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Resumo

A permeabilidade dos solutos através da barreira hematoencefalica (BBB) ¢ dependente do
seu peso molecular, carga, lipofilicidade, anfifilicidade e tamanho da molécula. O Gd-DOTA ¢é muito
utilizado em Imagiologia de Ressonancia Magnética como agente de contraste positivo, na dete¢do
de tumores cerebrais. No entanto, a sua passagem para o Sistema Nervoso Central apenas ocorre
quando a BBB se encontra comprometida, devido a sua elevada hidrofilicidade.

De modo a contornar esta problematica foram sintetizados dois derivados do Gd-DOTA,
através da adicdo de uma cadeia alquilica de quatro e oito carbonos ao anel do macrociclo.

A velocidade de permeacio do Gd-DOTA foi determinada por ICP-MS. Com este objetivo,
o complexo metdlico foi encapsulado em vesiculas unilamelares grandes (LUV’s) de POPC, e o
composto que permeou a membrana foi separado do que ainda se encontrava encapsulado utilizando
cromatografia de exclusdo. A permeabilidade do Gd-DOTA foi caracterizada as temperaturas de 40,
50 e 60 °C, obtendo-se pot extrapolacio um coeficiente de permeabilidade através da membrana
igual a 5.8x10-13 cm/s a 37 °C.

A interacdo de um dos novos complexos metalicos sintetizados (Gd-DOTA-C8) com as
membranas lipidicas, foi estudada através da determinacio do coeficiente de particdo com recurso a
diferentes técnicas: Calorimetria de Titulacio Isotérmica (ITC), relaxometria, efeito na temperatura
de transicio de fase do lipido, variagdo no tamanho dos LUVs (por dispersdao dindmica de luz, DLS)
e varia¢do na carga dos LUVs (através da medi¢do do potencial zeta). Nenhuma das abordagens
permitiu caracterizar com tigor a afinidade do Gd-DOTA-C8 para as membranas lipidicas, os estudos
forneceram, no entanto, alguma informacio importante. Os estudos de ITC mostraram que o
complexo forma agregados quando em solu¢io aquosa em concentracGes na ordem dos mM, tendo-

se obtido o valor de 0.11 mM para concentragio critica de agregacido em tampao fosfato salino a 37

°C. Com os estudos de telaxometria, obtiveram-se os valores das velocidades de relaxacdo
longitudinal e transversal do novo complexo sintetizado, sendo ligeiramente superiores as observadas
para o Gd-DOTA. Estes resultados sugerem que os agregados formados pelo Gd-DOTA-CS8 sio de
pequenas dimensdes. Observou-se ainda que o Gd-DOTA-C8 nio influencia significativamente a
temperatura de transi¢do de fase de membranas de DPPC. No entanto, a adigdo de concentragdes
crescentes do complexo a lipossomas de POPC, conduz a um aumento no tamanho das particulas
em solu¢do e a uma variagdo no seu potencial zeta que se torna mais negativo.

Foram ainda efetuados estudos preliminares para uma possivel quantificagio do ido Gd** em

solu¢des contendo Gd-DOTA, utilizando o corante laranja de xilenol.






Abstract

The permeability of solutes across the blood-brain barrier (BBB) is dependent on their
molecular weight, charge, lipophilicity, amphiphilicity and molecule size. Gd-DOTA is widely used
in Magnetic Resonance Imaging as a positive contrast agent in the detection of brain tumors.
However, its passage to the Central Nervous System only occurs when a BBB is compromised, due
to its high hydrophilicity.

To get around this problem, two Gd-DOTA derivatives were synthesized, through the
addition of an alkyl chain of four and eight carbons to the macrocycle ring.

The permeation rate of Gd-DOTA was provided by ICP-MS. For this purpose, the metal
complex was encapsulated in large unilamellar vesicles (LUV's) of POPC, and the compound that
permeated the membrane was separated from what was still encapsulated using exclusion
chromatography. The permeability of Gd-DOTA was characterized at temperatures of 40, 50 and 60
°C, obtaining by extrapolation of the permeability coefficient through the membrane a equal to 5.8
X 1013 cm/s at 37 °C.

The interaction of one of the new synthesized metal complexes (Gd-DOTA-C8) with lipid
membranes was studied by determining the partition coefficient using different techniques:
Isothermal Titration Calotimetry (ITC), relaxometry, effect on temperature of lipid phase transition,
change in size of LUVs (by dynamic light scattering, DLS) and change in charge of LUVs (through
measurement of zeta potential). None of the methodologies accurately characterize the affinity of
Gd-DOTA-CS8 for lipid membranes, the studies provided, however, some important information.
ITC studies differentiated that the complex forms aggregates when in aqueous solution in accordance
with the order of mM, having a predicted value of 0.11 mM for critical aggregation concentration in
phosphate buffered saline at 37°C. As relaxometry studies, the values of the longitudinal and
transversal relaxation variations of the new synthesized complex were obtained, very light to those
observed for Gd-DOTA. These results obtained that the aggregates formed by Gd-DOTA-C8 are
of small dimensions. It was further observed that Gd-DOTA-C8 does not evolve at the phase
transition temperature of DPPC membranes. However, the addition of complex enhancers to POPC
liposomes leads to an increase in the size of the particles in solution and a variation in their zeta
potential which becomes more negative.

Preliminary studies were also carried out for a possible quantification of the Gd3 + ion in

solutions containing Gd-DOTA, using the xylenol orange dye.
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Capitulo 1 - Introdugio

1.1 Importancia das Membranas Biolégicas

As membranas biol6gicas desempenham um papel essencial na prote¢ao celular, formando uma
barreira hidrofébica natural que separa o meio interno do externo. Sao compostas maioritariamente
por lipidos e proteinas, tendo como principal fun¢do delimitar os diferentes compartimentos
biolégicos, como células e organelos celulares. F uma barreira fisica com permeabilidade baixa e
especifica, que fornece transporte de moléculas para dentro e para fora do meio celular. Os principais
mecanismos que ocorrem nas membranas sio reconhecimento celular, adesio celular, fusdo da
membrana e catdlise enzimatica. Existem varios tipos de membranas plasmaticas especializadas e
muitos outros tipos distintos de membranas que criam diferentes organelos intracelulares. Estes tipos

de membrana diferem na composicio lipidica e proteica.!?

1.1.1 Lipidos Constituintes da Membrana

As membranas biologicas sio constituidas por trés familias principias de lipidos: fosfolipidos,
glicolipidos e esterdis. Os fosfolipidos consistem em duas cadeias de acidos gordos ligadas ao glicerol
e a um grupo fosfato, denominados glicerofosfolipidos. Um exemplo comumente encontrado nas
membranas biologicas € a fosfatidilcolina (PC), que possui uma molécula de colina ligada ao grupo
fosfato (figura 1.1 A). A setina e a etanolamina podem substituir a colina, esses lipidos denominam-
se de fosfatildilserina (PS) e fosfatidiletanolamina (PE), respetivamente. Os fosfolipidos podem ainda
incluir esfingofosfolipidos, diferenciando-se dos glicerofosfolipidos pelo seu grupo hidréfobo, que
neste caso é a ceramida. Os glicolipidos podem conter glicerol ou esfingosina e possuem sempre um
agucar na sua composicao no lugar do grupo fosfato dos fosfolipidos (figura 1.1 B). Os esterdis estdao
ausentes na maioria das membranas bacterianas, mas sio um componente importante nas membranas
animais e vegetais. O colesterol tem uma estrutura muito diferente da dos fosfolipidos e glicolipidos,
possui um grupo hidroxilo (parte hidrofilica), uma cadeia de esterdis e uma cadeia curta de

hidrocarbonetos (figura 1.1 C).34
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Figura 1.1 - Representagdo esquematica das trés familias de lipidos constituintes da membrana
biolégica. A) Fosfatilcolina, um glicerofosfolipido; B) Glicolipido; C) Esterol. (adaptado da referéncia
3).

1.1.2 Bicamada Lipidica

O modelo do mosaico fluido proposto por Jonathan Singer e Garth Nicolson em 1972
descreve a natureza da biomembrana como uma estrutura dinamica e fluida.5 Esta propriedade
dindmica é baseada nas interagdes entre os lipidos da bicamada e a sua mobilidade individual, devido
a nio estarem ligados covalentemente entre si. A bicamada lipidica consiste em duas camadas opostas
de fosfolipidos anfifilicos, em que as cabecas polares e hidrofilicas sdo direcionadas para a fase aquosa
e as caudas de hidrocarbonetos hidrofébicos sdo orientadas pata o interior da bicamada. A formagio
das bicamadas ocorre espontaneamente devido a presencga de agua, sendo o efeito hidrofébico o
maior parimetro termodindmico estabilizador dos agregados lipidicos. A agregacio dos lipidos deve-
se a presenca de forcas estabilizadores, como as de Van Der Walls entre as cadeias hidrocarbonadas
dos fosfolipidos e liga¢des de hidrogénio entre as cabegas polares. 67

Dependendo da temperatura, a bicamada lipidica pode se encontrar em duas fases distintas,
a fase gel e a fase liquida. A baixas temperaturas as cadeias acilo dos lipidos da bicamada sio
caractetizadas por uma alta razio conformacional trans/gauche. As cadeias acilo encontram-se
distendidas paralelamente umas as outras e perpendiculares ao plano da bicamada, apresentando um
elevado grau de ordem conformacional, rotacional e transversal. Estas bicamadas encontram-se na
fase gel, com menor fluidez. Em algumas bicamadas ordenadas, com o aumento da temperatura ¢

possivel encontrar a fase rpple, caracterizada por uma inclinagdo das cadeias acilo relativamente ao

4



Capitulo 1 - Introdugio

plano da bicamada. A transicdo de fase em bicamadas lipidicas ordenadas ocorre a temperaturas
caracteristicas que dependem do lipido e do comprimento da cadeia acilo. A conversdo da fase
ordenada ou de gel na fase liquida ocorre quando a temperatura ultrapassa a temperatura de transicdo
do lipido, Tm. A fase liquida ¢ caracteriza por uma maior fluidez membranar, relagdo conformacional

trans/gauche baixa e ordem conformacional, rotacional e translacional baixa. 89
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Figura 1.2 - Representacdo das transicoes de fase de bicamadas lipidicas. As setas a tracejado
correspondem a uma diminui¢do da temperatura e as solidas a um aumento. (adaptado da referéncia

7).
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Figura 1.3 — Estruturas quimicas dos lipidos utilizados ao longo deste trabalho. A) POPC; B) DPPC;
C) DDAB.

No decorrer deste trabalho foram utilizados trés tipos diferentes de lipidos: 1-Palmitoil-2-
oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina  (POPC), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DPPC) e
Brometo de didodecildimetilaménio (DDAB). A temperatura das experiéncias o POPC e o DDAB
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encontram-se na fase liquida!®!!, por outro lado o DPPC foi utilizado a diferentes temperaturas,

encontrando-se na fase gel, ripple ou liquida.’.12

1.2.3 Bicamadas Lipidicas como Sistemas Modelo para

Membranas Biologicas

Do ponto de vista biofisico, as membranas biologicas sio estruturas anisotropicas e nio
homogéneas com propriedades semelhantes aos cristais liquidos do tipo esmético. O estudo das
propriedades das biomembranas é comprometido pela sua complexidade estrutural, pequeno
tamanho, pouca espessura, anisotropia e heterogeneidade. Além disso, ¢ dificil separar as
propriedades da bicamada lipidica e a influéncia da presenca de proteinas. Assim, de modo a uma
melhor compreensio dos fenémenos que ocorrem nas biomembranas, é necessario reduzir a
complexidade do sistema aos seus componentes basicos. Desta forma, diversos modelos de
biomembranas foram desenvolvidos, como micelas, monocamadas lipidicas, multicamadas,
membranas lipidicas de bicamada, vesiculas multicamada e unilamelates e filmes de lipido em suporte
sélido.

Os sistemas modelo mais simples sdo compostos por apenas um lipido e a complexidade
destes pode aumentar com a adi¢do de diferentes lipidos, colesterol e lipidos carregados ou com a
incorporacido de proteinas periféricas ou integrais. Desta forma, as membranas modelo podem ser
utilizadas para mimetizar a estrutura e as propriedades das biomembranas. 13,14

Os lipossomas sio vesiculas lipidicas que encapsulam determinado volume de meio aquoso,
preparados a partir da hidratacdo de lipidos da membrana, sendo utilizados como modelos das
membranas biolégicas. Estes podem ser classificados em: vesiculas multilamelares, (MLV), vesiculas
unilamelares pequenas (SUV) com didmetros inferiores a 100 nm, vesiculas unilamelares grandes
LUV) com didmetros compreendidos entre 100 nm e 1000 nm e vesiculas unilamelares gigantes

(GUV) que possuem didmetros superiores a 1 pm. 15
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Figura 1.4 - Esquema dos diferentes tipos de lipossomas, vesicula unilamelar pequena (SUV),
vesicula unilamelar grande (LUV), vesicula unilamelar gigante (GUV) e vesicula multilamelar (MLV).

Adaptado da referéncia 8.

Na generalidade, os MLV’s nio sio muito utilizados no estudo das membranas biolégicas,
devido a complexidade de possuir muitos volumes internos, tornando a interpretagao dificil. Por esse
motivo, vesiculas unilamelares sdo mais comumente utilizadas devido a sua homogeneidade.!6 Neste

trabalho, foram utilizados LUV’s com 100 nm de diametro para o estudo das biomembranas.
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1.2 Propriedades da Barreira Hematoencefalica

O cérebro e o sistema nervoso central (SNC) requerem um nivel de homeostase e prote¢ao
contra as toxinas circulantes no sangue maior do que a maioria dos outros 6rgios do corpo. A
complexa funcido neuronal é protegida por barreiras fisiolégicas que separam o sangue do fluido
intersticial em trés interfaces: a barreira hematoencefalica (BBB, do Inglés Brain-Blood-Barrier), o

epitélio do plexo cordide (barreira do liquido cefalorraquidiano) e o epitélio aracnéide. 17

A BBB ¢ formada por células endoteliais cerebrais que, devido a sua funcio especializada,
distinguem-se das restantes células endoteliais do corpo. Estas apresentam proteinas especificas, de
modo a controlar a entrada e saida de metabolitos através das células (via transcelular); possuem tight
junctions que limitam a permeacio de solutos polares através das vias difusionais paracelulares (via
paracelular)!$; tém auséncia de fenestragdes, ou seja, de poros que permitam a troca rapida de
moléculas entre o sangue e o tecido e apresentam baixa velocidade de transporte vesicular
(transcitose), de forma a prevenir o transporte de grandes moléculas hidrofilicas para o SNC.1° As
células endoteliais encontram-se polarizadas em duas partes da membrana plasmatica, a apical,

voltada para o sangue, e a basolateral, voltada para o cérebro. 20.2!

As principais func¢oes da BBB sio o controlo do transporte molecular, impedindo a entrada
de toxinas para o SNC; a homeostase iénica, de modo a que a sinalizagido sindptica decorra de forma
ideal; manter o ambiente do SNC baixo em proteinas, de modo a limitar a proliferagdo e preservar a
conectividade neuronal; separar os neurotransmissores centrais e petiféricos, permitindo a sinalizagdo
nao sinaptica no SNC e vigiar a resposta imunoldgica, de modo a que haja o minimo de inflamagio

e danos celulares.??

1.2.1 Permeabilidade da BBB

As moléculas podem cruzar a BBB por duas vias: paracelular e transcelular. Na via
paracelular, os iGes e os solutos polares atravessam a BBB por difusdo passiva entre as células
endoteliais, a favor do seu gradiente de concentracio. Por outro lado, a via transcelular abrange
diferentes mecanismos de transporte, como difusdo passiva, transporte mediado por transportadores
e transcitose (mediada por receptores ou devido a adsor¢io a superficie da membrana).2 O transporte
ao longo da BBB ¢ dependente de fatores fisico-quimicos que influenciam a permeabilidade dos

solutos através da membrana, como o peso molecular, a carga, a lipossolubilidade, a anfifilicidade e

8



Capitulo 1 - Introdugio

o tamanho da molécula. Para além disto, a permeabilidade da BBB ¢ influenciada por fatores
tisiolégicos, como transportadores de efluxo (glicoproteina-P, por exemplo), atividade enzimatica,

ligacdo a proteinas plasmaticas e fluxo sanguineo cerebral. 24

Pequenas moléculas lipofilicas, como o Oz e o COz, conseguem difundir-se livremente
através da membrana do endotélio. A presenca de transportadores especificos nas membranas apical
e basolateral regula o transporte de pequenas moléculas hidrofilicas, permitindo a entrada de
nutrientes essenciais e excluindo ou transportando de volta para o sangue varios compostos que por
nio serem reconhecidos como essenciais sao potencialmente toxicos. Grandes moléculas hidrofilicas

sao geralmente excluidas, a menos que consigam ser transferidas por transcitose. 2526

Aquando da ocorréncia de algumas condi¢oes patologicas (acidente vascular cerebral, esclerose
multipla, doenca de Parkinson e doen¢a de Alzheimer, por exemplo) a integridade da BBB ¢
comprometida, aumentando a permeabilidade a moléculas grandes e polares.?” O comprometimento
da BBB pode ser visualizado in vivo através de ressonancia magnética, com o auxilio da injecio de

um agente de contraste como por exemplo complexos de gadolinio. 23
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Figura 1.5 - Diagrama esquematico dos mecanismos de transporte de moléculas ao longo da BBB.

(adaptado da referéncia 17).
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1.3 Imagiologia de Ressonidncia Magnética

A Imagiologia de Ressonancia Magnética (MRI) é uma técnica amplamente utilizada em
diagnosticos clinicos pois permite a detecdo e caracterizacdo de diferentes tecidos moles, como por
exemplo tumores cerebrais.?8 Ao contrario da radiografia Raio-X e Tomografia Computorizada, ndo
faz uso de radiacio ionizante, apresenta tempos de varrimento mais curtos e conduz a imagens de
alta resolucdo. No entanto, possui menor sensibilidade quando comparada aos métodos nucleares
Tomografia por Emissao de Positrdes (PET) e Tomografia Computorizada por Emissio de Fotao

Unico (SPECT). 29

A MRI ¢é uma técnica nio invasiva que deriva diretamente do fenémeno de Ressondncia
Magnética Nuclear (RMN), dependendo de duas propriedades principais dos nicleos atomicos: carga
e spin. Os nucleos com spin diferente de zero (*H, 13C, YF e 3'P, por exemplo) sdo ativos em RMN,
estes possuem momento magnético nao nulo e tendem, por isso, a estar alinhados com um campo
magnético. Na grande maioria das experiéncias de MRI, o foco esta no atomo 'H, devido a sua grande
abundancia natural 303! As imagens de MRI s3o adquiridas através do alinhamento dos spins nucleares
em resposta a um campo magnético externo, perturbado por um pulso de radiofrequéncia (RF). Apos
a excitacdo através do pulso de RF, a magnetizacdo nuclear retorna ao equilibrio por meio de
relaxamento. Hste é caracterizado por dois tempos de relaxagdo: o tempo spin-rede ou longitudinal
(T1), que descreve a recuperacio exponencial do equilibrio; e o tempo spin-spin ou transversal (T5),
que corresponde a diminuicdo exponencial da precessio da magnetizacio e, desta forma, a
diminui¢do do sinal de RMN.3* O contraste de imagem pode ser obtido através da diferenca nos
tempos de relaxa¢io dos nucleos dos protdes da dgua nos diferentes tecidos. Propriedades dos
diferentes tecidos tais como a sua viscosidade, conduzem a diferentes tempos de relaxacido dos
protSes da dgua o que gera contraste entre os diferentes tecidos permitindo obter uma imagem sem
a introducdo de agentes externos. O contraste pode ser melhorado manipulando os tempos de

relaxacio dos protdes da dgua fazendo uso de agentes de contraste. 32

10
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1.3.1 Agentes de contraste em MRI

Ao contrario dos agentes de contraste utilizados na Tomografia Computadorizada de Raio-
X e na medicina nuclear, em MRI nio sdo estes que sdo visualizados diretamente na imagem, mas
sim os seus efeitos nos tecidos.’> Um bom agente de contraste deve ser biocompativel, ter alta
solubilidade em agua, estabilidade em condi¢bes aquosas, baixo potencial osmético quando esta em
solucio e possuir rapida excrecdo renal. 22 O contraste € resultado da variacdo que o agente causa nos
tempos de relaxacdo dos protdes da 4agua e, consequentemente, na intensidade do sinal de RMN. A
intensidade do sinal de RMN decorre em grande parte do valor local da velocidade de relaxagio
longitudinal (1/T1) e da velocidade de relaxa¢do transversal (1/T2). O sinal tende a aumentar com o
aumento de 1/T1 e a diminuir com o aumento de 1/T>. Os agentes de contraste aumentam 1/T e
1/T2 em viérios graus, dependendo da sua natureza e do campo magnético aplicado.2%3* Agentes
paramagnéticos aumentam ambas as velocidades de relaxacdo em quantidades aproximadamente
semelhantes, mas sao melhores para imagens ponderadas em T4, uma vez que a variacio percentual
em 1/T1 no tecido é muito maior que em 1/T2. Por outro lado, as nanoparticulas de ferro levam
geralmente a2 um aumento muito supetior em 1/T2 do que em 1/Ti. Os agentes de contraste que
afetam T s2o chamados de positivos, sendo adquiridas imagens mais claras nas zonas onde os agentes
sao captados, Figura 1.6 A. Isto deve-se ao agente de contraste paramagnético se acumular no tumor,
fazendo com que estes aparecam mais brilhantes em imagens ponderadas em T1, como representado
na Figura 1.6 B. Contrariamente, os agentes que afetam T2 sio conhecidos como negativos e
produzem imagens mais escuras, Figura 1.6 A. Estes agentes de contraste sdo utilizados para detetar
tumores no figado e no bago, sendo absorvidos pelo sistema reticuloendotelial, mas ndo pelo tumor.
Desta forma, o tumor aparecerd brilhante em imagens ponderadas em T, contrastando com a

coloracdo mais escura do 6rgao onde se encontra, Figura 1.6 C.3435

A velocidade de relaxacdo é também denominada por relaxividade (r) e é o inverso do tempo
de relaxagdo longitudinal (r1) e transversal (r2). A propor¢do entre os dois valores de relaxividade
(r2/11) é um parametro importante na distingao dos agentes de contraste ponderados em T e em T.
Os agentes de contraste positivos tém uma relaxividade longitudinal superior, apresentando uma

proporgﬁo 1‘2/1’1 menor que os agentes de contraste negativos.
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Figura 1.6 - A) Ilustracio de uma ponderagio em T1 e em T2 numa sequéncia de MRI; B) Imagem
ponderada em T de um cérebro, antes (esquerda) e apos (direita) a injegao de um agente de contraste
paramagnético C) Imagem ponderada em T2 do figado, antes (esquerda) e apds (direita) a injecio de

nanoparticulas de 6xido de ferro. (adaptado da referéncia 21)

A classe mais utilizada de agentes de contraste para MRI é baseada no mecanismo de
relaxacio longitudinal, pois apresentam um contraste de imagem superior a0 mecanismo de relaxagio
transversal. Isto deve-se a interacdo da esfera interna e externa do metal com as moléculas de agua
circundantes, sendo que o componente da esfera externa é resultado da difusdo translacional das
moléculas de agua perto dos ides metalicos. O valor da relaxividade é a soma das relaxividades da
esfera interna e externa. Ao introduzirmos moléculas que contém eletrdes desemparelhados, estas
desencadeario o retorno ao equilibrio dos protdes da dgua com muito mais eficicia, devido ao
momento magnético do eletrdo ser muito mais forte do que o do protdo.3¢ Para além disso, cada
cletrdo desemparelhado ira interagir com as moléculas de dgua, havendo um aumento do valor de 11

e, consequentemente, um melhor contraste positivo na imagem.37-8
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1.3.2. Complexos de Gadolinio como agentes de contraste

O gadolinio (**Gd) pertence ao grupo dos lantanideos e possui sete eletrdes
desemparelhados. Possuindo assim fortes propriedades paramagnéticas, facilitando a relaxacio dos
protSes das moléculas de agua circundantes. O gadolinio na sua forma idnica livre ¢ altamente toxico,
devido ao raio i6nico do Gd** (107,8 pm) ser proximo ao do Ca?t (114 pm), sendo um bloqueador
inorganico de muitos tipos de canais de calcio. Consequentemente, inibe os processos fisiologicos
que dependem do influxo de Ca?* (contracao do musculo liso, esquelético e cardiaco, transmissdo do
influxo nervoso, coagulacio do sangue, etc). Neste sentido, os ides Gd3* sao complexados com
ligandos quelantes, formando complexos cineticamente inertes e termodinamicamente estaveis, de

modo a garantir a inocuidade do ido desde a sua administragdo até a sua excrecao. 33340

Os agentes de contraste com base em Gd3* sdo categorizados em dois grupos principais:
quelatos lineares, como o 4acido dietilenotriaminopentacético (DTPA), e quelatos macrociclicos,
como o 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-acido tetraacético (DOTA), Figura 1.7. De modo
geral, os quelatos macrociclicos apresentam maior estabilidade termodindmica e cinética de
dissociacio mais lenta do que os quelatos lineares.2841 A instabilidade quimica do quelato ¢/ou uma
ligacdo fraca entre o Gd3* e o quelato pode levar a que ocorra transmetalacio, ou seja, troca com
outros iGes metalicos endégenos (Zn2+, Cu?* ou Ca?*, por exemplo) havendo libertacio do ido

Gd3+.3240

coor
-OOC’\N/ \N/\coo- !
3+ -00C" NN coo
N GdN . e
-00C—"\__/ '\—~C00" -00C CO0
Gd-DOTA Gd-DTPA1®
DOTAREM® MAGNEVIS
coor
-00CN /| coo r\|‘/
3+ -00C" NN coo
Gd i ) A
-00C~M\ ,N\/k (HsC),NOC CON(CH3);
Gd-HPDO3A Gd-DTPA-BMA
PROHANCE® OMNISCAN®
e §
Jio rcoo- rcoo-
.00c N/\/N\/\Nk/\COO' -00C™N N™~N"coor
Gda‘ GdG*
-ooc) coor -ooc) kcoo-
Gd-BOPTA Gd-EOB-DTPA
MULTIHANCE® EOVIST®

Figura 1.7 - Estruturas e nome comercial de agentes de contraste de gadolinio usados clinicamente

em MRI. (adaptado da referéncia 33)
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1.4 Objetivo deste trabalho

Como ja referido anteriormente, o Gd-DOTA ¢ um quelato macrociclico muito utilizado
como agente de contraste positivo em MRI. No entanto, devido a sua elevada hidrofilicidade, ndo é
possivel a sua passagem por difusdo passiva através da BBB. Porém, aquando da ocorréncia de uma
neoplasia cerebral a membrana fica comprometida, permitindo a passagem do complexo metalico
para o SNC. Desta forma, o Gd-DOTA ¢ largamente utilizado em neurorradiologia como agente de
contraste, a fim de detetar a presenca de tumores cerebrais. A passagem do agente de contraste através
da BBB intacta ira permitir o disgnostico precoce de tumores bem como de outras patologias. Com

este objetivo tém sido introduzidas varias alteragdes na estrutura do grupo DOTA 4243

Ao longo deste trabalho foram sintetizados dois derivados do DOTA, o macrociclo foi
modificado com a introdu¢ao de uma cadeia alquilica de 4 e 8 carbonos (DOTA-C4 e DOTA-CS,

respetivamente), a fim de aumentar a sua lipofilicidade e biodisponibilidade.

O objetivo deste trabalho é a caracterizagio quantitativa da permeacdo dos diferentes
complexos de gadolinio através de membranas de POPC, uma fosfatidilcolina utilizada como modelo
para uma primeira aproximacdo das biomembranas da BBB. Os resultados obtidos permitirdo uma
comparagio quantitativa entre o Gd-DOTA e os novos complexos sintetizados, facilitando a

otimizacio racional da estrutura de complexo com maior disponibilidade no cérebro.
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2.1 Sintese dos ligandos DOTA-C4 e DOTA-C8

Os derivados do DOTA foram sintetizados partindo do DOTA-anidrido, adquirido a
Chematech. As aminas octilamina, butilamina e trietilamina foram adquiridas a Sigma-Aldrich e o
solvente dimetilformamida (DMF) a Merck. O metanol deuterado adquirido a VWR. Todos os

reagentes e solventes foram utilizados sem purifica¢oes adicionais.

2.1.1 Sintese do DOTA-C4

Preparou-se uma solucdo contendo 200 mg de DOTA-anidrido (Figura 2.1), 43 pL de
butilamina (1 equivalente) e 60 pLL de trietilamina (3 equivalentes) em 4 mL. de DMF, colocou-se sob
agitacdo durante 24 horas, a temperatura de 70 °C. A reacio foi seguida através de cromatografia em
camada fina (TLC), utilizando-se acetato de etilo e hexano (2:1) como eluente. Ap6s arrefecimento a
temperatura ambiente, realizou-se extracdo liquido-liquido com éter dietilico (5x10 mL) e dgua. A
fase aquosa evaporou-se e procedeu-se a putificacdo através de cromatografia por coluna de fase
reversa, utilizando-se silica RP-18 como fase estacionaria.* Como eluente utilizou-se uma solucio de
acetonitrilo e 4gua, variando-se a propor¢ao dos dois componentes ao longo do procedimento (0:100,
10:90 e 25:75 acetonitrilo/agua). Passou-se pela coluna 25 ml. de cada mistura de solventes, num
total de 75 mL de eluente. A recuperag¢io do composto foi seguida através de TLC de fase reversa,
revelada em cimara de iodo, tendo-se verificado a sua eluicio aquando da passagem do eluente
acetonitrilo /dgua (10:90). Diluiu-se o composto obtido no método de purificacio em dguaa pH 9 e
procedeu-se a sua liofilizagdo, obtendo-se o produto final com um rendimento entre 10-20 %.

O composto foi caractetizado por espectroscopia de RMN, adquirindo-se os espectros de
tH, 13C, HSQC (do inglés Heterenuclear Single Quantum Coherence spectroscopy) e HMBC (do
inglés Heteronuclear Multiple Bond Correlation), num espectrofotémetro Bruker-Avance II1 (400
MHz). As solu¢bes analisadas por RMN foram preparadas em metanol deuterado.

IH RMN (400 MHz, MeOD): 8, ppm = 0.95 3H, t, ] = 7.3Hz); 1.37 (2H, m); 1.50 2H, m);
1.86-2.95 (24H, m); 3.18 (4H, m); 3.41 (1H, dd, ] = 10.3 Hz, ] = 2.84 Hz);

13C RMN (400 MHz, MeOD): 8, ppm = 14.2; 21.2; 32.6; 35.8; 40.2; 47.2; 59.7; 60.2; 60.4;
64.9;176.1;179.9.
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Figura 2.1 - Esquema sintético do DOTA-C4, partindo do DOTA-anidrido.

2.1.2 Sintese do DOTA-C8

Para a sintese do derivado DOTA-C8 partiu-se de 200 mg de DOTA-anidrido (Figura 2.2),
72 pL. de octilamina (1 equivalente) e 60 ul. de trietilamina (3 equivalentes) em 4 mL. de DMF, a 70
°C durante 24 horas, sob agitacio. De modo a obter o composto pretendido, procedeu-se de igual
forma ao apresentado na secgdo 2.1.1. Apenas se alterou a propor¢io dos componentes do eluente
ao longo da cromatografia por coluna de fase reversa (25:75, 50:50, 75:25 acetonitrilo: agua),
verificando-se a eluigdo do composto com a propor¢io 50% acetonitrilo e 50% agua. Apds o
processo de liofilizagio, obteve-se o composto pretendido com rendimento de 30-50%.

TH RMN (400 MHz, MeOD): 8, ppm = 0.92 (3H, t, ] = 8 Hz); 1.32 (10H, dd, ] = 7.3 Hz, ]
= 3.7 Hz); 1.51 (2H, m); 1.91-3.06 (24H, m); 3.21 (4H, m); 3.50 (1H, s).
13C RMN (400 MHz, MeOD): 8, ppm = 14.5; 23.7; 30.4; 30.5; 33.0; 40.6; 59.4.

NH
o [+] HO
y’\u W 72/\" W o
Ho ] Cetilamina, Trigtilamina o
o oH DMF, 70 °C, 24 h 3\\/ &
HQ Q HO oH
DOTA-Anidridro DOTA-CE

Figura 2.2 - Esquema sintético do DOTA-C8, partindo do DOTA-anidrido
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2.1.3 Sintese do DOTA-C4 assistida por radiagdo micro-ondas

Na sintese convencional, a monitorizacio da temperatura ¢ realizada por aquecimento
condutor com fontes de calor externas (banho de parafina, por exemplo). Este é um método
comparativamente lento e ineficiente para transferir energia para o sistema, dependendo da
condutividade térmica dos varios materiais, sendo a temperatura do baldo da reacio superior a da
solugdo. Em contraste, a irradiacdo por micro-ondas (MO) produz aquecimento interno eficiente por
interacio da radiacdo de MO com as moléculas presentes na solu¢io. Este tipo de aquecimento reduz
o tempo de reagdao, aumenta o rendimento do produto e facilita o seu processo de purificagao,
havendo uma reducio de reacGes secundarias indesejadas em comparagiao com os métodos de sintese
convencional. 4>

Para a sintese do complexo DOTA-C4 assistida com radiagio micro-ondas, preparou-se uma
solu¢io de 50 mg de DOTA-anidrido, 6 uL. de butilamina e 15 pL de trietilamina, dissolvidos em 1
mL de DMF num vaso de MO de 10 mL. Esta solu¢do foi sujeita a irradiacigo MO durante 30
minutos, com uma temperatura de 70 °C e poténcia inicial de 100 W. A reacgdo foi realizada no
aparelho CEM-Discover S-Class e seguida através de TLC. Apos arrefecimento, realizou-se extracio
liquido-liquido com éter dietilico e agua. Posto isto, evaporou-se os solventes e liofilizou-se o produto
retido na fase aquosa, obtendo-se o composto final com um rendimento de 64,98% do crude de

reacdo. Por ultimo, realizou espectrometria RMN; tendo-se adquirido o espectro 'H.

2.2 Sintese dos complexos

Através dos ligandos DOTA, DOTA-C4 ¢ DOTA-CS8, sintetizou-se complexos metalicos
utilizando o ido lantanideo Gd3+. O ligando DOTA foi adquirido a Chematech e os ligandos DOTA-

C4 e DOTA-CS8 foram sintetizados consoante o descrito nas sec¢des 2.1.1 e 2.1.2, respetivamente.

Preparou-se uma solugdo stock do ido metalico, dissolvendo-se o sal cloreto de gadolinio
(III) hexahidratado (adquirido a Merck), em dgua desionizada, com o pH ajustado para 2 através de
uma solug¢io de HCI 1 M, de forma a prevenir a formacio do hidrato de gadolinio e precipitacio do
sal a pH mais elevado. Esta solucio foi quantificada através do método de Evans, com uso da
suscetibilidade magnética em massa (BMS, do inglés Bulk Magnétic Shiff) de uma referéncia inerte,

tert-butanol (adquirido a Merk), determinado por 'H RMN (procedimento descrito na secgio 2.3).46
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A sintese dos complexos foi realizada através de uma mistura das solugdes de cloreto de
gadolinio e de ligando (Figura 2.3). De modo a garantir a auséncia de metal livre em solugio, usou-
se um excesso de ligando, cerca de 5% superior a quantidade molar de metal. A reacdo de
complexacio realizou-se a pH 5.5 e a uma temperatura de 60 °C, com agitacio. A medida que a reagio
de complexacio ocorre, o pH da solucio diminui devido a desprotonagao do ligando, desta forma, o
pH foi monitorizado e ajustado continuamente com uma solu¢do de NaOH 10 mM. Apéds a
estabilizacdo do valor do pH a 5.5, deixou-se a reagir durante 24 horas. Findo este tempo, realizou-
se o teste com o corante laranja de xilenol (XO) para confirmar a presenc¢a ou auséncia de gadolinio
livre (ver seccao 2.4). Quando se observou existir gadolinio livre em solugio, adicionou-se pequenas
quantidades de ligando, até o teste do corante ser negativo para a presenca do i3o livre. Posto isto,
procedeu-se a liofilizacdo do produto da reagio obtendo-se os complexos Gd-DOTA, Gd-DOTA-
C4 e Gd-DOTA-CS.

o] OH
GdCly, H,O

o 0 + NaOH —_—h + 3 MaCl
24H, B0°C

oH Chh

o
GdCly, H,0
0 o ®  HaGH 24H, B0°C

Figura 2.3 - Esquemas sintéticos das rea¢oes de complexacio do DOTA, DOTA-C4 e DOTA-CS,
n=3eT7.

+ 3 NaCl

2.3 Método de Evans

O gadolinio ¢ um metal com elevado paramagnetismo, podendo influenciar os spins
nucleares ao induzir alteragdes no desvio quimico e/ou aumentando a velocidade de relaxacdo. Uma
substincia paramagnética pode induzir um deslocamento quimico nas frequéncias de ressondncia
magnética através de trés mecanismos: hiperfino, diamagnético e BMS. O deslocamento hiperfino

pode ocotrer por duas vias, a contribuicdo escalar e a dipolar. Ambas as contribui¢bes requerem
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interacdo quimica entre o centro paramagnético e os nuicleos dos atomos do ligando. Os
deslocamentos diamagnéticos estdo relacionados, por norma, com os deslocamentos induzidos nos
nucleos de um ligando durante a reagdo de complexa¢do com um ido paramagnético, devido as
alteragdes conformacionais. A contribuicao por BMS deve-se ao alinhamento parcial dos momentos
magnéticos da espécie paramagnética com o campo magnético externo, sendo afetada a
suscetibilidade magnética de toda a amostra. Desta forma, apenas a contribuicdo BMS ¢ necessaria
para determinar a influéncia que o composto paramagnético terd no desvio quimico de uma
substancia inerte. O desvio provocado ¢ dado em func¢io da concentragio da espécie paramagnética,

através da seguinte equacio:

4mcs Uerr
T (2.84

A, = )2 x 103 (1),

em que ¢ corresponde a concentracio do soluto paramagnético em mol 1, s depende da forma da
amostra ¢ da sua posi¢do no campo magnético (s = 1/3 para um cilindro paralelo ao campo, s = -
1/6 para um cilindro perpendicular ao campo e s = 0 para uma esfera), T é a temperatura absoluta e
Hefe corresponde a0 momento magnético efetivo de determinado composto paramagnético e ¢ um

valor que se encontra tabelado.*” Para o ido metalico de gadolinio o seu valor é 7.94 up.4

De modo a quantificar a solu¢do de cloreto de gadolinio preparada na sec¢io 2.2,
determinou-se o valor de Ax. Para tal, utilizou-se um tubo de RMN de 5mm de didmetro com um
tubo co-axial no seu interior. No tubo interno colocou-se uma massa conhecida de tert-butanol, 10.4
mg, e 80 uL. da solucdo do composto paramagnético e no tubo externo colocou-se 8.3 mg de tert-
butanol e 400 pL de agua deuterada 99.9%. Adquiriu-se o espectro de 'H de RMN, tendo-se
visualizado a presenca de dois sinais correspondestes aos protdes do tert-butanol de ambos os tubos.
O desvio quimico correspondente ao tubo interno foi supetior relativamente ao do tubo externo,
devido ao deslocamento provocado pelo ido paramagnético. Com a diferenca, em ppm, dos desvios
quimicos dos dois tubos obteve-se o valor do deslocamento provocado pelo efeito BMS que, ao ser

substituido na equaciio 2.1, permitiu calcular a concentra¢io da solugdo de cloreto de gadolinio.
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2.4 Teste do Laranja de Xilenol

Como ja referido anteriormente (seccdo 1.2.2) o ido Gd3* ¢é altamente toxico na sua forma
livre. De modo a contornar esta problematica, é necessario garantir que aquando da complexagio
dos quelatos de gadolinio nao haja ido livre em solu¢io, mas sim que este esteja todo complexado.
Para tal, é usado um indicador complexométrico, ou seja, um corante que apresenta uma coloragio
diferente na presenca e na auséncia de metal livre. Para os i6es lantanideos, o indicador mais

comumente utilizado ¢é o laranja de xilenol.

HOsS ‘ coo
‘/ ‘ NJ
4Na®
R oH kcoo' *

N
00C \\COO_

Figura 2.8 - Estrutura quimica do corante laranja de xilenol.

A cor deste ndo depende apenas da presenca de metal, mas também do pH. A pH
dcido/neutro a solugio é amarela e para valores basicos a solu¢io é violeta. Isto deve-se a
desprotonagio do grupo hidroxilo do fenol, levando a uma deslocaliza¢io eletronica e, por sua vez,
a uma alteracdo do comprimento de onda de absotr¢io. A coordenagio com o metal causa 0 mesmo
efeito no corante que a vatiagio de pH, levando a uma colora¢io amarela na auséncia de metal e
violeta na presenca de ido livre, respetivamente. Tendo em conta estas consideragdes, o pH da solucio
de corante tem de ser controlado, este deve ser ligeiramente acido ou neutro, mas ndo pode set basico,

de modo que a solu¢io nio apresente coloragio violeta na auséncia de metal livre.

Desta forma, dissolveu-se uma determinada quantidade de XO em tampio acido acético/
acetato de s6dio 50 mM, a pH 5.8 ¢ com a concentracio de corante ajustada para 200 pM. Para a
confirmagio qualitativa da existéncia /auséncia de Gd3* em solugio, adicionou-se 20 uL. da solu¢ao
de corante a 200 pL da solu¢io de complexo, de modo que a concentragdo final de XO seja de

aproximadamente 18 pM. 4

22



Capitulo 2 — Materiais e Métodos

2.5 Preparagio e caracterizagdo dos lipossomas

Como sistema modelo para o estudo da parti¢ao para e permeacio através das biomembranas
da BBB, utilizaram-se vesiculas unilamelares grandes (LUV’s) de POPC. Foram também efetuados
alguns estudos com a inclusao de 10% de um lipido catiénico (DDAB) com o objetivo de aumentar

a afinidade dos detivados de Gd-DOTA, dado que estes apresentam uma carga global negativa.

Partindo da solu¢ao stock de POPC (adquirido a Avanti Polar Lipids), preparada numa
mistura azeotrépica de Cloroférmio:Metanol (87.4:12.6 (v/v)), tetitou-se o volume necessario de
acordo com a concentragio e volume final pretendidos. Evaporou-se o solvente agitando a solu¢io
num vortex, sob a incidéncia de um fluxo de ar quente na parte externa do tubo de vidro e de um
fluxo de azoto na boca do tubo. Colocou-se o tubo num exsicador sob vacuo durante 5 a 16 horas,
de forma a eliminar todos os vestigios de solvente. Findo este tempo, hidratou-se o filme de lipido
com uma solu¢do aquosa (solugdo de complexo de gadolinio, tampio fosfato (PBS) ou tampio
HEPES) e colocou-se a estabilizar num banho a 40 °C, tornando a bicamada mais fluida e facilitando
a sua hidratacdo. O tubo foi submetido a ciclos de agitacio até a solugdo estar totalmente hidratada
e, em seguida, transferiu-se para um tubo de plastico (tipo falcon). O falcon foi previamente lavado
com tampao PBS, congelando esta soluc¢io trés vezes em azoto liquido e descongelando num banho
a 40 °C (freeze/thaw). Isto é necessirio para que nido haja contamina¢des nos lipossomas,
removendo-se os ftalatos e outras moléculas pequenas que se possam libertar do plastico durante o

processo de congelamento/descongelamento.

A suspensio hidratada de MLV’s sofreu um processo de extrusio, utilizando-se dois filtros
de policarbonato com poros de 100 nm (Whatman Nucleopore) e um extrusor Lipex Biomembranes.
A solugio lipidica foi submetida a trés ciclos de freeze and thaw, seguida de mais trés ciclos de freeze
and thaw com voértex e passagem no extrusor entre cada ciclo. Apds estas trés passagens, realizou-se

mais dez extrusdes, com agitacio prévia. Posto isto, armazenou-se a solu¢ido de LUV’s a 4 °C.

2.6 Otimizag¢ao da Experiéncia de Permeagiao

O protocolo referido na secgdo seguinte, 2.7, foi previamente otimizado através do estudo
da permeacio da carboxifluorescéina (CBF). A escolha da CBF deve-se ao facto de esta apresentar
descritores moleculares semelhantes aos complexos de gadolinio (nomeadamente a sua carga global

negativa e baixa lipofilicidade) sendo assim previsivel que a velocidade de permeagio seja semelhante.
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Foram preparados LUV’s com diferentes concentragbes de CBF encapsulada (1, 2, 5 e 10
mM) segundo o procedimento descrito na sec¢ao 2.5, tendo-se incubado aliquotas de LUV’s
contendo CBF a temperatura de 40 °C, 50 °C e 60 °C. A quantificacdo das amostras de CBF foi
realizada através da andlise da intensidade de fluorescéncia (Ir) das diferentes amostras, apds rotura
dos LUV’s por adi¢dao do surfactante Triton X-100 a concentracio final de 1 w/v %. Este dltimo
passo € necessario pois a elevadas concentragoes a intensidade de fluorescéncia da CBF ¢ diminuida
devido a auto-supressio. A rotura dos LUV’s conduz a uma dilui¢io da CBF por um fator superior
a 100x, passando assim a sua fluorescéncia a ser diretamente proporcional a sua concentragio. Para
garantir a linearidade entre a intensidade de fluorescéncia e a concentragdo de CBF, a absorcido ao
comprimento de onda de excitacdo foi mantida em valores inferiores a 0.1. Os espectros de absor¢ao
UV-Vis foram geralmente obtidos através de um espectrofotometro Unicam UV530 e os espectros
de emissdao de fluorescéncia foram efetuados num fluorimetro Cary Eclipse. Alternativamente foi
também utilizado o leitor de placas SpectraMax iD5, neste caso com placas de 96 pogos com um
fundo transparente para permitir a leitura da absorcdao e paredes negras adequadas a leitura de

fluorescéncia.

Para o calculo das diferentes velocidades de permeagio, realizou-se o ajuste da equagio 2 aos

resultados experimentais obtidos.

Ir(8) = Ip(0) + {Iz(0) — Ir ()}~ (2),

2.7 Experiéncia de Permeagao

Para o estudo da permeac¢io dos complexos de gadolinio sintetizados, utilizou-se os LUV’s
com o complexo pretendido encapsulado. Para tal, aquando da preparagio dos lipossomas, estes

foram hidratados com uma solu¢io de 1 mM de complexo.

Para a obtengdo de LUV’s contendo apenas complexo encapsulado no seu conteido aquoso
interiot, apds o processo de extrusio apresentado na secgdo 2.5, os LUV’s foram passados por duas
colunas de exclusiao Sephadex G-25 de 5 mL em série, previamente equilibradas com tampio PBS
(10 mM de Na;HPO,, 150 mM de NaCl ambos adquiridos a Sigma Aldrich e 0.02% de NaNj
adquirida a Fluka, com pH ajustado a 7.4).
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Com o auxilio de uma seringa de 1 mL, injetou-se a solucao de LUV’s na coluna. A amostra
eluida foi recolhida em tubos de vidro. Através desta técnica cromatografica, as moléculas menores,
neste caso o complexo nio encapsulado, ficam retidas nos poros da fase estacionaria, enquanto as
moléculas de maiores dimensdes, ou seja, os LUV’s contendo complexo encapsulado sao excluidos
primeiramente da coluna. Apés a recolha dos LUV’s, dilui-se esta fracdo até perfazer o volume

necessario as restantes etapas desta experiéncia.

2.7.1 Preparagio das amostras para a caracterizagdo da

velocidade de saida do complexo encapsulado nos LUVs

A solugdo de LUV’s contendo complexo encapsulado foi dividida em varias aliquotas de 200
uL em eppendorfs de 1.5 mL. Estas foram incubadas a diferentes temperaturas (40 °C, 50 °C e 60
°C), retirando-se uma aliquota a determinado tempo, durante aproximadamente duas semanas. As
aliquotas retiradas foram sujeitas a cromatografia de exclusao, utilizando-se colunas Sephadex G-25
de 0.5 mL. Aplicou-se 120 uL da solu¢io de LUV’s na coluna e centrifugou-se a 1500 g durante 2
minutos. A primeira fracio recolhida deu-se o nome de fragio I., esta continha os LUV’s com
complexo encapsulado, ou seja, o complexo que nio permeou as membranas. Seguidamente,
adicionou-se 120 pl. de tampao fosfato, recolhendo-se a fragio intermédia entre a saida dos LUV’s
e do complexo que permeou a membrana. As fracGes correspondentes a0 complexo que permeou a
membrana, nomeadas de fracio X Y e Z, foram recolhidas adicionando-se 3 aliquotas de 300 pL de
tampao PBS 4 coluna. De acordo com a otimizagdo da sepatragio das colunas com a CBF, as duas
fracoes mais relevantes para a quantificacio do composto sio a L e a X. Desta forma, estas foram

analisadas por ICP-MS.

2.7.2 Analise por ICP-MS

A técnica analitica ICP-MS analisa multiplos elementos recorrendo a espectrometria de
massa utilizando plasma acoplado indutivamente como método de ionizagio. O plasma formado é
de Argon e encontra-se a clevadas temperaturas. Este ird ionizar os elementos da amostra apds

dessolvatacio, vaporizagdo e atomizacdo destes. Os i6es sdo separados de acordo com a sua razio
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carga/massa e quantificados através do detetot, obtendo-se a sua concentra¢io na amostra. A fonte
de ides do aparelho de ICP-MS ¢ muito sensivel a concentragio de sais, pois pode ocorrer
entupimento do cone e danificar o apatelho, tolerando-se apenas concentragdes até 100 mmol/L
destes na amostra. De modo a favorecer a dissolu¢io do metal em andlise e a estabilizagcdo das

amostras é adicionada a cada solucio 2% de 4cido nitrico.50:5!

A calibracdo para a analise das diferentes amostras é efetuada através de solugdes padrido
preparadas previamente com uma concentragao conhecida. Para este trabalho, o padrio utilizado
para detetar a concentragdo dos ides de gadolinio em cada amostra é conhecido como terras raras,
tendo-se preparado seis solugbes com uma concentracdo conhecida deste. As amostras para analise
foram preparadas em falcons de 15 ml.. As fracées L. e X recolhidas apés a centrifugacio no processo
de separacio dos LUVs e solucio aquosa externa (ver secao 2.7.1) adicionou-se 4gua desionizada até
perfazer um volume de 5 mL e 102 pL. de HNOj ultrapuro. A concentragio de gadolinio presente

em cada amostra obteve-se através da analise por ICP-MS, utilizando um aparelho iCAP Q.

2.7.3 Caracterizagao da velocidade de permeacgao

A velocidade de permeacio (4) foi calculada a partir do ajuste da equagdo 3 a variacdo no
tempo para a concentracdo de Gd encapsulado e na solucdo aquosa externa dos LUV’s (fracoes L e
X, respetivamente) das solugbes de LUV’s com complexo encapsulado incubadas a diferentes

temperaturas:
C(t) = C(0) +{C(0) — C (o)}~ (3),

onde C(0), C(t) e C() correspondem a concentra¢io de Gd no inicio da experiéncia, ao tempo ¢ e
quando se atinge o equilibrio. Esta equagio parte do principio de que todos os LUV’s sio

equivalentes, ou seja, que tém todos o mesmo tamanho e que possuem apenas uma bicamada lipidica.
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2.8 Determinacgao do Coeficiente de Particao

Como o objetivo de estudar a interacio dos compostos sintetizados com as membranas
biolégicas, foram realizadas varias técnicas. As diferentes metodologias permitem a determinacio da
constante de particdo entre a fase aquosa e bicamadas lipidicas (Kp), tendo sido utilizadas vesiculas

unilamelares grandes (LUV’s) como sistemas modelo de biomembranas.

2.8.1 Calorimetria de Titulacdo Isotérmica

A calorimetria de titulacio isotérmica (ITC) é uma técnica analitica utilizada para medir o
calor associado a interagbes moleculares, ou seja, o calor absorvido ou libertado devido a interacao.
Uma das vantagens desta técnica ¢ a possibilidade de obter através de uma unica experiéncia o valor
da constante de associa¢ao e a variacdo da entalpia (AH) associada a interagdo, sendo assim possivel
determinar o perfil termodinamico completo do processo de ligacdo. As interagbes mais comumente
estudadas através desta técnica sdo proteina-proteina, protefna-ligando, proteina-DNA, proteina-
lipido e enzima-inibidor. Para o objetivo em estudo nesta dissertacdo, a interacio estudada foi lipido-
ligando. Uma vez que o lipido ndo possui locais de ligacdo especificos, ao contratio das proteinas, é
possivel obter-se a variacdo de entalpia de particio e a constante de parti¢ao através de modelos

matematicos.5253

O aparelho possui duas células idénticas, uma para a referéncia e outra para a amostra,
revestidas por uma cdmara adiabdtica, e uma seringa de precisdao pata injetar a solugio na célula da
amostra. Ambas as células sio monitorizadas de forma a manter o equilibrio térmico ao longo da
titulagdo, ou seja, de forma que a diferenca de temperatura entre as duas células seja proxima de zero.
A experiéncia de titulacdo ocorre titulando a solu¢do da seringa para a solugio que se encontra na
célula. A injecio da solugdo na célula e consequente interagdo entre as moléculas leva a que ocorra
uma diferenca de temperatura entre a célula que contém a amostra e a de referéncia. O calor trocado
durante a interagdo corresponde a energia que ¢ necessaria para o equipamento repor o equilibrio

térmico apods a injegdo. >

Durante este trabalho todas as titulagbes foram realizadas num aparelho VP-ITC da
MicroCal™, com um volume de 1436 pL na célula de reacdo. A temperatura das titulagdes foi de 37

°C, a velocidade de injecdo de 1 pL s, a velocidade de agitagio foi de 307 rpm e a poténcia da
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referéncia de 10 pcal s'. A primeira injecao foi de 4 pL e as restantes de 10 pL, perfazendo um total

de 29 injecoes.

Todas as amostras tituladas foram desgasaticadas durante 15 minutos, de modo a torné-las

livres de bolhas de ar. As amostras de Gd-DOTA foram colocadas na célula e as de lipido na seringa.

Os termogramas adquiridos nas diferentes titulagbes foram posteriormente integrados
utilizando o software Origin 7.0 com a extensio da MicroCal. O calor previsto q(i) no passo (i) da

titulacio foi calculado através da equacio 4,

cell

. . - v,
q(i) = AH (nz‘d—DOTA - andl—DOTA (1 7 : )> + qai (4),

em que V; corresponde ao volume injetado, Ve ¢ 0 volume da célula, AH ¢ a entalpia molar da
intera¢ao, ni é o nimero de moles de complexo ligado apés a injecio 7 e qai corresponde ao calor de

diluicio.

O melhor ajuste do modelo aos resultados experimentais foi realizado através da
minimizacio do quadrado dos desvios entre o calor obtido experimentalmente e o previsto, tendo

em consideracio todas as injecOes da titulagdo, a exce¢do da primeira.

2.8.2 Relaxometria

O estudo da contribui¢io paramagnética para as velocidades de relaxacio T e T2 foi realizado
num relaxémetro Bruker Minispec mq20 (20 MHz, Bo=0.47 T), a 37 °C. Foram adquiridos os tempos
de relaxacdo dependendo da concentracio de ligando em tampao PBS 10 mM a pH=7.4, obtendo-
se o valor da velocidade de relaxacio longitudinal e transversal.

Para a determinacio do Kp realizaram-se duas experiéncias independentes, tendo-se
calculado o valor Ty e T2 para todas as amostras em estudo. A concentragio de complexo manteve-
se a0 longo de ambas as experiéncias, uma em 0.1 mM e outra em 0.2 mM, tendo-se variado a
concentraciao de LUV’s. Para a concentracio de Gd-DOTA-C8 0.1 mM, as concentracoes de LUV’s
foram de 0 mM, 0.5 mM, 1 mM, 2 mM e 5 mM. Quando a concentra¢io de complexo foi de 0.2 mM,
as concentracoes de LUV’s foram de 0 mM, 0.5 mM, 1 mM, 2 mM, 5 mM, 10 mM e 20 mM. Estas
foram realizadas inicialmente com LUV’s de POPC e, posteriormente, com LUV’s com 90% POPC

e 10% DDAB.
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2.8.3 Anisotropia de Fluorescéncia

O processo de luminescéncia é caracterizado pela emissao de radiacio de uma determinada
substancia quando esta regressa do seu estado excitado ou seu estado fundamental. O regresso ao
estado fundamental pode ocorrer por duas vias diferentes, relaxacdo nido radiativa e relaxacio
radiativa. A relaxacdo radiativa do estado singleto excitado para o estado singleto fundamental

denomina-se por fluorescéncia.

A anisotropia de fluorescéncia (z) é uma propriedade que depende da orientagio e mobilidade
dos fluoréforos. Quando estes apresentam uma elevada mobilidade, a sua orientagdo muda
significativamente durante a permanéncia no estado excitado, e a anisotropia de fluorescéncia ¢é
préxima de zero. Por outro lado, se estes ndo mudarem de orientacdo durante o tempo de vida do
estado excitado, a anisotropia de fluorescéncia é elevada, podendo apresentar valores positivos ou
negativos conforme a orientac¢do relativa da transicio electrénica de excitacio e de emissdo. Para um
dado fluoréforo, a anisotropia de fluorescéncia depende assim da viscosidade do meio em que se
encontra ¢ do tamanho da estrutura/macromolécula 2 qual esta associado. Esta técnica ¢ utilizada
para caracterizar interacSes do fluoréforo com proteinas ou membranas lipidicas, podendo também
ser utilizada para caracterizar a fluidez das membranas. Nas experiéncias de anisotropia a amostra €
excitada com luz polarizada verticalmente. O vetor elétrico da radiacdo de excitagido é orientado
paralelamente ao eixo dos zz e a intensidade de emissdo é medida apds passagem por um polarizador.
Quando o polarizador de emissdo é orientado paralelamente ao vetor elétrico de excitagdo, a
intensidade observada ¢ designada por 1. Por outro lado, quando o polarizador se encontra orientado
perpendicularmente ao vetor elétrico de excitagdo, a intensidade ¢ denominada de It. Através dos

valores de intensidade é calculado o valor de anisotropia pela seguinte equagio:

I" "

- (6),
r 1) +2GL

em que G corresponde ao fator geométrico dependente da sensibilidade do equipamento a luz
polarizada vertical e hotizontalmente. Este ¢ definido como G=I/I+.

A anisotropia é uma medida adimensional independente da intensidade total da amostra. Isto

ocotre porque a diferenca I” — L. ¢é normalizada pela intensidade total, I1=I aa 215556

O estudo de anisotropia de fluorescéncia foi realizado com LUV’s de DPPC, preparados de
acordo com o procedimento descrito na sec¢io 2.5, os MLV’s foram hidratados com tampiao HEPES
(4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfénico 4cido). A sonda de fluorescéncia utilizada foi o 1,6-

difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH), numa proporcio sonda lipido de 1:99.
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Antes de se iniciar o estudo da anisotropia a diferentes temperaturas, calculou-se o fator G,
obtendo-se um valor de 1.16 ao pat de comprimentos de onda de excitagio/emissao, xxx/425 nm.
Para cada amostra realizaram-se trés rampas de temperatura, duas de aquecimento e uma de
arrefecimento, tendo-se variado a temperatura entre 39 °C e 45 °C. Os valores obtidos foram
ajustados utilizando uma distribuicio normal e a equacdo de uma reta:

1 (T-w)?
o~ Caar)

r(T) = (C* +mT) + w X f (7),

2no

Onde o termo mT representa a variacao da anisotropia com a temperatura para membranas lipidicas
numa determinada fase, 1L ¢ ¢ sdo o valor médio e a largura de uma distribuicio normal,
representando a temperatura de transicao e a largura da transicio de fase que ocorre na membrana
lipidica quando a temperatura ¢é alterada. As variaveis Ct e ® sao pardimetros de escala que permitem
a funcio de ajuste uma adaptacio ao caso em estudo, representando respectivamente a anisotropia

para T=0 e a amplitude de variacdo de anisotropia devido a transi¢io de fase.

As medicoes de anisotropia foram realizadas num fluorimetro Cary Eclipse, com polarizadores

automaticos.

2.9 Dispersao Dindmica de Luz

A Dispersao Dinamica de Luz (DLS) é uma técnica nio invasiva que permite medir o tamanho
das particulas ou moléculas em suspensio. Esta mede a velocidade das particulas em movimento
Browniano, ou seja, 0 movimento aleatério continuo das particulas em suspensio. A velocidade ¢
dependente do tamanho das particulas, sendo tanto maior quanto mais pequena for a particula em

suspensio.

O potencial zeta é considerado como o potencial eletrocinético em sistemas coloidais, ou seja,
o potencial entre a camada dupla interfacial e o meio de dispersdo. A dupla camada ¢ formada quando
uma particula com carga superficial suspensa num fluido é rodeada de contra iSes de carga oposta a
da superficie da particula. A medida que a particula se vai movendo na solu¢io, o plano além do qual
os contra ides ndo se movem junto com a particula ¢ designado como plano deslizante. O potencial

zeta corresponde ao potencial elétrico no plano deslizante. 5758
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Com o objetivo de caracterizar a interagao do complexo metilico com as membranas lipidicas,
foi avaliado o seu efeito no tamanho e potencial zeta dos lipossomas. Foram realizados varios ensaios

com 0.1 mM de POPC e diferentes concentracoes de Gd-DOTA-C8 em tampao HEPES.

O didgmetro dos LUV’s e o potencial zeta foram caracterizados por DLS utilizando o

equipamento Malvern Nano ZS.

2.10 Estudo Preliminar da Quantificagao do Gd-DOTA

Com o objetivo de quantificar o ido Gd3* complexado com DOTA através de técnicas mais
acessiveis e presentes no laboratério do grupo de Quimica Bioldgica, como por exemplo absor¢do
UV-visivel, foram realizados varios ensaios com o corante XO. O objetivo destes ensaios foi avaliar
se era possivel dissociar o complexo em Gd3* livre mais DOTA conseguindo assim a quantificagdo
do Gd3* por associagdo ao XO. Assim, o pH das solu¢des contendo complexo Gd-DOTA foi
acidificado por adi¢do de HCI, sendo posteriormente acertado para pH=5.5 ja na presenca de XO.
A associacdo do Gd3* a0 DOTA ¢ termodinamicamente mais estavel que a associa¢ido ao XO, sendo
de esperar que no equilibtio o complexo Gd-DOTA seja predominante. No entanto, ¢ de esperar
que a interacdo com o DOTA ocorra mais lentamente, podendo assim obsetvar-se a formacio de

Gd-XO para tempos intermédios.

Nestes o tampio acido acético/acetato de sédio foi substituido pelo tampao de pH MES
(acido 2-morfolinoetanosulfénico) por este apresentar uma melhor capacidade tampio ao valor de

pH final pretendido, pH=5.5.

Numa primeira abordagem, foram efetuadas varias experiéncias para a quantificagio do
complexo Gd-XO, nomeadamente o efeito de uma acidificagdo prévia da solugio. Foi também
seguido o desaparecimento do complexo Gd-XO devido a adigdo de DOTA, obtendo assim
informacio relativamente a velocidade de dissociacio do Gd-XO e de associagio do Gd com o
DOTA. Os resultados obtidos foram ajustados com o valor da constante de dissociagdo obtido

através da seguinte equacio 9.

1  [Gd][XO]
Ka =%, = Teax0] )
[Gd-X0]? — [Gd-XO]([XO]7 + [Gd]7 + K,) + [XOl[Gd]7 = 0 (9),
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3.1 Sintese dos ligandos DOTA-C4 e DOTA-C8

Os ligandos DOTA-C4 e DOTA-C8 foram sintetizados e purificados consoante o
procedimento descrito nas sec¢oes 2.1.1 e 2.1.2, respetivamente. Os espetros de RMN a seguir
analisados foram adquiridos ap6s terem sido encontradas as condi¢des ideais de concentragio, pH e
solvente da amostra.

Os dados obtidos confirmam terem sido sintetizados os derivados do DOTA pretendidos.
Devido ao facto de os dois derivados possuirem uma estrutura semelhante, apenas diferenciando-se
pelo nimero de carbonos da cadeia alquilica, os espetros de RMN consequentemente serdo similares.

Desta forma, faremos uma discussao mais pormenorizada apenas para o DOTA-C4.

3.1.1 Sintese do DOTA-C4

Pela analise do espectro de 'H (Figura 3.1) do ligando DOTA-C4, verificou-se a presenca de
um tripleto na zona de maior blindagem, a & 0.95 ppm, referente a ressonancia dos protdes do grupo
CH3 da cadeia alquilica. O dupleto presente a 8 3.41 ppm corresponde a ressondncia do protdo da
abertura do anel anidrido. O multipleto a 8 3.18 ppm ¢ referente aos CHz que se encontram entre o
grupo carboxilico e o catbono carbonilo. Os desvios caracteristicos do anel do DOTA e o do grupo
CH: préximo a amina encontram-se entre 8 1,86 e 2.95 ppm. Esta ideia foi corroborada através da

comparag¢ao dos espectros obtidos com o trabalho de Bernhard et al.#
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Figura 3.1 - Espectro de RMN 'H do Gd-DOTA-C4.

Através da analise do espectro de RMN 13C (Figura 3.2) foi possivel visualizar os picos
caracteristicos dos carbonos dos acidos carboxilicos numa zona de maior desblindagem, a 8 179.89
ppm. O carbono carbonilo junto ao grupo amina apresenta desvio quimico de 8 176.37 ppm. Os
picos referentes aos carbonos da cadeia alquilica encontram-se com desvios quimicos em campo

baixo. Os carbonos relativos ao anel do DOTA estio presentes na zona de 8 50-60 ppm.
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Figura 3.2 - Espectro de RMN 13C do Gd-DOTA-C4.
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De modo a confirmar a estrutura do composto e a aquisi¢do realizada anteriormente, foram
obtidos os espectros bidimensionais HSQC e HMBC.

Com a obtengio do espectro HSQC foi possivel visualizar os acoplamentos diretos 'H — 13C.
Através da figura 3.3 observou-se os acoplamentos da cadeia alquilica numa zona de campo alto, a
excecdo do grupo CH» préximo ao grupo amina que se encontra numa zona mais desprotegida.
Relativamente aos grupos CHz que se encontram entre o carbono carbonilo e o grupo carboxilico,
verificou-se que estes se encontram ligados diretamente, com desvio quimico préximo de 8 3.18 ppm
no espectro de 'H. O dupleto a 8 3.41 ppm encontra-se diretamente ligado ao carbono com desvio

quimico a 8 63.5 ppm, que se encontra préximo ao grupo carboxilico e ao anel do DOTA.
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Figura 3.3 - Espectro de RMN bidimensional HSQC do DOTA-C4. O mapa de isolinhas
corresponde a correlagdo entre os dtomos de carbono e hidrogénio ligados covalentemente. Os

espectros de 'H- e 13C- RMN encontram-se na abcissa e na ordenada, respetivamente.
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Com a obtencio do espectro HMBC, foi possivel verificar os acoplamentos 'H — 3C numa
distancia até trés ligacoes. Através da figura 3.4 observou-se os acoplamentos dos grupos CHz com

o carbono carbonilo junto a amina.
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Figura 3.4 - Espectro de RMN bidimensional HMBC do DOTA-C4. O mapa de isolinhas
corresponde as correlagdes a longa distancia entre os atomos de carbono e hidrogénio. Os

espectros de 'H- e 13C- encontram-se na abcissa e na ordenada, respetivamente.

3.1.2 Sintese do DOTA-C8

Tendo por base a aquisi¢io realizada anteriormente para o DOTA-C4, analisou-se o espectro
de RMN 'H do DOTA-CS (figura 3.5). Através deste ¢ possivel observar os protdes caractetisticos
da cadeia alquilica, numa zona de menor blindagem. O singleto a 8 3.5 ppm corresponde ao pico
caracteristico do protio da abertura do anel anidrido. O multipleto em 8 3.21 ppm refere-se aos
protoes dos grupos CH: entre o grupo carboxilico e o carbono carbonilo. Os protdes do anel do
DOTA encontram-se entre & 1.91 e 3.06 ppm. Desta forma, concluiu-se que a reagio ocorreu e

originou o ligando pretendido.
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Figura 3.5 - Espectro de RMN 1H do DOTA-CS8.

3.1.3 Sintese do DOTA-C4 assistida por radiagao micro-ondas

Realizou-se a sintese do DOTA-C4 assistida por radiagio micro-ondas (MO) de forma a

aumentar o rendimento e diminuir o tempo de reagdo face a sintese convencional. Apés a realizagio

da reagdo de sintese, obteve-se o espectro de RMN 'H em metanol deuterado (figura 3.6, espectro a

azul). Comparando este ultimo com o espectro de RMN 'H obtido na sintese convencional, verificou-

se que o produto da reacdo ndo é o mesmo. Através da figura 3.6 observou-se os picos caracteristicos

da cadeia alquilica em ambos os espectros. No entanto, na sintese assistida por radiagio MO (espectro

azul) ndo se observou o singuleto caracteristico da abertura do anel anidrido. Os grupos CH. entre o

grupo carboxilico e catbono carbonilo também nio se observam neste espectro. Ou seja, a abertura

do anel pode nio ter ocorrido e a butilamina podera ter-se ligado a um 4cido carboxilico do anel do

DOTA.
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Figura 3.6 - Espectros de RMN 'H do DOTA-C4 referente a sintese assistida por radiagio MO

(azul) sobreposto com o obtido na sintese convencional (laranja).
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3.2 Estudo de Permeagio da CBF

Como ja referido na sec¢io 2.6, a carboxifluoresceina (CBF) apresenta carga global negativa
e baixa lipofilicidade semelhante a0 Gd-DOTA, sendo espectavel que ambos apresentem baixas
velocidades de permeagdo. Desta forma, realizaram-se diversos estudos com esta sonda e as
membranas biolégicas, com o objetivo de otimizar o protocolo a seguir na caracterizagio da
permeacdo do Gd-DOTA e derivados sintetizados neste trabalho. Como a permeacio ¢ lenta, é
possivel fazer a separagdo entre o compartimento interno e externo dos LUVs, permitindo assim
seguir a permeac¢ao da molécula de interesse.

Comegou-se por obter o perfil de separacio entre os LUVs e a fase aquosa externa utilizando
colunas de exclusio (figura 3.7). A um dos ensaios foi adicionado LUV’s contendo CBF na fase
aquosa interna e externa, com a adi¢do de 1 w/v % de Triton-X ap6s a centrifugacio, e num outro
ensaio apenas CBF livre. As diferentes aliquotas analisadas correspondem a centrifugacGes sucessivas

apos a adicdo de tampio PBS, conforme descrito na secgdo 2.7.1.

40
® LUV'scom CBFin
30 CBF livre
£ 20
104
4 ° ® L] °

0 p—————— -
0 240 480 720 960 1200 1440

Volume PES (pL)
Figura 3.7 - Intensidade de fluorescéncia da CBF em funcio do volume de PBS adicionado, apds

aplicagio de 120 pL de LUV’s com CBF (®) ou de 120 uL. de CBF em PBS (M), a colunas de
exclusdo Sephadex G-25 de 0.5 mL.

Através da figura 3.7 foi possivel visualizar que, como previsto, os LUV’s sdo excluidos da
coluna maioritariamente na primeira centrifugacio (volume 0, correspondendo apenas ao volume de
amostra adicionado a coluna), havendo uma pequena quantidade a sair ap6s a segunda centrifugacio.
A CBF livre comegou a sair da coluna apenas apés a adicdo de 240 pL de tampao PBS, sendo que a
maior quantidade de sonda ¢é eluida com a adigdo de 480 pL de tampio PBS.

Desta forma, foi possivel delinear a experiéncia de permeagio sabendo que através destas

colunas seria possivel separar a CBF que permeou a membrana da que ainda se encontrava
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encapsulada nos LUV’s. Permitindo uma posterior anélise de ambas as fracdes e a determinacio da
velocidade de permeaciao da CBF.

A primeira experiéncia de permeagio foi realizada com uma concentragiao de CBF de 10 mM
em LUV’s preparados com 10 mM de POPC. Varias aliquotas de LUVs em que foi previamente
removida a CBF na fase aquosa exterior, foram incubados a temperatura de 60 °C, e a tempos pré-
selecionados uma aliquota foi retirada e caracterizada relativamente a fragio de CBF encapsulada e
na fase aquosa extetior.

Na figura 3.8 estdo representados os resultados obtidos para a CBF encapsulada nos LUV’s
(grafico A, ®) e a CBF na fase aquosa exterior (grafico B, ®). As linhas correspondem ao melhor
ajuste da equacio 2. Apés a separacao na coluna de exclusio, as amostras de LUVs foram incubadas
com o detergente Triton X-100 de forma a romper as membranas e libertar a CBF. Este processo é
necessario pois a concentragio local de CBF no interior dos LUVs é muito elevada conduzindo a

extincdo da fluorescéncia da CBF.

A) 80— B) 50—
[
604 40—
30
= 404 m
20+
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Figura 3.8 - Evolugio da quantidade de CBF encapsulada no interior dos LUVs (grafico A, ®) e a
CBF na fase aquosa extetior (grifico B, @), com o tempo de incubacio dos LUVs a 60 °C. As linhas
correspondem ao melhor ajuste da equagao 2, conduzindo aos valores de constante de velocidade de

permeacio indicados na figura.

Ap6s o ajuste dos resultados obtidos com a equagio 2, obteve-se o valor da constante de
velocidade de permeagio quando o processo ¢ seguido através de ambas as fragdes. Como se verifica
pela figura 3.8, os valores obtidos para as constantes de velocidade sdo semelhantes. Deste modo,
para as restantes condi¢des discutir-se-ao apenas os resultados da fracdo que continha os LUV’s com
a CBF encapsulada (denominada de fracio L), uma vez que apresenta um melhor ajuste da equacio.

Com o mesmo procedimento, uma segunda experiéncia foi realizada com diferentes
concentra¢gdes de CBF (1 mM, 2 mM, 5 mM e 10 mM) encapsulada em LUV’s de 10 mM de POPC,
a uma temperatura de incubagio de 60 °C. Na figura 3.9 A encontram-se representados os resultados

obtidos da variacio da quantidade de CBF encapsulada ao longo do tempo para as diferentes

42



Capitulo 3 — Resultados e Discussdo

concentragdes em estudo. A figura 3.9 B e na tabela 3.1 correspondem aos valores obtidos da

velocidade de permeacio em funcio das concentra¢oes de CBF.

INEE B)
10 mM 0.060 -
5mM 0.050 -
i
1.04 2 mM 0.00 |
= — 1mM .E 0.030 1
-
0.5 0.020 - {
0.010
0.0 .......,.I 0.000 . v . . . .
0 100 0 2 4 6 8 10 12

[CBFin] (mM)

Tempo (h)

Figura 3.9 - Evolucio da quantidade de CBF encapsulada no interior dos LUV’s, a diferentes
concentraces ¢ temperatura de encubagdo de 60 °C (grafico A, ®). As linhas correspondem ao
melhor ajuste da equagdo 2, conduzindo aos valores de constante de velocidade de permeacio
indicados na tabela 3.1. Variacdo das velocidades de permeac¢io obtidas pelo ajuste do grafico A em

funcio da concentracdo de CBF (grafico B, e).

Tabela 3.1 - Valores da velocidade de permeacao para as diferentes concentragdes em estudo, em
h-1 e s-1 e respetivo desvio padrio.

Concentracdo de CBF (mM) k (10-2 h) k (106 s1) Desvio
Padrio

1 4.1 11 0.011

2 2.3 6.4 0.023

5 2.0 5.5 0.020

10 1.6 4.5 0.016

Através da figura 3.9 e da tabela 3.1 observa-se que velocidade de permeacio variou
consoante a concentracdo de CBF incubada nos LUV’s. De acordo com os valores obtidos, verificou-
se que ha uma diminui¢do da velocidade de permeacgio com o aumento de concentragio de CBF, isto
podera dever-se a formagio de agregados em concentracSes superiores da sonda fluorescente.

Foi realizado um segundo estudo em que se manteve a concentragido de CBF constante (10
mM) e variou-se a temperatura de incubagio, tendo-se incubado as aliquotas a 40 °C, 50 °C e 60 °C.

Os resultados encontram-se representados na figura 3.10 e na tabela 3.2.
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Figura 3.10 - Evolucio da quantidade de CBF encapsulada no interior dos LUV’s, a diferentes

temperaturas de incubacio (grafico A, ®). As linhas correspondem ao melhor ajuste da equagido 2,

conduzindo aos valores de constante de velocidade de permeacio indicados na tabela 3.2. Regressao

linear da equacdo de Arrhenius dos dados obtidos no grafico A) e extrapolacdo para 37 °C (grafico

B, e).

Tabela 3.2 - Valores obtidos das velocidades de permeacio da CBF as diferentes temperaturas de

incubacio.

Temperatura (°C) k (106 s1)
60 4.5
50 3.3
40 2.1
37 1.1

De acordo com os resultados apresentados na figura 3.10 e na tabela 3.2, verificou-se para

temperaturas mais altas a CBF permeou a membrana com uma velocidade supetior, havendo uma

diminui¢io da velocidade de permeagio para valores mais baixos de temperatura. Através da

regressao linear com a equagdo de Arrhenius foi possivel extrapolar o valor da constante para a
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temperatura de 37 °C, obtendo-se um valor de 1.1x10-6 s1. Os resultados apresentados na figura 3.10
e na tabela 3.2 foram obtidos em colaboracio com uma aluna de rotacio do Mestrado em Quimica

Medicinal.

Com este procedimento foi possivel otimizar o método de separacio das colunas de exclusao

utilizadas, permitindo uma maior certeza para a delineacio do estudo da permeacgiao do Gd-DOTA e

seus derivados.

3.3 Permeagio do Gd-DOTA

O estudo da permeagio do Gd-DOTA foi realizado mantendo constante a concentraciao do
complexo encapsulado nos LUVs (1 mM) e variando a temperatura de incubagdo. As diferentes
aliquotas foram incubadas a 40 °C, 50 °C e 60 °C, tendo-se posteriormente extrapolado o valor da
constante de permeacio para a temperatura de 37 °C. Os resultados apresentados na figura 3.11
correspondem a fragdo L, ou seja, a que contém Gd-DOTA encapsulado em LUVs de POPC. A

concentraciao do complexo metalico foi quantificada através da técnica analitica ICP-MS.

A) 100-| 60°C B)
12 .
603 50°C
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= a0 14 E
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Figura 3.11 - Evolugio temporal da % do Gd-DOTA encapsulado nos LUV’s de POPC quando

incubado a temperatura de 40, 50 ou 60 °C (grafico A, ®). As linhas correspondem ao melhor ajuste
da equacido 3 (seccdo 2.7.3), conduzindo aos valores de constante de velocidade de permeagio

indicados na tabela 3.3. Regressdo linear da equagido de Arrhenius dos dados obtidos no grafico A e

extrapolagdo para 37 °C (grafico B).
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Tabela 3.3 — Valores da velocidade de permeagio do Gd-DOTA as diferentes temperaturas de
incubacio.

Temperatura (°C) k (106 s1)
60 7.4
50 2.1
40 0.54
37 0.35

Tal como esperado e observado no estudo da permeacio da CBF, a velocidade de permeacio
aumenta com a aumento de temperatura. O valor da velocidade de permeac¢ao obtido para o Gd-
DOTA foi mais baixo que para a CBF. Isto podera dever-se a hidrofobicidade de ambos os
compostos, o valor do LogD para o DOTA ¢ de -13.83, enquanto para a CBF o LogD ¢é -7.42, ambos
a pH=7.4. Para além disso, a elevada densidade de carga do ido gadolinio tem efeito no aumento da
polaridade do complexo, levando a uma baixa lipofilicidade do Gd-DOTA (LogP = -4.5). Os valores

de LogD e Log P foram determinados para pH=7.4 com o auxilio do software MarvinSketch.

Futuramente sera relevante repetir este procedimento com os detivados do DOTA
sintetizados, de modo a perceber se com a introducio da cadeia alquilica e aumento da lipofilicidade,
se verifica um aumento na velocidade de permeacgio dos novos complexos. Estas experiéncias ndo
foram possiveis de realizar devido a uma avaria no aparelho de ICP-MS nos meses antecedentes a
entrega desta dissertagdo. Tentou-se encontrar uma metodologia alternativa para a quantificagdo do
Gd-DOTA, consoante descrito na seccio 2.10, no entanto esta nao foi bem sucedida conforme

discutido na seccao 3.6.

A partir da constante de velocidade obtida para a permeagido e do raio médio dos LUV’s, é

possivel calcular o coeficiente de Permeabilidade (Pipp), equacio 10:%

kr
Papp = ? (10)1

Desta forma, para a temperatura de 37°C, o coeficiente de permeabilidade obtido ¢ de

5.8x10-13 cm/s. Este valor é bastante baixo, revelando a dificuldade do composto em permear a
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bicamada. Como compara¢io, para um farmaco ser eficientemente absorvido ao nivel intestinal, o

seu coeficiente de permeabilidade através das membranas celulares deve ser supetior a 10-7 cm/s.60

3.4 Caracterizacdo da Parti¢gdo do Gd-DOTA-C8

Com o objetivo de estudar a afinidade dos compostos sintetizados na sec¢ao 2.1 com as
membranas bioldgicas, utilizaram-se diferentes metodologias. Comegou-se pelo estudo do Gd-
DOTA-C8, uma vez que ¢ o que tem uma maior lipofilicidade, esperando-se que seja o que apresente

uma maior afinidade para com a bicamada.

3.4.1 Calorimetria de Titulagdo Isotérmica

O estudo da interagdo do complexo sintetizado Gd-DOTA-C8 com LUVs de POPC e de
uma mistura de POPC e DDAB numa proporcio de 99:1 foi primeiro realizado utilizando a técnica
de Calorimetria de Titulacdo Isotérmica (ITC). Para tal, realizaram-se diversas titulagbes com
diferentes concentracdes de ligando (0.2 mM ou 0.5 mM de Gd-DOTA-C8) na célula do ITC, e com
uma concentracio de lipido de 20 mM na seringa do ITC. Os LUVs vio funcionar como titulante,
sendo que a sua concentracio na célula vai aumentando ao longo da titulagio. Nos termogramas
obtidos verificou-se que o calor libertado aquando das injecSes de LUVs na solugio de Gd-DOTA
era muito pequeno (figura 3.12), indicando que ou a afinidade do complexo para com a membrana é
muito baixa ou a interacdo nao é acompanhada de uma variagio significativa de calor. Seja qual for a

razdo nio foi possivel determinar o valor do K.
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Figura 3.12 - Termograma obtido na titulagio de 0.2 mM de Gd-DOTA-C8 com 20 mM de

POPC+DDAB, representando as trocas de calor associadas as inje¢bes da mistura de lipidos na

célula contendo o complexo metalico.

Na figura 3.12 encontra-se representado o termograma da titulacio de 0.2 mM de Gd-
DOTA-C8 com LUV’s contendo uma mistura de lipidos de 90% POPC e 10% DDAB. A adi¢do de
um lipido catiénico ao POPC, que é zwiteridnico, teve como objectivo aumentar a afinidade do Gd-

DOTA-CS, pois este tem uma carga global negativa.

Uma das razdes possiveis para a baixa afinidade observada é a formacio de agregados de
complexo as concentragdes utilizadas nas titulagdes, 0.2 ¢ 0.5 mM. Desta forma, calculou-se a
variacio do calor de diluicio do complexo com a concentracio do mesmo, realizando-se uma
titulacio em que se colocou tampiao PBS na célula e 5 mM de Gd-DOTA-C8 na seringa. O
termograma obtido e o respetivo ajuste utilizando a equagio 5 encontram-se representados na figura

3.13.
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Figura 3.13 — Variagio do calor de dilui¢do de uma solucio de Gd-DOTA-C8 a 37 °C. A)
Termograma obtido, representando as trocas de calor associadas a inje¢Oes consecutivas de Gd-
DOTA-C8 na célula contendo PBS; B) Ajuste do calor por injec¢io obtido a pattir da integracio do

termograma mostrado em A, ap6s subtracdo do calor de diluicdo observado nas dltimas injegSes.

Através do termograma da figura 3.13 A, observou-se que nas primeiras inje¢des a adigio
de complexo conduz a um aumento da poténcia fornecida pelo equipamento para manter a
temperatura constante, o que indica que a interacdo foi endotérmica. A medida que se aumenta a
concentra¢do de complexo na célula (aumento do volume injetado), ocorre uma diminuicio do calor
absorvido durante a inje¢do, até que a partir da sétima inje¢do este manteve-se constante. Na figura
3.13 B encontra-se representado o calor correspondente a cada injegio de complexo, apds a subtragio
do calor de dilui¢io constante obtido nas ultimas inje¢des, em funcido da concentragio de Gd-
DOTA-C8. Através do ajuste dos resultados obtidos foi possivel determinar a concentracio de

agregacao critica (CAC), ou seja, a concentracio a partir da qual o complexo Gd-DOTA-C8 forma
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agregados. O valor obtido para a CAC foi de 0.11 mM, indicando que de facto o complexo estaria

agregado nas experiéncias de titulagio com os LUVs.

3.4.2 Determinagao dos tempos de relaxagio T; e T,

Através da contribui¢do paramagnética de Ti e T2 do complexo Gd-DOTA-C8 estudou-se a
interacio deste com a biomembrana de POPC e DDAB, 99:1, variando a concentracio de complexo
e a de lipido. Os resultados obtidos, para as duas experiéncias independentes, ndo apresentaram uma
varia¢o significativa do valor da relaxividade com a adi¢do de LUV’s, ndo permitindo o cilculo do

valor do Kp.

Calculou-se o valor de Ti e T para diferentes concentracdes de complexo em PBS e a 37 °C,
obtendo-se o valor da velocidade de relaxag¢do para cada concentracio. Os resultados obtidos

encontram-se representados na figura 3.14 e na tabela 3.4.
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Figura 3.14 - Regressio linear dos valotes obtidos para os valores de 1/T1 (A) e 1/T2 (B). O declive

das retas corresponde ao valor da relaxividade (r1 e 12) para o complexo Gd-DOTA-CS.

Tabela 3.4 - Comparac¢io dos valores de relaxividade obtidos para 0 Gd-DOTA-C8 com os

presentes na literatura para o Gd-DOTA, a mesma temperatura.

Complexo r1 (mM-! s1) r2 (mM-! s-1)
Gd-DOTA 3.301 4.162
Gd_DOTA-C8 4.3 5.3
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Comparando os valores obtidos de relaxividade do Gd-DOTA-C8 com o valor da
relaxividade do Gd-DOTA, verificou-se um aumento de ambos os valores, longitudinal e transversal,
para o complexo sintetizado, estando de acordo com o aumento de tamanho da molécula. Este
aumento pode dever-se simplesmente a presenca do grupo alquilo ou devido a formagao de pequenos
agregados por parte do Gd-DOTA-CS8. Estes estudos mostram, no entanto que 0s eventuais
agregados nao podem ter um tamanho muito grande, mesmo para concentragdes muito supetriores a
CAC obtida por ITC. Ou seja, os agregados formados sao provavelmente de pequenas dimensdes e,

ao contrario do equipamento de ITC, o relaxémetro nio tem sensibilidade suficiente para os detetar.

3.4.3 Efeito na temperatura de transi¢ao de fase da membrana

Uma outra técnica utilizada para a determinagio do valor do K, foi através do efeito da
presenca de soluto no valor da temperatura de fusdo (Twm) da membrana. Este parimetro pode ser
determinado por anisotropia de fluorescéncia. A sonda utilizada neste estudo foi o DPH (figura 3.15),

cujo fluorédforo se localiza na regido das cadeias acilo da membrana lipidica.63

P
%

Figura 3.15 - Estrutura do DPH. Adquirida através do software MarvinSketch.

A rampa de temperatura representada na figura 3.15 mostra a comparagdo entre a vatriacao
da anisotropia de fluorescéncia do DPPC — DPH (0.5 mM) na presenca e auséncia de complexo Gd-
DOTA-C8. O decréscimo acentuado do valor de anisotropia observado corresponde a transi¢io da
fase gel para a fase liquida do DPPC. Os resultados obtidos permitiram calcular o valor da Ty, para

ambas as solu¢bes, através do ajuste da equacio 7 (sec¢io 2.8.3).
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Figura 3.16 - Anisotropia de fluorescéncia do DPH em 0.5 mM DPPC e tampao HEPES, numa
proporcao sonda lipido de 1:99. A concentracio de Gd-DOTA-CS foi de 0.5 mM.

De acordo com os resultados obtidos, ndo se observou diferencas muito significas na
transicao de fase da biomembrana na presenca do complexo metalico. O valor da T para o DPPC
foi de 41.5 °C o que esta de acordo com os valores apresentados na literatura.®* Na presenca de Gd-
DOTA-C8 obteve-se o valor de 41.4 °C. Apesar da diferenca ser muito pequena e ter pot isso uma
elevada incerteza associada, procurou-se calcular a que valor de Kp correspondente a esta diminui¢ao
de 0.1 °C. Paraisso foi usada a equacgdo 11, que se baseia na equa¢ao de van’t Hoff para o abaixamento
do ponto de fusdo devido a presenga de substancias estranhas: 65

n

RT?Z KN

00 7 [Gd — DOTA — (8] (11),
m[H,0] + KN[DPPC]

AT =

onde T e AHn, corresponde a temperatura de transicdo e entalpia de transicdo do lipido na
auséncia de soluto, respetivamente, ¢ KN ¢ coeficiente de particio do soluto em termos de fragio
molar. Calculou-se o valor de Ko/N através da equagio 11 obtendo-se um valor de 522, sabendo-se
que a AHp, para o DPPC ¢ de 3.4 k] /mol.66

O valor da constante de particio em termos do volume da fase aquosa e lipidica (K;,) pode
ser calculado a prtir da razdo das fragSes molares do complexo presente na membrana e na fase

aquosa (K#N), através da equagio 12:

T, T
2_ TLL _ L _L_ _L~ - 12
K”—nAw—nva = Kp=~KpV, X55.6 (12),
nW VW w w
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em que L corresponde ao DPPC, A a0 Gd-DOTA-C8 e W a 4gua.

Desta forma, obteve-se um valor para o K, de ~18, indicando uma baixa afinidade do
complexo Gd-DOTA-C8 para as membranas de DPPC. De notar que incerteza associada a este valor
¢ muito grande, pois tem por base uma diminui¢do de apenas 0.1 °C na temperatura de transicio da
membrana de DPPC. Para além disso, a utilizacdo de concentragcdes de complexo mais elevadas (até

2 mM) ndo conduziu a maior abaixamento da temperatura de transicio.

3.5 Diametro e Potencial Zeta dos LUVs

A dispersao dinamica de luz (DLS) é uma técnica ndo evasiva que permite determinar o
tamanho de particulas em suspensdo. Conjugado com a aplicacio de uma diferenca de potencial a
solucio, esta técnica permite também determinar o potencial zeta das particulas em suspensio. Desta
forma, foi possivel seguir estes dois parametros com o aumento da concentragio de Gd-DOTA-C8
na presen¢a de LUVs de POPC, permitindo perceber se o complexo se estd a associar aos LUVs
alterando as suas propriedades. Os estudos foram efetuados em tampao HEPES nio salino apH=7.4,
a ndo inclusdo de sais tem por objetivo uma maior sensibilidade para a determina¢io do potencial
zeta. Este estudo foi realizado utilizando LUV’s de POPC, preparados por extrusdo através de filtros
com poros de 100 nm de diametro. A concentracio de POPC foi mantida a 0.1 mM. Os resultados

obtidos encontram-se na tabela 3.5.

Tabela 3.5 — Valores do didmetro e potencial zeta obtidos para solu¢des contendo diferentes
concentracdes de Gd-DOTA-C8 e 0.1 mM de POPC em tampio HEPES.

[Gd-DOTA-CS8] (mM) | Didmetro (nm) | Potencial Zeta (mV)
0 110 -9.4
0.1 131 -9.2
0.5 126 -12.9
1 123 -15.0
2 132 -21.5
3 140 -26.6
4.5 127 -21.6
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Na auséncia de Gd-DOTA-C8, tanto o tamanho como o potencial zeta do POPC
encontravam-se dentro dos valores espectaveis. Com a adicdo de Gd-DOTA-C8 em solugio,
verificou-se um aumento do tamanho e o potencial zeta tornou-se mais negativo. O aumento de
tamanho para as concentra¢cGes mais baixas de Gd-DOTA-C8 sugere que houve alguma interacio
deste com as membranas, esta variacdo nio ¢ linear com o aumento da concentra¢io do complexo,
o que se podera dever a uma saturacdo da bicamada. A diminui¢io do potencial zeta com o aumento
da concentracdo de complexo, também sugere associacio do Gd-DOTA-C8 (com uma carga global
de -1) 2 membrana, levando a que as membranas apresentem valores mais negativos de potencial

zeta.

Apesar dos resultados promissores apresentados acima, quando se caracterizou a solucio
mais concentrada de Gd-DOTA-CS, verificou-se a presenca de agregados com um diametro de 644.9
nm e um potencial zeta de -24.6 mV. Fica assim a duvida se a tendéncia observada no tamanho e
potencial zeta das particulas em solu¢io se deve a interagio do Gd-DOTA-C8 com os LUVs ou se

corresponde a uma média para os diferentes tipos de particulas em solucio (LUVs e agregados de

Gd-DOTA-CS).

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 1228 Peak 1: 1430 1000 58,62
Pdl: 0,132 Peak 2: 0.000 0.0 0,000
Intercept: 0,945 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity
14

12 {

Intensity (Percent)

=

1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Record 16: size before POPC 0.1 mM HEPES 7.4 No NaCl + Gd 1 mM 1

Figura 3.17 - Resultados obtidos para a distribui¢do de tamanho de uma solugdo contendo LUVs

de POPC a uma concentracio de lipido de 0.1 mM, e 1 mM de Gd-DOTA-CS.
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3.6 Estudo Preliminar para a Quantificagio de Gd**

O ido Gd3* ndo absorve radiagdo na zona do UV-Visivel, ndo sendo desta forma possivel
quantifica-lo através de técnicas de absorc¢do e fluorescéncia presentes no laboratorio do grupo de
Quimica Biol6gica. No estudo da permeagio do complexo de DOTA, quantificou-se o ido lantanideo
através de ICP-MS (seccio 3.3), no entanto esta técnica nio esta disponivel no dia a dia laboratorial
e tem um elevado custo. Para além disso o equipamento de ICP-MS disponivel na plataforma
tecnoldgica da Universidade de Coimbra avariou encontrando-se indisponivel desde o verdo deste
ano. Desta forma, tentou-se adaptar o método de quantificacio do Gd3* com o corante XO utilizado
aquando da reacdo de complexacio (seccao 2.4) para a quantificagio de complexos de Gadolinio.
Nestes ensaios utilizou-se tampao MES (pKa=6.15) ao invés de tampao acido acético (pKa=4.75) /

acetato de sédio, por este apresentar melhor capacidade tampao a pH=5.5.

Comecou-se por realizar um ensaio com diferentes concentragoes de GdCls mantendo-se a
concentraciao de XO proxima de 20 pM. Os espectros de absor¢do das solugbes de XO com GdCl;

encontram-se apresentadas na figura 3.18.

0.4 91 uM
68 uM
0.3 A 45 pM
36 uMm
)
g 0.2 — 27 UM
18 M
0.1 _ — LLM
4 uM
0-0 IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII i_OUM
400 500 600
A (nm)

Figura 3.18 - Espectros de absor¢io das solugbes com diferentes concentragdes de GACls e cerca de

20 uM de XO.

Através dos espectros da figura 3.18, observou-se duas bandas com maximos a dois
comprimentos de onda, 440 nm e 570 nm. Verificou-se um aumento da absorvancia (Abs) ao
comprimento de onda de 570 nm e uma diminuic¢io desta a 440 nm, com o aumento da concentra¢io
de GdCls. Isto porque a banda ao comprimento de onda de 440 nm corresponde ao XO livre em

solugdo e a de 570 nm ao XO ligado ao GdCl;.%
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A variagdo da absorvancia aos dois comprimentos de onda esta representada na figura 3.19,
juntamente com o melhor ajuste da equagio 9 (seccio 2.10) que foi obtido para uma constante de

dissociacdo do complexo XO-Gd igual a Kq=7.6x10-3.

A) 51 B)
0.4
- e Py 4-9
0.3 ¢ c
= 3
® Abs a 440 nm E
g 0.2 =
— Abs a 570 nm ~ 24 o
0.1 1 ® o w o
0.0+ T T T T 1 0 I I I |
0 20 40 60 80 100 0 1 2 3 4

[GdCI3]total pM

Figura 3.19 - Variacio da absor¢io do XO em funcio da concentracao de GdCl3, (grafico A, @). As
linhas correspondem ao melhor ajuste da equacdo 9 aos valores de absorvincia obtidos para os
comprimentos de onda de 440 nm e 570 nm, em funcio da concentracio total de GdCls. B) Variacio
da soma dos desvios quadrados obtidos para o ajuste dos resultados apresentados em A para

diferentes valores da constante de dissociacio do XO-Gd (grafico B).

Pela figura 3.19, verificou-se que a partir de concentracoes de GdCls acima de cerca de 20
uM o valor de Abs se manteve constante para ambos os comprimentos de onda. Com isto, concluiu-
se que o GdCls se ligou a0 XO estequiométricamente, ou seja, para concentragoes de GdCls mais
altas que as de XO nio se verificaram diferencas no valor de Abs, pois ndo havia mais XO disponivel
em solucdo para se ligar ao Gd3+. Os resultados apresentados no grafico A mostram também que a
concentracio de XO-Gd ¢é essencialmente igual a concentragio do composto em menor
concentraciao (GdCls para baixas concentra¢oes ou XO para concentracdes elevadas), indicando que
o complexo se forma com uma eclevada afinidade (baixa constante de dissociacio). Para ter uma
indica¢io da confianga associada ao valor de Kg obtido partir do melhor ajuste, foi feito um estudo
da variagdo da qualidde do ajuste em func¢io do valor de Ky (grafico B). Os resultados obtidos
mostram que a qualidade do ajuste nio ¢ significativamente alterada para valores de Kj inferiores a

102 uM ( pK>2).

O objectivo destes ensaios ¢ avaliar se 0 XO consegue competir com o DOTA para a ligagio
ao Gd**. Desta forma repetiu-se este procedimento, mas com a adi¢io de DOTA (em concentra¢io

igual 2 do Gd3*) uns minutos antes da adigdo do XO. Para comparagio foi repetida a experiéncia de
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adicdo do XO ao Gd3* na auséncia de DOTA mantendo exatamente todas as restantes condi¢coes

experimentais. Os resultados encontram-se representados na figura 3.20.
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Figura 3.20 - Varia¢io da absor¢do do XO em fungio da concentracio de GdCls na auséncia (grafico
A) e na presen¢a de DOTA (grafico B). As linhas correspondem ao melhor ajuste da equagio 9 aos
valores de absorvancia obtidos para os comprimentos de onda de 440 nm e 570 nm, em funcio da

concentracio total de GdCls.

Os resultados obtidos na auséncia de DOTA sio equivalentes ao referido anteriormente para

a figura 3.19 A.
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Na figura 3.20 B observou-se que na presenga de baixas concentragées de DOTA o XO
compete com este para a ligacdo ao GdCls. Para a concentragdo mais baixa de GdCl; e DOTA,
verificou-se que algum Gd3* se ligava ao XO, havendo a formac¢io de Gd-XO, devido a este se
encontrar numa concentracio muito superior as dos outros dois compostos. No entanto, para
concentracbes mais altas de Gd3* e DOTA os valores de absorvancia do XO mantiveram-se
constantes, indicando que ocorreu a ligagio do GdCl; a0 DOTA havendo a formacido do complexo

Gd-DOTA.

Conforme descrito na sec¢do 2.2, para a reagdo de complexacio foram necessarias ter em
atencdo diversas condi¢des e um tempo de reacdo de 24 horas para obter a complexacdo do Gd3*
pelo DOTA. No entanto, nesta experiéncia verificou-se que a complexa¢do estava a ocorrer em

apenas alguns minutos.

Desta forma, tentou-se perceber a cinética de ligagdo do Gd3** ao DOTA. Comegou-se por
juntar GdCl; e XO, adicionando posteriormente DOTA. A experiéncia foi efetuada a duas

temperaturas diferentes, 25 e 37 °C. Os resultados encontram-se representados na figura 3.21.
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Figura 3.21- Cinética da transferéncia do Gd3* do complexo Gd-XO para o complexo Gd-DOTA
a uma temperatura de 37 °C (@) e 25 °C (A), observada através da variagio da concentragio do Gd-
XO medida pela sua absorvincia a 570 nm. As linhas correspondem ao melhor ajuste de uma

equagio mono-exponencial (equagio 2, seccdo 2.0).

Ambas as medi¢Ses da variacio de Abs foram seguidas a0 comprimento de onda de 570 nm,

visto ser o que apresentava uma maior sensibilidade para a ligagio de XO ao gadolinio.
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A temperatura de 37 °C a ligacio do Gd3* ao DOTA ocorreu mais rapidamente que a 25°C,
como ja seria espectavel. Verificou-se que na experiéncia a 37 °C houve um aumento da Abs aos
primeiros segundos da experiéncia devido a formag¢do de algum Gd-XO. Esta experiéncia foi

realizada para uma concentragdo de GdClze DOTA de 50 uM e 20 pM de XO.

Repetiu-se esta experiéncia com diferentes concentragdes de DOTA e de GdCl; em solucio.
Mediu-se a cinética de ligacdo com 50 pM e 100 pM de DOTA e de GdCls, tendo-se adicionado o
DOTA a solugao de GACl3 e 20 uM de XO. Estes estudos foram também seguidos com a adi¢do de
agua em vez de DOTA, para observar a estabilidade do sinal ao longo do tempo. Os resultados

obtidos encontram-se representados na figura 3.22.
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Figura 3.22 -Cinética da transferéncia do Gd** do complexo Gd-XO para o complexo Gd-DOTA
a uma concentra¢do de 50 uM (grafico A, @) e 100 pM de GdCl; e DOTA (grafico B, @), observada
através da variacdo da concentra¢do do Gd-XO medida pela sua absorvancia a 570 nm. As linhas

correspondem ao melhor ajuste de uma equagio mono-exponencial (equacio 2, seccio 2.6).

Através da figura 3.22 verificou-se que o valor de Abs a 570 nm diminuiu mais

acentuadamente para a solucdo que continha maior concentragio de GdCl; e DOTA. Com o ajuste
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da equacio 2 foi possivel obter o valor da velocidade de formagio de Gd-DOTA para a experiéncia
A e B, obtendo-se respetivamente 5.6x104 s e 4.39x103 s-'. Com estes valores verifica-se que a
formacio de complexo metalico ocorre mais rapidamente na presen¢a de maiores concentragoes das

duas espécies, como seria de esperar.

Uma vez que a dissociagao do complexo Gd-DOTA ocorre a pH’s acidos, estudou-se se a
acidificacdo inicial do meio influenciaria a quantificagdo do iao metalico. Para isso, repetiu-se a
experiéncia A mas acidificando a solugdo de XO a pH = 2 com HCI, A esta solucio foi adicionado
100 pM de GdCls e de DOTA. Com o auxilio do injetor incorporado no leitor de microplacas,
adicionou-se a esta solu¢do 100 pLL de tampao MES pH=7.4, de forma que a experiéncia ocorra a um

pH final de 5.5. Os resultados obtidos encontram-se na figura 3.23.
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Figura 3.23 - Cinética da transferéncia do Gd** do complexo Gd-XO para o complexo Gd-DOTA a
uma concentragio de 100 pM de GdCls e DOTA (@), observada através da variacio da concentracdo
do Gd-XO medida pela sua absorvancia a 570 nm. As linhas correspondem ao melhor ajuste de uma

equagao mono-exponencial (equagio 2, sec¢ao 2.0).

Através do ajuste da equagio 2 foi possivel obter a velocidade de ligagio do Gd-DOTA para
esta experiéncia, tendo-se obtido um valor de 3.74x103 s'. Em comparacio com o valor obtido para
a experiéncia anterior A, com a acidificacio inicial do meio a ligacdo do Gd3+ a0 DOTA ocorre mais
rapidamente. Para além disso, a t = 0, verifica-se que o valor da Abs diminuiu em comparagio com
o representado na figura 3.22 A. Isto podera dever-se a protonagido do DOTA, facilitando a ligagdo
ao metal. Desta forma, aquando da adigio de MES e andlise das amostras, algum Gd3* ja se havia

ligado a0 quelato.

Um outro fator estudado foi a influéncia do valor de pH da soluc¢io na ligacio de GdCls ao
XO. Tendo-se preparado diferentes solugbes de 50 uM de GdCl; e 20 uM de XO a pH = 2. O valor

do pH da solugio foi acertado com HCI, tendo-se posteriormente adicionado diferentes volumes de
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tampao MES as diferentes solu¢bes, com o auxilio do injetor do leitor de microplacas, obtendo-se

diferentes valores de pH como representado na figura 3.24.

0.20- oH =23
oH=25
0.15-
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Figura 3.24 - Espectros de absorcio das diferentes solucoes de 50 pM de GdCI3 e 18.2 uM de

XO, variando-se o pH com adicdao de HCl e diferentes volumes de tampao MES.

De acordo com a figura 3.24, concluiu-se que para valores de pH mais acidos a ligacio XO-
Gd nio ocorreu. A medida que o pH aumenta a afinidade do Gd3* ao XO também aumenta, isto
observou-se através da diminuicao da Abs a 440 nm e do aumento desta a 570 nm, a medida que o

pH da solugio se torna menos acido.

Estes resultados foram encorajadores e, posto isto, avangou-se para a experiéncia de
quantificagio do ido lantanideo previamente complexado com DOTA, sendo o objetivo principal

desta otimizacio.

Para tal, prepararam-se solu¢Ses com diferentes concentracées de Gd-DOTA em PBS a
pH=2 acidificando-se com HCI. Utilizou-se o PBS como tampao de pH pois foi o tampio utilizado
para a experiéncia de permeagio do Gd-DOTA. Deixou-se as solu¢es de Gd-DOTA a este pH
durante 1 hora, de forma a ocorrer a descomplexacio do metal. Findo este tempo, adicionou-se XO
e tampdo MES, de modo que o pH final fosse 5. Obtiveram-se os espectros de absor¢do para as

diferentes amostras, como representado na figura 3.25.
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Figura 3.25 - Espectros de absor¢io das solu¢oes com diferentes concentragdes de Gd-DOTA,
obtidos apds estarem a pH 4cido durante 1 h e posterior adicio de XO em tampao MES de forma a

originar um pH final igual a 5 e uma concentracio de XO igual a 20 pM.

Através dos espectros obtidos, observou-se que ndo ocorreram alteragSes no valor da Abs
em nenhum dos comprimentos de onda em estudo. Isto mostra que ndo ocorreu a formacio de Gd-
XO. No entanto, este resultado pode ser devido a uma descomplexacio ineficiente do Gd-DOTA.
De facto, de acordo com a literatura, a dissociacio completa do complexo Gd-DOTA leva cerca de

24 horas quando a pH’s préximo de zero. ¢7

Uma outra hipétese colocada foi a influéncia do tampao fosfato em solugdo. Desta forma,
realizou-se um ultimo conjunto de experiéncias com diferentes concentra¢ées GdCls em tampao PBS

ou em agua, tendo as amostras sido acidificadas por adicio de HCI sendo o pH alterado para 5.5
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aquando da adi¢do do XO em tampao MES. Os espectros de absor¢do obtidos encontram-se

representados na figura 3.26.
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Figura 3.26 - Espectros de absor¢do das solu¢des com diferentes concentracées de GdCls e

20 uM de XO em 4gua (grafico A) e em tampio PBS (grafico B).

Através da figura 3.26 verificou-se que a presenga de tampao PBS também afeta a ligacio
XO-Gd, nio havendo alteragdes significativas no valor da Abs para as diferents concentra¢des de
lantanideo. Isso pode dever-se a formacio de um quelato de Gd3* com o grupo fosfato quando a

pH acido.686868
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Desta forma, concluiu-se que as condi¢Ges a que se realizou as experiéncias nao foi possivel
quantificar o iao Gd**. Futuramente seria interessante realizar as mesmas com o Gd-DOTA em
tampao HEPES ao invés do tampdo PBS, e aumentar o tempo de incubacio do complexo a pH

acido.
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Capitulo 4 - Conclusio

Ao longo da elaboragdo de todo o trabalho apresentado nesta dissertacao, foram surgindo

algumas conclusoes e consideragdes pertinentes.

O Gd-DOTA ¢ um quelato macrociclico com baixa afinidade para as membranas bioldgicas,
apresentando baixa permeabilidade devido a sua elevada hidrofilicidade. De modo a aumentar a
lipofilidade do agente de contraste sintetizaram-se dois novos ligandos, Gd-DOTA-C4 e Gd-DOTA-
C8, os resultados obtidos por RMN revelaram que se sintetizou os complexos pretendidos, no

entanto, aguardamos os resultados de espetrometria de massa para confirmacio.

A permeacio do Gd-DOTA através de bicamadas lipidicas foi seguida pela variagio da
quantidade de complexo encapsulado em vesiculas de POPC e quantificacdo do complexo por ICP-
MS. O valor da constante de permeacgdo e do coeficiente de permeabilidade obtidos para o Gd-
DOTA revelaram-se bastante baixos, sendo necessarios varios dias para ocorrer a permeag¢io de uma
fracdo significativa do complexo. Este estudo apenas foi realizado para o Gd-DOTA, ndo tendo
havido possibilidade de fazer o mesmo procedimento para os complexos sintetizados. Futuramente,
seria de interesse o estudo da permeagio dos compostos Gd-DOTA-C4 e Gd-DOTA-CS,
permitindo uma comparacdo das trés constantes de permeacdo, a fim de perceber se com a
introducao da cadeia alquilica e aumento da lipofilicidade dos complexos, a sua permeabilidade ocorre

mais rapidamente.

Utilizaram-se trés técnicas distintas para tentar obter o valor da constante de particio do Gd-
DOTA-C8 para bicamadas lipidicas. Nao foi possfvel uma caracterizacio quantitativa, mas os
resultados sugerem que a afinidade do complexo para com as membranas é muito baixa. Através dos
estudos de ITC percebeu-se que o problema podetia estar na agregacdo do complexo, obtendo-se
um valor de 0.11 mM para a CAC. Nos estudos dos tempos de relaxagdo do composto, conseguiu-
se calcular a velocidade de relaxacdo longitudinal e transversal, observando-se um aumento nos
valores obtidos quando comparados com os do Gd-DOTA. Estes valores estdo em conformidade
com um aumento de tamanho da molécula e sdo compativeis com a formagio de agregados de
pequenas dimensées. Nio foi, no entanto, observada uma variagdo significativa na velocidade de
relaxacio quando na presenca de vesiculas lipidicas, indicando que o complexo ou nido se associa
com as membranas ou a acessibilidade da dgua ao gadolinio diminui compensando um eventual

aumento da relaxividade devido ao aumento do tamanho das particulas.

Estes estudos da determinacdo da constante de particio foram apenas realizados para o
complexo Gd-DOTA-CS, por a partida ser o que iria apresentar uma interagdo mais forte com a
membrana. No entanto, seria relevante repetir estes procedimentos para o outro complexo

sintetizado, o Gd-DOTA-C4.
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A otimizacio do método de quantificacdo com o corante XO, permitiu tirar algumas
conclusGes relevantes para o estudo destes complexos. Tal como ja referido pela literatura, a ligacao
do XO ao gadolinio é dependente do pH da solucio, tendo apenas ocorrido para pH’s superiores a
5. Para além disso, verificou-se que apesar do gadolinio ter uma interacdo mais forte com o DOTA
que com o XO, a transteréncia do Gd** do XO para o DOTA ¢é um processo relativamente lento
que ocorre na escala dos minutos. Este facto deixa em aberto a possibilidade de utilizar o XO na
quantificacdo do Gd3** total em solu¢des de GAd-DOTA, sendo para isso necessario primeiro acidificar
a solucio para a dissociacio do Gd-DOTA. Por ultimo, conclui-se que a presenca de fosfato em
solucio a pH 4cido impede a formacio do complexo Gd-XO quando novamente ao valor de pH
adequado (pH~5.5). Esta interferéncia pode ser devida a formacao de agregados de fosfato e ligacio
do gadolinio aos mesmos. Esta problematica podera estar na origem dos agregados detetados nas
experiéncias anteriores. Futuramente serd relevante continuar com este estudo, alterando o tampao

de pH utlizado.
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