experimentalmente a fluorescéncia pode ser estudada de duas formas: medidas em estado
estacionario e em estado resolvido no tempo (estado dindmico). Quando se esta a visualizar a
fluorescéncia com recurso a um fluorimetro, a amostra é iluminada continuamente com um feixe
de luz e a intensidade ou espectro de emissdo sdo registados, correspondendo a medicdo em
estado estacionario. No segundo caso, sdo usados pulsos de luz, ou luz modulada, que permite
avaliar tempos de vida de decaimento®.

A luminescéncia dos ifes da série dos lantanideos advem das suas caracteristicas
provenientes da sua configuracdo electronica [Xe]4f"(n= 0-14) que é responsavel por um grande
nimero de estados electrénicos [14!/n!(14-n)!]°**? (Figura 1.13). Estes estados electrénicos sdo
caracterizados por 3 nimeros quanticos, 0 nimero quantico de acoplamento spin-spin (S), o
nimero quantico de acoplamento orbita-orbita (L) e o nimero quantico de acoplamento spin-
orbita (J), com os niveis de energia bem definidos e com pouca sensibilidade ao ambiente
quimico, devido & blindagem das orbitais 4f pelas subcamadas 5s°4p° preenchidas. As transicdes
4f-4f sdo proibidas por simetria (regra de Laporte), resultando em picos de fraca intensidade,
estreitos e caracteristicos de cada ido Ln**, envolvendo estados excitados com tempos de vida
longos, na ordem dos micro aos milissegundos, permitindo a realizagdo de experiéncias
resolvidas no tempo possibilitando uma melhor descriminacao da luminescéncia de fundo, como
a fluorescéncia que tem um tempo de vida na ordem nos nanosegundos. Por exemplo, as

transicdes electrénicas dos ides Eu** e Th** ocorrem no UV/Vis, enquanto nos ides Er** e Yb**
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Figura 1.13 — Diagrama parcial dos niveis de energia para os ides lantanideos Ln**. Os niveis luminescentes
principais de cada ido metélico estdo a vermelho e o nivel fundamental indica-se a azul (retirado da referéncia 52).
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Figura 1.14 — Espectros de emissdo normalizados de complexos luminescentes de ides lantanideos Ln** em solugéo,
ilustrando as bandas de emissdo estreitas € a sua sobreposicdo minima, cobrindo a regido do visivel e do

infravermelho préximo (retirado da referéncia 53).

ocorrem no infravermelho préximo (Figura 1.14)*. O grande problema da luminescéncia dos
ides lantanideo (Ln**) é o facto do rendimento quantico intrinseco de luminescéncia ser baixo>*.

Para ultrapassar a baixa luminescéncia intrinseca dos ides Ln®*, é possivel complexar
estes ides com compostos organicos, onde a excitacdo na regido de absorcéo do ligando organico
(antena) leva a luminescéncia do metal. Isto acontece porque parte da energia absorvida pelo
ligando organico (doador), que ird actuar como antena, € transferida para os niveis excitados do
Ln** (aceitador) dando origem & emissdo de luminescéncia a partir dos estados excitados do
metal, sendo este efeito denominado de “efeito de antena” (Figura 1.12).

Ha dois mecanismos principais de transferéncia de energia que podem estar envolvidos,
com a consequente luminescéncia do metal como a troca simultanea de dois electrdes entre o
doador e aceitador (mecanismo Dexter) e mecanismos envolvendo dipolo-dipolo ou dipolo-
multipolo (mecanismo Forster). O mecanismo comum observado refere-se a absorcdo do
ligando, em que depois ocorre um cruzamento intersistemas levando o ligando para um estado
tripleto, e a partir deste nivel de energia do ligando a transferéncia de energia para 0s niveis
excitados do metal (Figura 1.12). Alternativamente outros estados energéticos podem estar
envolvidos como transferéncia de carga intra-complexo do ligando para o metal (TCLM),
estados 4f5d ou transferéncia de carga do metal para o ligando (TCML) de cromoforos contendo
metais de transicdo (com electrdes nas orbitais d) como Cr®*, Re'*,0s** Co**,Ir** ou Pt**, sendo
estes iBes usados principalmente para excitar ides lantanideos emissores no infravermelho
proximo®.

Os iBes Lantanideos estdo envolvidos essencialmente em trés tipos de transicbes TCLM,

4f-5d, e 4f-4f, sendo os dois primeiros de ocorréncia a energias elevadas e portanto s as
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transicdes 4f-4f sdo relevantes. Alguns ides de Lantanideos sdo fluorescentes (AS= 0), como o
itérbio (Yb®"), em que a transicdo ocorre do estado excitado *Fs, para o estado fundamental 2F7,
e outros ides sdo fosforescentes (AS> 0) como o Eu** e Th** em que a emisséo ocorre a partir do
estado excitado °Dg e °D,, respectivamente, para os Vérios niveis do estado fundamental 7F,-
destes metais™. A emissdo de fotdes destes metais é essencialmente devida a dois tipos de
transicOes, transicdes de dipolo magnético permitida por paridade (DM, regras de selecgdo:
AL=0, AJ= 0, £1 no entanto a transi¢do de J=0 para J’=0 ¢ proibida) e transicdo de dipolo
eléctrico proibida por paridade (DE; regras de selecgdo: AL, AJ< 6, se J do estado fundamental
ou do estado excitado for igual 0 a regra de selec¢do é AL, AJ=2,4,6, novamente a transicdo de
um J=0 para J’=0 ¢ proibida). No entanto, quando um i&o Ln*" é colocado num ambiente
quimico, interaccbes ndo centrossimétricas permitem a mistura de estados electronicos de
paridades opostas levando a que as transicbes DE sejam parcialmente permitidas, sendo
chamadas de transic¢des de dipolo eléctrico induzidas (ou forgcadas). As intensidades de algumas
destas transicdes sdo particularmente sensiveis ao ambiente e sdo apelidadas de “transigdes
hipersensiveis”, como ¢ o caso da transigdo "F,«-°Do, no Eu®". No entanto a maioria das
transicdes electronicas nos ides metalicos da série dos lantanideos tem ambas as contribuices,
DE e DM°%.

A eficiéncia de transferéncia de energia e a intensidade da subsequente emisséo
dependem do ligando e do ido metélico em questdo. Dependem em particular da diferenca de
energia entre o estado tripleto do ligando e dos niveis excitados aceitadores do ido, da distancia
de separacdo entre o ligando e o ido metélico e da capacidade do ligando de blindar o ido
metélico do efeito de supressdo pelos osciladores das moléculas de dgua do solvente na esfera

interna®.

1.3.2 Sondas para Imagiologia Optica

Como referido na seccdo 1.1, a Imagiologia Optica tem uma sensibilidade na ordem do
picomolar e, quando combinada com uma técnica de resolucdo elevada como IRM ou TC, torna-
se uma técnica versatil em Imagiologia. No entanto, uma das grandes desvantagens da
Imagiologia Optica tem a ver com o facto da luz utilizada ndo conseguir penetrar em tecidos
mais profundos, tornando a técnica restrita para tecidos mais superficiais.

Os agentes de contraste dpticos podem ser usados em duas modalidades. Uma é baseada

em fluorescéncia, em que é efectuada irradiacdo continua a um comprimento de onda especifico
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e sdo detectados os fotdes emitidos, de energia inferior, provenientes da desactivacdo do estado
excitado. A segunda modalidade é a Imagiologia Luminescente resolvida no tempo, que faz uso
da deteccdo do sinal de por exemplo de ibes metélicos luminescentes, com tempos de vida
longos, na ordem dos milissegundos, em que com instrumentacdo adequada, € efectuada a
recolha do sinal com um tempo de atraso, evitando a radiagdo fluorescente de fundo que tem
tempo de vida na ordem dos nanosegundos. Como referindo na sec¢do 1.2.1, os ides lantanideos
tém baixo rendimento quéntico intrinseco, pelo que se torna necessario conjugar no quelato um
croméforo que consiga estimular a povoacéo dos estados excitados do ido metéalico.

H& muito que sdo estudados os lantanideos que emitem no visivel como o Eu®" e Tb*".
No entanto, recentemente os ifes lantanideos emissores no infravermelho préximo, como por
exemplo o 1b%, Nd**, Er** e Pr¥*, tém despertado grande interesse, por ser possivel desenvolver
ligandos orgéanicos que absorvam a maiores comprimentos de onda, evitando excitar
constituintes bioldgicos como a hemoglobina, e tornando possivel a deteccéo de sinal em tecidos
mais profundos uma vez que dos 650 a 1350 nm (janela terapéutica), os tecidos humanos tém
maior transmissao de luz. Uma outra vantagem interessante destas sondas é o facto de se obter

melhor resolucdo pelo facto da radiacéo infravermelho sofrer menor difraccdo® *°.

1.4 Imagiologia na doenca de Alzheimer

1.4.1 Doenca de Alzheimer de um ponto vista bioquimico

A doenga de Alzheimer ¢ a maior causa de incapacidade e de morte no idoso e foi pela
primeira vez caracterizada hd cerca de um século atrds por Alois Alzheimer e Gaetano
Persuini®®®. A sua prevaléncia é de 5% aos 65 anos, aumentando gradualmente, atingindo
valores aproximados de 30% para idades superiores a 85 anos. A doenga de Alzheimer
caracteriza-se pela reduzida actividade cognitiva, incluindo debilidade no julgamento, decisdo e
orientagdo, falhas na memoria, acompanhada de distirbios comportamentais e debilidade na
linguagem, em fases avangadas da doenca®.

As duas maiores contribuigdes neuropatologicas na doenca de Alzheimer sdo oss
emaranhados de neurofibrilas intracelulares (do inglés Neurofibril Tangles, NFT) e as placas
extracelulares  amiloides (AB)(’3 (Figura 1.15). O termo “amildide” foi primeiramente usado por

Virchow® para descrever uma substincia agregada encontrado no figado de um paciente

falecido, que era corada com iodo, tendo associado este fendmeno a presenca de amido. Apesar
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da associagdo errada, verificado na altura, entre estes agregados e o amido, o termo ¢ ainda
usado, e actualmente estdo identificadas 27 patologias associadas a depositos de fibras amildides
de proteinas normalmente soliiveis em solugdo®%°.

A hipotese da cascata amildide que considera as placas AP como responsaveis pela morte
neuronal, tem sido a ideia dominante na investigacdo da doenca de Alzheimer. Segundo esta
hipotese, as placas amildides surgem cerca de 10 a 20 anos antes do primeiro sintoma clinico da
doenca de Alzheimer®”. Esta hipotese tem sido apoiada por evidéncias de mecanismos
citotoxicos provocados pelas placas AB como a desregulacio da homeostasia do calcio®,
processos de inflamacdo® e stresse oxidativo’’.

Os NFT’s sao agregados da proteina Tau que na doenca de Alzheimer se encontra no
estado hiperfosforilado, dando origem a depdsitos intracelulares, que surgem cerca de dois anos
apds o aparecimento das placas AP. A proteina Tau ¢ um dos componentes dos microtibulos
celulares’.

As placas B amildides sao depositos extracelulares insoliveis de péptidos que bloqueiam
as transmissdes nervosas € provocam neurodegeneracdo, sendo o maior componente destas
placas os péptidos ABi-40 € APi-a2, que provém da clivagem da proteina percursora amiloide
(APP), que na doenga de Alzheimer esta sobreexpressa. No entanto tém surgido indicagdes que a
toxicidade na doenga de Alzheimer seja causada por agregados intermedidrios toxicos soluveis,
tais como oligbmeros e protofibrilhas, e ndo pelas placas AP extracelulares insoliveis. Esta

toxicidade dos agregados intermédios ¢ possivelmente devida a sua interacgdo com a membrana
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Figura 1.15- Esquema ilustrando o encolhimento do cérebro em doentes
de Alzheimer evidenciando as duas maiores contribuicfes
neuropatoldgicas, as placas amildides e os emaranhados de neurofibrilass
intracelulares.  (retirado de https://www.premedhq.com/alzheimers-
disease, 07/05/2015).
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biologica, perturbando o seu normal funcionamento. Estes novos dados sugerem uma revisdo da
hipéotese da cascata amiloide’ .

A APP ¢ uma proteina integrada na membrana que tem um grande dominio extracelular,
um pequeno dominio intracelular ¢ um dominio transmembranar hidrofobico”. O gene que
codifica esta proteina encontra-se no cromossoma 21, tendo sido demonstrada uma conexao
entre a Sindrome de Down e o desenvolvimento de uma neuropatologia semelhante & doenga de
Alzheimer’. A APP softe clivagem proteolitica progressiva comegando por ser clivada ou pela
enzima a-secretase, num processo nao amiloidogénico, ou pela B-secretase com a consequente
formacao de péptidos AP (Figura 1.16). Numa segunda etapa a clivagem ¢ realizada pela vy-
secretase, em ambos os casos. Se a APP ¢ primeiro clivada pela a-secretase, que cliva no meio da
sequéncia dos residuos que formam os péptidos AP, ndo ird haver a formagdo destes péptidos, o
que previne a amiloidogénese associada a doenca de Alzheimer. Esta clivagem pela a-secretase
forma um fragmento que fica retido na membrana a-C-terminal (a-CTFs) e um grande fragmento
do ectodominio N-terminal da APP (sAPPa) que ¢ libertado para o meio extracelular. O
fragmento CTF ¢ subsequentemente clivado pela y-secretase produzindo um curto fragmento, o
p3”7. A B-secretase cliva a APP no primeiro residuo do N-terminal dos péptidos AP resultando na
quebra e na libertagcao para o meio extracelular de quase todo o ectodominio (SAPPP) e a geracao
de um fragmento retido na membrana p-C-terminal (B-CTFs)’®. A p-secrease neuronal é chamada
de enzima de clivagem do sitio f da APP (BACE-1) e ¢ uma enzima do tipo aspartil protease
transmembranar’ . No entanto existe uma segunda enzima B-secretase (BACE-2), que é pouco
expressa, mas que cliva a proteina APP no sitio da a-secretase, evitando desta forma a produgao
de péptidos AB. No entanto ¢ a enzima BACE-1 que estd envolvida na doenca de Alzheimer
sendo a enzima tipicamente apelidada de B-secretase’*. O segundo evento proteolitico envolve a
clivagem pelo complexo enzimatico y-secretase do fragmento intramembranar B-CTFs, da
mesma forma que no caso anterior, libertando para o meio extracelular o péptido AP. Os
principais sitios de clivagem da y-secretase sdo nas posicdoes 40 e 42 dos péptidos AP
(Figura 1.16)"". Tem sido considerado que a clivagem pela a-secretase ¢ o processo fisiologico
normal do metabolismo da APP, no entanto, foi descoberto que a produgdo dos péptidos AP
também ocorre em condi¢des fisiologicos normais, apesar de em menores concentracdes, nao
sendo um processo exclusivamente patologico®’.

A doenga de Alzheimer ¢ em 95% dos casos, esporddica. No entanto, em 5% dos casos €
autossdmica dominante®. As alteragdes genéticas que levam a doenga familiar da doenga de
Alzheimer sdo as mutagdes nos genes que codificam a proteina APP*' e nos genes que codificam

82,83

as proteinas presenilinas 1 e 2 (PS1 e PS2)"™", que sdo proteinas que fazem parte do complexo
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Figura 1.16 —Metabolismo da proteina APP nos dois processos: amiloidogénico e ndo amiloidogénico A) (retirado
da referéncia 77). Segmento dos residuos da proteina APP com os sitios de clivagem das varias enzimas (o, B e y-
secretase), com a marcagdo dos residuos intramembranares a roxo B).

. 4
enzimatico da y-secretase®*®

. No caso da doenca de Alzheimer familiar o diagnéstico ¢
facilmente obtido pela verificagdo das mutagdes nos cromossomas 1, 14 ou 21, associados aos
genes da PS1, PS2 e APP respectivamente. No caso da doenca de Alzheimer esporadica, apesar
de ja se ter identificado biomarcadores validos para o seu diagnostico (como ¢ o caso da
concentragoes elevadas de péptido AP e de proteina tau no liquido cerebroespinhal, avaliagao por
IRM da presenca de um hipocampo atrofiado, hipometabolismo de glicose avaliado por PET
com '*F-FDG), o diagndstico definitivo é obtido por confirmacio histopatologica, s6 possivel
post mortem, devido a necessidade de um corte histolégico do tecido cerebral, com a utilizagao
de um corante marcador das placas amiloides como o PiB (ver seccdo 1.4.2, Figura 1.18)*.

Na doenga de Alzheimer tem sido detectada nas placas amildides a existéncia de
concentragdes elevadas de Zn2+, Cu’" e Fe*'. Estes metais, sobretudo o Zn2+, promovem a
agregacdo dos péptidos AP, contudo formando agregados mais amorfos com menos fibras. O
Zn** liga-se as formas monoméricas dos péptidos AP numa estequiometria de 1:1%7%8,

O péptido APi-40 adopta uma estrutura compacta, parcialmente dobrada, com um centro
hidrofébico formando uma hélice 39, que parece ser crucial no processo intermédio na
fibrinogénese levando a formagdo de oligdmeros, protofibrilas e fibrilas em equilibrio, que tém
sido associados a maior toxicidade na doenca de Alzheimer®.

Identificar moléculas que inibem a agregacdo ¢ uma abordagem interessante no
desenvolvimento de novas terapias, tendo sido descritas algumas moléculas que inibem a

agregacdo, como o lacmoide (Figura 1.17A) que foi comprovado por Abelein ef al. que reduz a
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OH

Figura 1.17 — Estrutura quimica do lacmoide A) e do vermelho do Congo B).

formagio das fibras amildides”. Um outro estudo realizado por Lendel et al. demostrou que o
vermelho do Congo (do inglés Congo Red, CR) (Figura 1.17B) induz a formagao de agregados
em folha . No entanto, ele reduz a toxicidade in vitro, sugerindo que esta redu¢do na toxicidade
poderia ocorrer por outro mecanismo que aqueles em que inibem a formagao de agregados com
folha B. Este composto parece induzir a formagdo de tipos de agregados que sdo menos toxicos,
solubilizando as formas toxicas oligoméricas e inibindo a sua interac¢do com os componentes

. 1
celulares, tais como membranas’ .

1.4.2 Meétodos de diagndstico na doenca de Alzheimer

Actualmente o diagnostico da doenca de Alzheimer ¢ principalmente baseado em testes
cognitivos, podendo apenas ser detectado em fase avancada da patologia com evidente declinio
da actividade cognitiva, sendo o diagnostico definitivo realizado post mortem®. O
desenvolvimento de agentes imagiologicos para deteccdo in vivo das placas amiloides ¢ um
desafio actual, que ndo sé possibilitaria o diagndstico precoce da doenca como também a
monitorizagdo de novas estratégias terapéuticas.

O grande problema no desenvolvimento de sondas imagiologicas e de farmacos para
actuarem no sistema nervoso central ¢ o facto de estes xenobiodticos terem enorme dificuldade
em conseguir atravessar a barreira hemato-encefalica. Tem sido descrito que para um composto
atravessar a barreira hemato-encefalica em quantidades suficientes tem de ter massa inferior a
500 Da e grande solubilidade lipofilica, experimentalmente medida como Log P que deve ser
préximo a 2 ou superiorgz. Estas caracteristicas enunciadas sdo uma deriva¢do da regra dos 5,
descrita por Lipinski originalmente para descrever farmacos administrados por via oral
farmacologicamente activos”. Em alguns casos, como em tumores cerebrais, a barreira

hemtoencefalica torna-se mais permeavel e essas patologias podem ser detectadas por IRM com
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o auxilio de agentes de contraste’. Artificialmente, a barreira hemaotencefalica pode ser
enfraquecida com o recurso a solugdes hiperosmoéticas com manitol, composto vasoactivo, no
entanto esta solucdo ¢ toxica. Outras estratégias para aumentar a permeabilidade da barreira
hemato-encefalica visam a utilizagdo de poliaminas naturais como putrescina, espermina e
espermidina. Estas poliaminas ligadas covalentemente a proteinas como o péptido APi-40,
demonstram aumentar a permeabilidade a barreira hemato-encefalica. Actualmente tem sido
estudada a utilizagdo de ultra-sons e micro-bolhas para abrir a barreira hemato-encefalica. Outras
metodologias visam a utilizagdo de agentes lipidicos soluveis, proteinas carregadoras ou ainda a
associacdo de agente de contraste com proteinas que podem ser especificamente transportadas
por receptores mediadores de endocitose e mecanismos de transcitose”.

Na ultima década, o maior avanco nesta area tem sido no desenvolvimento de sondas
moleculares radiomarcadas para detec¢ao por PET e SPECT, havendo alguns que se encontram
em testes clinicos’®*®. Os derivados de pequenas moléculas orgdnicas, como os benzotiazois,
benzoxalatos e estilbenos, marcados com '°F e ''C, tém demonstrado boas propriedades ao nivel
de afinidade para aos agregados amildides e na passagem da barreira hemato-encefalica, tendo
sido extensivamente estudados como potenciais sondas para PET*’'°'. Florbetapir-'*F foi o
primeiro radiofarmaco aprovado pela FDA (Food and Drugs Administation), em 2012, para a
deteccdo especifica de depositos amiloides por PET'®. Um outro radiofirmaco muito usado na
deteccdo da patologia ¢ um derivado de tioflavina T marcado com ''C, o reagente de Pittsburg B,
que se encontra actualmente nos teste clinicos de fase III, usado como padrdo para comparacao

103

com outros potenciais biomarcadores para deteccao por PET (Figura 1.18) ~. A deteccdo de

placas amiloides humanas com o regente de Pittsburg B ([''C]PIB) e Florbetapir-'*F por PET
mostrou ser capaz de diferenciar doentes com risco de desenvolver a doenga de Alzheimer

. . " 104,105
daqueles que tinham um comprometimento cognitivo leve "~ .

A : 99
Tém sido desenvolvidas algumas sondas marcadas com ™

Tc para serem usadas em
SPECT. A utilizagio de *™Tc traz a vantagem de estar muito mais disponivel que ''C e 18
gerados por ciclotrdo. Alguns exemplos remetem para os derivados de bifenil, benzotiazol
anilina, chalcona e outras pequenas moléculas organicas com comprovada afinidade para os
agregados amiloides e com alguma capacidade de passagem pela barreira

hemato-encefalica'®1%.
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Figura 1.18- Exemplos dos radiofarmacos usados para deteccdo das placas amildides por PET, Florbetapir-18F®
A) e PiB-11C® B).

O desenvolvimento de sondas para a detec¢cdao da doenga de Alzheimer por IRM tem sido
muito menos bem-sucedida que os radiofarmacos para PET. De entre algumas dificuldades no
desenvolvimento destes agentes de contraste cita-se o facto de IRM ser uma técnica muito menos
sensivel que PET e SPECT. No entanto, hd algumas vantagens no uso de sondas para IRM que
levam a que a investigagdo siga essa direc¢do comparativamente aos radiofarmacos para PET e
SPECT, nomeadamente a nao utilizagdo de sondas radioactivas ¢ o facto de ter melhor resolugao
providenciando informagdo anatomica que pode ser importante na caracterizagdo da localizacao
precisa dos depositos amildides. A melhor resolucdo de IRM permitiria avaliar os danos
provocados pelos depositos amildides, o que seria importante no estudo de novas terap€uticas
contra a patologia. No entanto, como em IRM nao ¢ feita a deteccao do agente de contraste e sim
o aumento da velocidade de relaxacdo dos protdes da agua na proximidade do ido metalico
paramagnético, nao € possivel correlacionar a concentracao local do ido paramagnético com o
sinal de IRM em meio biolégico, devido a influéncia dos protdes da 4gua em meio biologico ser
diferente dos estudos realizados in vitro. No entanto, especialistas na area consideram possivel a
detec¢do com 1-10 uM de agente de contraste em cérebro humano por IRM com relaxividades
equivalentes aos agentes de contraste comerciais (3 mM's™). Desta forma, a densidade do alvo
(placas amiloides) e a relaxividade do agente de contraste influencia a quantidade necessario
deste para poder ser detectado. Tendo em conta que a estequiometria, em condi¢des de saturacao,
entre o péptido AP e o agente de contraste ¢ de 1:1 e que a concentragdo do péptido AP no cortex
frontal de doentes de Alzheimer ¢ entre 1-3 uM, considerando que relaxividade do agente de
contraste quase que duplica quando ligado ao péptido AP, devido ao aumento do tempo de
correlagdo rotacional (t,), € esperado que o agente de contraste com relaxividades na ordem dos

1045 mM™'s™ tenham grande potencial para detectar agregados amiloides in vivo desde que
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atinjam o alvo'®”. Na auséncia de agente de contraste as placas amiloides podem ser detectadas
por IRM in vivo numa fase avangada da doenga, devido a acumulagdo de ferro nas placas que
provoca um sinal hipointenso devido a reducdo dos tempos de relaxagdo transversal T, e T,*.
Porém para a obtencdo destas imagens sdo necessarios campos magnéticos muito intensos (7 T
ou mais) e longos periodos de aquisi¢do, tornando esta metodologia impraticavel na pratica
clinica'"’.

Varios agentes de contraste baseados em Gd** tém sido descritos para a detecgdo de
agregados amildides. O complexo Gd’"-DTPA foi primeiramente conjugado com o péptido
ABi-40, conhecido pela sua grande afinidade por agregados amildides'''. Outras abordagens com
o complexo Gd*-DTPA visaram a conjugacio com o péptido APi.4 incorporado com
putrescina' ', ou ainda com a conjugacdo do derivado truncado, o péptido AP.30'", tendo estes
sido investigados por injec¢do intravenosa em ratos transgénicos APP/PS1. A estratégia adoptada
pelo nosso grupo de investigagdo, visa a conjugacdo de um complexo de Gd**
termodinamicamente e cinéticamente estaveis, como o DOTA ou o DO3A, com o reagente de
Pittsburg B, uma molécula pequena com alta afinidade para as placas amildides. As propriedades
fisico-quimicas desses conjugados, como a relaxividade, lipofilicidade e afinidade as placas
amiléides, sio modeladas pela variacio do espacador e da carga total do complexo''*''°. Tém
sido reportados na literatura alguns exemplos similares de complexos conjugados com o PiB,
tendo todos estes complexos dificuldade em atravessar a barreira hemato-encefalica em
concentracdo suficientemente elevada para a sua detecgdo in vivo'”. Tem sido também estudada
a utilizagdo de nanoparticulas de o6xido de ferro conjugadas com o péptido A4, que
demonstram capacidade de ligacdo aos agregados amildides, no entanto apresentam o mesmo
problema de fraca permeabilidade a barreira''’. Até a data, ndo existe nenhum agente de
contraste eficiente para detec¢dao in vivo por IRM de depositos amiloides. Todos os estudos
realizados in vivo que demonstram a detec¢do das placas amildides requerem a co-injec¢do do
agente de contraste com manitol, para abrir momentaneamente a barreira hemato-encefélica, o
que impede a sua utilizacdo em humanos por ser um procedimento toxico e como tal novos
agentes de contraste tém de ser desenvolvidos com maior capacidade de permeabilizagdo da

barreira.
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1.5 Objectivos da Tese

O trabalho apresentado nesta dissertacdo de Mestrado € o resultado de um trabalho
multidisciplinar, com o objectivo de estudar sondas vectorizados para deteccdo de agregados
amiloides da doenca de Alzheimer in vivo e de forma ndo invasiva. Como referido
anteriormente, o desenvolvimento destas sondas é de extrema importancia na sociedade actual,
com o crescimento do nimero de pessoas diagnosticadas com a patologia associado ao aumento
da esperanca média de vida. No entanto, hd pouca disponibilidade de técnicas que permitem o
diagndstico precoce da doenga, ndo havendo sondas de IRM disponiveis para a visualiza¢do
in vivo das placas amildides.

O desenvolvimento de sondas imagioldgicas multimodais tem revelado ser uma
abordagem interessante ao problema, uma vez que, com a escolha adequada do metal, é possivel
escolher a modalidade imagioldgica usando o mesmo ligando, como por exemplo a utilizacédo de
Gd* para IRM, "In** e ®’Ga*" para SPECT, ®Ga®" para PET ou Eu®*, Tb** e Yb* para
Imagiologia Optica no visivel ou no infravermelho préximo.

Com esta ideia foi desenvolvida uma sonda que tivesse capacidade de coordenacdo com
diferentes i6es metalicos e que tivesse uma afinidade especifica pelas placas amildides. As
sondas desenvolvidas correspondem a derivados de DOTA ou DO3A com capacidade de se
coordenar com varios i6es metalicos trivalentes, com grande estabilidade termodinamica e
cinética (Tabela 1.4), conjugadas com um analogo de PiB, um fenil-benzotiazol substituido na
posicdo 4 e 6 (Figura 1.19), com comprovada afinidade pelos agregados amildides, com uma
constante de inibicdo na ordem de 1 nM™®, e por um espacador a ligar os dois. A escolha dos
substituintes na posicdo 4 e 6 do fenil-benzotiazol (Figura 1.19) foi feita de acordo com estudos
efectuados que demonstram quais 0s substituintes no fenil-benzotiazol que provocam maior

permeabilidade & barreira hemato-encefalica’*®

. A escolha do espacador e do macrociclo permite
modular propriedades fisico-quimicas importantes dos complexos como a lipofilicidade,
relaxividade e eficiéncia de transferéncia de energia do ligando para o ido metalico.

No presente trabalho foram estudadas sondas, usando complexos de dois ligandos,
genericamente apelidados de L4 e L5. Com o ligando L4 foi realizado um estudo complementar

120 ytilizando complexos com os ides trivalentes Ln** (La**, Eu® e

ao anteriormente publicado
Tb*"), principalmente com possivel uso em Imagiologia Optica. Com o ligando L5 foi realizado
um estudo completo dos respectivos complexos de Ln®*" (La**, Eu®*, Tb*" e Gd*") ao nivel da

determinacédo das propriedades fisico-quimicas, estudo de interacgdo com o péptido APi-40 € Seu
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Figura 1.19- Estrutura do fenil-benzotiazol substituido na posicéo 4 € 6.

uso como sonda em IRM e Imagiologia Optica. Os resultados obtidos sempre que possivel foram
comparados com o0s resultados anteriormente obtidos e publicados usando as sondas

desenvolvidas anteriormente pelo grupo de investigacdo (ligandos L1, L2, L3 e L4)M4 116120

e
comparados ainda com a literatura.

Os complexos formados pelos ligandos L1, L2, L3, L4 e L5 estdo apresentados na
Figura 1.20. Os ligandos L1, L2 e L3 s&o da familia dos complexos com DO3A, conjugado com
o fenil-benzotiazol pela posi¢éo 4 formando uma amida e substituido por um grupo metdxido na
posicdo 6, e os complexos formados com iBes metalicos trivalentes sdo neutros. A diferenca
nestes ligandos esta no espacador, a partir do qual provocam diferencas nas propriedades fisico-
quimicas. O ligando L4 é um derivado do ligando DOTA, o HsDOTAGA (&cido 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-1-glutarico-1,4,7-triacetico) substituido no atomo Co de um dos bragos
metileno carboxilato pelo espacador etileno que conjuga o mesmo derivado de fenil-benzotiazol
que nos ligandos L1, L2 e L3. Este ligando foi desenvolvido com o intuito de aumentar a
estabilidade do complexo metalico, mudando a carga para uma unidade negativa, e diminuindo a
coordenacdo do oxigénio da amida ao centro metalico que afecta negativamente a velocidade de
troca da agua coordenada provocando uma diminuicdo da relaxividade protdénica, que é uma
propriedade importante em IRM. O ligando L5 é da familia dos complexos neutros com o
macrociclo DO3A, em que o fragmento fenil-benzotiazol é invertido e conjugado pela posi¢éo 6,
formando um éter e substituido na posi¢do 4 por uma amina secundaria. O espacador longo do
ligando L5, uma cadeia hidrocarbonada saturada de 6 carbonos, foi desenvolvido com o intuito
de aumentar a lipofilicidade do complexo.

No Capitulo 2 € descrita a forma de obtencdo dos complexos bem como as respectivas
estratégias de quantificacdo. Também foi incluido a caracterizacdo dos ligandos usados por
RMN e espectrometria de massa.

No Capitulo 3 é estudada a potencialidade dos ligandos L4 e L5 funcionarem como sonda
para Imagiologia Optica e foram ainda investigadas as propriedades do ligando L5 complexado

com Gd** para ser usado em IRM. Como 0s compostos apresentam um sistema © conjugado na
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zona do PiB, foi feita a caracterizagdo fotofisica dos complexos com a determinagdo de
parametros importantes no uso das sondas em Imagiologia Optica, incluindo a determinagéo do
coeficiente de absorcdo molar, estudo da fotoestabilidade dos ligandos, a determinagdo do
rendimento quantico e tempo de vida de fluorescéncia, obtencdo dos espectros de absorgédo
transiente e tempo de vida do estado tripleto, obtencdo de espectros de luminescéncia com a
determinacdo do rendimento quantico de luminescéncia e obtencdo do numero de aguas
coordenadas no complexo e um estudo computacional para determinagdo do isémero do
complexo energeticamente mais estavel. Para a utilizacdo do complexo GdL5 em IRM,
primeiramente, foi averiguada o seu caracter anfifilico com a determinagéo do valor de log P, a
obtencdo da concentracdo micelar critica (CMC), e a determinacdo das propriedades
relaxométricas do complexo.

Por fim, no Capitulo 4, é feito um estudo in vitro para avaliar a interacgdo do complexo
GdL5 com o péptido ABi-40 atraves de um estudo relaxométrico, a determinagéo da constantes de
afinidade (Kp) por ressonancia de plasméo de superficie (do inglés Surface Plasmon Resonance,
SPR), bem como o estudo da interac¢@o baseado no péptido para averiguar que zonas do péptido

APi-40, Na sua forma monomérica, interage com o GdL5 por RMN, por aquisicdo de espectros

SOt e @
,“E?vﬂ\ -0 @ @@

Ln(L1) Ln(L2)

it Yot @@
_ /\/\/Y\Q\\/:@/ S,

Ln(L3) Ln(L4)

Figura 1.20 - Estrutura quimica dos complexos LnL4 e LnL5 estudados no presente trabalho e estrutura dos
complexos Ln(Lx) (x =1, 2 e 3) anteriormente desenvolvidos.

40



CAPITULO 1

2D °N-'H-HSQC (do inglés Heteronuclear Single Quantum Coherence). Foi ainda incluido a
determinag@o da constante de associacdo (Ka) entre o GdL5 e albumina de soro humano (do
inglés Human Serum Albumin, HSA) por aumento da relaxagdo protonica (do inglés Proton
Relaxation Enhancement, PRE). O estudado da interaccéo baseado no ligando, foi realizado pela
experiéncia de STD (do inglés Saturation Transfer Difference) por RMN para averiguar que
zonas do complexo interagem com o péptido ABi40. Por fim, foi investigado a influéncia do
complexo GdL5 na agregacdo e na estrutura secundaria do péptido por dicroismo circular (do
inglés Circular Dichroism, CD) e por microscopia de transmissdo electronica (do inglés
Transmission Electronic Microscopie, TEM).
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2.1 Sintese dos complexos

Usando os ligandos L4 e L5, foram sintetizados varios complexos de lantanideos com os
ides metélicos de La**, Eu®*, Tb**, Gd**, Yb* e Lu**. Os ligandos foram previamente
sintetizados no Centro de Biofisica Molecular do CNRS em Orledes (Franca) pelo Doutor Jean-
Frangois Morfin. O ligando L4 foi sintetizado segundo o procedimento publicado por Martins et
al. (Figura 2.1)?° e 0 ligando L5 foi sintetizado segundo o esquema apresentado na Figura 2.2.

As solugdes dos ibes metalicos trivalentes foram obtidas por dissolugdo dos respectivos
cloretos de lantanideos anidros no estado solido, tricloreto de lantanio (1), tricloreto de
eurdpio (I11), tricloreto de térbio (I11), tricloreto de itérbio (111) e tricloreto de lutécio (I11), todos
obtidos da (Aldrich®). Solucbes aquosas do ido metélico de gadolinio (I11) foram obtidas a partir
do sal de tricloreto de gadolinio (I11) hexahidratado (Aldrich®).

As solucdes stock dos ides metalicos foram preparadas em agua desionizada, e o pH foi
ajustada a aproximadamente 2, com um solucdo de HCI 1 M, até ocorrer a dissolucdo do sal,
prevenindo a precipitacdo do i&do metalico na forma hidrolisada que ocorre a pH mais elevado.

As solucbes dos i6es metalicos paramagnéticos foram quantificadas utilizando o método
de Evans'®!, com uso do desvio de susceptibilidade magnética em massa (do inglés Bulk
Magnétic Shift, BMS) de uma referéncia inerte, tert-butanol (Merck®), causado pela presenca do
soluto paramagnético, determinado por *H RMN (procedimento descrito na seccdo 2.3). As
solucdes dos iBes metalicos paramagneticos foram utilizadas na padronizacdo de uma solucgéo de
EDTA (acido etilenodiaminatetraacético) (General Purpose Reagent ®) dissolvido em agua

desionizada com o ajuste de pH para valores superiores a 8. As titulacfes realizadas com EDTA
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Figura 2.1 — Esquema de sintese para obtencdo do ligando L4 com o rendimento de reac¢do. O ligando L4 foi obtido

da reaccdo em uma etapa do DOTAGA anidro comercial 2 com o fenil-benzotiazol em dimetilformamida (DMF) a
70°C. (retirado da referéncia 120).
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Figura 2.2 — Esquema de sintese para obtenc¢do do ligando L5 com os rendimentos de reaccdo. Primeiramente foi
realizado a formacdo de amida por acilacdo do 4-metoxianilina 1 com cloreto de 4-nitrobenzoil para formar o
produto 2. Subsequentemente, o composto 2 foi colocado a reagir com meio equivalente de reagente de Lawesson
obtendo-se a tioamida 3.. A ciclizagdo do composto 3 na posi¢do —orto do anel metoxifenil levando a formac&o do 6-
metoxi-2-(4-nitrofenil)benzo[d]tiazol, 4. Esta ciclizacdo de Jacobson é uma reaccdo oxidativa para formacdo de
derivados de benzotiazois usando potassium ferricianide como oxidante. O grupo funcional nitro foi reduzido com
cloreto de estanho e a metilacdo da amina correspondente foi realizada por aminacéo redutiva com paraformaldeido,
levando & formagéo do composto 6. O metilo do grupo metoxido foi quantitativamente clivado comum acido de
Lewis forte (tricloreto de boro), e o N-(6-bromohexil)ftalimida foi alquilado ao grupo hidréxido obtendo-se o
composto 9. O grupo funcional amina foi colocado a reagir com cloreto de cloroacetil levando a formagéo do brago
10 que foi alquilado com o macrociclo DO3A-tBu comercial para originar o ligando 11 protegido. Por fim, o ligando
foi desprotegido em condi¢des &cidas usando &cido trifluoroacetico.

para quantificacdo dos metais, foram realizadas utilizando o alaranjado de xilenol como
indicador, em tampdo de acido acético/acetato de sodio com pH compreendido entre 5.6 e 5.8
(intervalo de pH 6ptimo para uma correcta titulacdo)'?. As titulacBes foram realizadas na
presenca de excesso de tampdo, sendo o pH verificado antes e depois da titulacao.

Com a padronizacdo da solucdo de EDTA, foi possivel quantificar por titulacdo as
solucdes dos ides metéalicos diamagnéticos, La®*, Lu®" e Zn**, obtidos a partir de tricloreto de
lantanio (I11), tricloreto de lutécio (111) e dicloreto de zinco (Il) hepta-hidratado (Aldrich®), que

ndo podem ser quantificadas pelo método de Evans.
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Com a afericdo da concentracdo da solucéo de Zn** foi possivel quantificar as solucdes de
ligando, dissolvido em é&gua desionizada com o pH ajustado para 5.5. A amostra a titular foi
adicionada uma quantidade em excesso e conhecida de Zn** comparativamente ao ligando, sendo
0 excesso de Zn?* titulado com a solucdo de EDTA padronizada. A diferenca entre a quantidade
total adicionada e 0 excesso de Zn?** titulado deu-nos a quantidade de ligando presente, que
complexou com 0 Zn**.

A sintese dos complexos foi realizada através da mistura equimolar das solugdes de
LnCl3;, com as solugbes de ligando. Para garantir a complexagdo de todo o metal, de modo a
evitar a presenca de ido metalico livre, usou-se uma quantidade de metal ligeiramente inferior a
equimolaridade, cerca de 1% inferior a quantidade molar total de ligando usado. A metalacdo foi
realizada a pH 5.5 e a uma temperatura de 60° com agitagdo. O pH foi monitorizado e ajustado
continuamente com solucdes de NaOH de 10 ou 100 mM, uma vez que a medida que ocorre a
complexagdo, o pH foi diminuindo devido a desprotonacdo do ligando. No ajuste do pH foi
necessaria alguma cautela para ndo o elevar para valores superiores a 6, uma vez que nessas
condiges o id0 metalico comeca a hidrolisar e precipitar™. Ap6s o pH da solucio estabilizar, a
solucéo foi deixada a reagir durante 24 horas a temperatura de 60°C e em agitacdo. Ao fim de 24
horas de reaccéo, foi realizado o teste do alaranjado de xilenol, para confirmar a ndo existéncia
de id0 livre em solucdo (ver seccdo 2.2)%>. No caso de ainda existir ido metalico livre,
adicionou-se pequenas quantidades de ligando na solucéo, até o teste de laranja de xilenol ser
negativo para a presenca de ido metalico livre.

A quantificacdo do complexo em solucdo foi realizada ou por espectrofotometria de
UV/Vis, com a prévia determinacao do coeficiente de absor¢do molar, ou pelo método de Evans,
ficando esta ultima técnica restrita para complexos de metais paramagnéticos (ver sec¢do 2.3).
Como a parte do complexo que absorve luz na regido UV/Vis é a porcao do PiB, que possui um
sistema 7 conjugado, a presenga de um ido metalico complexado no interior do macrociclo ndo
ird afectar o coeficiente de absorcdo molar, tendo sido apenas necessaria a determinacdo desse
coeficiente para os complexos previamente quantificados pelo método de Evans, e com o valor
do coeficiente de absorcdo molar obtido, foi quantificada a concentracdo em solucdo dos

restantes complexos formados com o mesmo ligando.
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2.2 Teste do alaranjado de xilenol e quantificacéo de ido livre

O teste do alaranjado de xilenol permite a confirmagdo qualitativa da existéncia de ido
lantanideo Ln** livre através da mudanca de cor. A existéncia de ido metalico livre em solugdo,
provoca a mudanga de cor do indicador de amarelo para vermelho arroxeado (Figura 2.3). A
solucdo de alaranjado de xilenol é dissolvida em tampdo &cido acético/acetato de sddio 50 mM,
pH 5.8, com a concentracdo de alaranjado de xilenol ajustada para 20 pM. Se necessario, 0
indicador alaranjado de xilenol também permite uma analise quantitativa da concentracdo de ido
metalico livre em solucéo, através de uma recta de calibracdo obtida por espectrofotometria de
UV-Vis.

O método de andlise quantitativa por espectrofotometria € baseado na razdo entre a
intensidade do espectro de absor¢cdo de UV/Vis do alaranjado de xilenol livre e complexado. O
resultado aqui apresentado exemplifica a quantificacdo para o ido La®*, podendo ser estendido
para os restantes metais. As medi¢cdes foram efectuadas de forma que a amostra final mantenha
constante a concentracao de alaranjado de xilenol a 18 uM, em tampao acido acético 50 mM, pH
5.8, contendo uma concentracdo conhecida de ido La**, usando a solucdo stock previamente
padronizada por titulagdo com EDTA (seccdo 2.1).

O espectro de absorcao UV/Vis do alaranjado de xilenol mostra duas bandas, a 433 nm e
573 nm. Quando o ido Ln*" é adicionado & solucdo, a intensidade relativa das duas bandas altera-

se: a banda a 433 nm diminui enquanto a banda a 573 aumenta de intensidade (Figura 2.4A).

A B C D E F G

Figura 2.3 — Fotografia ilustrando a variacdo da cor do alaranjado de xilenol com o aumento da concentracdo de ido
metalico livre em solucdo de C até G. Solucdo de tampdo &cido acético A); Solucdo de alaranjado de xilenol B);
Solugéo de alaranjado de xilenol na presenca de id0 Gd** a 10 uM C), 20 uM D), 30 uM E), 40 uM F) ¢ 50 uM G)
(retirado da referéncia 122).
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Figura 2.4— Espectro de absorcdo do alaranjado de xilenol na auséncia e presenga de diferentes concentracfes de idc
metalico La** A). Recta de calibracdo da razdo de absorvancia dos dois maximos de absorcdo do alaranjado de xilenol

em funcéo da concentracdo B) em tampao acido acético/acetato de sédio 50 mM, pH=5.8.
A concentracdo de ido La>* é directamente proporcional & razdo entre a absorvancia a 573 e 433
nm, e segundo a lei de Beer-Lambert, a equacdo da recta de calibracdo geral pode ser traduzida

da seguinte forma:

A573nm __ 3+
o =A+BXx[Ln*'] (2.1)

O parametro A na equacao representa a absorvancia inicial do alaranjado de xilenol na auséncia
de ido metélico. O parametro B é semelhante ao coeficiente de absorcdo molar, sendo um
parametro empirico. A medida que a concentracio de ido metalico em solu¢do aumenta, a razéo
das absorvancias A573/A433 nm também vai aumentar (Figura 2.4B).

E possivel determinar a concentracdo de qualquer ido metalico livre em solucdo, desde
que se conheca a identidade do metal e que ndo seja uma mistura de diferentes iGes, e com a

obtencdo prévia da recta de calibracdo para esse iao.

2.3 Método de Evans

A utilizacdo de compostos paramagnéticos pode afectar os spin nucleares através da
inducdo de alteracbes no desvio quimico e/ou aumentando a velocidade de relaxacdo. Por
exemplo, os complexos de talio (111), Tm**, e de disprésio (111), Dy**, tém sido aplicados como
reagentes de desvio do sinal de Na em RMN para por exemplo monitorizacdo da concentracio

do ido sédio em tecidos vivos, distinguindo a concentragéo intra e extracelular’?. Os complexos
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de gadolinio (I11), Gd**, sdo agentes de relaxacdo, usados como agentes de contraste em IRM
(ver seccédo 1.2.2).

Em termos gerais, uma espécie paramagnética pode induzir um desvio quimico na
frequéncia nuclear de ressonancia através de trés mecanismos: diamagnético, hiperfino e BMS.
O desvio diamagnético esta relacionado com o efeito da complexacdo pelo ligando devido a
alteracbes conformacionais, independentemente do ido metalico usado ser diamagnético ou
paramagnéticos. No desvio hiperfino hd duas componentes, a contribuicdo de contacto ou escalar
e de pseudo-contacto ou dipolar. Ambas requerem uma interacgdo magnética entre o centro
paramagnético e o0s nucleos dos dtomos do ligando, através de ligagdes quimicas ou pelo espaco,
respectivamente, sendo 0s nicleos do composto paramagnético os principais afectados. Contudo,
a ocorréncia de interaccGes intermoleculares (i6nicas) entre duas espécies, por exemplo
formacdo de pares idnicos, faz com que a contribuicdo de pseudo-contacto afecte os ndcleos de
outras moléculas. A inducdo de alteragdes no desvio quimico devido a contribuicdo do BMS
deve-se ao alinhamento parcial do momento magneético da espécie paramagnética com 0 campo
magneético externo, assim a susceptibilidade magnética de toda a solucdo é afectada. Para a
determinacgéo da alteracdo no desvio quimico de um composto inerte, como o tert-butanol, so é
necessario considerar a contribuicdo do BMS, que se relaciona com a concentragdo do soluto

paramagnético através da seguinte equacéo:

2
_ Amcs (e 3
Ay = T (2.84) x 10° (2.2)

Em que A, é o desvio provocado pelo efeito BMS, ¢ é a concentracdo do soluto paramagnético
em Molar, s é um parametro dependente da forma da amostra e da sua posicdo no campo
magnético (para um cilindro paralelo ao campo magnético s = 1/3, para um cilindro
perpendicular ao campo magnético s = -1/6 e para uma esfera s = 0), T é a temperatura absoluta e
Letf € 0 momento magneético efectivo para um determinado ido0 paramagnético existente no
soluto, e que se encontra tabelado™?**.

O valor de A, foi medido utilizando um tubo de RMN de 5 mm de didmetro com um tubo
co-axial no seu interior. No tubo exterior foi colocado cerca de 10 mg de tert-butanol (Merck®)
em agua deuterada 99.9% (Euriso-top®) e no tubo co-axial foi colocada a solu¢do contendo o
composto paramagnético apos a adicdo duma massa conhecida de tert-butanol. A partir do
espectro de RMN 1D de protéo foi possivel visualizar dois sinais correspondentes aos protdes do
tert-butanol nos dois tubos, o do tubo externo a campo alto em relacdo ao do tubo co-axial, tendo
este Ultimo sofrido uma alteracdo no desvio quimico devido ao efeito BMS do soluto

paramagnetico. A diferenca em ppm entre 0s dois sinais corresponde ao valor do desvio

50



CAPITULO 2

provocado pelo efeito BMS da amostra, o qual ao ser introduzido na equagéo 2.2 permitiu obter
a concentracdo do complexo em solucdo, apos efectuar a correcgdo devido a adicdo de uma
massa conhecida de tert-butanol & amostra. No entanto, para se efectuar este método, a
concentracdo da amostra deve ser suficientemente elevada para ser possivel visualizar
correctamente a separacdo dos dois sinais, devendo para isso a concentracdo do soluto

paramagnético ser superior a 1 mM*%.

2.4 Caracterizagdo dos ligandos L4 e L5

A obtencdo dos espectros de RMN e de massa permitem confirmar a identidade dos
compostos sintetizados e verificar o seu estado de pureza (as estruturas dos complexos estdo
indicadas no Capitulo 1, Figura 1.20). A correcta atribuicdo dos desvios quimicos de RMN de *H
para este tipo de moléculas é dificultada por conterem muitos protes, por ndo apresentarem
simetria (ou simetria C1), por sofrerem grandes alteragcbes conformacionais a temperatura
ambiente provocando alargamento das bandas, e por possuirem varios grupos protonaveis hum
intervalo grande de pH, ficando os desvios quimicos dependentes dele.

No caso do ligando L5, as alteracbes conformacionais a temperatura ambiente sdo
suficientemente elevadas para que as bandas de RMN de 'H sejam téo largas que ndo sdo
visiveis. Para tornar as bandas mais finas e visiveis no espectro de RMN foi necessario aumentar
a temperatura de aquisicdo do espectro, para que as alteracbes conformacionais sejam
suficientemente rapidas na escala temporal de RMN, obtendo-se um sinal que corresponde a uma
média do desvio quimico dos diferentes conformeros. Neste tipo de moléculas, com grandes
alteracdes conformacionais, acresce o facto dos acoplamentos spin-spin ndo terem sido
detectados, obtendo-se apenas uma média do desvio quimico, tornando ainda mais dificil a
atribuicdo dos sinais. Deste modo, a atribuicdo dos desvios quimicos dos ligandos L4 e L5 foi
realizada por comparacdo com os trabalhos dos ligandos L1, L2 e L3"**** que s&o similares
com os ligandos L4 e L5.

A metalacdo dos ligandos provoca alteracGes conformacionais no macrociclo, no qual 0s
protbes adoptam posicdes axiais e equatoriais, tornando-os todos magneticamente e
guimicamente ndo equivalentes, e como nao existe simetria nestes complexos, todos os protdes
do anel tém desvios quimicos diferentes. Porém, como os desvios quimicos destes protdes sao

suficientemente proximos, acabam por se sobrepor e formar uma banda larga. A presenca de um
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ido metalico diamagnético ndo afecta significativamente os desvios quimicos, havendo pequenos
desvios, correspondendo ao desvio diamagnético. No entanto, € mantida a ordem dos sinais, de
campo alto para campo baixo. Por outro lado, com a presencga de um ido metalico paramagnético,
os desvios quimicos irdo sofrer grandes alteracGes, decorrente dos mecanismos de desvio
diamagnético, de contacto e de pseudo-contacto, podendo auxiliar por exemplo na determinacao
da estereoquimica do tetraaza-macrociclo, que pode adoptar conformacdes de antiprisma
quadrado (do inglés Squre Antiprismatic, SAP) ou antiprisma quadrado distorcido (do inglés
Twisted Square Antiprismatic, TSAP) (Figura 2.5)'%*2°.

A estereoquimica dos complexos depende do tipo de macrociclo, dos seus grupos
substituintes e do tamanho do ido metalico complexado. Os estudos efectuados em solucdo dos
complexos dos macrociclos Ln(DOTA) e Ln(DO3A) e de seus derivados por RMN demonstram
que existe uma mistura em solucdo de duas estruturas isoméricas interconvertiveis com diferente
populacdo, designados SAP e TSAP que em situacdes de troca lenta na escala de tempo do RMN
originam dois grupos de picos tanto no espectro de *H como no espectro de *C. Na Figura 2.5,
esta ilustrada a dindmica e a estrutura para os complexos do macrociclo Ln(DOTA)’, em que a
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Figura 2.5- Estrutura dos complexos Ln(DOTA)  (retirado da referéncia 19).
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diferenca na orientagdo dos bracos dos acetatos nas geometrias SAP e TSAP, séo descritos por
um angulo distorcido entre o plano O, e N4 de aproximado de 40° e -30°, respectivamente. Os
dois esteroisomeros podem ser combinados em dois pares de enantidmeros: para 0 SAP temos o
par A(AAAAL)/A(8886) com diferente elipticidade do anel e dos bracos dos acetatos e para o TSAP
temos A(MAL)/ A(d6060) com a mesma helipticidade do anel e dos bragos com os grupos
acetatos. Estas estruturas podem-se interconverter em solucao, quer por inversao da configuracéo
do anel ((6600)<«>(AAAL)) ou por inversdo dos bracos dos grupos acetatos (A«<>A). A ocorréncia
de apenas um destes processos leva & alteracdo de geometria entre SAP e TSAP, e a ocorréncia
dos dois processos quer simultaneamente quer concertado, leva a alteracdo entre o par

enantiomérico®®.

2.4.1 Métodos

Os espectros de 'H RMN do ligando L4 foram obtidos num espectrometro Bruker
Avance-500 (11.7 T), operando a 500.132 MHz e para o ligando L5 num espectrometro Varian
VNMRS 600 MHz (14.09 T) operando a 600.14 MHz. As amostras dos ligandos foram
preparadas dissolvendo o composto liofilizado em &agua deuterada 99.9% (Euriso-top®). Os
espectros de *H RMN foram adquiridos a 60 °C. Os espectros de Massa dos ligandos L4 e L5
foram realizados num espectrometro de massa de alta resolucdo, HRMS Q-Tof MaXis. A
utilizacdo dos espectrometros de RMN Bruker e de Massa foi realizada no Centro de Biofisica
Molecular do CNRS em Orledes, Franca e a utilizacdo do espectrometro de RMN Varian foi
feita no Laboratorio da Plataforma de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) da Universidade

de Coimbra.
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2.4.2 Caracterizagao do ligando L4

Hr_1”'ul““"
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Espectro *H RMN (D,0, 60°C, 500 MHz): & (ppm) 2.42 (bs, 2H, H-11), 2.51 (bs, 2H, H-10),
3.60 (bs, 8H, H-16,17,19,20), 3.79 (bs, 8H,H-13,14,22,23), 4.04 (bs, 4H, H-1,12), 4.16 (bs, 6H,
H-15, 18,21), 7.58 (bs, 2H, H-8,9), 7.94 (bs, 1H, H-2), 8.00 (bs, 1H, H-4), 8.24 (bs, 1H, H-3),
8.31 (bs, 2H, H-6,7).

HRMS (ESI): m/z: calcd para C33H42N6010S: 714.79, encontrado 714.78.

2.4.3 Caracterizacgao do ligando L5
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Espectro 'H RMN (D20, 60°C, 600 MHz): & (ppm) 1.63 (bs, 4H, H-10, H-9), 1.81 (bs, 2H,
H-11), 1.95 (bs, 2H, H-8), 3.12 (bs, 6H, H-1), 3.42 (bs, 8H, H-17, 18,20,21), 3.49 (bs, 2H, H-12),
3.69 (bs, 8H, H-14,15,23,24), 3.88 (bs, 2H, H-7), 3.90 (bs, 2H, H-13), 4.12 (bs, 6H, H-16, 19,
22), 7.29 (bs, 2H, H-2), 7.90 (bs, 2H, H-3), 8.03 (bs, 2H, H-4, 6), 8.24 (bs, 1H, H-5).

HRMS (ESI): m/z: calcd para C37Hs3N7OgS: 755.92, encontrado 755.37.
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3.1 Introducéo

Os ligandos desenvolvidos apresentam na sua estrutura um macrociclo, para a
coordenagdo do ido metdlico, ligado a um grupo fenil-benzotiazol (PiB) que apresenta um
sistema 7 conjugado que absorve na zona UV/Vis e emite fluorescéncia no visivel. Inicialmente
foi realizada uma caracterizacdo fotofisica dos ligandos e dos respectivos complexos com ides
Ln**. No presente trabalho, foi estudada a possibilidade das sondas desenvolvidas, baseadas nos
ligando L4 e L5 complexados com ides lantanideos, poderem ser usadas em Imagiologia Optica,
a partir da escolha criteriosa do ido metalico a ser coordenado, que ird ser estimulado a emitir
luminescéncia por um processo de transferéncia de energia a partir da excitacdo do grupo fenil-
benzotiazol. Os iGes metalicos da série dos lantanideos apresentam caracteristicas interessantes
nesse sentido, tais como serem emissores no visivel e infravermelho préximo, sendo a emissédo
nesta ultima regido espectral especialmente interessante in vivo, uma vez que ha poucos
constituintes bioldgicos a absorverem e emitirem no infravermelho préoximo, na chamada janela
terapéutica 650-1350 nm, diminuindo o ruido do sinal (ver secgdo 1.3.1). Uma outra vantagem
destes i0es metalicos é terem tempos de vida de luminescéncia bastante mais longos (us-ms) que
os processos de fluorescéncia (ns), podendo ser aplicados em Imagiologia Optica resolvida no
tempo. Com este conhecimento da literatura, foi estudada a eficiéncia do processo de
luminescéncia para os complexos preparados a partir dos ligandos L4 e L5, com a coordenacéo
dos ies metélicos luminescentes Eu** e Tb*".

A Imagiologia de Ressonancia Magnética, como referido anteriormente, € um método
ndo invasivo de obtencdo de imagem anatomica mapeando informacéo fisioldgica (ver seccédo
1.1.4), em que o contraste da imagem pode ser melhorado com a utilizacdo de agentes de
contraste paramagnéticos, nomeadamente com complexos de Gd**. Isto devido ao seu elevado
spin electronico (S= 7/2), com distribuicdo electrénica de simetria esférica, e relaxacao
electronica lenta, que origina uma forte diminuicdo do tempo de relaxacdo T; dos protdes das
moléculas de agua nas proximidades, garantindo um contraste positivo nas imagens obtidas (ver
seccdo 1.2.2). Como referido na seccdo 1.4.2, o desenvolvimento de sondas IRM para detec¢édo
especifica de placas amildides no diagndstico da doenca de Alzheimer tem sido modesto. O
complexo desenvolvido, por possuir uma unidade que garante a vectorizacdo especifica aos
agregados amildides e por possuir um macrociclo com propriedades termodinamicas e cinéticas
que garantem a estabilidade do quelato, potenciam o complexo GdL5 como possivel sonda IRM

para diagnostico da doenca de Alzheimer. Como tal, foram estudadas as suas propriedades
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fisico-quimicas mais importantes para esta aplicacdo. Esses estudos incluem a determinagdo do
log P (logaritmo da particdo octanol/dgua) para avaliar a lipofilicidade do complexo GdL5 e
prever a capacidade do complexo de ultrapassar a barreira hemato-encefélica. Foi também obtido
0 CMC do complexo em agua por espectroscopia UV/Vis para avaliar a capacidade anfifilica do
complexo para formar micelas, assim como foi avaliado o tamanho micelar por disperséo
dindmica de luz (do inglés Dynamic Light Scattering, DLS). Foram também estudadas as
propriedades relaxométricas do complexo utilizando a técnica de NMRD (do inglés Nuclear
Magnetic Relaxation Dispersion).

3.2 Procedimento experimental

3.2.1 Material e preparacao das amostras

Os ligandos L4 e L5 foram sintetizados no grupo de investigacdo da Dr:® Eva Téth, do
Centro de Biofisica Molecular (CBM) do CNRS de Orleans, Franca. Para o ligando L4 foi usado
o protocolo publicado na literatura (ver seccéo 2.1)'?°. O ligando L5 foi sintetizado a partir do
processo descrito na seccdo na seccdo 2.1. Os complexos LnL4 (Ln = La*", Eu®*, Tb®) e LnL5

(Ln = La*, Eu®, Gd**, Tb*") foram preparados como descrito no Capitulo 2.

3.2.2 Estudo por espectrofotometria de UV/Vis

A obtencdo do coeficiente de absorcdo molar, do valor de log P e a determinagédo do
CMC do complexo GdL5 foi realizada usando um espectrofotometro UV/Vis Uvikon XL
(Secoman) a temperatura ambiente. A aquisicao dos espectros de absorc¢do dos ligandos L4 e L5
e respectivos complexos, incluindo a determinacdo do coeficiente de absor¢do molar do TbL4,
bem como o estudo da fotodegradacdo dos ligandos L4 e L5, foi realizada utilizando um
espectrofotometro UV500 (Spectronic Unicam ®) a temperatura ambiente. De referir que se
utilizou um percurso Optico adequado sempre que as absorvancias medidas eram demasiado

elevados, saindo da regido de linearidade instrumental.
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3.2.3 Estudo da fluorescéncia

A aquisicdo dos espectros de fluorescéncia foi obtida com um Fluorimetro Cary Eclipse
(Varian®), com o software Varian Cary Eclipse versdo 1.1. A aquisicdo dos espectros de
fluorescéncia a baixa temperatura, realizada em matriz solida a temperatura do azoto liquido
(77K), e a determinagdo dos rendimentos quéanticos de fluorescéncia foram efectuados num
fluorimetro Fluorog 3.2.2 (Horiba-Jovin-Yvon ®). O espectro de fluorescéncia foi corrigido no
comprimento de onda pela resposta instrumental.

Os rendimentos quanticos de fluorescéncia (¢g) foram determinados através dum método

comparativo*?’

utilizando um composto de referéncia que absorva em zonas espectrais idénticas
as do composto em estudo e que possua um rendimento quantico bem determinado. A espécie de
referéncia usada para as determinagfes no UV-Vis foi o sulfato de quinino (Aex = 366 nm, @ =
0,546 em H,SO4; 0.5 M em solucéo desarejada)*®. As solucdes foram preparadas de forma a
terem densidades Opticas baixas, entre 0.1-0-2, no comprimento de onda de excitacdo, de modo a
evitar o efeito de filtro interno. Assim, a determinagdo do rendimento quantico ®f foi feita

utilizando a equacéo seguinte:

— fI()L)de)L D.O.Cp nz(cp) fd(cp) ref
P = Fioorerar X boret X nien X raen < PF G

a qual compara as areas integradas dos espectros de emissdo das duas amostras usadas
(J I(A)°P dA para o composto em estudo em solugdo aquosa e [I(A)™*fdA para a solugdo de
sulfato de quinino em H,SO4 0.5 M), tendo em conta as correc¢des resultantes dos diferentes
indices de refraccdo do solvente (1) (1,333 para a H,0, 1,338 para o H,SO, 0.5 M e 1,328 para a
D,0), bem como a razdo das absorvancias (densidades Opticas, DO) da amostra e da referéncia
ao comprimento de onda de excitacdo utilizada. Para evitar a utilizacdo deste Gltimo parametro é
garantido que no comprimento de onda de excitacdo usado, as duas solu¢es absorvem a mesma
quantidade de radiacdo, o comprimento de onda de excitacdo usado reflecte o cruzamento entre
0s espectros de absorcao das duas solugdes através do auxilio da espectrofotometria de UV/Vis.
A equacdo inclui ainda um factor correctivo designado por factor de desarejamento (fd). Este
factor pode ser excluido se a experiéncia for efectuada com solu¢tes desarejadas. Porém, como o
tempo de decaimento de fluorescéncia dos compostos em estudo € relativamente curto, cerca de
1-2 ns, ndo é necessario desarejar as solucbes, sendo apenas necessario desarejar a solucdo de
sulfato de quinino, que tem um tempo de fluorescéncia significativamente superior, podendo
ocorrer problemas de supressao devido a difusdao do oxigénio molecular presente em solugéo. O

rendimento quantico de fluorescéncia para os ligandos livres L4 e L5 e respectivos complexos
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foram obtidos pela média de 3 amostras independentes. A andlise dos dados experimentais foi

realizada com auxilio do software OriginPro 8 versdo 8.0.

3.2.4 Estudo da fotodegradacéo

O estudo de fotodegradacdo dos ligandos foi realizado com o auxilio de um reactor
fotoquimico Semi-Micro (Applied Photophysics®) em que a amostra foi colocada numa célula
com percurso éptico de 1 cm dentro do reactor e irradiado a 350 nm, tendo sido registados varios
espectros de absorcao por espectrofotometria com diferentes tempos de irradiagéo.

3.2.5 Tempos de vida de fluorescéncia

As medidas de luminescéncia em tempo resolvido nos picossegundos foram realizadas
usando um TCSPC (do inglés Time Correlated Single Photon Counting) de picosegundos. Para o
ligando L4 e respectivos complexos a excitacdo foi efectuada a 339 nm usando um picoLED
como fonte de excitacdo. Para o ligando L5 e respectivos complexos a excitacdo foi efectuada a
371 nm usando um laser de picosegundos mode-lock Tsunami (Ti:sapphire) modelo 3950 (com
frequéncia de repeticdo de 82 MHz, com intervalo de sintonizacdo de 700—1000 nm), bombeado
por uma Millennia Pro-10s, onda continua de dupa frequéncia, diodo bombeado, laser de estado
solido (Aem = 532 nm) (Spectra-Physics®), como fonte de excitacdo. Para produzir a segunda e
terceira harmdnica da frequéncia de excitacdo do feixe de laser Ti:sapphira foi usado um gerador
modelo GWU-23PS (Spectra-Physics®). O feixe polarizado horizontal de saida do GWU
(segunda harmonica) foi primeiramente passado por um despolarizador WDPOL-A (ThorLabs®)
e depois por um polarizador Glan-Thompson modelo 10GT04 com polarizacdo vertical
(Newport®). A emissdo foi recolhida a 90° através de um monocromador duplo subtrativo
Cornestone 260 (Oriel®) através de um fotomultiplicador de placa de microcanal modelo
R3809U-50 (Hamamatsu®). A aquisi¢do e o processamento de sinal foram realizadas com um
modulo SPC-630 TCSPC (Becker & Hickl®). O decaimento de fluorescéncia e a resposta
instrumental foram recolhidos usando 1024 canais com uma escala de 22.3 ps/canal para o

ligando L4 e respectivos complexos, e usando 4096 canais com uma escala de 1.74 ps/canal para
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o ligando L5 e respectivos complexos, até atingir uma contagem méaxima de 5x10°, A analise dos

dados experimentais foi realizada com auxilio do software OriginPro 8 verséo 8.0.

3.2.6 Estudo da absorcéo transiente

O estudo do estado tripleto foi realizado com a aquisicdo de espectros de absorcéo
transiente resolvido no tempo em nano-segundos, usando instrumentacdo fotofisica aplicada de
flash fotdlise de laser bombeada com um laser Nd:YAG (Spectra Physics®). O espectro de
absorcdo transiente foi obtido pela monitorizacdo da variacdo de densidade Optica a intervalos de
10 nm de 300-600 nm e fazendo a média de pelo menos 5 decaimentos a cada comprimento de
onda. Foram observadas cinéticas de primeira ordem do decaimento do estado tripleto de menor
energia. A excitacdo foi feita a 355 nm com um feixe ndo focado. Houve especial atengéo de
forma a ter baixa energia de laser (< 2 mJ) para evitar efeitos de multi-fotdo ou de aniquilagdo
tripleto-tripleto. As amostras usadas foram desarejadas com azoto durante aproximadamente 20
minutos e seladas. A andlise dos dados experimentais foi realizada com auxilio do software

OriginPro 8 versao 8.0.

3.2.7 Aquisicao dos espectros de luminescéncia e respectivos tempos de vida

dos complexos com Eu®* e Tb**

A aquisicdo dos espectros de luminescéncia e de excitacdo dos complexos resolvidos no
tempo e a determinacdo dos tempos de vida de luminescéncia foram efectuados usando um
Fluorimetro Cary Eclipse (Varian®), com o software Varian Cary Eclipse versdo 1.1.

A aquisicdo dos espectros de luminescéncia e de excitacdo de luminescéncia foram
obtidos por excitacdo pulsada, com 5 flashes, um tempo de atraso de 100 us, com uma janela
temporal de aquisi¢do de 1 ms, e com as “slits” de excitagdo a 20 nm e de emissdo a 2.5 nm para
os complexo EulL4 e EuL5 e “slits” de excitagdo de 20 nm e de emissdo de 5 nm para 0s
complexos ThL4 e TbL5, com incrementos de 0.2 nm com tempo de integracdo de 0.1 s, e com 0
fotomultiplicador a 800 V para os complexos ThL4 e EuL4, e de 950 V para 0s complexos ThL5
e EuL5. Para o espectro de luminescéncia a excitacdo foi efectuada no comprimento de onda do

maximo de absorcao e para o espectro de excitacdo de luminescéncia a emissao foi monitorizada
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no comprimento de onda a 616 nm para os complexos com Eu®* e a 545 nm para os complexos
com Th**.

As solucdes em H,O para medicdo dos tempos de vida de luminescéncia, foram
preparadas em agua desionizada e os tempos de vida em D,O foram medidas em solucdes
preparadas com 6xido de deutério (99.9%) obtido da Euriso-top®. Os tempos de decaimento de
luminescéncia foram obtidos por excitacdo pulsada com 10 flashes, um tempo de atraso de
100 ps, em incrementos de 10 us, com as “slits” de excitacdo a 20 nm e de emissdo a 10 nm, a
voltagem do fotomultiplicador foi mantida a 1000 V, e o decaimento foi obtido pela média de
100 ciclos. A excitacdo foi realizada no comprimento de onda do maximo de absorcdo e a
emissdo foi monitorizada a 701 nm e a 587 nm para os complexos com Eu®** e Tb*,
respectivamente. As curvas de decaimento da intensidade de luminescéncia em funcéo do tempo
foram ajustadas a uma fungdo mono-exponencial.

A aquisicdo dos espectros de fluorescéncia atrasada e de excitacdo dos ligandos L4 e L5
foram obtidos por excitagdo pulsada, com 5 flashes, um tempo de atraso de 200 us, com uma
janela temporal de aquisi¢do de 1 ms, e com as “slits” de excitacdo e de emissdo a 20 nm, com
incrementos de 1 nm com tempo de integracdo de 0.05 s, e com o fotomultiplicador a 800 V.
Para os espectros de fluorescéncia atrasada a excitacdo foi efectuada no comprimento de onda do
méaximo de absorcao e o espectro de excitacdo foi efectuado com a emissao no comprimento de
onda do maximo da fluorescéncia atrasada.

Os rendimentos quanticos de luminescéncia (da emissdo do i&o metalico, Eu®* e Tb*")
foram obtidos da mesma forma que os rendimentos quanticos de fluorescéncia, usando o método
comparativo (ver seccao 3.2.3). No entanto, a referéncia usada foi o dicloreto de tris(bipirilo) de
Ruténio (11) ([Rubpys]Cl,), em equilibrio com o ar (©=0.028)'%°. As solucdes dos complexos
também foram mantidas em equilibrio com o ar uma vez que os ibes metalicos da série dos
lantanideos estdo protegidos do efeito supressor do oxigénio. Houve especial cuidado em
garantir que no comprimento de onda de excitacdo usado, as duas solu¢bes absorvam a mesma
quantidade de luz, com densidades Opticas compreendidas entre 0.1-0.2, para evitar problemas
de filtro interno. Todos os espectros adquiridos dos complexos e da referéncia foram adquiridos
com 0S mesmos parametros instrumentais, no entanto 0s espectros de luminescéncia dos
lantanideos foram adquiridos com um atraso de aquisicdo de 100 ps. O rendimento quantico de
luminescéncia dos complexos EulL4, EuL5, TbL4 e TbL5, e a determinagdo no nimeros de
hidratacdo para os complexos EuL4 e EuL5 foram obtidos pela média de 3 amostras
independentes. A analise dos dados experimentais foi realizada com auxilio do software

OriginPro 8 versao 8.0.
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3.2.8 Estudo computacional

A estrutura e energia de 6 conformeros do complexo [EuL4(H,0)] foram calculadas ao
nivel da teoria do funcional da densidade (do inglés Density Functional Theory, DFT), utilizando
o funcional de troca e correlacdo hibrido meta-GGA TPSSh™* e usando o cédigo GAMESS-
US™L. As geometrias foram optimizadas sem restricées de simetria, utilizando o pseudopotencial

de Dolg et al. e a base de funcdes [5s4p3d]-GTO para o ido eurdpio (111)**?

e a base de funcGes
6-31G(d,p) para os atomos de enxofre, oxigénio, nitrogénio, carbono e hidrogénio. O
pseudopotencial de Dolg et al. utilizado inclui os electrdes 4f° do ido Eu** no cerne, deixando 0s
electrdes 5s e 5p para serem tratados explicitamente. A utilizacdo de um pseudopotencial deste
tipo para lantanideos tem sido justificada pelo facto de as orbitais 4f ndo contribuirem
significativamente para a ligacdo quimica devido & sua limitada extensdo radial******. Foi
efectuado o célculo das frequéncias vibracionais no ponto estacionario resultante para cada
conformero, de forma a garantir que as estruturas obtidas s&o minimos na superficie de energia
de potencial, pela auséncia de frequéncias imaginarias. As energias relativas apresentadas para
os diferentes conformeros sdo energias livres de Gibbs. Devido a grande dimenséo do sistema e
ao elevado nimero de conférmeros possiveis, alguns angulos torsionais ndo foram investigados.
Foram investigados os angulos torsionais mais relevantes para a determinacao dos conformeros
mais estaveis do complexo. O trabalho foi realizado em colaboracdo com a Doutora Licinia

Justino Simoes.

3.2.9 Determinacéo do coeficiente de particdo octanol-agua

O coeficiente de particdo octanol-agua foi determinado a partir da razdo entre as
concentracdes do complexo na fase de octanol e a fase aquosa. O logaritmo do coeficiente de
particdo € referido como log P e é traduzido pela seguinte equacéo:

_ [soluto]octanol
lOgP N 10g [soluto]aquosa (32)

Para a determinacgdo do valor de log P foi utilizado 0 método de “agitagdo do frasco”
(shake flask)'®. Foi utilizada na experiéncia agua saturada com octanol e octanol saturado com
agua. Num Eppendorf de 2 mL foi adicionado 0.5 mL de uma solugdo de GdL5 100 uM e
0.5 mL da solugdo de octanol saturada com &gua, e o Eppendorf foi posteriormente agitado

manualmente. O Eppendorf foi deixado a centrifugar durante 30 min para separacdo das fases.
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Foi retirada cuidadosamente a fase aquosa e quantificado o soluto presente por
espectrofotometria de UV/Vis, a partir do coeficiente de absorcdo molar do complexo
determinado anteriormente. A partir da concentracdo obtida na fase aquosa foi obtida a
concentracdo do soluto na fase em octanol, uma vez que a quantidade total de complexo presente
em cada amostra € conhecida. O procedimento foi repetido com 6 amostras independentes.

3.2.10 Medidas de *H NMRD

Os perfis de NMRD de protédo foram realizados num relaxémetro Stelar SMARtracer Fast
Field Cycling RMN (0.01-10 MHz) e num electromagneto Bruker WP80 RMN (20, 40, 60 e
80 MHz) adaptado para medidas de campo variavel e controlados por uma consola PC-RMN
SMARTtracer. A temperatura foi monitorizada por uma unidade de controlo de temperatura
VTC91 e mantida por fluxo de gas. A temperatura foi determinada por prévia calibracdo por uma
sonda de temperatura com uma resisténcia de platina. As medidas foram realizadas em meio
aquoso com tampdo HEPES (&cido 4-(2-hidroxietil,) piperazina-1-etanesulfonico, Aldrich®)
50 mM, pH=7.4, a 298 e 310 K para o complexo GdLb5.

3.2.11 Medidas de relaxometria

O estudo da contribuicdo paramagnética para a velocidade de relaxacéo longitudinal *H
da agua em funcao da concentracdo do complexo GdL5 foi realizado num relaxémetro Bruker
Minispec mg20 (20 MHz, B, =0.47 T) a 298 K, em tampéo fosfato de sédio 10 mM, pH=7.4.

3.2.12 Disperséao dinamica da luz (DLS)

As medidas de DLS foram realizadas com um instrumento Malvern Zetasizer Nano
Range. As medicdes foram realizadas a 298 K e a luz dispersa foi detectada a um angulo de 173°.
A amostra antes de ser estudada por DLS foi filtrada por um filtro embutido em seringa de
0.45 um para retirar quaisquer particulas que pudessem afectar as medidas. A amostra foi

preparada em solucdo aquosa em tampédo fosfato de sédio 10 mM, pH=7.4.
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3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Estudo fotofisico do fenil-benzotiazol (PiB) conjugado nos compostos

Um composto é detectado por espectrofotometria de UV/Vis quando ocorrem transicdes
electrénicas entre orbitais moleculares, em que a transicdo de mais baixa energia é entre a
HOMO (do inglés Highest Occupied Molecular Orbital) e a LUMO (do inglés Lowest
Unoccupied Molecular Orbital) ou orbitais antiligantes de energia mais elevada. As transi¢oes
visiveis por espectrofotometria tém de ocorrer a comprimentos de onda superiores a 190 nm,
sendo em moléculas organicas as transi¢des electronicas n*«—m e w*«—n as mais importantes
nesta regido, ¢ normalmente as transicdes o*«oc e o*«n envolvem energias elevadas
correspondentes a regido do espectro do UV no vacuo.

As transi¢des electronicas do tipo m*«—m, o0correm em cOmpostos que possuem
cromoforos com sistemas conjugados. Como a maior parte dos compostos ndo possuem grande
simetria, estas transicbes sdo geralmente fortemente permitidas e possuem coeficientes de
absorcdo molar elevados. Tirando os casos em que a molécula tem grande simetria (exemplo dos
pequenos compostos aromaticos) a transigdo m*<«—m podera ser proibida por simetria e apresenta
coeficiente de absor¢do molar baixo. As transi¢des do tipo m*«—n envolvem a transicdo de um
electrdo nao ligante para uma orbital com simetria ©. Estas transi¢des sao proibidas por simetria
quando a orbital n tem simetria 6, como no caso do grupo carbonilo, no entanto 0 movimento
vibracional diminui a proibicdo da transicdo. Para muitos compostos organicos que possuem
hetero-atomos na sua estrutura, como O, N ou S, as transicdes m*«mn ¢ m*«n sdo
energeticamente préximas e a posicdo relativa destas transicdes pode ser alterada com a
utilizacdo de solventes com diferentes polaridades. Exemplificando para um composto
carbonilico insaturado-o,, num solvente polar, a transicdo n*«n ¢ de menor energia que num
solvente apolar ¢ a transi¢do n*«—n, num solvente polar, é de maior energia que num solvente
apolar™®.

Os ligandos estudados apresentam ambos um sistema 7 conjugado na porg¢do do PiB, o
fenil-benzotiazol, por¢cdo da molécula responsavel pelas propriedades fotofisicas do composto. A
principal diferenca do croméforo nos dois ligandos € o facto de que no caso do ligando L4 o PiB
foi conjugado com o resto do composto pelo grupo amina, com a formacgdo de um grupo amida, e
no ligando L5 o PiB foi conjugado a restante molécula virado ao contrario (ver Figura 1.20,
seccdo 1.5). Os espectros de absorcdo dos dois ligandos evidenciam um méximo nos 330 nm e

360 nm, para o ligando L4 e L5 respectivamente, associado a transicdo para o primeiro estado
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unidades normalizadas

700

comprimento de onda (nm)

Figura 3.1- Espectro de absorc¢do (azul) e espectro de fluorescéncia (vermelho) do ligando L4
(linha a cheio) e do ligando L5 (linha a tracejado) em solugdo aquosa com tampdo fosfato de
sodio 10mM, pH=7.4. Os espectros foram normalizados no maximo de absorcéo,
correspondente a transicdo S;«—S,, e no maximo de intensidade de fluorescéncia.

excitado singleto (S;) (Figura 3.1). Em ambos os espectros de absorcéo é possivel verificar a
existéncia de uma banda mais pequena a 265 nm associada a uma transferéncia de carga. A
diferenca no maximo de absor¢do observada para os ligandos pode ser explicada pelo facto que
no ligando L5, ha dois substituintes doadores de densidade electronica ao fenil-benzotiazol
(o grupo amina secundaria e o grupo alcoxido), aumentando desta forma a energia do estado
singleto fundamental (So), aproximando-se do estado excitado singleto de menor energia (Si),
envolvendo desta forma menor energia de transicdo e aparecendo a comprimentos de onda
maiores que no ligando L4, que possui apenas um grupo doador de densidade electronica
(o grupo metoxido) e um grupo aceitador de densidade electronica (o grupo amida).

Nos espectros de emissdo de fluorescéncia dos ligandos L4 e L5, 0 maximo de emissao
ocorre a 410 nm e a 445 nm, respectivamente, associado a transicdo So«—S;. A energia do estado
singleto excitado do ligando L4 é de 324.40 kJ/mol e do ligando L5 é de 294.12 kJ/mol, sendo
estes valores obtidos pela equacdo de Planck (E=hv, em que E é a energia, h a constante de
planck e v a frequéncia), usando o comprimento de onda de intercep¢do dos espectros de
absorcdo e de emissdo de fluorescéncia, que corresponde a transi¢do vibronica, que envolve a
transi¢cdo vibracional 0«—0 da transi¢ao electronica Sp«—S;j.

Dos espectros de absorcao e de fluorescéncia em ambos 0s casos podemos verificar que
as bandas associadas a transi¢cdo entre os estados electronicos Sy entre S; sdo largas, sem
resolucdo vibracional e o desvio de Stokes é significativo. Isto pode ser explicado pelo principio

de Franck-Condon em que a transigdo electrénica ocorre com um tempo de vida na ordem dos
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Figura 3.2- Exemplificacdo de possiveis curvas de potenciais unidimensionais do estado
fundamental e excitado para uma molécula diatomica, com a influéncia das alteracdes da
geometria nuclear de equilibrio na absorcéo e emissao (retirado da referéncia 136).

fentosegundos (10™°s) enquanto o movimento nuclear, vibracional e rotacional, é cerca de 100-
1000 vezes mais lento. Desta forma, a absorcdo e a emissdo ocorre sem variagdo da posicéo
nuclear e como as coordenadas nucleares ndo sdo alteradas num tdo curto espaco de tempo, a
transicdo ¢ “vertical” num diagrama de energia potencial, que geralmente origina a transicao
para um estado vibracional excitado (Figura 3.2). Em termos quanticos, isto € explicado pelo
facto de a transicdo ocorrer para o nivel vibracional onde ocorre maior sobreposicdo entre as
funcbes de onda do estado fundamental e do estado excitado. Apds a transicdo para o estado
excitado, o tempo de vida deste estado é suficientemente longo para haver reorientacdo das
coordenadas nucleares (exemplo: rotagdes moleculares, torsionais ou vibracionais) de forma a
adoptar 0 minimo de energia, assim como também ha tempo para as vizinhangas se reorientarem
em volta do composto, formando um pseudo-equilibrio. Como este processo de reorientacdo do
composto € acompanhado por relaxacdo vibracional, com perdas energéticas até atingir o
primeiro nivel vibracional do estado S;, ocorre emissao a partir deste nivel para os varios niveis
vibracionais do estado fundamental. Como tal, a emissdo surge a comprimentos de onda maiores
e portanto o fotdo emitido € menos energético do que o fotdo absorvido, ocorrendo um desvio de
Stockes, que é tanto maior quanto maior for a alteracdo das coordenadas nucleares entre o estado
fundamental e excitado™*®. Pela Figura 3.1 podemos verificar que o desvio de Stokes é bastante
significativo para ambos os ligandos, podendo ser concluido que ha grandes alteracfes

conformacionais entre o estado fundamental e excitado, correspondendo a diferentes
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coordenadas nucleares associadas a diferentes diagramas de superficie de energia potencial,
indicando que o composto ndo tem uma estrutura rigida.

Por comparagéo dos espectros de absorcdo e de emissdo dos complexos dos ligando L4 e
L5 nédo se verificam, como seria de esperar, diferencas nos espectros com a presenca de um
metal complexado nos ligandos, uma vez que o grupo fenil-benzotiazol estd separado do
macrociclo por um espacador, ndo interagindo com o cromoforo.

Na Figura 3.3 foram sobrepostos e normalizados os espectros de absor¢do com o espectro
de excitacdo de emisséo de fluorescéncia do ligando L4 e L5 livres. O espectro de excitagéo foi
recolhido fixando-se o comprimento de onda no maximo de emissdo de fluorescéncia e variando-
se 0 comprimento de onda de excitagdo. O espectro de excitacdo baseia-se no facto de que o
comprimento de onda do maximo de emissdo de fluorescéncia é independente do comprimento
de onda de excitacdo, desde que a excitacdo seja suficientemente energética para ocorrer
transicdo electronica (regra de Kasha). Isto da-se porque a emissdo de fluorescéncia ocorre
sempre a partir do estado excitado de menor energia (S1) para o estado fundamental (So),
exceptuando-se alguns casos especiais como 0 azuleno em que a emissdo pode ocorrer a partir do
estado S, para o estado So™*’. Desta forma, o espectro de excitacdo pode servir para identificar
qual a transicdo envolvida na emisséo de fluorescéncia, uma vez que a banda de fluorescéncia é a
imagem-espelho da banda de absorcdo associada a transicdo electronica envolvida na
fluorescéncia. A partir da Figura 3.3 verificamos que a transicdo envolvida na fluorescéncia, que

é imagem-espelho da banda de absorgéo, é uma transicdo So«S;, seguindo a regra de Kasha.
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Figura 3.3- — Espectro de excitacdo de fluorescéncia (vermelho) e de absorcdo (azul) do

ligando L4 (linhas a cheio) e L5 (linhas a tracejado) em solugdo aquosa com tampao fosfato de
sodio 10mM, pH=7.4.
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Figura 3.4- Absorvancia dos complexos ThL4 A) e GdL5 B) em solucdo aquosa com tampao fosfato de sddio
10 mM, pH 7.4, em func¢8o da concentracao.

Um outro dado importante que pode ser retirado do espectro de excitacdo de fluorescéncia é a
identificacdo de alguma impureza em solugdo, uma vez que a emissdo corresponde apenas ao
composto em estudo, e se 0 espectro de excitacdo ndo corresponder ao espectro de absorcéo,
podera haver alguma impureza que esteja a absorver na janela espectral estudada. A Figura 3.3
mostra que para ambos os ligandos o espectro de excitacdo de fluorescéncia e de absorcao sdo
sobreponiveis, evidenciando que ndo ha impurezas presentes que posam absorver.

A determinacgéo do coeficiente de absor¢do molar foi realizada para os complexos ThL4 e
GdL5 e ndo directamente para os ligandos, uma vez que a determinacdo das concentracdes de
stock iniciais foram realizadas por BMS, em que é necessaria a presenca de um composto
paramagnético como é o caso do Th*" e Gd*', sendo uma técnica mais simples de determinacéo
das concentracdes iniciais do que as técnicas de titulagdo manuais. Como tinhamos verificado
que ndo héa interaccdo entre o macrociclo e o croméforo, por se encontrarem separados por um
espacador, a presenca de um ido metalico no macrociclo ndo afecta o valor do coeficiente de
absorcdo molar, podendo este valor ser utilizado para os restantes complexos, inclusivamente
para o ligando livre. O coeficiente de absorcdo molar foi obtido a partir do declive da recta de
calibracdo da absorcdo no comprimento de onda do maximo de absorcdo dos complexos a 330 e
360 nm, para o ThL4 e GdL5 respectivamente, em funcdo da concentracdo (Figura 3.4). O valor
obtido para o TbL4 foi &= 405003300 M?cm® e para o complexo GdL5 foi
e= 28400350 M cm™.

O processo de absorcdo, a luz da mecéanica Quantica, envolve a interaccdo entre trés
ondas, duas funcGes de onda correspondentes ao estado fundamental e excitado do electrdo e a

onda da radiacdo electromagnética da luz incidente. A eficiéncia da onda do fotéo incidente para
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perturbar a posicdo e 0 momento do electrdo do estado fundamental de modo a transitar para a
posicdo e momento correspondente ao estado excitado € medida pela forca do oscilador que a
onda electromagnética exerce no dipolo formado entre o nlcleo e o electrdo. A determinacao se
uma transicdo é permitida ou ndo para a absorcdo por parte de um dipolo eléctrico entre dois
estados energéticos E; e E; é calculada pelo momento de transicéo de dipolo (Mi):
My, = f¢1ﬁ¢2 (3.3)

em que ;e Y, sdo as fungdes de onda do estado fundamental e excitado e {i é o operador do
momento de dipolo que traduz o efeito da radiacdo electromagnética em acoplar os dois estados
energéticos. As duas funcdes de onda devem-se sobrepor no espaco e a simetria das funcGes de
onda combinadas com as propriedades de simetria do operador do momento de dipolo, devem
resultar num integral diferente de zero para que ocorra a transicdo. Se devido a simetria o
integral é zero, a transicdo é proibida, o que resulta nas chamadas regras de seleccdo™.

A probabilidade de transicdo para a absor¢cdo € dada pelo quadrado do momento de
transicdo dipolar |M12|. No entanto, existe uma variedade de termos usados para descrever a
probabilidade de absorcdo, incluindo o coeficiente de absor¢do molar, os coeficientes de Einstein
e a forca do oscilador. A forca do oscilador, que mede a forca de acoplamento necessario para
promover a transicdo, € uma ideia util, onde é usado um valor relativo em vez de absoluto,
usando a referéncia do “oscilador ideal” de um electrdo livre, em que a transicdo é
completamente permitida e com valor unitario. O coeficiente de absor¢cdo molar como vimos
anteriormente, assim como o0s coeficientes de Einstein traduzem valores absolutos de
probabilidade de transicdo. Todos estes termos sdo derivados do momento de transicdo de
dipolo*®.

A forca do oscilador, f, é calculada através do integral do espectro de absorcéo (CAl,
coeficiente de absor¢cdo molar integrada) onde é colocado o coeficiente de absor¢do molar (g) em

funcdo do nimero de onda (&, cm™)*%:

o)

CAl = |

0

e(®)dD (3.4)
A forca do oscilador é entdo dada por*®:
f=4.33x107° [ e(©)dD (3.5)

A partir do espectro de absorgdo em termos do coeficiente de absorgdo molar (M™*cm™)
em funcdo do nimero de onda ¥ (cm™) para o TbL4 e GdL5 (Figura 3.5), foi efectuado o ajuste
da banda de absorcdo principal com uma funcdo gaussiana para sua respectiva integracdo de
modo a obter o valor de CAI. A partir deste valor obtém-se a forca do oscilador, que para o

complexo ThL4 é de 0.90 e para o complexo GdL5 é de 0.68, sendo este valores bastante
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Figura 3.5- Espectro de absorcdo em termos de coeficiente de absorcdo molar em funcéo do nimero de onda (cm™) do
complexo TbL4 A) GdL5 B) em solugdo aquosa com tampao fosfato de sddio 10mM, pH= 7.4, com o respectivo
ajuste da banda de absor¢do com uma funcdo gaussiana (linha tracejado vermelho).

elevados mostrando o caracter permitido da transicdo de absorcdo. Na Tabela 3.1 sdo
apresentados de forma resumida os parametros obtidos do estudo fotofisico dos ligandos L4 e
L5, fazendo a aproximacéo de que as propriedades fotofisicas do fenil-benzotiazol conjugado séo
independentes da presenca de um metal. A determinacédo e discussdo dos rendimentos quanticos
de fluorescéncia e respectivos tempos de vida serdo discutidos na sec¢édo 3.3.3.

A obtencdo da resolucdo vibracional dos compostos pode ser realizada a baixa
temperatura, nomeadamente a temperatura do azoto liquido (77 K), onde 0s movimentos
translacionais e rotacionais estdo restritos. Os espectros foram obtidos em solugéo de etanol, por
razdes de facilidade experimental, uma vez que solucbes aquosas em estado solido formam um
vidro, que dispersa a luz tornando dificil a aquisicdo do espectro.

Da comparacdo dos espectros de absorvancia e de fluorescéncia dos ligandos L4 e L5 em
solucdo aquosa e em etanol a 298 K, séo evidentes algumas diferencas, decorrentes da alteracao
da polaridade do solvente (Figura 3.6). Tanto no ligando L4 como no L5, o espectro de absorcao

nos dois solventes é bastante similar. No entanto, no espectro de fluorescéncia sao evidentes

Tabela 3.1- Pardmetros obtidos do estudo fotofisico dos ligandos L4 e L5.

Energia do Coeficiente de
2" de 2" de ] Forca do
. o estado singleto | absorgéo molar
absorc¢do (nm) | emissdo (nm) ) _— oscilador (f)
kJ/mol, (cm™) (M~cm™)
L4 330 410 324.40 (27100) 40500+3300 0.90
L5 360 445 294.12 (24570) 28400+350 0.68
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desvios para o azul (desvio hipsocrémico) em ambos os casos, demonstrando que o estado
singleto excitado (S1) aumenta de energia, justificado pela diminuicdo da polaridade do solvente
etanol comparativamente a &gua, provocando aumento de energia na transi¢do m*«m. NO
espectro em etanol do ligando L4 é visivel alguma resolucdo vibracional e diminuicdo do desvio
de Stokes, demonstrando o caracter conformacionalmente mais rigido do estado excitado em
etanol comparativamente ao estado excitado em solugdo aquosa. O menor desvio de Stokes
verificado para ambos os ligandos em solucéo de etanol, é explicado pelo menor deslocamento
das coordenadas nucleares do estado excitado comparativamente ao estado fundamental,
explicado pelo principio de Franck-Condon, enunciado anteriormente.

A temperatura do azoto liquido é possivel verificar as varias transicdes vibronicas tanto
do estado excitado para o estado fundamental como do estado fundamental para o estado
excitado atraves dos espectros de fluorescéncia e dos espectros de excitacdo de fluorescéncia,

respectivamente (Figura 3.7). E possivel verificar que os espectros de fluorescéncia a 77 K s&o
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Figura 3.6- Espectros de absorcao (linhas a cheio) e de fluorescéncia (linhas a tracejado) em etanol (linhas a
vermelho) e em solucéo aquosa com tampdo fosfato de sddio 10 mM, pH=7.4, a temperatura ambiente (linhas
a azul) para o ligando L4 A) e o ligando L5 B).
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significativamente diferentes entre os ligandos L4 e L5. Tal como tinha sido verificado no inicio,
a parte do fenil-benzotiazol em ambos os ligandos é bastante similar, no entanto, pequenas
alteracOes estruturais podem afectar grandemente as propriedades fotofisicas e vibracionais.
Como podemos verificar para o ligando L4, o espectro de fluorescéncia a 77 K, é o que apresenta
maior resolugdo vibracional onde é possivel ver um maior nimero de transi¢bes vibronicas do
nivel vibracional 0 do estado excitado singleto (S;) para os varios niveis vibracionais do estado
fundamental (v=0,1,...,5), demonstrando a maior rigidez conformacional do estado excitado do
L4 comparativamente ao seu estado fundamental e ao estado fundamental e excitado do L5. No
entanto, é possivel concluir que em ambos os ligandos o estado excitado apresenta maior rigidez
conformacional que o estado fundamental, uma vez que é visivel maior resolucdo vibracional no
espectro de fluorescéncia comparativamente ao espectro de excitagdo de emissdao de

fluorescéncia.

unidades normlizadas

550 600

unidades normalizadas

250 300 350 400 450 500 550 600
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Figura 3.7- Espectros de absorcdo & temperatura ambiente (linhas a azul), de fluorescéncia a 298 K (linha a
cheio a vermelho), espectro de excitacdo de fluorescéncia a 298 K (linha vermelho a tracejado), e os espectros de
fluorescéncia a 77K (linha a cheio preto) e o respectivo espectro de excitacdo de fluorescéncia a 77 K (linha
tracejado preto) dos ligandos L4 A) e L5 B) em etanol.
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Dos espectros a baixa temperatura é ainda possivel verificar onde ha maior sobreposicao
da funcdo de onda vibracional do estado fundamental para o estado excitado e vice-versa, que
traduz a maior probabilidade de uma determinada transicdo vibrénica ocorrer, que pode ser
visualizada no espectro pela banda de maior intensidade. No ligando L4, o vibronico mais
intenso do estado excitado para o estado fundamental é v=3«<v=0 e do estado fundamental para
0 estado excitado também é v=3«v=0. No caso do ligando L5, o vibrénico mais intenso do
estado excitado para o estado fundamental é o v=1«<v=0, ¢ do estado fundamental para o estado

excitado parece ser também a transicdo associada a v=1«v=0.

3.3.2 Estudo da fotoestabilidade dos ligandos

O estudo da fotoestabilidade dos compostos é de grande importancia uma vez que se
pretende usar a sonda em Imagiologia Optica. Por isso, a sonda tem de ser estavel na presenca de
luz e ndo se degradar quando irradiada. Foram preparadas solu¢bes dos ligandos L4 e L5 em
meio aquoso com tampao fosfato de sédio 10 mM, pH= 7.4, e estas solu¢bes foram irradiadas a
350 nm em células de 1 cm dentro de um fotoreactor.

A Figura 3.8 mostra que o ligando L4 ao longo de 2 horas de irradiagdo manteve a sua
absorvancia aproximadamente constante, ndo tendo sofrido degradacdo significativa,
concluindo-se assim que o ligando L4 é fotoestavel. Por outro lado, na Figura 3.8 é visivel que a
absorvancia do ligando L5, ao longo de 2 horas, vai diminuindo em consequéncia da sua

diminuicdo de concentracdo, demonstrando-se assim que o ligando L5 é fotodegradavel.
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Figura 3.8- Espectro de absorcdo obtido a diferentes tempos de irradiacdo para o ligando L4 A) e L5 B) em solugédo
aquosa com tampdo fosfato de sodio 10 mM, pH= 7.4.

74



CAPITULO 3

Com este estudo ndo é possivel averiguar o mecanismo de degradacdo nem o
conhecimento dos fotoprodutos. No entanto, nos espectros obtidos ao longo do tempo de
irradiacdo do ligando L5 nota-se um desvio no comprimento de onda do maximo de absorcéo,
evidenciando uma alteragdo estrutural, decorrente de uma possivel reacgdo fotoquimica. E
possivel verificar dois pontos isobésticos a 240 nm e a 325 nm, em que 0 espectro de absorcao de
um composto desaparece para surgir o espectro de absorcdo de outro composto, indicando que
provavelmente o mecanismo de degradacdo é a transformacdo do ligando L5 num outro
composto. No entanto, para este tipo de conclusGes mais estudos sdo necessarios, 0 que ndo € o
objectivo deste trabalho, sendo apenas importante confirmar a fotoestabilidade dos ligandos.

A utilizacdo do ligando L5 como sonda para Imagiologia Optica, com a complexacio de
ides metalicos emissores, podera ser problematica uma vez que o ligando é fotodegradavel. Por
outro lado, o ligando L4 é fotoestavel e perspectiva-se que possa efectivamente funcionar como

sonda imagiologica.

3.3.3 Determinacdo de rendimentos quanticos e tempos de vida de

fluorescéncia

O rendimento quantico (®), de uma forma generalizada, relaciona a velocidade de
absorcdo de fotdes (ou quanta) com a velocidade de qualquer processo de interesse, e integrado
ao longo do tempo da o quociente entre 0 numero total de eventos de interesse e 0 numero total
de fotBes absorvidos, sendo portanto um parametro que reflecte a eficiéncia de um determinado
processo. De acordo com a lei de Stark-Einstein, o rendimento quantico deve ser igual ou menor
gque um, porém se houver processos secundarios este valor pode ser superior a 1. Quando
falamos em rendimento quantico de emissdo, referimo-nos a razdo entre o numero de fotdes
emitidos e o nimero de fotdes absorvidos™®

O rendimento quantico e os tempos de vida de fluorescéncia foram determinados para 0s
ligandos livre, L4 e L5, e para os seus respectivos complexos com o ido La®**, Eu** e Tb**
(Figura 3.9 e Tabela 3.2). De uma forma generalizada os valores obtidos de rendimento quantico
de fluorescéncia sdo elevados, demonstrando a boa eficiéncia de fluorescéncia dos compostos.
Para os tempos de vidas de fluorescéncia foram obtidos valores curtos, entre 1 e 2 ns.

Os ligandos livres L4 e L5 apresentam valores de rendimento quéantico de fluorescéncia e

de tempos de vida similares. O ligando L4 apresenta um rendimento quantico de 0.611 e um
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tempo de vida de 1.80 ns, ao passo que o ligando L5 tem um rendimento quantico de 0.644 e um
tempo de vida de 1.56 ns. Com a presenca de um ido metalico emissor no macrociclo é esperado
que este funcione como supressor (do inglés quencher) de fluorescéncia do estado excitado Sy,
com a formagdo de uma nova rota de desactivacdo do estado excitado, com a consequente
reducdo do rendimento quantico de fluorescéncia e do tempo de vida de fluorescéncia. Neste
caso o cromoforo, fenil-benzotiazol, funciona como doador (efeito antena), que transfere energia
para um aceitador, o centro metalico. No entanto, a transferéncia de energia ndo é directa do
estado excitado S; para os estados excitados do metal, sendo provavelmente a partir do estado T,
do croméforo, apds cruzamento de intersistemas, favorecido pelo efeito de atomo pesado do
enxofre'®®. Desta forma, a eficiéncia de supressao do estado S; ndo é directamente comparavel &
eficiéncia efectiva de transferéncia de energia do cromdforo para os estados excitados do centro
metélico, uma vez que ndo € este estado electrénico que transfere energia, mas da uma boa
indicacdo, uma vez que a presenca do ido metalico induz supressdo do estado S;. Este processo
de transferéncia de energia € de extrema importancia para o uso destas sondas em Imagiologia
Optica com ides metélicos da série dos lantanideos, visto que a transicdo electronica directa
nestes ides (4f-4f) é proibida por simetria. Desta forma, devido ao efeito antena, ha aumento da
populacdo no estado excitado do ido metadlico com o consequente aumento do rendimento

quantico de luminescéncia.

Tabela 3.2 — Resultados obtidos dos rendimentos quanticos de fluorescéncia e dos tempos de decaimento de
fluorescéncia adquiridos através da técnica TCSPC para os ligandos livres L4 e L5 e respectivos complexos em
tampao fosfato de soédio 10 mM, pH= 7.4. O ajuste dos dados adquiridos foi realizado com uma curva mono-
exponencial para os ligandos livre e os complexos com La** e Tb*". No caso dos complexos com Eu** os tempos
de decaimento sdo melhor ajustados com uma curva bi-exponencial e para cada um dos tempos de vida sdo
apresentados as contribuicbes de cada uma destas componentes na curva de decaimento (a;).

Rendimento quéntico Eficiéncia de desactivagdo do
de fluorescéncia (®g) | (ns) () 72 (1) () estado S; (1)
L4 0.611+0.015 1.80
LaL4 0.607+0.021 1.82 -
EuL4 0.490+0.016 1.66 (0.691) | 0.88 (0.309) 0.198
TbhL4 0.606+0.016 1.78 0.00818
L5 0.644+0.031 1.56
LaL5 0.624+0.021 1.49 -
EuL5 0.351+0.017 1.18 (0.664) | 0.170 (0.336) 0.455
TbL5 0.602+0.025 1.49 0.0652

a) A eficiéncia de supressdo do estado S; do cromoforo é calculada atraves da razdo do rendimento

quantico de fluorescéncia entre o ligando livre (®2) e o complexo com um ido metalico (®&*°")
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Figura 3.9- tempos de decaimento de fluorescéncia adquiridos através da técnica TCSPC e com o ajuste dos dados
adquiridos com uma curva mono-exponenciais para os ligandos livre e dos complexos com La** e Tb**. No caso dos
complexos com Eu®* os tempos de decaimento sdo melhor ajustados com uma curva bi-exponencial. L4 A), LaL4
B), EuL4 C), TbL4 D), L5 E), LaL5 F), EuL5 G) e ThL5 H) em tampao fosfato de sédio 10 mM, pH= 7.4.

Relativamente aos complexos com o &0 metalico diamagnético La** ndo hé alteracdo
significativa do rendimento quantico assim como do tempo de vida de fluorescéncia, em
comparacao aos respectivos ligandos livres, o que j& era espectavel uma vez que o ido La>* ndo é
luminescente por ndo possuir electrées nas orbitais f. Como tal ndo ha transferéncia de energia
do fenil-benzotiazol para o centro metalico, e o i&o La** ndo funciona como supressor do estado
excitado S; do cromoforo.

Para os complexos com o centro metalico de Eu®* verifica-se uma redugéo tanto no
rendimento quéntico como no tempo de vida de fluorescéncia do ligando, indicando que o Eu**
funciona como supressor, havendo transferéncia de energia do cromoforo para o centro metélico.
O decaimento de fluorescéncia tanto no EuL4 como no EuL5 segue uma cinética bi-exponencial,
onde um dos tempos de vida € proximo do valor obtido para o ligando livre, e o outro tempo de
vida é significativamente inferior. Este fendmeno pode ser interpretado em termos dos
mecanismos de transferéncia de energia. Independentemente do tipo, a eficiéncia de
transferéncia é dependente de um factor de orientacdo entre o dador e o aceitador assim como da
sua distancia de separacdo, neste caso intramolecular. Desta forma, como em solucdo os
complexos podem adoptar um grande nimero de conformagfes, poderd haver um equilibrio

entre complexos que adoptam uma conformacdo adequada em que o cromdforo adopta uma
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orientagdo e atinge uma distancia de separacdo doador-aceitador adequada para a transferéncia
de energia com um tempo de vida 1, com complexos que ndo adoptam uma conformacéo
adequada para transferéncia de energia, e desta forma tém um tempo de vida de fluorescéncia
similar ao do ligando livre na auséncia do supressor com um tempo de vida 3. A redugdo do
rendimento quéntico de fluorescéncia assim como do 12 € mais acentuada no complexo EuL5 do
que no complexo EulL4, reflectindo a maior eficiéncia de supressdo do estado S; no EuL5. No
entanto, esta maior eficiéncia do EuL5, como veremos na sec¢do 3.3.5, ndo se traduz num maior
rendimento quéantico de luminescéncia comparativamente ao EulL4, tendo este Gltimo complexo
um rendimento quantico de luminescéncia cerca de uma ordem de grandeza superior ao EuL5.
Isto pode ser explicado pelo maior nimero de rotas de desactivacdo do complexo EuL5 em
relacdo ao EuL4, como veremos nas sec¢Oes seguintes, sendo uma dessas rotas de desactivacéo
provavelmente uma transferéncia de energia de volta do Eu®* para o croméforo.

Nos complexos com a presenca de Th** tanto no L4 como com L5 a reducéo do
rendimento quantico de fluorescéncia assim como do tempo de vida de fluorescéncia é pouco
significativa ou mesmo inexistente, demonstrando a fraca capacidade de supressdo do estado S;
do fenil-benzotiazol pelo ido Th*".

Deste estudo perspectiva-se que a utilizacdo destas sondas para Imagiologia Optica seja
mais favoréavel para os complexos com Eu** do que para os complexos com Th**, devido & maior
eficiéncia de supressdo do estado S; do croméforo nos complexos com Eu®*, sendo esta
informacao apoiada pelo maior rendimento quantico de luminescéncia obtido para os complexos

com Eu** (seccdo 3.3.5).

3.3.4 Estudo do estado tripleto

A transicdo electronica T1<So € uma transicdo proibida pela Mecénica Quéntica pela
regra de seleccdo de spin, que enuncia que para uma transicdo electronica ser permitida, a
multiplicidade de spin deve-se manter inalterada (AS=0). O que acontece em cromoéforos
organicos é a transicdo electronica do estado fundamental singleto (So) para um estado
electronico singleto excitado (Sy) que decai para o estado singleto excitado de menor energia
(S1). A partir do estado S; pode ocorrer cruzamento intersistemas para um nivel do estado
tripleto isoenergético que subsequentemente decai para o estado tripleto de menor energia (T1).
De igual forma, o processo de cruzamento de intersistemas é proibida, levando a que seja um

processo com uma cinética lenta com tempos de vida na ordem dos us aos s. No entanto, a
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presenca de atomos pesados na estrutura do composto provoca o chamado efeito de 4&tomo
pesado, em que ocorre acoplamento spin-drbita tornando a transicdo parcialmente permitida.
Devido ao tempo de vida longo do estado tripleto, normalmente h& varios mecanismos de
supressdo do estado T;, nomeadamente por processos ndo-radiativos de conversédo interna para o
estado fundamental, ou supressdo pelo oxigénio presente em solu¢do ou no presente trabalho o
estado tripleto ird ser suprimido pelos ides lantanideos (Ln**) por transferéncia de energia
Ln3+<—T1139'14°.

Nos composto aqui estudados, ambos os ligandos apresentam um atomo de enxofre na
estrutura do benzotiazol, e devido ao seu efeito como &omo pesado é expectavel haver

cruzamento intersistemas e aumento da populagdo do estado tripleto,®

0 qual em solucéo
desarejada ira sofrer supressdo por transferéncia de energia para os aomos de lantanideo, com a
consequente reducdo do tempo de vida do estado tripleto. A energia do estado tripleto (T;) €
determinada através do estudo de fosforescéncia (pela transicdo So«—Ti) ou por um metodo de
transferéncia de energia tripleto-tripleto desenvolvido por Bensasson e Land que envolve povoar
0 estado tripleto do composto em estudo (aceitador) por um doador, a referéncia, cuja energia do
estado tripleto é conhecida. Desta forma se o estado tripleto do composto em estudo for
suprimido pela referéncia, o nivel de energia do estado tripleto do composto em estudo encontra-
se acima do nivel de energia do estado tripleto da referéncia. Se o estado tripleto do composto
ndo for suprimido pela referéncia entdo o nivel de energia do estado tripleto encontra-se abaixo
da referéncia’®. No entanto, por questdes técnicas e de tempo ndo se determinou a energia do
estado Ti, mas podemos estimar que a energia do estado tripleto (T;1) dos compostos aqui
estudados seja proximo do valor obtido para o 2-fenil-benzothiazol, que é similar ao cromoforo
conjugado nos ligandos aqui desenvolvidos, e portanto € uma boa aproximacdo. A energia do
estado T; para o 2-fenil-benzothiazol em solvente polar é Er= 250 kJ mol™ (¥= 20870 cm™,
A= 479 nm)**,

A identificacdo do estado tripleto foi realizada pela obtencdo dos espectros de diferenca
de densidades Opticas transiente, resolvido no tempo em nano-segundos, usando um
espectrometro de flash fotdlise com excitacdo a 355 nm. A aquisi¢do dos espectros de absorcdo
transiente dos ligandos L4 e L5, em equilibrio com ar, mostrou haver supressdo do sinal pelo
oxigénio atmosférico dissolvido em solucdo, com a consequente diminuicdo do tempo de vida,
comprovando que a espécie transiente em ambos os casos é um estado tripleto. Neste tipo de
espectros foi possivel estudar a transigdo electronica T,«T; e foi medido o tempo de vida do
estado tripleto em solucGes desarejadas. Do espectro de absorgdo transiente a banda com valores

negativos de variacdo de densidade dptica (A.O.) demonstra a deple¢do do composto do estado
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fundamental para o estado tripleto. A banda com valores positivos de A.O. ¢ referente
possivelmente a transicdo T,«—T; em que o comprimento de onda do maximo de A.O. para o
ligando L4 é a 460 nm e para o ligando L5 é a 450 nm (Figura 3.10). De salientar que a fraca
qualidade do espectro de absorcdo transiente obtido para o ligando L5 advém do facto do ligando
ser fotodegradavel como demonstrado na seccdo 3.3.2, e com a utilizacdo de um laser o
composto vai-se degradando, com a consequente diminui¢do da sua concentragdo em solucao.
Do estudo do tempo de vida do estado tripleto foi obtida uma cinética de primeira ordem, com
tempos de vida de 94 pus e 153 ps para o ligando L4 e L5, respectivamente (Figura 3.10 e
Tabela 3.3).

A incorporacdo de um ido metélico da série dos lantanideos neste tipo de ligandos ndo
altera 0 maximo de absorcdo de transiente, uma vez que o cromoforo estd separado do
macrociclo, ndo havendo interaccdo directa entre ambos, e portanto, verificou-se que 0s
espectros de absorcdo transiente dos complexos s@o iguais aos respectivos espectros dos ligandos
livres. No entanto, é esperado que o ido metalico provoque supressdo do estado tripleto devido a
transferéncia intramolecular de energia deste estado para um dos estados excitados do ido
metéalico, provocando uma diminui¢do do tempo de vida do estado tripleto, a semelhanca do que
tinhamos visto no estudo do decaimento de fluorescéncia (seccdo 3.3.3). Para ocorrer uma
transferéncia energética eficiente, com consequente rendimento quantico de luminescéncia
elevado, a regra empirica de Latva*? sugere que a diferenca energética (AE) entre o estado

tripleto T; e o estado excitado emissor do id0 metalico deva ser entre 1850-5000 cm™, inclusive

Tabela 3.3 — Resultados obtidos por flash fotdlise com a obtencdo da constante de decaimento do estado tripleto
a 450 nm e respectivo tempo de vida para os ligandos livres L4 e L5 e respectivos complexos em tampao fosfato
de sédio 10 mM, pH=7.4.

P(2) 1=450 nm? | 1 (ps)”

L4 1.06x10* 94
LalL4 1.17x10% 85
EulL4 1.46x10% 68
TbhL4 1.15x10* 87

L5 6.53x10° 153
LaL5 6.58x10° 152
EuL5 1.53x10° 4.06
TbL5 8.36x10° 121

a) Constante de decaimento do estado tripleto (T;) pelo ajuste dos dados experimentais da diferenga
de absor¢do transiente (A.O.), a 450 nm, com uma equacdo de cinética mono-exponencial
(4.0.= P(1) x e P@t 4 p(3)).

b) Tempo de vida de decaimento do estado T; (==1/P(2)).
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Figura 3.10- Espectro de diferenca de densidade Optica transiente resolvida no tempo em nanosegundos apés um pulso
de laser (Aex= 330 A), 350 B)) com os decaimentos do estado T; a 450 nm para o ligando L4 A) e L5 B) em tampéo
fosfato de sodio 10 mM, pH=7.4.

se AE for inferior a 1850 cm™ hé transferéncia de energia de volta do ido metalico para o estado
tripleto T; do croméforo. Desta forma, o ido lantanio (La**), por ndo possuir electrdes nas
orbitais 4f e consequentemente também n&do possuir estados electronicos excitados emissores na
regido visivel-infravermelho proximo, ndo suprime o estado tripleto do croméforo e, como
podemos ver na Tabela 3.3 o0 tempo de vida do estado T; fica praticamente inalterado com a
presenca de La®*". Por outro lado, com a presenca de Eu®* no macrociclo h4 uma reducdo
significativa do tempo de vida de T; em ambos os complexos para 68 ps e¢ 4.06 us nos
complexos EuL4 e EuL5, respectivamente, demonstrando que o ido metalico Eu** é um bom
supressor do estado Ti, ocorrendo uma transferéncia energética eficiente. No entanto, com a
incorporacéo do i&o Th** a reducdo do tempo de vida T; em ambos os complexos ThL4 e ThL5
ndo é tdo pronunciada, o que indica que a transferéncia de energia ndo é muito eficiente para o
id0 metélico Th*". Como veremos na seccdo 3.3.5, a diferenca aproximada de energia entre Ty e
o estado excitado emissor do Th** (°D,) nos complexos ThL4 e ThL5 é inferior a 1850 cm™,

demonstrando a razéo de ndo haver supressao significativa do estado tripleto nestes complexos.
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3.3.5 Estudo da luminescéncia dos complexos

Como ¢ sabido da literatura, a maioria dos ides da série dos lantanideos s&o emissores na
regido visivel e infravermelho proximo. No presente trabalho foi estudada a possibilidade dos
ligandos desenvolvidos poderem ser usados como sondas em Imagiologia Optica. Os ibes
metalicos escolhidos foram o Tb**, emissor no visivel, e o &0 Eu®*, emissor no visivel e
infravermelho préximo. A escolha destes metais remete para o facto de apresentarem maior
rendimento quéntico de luminescéncia que os restantes ides da série dos lantanideos e sobretudo
o Eu* inclui ainda a vantagem de emitir no infravermelho préximo e portanto na janela
terapéutica onde poucos constituintes bioldgicos absorvem ou emitem. Acresce ainda a
vantagem de terem tempos de vida de luminescéncia em solugdo mais elevados que os restantes
i0es da série dos lantanideos emissores no visivel-infravermelho proximo que sofrem grande
supressdo pelo solvente, podendo ser realizada Imagiologia Optica resolvida no tempo com
maiores tempos de atraso de aquisicao.

Como ja tinha sido discutido anteriormente, os ides da série dos lantanideos tém baixos
coeficientes de absorcdo molar (normalmente 1 M™ cm™) devido & proibicdo por simetria da
transicdo (regra de Laporte). Devido a esta proibicdo, o estado excitado do metal € povoado
através de transferéncia de energia da por¢do do PiB ap0s a sua excitacdo (efeito antena) sendo
estudada a emissdo de luminescéncia envolvendo o decaimento do metal do seu estado excitado
emissor para os varios niveis do estado fundamental. As transi¢cGes que envolvem a emissao dos
complexos de Eu** tém lugar do seu estado excitado de mais baixa energia D, para o estado
fundamental ’F;, ao passo que no complexo de Tb** as transicdes ocorrem do seu estado excitado
de mais baixa energia °D, para o estado fundamental ‘F;. Na Figura 3.11 apresentam-se 0s
espectros de emissdo de luminescéncia dos complexos EulL4, EuL5, TbL4 e TbL5, com os
respectivos espectros de absor¢édo e espectros de excitacdo de luminescéncia.

Como referido anteriormente, a presenca do metal no quelato ndo altera o espectro de
absorcdo comparativamente ao ligando livre, demonstrado que o macrociclo e o cromdforo estéo
bem separados, ndo havendo qualquer tipo de interaccdo entre ambos. O espectro de excitacdo de
luminescéncia corresponde bem ao espectro de absor¢do do respectivo complexo, indicando que
efectivamente o fenil-benzotiazol € o cromoforo responsavel pela formacdo do estado excitado
do metal, nomeadamente a transi¢do *m«m (Figura 3.11), por um mecanismo de transferéncia de
energia através do estado tripleto T, do cromoforo que sofre supressdo, com reducdo do seu
tempo de vida, na presenca de um metal emissor (ver sec¢do 3.3.4). No entanto, no caso do

ThL4, apesar de os maximos das duas bandas do espectro de excitagdo de luminescéncia estarem
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no mesmo comprimento de onda do respectivo espectro de absorcdo, existe uma diferenga na
intensidade relativa das bandas, o que poderd indicar a existéncia de um outro mecanismo de
transferéncia de energia mais favoravel, e que ndo seja o vulgar processo de transferéncia de
energia de ressonancia de Forster (do inglés Forster Resonance Energy Transfer, FRET). Este
mecanismo de transferéncia baseia-se num processo de acoplamento através do espagco do
momento de transicdo de dipolo entre as fun¢bes de onda do doador (fenil-benzotiazol) e do
aceitador (o centro metélico). Os dados experimentais sugerem haver sobreposicdo espectral
entre o estado tripleto do fenil-benzotiazol conjugado no complexo, e o estado excitado do Th**
(°D4), sugerindo um mecanismo de transferéncia de Férster. No entanto, a diferenca de energia
(AE) entre o estado T; (usando como aproximacdo o valor de energia do estado T; do fenil-
benzotiazol, 20870 cm™, ver seccdo 3.3.4) e o estado excitado emissor do Th*" (°Ds, em que a
energia deste estado é calculado através da transicdo 'Fg«<"D4 dando um valor de 20503.57 cm™,
Tabela 3.4) é igual a 366.4 cm™, 0 que segundo a regra empirica de Latva, como referido na
seccdo 3.3.4, sugere que ha transferéncia de volta do ido metalico para o cromoforo quando esta
AE é inferior 1850 cm™ **2 o que torna o mecanismo de transferéncia de energia de Forster
pouco eficiente. A partir do espectro, 0 processo de transferéncia de energia parece ser mais
eficiente a partir da banda associada a transferéncia de carga do fenil-benzotiazol conjugado. A
partir destes dados experimentais podemos propor um mecanismo de transferéncia de energia de
Dexter por meio de transferéncia simultanea de dois electrdes, de um electrdo do doador para o
aceitador e outro electrdo em sentido inverso, uma vez que a transferéncia do metal para o
ligando esta favorecida neste sistema. Este mecanismo é pouco restritivo, podendo haver
transicdo entre estados de qualquer multiplicidade de spin, desde que haja sobreposicdo
orbital*®*. A ocorréncia deste mecanismo no complexo TbL4 também pode ser explicada pela
distancia de separacao entre o cromdforo e o centro metalico, que devera ser inferior a 1000 pm
(10A), distancia maxima para que possa ocorrer transferéncia de energia pelo mecanismo de
Dexter'*®. Por esta ordem de ideias, 0 processo de transferéncia de energia pelo mecanismo de
Dexter para os complexos envolvendo o ligando L5 serdo improvaveis, uma vez que a distancias
entre o cromoforo e o centro metalico, separados por uma cadeia alifatica saturada de 6 carbonos
(adoptando a conformacéo all trans de mais baixa energia) mais um grupo amida, devera ser
superior a 10 A, sendo espectéavel que a transferéncia de energia ocorra por um mecanismo de
Forster. No entanto, no complexo TbL5, a separacdo de energia entre o estado excitado T; e 0
estado excitado °D4 do Th** é igual a 366.4 cm™, mostrando que também ocorre transferéncia de
volta do metal para o croméforo. Também neste complexo, o tempo de vida de luminescéncia

obtido foi de 0.079 ms, que é extremamente curto em relacdo aos valores habituais para 0s
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complexos com Tb**, mostrando efectivamente ocorréncia de mais uma rota de desactivagéo.
Para os complexos EuL4 e EuL5 esta diferenca de energia entre o estado T; do croméforo e o
estado excitado do Eu®** (°Dp) é igual a 3615.2 cm™ e 3624.2 cm™, respectivamente, 0 que
segundo a regra de Latva, sugere que esta dentro do intervalo de energia adequado para uma boa
eficiéncia de transferéncia de energia do cromoforo para o ido metélico. A baixa diferenca de
energia (T1-°Ds) nos complexos com Tb*" reflectem uma transferéncia de energia pouco
eficiente, ocorrendo transferéncia de volta para o croméforo, tendo tempos de vida de
luminescéncia menores que os habituais, 0s quais séo tipicamente superiores aos dos respectivos
complexos de Eu®*. Esta situacdo traduz-se em rendimentos quanticos de luminescéncia dos
complexos com Tb®" cerca de uma ordem de grandeza inferior aos respectivos complexos com
ido Eu®* (Tabela 3.4).

Os tempos de vida de luminescéncia dos complexos EuL4 e EuL5 estdo sumariados na
Tabela 3.5. Atraves desses valore em H,O e D,O é possivel obter o valor do numero de
hidratacdo na primeira esfera de coordenacdo do metal (q). A obtencdo deste parametro é
possivel uma vez que existe um efeito isotopico quanto ao processo de supressdo do estado
excitado do metal, por meio de transferéncia de energia vibracional envolvendo niveis
vibracionais de alta energia das moléculas de solvente. O oscilador O-H, do H,O, é um supressor
mais eficiente que o oscilador O-D, do D,0, e a eficiéncia de supressdo de luminescéncia é
inversamente proporcional ao intervalo de energia entre o estado excitado emissor do metal e 0s
vérios niveis do estado fundamental, sendo este intervalo aproximadamente de 12000 cm™ para o
Eu®* e 15000 cm™ para o Th*". Desta forma, o processo de supressdo é mais eficiente no Eu®** do
que no Th**, uma vez que o acoplamento do estado excitado do Eu®" com o oscilador O-H ocorre
para 0 seu terceiro sobreton (do inglés overtone) e para o estado excitado do Th*" 0 acoplamento
ocorre para o quarto sobreton do oscilador O-H da agua, e assim neste ultimo, o factor de
sobreposicdo de Franck-Condon é menor (ver sec¢do 3.3.1), tornando o processo de supressao
menos eficiente (Figura 3.12). O mesmo tipo de explicacdo é dado para a maior eficiéncia de
supressdo do oscilador O-H do H,O comparativamente ao oscilador O-D do D,0, uma vez que a
frequéncia de elongacdo da ligacdo O-D é menor que na ligacdo O-H e desta forma, o
acoplamento do estado excitado do metal ocorre para um sobreton superior no oscilador O-D,
levando a um factor de sobreposicdo de Franck-Condon menor, e a uma eficiéncia de supressdo
menor comparativamente ao oscilador O-H. Assim, quanto maior for o namero de moléculas de
agua coordenadas ao centro metalico, maior sera a eficiéncia de supressdo do estado excitado do

if0 metalico, e menor serd o seu tempo de vida'**'*. Desta forma usando a equacdo de
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Figura 3.11- Representacdo dos espectros de absor¢do (azul tracejado), do espectro de luminescéncia
(preto) e o espectro de excitagdo de luminescéncia (vermelho) para o complexo EuL4 A), EuL5 B),
TbL4 C) e TbL5 D) em tampéo fosfato de sédio 10 mM, pH=7.4, T= 298K.
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Tabela 3.4 — Determinacdo do comprimento de onda e nimero de onda das transi¢des de emissdo de
luminescéncia com a indicacdo do tipo de transicdo, do rendimento quantico de luminescéncia (") e dos
tempos de vida de luminescéncia dos complexos EulL4, EuL5, TbL4 e TbL5 em solugdo aquosa (H,0O) em
equilibrio com o ar com tampéo fosfato de sédio 10 mM, pH=7.4, T=298 K.

Rendimento .
A g Tempo de vida de
A excitacio . . 1 - Quéntico de ! .
Complexo nm (cm-1) ) emissao nm (cm) | Transicdo luminescéncia Luminescéncia em
em H,O (®Ln)? H20 (ty, ms)
EuL4 330 (30303) 579.55 (17254.77) "Fy—°Dy
588.26 (16999.29) s
F1<— D()
594.55 (16819.44)
615.36 (16250.65) s
Fo<—"Dyg
624.34 (16016.91)
653.76 (15296.13) "F3—*Dyg L835x10°
. x10™ +
683.80 (14624.16) 7 7%10° 0.583
688.73 (14519.48) s
F4<— DO
694.57 (14397.40)
701.40 (14257.20)
753.33 (13274.40) s
F5<— DO
763.19 (13102.90)
822.16 (12163.08) "Fe—Dy
EuL5 360 (27778) 579.85 (17245.84) "Fo—"Dy
588.55 (16990.91) s
F1<"Dg
595.00 (16806.72)
615.79 (16239.30) s
Fo<"Dg
624.34 (16016.91)
653.76 (15296.13) "F3—"Dy Y
689.15 (14510.63) L s 0.400
694.85 (14391.60) "Fy—5Dy '
701.54 (14254.36)
756.25 (13223.14) s
Fs<"Dg
763.75 (13093.29)
822.83 (12153.18) s
FG(_ DO
831.60 (12025.01
TbL4 330 (30303) 487.72 (20503.57) "Fs—°Dy,
544.26 (18373.57) "Fe—Dy
586.95 (17037.23) "Fye—"Dy4 "
621.01 (16102.80) | 'Fo—Ds 2.(:‘112:118_5 * 0.298
651.01 (15360.75) "Fe—5D, '
669.14 (14944.56) Fi—"D,4
681.83 (14666.41) "Fo—"D4
TbL5 360 (27778) 488.03 (20490.54) "Fs—°D,
544.41 (18368.51) "Fs"D, 2.089x10° +
— " 0.079
586.95 (17037.23) Fi—"D, 5.7x10
621.15 (16099.17) F°D,

a) Rendimento quéantico de luminescéncia determinado por método comparativo usando como referéncia
[Ru(bpy)s]Cl, em equilibrio com o ar (d= 0.028)'%.
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Horrocks*** é possivel obter o valor de q:

q= A(kHZO - kDZO),onde k= % (3.6)
onde ky,o € kp,o s30 a constante de velocidade observadas de desactivagao do estado excitado
do metal em H,O e D,0, respectivamente, onde a constante € o inverso do tempo de vida do
estado excitado em ms™, e A é uma constante de proporcionalidade que para o Eu®* é 1.05. No
entanto, esta equacdo ndo leva em consideracdo o pequeno efeito das moléculas de solvente na
esfera externa no decaimento do estado excitado do ido metalico e assim foi proposto por Beeby
et al. uma nova equacdo, tendo em conta esta consideracdes™*>:
Qeorr = A’ X Ak corr, onde Akcorr, = (kiy,0 — Kp,0) + B (3.7)

onde A’ é a constante de proporcionalidade, que para Eu** é 1.2 em vez de 1.05 na equacéo de
Horrocks, e B é um factor correctivo para a esfera externa, que para o Eu** é -0.25 ms™.

Os valores de g obtidos pela equacéo de Beeby et al. para o EuL4 e EuL5 foramde 1.12 e
1.30, respectivamente (Tabela 3.5). Nao se considerou necessario fazer a determinacao de q para
0s complexos TbL4 e TbL5, uma vez que este valor ndo ira ser significativamente afectado pela
troca entre estes ibes metalicos. Este tipo de complexacdo ocorre por interaccdo electrostatica,
ndo havendo preferéncia geometrica no complexo pela orientacdo das orbitais (como acontece
nos metais de transicdo) mas sim por efeitos estereoquimicos. Uma vez que os dois ides
metalicos tém raios atomicos muito semelhantes, 0 nimero de coordenacdo devera manter-se
inalterado. Os valores de q obtidos para os complexos de Eu®* sdo consistentes com os dos

complexos de ligandos poliaminocarboxilatos octadentadas estruturalmente semelhantes onde

ZSF
Europium (III) ¥(O-H)  ¥(0-D) Terbium (III)
v=5 —_— vET
Sp -
2
20} s —_ e 504
Oy vea
500 —\\— — ves
B -3
& ’ S
'
o s
< e
x , &=
= E|l € g| €
1E 0k g'| o e o2
L 5| 2 4L
. 3 vel — =| &
> = = — sl 2| =
—_
2
o sk TFe veO — — wv*0O TFo
| 7F, TFs
ol e s
—— 7rg

Figura 3.12- Desexcitacdo dos ies Eu®* e Tb** pelos osciladores OH e OD (retirado da referéncia 144).
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uma molécula de &gua ligada ao centro metalico aumenta o nimero de coordenacdo total do
complexo para 9'*°. No caso do complexo EuL4, em que L4 é um derivado do DOTA, ele
apenas tem uma &gua coordenada ao centro metalico, levando a que o niumero de coordenagdo
seja igual a 9. No entanto, no EuL5, um derivado de DO3A, este nimero de coordenacdo nédo é
tdo evidente. Porém héa evidéncias na literatura que em compostos similares que possuem um
grupo carbonilo como substituinte no DO3A, ha coordenacdo do grupo carbonilo ao centro
metalico™*’. O valor de q igual a 1.30 obtido para o complexo EuL5 sugere que existe um
equilibrio entre complexos com uma e com duas aguas coordenadas ao centro metalico,
evidenciado que a coordenacdo do carbonilo ndo é suficientemente forte para impedir a entrada
de uma segunda molécula de agua para se coordenar ao centro metalico. No entanto, este valor q
demosntra que o complexo se encontra maioritariamente em solucdo, cerca de 70%, com o
carbonilo e uma molécula de 4gua coordenada ao centro metalico, e que uma menor percentagem
do complexo em solucdo, de 30%, que em vez de ter o carbonilo coordenado tem duas
moléculas de agua coordenadas.

Da literatura sabemos que os complexos de Ln** com derivados de DOTA e DO3A se
encontram em solucdo na forma de dois isomeros, SAP e TSAP, com geometrias diferentes, que
correspondem a dois pares de enantidmeros com diferentes combinagdes das geometrias AAAA €
8600 para o macrociclo e A e A para a orientagdo dos grupos pendentes (Ver seccao 2.4)19. A
partir dos espectros de luminescéncia dos complexos de Eu®* (Figura 3.11) é possivel verificar o
namero de espécies diferentes em solucdo e o tipo de ambiente quimico que envolve o ido
trivalente Eu®*, nomeadamente a simetria do quelato. A transicdo 'Fo—‘Dy no espectro de
complexos de Eu** ndo apresenta sub-niveis degenerados, sendo portanto uma transicio Unica
para cada espécie diferente presente em solucdo™. Do espectro de luminescéncia tanto do EuL4
como no EuL5 s6 é visivel um pico entre 577-581 nm, correspondente a transicdo 'Fo«<"Do, a
579.55 nm (17254.77 cm™) e a 579.85 nm (17245.84 cm™), respectivamente, mostrando que uma
das geometrias € muito mais favoravel que a outra, tanto que sé é visivel uma espécie em
solucdo (Tabela 3.4 e Figura 3.11). No caso do EuL5, tinhamos verificado que existe um
equilibrio entre o complexo com uma molécula de adgua coordenada e o complexo com duas
moléculas de agua coordenadas, no entanto s6 foi identificado uma espécie em solucéo para o
complexo EuL5, sendo isto explicado que com a substituicdo da coordenacdo do carbonilo por
uma segunda molécula de adgua, ndo ha alteracdo significativa na simetria do ambiente quimico
sentido pelo i Eu®*, justificando-se desta forma a ocorréncia de apenas uma transicéo 'Fo—Dq
no complexo EuL5, associado a presenca de apenas uma espécie em solucdo. O estudo

computacional, apresentado na proxima seccao 3.3.6 ird esclarecer quanto ao tipo de geometria
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favoravel para o complexo EuL4 (SAP ou TSAP) e sera deduzida pela informacéo da literatura a
geometria espectavel para o complexo EuL5.

Como referido na sec¢do 1.3.1, as transi¢des de dipolo eléctrico sdo proibidas por
paridade nos i6es Ln**. No entanto, quando estes ides sdo colocados em ambiente quimico,
interaccOes ndo centrosimétricas permitem a mistura de estados electronicos de diferentes
paridades tornando estas transicOes parcialmente permitidas e a intensidade de algumas
transicBes sdo particularmente sensiveis ao ambiente. O campo eléctrico assimétrico provocado
pelo ambiente quimico destrdi a simetria esférica do ido, provocando desdobramento de cada
nivel espectroscdpico (efeito do campo do ligante) em varios sub-niveis, dos véarios niveis de
energia com diferentes nimeros quanticos J, sendo o desdobramento dependente do grupo de
simetria do complexo™°.

Os espectros de emissao dos complexos EuL4 e EuL5 (Figura 3.11), como era espectavel,
s30 muito parecidos, indicando ambientes quimicos semelhantes envolvendo o catido Eu®" nos
dois complexos. Em ambos os espectros foi possivel a identificacdo de todas as transicdes
envolvidas no Eu**, 'F;<—°D, com J=0-6, tendo sido necessario ampliar 10x a intensidade de
emissao da zona espectral das transicdes de mais fraca intensidade para poderem ser visualizadas
("Fs<"Dg e "Fe<—"Do). A partir dos espectros podemos verificar que a transicdo de dipolo
magnético ("F1«<"Dy), e a transicdo 'Fs«— Do tém intensidades relativas semelhantes & transicdo
hipersensivel ao ambiente ("F»<—°Dy), indicando um ambiente quimico, envolvendo o ido Eu®*,
de alta simetria, & semelhanca de outros derivados de complexos de DOTA e DO3A™"*4.
Apesar da simetria total dos complexos estudados ser C1, ou seja ndo tém simetria, a simetria so
do quelato é aproximadamente C4, em ambos os complexos. Com esta simetria, 0S niveis
energético com diferentes valores do numero quantico J sdo desdobrados em varios sub-niveis,
havendo, para o tipo de simetria tetragonal geral, e para 0s nimeros quanticos J=0,1,2,3,4,5,6
respectivamente, desdobramento em 1, 2, 4, 5, 7, 8, 10 sub-niveis. Este aumento do niamero de
sub-niveis a medida que J aumenta, provoca uma maior sobreposicdo espectral destes subniveis
para cada valor de J, tornando-os indistinguiveis>>. Contudo, podemos ver no espectro de EuL4 e
EuL5 que ha dois subniveis para a transicdo 'F1«>Dy, estando em concordancia com a simetria
esperada dos complexos. A transicdo puramente de dipolo magnético, 'F1<°Do, é semelhante em
ambos os complexos. No entanto, a transicdo 'F»<°Dy, hipersensivel ao ambiente e de dipolo
eléctrico induzido, é mais intensa no complexo EuL4. De forma a explicar a hipersensibilidade
da transicdo tem sido recorrido a modelos de acoplamento estatico, como a teoria de Judd-

150

Ofelt**®, e a modelos de acoplamento dinamico, ou mecanismo de polarisabilidade™°, sendo a

intensidade da banda dependente da geometria de coordenacdo e dos atomos envolvidos na

89



CAPITULO 3

coordenacdo. No ultimo modelo, a intensidade da transicdo hipersensivel é explicada em termos
da polarisabilidade dipolar dos atomos do ligando, assim como da geometria do complexo. Desta
forma, a diferenca de intensidade na transicio 'F.—°D, pode ser racionalizada da seguinte
maneira: como tinhamos visto anteriormente, pela determinacdo do nimero de hidratacdo no
complexo EuL5, o grupo carbonilo do macrociclo nem sempre esta coordenado ao centro
metélico, existindo um equilibrio entre o complexo com o carbonilo coordenado e néo
coordenado. Uma vez que nem sempre o grupo carbonilo esta coordenado, ha uma diminuicdo
da polarisabilidade local dos &tomos do ligando envolvidos directamente na coordenacéo ao ido
metalico e consequentemente a intensidade da transicdo € menor que no caso do EuL4 em que 0s
grupos acetatos est&o todos fortemente coordenados ao Eu**.

No complexo ThL4 é possivel identificar todas as transicdes (‘Fy—>Da, com J= 6-0). No
entanto, mesmo com ampliacdo, no complexo TbL5 néo foi possivel visualizar as transicdes de
mais fraca intensidade ("Fj<—"Ds, com J=2,1 e 0) (Figura 3.11). No espectro de emissdo do
complexo TbL4 e TbL5, assim como no EuL5, € visualizada uma banda a 408 nm e a 442 nm,
respectivamente, que ndo corresponde a emissdo do ido metélico, e que se encontra na mesma
zona espectral que a fluorescéncia da porcdo do PiB. Porém, uma vez que 0s espectros de
luminescéncia foram adquiridos com um tempo de atraso de 100 ys e como o tempo de vida de
fluorescéncia é entre 1 e 2 ns (ver sec¢do 3.3.3), esta banda ndo pode corresponder a um tipo de
fluorescéncia normal. Curiosamente esta banda é verificada com os ligandos L4 e L5 livres,
adquiridos com um tempo de atraso de 200 ps e o espectro de excitacdo corresponde ao espectro
de absorc¢do dos respectivos ligandos (Figura 3.13). Este fenOmeno parece estar associado a um
tipo de fluorescéncia atrasada, em que a partir do estado excitado singleto de menor energia (S;)
ocorre cruzamento intersistemas com a formacéo do estado tripleto, e de seguida ha novamente a
formacdo do estado S;, ocorrendo a partir deste estado emissdo de fluorescéncia mas numa
escala temporal mais longa. No entanto, mais estudos sdo necessarios para esclarecer este
fenémeno.

O rendimento quantico total de luminescéncia (®1") foi obtido da mesma forma que o
rendimento quantico de fluorescéncia usando como referéncia uma solucdo de [Ru(bpy)s]Cl, em
equilibrio com o ar. Tendo em conta que o rendimento quéntico total de luminescéncia é descrito
como:

ofn
Ln
‘bLn

CDII:n = npDop X Nee X (Dkg = Nsens X CDE}; Nsens = (3.8)

onde np,, € a eficiéncia de popular os niveis energéticos responséaveis pela transferéncia de

energia para os niveis excitados dos Lantanideos (I11) ( por exemplo *S, *T, TCLM, estados 4f5d,
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Figura 3.13- Espectro de fluorescéncia atrasada e respectivo espectro de excitagdo de fluorescéncia atrasada
adquiridos com um atraso de 200 ps (linhas a preto) com a sobreposicdo dos espectros de absorgdo e de
fluorescéncia (linha a vermelho) para o ligando L4 A) e para o ligando L5 B) em tampéo fosfato de sodio 10
mM, pH= 7.4, T=298 K.

TCML, ver seccdo 1.3.1) a partir da excitacdo inicial, n., € a eficiéncia de transferéncia de
energia do estado electrénico doador para os niveis energéticos aceitadores do lantanideo (Ln**),
®LM ¢ o rendimento quéntico de luminescéncia intrinseco, que é o rendimento quantico de
luminescéncia centrada no metal apOs excitacdo directa nos niveis electronicos 4f do ido
metalico, e s 6 a eficiéncia total de sensibilizacdo dos estados excitados dos ides Ln®*" que
inclui os termos de eficiéncia de popular os niveis electronicos doadores e a respectiva eficiéncia

de transferéncia de energia (m‘?op X N¢e) (Figura 3.14). Este ultimo parametro pode ser obtido

uma vez que ®I ¢é obtido experimentalmente e os rendimentos quanticos intrinsecos de
luminescéncia (PL1) para os complexos de Eurépio (111) sdo facilmente obtidos pela aquisicdo
do espectro de emissdo de luminescéncia, como veremos. O rendimento quantico intrinseco de
luminescéncia é relacionado com a constante de desactivacdo observada (kons) € com a constante

de desactivacio radiativa (Kraq):

krad 1
OIn = — = b gnde k = = (3.9)
Kobs T

rad’

O valor do rendimento quantico intrinseco de luminescéncia reflecte a extensdo dos processos de
desactivacdo provocados pela esfera interna e externa do metal, dependendo da diferenca de
energia entre o estado electronico emissor e do sub-nivel mais elevado do estado fundamental
(AE). Quanto menor for esta diferenca mais facilmente ocorrera a supressdo do nivel excitado do
metal pelos sobretons vibracionais dos osciladores do ligando coordenado ou do solvente, sendo
principalmente relevante para os metais emissores no infravermelho proximo onde AE ¢

pequeno, sofrendo processos de supressdo mais eficientemente. O Kqps € a constante de
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Figura 3.14- Esquema simplificado para ilustracdo da origem do rendimento quéntico de
luminescéncia total @™ e do rendimento quantico de luminescéncia intrinseco. ED- estado
doador, EA- estado aceitador, EE- estado emissor, A- absorcdo, E-emissdo, linhas a
tracejado denotam processos ndo radiativos. (adaptado da referéncia 51).

velocidade da soma dos varios processos de desactivacdo, que inclui a desactivacao
radiativa (k"29) e os varios processos de desactivacio nio radiativos (k™F):
Kops = k™4 + X, ki" (3.10)

Na auséncia de processos de desactivacdo ndo radiativos k,ps = k™4, Significando que o
rendimento quantico intrinseco de luminescéncia € igual 1, o que é raro tirando o caso de
algumas lampadas inorganicas de fosforo. O tempo de vida observado (tos) € Obtido
experimentalmente, sobrando a determinacdo do tempo de vida radiativo na auséncia de
processos de desactivacdo, que pode ser obtido a partir da equacdo de Einstein para emissdo
espontanea. Alternativamente se o espectro de absorcdo para o nivel electronico emissor for

conhecido g(0), 0 tempo de vida radiativo pode ser obtido da seguinte equacéo:

252
1 — 2303 X 81cn“ vy ,(2]+1)
T Na(2]'+1)

[e(@®)dv (3.11)

onde Na é a constante de Avogadro e J e J’ s&o 0 niumero quéntico J do estados inicial e final da
transicdo, respectivamente. No entanto, no caso do Eu**, a transicdo 'F1«°D, tem um caracter
puramente magnético, servindo como referéncia interna, levando a formulacdo de uma equacao

conveniente e simplificada para a obtengdo de T
! —_ 1 —_ I o
A(W), W'p) = <5 = Aupo X 1 X (ﬁ) (3.12)

. . - . T ~ . I . ~
onde Ayp o€ constante e iguala 14.65 s ' n é o indice de refraccdo do meio e (It—"t) é a razao

MD

entre o integral de todo o espectro de intensidade de emissdo de luminescéncia correspondente as
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transicdes 'Fy—°Do com J=(0-6) e o integral da intensidade da transicdo de dipolo magnético

correspondente a "F1«<—"Dy

51

Experimentalmente foi verificado que o EulL4 tem um rendimento quantico de

luminescéncia cerca de uma ordem de grandeza superior ao do complexo EuL5. Apés a

determinacdo da eficiéncia total de sensibilizacdo dos estados electronicos excitados do metal

verificamos que em ambos 0s complexos este valor é baixo, 0.0274 e 0.00143 para o complexo

EuL4 e EuL5, respectivamente (Tabela 3.5). Esta baixa eficiéncia é explicada devido a distancia

de separacéo entre o croméforo (doador) e o ido metalico (Ln**) ser relativa grande, tornando a

Tabela 3.5 — Célculo dos parametros d, t;, Kr, @£, nsens € ko, Usando os valores obtidos experimentalmente de
Tobs € Kopsem H20 € D20, [ltOt/l(O,l)] e ¢£‘n.

EuL4 EuL5
Tops (H50, ms)? 0.583 +0.003 0.400 +0.011
Tops (D20, Ms)? 1.871 +0.023 0.857 +0.017
Kops (H50, s 1716.26 + 8.3 2500.39 + 70.5
Kops (D;0, s) 534.58 + 6.5 1166.49 + 22.6

q° 1.12+0.01 1.30 £0.07
[1tot/1(0,1)], H,O @ 3.50 6.17
7, (H,0, ms) © 8.29 4.70
kg, (H,0, s)? 120.64 212.75
ot H,09 0.0673 0.0884
@b H,0" 1.835x107 + 7.7x10° | 1.268x10™ + 2.5x107
nsens, H,0 ” 0.0274 0.00143

Tk, (H20, s1)) 1595.6 2287.6

Todos os parametros experimentais foram determinados em tampao fosfato de sédio 10 mM, pH=7.4, T=298 K em
H,O, & excep¢do da determinacdo do tempo de vida de luminescéncia em D,O nas mesmas condicbes de
tamponamento e de temperatura.

a)
b)
c)
d)

Tempos de vida luminescéncia monitorizados no maximo de emissao a 701 nm.

Constante de velocidade de decaimento observada (k,ps = 1/Tops)-

NUmero de aguas coordenadas na esfera interna do metal usando equacéo 3.7.

Contribuicéo relativa da transicdo 'F;._°Dy, 1(0,1), no espectro total integrado de emissdo de luminescéncia,
Itot.

Tempo de vida radiativo na auséncia de outros processos de desactivagao.

Constante cinética radiativa (k, = 1/1,).

Rendimento quéantico de luminescéncia intrinseco do metal (ver descrigdo no texto).

Rendimento quéntico total de luminescéncia determinado por método comparativo usando como referéncia
[Ru(bpy)s]Cl, em equilibrio com o ar (®= 0.028)'%.

Eficiéncia total de sensibilizacdo dos niveis excitados do metal, que inclui a eficiéncia de transferéncia de
energia e de sensibilizacdo dos niveis electrénicos excitados doadores (ver descri¢do no texto).

Soma das constantes ndo radiativas de desactivacdo do estado excitado do lantanideo.
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transferéncia de energia pouco eficiente. Uma vez que esta distancia de separacdo é ainda
superior no EuL5 comparativamente ao EulL4, verificamos que a eficiéncia é cerca de uma
ordem grandeza inferior, tornando ainda mais dificil a transferéncia de energia. Da literatura
verifica-se que complexos com o croméforo directamente coordenado ao centro metalico
apresentam valores de rendimentos quanticos de luminescéncia e de eficiéncia total de

sensibilizagdo cerca de uma ou duas ordens de grandeza superior ao complexo EuL4 "

, sendo
perceptivel que distancia de separacdo entre o cromoforo (doador) e o ido metalico (aceitador) é

um factor chave para o desenvolvimento deste tipo de sondas.

3.3.6 Estudo computacional da geometria conformacional do complexo EuL4

A literatura descreve que este tipo de tetraaza-macrociclos, quando complexados com um
ido metalico Ln**, pode adoptar dois tipos de geometrias em solugdo, designados por SAP e
TSAP (ver seccdo 2.4). Como referido anteriormente, a partir dos espectros de luminescéncia so
foi possivel identificar uma espécie em solugéo tanto no complexo EuL4 como no EuL5. Com o
intuito de esclarecer qual das geometrias € mais estavel, foram efectuados calculos teoricos ao
nivel de teoria de DFT, para o complexo EuL4. Uma vez que sdo necessarios grandes recursos
computacionais para este tipo de calculo com este tipo de complexos de grandes dimensdes, nao
foi efectuado o célculo para o complexo EuL5. Tendo em conta que o complexo s6 tem uma
molécula de agua coordenada na esfera interna do complexo, um dado obtido a partir dos tempos
de vida de luminescéncia do complexo EuL4 em H,O e D,0, foi estudado qual das duas
geometrias isoméricas do complexo com a inclusdo da molécula de agua coordenada é mais
estavel (SAP ou TSAP), bem como a respectiva percentagem relativa de populacdo entre os
conformeros optimizados a 298.15 K. Como o complexo apresenta um numero relativamente
grande de conférmeros possiveis no braco espacador, foi incluido no estudo conformacional a
variacdo do angulo torsional C-C-C-N que liga a porcéo do PiB com o espacador (entre o atomo
de azoto do grupo amida e os 3 carbonos seguintes do espagador), pois aparenta ser o angulo
conformacional mais relevante em termos energéticos para a definicdo da conformacdo mais
estavel. Foram assim estudados 6 conférmeros, 3 com geometria SAP e 3 com geometria TSAP,
e dentro de cada uma destas geometrias foi variado o angulo torsional inicial C-C-C-N a 180°,
+90° e -90°, a partir do qual foi optimizado a geometria dos conférmeros. Os conférmeros foram

genericamente apelidados pelo tipo de geometria do quelato (SAP ou TSAP) com a indicagéo do
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angulo torsional C-C-C-N inicial (180, +90° e -90°). Desta forma os conférmeros séo apelidados
de SAP180, SAP+90, SAP-90, TSAP180, TSAP+90 e TSAP-90 (Figura 3.15).

Os resultados dos célculos demonstram que para o complexo EulL4, o conférmero
SAP180 é o mais estavel energeticamente, tendo em termos populacionais a 298.15 K uma
percentagem relativa em relacdo as restantes estruturas de 68.3%. Fazendo a soma percentual
relativa da populacdo dos 3 conférmeros com geometria SAP a 298.15 K, obtemos uma
percentagem de 90.5%. Apesar de ser impossivel fazer o estudo conformacional completo, com
este valor percentual concluimos que a geometria SAP é muito mais favoravel que a estrutura
TSAP (Tabela 3.6). Estes dados encontram-se em concordancia com a observagdo de apenas
uma transicdo no espectro de luminescéncia a 298 K, indicando apenas um tipo de geometria no
complexo. Apesar de poder haver uma pequena percentagem do complexo com geometria
TSAP, esta percentagem € demasiado pequena para ser visualizada uma segunda transicao
"Fo«—>Dy no espectro de luminescéncia. Estes resultados estdo em concordancia com a literatura,
segundo a qual os complexos de DOTA e derivados, de uma maneira geneérica, adoptam uma
estrutura TSAP com os catifes de maiores dimenstes da série dos lantanideos, La**-Nd*', ao
passo que com os catides de menores dimensdes Sm**-Er**, onde se inclui o Eu®**, a geometria
SAP torna-se mais estavel. Para os catifes de ainda menores dimensdes Tm**-Lu®" a geometria
SAP continua a ser a dominante mas aparece uma forma TSAP’ ndo hidratada (q= 0) em
pequena percentagem. Para o muito menor catido Sc** (dos metais de transicdo) é a geometria
SAP’ (g= 0) a mais estavel™.

Para o complexo EuL5 também foi verificada a existéncia de apenas um pico
correspondente & transicdo 'Fo—Do, indicando a presenca maioritaria de uma das geometrias.
Comparativamente aos resultados da literatura de derivados de DO3A com um substituinte
mono-amida contendo um grupo fosfato, onde a estrutura do macrociclo é praticamente igual a

do complexo EuL5, foi verificada uma proporcdo de SAP/TSAP de 3:1, estudado por

Tabela 3.6 — Energia livre de Gibbs relativa e populagdo em percentagem a 298.15 K, para 0S VArios
conférmeros do complexo [EuL4(H,O)] (ver Figura 3.15) obtidos dos célculos computacionais ao nivel da
teoria DFT.

Conformacédo | SAP180 | SAP-90 | TSAP180 | TSAP+90 | TSAP-90 | SAP+90

AG (kJ/mol) 0 2.789 6.105 8.703 18.662 | 19.735
P29s.15 (%0) 68.3 22.2 5.8 3.6 0.0 0.0
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RMN *H *°. Provavelmente, no caso do EuL5, a geometria SAP deveré ser ainda mais estavel e
por isso apenas se verifica um pico na regido 577-581 nm no espectro de emissdo de

luminescéncia do complexo.

Figura 3.15- Estruturas conformacionais obtidas por célculos teéricos DFT, para o complexo EuL4. As
estruturas A), B) e C) tém geometria SAP e as estruturas D), E) e F) tém geometria TSAP. As estruturas para
ambas as geometrias foram obtidas com varia¢do do angulo torsional C-C-C-N na porg¢do que liga o PiB ao
espacador. Genericamente A) é apelidada de SAP180, B) SAP-90, C) SAP+90, D) TSAP180, E) TSAP+90 e
F) TSAP-90.
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3.3.7 Determinacao da lipofilicidde do complexo GdL5 através do log P

Uma vez que o agente de contraste estudado foi desenvolvido para detectar placas
amildides que se localizam no cérebro, o complexo tem de atravessar a barreira
hemato-encefalica. Algumas regras, enunciadas na literatura, que permitem prever a permeacao a
barreira hemato-enceféalica de compostos anfifilicos em quantidades suficientes para serem
detectados, referem que a massa do composto deve ser inferior a 500 Da e ser suficientemente
lipofilico, experimentalmente estimado pela medicdo do log P, que deve ser proximo de 2 ou
superior’. O valor de log Poyaga Obtido para o complexo GdL5 foi de 0.65+0.028,
demonstrando o carécter anfifilico e hidrofébico do complexo, sendo este valor
significativamente superior aos valores obtidos para os complexos GdLy (x=1,2,3) (Tabela 3.7).
No entanto, este valor de log P, apesar de ser superior ao valor da tioflavina T, continua a ser
significativamente inferior aos valores do PiB e dos derivados lipofilicos fenil-benzotiaz6is***.
O aumento de lipofilicidade do complexo GdL5 relativamente ao complexo GdL1 resultou do
aumento do comprimento da cadeia carbonada saturada do espacador, com 0 consequente
aumento da massa molecular. Apesar das massas moleculares dos complexos GdL2 e GdL5
serem muito semelhantes, o facto do espacador do dltimo complexo ser mais longo que o
espacador no GdL2 permite que a lipofilicidade do complexo GdL5 seja maior.
Comparativamente ao complexo GdL3, que também tem massa molecular semelhante ao
complexo GdL5, o aumento da lipofilicidade neste Gltimo complexo com um valor maior de

log P, é também devido ao maior tamanho do seu espacador, uma vez que é uma cadeia

Tabela 3.7- Comparagdo dos valores de lipofilicidade (log P) e massa molecular do complexo GdL5 com
os compostos de referéncia (tioflavina T e PiB) e os complexos GdLx desenvolvidos anteriormente.

Log POct/H20 | Massa Molecular (daltons) Referéncia
Tioflavina T 0.57 319 99
PiB 1.23 256 152
GdL1(H,0) -0.15 860 114
GdL2(H,0) 0.32 936 115
GdL3(H,0) 0.03 930 115
GdL5(H,0) 0.65%0.028 931 Obtido neste trabalho
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hidrocarbonada saturada de 6 carbonos em comparacdo com o complexo GdL3 que tem uma
cadeia hidrocarbonada saturada de apenas 5 carbonos.

Apesar do valor relativamente favoravel de log P obtido, a massa molecular de 913 Da
permite prever dificuldade do complexo GdL5 permear a barreira hemato-encefalica, Contudo,
nos trabalhos anteriormente desenvolvidos, verificou-se in vivo alguma passagem através da
barreira hemato-encefalica do complexo formado pelo ligando L1, o que permite prever que
ocorra alguma passagem do complexo GdL5 pela barreira hemato-encefalica, embora possa ndo
ser em quantidade suficiente para poder ser detectado por IRM in vivo™.

3.3.8 Medidas relaxométricas, determinacdo da concentracdo micelar critica

(CMC) e do tamanho micelar

Os perfis de dispersdo da relaxacdo magnetica nuclear (NMRD), que representam a
dependéncia da relaxividade proténica em funcdo do campo magneético, sdo vulgarmente
utilizados para caracterizar os agentes de contraste para IRM. O formato das curvas de NMRD,
obtidas a 0.2 mM, a 25° e 37°C, com um pico a uma frequéncia de Larmor de 20 MHz, é
caracteristico dum sistema em rotacdo lenta, que corresponde a uma forma agregada micelar do
composto (Figura 3.16A), tal como tem sido observado para diferentes complexos anfifilicos ou
macromoleculares de Gd**, incluindo para Gd(Lx) (x= 1,3,4)**>*%,

A determinacdo do valor de CMC pode ser feita pela monitorizacdo da variagcdo de uma
propriedade do sistema na regido de concentracdes do CMC. A partir da informacdo do perfil de
NMRD, tentou-se determinar a concentracdo micelar critica através de medidas
relaxométricas™®, analisando a representacéo grafica da velocidade de relaxacdo paramagnética,
R1p, em funcdo da concentracéo de GdL5 a 20 MHz e 25°C. O valor deste campo magnético foi
escolhido uma vez que maximiza o efeito da rotacéo lenta (t;) das micelas, tornando a diferenca
entre a relaxividade do complexo no sistema agregado micelar e monomérico mais evidente.

A uma concentracdo abaixo do CMC apenas a forma monomérica do complexo contribui
para a relaxacdo paramagnética protonica, traduzindo-se em:

R1p = R1°PS — R1¢ = r1™® x Cgq (3.13)
onde R19 é a contribuicio diamagnética para a velocidade de relaxacdo longitudinal, r1™®
representa a relaxividade da forma monomérica ndo agregada do complexo de Gd** (mM™s™), e

Coq é a concentracdo analitica de Gd**. A concentragdes superiores a0 CMC, a velocidade de
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relaxacdo paramagnética é a soma das contribui¢des da forma monomérica e da forma agregada
micelar do complexo, podendo ser traduzida por:
R1p = R1°PS — R19 = (r1™® — r1?) x CMC + r12 x Cgq (3.14)

onde r12 é a relaxividade da forma agregada micelar. O CMC € entdo determinado por ajuste de
minimos quadrados da intercepcdo das duas linhas rectas obtidas experimentalmente. No
entanto, como j& tinhamos a informacdo que a 0.2 mM o complexo ja se encontrava na forma
micelar, a partir da Figura 3.16B foi possivel verificar que ndo ha alteracdo das propriedades
relaxométricas do composto entre 3 mM e 0.1 mM, demonstrando que neste intervalo de
concentragfes o complexo se encontra na forma micelar e que portanto o CMC esté abaixo de
0.1 mM.

Do perfil de NMRD da (Figura 3.16A) podemos inferir que a relaxividade da forma
agregada micelar é r,*= 11.87 mM™ s™ (298 K, 40 MHz), que é semelhante aos valores obtidos
para 0s complexos GdL1 e GdL3, que também séo derivados de DO3A (Tabela 3.8). Como néo
foi possivel observar a forma monomérica, uma vez que para concentragdes abaixo de 0.1 mM a
contribuicdo paramagnética para a velocidade de relaxagdo (Rip) € desprezavel, ndo é possivel
obter o valor da sua relaxividade. No entanto, podemos prever que o seu valor deva rondar 0s
6.1 mM™s-*, semelhante aos valores obtidos para o complexo GdL3, uma vez que o complexo
GdL5 tem o mesmo tipo de quelato (DO3A) e é similar em tamanho ao GdL3.

A partir desta informacéo tentou-se obter o valor de CMC através de outros métodos. Foi
tentado por fluorescéncia'®*, no entanto, como o0 composto possui um rendimento quantico de

fluorescéncia elevado, a partir de uma determinada concentracdo ocorre problemas de filtro
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Figura 3.16- Perfil '"H NMRD do complexo GdL5 a 0.2 mM a 298 K (e) e 310 K (m) em tampio HEPES 50 mM,
pH 7.4 A). Contribuicdo paramagnética para a velocidade de relaxacdo longitudinal *H da agua a 20 MHz em
funcdo da concentracdo de GdL5 em tampao fosfato de sodio 10 mM, pH=7.4, a 298 K B).
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Tabela 3.8- Relaxividade da forma monomérica ndo agregada (r;"*) e da forma agregada micelar (r,*), com o
respectivo valor de CMC do complexo estudado (GdL5), comparados com outros sistemas da literatura.

r,"* (mM7s™) r* (mM's™) CMC (mM) Referéncia
GdL1? 6.4 13.9 1.49 115
GdL3? 6.1 13.8 1.00 115
GdL4? 7.9 22 0.68 120
GdL5? - 11.87 0.02+0.005 Obtido neste trabalho

a) Valores obtidos a 40 MHz, 25°C

interno, inviabilizando a realizac&o da experiéncia.

A determinacdo do valor do CMC foi realizada por espectrofotometria de UV/Vis, tendo
sido adquiridos varios espectros a diferentes concentragdes (Figura 3.17A). Quando 0s espectros
sdo normalizados no maximo de absorcéo, correspondente a transicdo So—S; a cerca de 360 nm,
é possivel verificar que ha alteragdes nas propriedades Opticas da forma monomérica do
complexo e da forma micelar do complexo (Figura 3.17B). Para simplificagéo, na Figura 3.17B
SO sdo apresentados 0s espectros correspondentes aos valores extremos das concentracdes da
amostra estudadas, 10 ¢ 200 uM. Como podemos ver na Figura 3.17B, o0 maximo de absorcao
correspondente a transicdo Si<—Sp sofre um desvio de 360 nm, na forma monomérica, para
349 nm, na forma micelar, indicando que o0 CMC se encontra neste intervalo de concentraces.
Este fendmeno pode ser explicado da seguinte maneira: quando dois compostos com um sistema
aromatico se aproximam o suficiente formando um dimero, podendo interagir ou acoplar, hd um
desdobramento do estado excitado em dois. O efeito deste acoplamento depende de como estdo

organizados 0s momentos de transicdo de dipolo das duas moléculas. Se estiverem numa
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Figura 3.17- Espectros UV/Vis em fun¢do da concentracdo de GdL5 A). Espectros UV/Vis com as absorvancias
normalizadas pelo maximo de absorcdo correspondente a transicdo Sp—S; entre os 345-360 nm de GdL5 a 10 uM
(vermelho) e a 200 uM (azul) B). (tampdo fosfato de sodio 10 mM, pH=7.4, T=298 K).
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Figura 3.18- Esquema do desdobramento do estado excitado com as probabilidades de transi¢do (linhas a cheio)
para dimeros com diferentes orientacdes dos seus momentos de transicdo de dipolo (retirado da referéncia 136).
configuracéo relativa paralela, a transigdo ocorrera mais favoravelmente para o estado excitado
de maior energia, levando a um desvio para o azul ou hipsocromico no espectro de absorcao,
aparecendo a comprimentos de onda menor, originando os chamados agregados H. Se, por outro
lado, os momentos de transi¢ao de dipolo das duas moléculas tiverem uma configuracéo relativa
de cabeca de um para a cauda do outro (head-to-tail), a transicdo ocorrera preferencialmente para
0 estado de menor energia, ocorrendo um desvio para o vermelho ou batocrémico, originando 0s
chamados agregados J. Por ultimo, se 0s momentos de transicdo de dipolo das duas moléculas
estiverem numa configuracdo relativa obliqua, ocorre transicdo para os dois estados energéticos
excitados, desdobrando a banda de absorcdo em duas (Figura 3.18)"%. Pela Figura 3.19A
podemos verificar que a medida que aumenta a concentracdo de complexo GdL5 h& um desvio
do maximo de absorcdo para comprimentos de onda menores, ou seja um desvio hipsocromico,
indicando que os momentos de transicdo de dipolo do complexo ao agregarem se encontram
paralelos.

Foi verificado que o coeficiente de absorcdo molar, para cada concentragdo e a um
determinado comprimento de onda, varia com o grau de agregacao, apresentando na forma
monomérica valores mais baixos do que na forma micelar. Verifica-se assim que o coeficiente de
absorcdo molar vai aumentando com a concentracdo até atingir um valor fixo para a forma
micelar, mostrando a maior probabilidade de transi¢cdo electrénica para a forma micelar
(Figura 3.19B).
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Figura 3.19- Grafico representando a variagdo do comprimento de onda do maximo de absor¢do em funcgdo da
concentracdo A). Variacdo do coeficiente de absor¢do molar do complexo GdL5 em funcdo da concentracdo a
349 nm (A) e a 360 nm (m) B). (tampao fosfato de sédio 10 mM, pH=7.4, T=298K).

O valor do CMC foi obtido representando graficamente a absorvancia normalizada em
funcdo da concentracdo, que é uma forma de seguir as alteracdes no comprimento de onda do
maximo de absorg&o. Usaram-se os valores das absorvancias normalizados no comprimento de
onda do maximo de absorvancia da forma monomérica, a 360 nm, e da forma micelar, a 349 nm
(Figura 3.20). O valor de CMC ¢ definido como sendo a ultima concentracdo a partir do qual
comegam a surgir as micelas, e em termos experimentais corresponde a concentracdo em que se
identifica uma variacdo brusca numa propriedade. A partir desta definicdo e da Figura 3.20, no
comprimento de onda do maximo de absorcdo da forma monomérica (360 nm), a absorvancia

normalizada ¢ maxima e igual a um a baixas concentracGes, sendo que a absorvancia
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Figura 3.20- Variagdo da absorvancia normalizada do complexo GdL5 em fung¢do da concentragdo a 349 nm (A) e a
360 nm (m) em tampdo fosfato de sédio 10 mM, pH=7.4, T=298 K.
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normalizada diminui a partir dos 20 pM. Para o comprimento de onda do maximo de absorgao
da forma micelar (349 nm), é visivel que a absorvancia normalizada é méaxima para
concentragdes superiores a 50 pM e que atinge um minimo a partir dos 20 puM. Desta forma, o
valor do CMC obtido foi de 205 UM, podendo-se definir o erro como sendo aproximadamente
metade do intervalo de concentracfes estudadas, que nesta regido foi de 10 uM. Apesar de ter
sido possivel localizar o CMC, é necessario recorrer a melhores técnicas para obter um valor
mais correcto.

A grande diferenca verifica entre os valores de CMC dos complexos GdLx (x=1,3e 4) e
0 complexo GdL5 pode ser explicada principalmente pela maior lipofilicidade do complexo
GdLb5, verificada anteriormente pela determinacdo do valor de log P (ver sec¢do 3.3.7). Desta
forma, a maior lipofilicidade do complexo GdL5 permite esperar que forme micelas a muito
menores concentracdes que os restantes complexos (Tabela 3.8).

Foi medido o tamanho hidrodinamico médio das micelas formadas pelo complexo GdL5
por medidas de dispersédo dindmica de luz (DLS), tendo-se obtido um valor do diametro de
8.72£2.91 nm e uma estimativa de massa molecular de 105.2 + 64.2 kDa, fornecida pelo
software do instrumento, que é baseada numa recta de calibracdo da massa empirica em funcéo
do tamanho da particula (Figura 3.21). Utilizando o valor de 930.6 Da para a massa molecular do
complexo GdL5(H20), o nimero de agregacdo micelar (Nagy) Obtido foi de 113 mondmeros de
complexos por micela. No entanto, este valor podera ndo ser correcto, pois estas medidas de
DLS mede o tamanho da micela incluindo a esfera de hidratacdo, acrescido ainda do problema
da solucdo ser polidispersa, obtendo-se desta forma um valor sobrestimado. Seriam necessarios
mais estudos utilizando outras técnicas, tais como a dispersao de neutrdes (do inglés Small-Angle

Neutron Scattering, SANS) que elimina o efeito do solvente.

Size Distribution by MNMass

Volume (Percent)
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Figura 3.21- Determinacgdo do tamanho da micela GdL5 a 1 mM de em tampao fosfato de sodio 10 mM, pH 7.4,
T=298 K, utilizando medidas da dispersdo dinamica de luz (DLS).
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3.4 Concluséao

Neste capitulo foram estudadas as propriedades fisico-quimicas dos ligandos
Lx (x =4 e5) e dos respectivos complexos com ides Ln** para a sua aplicagdo em Imagiologia
Optica e de Ressonancia Magnética, com a escolha do 30 metalico adequada para cada uma
destas modalidades. Para Imagiologia Optica foram estudados complexos com os ides metalicos
Eu** e Tb*, tendo sido demonstrado que os complexos com Th*" tém muito menor rendimento
quantico de luminescéncia que os respectivos complexos com Eu**. Para além do mais, o maior
tamanho de espacador no complexo envolvendo o ligando L5 provoca uma diminuicdo de cerca
de uma ordem de grandeza no rendimento quantico de luminescéncia em relagéo aos respectivos
complexos envolvendo o ligando L4, que possui um espacador de menor dimensdes. Foi ainda
verificado que o ligando L5 e fotodegradavel, inviabilizando a utilizacdo dos complexos com
este ligando em Imagem Optica. Por outro lado, o complexo EuL4 é o que apresenta as melhores
propriedades para ser usado em imagiologia Optica, incluindo a vantagem de ser um emissor no
infravermelho proximo, regido onde h& poucos constituintes bioldgicos a absorver ou emitir.
Tem ainda as vantagens de ser o complexo que possui 0 maior rendimento quéntico de
luminescéncia, para além de ter o maior tempo de vida de luminescéncia, permitindo realizar de
forma mais eficaz Imagiologia Optica resolvida no tempo. O ligando L4, ao contrario do ligando
L5, ndo é fotodegradavel, caracteristica fundamental para a realizagio de Imagiologia Optica.

Para o complexo GdL5 foi verificado, pela determinacéo do valor de Log Poctanoragua, que
¢ bastante mais lipofilico que os restantes ligandos desenvolvidos anteriormente,
GdLx (x=1,2 e 3), perspectivando-se melhor capacidade deste complexo para atravessar a
barreira hemato-encefalica. O caracter anfifilico do complexo provoca a formacao de micelas,
que para este complexo, por ser mais lipofilico, se formam a um menor valor de CMC (20 uM)
que os restantes complexos GdLx (x = 1,3 e 4). Devido a este baixo valor de CMC, s6 foi
possivel determinar a relaxividade do complexo GdL5 na forma micelar, tendo-se obtido um
valor de 11.87 mM s™. No que respeita & forma monomérica, prevé-se que tenha um valor
semelhante ao do complexo GdL3 (6.1 mM s™)'*. De facto, & semelhanca do GdL3, o GdL5 é
um derivado de DO3A e tem estrutura quimica semelhante ao GdL3 (Figura 1.20). Portanto, 0s

valores de relaxividade do GdL5 sdo elevados, dando uma boa indicacdo para seu uso em IRM.
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4.1 Introducéo

A proposta inicial do projecto é o desenvolvimento de sondas imagioldgicas vectorizadas
para a deteccdo de agregados amildides, implicados na doenca de Alzheimer. Como tal, é
necessario realizar experiéncias in vitro que provem que a sonda interage com 0s agregados
amildides, com afinidades e cinéticas adequadas, que permitam o0 Sseu uso como sonda
imagiolégica. No capitulo 3 foram estudadas as propriedades fisico-quimicas dos complexos. No
presente capitulo vai ser estudado a interaccdo do complexo GdL5 com a albumina de soro
humana (HSA) com a determinacdo da constante de associagcdo (Ka) por aumento de relaxacéo
protonica (PRE). A interacgdo do complexo GdL5 com o péptido APi4o foi estudada por
relaxometria e por ressonancia de plasméao de superficie (SPR), com a determinacdo da constante
de dissociagdo (Kp). Foram ainda efectuados estudos de interaccdo por RMN, como a
experiéncia de STD para verificar se efectivamente é o fenil-benzotiazol (PiB) o responsavel
pela interacgdo com o péptido A1, € a experiéncia de HSQC para verificar que residuos do
péptido interagem com o complexo. Por fim, foi estudado a influéncia do complexo na estrutura
secundaria do péptido APi.o, por dicroismo circular (CD) e por microscopia de transmisséo

electronica (TEM), para compreender se 0 complexo inibe ou promove a agregacéo do péptido.

4.2 Procedimento experimental

4.2.1 Material e preparacdo das amostras

Os complexos foram obtidos como descrito no capitulo 2. O péptido AP;4 marcado
com™N e ndo marcado foram adquiridos na AlexoTech®. A albumina de soro humana (HSA)
livre de acidos gordos (<0.01%) e de globulinas (<1%) foi obtido da Sigma Aldrich®. A agua
deuterada (99.9%) e o éacido acético deuterado (C,D,O,) foram obtidos da Euriso-top®. O
dimetil sulféxido deuterado (DMSO-ds) foi obtido da Aldrich®.

4.2.2 Interaccio com o péptido Apy.4o usando 'H NMRD.
Os perfis de NMRD de protéo foram realizados num relaxémetro Stelar SMARtracer Fast

Field Cycling RMN (0.01-10 MHz) e num electromagneto Bruker WP80 RMN (20, 40, 60 e 80

MHz) adaptado para medidas de campo variavel e controlados por uma consola PC-RMN
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SMARTtracer. A temperatura foi monitorizada por uma unidade de controlo de temperatura
VTC91 e mantida por fluxo de gas. A temperatura foi determinada por prévia calibracdo por uma
sonda de temperatura com uma resisténcia de platina. As medidas foram realizadas em meio
aquoso com tampdo HEPES 50 mM, pH=7.4, a 310 K para o complexo GdL5 na presenca e
auséncia de péptido Api-ao.

O péptido AP;-40 foi inicialmente dissolvido em solucdo ligeiramente alcalina com NaOH,
e apos a dissolucdo foi adicionado tampao HEPES 50 mM, pH=7.4, obtendo-se uma solugéo de
péptido AB;-40 0.2 mM e com uma concentracao estequiométrica de complexo GdL5.

4.2.3 Determinagdo da constante de afinidade com a albumina de soro

humano

A constante de afinidade entre o complexo GdL5 e a albumina de soro humana (HSA) foi
obtida pela técnica de aumento de relaxacéo protonica (PRE)™®. O aumento da velocidade de
relaxagdo protonica (R} obs — Rip - R,’, diferenca entre as velocidades de relaxacéo das solucdes
contendo GdL5 e HSA, com a solucdo diamagnética do solvente aquoso em tampdo HEPES
50 mM, pH= 7.4) foi obtido a concentracGes crescentes de proteina, mantendo constante a
concentracdo de GdL5 a 0.1 mM em tampdo HEPES 50 mM, pH = 7.4. A constante de

associacdo (Ka) foi obtida fazendo o ajuste dos dados experimentais a seguinte equacao:

1
(rf.c) + 25— 1)

RP P = 102 x (4.1)

(n. Cysa + ¢4 + Kgl - \/(n Cysa + ¢4 + KA_l)Z —4.n. CHSA'Cl)

onde ;" e r;° representam as relaxividades proténicas do complexo livre e ligado & albumina,
Chsa € C1 S80 as concentracdes de HSA e de complexo GdL5, respectivamente, e n é o nimero de
locais de ligacdo na proteina. As medicOes foram realizadas num relaxdmetro Bruker Minispec
mq20 (20 MHz, B, =0.47 T) a 310 K. A concentracdo da solucdo padrdo de HSA foi verificada
por espectrofotometria de UV/Vis usando a absorvancia a 279 nm, considerando o valor tabelado
de absorvancia de 0.531 para 1 g/L de HSA e a massa molecular em solu¢do da HSA de
66500 Da™’. A analise dos dados experimentais foi realizada com auxilio do software

OriginPro 8 versao 8.0.
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4.2.4 Medidas de ressonancia de plasmao de superficie (SPR)

Os estudos de interaccao em tempo real do complexo GdL5 com o péptido APi-40
imobilizado por espectroscopia de SPR foram realizados usando instrumentagdo Biacore 3000
(Biacore Life Sciences/GE Healthcare®) equipado com 4 células de fluxo num chip sensor
(Chip Sensor Série S, CM5) e termostatizado para 252C. N-hidroxisuccinimida (NHS), N-etil-
N’-[(dimetilamino) propil]-carbodiimide (EDC) e etanolamina HCI foram obtidos da Biacore. O
péptido APi-40 foi dissolvido em dgua desionizada a uma concentragao de 1 mg/mL, e pequenas
aliquotas foram congeladas até a sua utilizagdo. Tampao HEPES salino contendo 0.01M HEPES,
pH= 7.4, 0.15 M NaCl, 3mM EDTA e 0.005% de surfactante P20 foi usado como tampao de
corrida e na preparagdo da amostra.

O protocolo de imobilizagdo do péptido ABi.40 N0 “chip” seguiu as condigdes padréo de
acoplamento de amina **®. A matriz de carboximetildextrano no “chip” foi activada por injeccso
de uma mistura de EDC e NHS (70 pL, 200 mM de EDC e 50 mM de NHS) para permitir a
ligacdo covalente do péptido através de grupos amina primarios, formando uma amida. O
péptido ABi-40 @ uma concentragdo de 0.5 mg/mL em tampao de acetato de sodio foi injectado
nas células de fluxo activas. Uma solugdo de etanolamina (70 uL, 1M, pH=8.5) foi injectada
para reagir com o éster de NHS que ndo reagiu®®®**°.

Para maximizar o tempo de contacto, a velocidade de fluxo em todas as etapas foi
mantida a 20 pL/min. Solucdes de GdL5 de 140 uL com concentracdo entre 0 e 250 UM, em
tampao de corrida, descrito anteriormente, foram injectadas para a associacdo com o péptido
imobilizado ( tempo de contacto de 400 s). A subsequente dissociacdo foi seguida com 0 mesmo
tampao durante 200 s. Apds cada injeccdo de complexo GdL5, o “chip” foi regenerado com
tampao de regeneracdo ( glicina-HCI 100 mM em tampdao Tris (tris(hidroximetil)aminometano)
10 mM, pH= 9, tempo de contacto 240 s) e lavado com tampdo de corrida entre 5 e 10 minutos
antes de nova injec¢do. Todas as solucbes tampao foram filtradas com filtros de nylon embutidos
em seringas 0.22 um (Millipore®, USA) antes de serem utilizadas.

O software de controlo Biacore 3000 (versdo 4.1) da Biacore Life Sciences/GE
Healthcare® foi usado para recolher e analisar a dependéncia temporal dos sensogramas (RUS).
Os dados de controlo foram subtraidos dos dados em bruto obtidos através da célula de fluxo

com péptido Api-40 imobilizado. A resposta no equilibrio em funcéo da concentracéo foi ajustada
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a uma curva isotérmica de Langmuir 1:1 (proteina:ligando), para obtengdo da constante de

dissociacdo (Kp)™’:

Ymax
Y= L Kp (4.2)

*lGdLs]

Onde Y ¢é o sinal instrumental obtido para uma determinada concentracdo de complexo GdL5 e
Ymax corresponde ao sinal instrumental maximo obtido para o sistema em estudo associado a
saturacdo dos sitios de ligacdo do péptido APi4o pelo complexo GdL5. A andlise dos dados

experimentais foi realizada com auxilio do software OriginPro 8 versdo 8.0.

4.2.5 Estudo da interaccdo péptido-ligando por RMN

A amostra para obtencdo do espectro 'H STD-RMN foi obtida por incubacdo durante
aproximadamente 10 dias, a 37°C, do péptido AB;.40 em fosfato de sédio 30 mM, pH 7.4 em 4gua
deuterada, de modo a obter o péptido na forma agregada. O espectro STD foi efectuado num
espectrometro Bruker Avance III HD 500 MHz funcionando a 11.7 T, 500.13 MHz, equipado
com uma sonda 5 mm BBF-H-D. A amostra final deste estudo consiste em 50 uM de péptido
APi-40 agregado na presenca de 450 uM de complexo Lal.4 (razdo molar de complexo Lal4 e
péptido APi-40 de 9:1) em 10 mM de tampao fosfato a pH 7.4, usando D>0O (99.9%). A supressao
de agua foi efectuada usando a sequéncia de pulsos DPFGSE (do inglés Double Pulse Field
Gradient Spin Echo). Neste sistema de RMN os espectro de STD foram adquiridos directamente
através da ciclizagdo de fase dos pulsos. O espectro “off-resonance” foi adquirido com a
saturacao a uma frequéncia de 30 ppm, o que corresponde a um espectro RMN 1D normal. Para
0 espectro “on-resonance” a saturagao foi efectuada a 0.7 ppm (zona metilo do péptido APj-40),
com um pulso gaussiano. Os espectros “on”- e “off- resonance” foram adquiridos
alternadamente, com utilizagdo de um pulso “7rim” para remover o sinal do péptido.

O espectro de *H-"N HSQC de RMN para caracterizagdo da interaccio do complexo
GdL5 com o péptido Ap1.40 marcado com N foi obtido num espectrémetro Bruker Avance |11
600 MHz operando a 14.09 T observando *H a 600.13 MHz, equipado com criosonda de trés
canais (*H, 3C e °N). O péptido ApB;.40 marcado com N a uma concentragio “stock” de 1 mM
em DMSO-ds foi diluido 10 vezes em tampao fosfato 10 mM e 10 % D,0O. O pH inicial era
ligeiramente alcalino tendo sido diminuido para 7.2 pela adigdo de pequenas quantidades de

acido acético deuterado. A concentragdo final do péptido APi-40 era cerca de 100 uM. Espectros
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1D 'H (16 “scans” por espectro) e espectros 2D *H-">N HSQC (matriz= 1024 para a dimens&o
'H e 128 para a dimensdo N, “8 scans”) foram adquiridos a 5°C. Foi usado um médulo de
Watergate a base de gradiente para supressao do solvente. Foi usado como referéncia o desvio
quimico do DMSO.

4.2.6 Estudo da agregacéo do péptido A4 por fluorescéncia da Tioflavina T

A aquisicdo dos espectros de fluorescéncia foi obtida com um Fluorimetro Cary Eclipse
(Varian®), com o software Varian Cary Eclipse versdo 1.1 a temperatura ambiente. A
preparacdo da solucdo de tioflavina T (ThT) foi realizada com a sua dissolu¢cdo em agua
desionizada, tendo sido de seguida filtrada por um filtro embutido em seringa de 0.45 pM. A
ThT foi quantificada pela dissolugdo de uma aliquota em etanol usando um coeficiente de
absorcéo molar de 26620 M™*cm™ a 416 nm™®".

4.2.7 Estudo da agregacédo do péeptido AP;.4 por espectroscopia de dicroismo

circular (CD) no UV longinquo

O espectro de dicroismo circular no UV longinquo foi adquirido num
espectropolarimetro Jasco J-810 CD equipado com sistema de controlo de temperatura Jasco
PTC-423S. As medidas foram realizadas a 25°C e a 37°C usando uma célula de percurso optico
de 1 mm. O espectro foi recolhido numa atmosfera de N, de 190 a 260 nm com incrementos de
0.5 nm. Os dados foram adquiridos com integracdo de 0.5 s por ponto e o espectro foi obtido
pela média de pelo menos 10 scans e a contribuicdo do tampdo foi subtraida ao espectro da
amostra.

O péptido foi preparado através do protocolo adaptado de Abelein et al. para a preparacéao
da solucdo “stock”®. A preparacéo da solucéo “stock” iniciou-se com a dissoluc&o dos péptidos
numa solucdo em agua ligeiramente alcalina, com o ajuste do pH para valores a rondar os 9 com
NaOH. Por fim, com o intuito de agregar o péptido, este foi misturado com uma solucdo de
tampao fosfato de sddio, para que a concentracdo final do tampédo fosse de 10 mM, pH 7.4,
ajustado com NaOH e HCI. As amostras contém uma concentragdo final de 40 uM de péptido

APi-40 em tampéo fosfato de sédio 10 mM, pH=7.4 e varias razGes molares de complexo GdL5

111



CAPITULO 4

(1:1, 1:2, 1:4, 1:10, péptido:complexo GdL5). As amostras foram incubadas ao longo do tempo a
respectiva temperatura em estudo.

Os espectros de dicroismo circular obtidos para as amostras de 40 uM de péptido AB;-40
com 10 equivalentes de complexo GdL5 a 25°C e 37°C foram suavizadas pelo método de
Adjacent-Averaging com 10 pontos.

4.2.8 Estudo da agregacdo do péptido AB;.4o por microscopia de transmissao
electronica (TEM)

Amostras de 5 puLL de péptido A;-40 agregado com diferentes concentracdes de complexo
GdLS5, incubados pelo menos durante 10 dias a 37°C, em tampao fosfato de sédio 10 mM,
pH=7.4, foram depositadas numa grelha de cobre recoberta por uma membrana de carbono. Apos
5 minutos de decantacdo, a solugdo ¢ absorvida com papel de filtro. De forma a lavar o tampao
da grelha sem remover as fibras precipitadas na membrana de carbono, foi depositado 5 pL de
agua destilada ultra-pura em cada grelha durante 1 minuto e foi reabsorvido, e esta operacao foi
repetida duas vezes. Em cada grelha foi depositado 5 pL de acetato de uranilo a 2% em agua
durante 3 minutos e foi reabsorvido apds o processo com papel de filtro. As amostras foram

examinadas num microscopio de transmissao electronica CM20 Philips® operando a 200 k'V.
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4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Medidas relaxométricas na determinacdo da interaccdo do complexo

GdLS5 com o péptido AP;.40 € com a albumina de soro humana

A interaccdo do complexo GdL5 com os agregados amildides provoca a imobilizagdo do
complexo nesses agregados, com a consequente restricdo dos movimentos rotacionais e a
diminuicdo do seu tempo de correlacdo (t;), provocando um aumento na relaxividade,
nomeadamente em valores intermédios de campo magnético. A relaxividade do complexo GdL5
na sua forma micelar, na presenca de péptido Api-40 na razdo de concentracdes de 1:1 ([GdL5] =
[ABi1ao] = 0.2 mM), aumenta consideravelmente para valores do campo magnético
correspondentes a frequéncias de 10-60 MHz, onde o efeito da rotacdo lenta € mais pronunciado
(Figura 4.1). O maximo de relaxividade do complexo GdL5 na presenca do péptido amildide é
verificado a 20 MHz, onde a relaxividade aumenta 26% em relacdo ao complexo GdL5 sozinho
na sua forma micelar, demonstrando que a interaccdo especifica com os agregados amildides
melhora consideravelmente a eficiéncia da sonda como agente de contraste positivo para IRM.

A partir dos resultados dos estudos com os complexos GdLx (x= 1, 3 e 4), em que foi

verificada a interacgio destes complexos com a albumina humana**#

, € expectavel que o
complexo GdL5 também interaja com a albumina humana e que a campo magnético intermédio

haja um grande aumento de relaxividade. A interaccdo do complexo com a albumina humana

6.0 1

4.0 -
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v (1H) (MHz)

Figura 4.1- Prefil *"H NMRD do complexo GdL5 a 0.2 mM sozinho (m) e na presenca de 0.2 mM de péptido
ABi-40 (A). (Tampédo HEPES 50 mM, pH 7.4, T= 310 K).
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Figura 4.2 - Grafico da Relaxacdo proténica induzida para obtencdo da constante de
associacdo (Ka) em funcdo da concentracdo da albumina humana e com concentracdo
fixa de GdL5 a 0.1 mM, em tamp&o HEPES 50 mM, pH= 7.4 (20 MHz, 310K).

permite prever um maior tempo de vida do complexo no plasma sanguineo, evitando uma rapida
excrecdo do complexo do corpo humano, porém tras a desvantagem do complexo estar menos
disponivel para atravessar a barreira hemato-encefalica'®. E de referir que a albumina humana e
0 péptido AP;-40 Nd0 sdo competidores directos in vivo pelo complexo GdL5 uma vez que estes
se encontram em diferentes compartimentos corporais.

A constante de associa¢do do complexo GdL5 com a albumina humana foi obtida atraves
da técnica de aumento de relaxacéo protonico (PRE), método ndo separativo comum no estudo
bioquimico entre sistemas bioldgicos e complexos de Gd*" para obtencdo de parametros de
interaccao, através das diferencas na relaxacdo da ressonéncia magnetica nuclear dos protdes da
agua entre o substrato ligado e ndo ligado a proteina, uma vez que a interac¢do de compostos
paramagnéticos com proteinas aumenta consideravelmente a relaxagéo proténica da agua**®. O
gréfico representando o aumento da velocidade de relaxacdo protonica duma solucdo com
concentracdo constante de GdL5 em funcéo da concentragdo crescente de HSA, esta apresentado
na Figura 4.2. Assumindo que ha apenas um sitio de ligacdo na albumina humana (n= 1), o ajuste
ndo linear da curva de titulacdo com a equacdo 4.1 permitiu obter o valor da constante de
associacdo (Ka) de 7.45 + 2.7 x 10° M, uma relaxividade do complexo interagindo com a HSA
(r1° de 31.9+1.8 mM?s? e uma relaxividade do complexo livre (r1%) de 9.1+1.2 mM™s?
(Figura 4.2, Tabela 4.1). Esta constante de associacdo é um valor médio obtido na regido de
concentragdes estudados, ndo levando em conta a possivel formacdo de agregados entre o
complexo na sua forma micelar com a albumina, podendo haver varios fendmenos ao longo da

regido de concentragdes estudados. A afinidade do complexo GdL5 é cerca de uma ordem de
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Tabela 4.1 - Parametros obtidos do ajuste da titulacdo do complexo GdL5 com a albumina de soro humana
(HSA) a 310 K, comparados com valores da literatura. Ka- constante de associacdo; r1°-relaxividade do
complexo de ligacdo ndo covalente entre o complexo e a albumina; ri- relaxividade da forma livre do

complexo.
Ka/210° (M) | r1®(mM?*s?) | ri’ (mmis™) Referéncia
GdL1” 0.91 55.0 5.3 114
GdL3" 0.25 77.0 4.9 115
GdL4” 6.53 39.0 7.3 120
GdL5? 7.4542.7 31.9+1.8 9.1#1.2 Obtido neste trabalho
[GA(BOPTA)(H20)]*? 1.5 42.9 5.2 164
[GA(EOB-DTPA)(H20)]*? 15 37.3 6.0 164

a) Valores obtidos a 20 MHz
b) Valores obtidos a 40 MHz

grandeza superior a afinidade dos complexos GdL1 e GdL3, e da mesma ordem de grandeza do
complexo GdL4 (Tabela 4.1). A maior hidrofobicidade do complexo GdL5 podera explicar a sua
maior afinidade comparativamente aos complexos GdL1 e GdL3. A carga negativa do complexo
GdL4 torna mais favoravel a interac¢do com a albumina humana, no entanto, a forma micelar do
complexo GdL5 deverd tambem tornar favoravel a interac¢cdo com a albumina comparativamente
aos restantes complexos. A afinidade do complexo GdL5 estd na mesma ordem de grandeza que
a dos complexos aciclicos e carregados negativamente, [Gd(BOPTA)(H.0)]* e [Gd(EOB-
DTPA)(H,0)]*(Tabela 4.1). Com esta técnica ndo é possivel obter o valor de K para molécula
de PiB uma vez que ele ndo é paramagnético.

Como é sabido, a albumina humana possui multiplos potenciais sitios de ligacdo. Na
literatura sdo reportados alguns exemplos de ligacdo de complexos Gd*" a mais de um sitio de
ligacdo independente com diferentes constantes de associacdo. Este tipo de estudos sdo
realizados por ultrafiltracdo e os resultados obtidos normalmente indicam que uma das
constantes de associacao € bastante superior a outra (tipicamente Ka1/Ka,=15-30, podendo haver
casos em que a diferenca ainda é significativamente superior) e uma vez que os dados
relaxométricos ndo permitem distinguir entre diferentes modelos de ligacdo, um modelo de
ligacdo isotérmico 1:1 (proteina-ligando) é uma boa aproximacdo para 0s complexos de

Gadolinio (111)1%31¢,
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4.3.2 Estudo de interac¢ao do complexo GdLS com o péptido AP1-40 por SPR

Como tinhamos visto anteriormente que o complexo GdL5 interagia com o péptido APi-40
por relaxometria, foi obtida a constante de dissociacdo (Kp) por SPR com o péptido ApBi-40
imobilizado, sendo uma técnica que permite mimetizar o estado agregado do péptido. Esta
técnica permite atenuar significativamente problemas experimentais como a possivel variagdo do
estado agregado do péptido durante a experiéncia, bem como a reprodutibilidade da experiéncia
uma vez que é dificil obter o mesmo estado de agregacdo na repeticdo experimental.

A Figura 4.3 mostra a curva de ligacdo obtida com ajuste dos dados de SPR com uma
isotérmica de Langmuir 1:1 (equacédo 4.2) para a interaccdo entre o péptido AB;-40 € GdL5, dando
um valor de Kp de 19.5 = 3.0 uM. Na Tabela 4.2 sdo comparados os valores de Kp dos
complexos anteriormente estudados LaL1, LaL3 e GdL4 e nota-se uma melhoria significativa na
constante obtida para o complexo GdL5 com o péptido APi4o, evidenciado que a maior
lipofilicidade do complexo verificada pelo valor de log P, devido ao aumento do tamanho do
espacador, € um factor importante no aumento da interaccdo do complexo com os agregados
amiloides. No entanto, o valor de Kp para o complexo GdL5 continua a ser bastante mais elevado
que para as pequenas moléculas organicas (PiB e ThT)™**. A conjugacio do quelato metalico &
sonda diminui significativamente a interaccdo do PiB com o péptido amildide, sendo que a
interaccdo do GdL5 é cerca de uma ordem de grandeza inferior a do composto organico ThT
carregado positivamente, e cerca de 4 ordens de grandeza inferior ao composto PiB livre (Tabela

4.2). Desta forma, nota-se que a medida que o espacador aumenta a interaccdo torna-se mais

N W b U OO N O O
o O O O O o o o

Resposta (unidades arbitrarias)
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concentragdo (M)

Figura 4.3- Curvas de interaccdo do complexo GdL5 com péptido Ap;.40 ajustada com
uma funcdo isotérmica de Langmuir com o nimero de sitios de ligagdo igual a um (n=1).
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Tabela 4.2- Constantes de afinidade (Kp) do GdL5 e dos complexos desenvolvidos anteriormente Lalx
(x=1,3) e GdL4 e pequenas moléculas organicas na interacgdo com o péptido APy .4o.

Ko (uM) Referéncia
LaL1 1707 116
LalL3 67° 116
LalL4 1949 120
GdL5 19.5+3.0% Obtido neste trabalho
ThT 2" 166
[''C]-PiB 0.0047° 119

a) Obtido por SPR

b) Obtido por fluorescéncia

¢) Obtido por radioactividade do 'C
forte, como visto pelo menor valor Kp verificado para os complexos LalL3 e GdL5, que sdo 0s
que tém maior tamanho de espacgador, diminuindo desta forma o efeito do quelato em tornar a
interaccdo com os agregados amildides mais fraca. O aumento do espagador deverda aumentar a
flexibilidade da zona do PiB, permitindo uma maior liberdade conformacional com o

consequente aumento da interac¢do com o agregado amildide.

4.3.3 Estudo da interaccdo dos complexos com o péptido AP, por
espectroscopia de RMN (STD e HSQC)

A experiéncia de STD, que foi descrita pela primeira vez por Mayer et al., € uma técnica
de RMN baseada na transferéncia de saturacdo intra e intermolecular, permitindo identificar
ligandos, assim como que partes dum ligando que interagem selectivamente com
macromoléculas, normalmente proteinas, que tém massa molar maior que 10 kDa'’. Desta
forma, € possivel construir um mapa epitopo, uma vez que os protdes recebem diferentes
saturacdes em funcdo da distancia a macromolécula, que no presente caso é um agregado de
péptido.

Na experiéncia de STD realizada com uma amostra contendo 50 uM de péptido AB1-40em
tampao fosfato 10 mM, PH 7.4 com 450 uM de complexo diamagnético Lal 4, a saturagdo do
agregado foi realizada a 0.7 ppm, num pico correspondente aos grupos metilos do péptido numa
zona onde o complexo ndo tem ressonancias. A partir do espectro 1D de STD é possivel verificar

que zonas do complexo interagem com o agregado. A atribuicdo dos sinais de *H de RMN foi
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Figura 4.4 — Estrutura do complexo LalL4 usado na experiéncia de STD com a numeracdo dos protdes, da
porcdo do PiB A). Espectro de referéncia de RMN 1D DPFGSE de LalL4 450 pM na presenca de 50 uM de
péptido AP;-40 em tampéo fosfato 10 mM, pH=7.4, T=25°C B) e respectivo espectro RMN 1D de STD C).

realizada atraves do auxilio dos trabalhos anteriores, tendo sido seguido o esquema de atribuicéo
de sinal anteriormente usado para o complexo LaL3 e LaL1, em que a estrutura do PiB é igual**.
Na Figura 4.4B temos os espectro de referéncia ‘H DPFGSE de RMN da amostra e na
Figura 4.4C o respectivo espectro STD. Tendo em conta o esquema de numeracao dos protdes do
complexo (Figura 4.4A), e a partir do espectro de STD (Figura 4.4C), conclui-se que os protdes
do LaL4 que interagem com o péptido sdo principalmente os do fenil-benzotiazol e o grupo
metoxi. O pico a 2 ppm que surge tanto no espectro de referéncia como no espectro de STD é
uma impureza, € 0 pico a 4.7 ppm € o sinal da &gua. Como se vé na Figura 4.4C, o espectro STD

apresenta muito ruido e baixa intensidade de sinal, ndo sendo possivel fazer a sua integracao e
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obter o mapa epitopo com a indicacdo de quais os protdes que estdo mais proximos do péptido
agregado.

A experiéncia de STD também foi executada para 0 complexo LaL5, no entanto, ndo se
conseguiu visualizar o sinal do espectro 1D 'H a 25°C do complexo, pelas mesmas razdes
enunciadas na seccdo 2.4 para o ligando L5 livre, no qual as alteragcdes conformacionais a esta
temperatura s&0 duma ordem de grandeza que tornam as bandas de RMN de *H tdo largas que
ndo sdo visiveis. Foi realizada a metalagdo do ligando L5 com ido metélico Lu®*, que também é
diamagnético e é o ido metalico da série dos lantanios com raio atdbmico mais pequeno, de forma
a tentar restringir a liberdade conformacional do ligando no complexo para ser possivel ver o
sinal *H a 25°C. Contudo, novamente ndo foi possivel ver o sinal proténico do complexo, e como
é impraticavel realizar este tipo de experiéncias a temperaturas elevados com o péptido, como foi
0 caso da obtencdo dos sinais do ligando L5 livre a 60°C, esta experiéncia ndo € praticavel e foi
abandonada. No entanto, € expectavel que seja também o fenil-benzotiazol dos complexos
formados pelo ligando L5 que interaja com o péptido ABi-40.

O estudo da interacgdo do complexo GdL5 com a forma monomérica do péptido ABi-40
foi estudada por RMN, de forma semelhante ao que tinha sido realizado para o complexo
GdL4™. Para esse propésito foram seguidas as alteragdes no espectro 2D *H->N-HSQC do
péptido °N-APi4 a 100 uM com a adicdo do complexo GdL5. Para garantir o estado
monomérico do peptido este estudo foi realizado a 5°C para minimizar problemas associados a
troca de protdo da amida com a agua assim como problemas associados a auto-agregacdo do
péptido que provocam perda de sinal. O péptido AP;-40 em solucdo aquosa a baixa temperatura
tem uma estrutura desordenada (do inglés random coil) com dois segmentos com propensdo para
adoptar uma conformacdo em folha-B (segmento de residuos de 16-24 e 31-36), com duas
regibes com tendéncia em adoptar uma hélice poli-prolina do tipo Il (hélice-PllI, residuos 1-4 e
11-15) e duas regides sem estrutura com elevada mobilidade conectando estes elementos
estruturais (residuos 5-10 e 25-30). Ao longo do tempo, o péptido AP1-40 tem tendéncia a formar
oligémeros e fibrilas amildides*®®.

O espectro 2D 'H-">N-HSQC do péptido °N-AB;4 sozinho estd representado na
Figura 4.5B em que foi realizada a expansdo do espectro para corresponder & zona dos *H-">N da
cadeia principal do péptido, excluindo o par de picos dos grupos *H»-'°N da amida da cadeia
lateral dos residuos GIn15 e Asn27, e o pico "H-">Ne da cadeia lateral Arg5. Com esta expansdo
obtém-se um pico por residuo e a atribui¢do dos sinais foi realizada com o auxilio de trabalhos
anteriormente publicados® %1170 A maior parte dos picos sdo visiveis e distinguiveis, e

apesar de alguns picos aparecerem sobrepostos, é possivel fazer a sua atribuigdo. Porém, devido
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Figura 4.5 — Interaccdo do complexo GdL5 com o péptido °N-AB;.4 a 100 pM estudado por RMN. Espectro
1D 'H do péptido APy (preto), com 0.5 equivalentes (azul), com 1 equivalente (verde), com 2 equivalentes
(laranja) e 4 equivalentes de GdL5 (vermelho) A). Espectro 2D *H-""N HSQC do péptido Apy.40 com atribuicio
dos sinais baseada em publicacdes anteriores™ 2% BY Espectro 2D *H->N HSQC do péptido APy (preto)
sobreposto com o espectro HSQC 2D *H-"N HSQC do péptido Apy.40 com 1 equivalente de GdL5 (verde) C) e
com 4 equivalentes de GdL5 (vermelho) D). Os espectros foram recolhidos a 5°C em tampédo fosfato 10 mM,
pH=7.2 em 90% H,0, 10% D,0, num espectrometro Bruker 600 MHz equipado com crio-sonda.
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Figura 4.6 — Largura a meia altura em ppm na frequéncia 'H dos sinais *H-°N de alguns residuos do péptido AP;.4
a 100 uM na auséncia de GdL5 (preto), com 0.5 equivalentes (azul), 1 equivalente (verde), 2 equivalentes (laranja)
e 4 equivalentes de GdL5 (vermelho). A largura a meia altura em ppm dos sinais foi recolhida onde néo se verifica
sobreposicdo de sinais no espectro 2D *H-"N HSQC.

ao alargamento do sinal em consequéncia da troca protdnica dos protdes HN com os protbes do
solvente, ndo € possivel identificar os sinais dos residuos D1, A2, H6, H14.

A adicdo de 0.5 e 1 equivalentes de complexo GdL5 & solucdo de péptido °N-APi.40
produz apenas pequenos alargamentos de alguns sinais *H-°N, e nenhum desvio nos desvios
quimicos (Figura 4.5A e Figura 4.6). Como ¢ visivel na Figura 4.5C, em que sdo sobrepostos 0s
espectros "H-">N HSQC do péptido °N-Ap;.40 sozinho e com 1 equivalente de complexo GdL5,
ndo ha alteracdes significativas nos espectros. No entanto, com a adicdo de 2 e 4 equivalentes,
sd0 visfveis alargamentos drasticos nos sinais dos *H-""N (Figura 4.5A e Figura 4.6). Também na
sobreposicéo dos espectros *H-">N HSQC do péptido °N-Ap1.40 na auséncia e na presenca de 4
equivalente de complexo GdL5 é visivel que alguns picos alargam tanto que deixam de ser
visiveis (Figura 4.5D). De referir que o alargamento dos sinais *H-""N é verificada apenas na
frequéncia 'H.

A partir da Figura 4.5A, por adicdo de complexo GdL5 é visivel, sobretudo no espectro

1D 'H do péptido AB140 com 4 equivalentes de complexo GdL5, para além de um alargamento

12 3 4 8 9 10 1 213 M 1 16 I7 18 19 20 2122 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

5 6 7
- - + + - - + + + - - +
DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDYVG S N KEAINNGEVIVIGEN
Figura 4.7 — Sequéncia de aminoéacidos do péptido APi.40 com a indicacdo dos residuos que desapareceram no
espectro *H-°N HSQC do péptido °N-Ap;., a 100 uM com 4 equivalentes de complexo GdL5 (Figura 4.5D),
devido ao alargamento dos sinais provocado pela interac¢do entre o péptido e o complexo (residuos a azul). Na
sequéncia de residuos é ainda indicado as cargas dos residuos a pH fisiolégico (pH=7.4) e a indicacdo da regido do
péptido intramembranar, hidrofébica (residuos a roxo)
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na zona dos sinais dos protdes *H-"N (7.5-8.5 ppm), também se verifica um alargamento na
zona aromética do sinal *H (6.5-7.5 ppm), na zona dos protdes do carbono o dos residuos (3.1 —
4.5 ppm), e na dos protdes da zona alifatica de carbonos da cadeia lateral mais afastados do
carbono a (2.2 — 0.5 ppm). Este alargamento dos sinais € devido a proximidade do péptido
AP140 a0 &0 Gd** paramagnético do complexo GdL5. No entanto, ndo podemos excluir o facto
da interaccdo do complexo com o péptido poder induzir no péptido a adopgdo de mdltiplas
conformagfes que se interconvertem na escala temporal do RMN dos ps-ms, provocando
também alargamento do sinal. De forma semelhante ao que se verifica da interaccdo entre o
péptido AP140 € moléculas do tipo detergente, como o dodecil sulfato de sddio (do inglés Sodium
Dodecyl Sulfate, SDS)'"™ e vermelho do congo ®°, e moléculas hidrofébicas como o lacmoide™,
em que a perda de sinal *H do péptido AB;.4 verificado por RMN ¢ interpretado em termos de
formacdo de pequenos agregados heterogéneos que se interconvertem na escala temporal do
RMN nos ps-ms.

Todas estas evidéncias mostram uma interaccdo do complexo GdL5 com a forma
monomérica do peptido APi4, & semelhanca do que se tinha verificado para os complexos
GdL1™® e GdL4', onde também ocorria alargamento selectivo dos sinais no espectro
'H->"N HSQC do péptido APi4o, contrastando com a auséncia de alteracdes no espectro
'H-">"N HSQC do péptido ABi40 na presenca do complexo GdL3, indicando que este Gltimo

complexo ndo interage com a forma monomérica do péptido™*®.

Na Figura 4.7 estdo
representados os residuos que desaparecem no espectro *H-"N HSQC do péptido *>N-Ap;.4 na
presenca de 4 equivalentes de complexo GdL5 (Figura 4.5D), devido ao grande alargamento do
sinal como visto na Figura 4.6. Com estes dados, a semelhanca do que tinha sido verificado para
os complexos GdL1 e GdL4, conclui-se que a interaccdo do complexo GdL5 com o péptido
APi1-40 tem lugar na zona hidrofilica, no segmento de residuos F4-F20, numa zona de grande
densidade de carga, que inclui uma das regies com tendéncia em adoptar uma hélice-PlI
(residuos de 11-15), uma das regides sem estrutura (residuos de 5-10) e o inicio do segmento
com tendéncia para adoptar a conformacdo em folha-p (residuos 16-24).

A interaccdo do complexo GdL5 com a forma monomérica do péptido AP SO foi
verificada no espectro *H-">N HSQC do péptido a partir da presenca de 2 equivalentes de GdL5
(200 uM). Isto sugere que a afinidade do complexo GdL5 com a forma monomérica do péptido
AB1.40 é inferior a afinidade do complexo GdL5 com os agregados do péptido, o que é uma
caracteristica importante uma vez que se pretende detectar os agregados do péptido e ndo a sua

forma monomérica.
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4.3.4 Efeito do complexo GdL5 na agregacdo e estrutura secundaria do

péptido AP;.40

Na literatura tém sido reportados variados estudos que se baseiam em investigar a
influéncia da adig¢do de aditivos na agregagdo do péptido APi-40 monitorizado pela fluorescéncia
da tioflavina T (ThT), por dicroismo circular (CD) e por microscopia de transmissdo electronica
(TEM) e verifica-se que alguns destes aditivos inibem e outros promovem a agregagdo do
péptido AP140°" 1012017t 'No presente trabalho tentou-se estudar o efeito do complexo GdL5
na agregacdo do péptido APi-40 por monitorizacdo da fluorescéncia da ThT, por CD e por TEM.

A Tioflavina-T (ThT) ¢ uma sonda que se associa rapidamente e especificamente a
agregados com estrutura em folha-f dando origem a um novo méaximo de absor¢do a 450 nm e
emissao a 482 nm, em contraste com o maximo de absor¢ao a 385 nm e emissao a 445 nm para a
sonda livre. Estas mudancgas fotofisicas da ThT sdo dependentes do estado de agregacdo do
péptido, sendo que ndo ha interac¢do entre a ThT e péptidos monoméricos. A interaccdo da ThT
com agregados do péptido APB;-4 ocorre com um Kp de 2 pM. A razdo das mudancas fotofisicas
da ThT da forma livre para forma ligada a agregados tem sido alvo de grande debate, sem haver
um consenso geral. No entanto para explicar o aumento na intensidade de fluorescéncia da ThT
aquando da ligacdo a agregados amildides, estudos recentes apontam que a restrigdo do
movimento rotacional entre o benzotiazol e 0 aminobenzoil no estado fundamental e excitado ¢ a
principal razdo para este fendémeno, sendo sugerido que a ThT interage com os agregados
amildéides numa conformagdo planar provocando maior conjuga¢ao no composto ¢ um desvio
batocrémico (ou para o vermelho), em contraste com a grande liberdade de movimento
rotacional da ThT na forma livre, diminuindo a conjugacdo no composto(Figura 4.8)'¢!-166-1727174,

Usando a ThT como sonda para detectar agregados amildides, verificamos efectivamente
0 que ¢ descrito na literatura, em que a ThT na forma livre com excitagdo a 450 nm nao emite

luz, mas na presen¢a de agregados amildides emite a 482 nm (Figura 4.9A). No entanto, na

CHs
N* CHs
A )
HsC S CH;

Figura 4.8 — Estrutura da Tioflavina T (ThT) com a indicacdo da rotacdo entre o benzotiazol e o aminobenzoil que
explica a variacdo das propriedades fotofisicas da ThT aquando da ligagdo a agregados amildides.
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Figure 4.9- Espectro de fluorescéncia da sonda ThT sozinha a 2 uM (linha a preto), na presenca de 5 uM de
péptido AB;4 (linha a vermelho) com a sobreposi¢do do espectro de fluorescéncia da sonda ThT a 2 uM na
presenca de 10 uM de complexo GdL5 (linha a azul) A). Emissdo de fluorescéncia de GdL5 a 1 uM (linha preto a

cheio) e a 5 uM GdL5 (linha a tracejado a preto), e na presenca de 5 uM de péptido AB;.4o (linhas a vermelho) B).
(tampao fosfato de sddio 10 mM, pH=7.4).

Figura 4.9A também ¢ visivel que a fluorescéncia da ThT aumenta na presenca do complexo
GdLS5, evidenciado uma interac¢ao entre a ThT e GdLS5. Isto poderad ser explicado da mesma
forma que a interac¢do da ThT com os agregados amildides, em que a ThT ao interagir com
complexo GdLS5 sofre restricdo do movimento rotacional entre o benzotiazol e o aminobenzoil e
¢ observada a emissdo da ThT na mesma zona espectral como se estivesse a interagir com
agregados amildides. Esta observacdo da interaccao da ThT com aditivos ndo ¢ nova, tendo sido
reportados alguns exemplos da mesma observacdo como descrito por Abelein et al. da
interferéncia entre os corantes como o vermelho do Congo, e o lacmoide, com a sonda ThT??!.
O estudo cinético da agregacao do péptido AP;.4 na presenga de complexo GdLS5, monitorizado
pela fluorescéncia da ThT, ndo foi realizado devido justamente a esta interac¢@o entre a ThT e o
complexo GdLS5.

Curiosamente foi verificado que a fluorescéncia do complexo GdL5 na presenca de
agregados de péptido APi40 aumenta de intensidade e sofre um ligeiro desvio hipsocrémico
(para o azul) (Figura 4.9B). O aumento da intensidade de fluorescéncia pode ser explicado pelo
facto de que a interaccdo com o0s agregados amildides torna o ambiente menos simétrico,
aumentando a probabilidade de emissdo. O desvio no comprimento de onda poderéa ser devido a
um efeito de polaridade do ambiente, em que o complexo GdL5, no agregado, se encontra hum
ambiente mais hidrofobico, ou devido a interac¢do de empilhamento entre os electrdes m da
por¢do aromatica do complexo e os electrdes n da tirosina do péptido APi-40, qUe provocam um

desdobramento do estado excitado, & semelhangca do que se tinha verificado aguando da
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formacdo de micelas do complexo GdLS5 (ver secgcdo 3.3.8). Ao se verificar a alteragdo na
fluorescéncia do complexo GdL5 na forma livre e interagindo com os agregados amildides,
torna-se possivel o estudo de aspectos termodindmicos da interaccdo, como por exemplo a
determinacdo do AH (variagdo de entalpia).

O dicroismo circular no UV longinquo ¢ uma técnica usada para estudar a estrutura
secundaria de uma proteina ou péptido em solug¢do. A luz linearmente polarizada pode ser vista
como a soma de duas componentes de igual magnitude, de luz circularmente polarizada para a
esquerda e para a direita, e o espectropolarimetro mede justamente a diferenga de absor¢do
destas duas componentes. Se ndo houver absor¢do de nenhuma das componentes ou se as duas
componentes de luz circularmente polarizada forem absorvidas na mesma extensdo, a
recombinacdo das duas componentes regenera a radiacdo linearmente polarizada e o sinal
adquirido pelo espectropolarimetro ¢ nulo. Se houver diferencas de absor¢do das duas
componentes, a radiacao resultante sera elipticamente polarizada e havera registo de sinal de CD,
que sera dependente da presenga de centro quirais (por exemplo carbonos quirais) ou da presenga
de um ambiente assimétrico, devido a estruturas tridimensionais, que ¢ o que ocorre nos péptidos
e proteinas. O cromoéforo que absorve na regido do UV longinquo do espectro ¢ a ligagao
peptidica que tem um caracter parcial de ligacdo dupla, absorvendo a comprimentos de onda
inferiores a 240 nm. As transi¢des electronicas que se visualizam no CD nesta regido estao
associadas a transi¢cdes do tipo m*«—n pouco intensas entre os 240 ¢ os 200 nm e a transicoes
m*«—m mais intensas, a volta dos 190 nm. Com os espectros de CD no UV longinquo ¢ possivel
identificar diferentes tipos de estrutura secundaria regular existente em proteinas e péptidos,
sendo as principais: 1) as estruturas em hélice-o, com dois minimos a 208 ¢ 222 nm e um
maximo a 193 nm; 2) as estruturas em folha-, com um negativo a 218 nm ¢ um maximo a
195 nm; e 3) estruturas desordenadas (random coil) que apresentam um minimo proximo dos
195 nm e um maximo a 220 nm'">'"°.

Foi realizado um estudo por CD durante 20 dias, para se observar o efeito do complexo
GdL5 na agregacdo do péptido APi.4 a duas temperaturas de incubacdo (25° e 37°C) e foi
verificado por TEM a evolugdo da formagdo de fibrilas com pelo menos 10 dias de incubacdo a
37°C. Por questdes técnicas e de tempo, este estudo ainda € preliminar, faltando seguir a cinética
de agregacdo do péptido APj-40 sozinho por CD e obter as imagens de TEM para as todas as
amostras com o mesmo tempo de incubagdo. O estudo de CD foi realizado com o péptido A4
a 40 uM na presenga de 40, 80, 160 e 400 uM de complexo GdLS, respectivamente 1, 2, 4 e 10
equivalentes. Apesar deste estudo ser preliminar, ¢ possivel tirar algumas conclusdes a partir do

estudo de CD. O péptido AP;4o na presenca de complexo GdLS5 no inicio da experiéncia
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encontra-se numa estrutura desordenada a 25°C (Figura 4.10A). A 37°C no inicio da experiéncia
(t= 0 horas) o péptido encontra-se em estrutura desordenada na presenca de 1 e 2 equivalentes de
complexo GdLS5, porém na presenca de 4 ¢ 10 equivalentes o péptido, apesar de se encontrar
maioritariamente em estrutura desordenada, o tempo de aquisicdo do espectro ¢ suficiente para o
péptido comecgar a adoptar uma estrutura ordenada (Figura 4.10C). Ao fim de 20 dias de
incubagdo, em ambas as temperaturas, o péptido AP;.40 encontra-se com estrutura em folha 3
(Figura 4.10B e D). Com o estudo de CD ¢ mostrado ainda que ao fim de 20 dias, o sinal
correspondente a estrutura em folha  aumenta com o aumento da concentracdo de complexo
GdLS5, evidenciando que o aumento da concentracdo de GdLS promove a formagdo de agregados
maiores com estrutura em folha . Esta conclusdo também ¢ sugerida pelas imagens de TEM
adquiridas, em que € monitorizada a evolugdo fibrilar do péptido AP;-40 sozinho, na presenca de
40 uM (1 equivalente) e 160 uM (4 equivalentes) de complexo GdLS5, mostrando que a presenga
do complexo GdLS5 provoca a formagdao de fibrilas maiores do que em comparacdo com o

péptido sozinho (Figura 4.11). O complexo GdL5 mostra ter um efeito de promover a agregacao
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Figura 4.10- Espectro de CD no UV-longinquo do péptido AB;.40 @ 40 uM na presenca de 40, 80, 160
e 400 M de complexo GdL5, respectivamente 1,2, 4 e 10 equivalentes, em tampdo fosfato de sodio
10 mM, pH= 7.4, a 25° (A,B) e 37°C (C,D) a 0h (A,C) e ao fim de 20 dias (B,D) de incubagdo.
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do péptido AB.40 de forma similar ao verificado para o complexo GdL1''® ¢ para o congo red”’,

12 .
4'2% & o lacmoide®.

em contraste com efeito inibitorio verificado para o complexo GdL3''® e GdL
Este efeito do complexo GdL5 sugere que podera ter um efeito toxico in vivo. No entanto, este
estudo foi realizado a concentragdes muito superiores ao verificado no cortex frontal de doentes
de Alzheimer, em que se verifica uma concentracio de péptido amildide de 1-3 uM'®,
mostrando que o efeito toxico do complexo GdL5 podera eventualmente ndo ser significativo

in vivo.

Figura 4.11- Imagens TEM do péptido AB;.4 adquiridas com pelo menos 10 dias de incubacédo a 37°C, em tampédo
fosfato de sédio 10 mM, pH= 7.4. O péptido A4 Sozinho a 40 uM A) na presenga de 40 uM de GdL5 B), e
160 uM de GdL5 C).

4.4 Concluséao

No presente capitulo foi estudada a interac¢do principalmente do complexo GdL5 com o
péptido AP;-40, podendo estes resultados ser estendidos para outros ides trivalentes a complexar

3 p3* e %8Ga®*, que sdo importantes para as

com o ligando L5, tais como os ibes Eu
modalidades Imagiologicas Optica, SPECT e PET, respectivamente.

Nos trabalhos realizados anteriores ja se tinha verificado a interaccdo dos complexos
LnLx (x= 1, 3, 4) com o péptido APi4o e com a HSA®?°. No presente trabalho conseguimos
provar pelo perfil de NMRD que o complexo GdL5 interage com o péptido Api.40, havendo um
aumento na relaxividade de cerca de 26% a 20 MHz, devido ao aumento do tempo de correlagdo
(tr), 0 que é um dado importante do uso do complexo em IRM, e obtivemos por SPR um valor da
constante de dissociacdo (Kp) com o péptido agregado de 19.5+3.0 uM. A visualizagdo da

interaccdo do complexo com HSA permite prever um maior tempo de vida do complexo no
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plasma sanguineo, evitando uma rapida excrecdo do complexo do corpo humano, tendo-se
obtido uma constante de associagdo (Ka) de 7.45 + 2.7 x 10* M™ por PRE.

Com o aprofundar do estudo da interac¢do dos complexos com o péptido AP tentou-se
obter o mapa do epitopo da interaccdo dos complexos com agregados APi40 por RMN pela
experiéncia de STD, para averiguar que zonas do complexo interage, tendo-se verificado para o
complexo LalL4 que a zona do PiB é a principal zona que interage com os agregados. Para o
complexo LalL5 por razbes técnicas de répida interconversdo na escala temporal do RMN
(us-ms), ndo foi possivel obter o resultado da experiéncia. Contudo é expectavel que também
seja a zona do PiB a responsavel pela interaccdo, devido a similaridade da sonda com o
complexo LaL4, e também devido ao facto de as sondas terem sido desenvolvidas com o intuito
de interagirem com agregados amil6ides devido a conjugacdo com o PiB, que tem comprovada
afinidade pelos agregados amiloides*'®. Foi verificado por *H-">N-HSQC que o complexo GdL5
interage com a forma monomérica do péptido APis € Que essa interacgdo ocorre
preferencialmente na zona hidrofilica do péptido, entre os residuos F4-F20. No entanto, a
afinidade do complexo GdL5 com a forma agregada do péptido AP;.40 € maior do que a afinidade
do complexo com a forma monomérica do péptido, sendo uma caracteristica importante uma vez
que se pretende detectar os agregados amiloides e ndo a sua forma monomérica.

Foi ainda estudada a influéncia do complexo GdL5 no processo de agregacao do péptido
AP140 por TEM e CD, verificando-se uma estimulacdo pelo complexo da ocorréncia da

formacdo de fibrilas com estrutura em folha-p.
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A doenca de Alzheimer é uma das grandes preocupacdes do século XXI, com o0 aumento
da prevaléncia associado a maior esperanga de vida. A falta de recursos disponiveis no
diagndstico desta patologia torna urgente o desenvolvimento de sondas que possam servir este
proposito in vivo, uma vez que o diagndstico é obtido somente post mortem. E com este
proposito que o presente trabalho foi desenvolvido para dar seguimento ao trabalho desenvolvido
anteriormente no grupo de investigacdo com os complexos LnLx (x= 1,2,3 e 4)%114-116120 ¢
tentar optimizar as propriedades da sonda para seu uso nas varias modalidades imagiolégicas
através da alteracdo da estrutura do ligando. Os ligandos foram desenvolvidos de modo a
formarem complexos metalicos termodindmicamente estaveis e cinéticamente inertes usando um
derivado de DOTA, para o ligando L4, e um derivado de DO3A, conjugado com um vector, um
derivado de PiB com comprovada afinidade pelos agregados amildides.

Estas sondas foram desenvolvidas para serem multi-modais, ou seja, poderem ser
utilizadas em varias modalidades imagioldgicas através da escolha adequada do metal usando o
mesmo ligando, como por exemplo a utilizacdo de Gd** para IRM, **'In** para SPECT, ®Ga®*
para PET ou Eu**, Th®* e Yb* para Imagiologia Optica no visivel ou no infravermelho préximo.
Com esse objectivo foi estudada a possivel utilizagdo do ligando L4 em Imagiologia Optica para
dar seguimento ao trabalho efectuado com este ligando para sua utilizacdo em IRM*?°. O estudo
do ligando L5 foi mais completo tendo-se sido investigadas as propriedades deste ligando para
uso em Imagiologia Optica e de Ressonancia Magnética.

Em termos de utilizacdo potencial dos complexos com ides Ln** dos ligandos L4 e L5 em
Imagiologia Optica, foi feita uma caracterizacdo fotofisica dos ligandos e complexos para
averiguar a eficiéncia de transferéncia de energia do croméforo para o centro metalico, com o
respectivo célculo do rendimento quantico de luminescéncia. Uma das mais importantes
caracteristicas que os ligandos tém de verificar para seu uso em Imagiologia Optica é serem
fotoestaveis, tendo-se verificado que o ligando L4 é efectivamente fotoestavel, ao contrario do
ligando L5 que é fotodegradavel, o que inviabiliza a sua utilizacio em Imagiologia Optica. Neste
estudo foi verificado que o complexo EuL4 é o que apresenta maior rendimento quéantico de
luminescéncia. No entanto o valor obtido ®L"= 1.835x107 + 7.7x10 é baixo para sua utilizagao
em Imagiologia Optica, sendo a distancia entre o croméforo e o centro metalico demasiado
grande, a razdo principal para este baixo rendimento.

O estudo in vitro para avaliar a capacidade do complexo GdL5 poder ser usado em IRM
como agente de contraste positivo, sugere que este complexo tem boas propriedades fisico-
quimicas para essa finalidade, como ter relaxividade elevada devido ao tempo lento de

correlagéo rotacional (t;) provocado pela formacdo micelar a baixas concentragdes, 205 uM. O
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caracter anfifilico foi avaliado pela determinagéo de log P, obtendo-se um valor de 0.65+0.028,
mostrando que este complexo é mais lipofilico que os restantes complexos GdLx (x= 1,2,3)".

Todavia, segundo algumas regras enunciadas na literatura®*

, prevé-se dificuldade do complexo
GdL5 atravessar a barreira hemato-encefélica a concentragfes suficientemente elevadas para o
complexo poder ser usado em IRM. A interac¢do do complexo GdL5 com o péptido APi-o
provoca um aumento na relaxividade de cerca de 26% a 20 MHz, devido ao aumento do tempo
correlacdo rotacional, o que é uma caracteristica importante em IRM, uma vez que aumenta o
contraste das imagens. Tendo em conta que o complexo GdL5 também interage com a HSA com
um valor de Ka de 7.45 + 2.7 x 10° M™ obtido por aumento de relaxacdo proténica (PRE), ha
indicacdo que o complexo terd um tempo de vida no plasma sanguineo maior, evitando a sua
rapida excrecdo do organismo.

O estudo da interac¢ao do complexo GdL5 com o péptido ABi-40 MOStrou que o complexo
interage com moderada afinidade com os agregados amiloides com um Kp de 19.5 £ 3.0 uM
obtido por SPR. A maior afinidade do complexo GdL5 com os agregados amiloides que os
complexos formados pelos ligandos Lx (x= 1, 3 e 4) poderdo evidenciar que a maior
hidrofobicidade do complexo GdL5 em relagdo aos restantes complexos poderad ser um factor
chave nesta interaccdo, assim como a maior distancia de separacdo entre o PiB e o quelato
metélico podera favorecer a interaccdo. Foi ainda comprovado que o complexo GdL5 interage
com a forma monomérica do péptido ABi.40 com menor afinidade do que para os agregados do
péptido, o que é importante uma vez que se pretende detectar os agregados e ndo a forma
monomérica do péptido. Deste estudo, verificou-se ainda um alargamento selectivo de alguns
sinais nos espectros 2D N-'H HSQC por RMN, identificando-se que o complexo GdL5
interage com a zona hidrofilica do péptido na sua forma monomérica, dos residuos F4-F20 de
grande densidade de carga a pH fisioldgico.

A constatacdo por CD e TEM que o complexo GdL5 induz a formacdo de fibrilas com
estrutura em folha B do péptido APi-40, podera acarretar um problema de aumento de toxicidade
in vivo. Contudo, o estudo foi realizado a concentragdes de péptido de 40 pM, bastante

superiores ao que se verifica no cortex frontal de doentes de Alzheimer 1-3 pM'®’

, mostrando
que a toxicidade do complexo GdLS poderé ndo ser significativa in vivo.

Com o presente estudo perspectiva-se dificuldade da utilizacdo do complexo LnL4 e
LnL5 in vivo para sua utilizacdo em Imagiologia. Uma das grandes raz6es para a dificuldade da
utilizacdo deste tipo de complexos e outros tipos de complexos reportados na literatura'® é a
grande dificuldade de atravessarem a barreira hemato-encefalica. Recentemente foi demonstrada

uma conecgdo entre o sistema linfatico e o cérebro®’’, que poderé ser explorado para utilizagdo
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deste tipo de sondas especificas para deteccdo de agregados amildides associados a patologia de
Alzheimer sem haver o problema de passagem da barreira hemato-encefélica. Foi ainda
mostrado que com o avancar da patologia ha um enfraquecimento progressivo da funcdo da
barreira hemato-enfalica'’®, permitindo haver permeacéo dos complexos para atingir o cérebro.
Porém isto ndo se verifica em fases precoces da doenca, constatando-se que a utilizagdo da sonda
ndo é possivel para diagnostico precoce. Artificialmente, a barreira hemaotencefalica pode ser
enfraquecida com o recurso a solu¢cdes hiperosmoéticas com manitol, composto vasoactivo.
Apesar de esta solugdo ser toxica para humanos®, esta estratégia pode ser usada em estudo em
animais in vivo usando os complexos aqui desenvolvidos. A partir deste trabalho e de outros
trabalhos publicados, fica claro que a utilizagdo destes complexos sozinhos ¢ uma estratégia de
pouco sucesso, havendo necessidade futura de investigar veiculos de transporte que atravessem a
barreira hemato-encefalica chegando ao cérebro e que tenham a capacidade de libertar os
complexos vectorizados para detectar agregados amildides, de modo a que seja possivel utilizar
estas sondas para realizar um diagnostico precoce, independentemente da modalidade
imagiologica. Com este intuito, tém sido estudadas estratégias como a utilizagdo de ultra-sons e
micro-bolhas para abrir a barreira hemato-encefalica e a utilizacao de agentes lipidicos soluveis,
proteinas carregadoras ou ainda a associacao de agentes de contraste com proteinas que podem
ser especificamente transportadas por receptores mediadores de endocitose e mecanismos de
transcitose””.

Apesar de ja ter sido desenvolvida e aprovada para uso clinico uma sonda para detecgao
de agregados amiloides, o Florbetapir-'°F, havendo ainda uma outra sonda que se encontra em
testes clinicos, o regente de Pittsburg B ([''C]PIB), em que ambas as sondas sdo detectadas por
PET, urge a necessidade de desenvolver sondas que possam ser usados em modalidades
imagiologicas mais baratas e de maior disponibilidade como o IRM, que esta disponivel em
praticamente todos os hospitais. O desenvolvimento destas sondas permitiriam uma oportunidade
de monitorizacdo de novas estratégias terapé€uticas, de forma barata e mais acessivel, sem se
recorrer a radiofarmacos, emissores de radiagdao ionizante, que sao produzidos a partir de um

ciclotrdo, que apenas se encontra disponivel em determinados sitios.
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