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RESUMO

O cancer é uma das principais causas de morte na atualidade, e por isso, tem-se a
busca incessante por técnicas de diagndéstico precoce que facilitem o tratamento,
aumentando as chances de cura. Uma técnica que esta sendo muito utilizada em
medicina nuclear, atualmente, € a cintilografia realizada em camaras de tomografia
por emissdo de pésitron (PET) utilizando o 2-fluoro-2-desoxi-D-glicose ([*®F]JFDG).
Essa técnica baseia-se no fato de que células de tumores em estagios iniciais
apresentam metabolismo acelerado e, consequentemente, maior avidez por glicose.
Porém, esta técnica apresenta baixa disponibilidade na rotina clinica devido ao seu

alto custo.

Na grande maioria dos procedimentos em medicina nuclear convencional sao
utilizados &tomos de tecnécio-99m como emissores das radiagbes que irdo gerar as
imagens cintilograficas, pois este apresenta adequada meia-vida (6,01 h), emissado y
de baixa energia (140 keV), além de um custo relativamente baixo. Buscam-se,
entdo, substancias que, complexadas ao tecnécio-99m, seriam capazes de detectar

tumores em estagios iniciais.

Com base no exposto realizou-se a sintese, em oito etapas, de [B-D-
glicopiranosideo de 4-N-[N3-(benzoil-mercaptoacetil)glicilglicilglicillaminofenila
(Bz-MAG3-G), um derivado da D-glicose. Inicialmente, realizou-se a sintese de
mercaptoacetiltriglicina (MAG3), um agente complexante para o tecnécio-99m, e a
sintese de [-D-glicopiranosideo de 4-aminofenila. Em seguida, acoplou-se o

derivado glicosidico ao MAG3; em presenca de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-



etilcarbodiimida (EDAC) em DMF, com rendimento de 32%. O derivado de
carboidrato sintetizado foi estruturalmente caracterizado por espectroscopia no

infravermelho e por espectrometria de ressonancia magnética nuclear de H e 13C.

Os produtos Bz-MAG3; e Bz-MAG3-G foram convertidos nos correspondentes
complexos com tecnécio-99m e, em seguida, realizaram-se os estudos comparativos
de biodistribuicdo em camundongos SWISS, machos. Inicialmente os estudos foram
realizados em camundongos sadios. Os complexos *"Tc-MAG; e *"Tc-MAG;-G
apresentaram padrbes de biodistribuicdo diferentes, observando-se o perfil de
depuracdo bifasica para o *™Tc-MAG; que é ausente no derivado sacaridico. Em
seguida, realizaram-se os estudos de biodistribuicio em camundongos com tumor
de Ehrlich implantados na pata posterior direita. O derivado da D-glicose apresentou
concentracdo cerca de duas vezes maior no tumor em relacdo a pata posterior
esquerda (controle) para todos os tempos analisados (5, 30, 120 e 240 minutos). Tal

caracteristica ndo foi observada para o *™Tc-MAGs.



ABSTRACT

Cancer is one of the principal causes of death nowadays and there is a restless
search for methods for early diagnosis in order to determine the proper treatment and
increase the chances of cure. Positron emission tomography (PET), a method based
on the radioactive tracer 2-fluoro-2-deoxy-D-glucose ([*®F]JFDG) is used in nuclear
medicine to detect solid tumors. The rationale for the use of [*®F]JFDG relies in the
fact that in the early stage of a solid tumor development the cancer cells usually have
accelerated metabolism and, in consequence, enhanced glucose uptake.

Nevertheless, widespread use of this method is hampered by its high cost.

In the vast majority of conventional nuclear medicine procedures *™Tc is used as the
radiotracer, since this radioactive atom has appropriate half-life (6.01 hour), is low y-
energy radiator (140 keV) and it's cheap and readily available. Thus, there is an

increasing search for ®"Tc-based complexes for the detections of solid tumors.

With these considerations in mind, the synthesis of 4-N-[N°-(benzoyl-
mercaptoacetyl)glicylglicylglicyllaminophenyl B-D-glucopyranoside (Bz-MAG3-G),
a D-glucose derivative was undertaken. Thus, N3-(benzoylmercaptoacetylt)riglycine
(Bz-MAG3), a protected form of MAG3, a known complexing agent for *™Tc, and 4-
aminophenyl B-D-glucopyranoside, were prepared according to literature procedures.
Coupling of Bz-MAG;3; with the glucoside in DMF, in the presence of N-(3-
dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide (EDAC) was achieved in 32 % yield. Bz-

MAG3-G was fully characterized using infrared, RMN *H and RMN *3C spectrometry.



Bz-MAG; and Bz-MAGs-G were converted, into the corresponding °™Tc complexes
for comparative biodistribution studies using male SWISS mice. First, the studies
were performed in healthy mice. Different biodistribution patterns were observed for
the two compounds. The *™Tc-MAG; complex showed a biphasic clearance profile,
not shown by the D-glucose-based complex. Next, the biodistribution study of the
complexes was performed in mice bearing Ehrlich tumor implanted into the posterior
right paw. The concentration of the D-glucose-based complex in the tumor was
twofold compared to that of the posterior left paw (control), for all the times measured

(5, 30, 120 and 240 minutes). This profile was not observed for **"Tc-MAG3 complex.



1 INTRODUCAO

O cancer € uma das maiores causas de morte na atualidade, portanto, tém-se
buscado meios de diagndstico precoce que irdo favorecer a terapéutica aumentando

a sobrevida dos pacientes e, até, possibilitando a cura dos mesmos.

Sendo assim, muito se tem buscado para producédo de novos agentes de diagnostico
em diversas areas. Dentre elas, a medicina nuclear que vem se tornando uma
ferramenta poderosa para a deteccdo de diversas doencas, inclusive o cancer, pois
enquanto as demais técnicas avaliam alteracdes anatdmicas a cintilografia € capaz
de detectar alteracdes bioquimicas e fisiolégicas no 6rgdo estudado, e assim,

identificar a doenca em seu estagio inicial.

As imagens por tomografia por emissdo de pdésitron (PET) fornecidas pela
BFluordesoxiglicose ([*®F]JFDG) estdo sendo muito utilizadas para deteccdo de
tumores, devido as células tumorais apresentarem maior avidez por glicose. Porém,

apresentam um custo alto, reduzindo a sua disponibilidade para a aplicacao clinica.

O radionuclideo mais utilizado em medicina nuclear é o tecnécio-99m, pois
apresenta caracteristicas ideais para sua utilizacdo na producdo de imagens
cintilogréficas, além de um custo relativamente menor. Desse modo, a alternativa
mais viavel seria a producdo de substancias que pudessem ser marcadas com
tecnécio-99m, contribuindo para a reducdo dos custos e, desta forma, tornando a

técnica acessivel a todos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER

O cancer esta entre as causas mais comuns de morte no mundo. De acordo com a
organizacdo mundial de saude o cancer foi a causa de 13% (7,6 millhdes) de todas
as morte ocorridas no mundo durante o ano 2005. As células cancerosas sao
formadas quando células normais perdem o0s mecanismos regulatérios que

controlam o seu crescimento e multiplicacdo (PATRICK, 2005).

Em uma célula normal o estimulo inicial da divisdo celular é dado por fatores de
crescimento que se ligam aos seus receptores na superficie da membrana celular.
Assim, a mensagem de crescimento é levada ao nucleo da célula através de uma
cascata de reacdes bioquimicas. Uma vez no nucleo os fatores de transcri¢ao ligam-
se ao DNA e promovem a producdo de proteinas envolvidas no crescimento e

divisao celular (RANG et al., 2004).

O DNA contém informagBes genéticas que codificam proteinas envolvidas no
metabolismo celular. Se um gene é danificado a codificacdo destas proteinas pode
ser afetada. Danos em genes que codificam proteinas relacionadas ao crescimento
celular como oncogenes, genes supressores de tumor e genes reparadores de DNA

podem gerar alteracfes que irdo desencadear o cancer (PAUWELS et al., 1998).

A célula tumoral apresenta transformacdes em decorréncia de alteracbes em seu

DNA gue podem ser produzidas por diversos fatores como, virus, bactéria, parasitas,



agentes quimicos e radiacdo. Esses agentes carcinogénicos podem atuar de duas
maneiras, primeiro cansando danos aos genes que controlam a proliferacdo e
migracdo celular. E segundo, promovendo o crescimento das células tumorais. I1sso
gera modificacbes nas funcdes celulares ocasionando modificacbes nas
propriedades de membrana, nas interacdes célula-célula e no metabolismo celular

(PAUWELS et al., 1998).

Toda célula eucaridtica apresenta um ciclo celular, como o mostrado na figura 1,
composto por quatro etapas: G; (fase na qual a célula esta aumentando de tamanho
e se preparando para a cOpia do material genético em resposta a fatores de
crescimento e sinais internos), S (etapa de replicagcdo do DNA), G, (preparacao da
célula para a mitose) e M (mitose celular). Ha, ainda, uma quinta fase (Go) que &
considerada como um estado de repouso. Células nesta fase podem entrar no ciclo

apos inducao (KENNY et al., 2004).

Figura 1 - Ciclo celular.



Normalmente, o ciclo celular é regulado pelo equilibrio entre células em estado de
proliferacéo e células em repouso. A perda dessa regulacédo é determinante para o
desenvolvimento do cancer. Durante o crescimento da massa tumoral, grande parte
das células tumorais encontra-se na fase S do ciclo celular. Com o maior nimero de
células nessa fase, o tecido necessita de mais material energético para manter a

producdo de DNA (BELKACEMI et al., 2007).

A glicose, entédo, assume papel fundamental como fonte de energia para as células
tumorais. O aumento da captacdo de glicose por estas células é devido ao seu
metabolismo acelerado e a maior expresséao de transportadores para glicose (GLUT)

em células malignas (PAUWELS et al., 1998; GU et al., 2006; CELEN et al., 2007).

Sete tipos de transportadores de glicose sdo conhecidos (GLUT 1-7) sendo todos
compostos por uma cadeia similar de polipeptideo contendo 492 a 524 aminoacidos.
Essas isoformas estdo distribuidas nos diversos tecidos, sendo o GLUT-1 o mais
abundante em células eucaridticas e neoplasicas. A glicose se liga a parte externa
do transportador que, por meio de alteragdes em sua conformacédo permite a
passagem da molécula de glicose para dentro do citoplasma por um processo
estereoespecifco e sem gasto de energia (PAUWELS et al., 1998; SAMIH et al.,

2003; OHTSUBO et al., 2005).



2.2 METODOS DE DIAGNOSTICO

A proliferacdo celular desordenada € fundamental para o desenvolvimento do
cancer. Para a determinacdo dessa proliferacdo sao utilizadas técnicas de
diagnéstico que necessitam de amostras de tecido para a sua realizacdo, como:
imuno-histoquimica, citometria de fluxo e contagem do nimero de mitoses visiveis.
No entanto, estas técnicas apresentam algumas limitacdes, por exemplo, a biopsia
pode ndo ser representativa de todo o tumor devido a sua heterogeneidade, bidpsias
podem ser dificeis de serem realizadas dependendo da profundidade do tumor e,
além disso, pode haver diferencas entre o tumor primario e metastases (KENNY et

al., 2004).

Outros meios de avaliacdo da proliferacdo tumoral se baseiam em mudancas
anatdbmicas observadas em exames clinicos, raios-X, ultra-sonografia, tomografia
computadorizada e ressonancia magnética nuclear, que permitem avaliar alteracdes
no tamanho do tumor. Essas mudancas, no entanto, podem tardar semanas ou
meses para serem observadas e avaliadas, dificultando o tratamento (SHIELDS et
al., 1998).

Em medicina nuclear a imagem do corpo € obtida através da captacdo da
radioatividade emitida pelo radiotracador administrado. Os radiotragcadores sao
administrados, em sua maioria, por via endovenosa e o diagnostico é baseado em
alteracdes bioquimicas e fisioldgicas do 6érgdo em exame, sem a necessidade de
alteracdes anatdmicas, fornecendo o diagnoéstico da doenga em um estagio inicial

(CONTI et al., 1996; THRALL; ZIESSMAN, 2003).



Radiofarmacos sdo compostos radioativos usados no diagndéstico e no tratamento de
doencas. Em medicina nuclear cerca de 95% dos radiofarmacos séo utilizados para
fins de diagndsticos. A maioria destes radiofarmacos € uma combinacdo de um
componente radioativo (radionuclideo), que permite a deteccdo externa da fisiologia
e/ou anatomia do 6rgdo em exame, e um componente quimico (ligante organico),
que € responsavel pelo direcionamento no organismo. Essas substancias néo
apresentam acdo farmacoldgica, pois sdo administradas em doses extremamente
baixas. O radionuclideo deve emitir uma radiacdo que sera facilmente detectavel por
um instrumento nuclear e a dose dessa radiacdo para o paciente devera ser minima

(SAHA, 1998; THRALL; ZIESSMAN, 2003).

Existe uma grande variedade de radionuclideos usados em medicina nuclear como:
iodo-131(**Y1), indio-111 (*!In), Ta&lio-201 (*°'TI), Flior-18 (**F), Tecnécio-99m

(*°"Tc), Galio-67 (°’Ga), entre outros (SAHA, 1998).

Em oncologia, 0 agente de imagem tumoral mais usado é o 2-[*®F]fluoro-2-desoxi-D-
glicose ([*®*F]FDG) (CELEN et al., 2007). O flior-18 é produzido em ciclotron, tem
meia-vida fisica de 109 minutos e decai por emissédo de pdsitron (radiacdo B*) que
ao interagir com um elétron do meio se aniquila gerando dois fétons gama de 511
keV num angulo de 180° que serdo detectados por tomografia por emissdo de

positron (PET)-(THRALL; ZIESSMAN, 2003).

O [*®F]FDG é um analogo da D-glicose, como mostrado na figura 2, e sua aplicacdo
baseia-se na maior atividade glicolitica das células tumorais malignas (CONTI et al.,

1996). O [®FJFDG penetra na célula por difusdo facilitada através dos



transportadores para glicose (GLUT-1), que, conforme ja explicitado, também
apresentam maior expressao em células tumorais (SCHIBLI et al., 2005), (LOVE et
al., 2005), é fosforilado pela enzima hexoquinase, como ocorre normalmente com a
D-glicose, gerando o [**F]JFDG-6-fosfato (GU et al., 2006). O segundo passo na
glicOlise seria a isomerizacdo da glicose-6-fosfato a frutose-6-fosfato pela enzima
fosfoexose isomerase, porém para a formacéo da frutose-6-fosfato € necessaria a
presenca do oxigénio em C-2, que esta ausente no [‘°F]FDG. Portanto, a partir
desse ponto, o [*®F]JFDG fosforilado ndo pode prosseguir no caminho metabdlico
normal da glicose, ficando retido no interior da célula de maneira proporcional a

atividade glicolitica desta célula (PAUWELS et al., 1998; BOS et al., 2002).

OH OH
OH 18F

D-glicose [**FIFDG
Figura 2 - Estrutura da p-glicose e do [**F]FDG.

O uso do [*®*F]JFDG na rotina clinica é, ainda, limitado devido a sua baixa
disponibilidade e o custo relativamente alto, tanto em sua produc¢éo (ciclotron) como
na deteccdo das imagens (cdmara PET), além da necessidade de uma sintese
rapida (figura 3) devido ao baixo tempo de meia-vida fisica do flior-18 (109 minutos).
Assim, seria de grande valia o desenvolvimento de agentes de diagndstico baseados
em isGtopos emissores de radiacdo gama, direcionados a producdo de imagens em

camaras de cintilacdo convencionais (CHEN et al., 2006).
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Figura 3 - Sintese do [*°F]FDG a partir de derivado da D-manose.

2.3 0 1SOTOPO TECNECIO-99m

O ®“™Tc é o radionuclideo mais usado em medicina nuclear, por apresentar
propriedades fisicas e quimicas ideais para um radioisotopo, tais como: meia-vida
fisica de 6,01 horas, emissdo gama de baixa energia (140 keV), alta disponibilidade
do radiois6topo a partir de um sistema gerador de Molibdénio-99/Tecnécio-99m
(**Mo/*®™Tc), além de apresentar um custo relativamente baixo (JURISSON, 1993;

JONES, 1995; MARQUES et al., 2001; YANG et al., 2003).

O tecnécio é um metal de transicdo da familia VIl B e tem numero atdmico 43,
podendo existir em oito estados de oxidacdo (-1 a +7). A estabilidade desses
estados de transicdo depende do tipo de ligacdo e do ambiente quimico. Os estados
+7 e +4 sdo mais estaveis e sao representados em oxidos, sulfetos, haletos e

pertecnetatos (DEWANJEE, 1990; SAHA, 1998).

O fon pertecnetato, *"TcO,’, tem estado de oxidacdo +7 para o **"Tc, isso o torna
uma espécie nao reativa e incapaz de ligar a algum composto, sendo necessaria a
reducado do tecnécio, do estado +7 para um estado de oxidacdo menor. O cloreto de
estanho Il (SnCl, - 2H,0) € o agente redutor mais comum usado na preparacédo de

compostos ligados ao *°"Tc (NOWOTNIK, 1990; SAHA, 1998).



O “™Tc reduzido é uma espécie quimicamente reativa e combina com uma grande
variedade de agentes quelantes. O agente quelante geralmente é doador de elétrons

e forma uma ligacdo covalente coordenada com o *™Tc reduzido. (SAHA, 1998).

2.4 AGENTES QUELANTES PARA O TECNECIO-99m

Existem muitos compostos capazes de se ligar ao tecnécio-99m, sendo usados em
medicina nuclear para avaliar a funcédo e/ou a morfologia de um érgéo, determinando
o estado patologico do paciente (JURISSON, 1993; TISATO et al.,, 2006). Séo
exemplos desses compostos o “*"Tc-HMPAO (marcador cerebral), *™Tc-MAG;
(marcador renal), *"Tc-ECD (marcador para imagem cerebral), *™Tc-HIDA
(marcador adequado para imagens do sistema hepatobiliar), **"Tc-DMSA (agente de

marcacao renal). As estruturas dos complexos citados acima sdo mostradas na

figura 4.
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Figura 4 - Exemplos de ligantes complexados com tecnécio-99m.



O MAGg3;, mercaptoacetilglicilglicilglicina, € um ligante N3S, que ao ser marcado com
tecnécio-99m apresenta uma pureza radioquimica superior a 90% (ROBLES et al,
2003). E capaz de formar um complexo estavel, e carregado negativamente com

tecnécio (VANBILLOEN et al., 1995; YAMAMURA, 1999; OKARVI, 2004).

O primeiro passo para a formacdo do radiofarmaco *“™Tc-MAGs, consiste na
formacdo de um complexo do *™Tc com um ligante fraco em meio aquoso. Esse
complexo reage, em seguida, com um segundo ligante (MAG3), que forma um
complexo mais estavel. Ligantes fortes, como o0 MAG3, sdo menos sollveis em meio
aguoso e necessitam de aquecimento ou longo tempo para dissolverem.
Inicialmente é preparado o complexo *"Tc-tartarato ou **™Tc-gluconato por reducédo
do **"TcO, com ion estanoso em presenca de tartarato de sédio ou gluconato de
s6dio, seguido de aquecimento com MAGs, resultando no *™Tc-MAGs; como

esquematizado na figura 5 (BORMANS et al., 1995; SAHA, 1998).
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Figura 5 - Sequéncia de reacées para a formac&o do **"Tc-MAGs.

O *™Tc-MAG; é usado como marcador da funcdo tubular renal. Apresenta alta

ligacdo a proteinas plamaticas, cerca de 90%, que confere a ele uma pequena taxa



de filtracdo glomerular (menor que 3%). ApOs administracdo por via intravenosa, sua
depuracdo sangiinea € rapida e bifasica, sendo rapidamente excretado por
secrecado tubular renal (FRITZBERG, 1986; ESHIMA, 1992; SAHA, 1998; THRALL;

ZIESSMAN, 2003).

Sao descritos varios estudos que utilizam o MAG3; como agente quelante para o
tecnécio-99m ligado a diversas substancias, como carboidratos (figura 6), peptideos,
acidos desoxirribonucléicos e anticorpos, que irdo conferir ao composto final um novo
direcionamento dentro do organismo possibilitando o estudo e diagnéstico de diversas
doencas, entre elas, o cancer (LEI et al., 1996; WINNARD et al., 1997; HNATOWICH et

al., 1998; VERA et al., 2001; ZHU et al., 2001, LIU et al., 2004; CHEN et al., 2006).
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Figura 6 - Derivado da D-glicosamina acoplado ao MAG3 e
marcado com *™Tc.

Para o estudo de marcacéao de tumores, além de derivados da D-glicose (CHEN et
al., 2006), esta sendo testada uma grande variedade de substancias que atuam de
diferentes modos, como os marcadores de hipoxia tumoral (derivados do imidazol)
gue apresentam seletividade a tecidos com baixos niveis de oxigénio e sdo usados
para identificar células em hip6xia que poderdo desenvolver resisténcia durante os
processos de radio- e quimioterapia (CHU et al.,, 2004), precursores de DNA

(timidina, desoxiuridina e seus analogos) que se incorporam ao material genético no



processo de sintese do DNA refletindo a taxa de proliferacdo celular (CELEN et al.,
2007; TENG et al., 2007), e aminoacidos (metionina e tirosina) que participam da
sintese de proteinas e em alguns casos sao considerados mais sensiveis na
determinacdo da taxa de proliferacdo celular que o [**F]JFDG, como no diagndstico

de tumores de pulmao e gliomas (BELKACEMI et al., 2007).



3 OBJETIVOS

Planejou-se, neste trabalho, a sintese de um derivado da D-glicose acoplado a

mercaptoacetilglicilglicilglicina (MAG3), um agente quelante para o tecnécio-99m

(**™Tc), marcacdo do produto sintetizado com o *™Tc e o estudo de sua

biodistribuicio em animais sadios e com tumor de Ehrlich. Objetivou-se o

desenvolvimento de um radiofarmaco que possibilite uma forma de diagnostico

simples, eficiente, e sobretudo, de baixo custo que possa ser usado em substituicdo

ao [*®FJFDG. A estrutura quimica do radiofarmaco potencial ligado ao *°"Tc é

mostrada na figura 7.

Figura 7 - Radiofarmaco potencial marcado com tecnécio-99m.



4 JUSTIFICATIVA

A busca por novos meios de diagndéstico precoce de doencas com alta incidéncia e
elevada mortandade € muito visada nos dias atuais, principalmente se tais meios
apresentarem boa sensibilidade e um custo relativamente baixo, quando
comparados aos métodos de diagnostico utilizados atualmente, tornando-se técnicas

de facil acesso que poderéo ser utilizadas na rotina clinica.



PARTE | — SINTESE DO LIGANTE DERIVADO DA D-GLICOSE



5 PLANO DE SINTESE

5.1 ANALISE RETROSSINTETICA

Para a sintese de (10) estabeleceu-se a analise retrossintética mostrada abaixo na figura 8.
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Figura 8 - Analise retrossintética proposta para a sintese de (10).




5.2 ROTA DE SINTESE

Com base na analise retrossintética, propds-se o plano de sintese de (6), (9) e (10)

conforme mostrado nas figuras 9, 10 e 11, respectivamente.
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Figura 9 - Rota de sintese para o derivado da D-glicose (6).
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Figura 10 - Rota de sintese para o derivado da glicilglicilglicina (9).
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1. METODOS GERAIS:

6.1.1. APARELHAGEM UTILIZADA

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelhos Silbron-Thermolyne MP-
12516 (Laboratério de Quimica Farmacéutica, FAFAR, UFMG), e né&o foram

corrigidos.

Os espectros de RMN de 'H e de 13C foram registrados em aparelho Bruker
AVANCE DPX200 (Laboratério de Ressonancia magnética de Alta Resolucdo —
LAREMAR, Departamento de Quimica, ICEx, UFMG). Os deslocamentos quimicos

(8) sdo em ppm, em relagcéo ao tetrametilsilano, utilizado como padrao interno.

Para cromatografia em camada delgada utilizou-se silica gel 60 G Merck. A

espessura da camada de silica foi de 0,25 mm.

Os espectros no infravermelho foram efetuados em espectrofotdmetro com
transformada de Fourier Perkin-Elmer, modelo Spectrum One, do laboratério de

Quimica Farmacéutica da Faculdade de Farméacia da UFMG.

O poder rotatério especifico foi medido em polarimetro Belligham + Stanley ADP 220

do laboratério de Quimica Farmacéutica da Faculdade de Farmacia da UFMG.



6.1.2. SOLUCOES REVELADORAS

Solucéo de acido sulfurico: solucdo a 15% v/v de acido sulfarico concentrado em

etanol.

Solucéo de ninidrina: solucéo a 0,5% m/v de ninidrina em etanol.

Vapores de iodo.



6.2 SINTESE DE 1, 2, 3, 4, 6-PENTA-O-ACETIL-B-D-GLICOPIRANOSE (2)

6 OAc

4
AcO 0
AcO 5 2 1 OAc
3 OAc

@

A um baldo de fundo redondo de 500 mL foram adicionados 20,0 g (110 mmolL) de
D-glicose e 16,0 g (200 mmoL) de acetato de sodio anidro. A mistura foi dissolvida
em 100 mL (108 g, 1058,8 mmoL) de anidrido acético. Ao baldo foi acoplado um
condensador de refluxo equipado com um tubo de cloreto de calcio. Aqueceu-se a
mistura reagente em banho de 6leo a 100 °C, com agitacdo magnética, durante 40
minutos. O acompanhamento da reacdo foi feito por CCD (eluente:
diclorometano/acetato de etila 7:3 v/v; revelador: solucdo de &acido sulfarico e
aguecimento a 120°C). Ao final da reacdo a mistura reagente foi vertida em gelo
pilado, ocorrendo a formacao de um precipitado branco que foi recolhido por filtracao
a vacuo e, em seguida, recristalizado em etanol. Foram obtidos 34,19 g (87,67

mmoL, 78,9%) de (2).

Quantidades adicionais de (2) (25,37 g, 58,6%) foram obtidas pela mesma técnica.

{F.M.:C46H22011; M.M.: 390 g/moL; P.F.: 119,3-121,9 °C [P.F.i: 131-132 °C]

(DARROW et al., 1996)}



Tabela 1 - Dados de RMN de 'H (200 MHz, CDCl3, d) de (2)

Atribuicao Multiplicidade Integral d (ppm) J (Hz)
H-1 d 1 5,71 J1,=7,80
H-2, H-3, H-4 m 3 5,25-5,08

H-5 m 1 3,86-3,83 Js,6=4,00
H-6 dd 1 4,29 J6,6=12,00
H-6’ di 1 4,10

CHs S 15 2,17-2,01

Tabela 2 - Dados de RMN de 3C (50 MHz, CDCl3, d) de (2)

Atribuicéo Namero de carbonos o (ppm)

C-1 1 91,8

C-2 1 70,4
C-3,C-5 2 72,9

C-4 1 67,9

C-6 1 61,6

CHs 5 20,9-20,7

C=0 5 170,7-169,0

Tabela 3 - Dados do espectro no Infravermelho (v, cm™) de (2)

v (cm™) Atribuicdo
2969 Deformacao axial de C-H de carbono sp°
1738 Deformacao axial de C=0 de éster
1368 Deformacao angular simétrica de C-H de carbono sp®
1218 Deformacéao axial assimétrica de C-C((C=0)-0O) de éster
1065-1033  Deformacéo axial assimétrica de C-C-O e C-O-C de acucar




6.3 SINTESE DE BROMETO DE 2, 3, 4, 6-TETRA-O-ACETIL-a-D-

GLICOPIRANOSILA (3)

6 _OAc

4
AcO 0
Aco_\ 5 2 \1
3 OAc

@) Br

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL preparou-se uma solucdo de &cido
bromidrico em &cido acético pela adi¢cdo gota a gota de 12,5 mL de acido bromidrico

48% p/p a 50 mL de anidrido acético, resfriado em banho de gelo.

Em outro baldo de 250 mL solubilizaram-se 5,0 g (12,81 mmoL) de (2) em 31 mL de
diclorometano. A solucao foi resfriada, e, em seguida, adicionou-se, gota a gota, sob
agitacdo magnética, a solugcédo de acido bromidrico em &cido acético. Deixou-se a
mistura reagente sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 80 minutos. A
reacao foi acompanhada por CCD (eluente: diclorometano/acetato de etila 9:1 v/v;

revelador: solucdo de acido sulfurico e aguecimento a 120°C).

Verteu-se a mistura reagente em um erlenmeyer com gelo pilado, transferiu-se a
solucéo resultante para um funil de separacéo e extraiu-se com duas por¢des de 50
mL de diclorometano. A fase organica foi lavada com trés porc¢des de 40 mL de uma
solucéo saturada de bicarbonato de sodio resfriada, e com quatro por¢cdes de 40 mL
de agua destilada até pH neutro. Secou-se a fase organica com sulfato de sodio
anidro. A fase organica foi filtrada e concentrada em evaporador rotatério. Foi obtido
um oleo que solidificou com a adicdo de éter de petroleo formando um sélido branco.

Foram obtidos 4,42 g (10,75 mmoL, 84%) de (3).



Quantidades adicionais de (3) (11,21 g, 78,5%) foram obtidas pela mesma técnica.

{F.M.:C14H1904Br; M.M.: 411 g/moL,; P.F. 84,9-86,1 °C [P.F. .;.: 88-89 °C] (DARROW

et al.,1996)}

Tabela 4 - Dados de RMN de 'H (200 MHz, CDCl3, d) de (3)

Atribuicéo Multiplicidade Integral o (ppm) J (Hz)
H-1 d 1 6,62 J1,=4,00
H-2 dd 1 4,84 J23= 9,80
H-3 t 1 5,56 J34=9,80
H-4 t 1 5,17

H-5 e H-6 m 2 4,38-4,29

H-6’ m 1 4,17-4,10

CHs S 12 2,11-2,04

Tabela 5 - Dados de RMN de 3C (50 MHz, CDCl3, &) de (3)

Atribuicdo Numero de carbonos 0 (ppm)
C-1 1 86,8
C-2 1 70,4
C-3 1 72,3
C-4 1 67,4
C-5 1 70,8
C-6 1 61,1
CHjs 4 20,8-20,7
C=0 4 170,6-169,6




6.4 SINTESE DE 2, 3, 4, 6-TETRA-O-ACETIL-B-D-GLICOPIRANOSIDEO DE 4-

NITROFENILA (4)

OAc
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Em um baldo de fundo redondo de 250 mL foram colocados 4,6 g (33 mmoL) de p-
nitrofenol, 1,38 g (33 mmoL) de LiOH - H,O e 9,5 mL de 4gua. Colocou-se o balédo
sob agitagcdo magnética a temperatura ambiente. Apos 15 minutos adicionaram-se
4,4 g (11 mmol) de (3) dissolvido em 15 mL de acetona. O baldo foi deixado sob
agitacdo magnética e a temperatura ambiente por 120 minutos. A reacdo foi
acompanhada por CCD (eluente: diclorometano/acetato de etila 3:1 v/v; revelador:

solucédo de acido sulfurico e aquecimento a 120°C).

Verteu-se a mistura reagente em uma capsula de porcelana e a acetona foi
evaporada com ar comprimido. Formou-se um precipitado marrom, que foi
transferido para um funil de separacao utilizando-se trés porcdes de 40 mL de agua
e trés porcoes de 40 mL de diclorometano alternadamente. A fase aquosa foi
extraida com trés por¢cbes de 50 mL de diclorometano. As fases organicas reunidas
foram extraidas com quatro por¢cdes de 50 mL de uma solucdo de NaOH 1 moL/L.
Lavou-se a fase organica com agua até pH 6. Secou-se a fase organica com sulfato
de sodio, e evaporou-se o solvente em evaporador rotatério fornecendo um sdlido
amarelo claro que foi recristalizado em alcool isopropilico. Foram obtidos 1,9 g (4,05

mmolL, 38%) de (4).



Quantidades adicionais de (4) (1,83 g, 37%) foram obtidas pela mesma técnica.

{F.M.:CH23012N; M.M.: 469 g/moL; P.F.: 168,2-170,1 °C [P.F..i: 177-178,5 °C ]

(TEMERIUSK et al., 2005)}

Tabela 6 - Dados de RMN de 'H (200 MHz, CDCl3, ) de (4)

Atribuicao Multiplicidade Integral d (ppm) J (Hz)
H-1, H-2, H-3,

Hoa m 4 5,28-5,15

H-5 m 1 3,95

H-6, H-6’ m 2 4,25-4,12

H-2’ d 2 7,06 J2»3=8,2 Hz
H-3' d 2 8,18

CHs s 12 2,14-2,04

Tabela 7 - Dados de RMN de 3C (50 MHz, CDCl3, d) de (4)

Atribuicéo Numero de carbonos 0 (ppm)
C-1 1 98,0
C-2 1 70,9
C-3,C-5 2 72,3
C-4 1 68,0
C-6 1 61,7
C-1T 1 161,1
C-2’ 2 116,5
C-3 2 125,7
C-4 1 143,2
CHs 4 20,4
C=0 4 170,3-169,0




Tabela 8 - Dados do espectro no Infravermelho (v, cm™) de (4)

v (cm™) Atribuicao

1753 e 1730 Deformagédo axial de C=0 de éster
1613-1494  Deformacéo axial de C=C do anel aromatico
1520 Deformacéao axial assimétrica de NO,
1341 Deformacéo axial simétrica de NO,
1057-1036  Deformacéo axial assimétrica de C-C-O e C-O-C de acgucar
862 Deformacao angular de C-H fora do plano de anel aromatico
1,4 dissubstituido




6.5 SINTESE DE B-D-GLICOPIRANOSIDEO DE 4-NITROFENILA (5)
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Em um baldo de fundo redondo de 100 mL foram adicionados 20 mL de metanol
anidro. Ao baldo foi acoplado um tubo de cloreto de calcio. Colocou-se 0 baldo em
banho de gelo e sob agitagdo magnética. Adicionou-se quantidade catalitica de
sédio metélico. Apos a dissolucdo de todo o sédio adicionou-se 1,0 g (2,13 mmol) do
glicosideo (4). O baldo foi mantido sob agitacdo magnética por 1 hora e 40 minutos.
A reacéo foi acompanhada por CCD (eluente: diclorometano/acetato de etila 7:3 v/v;

revelador: solugéo de acido sulfurico e aquecimento a 120°C).

Adicionou-se resina acida Amberlite IRA-120 a mistura reagente até pH 6. A mistura
reagente foi filtrada e lavada com metanol. O filtrado foi concentrado em evaporador
rotatorio e obteve-se 0,54 g (1,79 mmolL, 84%) de (5).

Quantidades adicionais de (5) (0,46 g, 72%) foram obtidas pela mesma técnica.

{F.M.:C12H150gN; M.M.: 301 g/moL; P.F.: 158,2-160,0 °C [P.F..i: 165-168 °C ]

(ALDRICH, 2003-2004)}



Tabela 9 - Dados de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-dg, 0) de (5)

Atribuicao Multiplicidade Integral d (ppm) J (Hz)
H-1, 2 OH m 3 5,18-5,10

H-2, H-3, H-4,

H5. H6. HE m 6 3,77-3,33

OH m 1 5,49

C-6-OH m 1 4,62

H-2’ d 2 7,25 J» 3= 9,00 Hz
H-3’ d 2 8,23

Tabela 10 - Dados de RMN de 3C (50 MHz, DMSO-ds, &) de (5)
Atribuicéo Namero de carbonos d (ppm)

C-1 1 99,9

C-2 1 73,1

C-3 1 77,2

C-4 1 69,5

C-5 1 76,5

C-6 1 60,6

C-I 1 162,4

C-2’ 2 116,6

C-3 2 125,7

C-4 1 141,7

Tabela 11 - Dados do espectro no Infravermelho (v, cm™) de (5)

v (cm™) Atribuicdo
3285 Deformacao axial de O-H
1593-1493  Deformacéo axial de C=C do anel aromatico
1515 Deformacao axial assimétrica de NO,
1342 Deformacéo axial simétrica de NO,
1064-1046  Deformacéo axial assimétrica de C-C-O e C-O-C de acucar
851 Deformacéao angular de C-H fora do plano de anel aromatico

1,4 dissubstituido




6.6 SINTESE DE B-D-GLICOPIRANOSIDEO DE 4-AMINOFENILA (6)

Dissolveu-se 0,2 g (0,6 mmoL) de (5) em 5 mL de agua quente. Apds resfriamento,
50 mg de paléadio/carvao foram adicionados e a mistura foi mantida por 2 horas sob
agitacdo magnética e atmosfera de hidrogénio, em hidrogenador Parr. A reacéo foi
acompanhada por CCD (eluente: acetato de etila/metanol 3:1 v/v; revelador: solugéo

de &cido sulfurico e aquecimento a 120 °C ou ninidrina e aquecimento a 120 °C).
Ao término da reacao, o catalisador foi removido por filtracdo e o solvente removido
em evaporador rotatério. O produto bruto foi usado imediatamente na etapa

seguinte.

{F.M.:C1oH1706N; M.M.: 271 g/moL}



6.7 SINTESE DE CLOROACETILGLICILGLICILGLICINA (8_)
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Em um baldo bitubulado de 250 mL foram adicionados 500 mg (2,6 mmoL) de
glicilglicilglicina solubilizados em 15 mL de solucao de hidroxido de so6dio 1 moL/L. O
baldo foi mantido em banho de gelo. Conectou-se ao baldo um funil de adicao
contendo 20 mL da solugédo de hidroxido de sodio 1 moL/L e outro funil de adicdo
contendo 1,8 mL (23 mmoL) de cloreto de cloroacetila dissolvidos em 20 mL de éter
etilico. Adicionou-se gota a gota, simultaneamente, todo o contetdo dos funis. Apds
a adicdo, o meio apresentou pH 4. A mistura reagente foi mantida sob agitacdo

magnética por 7 horas a 0 °C. A reacao foi guarda em freezer por 12 horas.
Adicionou-se a mistura reagente HCI concentrado até pH 2 (foram gastos 2 mL). A
mistura foi vertida em uma capsula e os solvente eliminados com ar comprimido. O
produto bruto obtido foi usado diretamente na etapa seguinte.

{F.M.: CgH1,05N5Cl; M.M.: 265,5 g/moL}

Tabela 12 - Dados de RMN de 'H (200 MHz, D,0, ) de (8)

Atribuicéo Multiplicidade Integral o (ppm) J (Hz)

H-2, H-4, H-6 s 3 4,07-3,97
H-8 s 1 4,24




Tabela 13 - Dados de RMN de 3C (50 MHz, D,0, ) de (8)

Atribuicao Ndamero de carbonos d (ppm)
C-2,C-4,C-6,C-8 4 43,3-41,6
C=0 4 173,8-171,1

Tabela 14 - Dados do espectro no Infravermelho (v, cm™) de (8)

v (cm™) Atribuicao
3274 Deformacéao axial de N-H
1716 Deformacéao axial de C=0 de acido

1645 Deformacao axial de C=0 de amida




6.8 SINTESE DE BENZOIL-MERCAPTOACETILGLICILGLICILGL ICINA (9)
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Adicionou-se 0,123 g (5,35 mmolL) de s6dio metalico a 15 mL de metanol anidro.

Apés dissolugdo do metal, adicionou-se 0,65 mL (5,57 mmolL) de &cido tiobenzbico.

A cloroacetilglicilglicilglicina bruta foi dissolvida em 210 mL de metanol anidro. Em
seguida, adicionou-se, sobre esta, a solucdo de tiobenzoato de sodio, previamente
preparada. A reacao foi mantida sob refluxo por 2 horas. A reacéo foi acompanhada

por CCD (eluente: metanol 100%; revelador: iodo).

A mistura reagente foi resfriada e adicionaram-se 20 g de resina &cida Amberlite
IRA-120 mantendo-se a mistura reagente sob agitacdo magnética por 20 minutos.
Filtrou-se a mistura, o filtrado foi transferido para uma capsula e o solvente foi
removido por evaporacdao com ar comprimido. Obteve-se o produto como um solido
amarelado. Este foi transferido para um baldo de 125 mL e adicionaram-se 10 mL
de acetona e 80 mL de éter etilico para a remocéo do excesso de acido tiobenzodico.
O baldo foi deixado em repouso para a sedimentacdo do produto e filtrou-se o
conteudo do baldo obtendo um solido branco. Foram obtidos 0,760 g (78%).

Quantidades adicionais de (9) (2,00 g, 60%) foram obtidas pela mesma técnica.

{F.M.:C15H1706N3S; M.M.: 367 g/moL; P.F.: 188,2-193,5 °C [P.F..it: 195-196 °C ]

(FRITZBERG et al., 1986)}



Tabela 15 - Dados de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-dg, ) de (9)

Atribuicao Multiplicidade Integral d (ppm) J (Hz)
H-2, H-4, H-6,

H-8 m 8 3,90-3,61

N-H m 1 8,59

N-H m 2 8,36-8,17

H-2’ d 2 7,93 J»3=7,20
H-3’ t 2 7,56 Jz 4=7,35
H-4' t 1 7,71

Tabela 16 - Dados de RMN de 3C (50 MHz, DMSO-dsg, &) de (9)

Atribuicao Ndamero de carbonos d (ppm)
C-1,C-3,C-5,C-7 4 171,1-167,3
C-2,C-4,C-6 3 42,6-40,7
C-8 1 32,5
C-9 1 190,4
C-r 1 136,0
C-2 2 129,2
C-3 2 126,9
C-4 1 134,1

Tabela 17 - Dados do espectro no Infravermelho (v, cm™) de (9)

v (cm™) Atribuicdo
3600-2600 Deformacgéao axial de O-H
3287 Deformacao axial de N-H
3083 Deformacéao axial de C-H de carbono sp?
1703 Deformacéao axial de C=0 de acido

1640 Deformacéao axial de C=0 de amida




6.9 SINTESE DE B-D-GLICOPIRANOSIDEO DE  4-N-[N*-(BENZOIL-

MERCAPTOACETIL)GLICILGLICILGLICILJAMINOFENILA (10 )

(10)

Em um balédo de fundo redondo de 50 mL foram dissolvidos 180 mg (0,66 mmoL) do
glicosideo (6) em 5 mL de DMF. Em seguida, adicionaram-se 363 mg (0,99 mmolL)
de (9) e com agitacdo magnética até a dissolucdo dos reagentes. Adicionaram-se
193 mg (0,99 mmoL) de EDAC e manteve-se a mistura sob agitacdo magnética a
tempetratura ambiente por 20 horas. A reacao foi acompanhada por CCD (eluente:
acetato de etila/metanol 8:2 v/v; revelador: solucdo de acido sulfurico e aquecimento

a 120 °C ou ninidrina e aquecimento a 120°C).

Verteu-se a mistura reagente em uma capsula e removeu-se o solvente com ar
comprimido. O residuo formado foi lavado com agua destilada e centrifugado a 3000 xg.
Retirou-se o sobrenadante e ao precipitado formado, adicionou-se agua. A mistura
foi levada a fervura e filtrada a quente. Obteve-se (10) como sélido de cor bege.

Foram obtidos 0,13 g (0,21 mmoL, 31,5%).

{F.M.:C27H3,01:N4S; M.M.: 620 g/moL; P.F.: 213,2-214,4 °C; [a],® -21,7 (C 2,5,

DMSO)}



Tabela 18 - Dados de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg, ) de (10)

Atribuicao Multiplicidade Integral d (ppm) J (Hz)
H-1 d 1 4,78 J12=7,20
H-2, H-3, H-4,

H-5 m 4 3,32-3,12

H-62 m 1 3,50-3,46

H-6b m 1 3,71-3,67

OH d 1 5,28 J=5,2
OH d 1 5,05 J=44
OH d 1 4,99 J=5,2
C-6-OH t 1 4,55 J=6,00
H-8, H-10, 3d 6 3,87-3,77 J=5,83,
H-14 s 2 3,88

Ar-NH S 1 9,67

NH t 1 8,50

NH t 1 8,28

NH t 1 8,21

H-2’ d 2 6,98 J23=9,20 Hz
H-3' d 2 7,50

H-6’ d 2 7,93 Je,7=7,70 Hz
H-7’ t 2 7,57 J78=7,60 Hz
H-8' t 1 7,70




Tabela 19 - Dados de RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds, 0) de (10)

Atribuicao Ndmero de carbonos d (ppm)
C-1 1 100,8
C-2 1 73,3
C-3 1 77,0
C-4 1 69,8
C-5 1 76,7
C-6 1 60,8
C-7,C-9,C-11, C-13 4 169,4-167,2
C-8, C-10, C-12 3 42,6-42,2
C-14 1 32,5
C-15 1 190,4
C-I 1 153,4
C-2 2 116,5
C-3 2 120,5
c-4 1 133,0
C-5 1 136,0
C-6’ 2 126,9
cC-7 2 129,2
C-8 1 134,1

Tabela 20 - Dados do espectro no Infravermelho (v, cm™) de (10)

v (cm™) Atribuicdo
3272 Deformacéao axial de O-H e N-H
3081 Deformacao axial de C-H de carbono sp?
2928 Deformacéao axial de C-H de carbono sp3
1638 Deformacao axial de C=0 de amida
1074-1019 Deformacéo axial assimétrica de C-C-O e C-O-C de agucar




7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 SINTESE DE 1, 2, 3, 4, 6-PENTA-O-ACETIL-B-D-GLICOPIRANOSE (2)

Primeiramente, realizou-se a per-O-acetilacdo da D-glicose (1) obtendo-se 0 1, 2, 3,
4, 6-penta-O-acetil-B-D-glicopiranose (2). Esta acetilacdo tem como objetivo proteger
0s grupos hidroxilas do acucar e, com isso, introduzir, seletivamente, grupos em
determinadas posicdes. O carbono anomeérico € o mais reativo (MISRA et al., 2004).
A acetilacdo reduz a polaridade do carboidrato permitindo o uso de solventes

organicos (STICK, 2001).

A peracetilagdo pode ser conseguida utilizando-se trés condi¢cdes diferentes,
dependendo do tipo de andmero que se deseja obter, como se observa na figura 12

(CONCHIE; LEVVY, 1957).

OAc OH OAc

Ao 0 A0 o 0 Ac,0 AcO °
AcO. OAc < HO OH —_—> AcO. OAcC
OAc NaOAc OH py OAc

Ac,0O
HCIO,, H,SO, ou ZnCl,

OAc

O
AcO
AcO.
OAc

OAc

Figura 12 - Condic¢des para formagéo de peracetilado da D-glicose (STICK, 2001).

Neste trabalho, o método de escolha foi aquele utilizando acetato de sédio como

catalisador em presenca de anidrido acético, fornecendo o anémero 3 que apresenta



maior reatividade facilitando a execucdo das etapas de sintese posteriores (STICK,

2001), a proposta mecanistica para essa reacao € mostrada na figura 13.

CH3COO", CHyCOOH

Figura 13 - Mecanismo geral para a acetilacdo de alcoois com anidrido acético.

O derivado (2) foi obtido com rendimento médio de 69%, e caracterizado por
espectroscopia no infravermelho, espectrometria de ressonancia magnética nuclear

de 'H e *3C e ponto de fusao.

Pela andlise do espectro de RMN de 'H é possivel determinar a posicao do
hidrogénio anomérico (a ou B), devido a relagédo existente entre as constantes de
acoplamento dos hidrogénios vicinais e o angulo diedro () entre estes hidrogénios.
Esta relagdo segue a curva de Karplus-Conroy que é representada na figura 14

(HALL,1964).



10 -

constante de acoplamento (Hz)

120 140 160 180 200

2] angulo diedro @

Figura 14 - Curva de Karplus-Conroy e relagcdo da constante
de acoplamento vicinal Jy+com o angulo diedro ¢
(HALL, 1964).
Portanto, € possivel identificar a posicdo anomérica do aclcar relacionando as

constantes de acoplamento de dois hidrogénios vicinais com seu angulo diedro,

como mostrado na figura 15.

OH ¥
H _
HO -0 HO © OH
HO H HO
OH OH
OH
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H
:
H
Gauche Anti-periplanar

Figura 15 - Relacao entre angulo diedro (@) e
conformacao dos anémeros a e B.
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No espectro de RMN de *H de (2), mostrado na figura 16, o dupleto centrado em 8 5,71
foi atribuido a H-1, acoplando com H-2 com constante J3 = 7,80 Hz, confirmando a
posicdo anomérica B. E o sinal mais distante do TMS devido ao efeito retirador de
elétrons dos oxigénios. O multipleto entre & 5,25 e & 5,08 com integral para trés
hidrogénios foi atribuido a H-2, H-3 e H-4. O dupleto duplo centrado em o 4,29 foi
atribuido ao sinal de H-6, acoplando com H-6' e H-5 com constantes de 12,40 Hz e 4,00
Hz, respectivamente. O dupleto largo em 6 4,10 foi atribuido ao sinal de H-6" acoplando
com H-6. O multipleto entre & 3,86 e 9 3,83 foi atribuido a H-5. Os sinais de ressonancia

dos hidrogénios dos grupos metila apresentam-se como simpletos entre 62,17 e 6 2,01.
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Figura 16 - Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCls, 3) de (2)




No espectro de RMN de 3C de (2), mostrado na figura 17, é possivel observar cinco
sinais de ressonancia de carbono entre & 170,7 e & 169,0, correspondentes as
carbonilas dos grupos acetila. O sinal em & 91,8 foi atribuido ao carbono anomérico
(C-1). Os sinais de C-3 e C-5 estéo sobrepostos em 8 72,9. Observa-se um sinal em
0 70,4 relativo a C-2, um sinal em & 67,9 atribuido a C-4 e um sinal em & 61,6 relativo

a C-6. Os sinais dos grupos metila foram atribuidos aos sinais entre 6 20,9 e 6 20,7.
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Figura 17 - Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCls, ) de (2)




No espectro na regido do infravermelho de (2), mostrado na figura 18, observou-se
uma banda em 2969 cm™ referente a deformac&o axial da ligacdo C-H de carbono
sp? e outra em 1368 cm™ referente a deformac&o angular da ligacéo C-H de carbono
sp>. A banda em 1738 cm™ foi atribuida & deformagcéo axial de ligacdo C=0 de éster,
indicando a acetilacdo do acucar, que foi confirmada pela presenca da banda em
1218 cm™ decorrente da deformacdo axial da ligacdo C-(C=0)-O de éster.
Observaram-se, ainda, duas bandas, em 1065 e 1033 cm™, referentes a deformacéo

axial das ligacbes C-O-C e C-C-O do acucar, respectivamente.
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Figura 18 - Espectro no infravermelho (v, cm™) de (2).



7.2 SINTESE DE BROMETO DE 2, 3, 4, 6-TETRA-O-ACETIL-a-D-

GLICOPIRANOSILA (3)

Nesta etapa, efetuou-se a substituicdo do grupo acetoxila do carbono anomeérico por
um atomo de bromo, pela reacédo da D-glicose peracetilada (2) com anidrido acético

e acido bromidrico 48% p/p numa proporgdo de 4:1 (CONCHIE et al., 1957).

Haletos de glicopiranosila sé&o muito utilizados como intermediarios para a sintese de
glicosideos, sendo os brometos mais utilizados, pois sdo mais reativos que os cloretos e

mais estaveis que os iodetos (HUNSEN et al., 2005; JACOBSSON et al., 2006).

O derivado (3) foi obtido com rendimento médio de 81%, e caracterizado por
espectrometria de ressonancia magnética nuclear de *H e *C e ponto de fusdo. O

mecanismo proposto para a formacéao de (3) esta ilustrado na figura 19.
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Figura 19 - Proposta de mecanismo para reagdo de formacéao de (3).



O brometo de glicosila (3) é formado preferencialmente na forma do andémero q,
contrariando o normalmente esperado por questdes estéricas. Esta preferéncia foi
primeiramente notada por Edward, e posteriormente Limieux a denominou efeito

anomerico (STICK, 2001; TIMMONS; JAKEMAN, 2007).

O efeito anomérico é inversamente proporcional a polaridade do solvente e
diretamente proporcional a eletronegatividade do substituinte (COLLINS; FERRIER,
1995) e pode ser explicado por diversas maneiras como pela repulsdo dos pares de
elétrons nao ligantes do oxigénio do anel piranosidico com os elétrons nao ligantes
do atomo eletronegativo em C-1 que desfavorece a formacdo do andmero B pelo
alinhamento desfavoravel dos dipolos, ou pela eletronegatividade do substituinte e
do oxigénio que, novamente desfavorece o anémero B (STICK, 2001), como

mostrado na figura 20.

g)( o/ 0/
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Figura 20 - InteracBes dos pares de elétrons n&o ligantes (1) e influéncia
da eletronegatividade (2a e 2b) no favorecimento do anémero o
(STICK, 2001).

No entanto, a proposta mais aceita envolve a interacdo entre um par de elétrons nao
ligantes do oxigénio piranosidico, posicionado axialmente, e o orbital molecular
antiligante (0*) da ligacdo C;-X no andmero a. Assim ocorre a superposicao destes

orbitais, ocasionando o encurtamento da ligacdo Os-C; e alongamento da ligacéo



Ci1-X, gerando aumento de densidade eletronica em X (COLLINS; FERRIER, 1995;

STICK, 2001), como mostrado abaixo na figura 21.
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Figura 21 - Interacdo entre o par de elétrons axial do
oxigénio e o orbital antiligante da ligacéo
C;-X (COLLINS; FERRIER, 1995).



No espectro de RMN de *H de (3), mostrado na figura 22, o sinal em & 6,62 é
referente a H-1, com constante de acoplamento J® = 4,00 Hz, confirmando a
configuracdo a. Os sinais dos doze hidrogénios metilicos apresentam-se como

simpletos entre 6 2,11 e & 2,04.
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Figura 22 - Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCls, 3) de (3)




No espectro de RMN de 3C de (3), mostrado na figura 23, foram observados quatro
sinais referentes as carbonilas dos grupos acetila entre, 4 170,6 e & 169,6. O sinal
em & 86,8 foi atribuido ao carbono anomérico e apresenta-se mais préximo do TMS
devido ao efeito do atomo pesado (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000). Os sinais dos

carbonos dos grupos metila sédo observados entre 6 20,8 e 4 20,7.
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Figura 23 - Espectro de RMN de *3C (50 MHz, CDCls, ) de (3)
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7.3 SINTESE DE 2, 3, 4, 6-TETRA-O-ACETIL-B-D-GLICOPIRANOSIDEO DE 4-

NITROFENILA (4)

A sintese de glicosideos de arila tem, historicamente, atraido interesse devido a estas
substancias serem amplamente distribuidas na natureza (DESS et al., 1981; ROY;
TROPPER, 1990). Glicosideos apresentam em sua estrutura uma por¢ao contendo o
carboidrato (unidade glicosidica) e outra porcdo, nao-glicosidica, denominada aglicona

ligada ao oxigénio de C-1 (STICK, 2001), como mostrado na figura 24.

Carboidrato

f—%
OH Aglicona
0] —A
HO
HO OR

OH

Ligacao glicosidica J

Figura 24 - Ligacao glicosidica.

O glicosideo (4) foi obtido com rendimento médio de 38%, pela reacdo do brometo de
glicosila (3) com 4-nitrofenol, na presenca de hidroxido de litio (FISCHER; MECHEL, 1916;
CONCHIE, 1957). Inicialmente, formou-se o ion fenodxido pela adicéo de 4-nitrofenol a uma
solucdo contendo hidréxido de litio. O fendxido, entdo, ataca o carbono anomérico de (3)
liberando o atomo de bromo para o meio, fornecendo o derivado (4), conforme demonstrado
na figura 25. O derivado (4) foi caracterizado por espectroscopia no infravermelho,

espectrometria de ressonancia magnética nuclear de *H e *C e ponto de fusao.

OAc OAc
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Figura 25 - Proposta mecanistica para a formacao do glicosideo (4).




No espectro de RMN de 'H de (4), mostrado na figura 26, o dupleto com integral
para dois &tomos de hidrogénio centrado em & 8,18 é referente ao sinal de H-3’
acoplando com H-2' com J3 = 8,2 Hz, e o dupleto com integral também para dois
atomos de hidrogénio centrado em o 7,06 é referente ao sinal de H-2'. O sinal de H-1
esta superposto com os sinais de H-2, H-3 e H-4 no multipleto entre § 5,28 e & 5,15.
Os sinais dos hidrogénios metilicos apresentam deslocamento quimico entre 6 2,14

e 02,04,
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Figura 26 - Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCls, 3) de (4)




No espectro de RMN de 3C de (4), mostrado na figura 27, os quatro sinais entre o

170,3 e 8 169,0 ppm séo referentes aos carbonos carbonilicos. O carbono aromatico

mais desprotegido € C-1’, seguido por C-4’, C-3’' e C-2’ que apresentam sinas de

ressonancia em 0 161,1, 6 143,2, 6 125,7 e 0 116,5, respectivamente. O sinal de C-1

encontra-se em 6 98,0. Os carbonos dos grupos metila apresentam sinais em & 20,4.
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Figura 27 - Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCls, ) de (4)



No espectro no infravermelho de (4), mostrado na figura 28, entre outras bandas,
observou-se trés bandas na regido entre 1613 cm™ e 1494 cm™, referentes a
deformacédo axial de C=C do anel aromético, além de duas bandas decorrentes da
deformacéo axial de NO, em 1520 cm™ e 1341 cm™. Observa-se, ainda a banda em
862 cm™, referente & deformacdo angular de C-H fora do plano, caracteristica de

anel aromatico 1,4-dissubstituido.
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Figura 28 - Espectro no infravermelho (v, cm™) de (4).



7.4 SINTESE DE B-D-GLICOPIRANOSIDEO DE 4-NITROFENILA (5)

Para a desacetilacao utilizou-se o método de Zemplén (ROY; TROPPER, 1990).
Neste método, o acucar acetilado € desprotegido em poucos minutos com
quantidades cataliticas de metoxido de sodio, que € regenerado ao final do processo
(CONCHIE et al., 1957), (COLLINS; FERRIER, 1995), conforme mostrado na figura

29.

O [\
H— OCH3
—O 3 w OH + HL—O-"
HC—O CH3COOMe

Figura 29 - Proposta de mecanismo da transesterificagcéo pelo
método de Zemplén (COLLINS; FERRIER, 1995).

Existem outros métodos de catalise da reacdo de transesterificacdo como o0 uso de
resinas de troca idnica, amOnia ou cianeto de potassio em metanol e mistura de
trietilamina, metanol e agua, porém o método de Zemplén foi o de escolha devido a
sua praticidade na execucdo, além de apresentar bons rendimentos (COLLINS;

FERRIER, 1995; STICK, 2001).

O glicosideo (5) foi obtido com 78% de rendimento médio e caracterizado por
espectroscopia no infravermelho, espectrometria de ressonancia magnética nuclear

de 'H e *3C e ponto de fusao.
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No espectro de RMN de 'H de (5), mostrado na figura 30, sdo observados os sinais
dos grupos hidroxila e a auséncia dos sinais dos grupos acetila indicando a retirada
do grupo protetor. Observam-se dois dupletos em d 8,23 e & 7,25 referentes aos

hidrogénios aromaticos. Além disso, observam-se também os sinais dos hidrogénios

do acucar entre $ 5,18 e & 3,33.
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Figura 30 - Espectro de RMN de *H (200 MHz, DMSO-dg, d) de (5).



No espectro de RMN de 3C de (5), mostrado na figura 31, observaram-se apenas 0S
sinais referentes aos carbonos aromaticos e do acucar e, como esperado, 0s sinais

de carbonos carbonilicos e metilicos estdo ausentes.
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Figura 31 - Espectro de RMN de **C (50 MHz, DMSO-ds, 8) de (5).




No espectro no infravermelho de (5), mostrado na figura 32, entre outras bandas,
observa-se um banda larga centrada em 3285 cm™ referente & deformacéo axial de
ligacdo O-H. As bandas referentes a deformacédo axial de carbonila de éster estao

ausentes como esperado.
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Figura 32 - Espectro no infravermelho (v, cm™) de (5).




7.5 SINTESE DE B-D-GLICOPIRANOSIDEO DE 4-AMINOFENILA (6)

A reducdo de grupos nitro arométicos é um dos métodos mais comuns para a
obtencdo de aminas aromaticas (LIU; LU, 2004), pois estes sao facilmente
hidrogenados (RYLANDER, 1988; DOWNING et al., 1997). O grupo amino,

frequentemente, € usado como sitio para futuras reacoes (KUMAR et al., 2001).

Vérios metais podem ser usados como catalisador para reducfes de grupos nitro a
grupos amino, como paléadio, platina e niquel. A escolha depende das funcdes
presentes e do produto desejado (RYLANDER, 1988). O paladio € um dos melhores
catalisadores para a reducdo de compostos nitro aromaticos (FIGUERAS; COQ,

2001).

O glicosideo (6) foi obtido com rendimento bruto de 100% pela reducdo de (5) por
hidrogenacéo do grupo nitro sob catalise de paladio sobre carvao. Esse glicosideo é
instavel (RYLANDER, 1988) e, por isso ndo € isolado. Ao termino da reacéo €,

imediatamente, utilizado na etapa seguinte da rota sintética.



7.6 SINTESE DE CLOROACETILGLICILGLICILGLICINA (8_)

A reacdo de aminoacidos com cloretos de acidos, em solu¢do aquosa, na presenca
de base, é bastante conhecida. O hidréxido de sédio € normalmente usado como
base para neutralizar o HCI formado, como mostrado na figura 33. Este processo &
conhecido como reagédo de Schotten-Baumann (STEIGER, 1944; NIKTENKO et al.,

2001; MANGELINCKX et al., 2005).

(@] O
4 4
HoN—R—C *NaOH ———>  HN—R—C_ + H0

OH O Na*

(@] (@] (H) 'T O

V4 4 4
Ry—C + HN—R—C{ * NaOH ——— Ry—C—N—R—C_ + NaCl + H,0
Cl O Na'* O Na*

Figura 33 - Etapas envolvidas na reacdo de Schoten-Baumann (STEIGER, 1944).

Para a sintese de (8) utilizou-se adaptacdo de metodologia descrita na literatura
(FRITZBERG et al., 1986), que consiste na reacao da glicilglicilglicina (7) com cloreto
de cloroacetila em presenca de hidroxido de sédio, em uma reacéo do tipo Schotten-

Baumann.

A principio tentou-se obter a cloroacetilglicilglicilglicina (8) utilizando-se a seguinte
elaboracao: apds o término da reacdo, mediu-se o volume da mistura de reacdo em
uma proveta e verteu-se a mistura reagente em uma capsula de porcelana para
evaporacao do solvente. Retomou-se o volume a 1/3 do volume inicial com agua. O

conteudo da capsula de porcelana foi filtrado e obteve-se um solido branco, mas que



ainda continha uma quantidade significativa de cloreto de sédio gerado na reacéo. A
medida que se adicionava mais agua ocorria a solubilizacdo do sal (NaCl), porém
parte do produto também era solubilizado, e, com isto o rendimento da reacdo nao

era satisfatorio.

Deste modo, utilizou-se o produto bruto da reacao (produto (8) + NaCl) na etapa

seguinte.
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No espectro de RMN de 'H de (8), mostrado na figura 34, observam-se quatro
simpletos, devido ao uso de D,O como solvente, referentes aos sinais dos

hidrogénios metilénicos, sendo o simpleto em & 4,24 referente a H-8.
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Figura 34 - Espectro de RMN de *H (200 MHz, D,0, 8) de (8).




No espectro de RMN de 13C de (8), mostrado na figura 35, observam-se quatro
sinais entre 6 173,8 e 6 171,1, referentes aos carbonos carbonilicos e quatro sinais

entre 0 43,3 e 0 41,6 referentes aos carbonos metilénicos.
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Figura 35 - Espectro de RMN de *C (50 MHz, D,0, 3) de (8).




No espectro no infravermelho de (8), mostrado na figura 36, observa-se uma banda
em 3274 cm™ referente & deformacéo axial de N-H, além das bandas em 1716 cm™
e em 1645 cm™, atribuidas & deformac&o axial da ligagcdo C=0 de acido e de amida,

respectivamente.
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Figura 36 - Espectro no infravermelho (v, cm™) de (8).




7.7 SINTESE DE BENZOIL-MERCAPTOACETILGLICILGLICILGL ICINA (9)

Considerando 100% de rendimento na etapa anterior, efetuou-se a sintese de
benzoil-mercaptoacetilglicilglicilglicina (9) (FRITZBERG et al., 1986), em que o
atomo de enxofre, que € um bom nucledfilo (CLAYDEN et al., 2000;
INGEBRIGTSEN; LEJON, 2006), ataca o carbono parcialmente positivo, devido a
ligacdo C-ClI, de (8) e por uma reacdao tipo Sy2 fornece o Bz-MAG3; (9), conforme

ilustrado na figura 37.

fkv&f/\é D e

Figura 37 — Reacao de formacéao de Bz-MAG3; (9).

ApoOs o término da reacéo, adicionou-se a mistura reagente quantidade suficiente de
resina de troca ibnica Amberlite IRA-120, com o proposito de captar o cation sodio e
liberar H*, formando HCI no meio. A massa de resina a ser utilizada foi calculada
com base na quantidade total de cloreto de sodio formado nas duas etapas de
sintese, e foi utilizada a proporcdo de dois equivalentes de resina para cada
equivalente de NaCl. Desta maneira, apos evaporacao do solvente e do HCI obteve-

se (9) com rendimento médio de 69%.
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No espectro de RMN de 'H de (9), mostrado na figura 38, foi realizado em DMSO-ds,
com isso foi possivel observar os multipletos entre & 8,59 e & 8,17 referentes aos
hidrogénios do grupo N-H. O dupleto centrado em o 7,93 foi atribuido a H-2’
acoplando com H-3' com constante J3 = 7,20 Hz. O tripleto centrado em & 7,71 é
referente a H-4', acoplando com H-3' com constante J3 =7,35 Hz. O tripleto em &
7,56 € atribuido a H-3" acoplando com H-2' e H-4'. Os hidrogénios metilénicos estédo

presentes no multipleto entre 6 3,90 e 6 3,61.
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Figura 38 - Espectro de RMN de *H (200MHz, DMSO-ds, ) de (9).




No espectro de RMN de 3C de (9), mostrado na figura 39, o sinal em & 190,4 é
atribuido a C-9, pois o enxofre ndo protege a carbonila. Os demais carbonos
carbonilicos (C-1, C-3, C-5, C-7) estédo presentes entre $ 171,1 e 6 167,3. O sinal em
0 136,0 é referente a C-1’ e foi confirmado pela auséncia do sinal no sub-espectro
DEPT 135, mostrado na figura 40. O sinal em 6 134,1 é referente a C-4'. Os demais
carbonos aromaticos (C-2’° e C-3’) apresentam deslocamento entre & 129,2 e d
126,9. O sinal em & 32,5 é referente a C-8, confirmado pela andlise do sub-espectro
DEPT 135 (figura 40). Os outros trés carbonos metilénicos estdo presentes entre &
42,6 e 0 40,7 e foram confirmados pela analise do sub-espectro DEPT 135 (figura

43).
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Figura 39 - Espectro de RMN de **C (50 MHz, DMSO-d, d) de (9).
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Figura 40 - Sub-espectro DEPT 135 (50 MHz, DMSO-ds, &) de (9).




No espectro no infravermelho de (9), mostrado na figura 41, foi possivel observar
uma banda larga entre 3600 e 2600 cm™ referente & deformacéo axial de O-H de
acido carboxilico. Sobrepostas a esta, estdo as bandas em 3287 cm’ de
deformacéo axial de N-H e em 3083 cm™ da deformacéo axial de C-H de carbono
sp2. As bandas de deformacéo axial de C=0 de acido e de amida encontram-se em

1703 cm™ e 1640 cm™, respectivamente.
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Figura 41 - Espectro no infravermelho (v, cm™) de (9).




7.8 SINTESE DE B-D-GLICOPIRANOSIDEO DE 4-N-[N3-(BENZOIL-

MERCAPTOACETIL)GLICILGLICILGLICILJAMINOFENILA (10 )

Nesta etapa realizou-se o acoplamento do derivado sacaridico (6) com o Bz-MAG;
(9) para fornecer o produto de acoplamento Bz-MAG3-G (10) para utilizacdo nos
estudos de biodistribuicdo, pois apresenta em sua estrutura o agente complexante
para o tecnécio-99m (MAG3) e o carboidrato de interesse (D-glicose) na forma de

glicosideo.

Derivados de aminoacidos sédo pouco reativos, sendo necessaria sua ativacao para
que a reacdo de acoplamento com compostos aminados ocorra. Para tal, sédo
utilizados agentes de acoplamento, como a dicicloexilcarbodiimida (DCC) e a N-(3-
dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDAC), que ao reagirem com a por¢ao acida
do derivado de aminoacido geram bons grupos abandonadores, favorecendo a

reacao para a formacéo da amida esperada (CLAYDEN et al., 2000).

Foram utilizados dois metodos para a reacdo de formacao de (10), com o objetivo de
avaliar a melhor técnica a ser seguida. No primeiro, cujo esquema é mostrado na
figura 42, utilizou-se como agente de acoplamento a DCC juntamente com a N-
hidroxissuccinimida (NHS), além do Bz-MAG3; (10) e do glicosideo reduzido (6),

todos na mesma proporcao.
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Figura 42 - Esquema de sintese de (10) utilizando DCC como agente de
acoplamento.

(6)

Utilizando-se este método, obteve-se o produto de acoplamento com 6% de

rendimento.

No segundo método, cujo esquema é mostrado na figura 43, utilizou-se, além do
glicosideo reduzido (6) e do Bz-MAG3; (9), EDAC como agente de acoplamento. Foi
usado excesso de EDAC e de Bz-MAG3; na proporcgéo de 1,5 para 1. O produto (10)

foi obtido com rendimento de 31,5%.
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Figura 43 - Esquema de sintese de (10) utilizando EDAC como agente de
acoplamento.

Com base no rendimento obtido nos dois diferentes métodos, o de escolha foi

aguele em gue se utiliza EDAC como agente de acoplamento.

60H

(10)

Para melhor visualizacdo dos sinais, o espectro de RMN de !H de (10) foi

fragmentado em quatro ampliagbes demonstradas nas figuras 44, 45, 46 e 47.



Na primeira ampliacdo (figura 44), observa-se um simpleto em & 9,67 referente ao
hidrogénio do grupo N-H ligado ao anel aromatico (Ar-NH). Os trés tripletos entre &
8,51 e 0 8,19 sédo referentes aos hidrogénios dos outros grupos N-H acoplando com
0s respectivos hidrogénios metilénicos. O dupleto centrado em & 7,93 foi atribuido a
H-6" acoplando com H-7’ com constante J3 = 7,75 Hz. O sinal de H-7’ apresenta-se
como um tripleto centrado em & 7,57, acoplando com H-6’ e H-8' com constante J3 =
7,60 Hz. O sinal de H-8 apresenta-se como um tripleto centrado em & 7,70. Os
dupletos centrados em & 7,50 e & 6,98 foram atribuidos a H-3' e H-2,
respectivamente, acoplando entre si com constante J3 = 9,20 Hz. Tais dados foram
confirmados pelas manchas de correlacdo C-1' X H-3’, C-1' X H-2’, C-3’ X Ar-NH, no
mapa de correlacdo HMBC (p. 96), e, pelas manchas de correlacdo C-3' X H-3' e C-

2’ X H-2" no mapa de correlagcdo HMQC (p. 95).
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Figura 44 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg, ) de (10) (Ampliacéo 1).




Os trés dupletos entre & 5,28 e & 4,98, observados na figura 45, sao referentes aos
hidrogénios das hidroxilas de C-2, C-3 e C-4. O tripleto centrado em o 4,55 é
referente ao hidrogénio da hidroxila de C-6, acoplando com o hidrogénio de C-6. O
dupleto centrado em o 4,78 foi atribuido a H-1 acoplando com H-2 com constante
J3=7,20 Hz. Foram observadas correlagdes C-1 X H-1 no HMQC (p.95) e C-1' X H-1

no mapa de correlacdo HMBC (p. 96) que confirmaram a atribuicéo.
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Figura 45 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg, 0) de (10) (Ampliagéo 2).




Na figura 46, observa-se um simpleto em & 3,88 que foi atribuido a H-14, e
apresenta a correlacdo C-14 X H-14 no mapa de correlacdo HMQC (p. 95) e C-15 X
H-14 no mapa de correlagdo HMBC (p. 96). Os trés dupletos entre 0 3,87 e 0 3,77
sdo referentes aos demais hidrogénios metilénicos (H-8, H-10, H-12), que
apresentaram manchas de correlacdo com os respectivos hidrogénios amidicos no
mapa de correlacdo COSY (p. 95), aléem das correlagdes H-8 X C-8, H-10 X C-10, H-
12 X C-12 no mapa de correlagdo HMQC (p. 95). Os multipletos entre & 3,71-3,67 e
0 3,50-3,46, ambos com integral para um atomo de hidrogénio, foram atribuidos
aos sinais de H-6a e H-6b com manchas de correlacdo H-6a, H-6b X C-6-O-H no

mapa de correlacdo COSY (p. 95).
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Figura 46 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds, d) de (10) (Ampliagéo 3).




O multipleto entre & 3,32-3,12, mostrado na figura 47, foi atribuido aos sinais dos
demais hidrogénios do acucar (H-2, H-3, H-4, H-5), que foi confirmado pelas

correlagdes com C-2, C-3, C-4 e C-5 no mapa de correlagdo HMQC (p. 95).
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Figura 47 - Espectro de RMN de H (400 MHz, DMSO-dg, 0) de (10) (Ampliagéo 4).

No espectro de RMN de 3C de (10), mostrado na figura 48, o sinal em & 190,4 é
atribuido a C-15, pois ndo é protegido pelo enxofre. Os outros quatro carbonos
carbonilicos (C-7, C-9, C-11 e C-13) apresentam deslocamento quimico entre o
169,4 e o 167,2. O sinal em & 153,4 é atribuido a C-1' e confirmado pelas
correlagdes C-1' X H-3' e C-1' X H-2’ presentes no mapa de correlacdo HMBC (p.
96) e pela auséncia de sinal no sub-espectro DEPT 135 (p. 94). O sinal em 4 135,9 é
referente & C-5’, confirmado pelas correla¢des C-5’ X H-6' e C-5’ X H-7’ presentes no

mapa de correlacdo HMBC (p. 96) e também pela auséncia de sinal no sub-espectro



DEPT 135 (p. 94). O sinal em & 134,1 é referente a C-8’, que apresenta correlacéao
C-8 X H-8 no mapa de correlagdo HMQC (p. 95). O sinal em & 133,0 foi atribuido a
C-4’, também confirmado pela auséncia de sinal no sub-espectro DEPT 135 (p. 94).
Os sinais em 6 129,2 e 6 126,9 séo devidos aos sinais de ressonancia de C-7" e C-
6’, respectivamente. Além disso, apresentam correlagcbes no mapa de correlagcédo
HMQC (p. 95) (C-7 X H-7' e C-6’ X H-6’). Os dois sinais em 6 120,5 e 6 116,5 sao
referentes a C-3' e C-2’, respectivamente. O sinal relativo a C-3’ foi confirmado pela
correlagcdo C-3' X Ar-NH no mapa de correlacdo HMBC (p. 96) e C-3' X H-3’ no
mapa de correlagdo HMQC (p. 95) e C-2’ pela correlagdo C-2’ X H-2' no mapa de

correlacdo HMQC (p. 95).

O sinal em o 100,8 é referente ao carbono anomérico (C-1), que apresenta
correlacdo C-1 X H-1 no mapa de correlacggo HMQC (p. 95), confirmando a
atribuicdo. O sinal em o 60,8 é referente a C-6, que é confirmado pelo sinal para
baixo no sub-espectro DEPT 135 (p. 94), indicando carbono metilénico, e pelas
correlagdes C-6 X H-6 e C-6 X H-6" no mapa de correlacdo HMQC (p. 95). Os sinais
dos demais carbonos do agucar (C-2, C-3, C-4, C-5) estdo presentes entre 8 77,0 e
69,8 e apresentam manchas de correlacdo no mapa de correlagdo HMQC (p. 95)

com os atomos de hidrogénios correspondentes.

O sinal em 6 32,5 foi atribuido a C-14, pelo fato de ser o carbono metilénico mais
protegido, por estar ligado diretamente ao atomo de enxofre que € menos
eletronegativo e confirmado na analise do sub-espectro DEPT 135 (sinal para baixo)
(p. 94) e pela correlagdo C-14 X H-14 no HMQC (p. 95). Os demais carbonos

metilénicos (C-8, C-10 e C-12) apresentam deslocamento quimico entre 6 42,6 e 6 42,2.
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Figura 50 - Mapa de correlagdo COSY (400 MHz, DMSO-ds, ) de (10).
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Figura 51 - Mapa de correlacdo HMQC (100 MHz, DMSO-ds, 6) de (10).
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Figura 52 - Mapa de correlacdo HMBC (100MHz, DMSO-dg, 0) de (10).



No espectro no infravermelho de (10), mostrado na figura 53, foram observadas
bandas correspondentes a deformacéo axial das ligacées O-H e N-H sobrepostas e
centradas em 3272 cm™. As bandas referentes a deformacéo axial de C-H de
carbono sp? e sp3 encontram-se em 3081 cm™ e 2981 cm™, respectivamente. A
banda forte em 1638 cm™ é referente & deformacéo axial da ligacdo C=0 de amida.
As bandas em 1074 cm™ e 1019 cm™ s&o referentes a deformacéo axial de C-O-C e

C-C-0O do acucar.
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Figura 53 - Espectro no infravermelho (v, cm™) de (10).



PARTE Il - MARCACAO DOS LIGANTES COM TECNECIO-99m E

ESTUDOS DE BIODISTRIBUICAO



8 MATERIAIS E METODOS

Todos os experimentos foram realizados no Laboratério de Radioisétopos e no
Laboratorio de Farmacotécnica da Faculdade de Farmacia da UFMG, sendo
respeitadas todas as exigéncias descritas nas Normas da Comissdo Nacional de
Energia Nuclear (CNEN, 1996), e com aprovacdo pelo comité de ética em

experimentacdo animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais (p. 131).

8.1 EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

Contador gama de poco ANSR, Abbot/ EUA

Camara de cintilacéo a raios gama NUCLIDE TH/22 MEDISO
Calibrador de doses Capintec CRC-15R, Capintec/ EUA
Placa de cromatografia de silica gel 60; Merck/ Alemanha

Gerador de **Mo/*®™Tc, IPEN- CNEN/ S&o Paulo



8.2 MARCACAO COM TECNECIO-99m (*°™Tc)

Realizou-se a marcacao de Bz-MAG; (9) e de Bz-MAG3-G (10) utilizando-se frasco
ambar contendo 1 mg do composto a ser marcado, 40 mg de tartarato de sodio e 0,1
mL de HCI 0,25 moL/L contendo 0,2 g de cloreto estanoso (SnCl, - H,0). Ajustou-se
0 pH para 6 a 8 com uma solucédo de hidroxido de sédio 0,2 moL/L.O frasco foi
lacrado e realizou-se vacuo para evitar a oxidacao do estanho. Ao frasco adicionou-
se 0,1 mL de solucdo de pertecnetato de sodio com atividade de 37 MBq. O frasco
com a solucédo foi mantido em banho-maria fervente por 20 minutos. Apds este
periodo a solucdo foi deixada a temperatura ambiente por 10 minutos para o

resfriamento da mesma.

O *™Tc se complexa com os derivados (9) e (10) através dos trés atomos de
nitrogénio e do atomo de enxofre, que é desprotegido apdés o aquecimento
(WINNARD et al., 1997), fornecendo o *™Tc-MAG; e 0 **"Tc-MAGs-G que serdo

utilizados nos estudos de biodistribuicao.



8.3 CONTROLE DE PUREZA RADIOQUIMICA (PR)

A pureza radioquimica foi avaliada por cromatografia em camada delgada (CCD) em
silica gel 60. Inicialmente, realizaram-se as CCD das impurezas comumente
encontradas nos processos de marcacdo, *°"TcO, e *"TcO,, empregando-se
solucdo salina a 0,9% e acetona como eluentes. O *™TcO, foi obtido tratando-se o
pertecnetato de sédio (Na**™TcO,) com agente redutor (cloreto estanoso) por 10
minutos. Aplicou-se uma gota da solugdo em uma tira de CCD para a realizacdo da
cromatografia com os eluentes ja citados. A cromatografia com pertecnetato foi

realizada diretamente com a solucéo eluida do gerador **Mo/*™Tc.

Cada placa de CCD foi preparada nas dimensfes de 10 cm de comprimento por 1
cm de largura. Apos a eluicdo de cada solvente, as placas foram secadas, cortadas
em fragmentos de 1 cm de comprimento cada e, em seguida, a radioatividade foi

determinada em um contador gama.

Apos definidos os valores de R; das impurezas acima citadas, realizaram-se as
cromatografias dos produtos sintetizados (9) e (10) marcados com *™Tc, também
utilizando tiras de CCD (silica gel 60) e, como eluentes, acetona e solucdo salina a

0,9%.



8.4 PURIFICACAO DOS PRODUTOS MARCADOS

Apols o0 processo de marcagcdo os complexos obtidos foram purificados por coluna
utilizando silicato de magnésio (Florisil 60-100 mesh) como fase estacionaria e,
inicialmente, acetona como fase moével para a remocédo do pertecnetato em excesso,
seguida pela utlizacdo de solucdo salina a 0,9% para a retirada do produto
marcado, ficando o *°™TcO, retido na coluna. Retirou-se 30 aliquotas de,
aproximadamente, 0,25 mL com cada eluente e contou-se a radioatividade destas
aliquotas, determinando as fragcbes com maior atividade, onde o produto eluido

estaria em maior concentragao.



8.5 ESTUDOS DE BIODISTRIBUICAO DE %"Tc-MAG; e *™Tc-MAG3s-G EM

ANIMAIS SADIOS

Aliquotas das fracdes eluidas da coluna contendo 370 KBq de *"Tc-MAG; ou %*™Tc-
MAG;-G foram injetadas por via endovenosa, em camundongos SWISS, machos,
pesando de 25 a 30 gramas, fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Farmacia da
UFMG. Para cada estudo foram utilizados 20 animais divididos em 4 grupos de 5
camundongos cada. Apés a administracdo dos produtos marcados os camundongos
foram anestesiados, por via intraperitoneal, com solucéo de Ketamine/Xylazine em dose
de 40 mg/Kg e 5 mg/Kg, respectivamente. Nos tempos de 5, 15, 30 e 60 minutos os
animais foram sacrificados. Figado, baco, rins, estbmago, coracdo, pulméo, sangue e
bexiga foram retirados, pesados e colocados em contador gama de poco para
determinacdo da radioatividade. Para correcdo do decaimento radioativo do tecnécio-
99m utilizou-se um padrao de dose contendo a mesma atividade e 0 mesmo volume da

dose injetada nos animais.

A radioatividade contida em cada 6rgdo estudado foi dividida pela massa desse 6rgao,
conseguindo-se, assim, a medida em cpm por grama tecidual (cpm/g). Este
procedimento teve como finalidade a padronizagdo dos experimentos, de maneira a
evitar a interferéncia das diferentes massas dos 6rgaos. O valor em cpm obtido para o
padrao de dose foi considerado como 100%, obtendo-se ao final a relagdo %dose/g

como demonstrada na figura 54:

cpm/g (6rgéo)
%dose/grama = X100
cpm do padrdo de dose

Figura 54 - Férmula para a obtencéo da relacéo %dose/qg.



8.6 IMPLANTACAO DO TUMOR DE EHRLICH E ESTUDOS DE BI ODISTRIBUICAO

Os experimentos de implantacéo de células de tumor de Ehrlich foram realizados no
Laboratorio de Farmacotécnica da Faculdade de Farméacia da UFMG. Inicialmente,
células de tumor de Ehrlich foram implantadas, intraperitonealmente, em
camundongos SWISS, machos, pesando 25 a 30 g, com o intuito de produzir um
foco de tumor ascitico. Utilizaram-se para este experimento oito animais que apés 8
dias do implante foram anestesiados, intraperitonealmente, com solucdo de
Ketamine/Xylazine em dose de 40 mg/Kg e 5 mg/Kg, respectivamente. Em seguida,
os animais foram sacrificados. Retirou-se o liquido ascitico contendo células
tumorais viaveis, que foram transferidas para um tubo Falcon estéril de 50 mL.
Centrifugou-se o liquido ascitico a 3000 x g por 5 minutos, retirou-se 0 sobrenadante
e o0 sedimento foi ressuspendido com solucdo salina a 0,9%. Esse processo foi
repetido e, em seguida, as células foram coradas com solucdo de Tripan 0,4% e
contadas em microscépio com aumento de 400x com o auxilio de uma camara de

Newbawer e a concentragao foi calculada da seguinte maneira:

N° células/mL = X x FD x 10*

Onde, X € a média do numero de células contadas nos quatro quadrantes da

camara de Newbawer e FD é o fator de diluicao utilizado.

A solucdo contendo as células de tumor de Ehrlich foi novamente centrifugada e o
sobrenadante (salina) foi retirado. O sedimento contendo as células tumorais foi
ressuspendido, utilizando o mesmo volume do sobrenadante retirado, com meio

para congelamento contendo soro fetal bovino inativado a 57 °C por 1 hora e



dimetilsulféxido na proporcao de 9:1. As células foram aliquotadas em criotubos de
1,5 mL com concentracdo de 10° células/mL sendo posteriormente armazenadas em

nitrogénio.

O procedimento acima descrito foi realizado para obtencdo de células viaveis que

foram utilizadas na implantacéo do tumor sélido.

Para os estudos de biodistribuicdo em animais com tumor sélido, foram utilizados 20
camundongos SWISS, machos, pesando 25 a 30 g, para cada experimento (Bz-
MAG; (9) e 0o Bz-MAG3-G (10) marcados com *™Tc) divididos em 4 grupos de 5
animais cada. Implantou-se, via subcutanea, na coxa posterior direita o volume de
0,1 mL de solucéo salina a 0,9% contendo, aproximadamente, 10° células tumorais.
Os animas foram mantidos no Biotério da Faculdade de Farméacia da UFMG por 15 a
20 dias sem restricdo de alimento e agua. Administraram-se, ent&o, os derivados (9)
e (10) radiomarcados. Os camundongos foram anestesiados, por via intraperitoneal,
com solucdo de Ketamine/Xylazine em dose de 40 mg/Kg e 5 mg/Kg
respectivamente, e sacrificados nos tempos de 5, 30, 120 e 240 minutos apés a
administracdo. Figado, baco, rins, estbmago, coragdo, pulmdo, sangue, bexiga,
tumor (coxa posterior direita) e musculo controle (coxa posterior direita) foram
retirados, pesados e colocados em um contador gama de poco para a determinacao

da radioatividade, bem como o padrdo de dose relativo ao experimento.



8.7 IMAGENS CINTILOGRAFICAS

Para o estudo cintilografico os produtos Bz-MAG; (9) e Bz-MAG3-G (10) foram
radiomarcados com uma aliquota da solucdo de pertecnetado de sédio com
atividade de 185 MBq, afim de se obter atividade suficiente para aquisicdo das
imagens. As imagens foram obtidas em uma gama camara, com colimador low
energy high resolution (LEHR), matriz 256x256x16 e tempo de aquisicdo de 600
segundos. Foram utilizados 3 animais, com tumor de Ehrlich implantado na coxa
posterior direita, para cada experimento (**"Tc-MAG; e 0 ®™Tc-MAG:-G) e as
imagens foram adquiridas nos tempos de 5, 30, 120 e 240 minutos apoés a
administracdo de 1,48 MBqg dos produtos radiomarcados. Os animais foram
anestesiados, por via intraperitoneal, com solucado de Ketamine/Xylazine em dose de
40 mg/Kg e 5 mg/Kg respectivamente, e em seguida, posicionados sobre uma mesa
em posicao de decubito ventral, de modo que o detector ficasse posicionado sobre a

regido posterior do animal.



8.8 ANALISE DE RESULTADOS

Os resultados obtidos nos estudos de biodistribuicdo e nas imagens cintilograficas
foram comparados quantitativamente pelo teste t e/ou pelo teste de Tukey-Kramer.

Um nivel de p<0,05 foi aceito como estatisticamente significativo.

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste Shapiro-Wilk, e a analise de
homogeneidade das variancias pelo teste Brown-Forsythe. Os dados que nao

apresentaram variancias homogéneas foram logaritmizados, para posterior analise.



9 RESULTADOS E DISCUSSAO

9.1 RENDIMENTO DE MARCACAO E PURIFICACAO DE %°™Tc-MAG3; E *™Tc-

MAG;-G

O rendimento de marcacdo para 0 *™Tc-MAG; e o *™Tc-MAG;-G foram
determinados com base nos valores obtidos por CCD. Pelos dados obtidos por
CCD, utilizando acetona como eluente, foi possivel determinar o percentual de
¥MTcO, (6,02 + 1,15), ou seja, dos atomos de tecnécio que ndo foram reduzidos.
Utilizando-se salina como eluente, encontrou-se o percentual de aproximadamente
40,28 + 4,62 de **"TcO,, sendo este percentual relativo aos atomos de tecnécio-99m
hidrolizados. Portanto, os dois produtos testados, inicialmente, ndo apresentaram
rendimento de marcacao satisfatério, como mostrado na tabela 21. De acordo com a
literatura, o rendimento de marcacédo recomendado de um produto para estudos de
biodistribuicdo deve ser superior a 90% (THEOBALD, 1990). Impurezas
radioguimicas resultam em imagens de baixa qualidade devido a alta radiacédo de
fundo ao redor dos tecidos e no sangue, além de expor o paciente a uma dose
desnecessaria de radiacdo (SAHA, 1998; TRHALL; ZIESSMAN, 2003). Desta forma,
para atender os objetivos propostos tornou-se necessario a purificagdo dos produtos

marcados, ou seja, a retirada das impurezas radioquimicas *™TcO, e *™TcO,.



Tabela 21 - Rendimento de marcacdo do MAG; e do MAG3-G com **"Tc antes
da purificagao por coluna

Composto testado Rendimento de marcacéo
PMTC-MAG; 52,4 +4,8
PMTC-MAG;-G 42,2+ 4,9

Os valores séo expressos em média + desvio padrao (n=9)

Com a proposta de retirar as impurezas (*™TcO, e *™Tc0O,), testou-se inicialmente
uma purificagdo utilizando uma coluna de Sephadex G10, entretanto, os resultados
nao foram satisfatorios. Assim, utilizou-se uma coluna contendo silicato de magnésio
(Florisil 60-100 mesh). As aliquotas eluidas foram testadas utilizando CCD, conforme
descrito no item 8.3. Os resultados mostraram que as impurezas radioguimicas

foram removidas (tabela 22).

Tabela 22 - Rendimento de marcacdo do MAG; e do MAG3-G com **™Tc apés
purificacdo por coluna de Florisil

Compostos testados % Produto marcado
MTCc-MAG3 94,4 +3,8
¥MTc-MAG3-G 93,9+ 3,0

Os valores sao expressos em média + desvio padrao (n=7)



9.2 ESTUDOS DE BIODISTRIBUICAO DO **"Tc-MAG3 E DO *"Tc-MAG3-G EM

ANIMAIS SADIOS

Observa-se pela tabela 23 que no decorrer dos experimentos 0s 0rgaos que
apresentaram maior captacdo de radioatividade foram os rins e a bexiga. Isto
evidencia eliminacdo renal do produto %°"Tc-MAGs;. Sabe-se pela literatura
(FRITZBERG et al., 1986; ROBLES et al., 2003), que o MAG3; que se encontra
disponivel, comercialmente, apresenta alta afinidade pelo sistema urinario (rins e
bexiga). Portanto, os dados obtidos de biodistribuicdo do complexo *™Tc-MAG;,

sintetizado nesse trabalho, encontram-se respaldados pela literatura.

Tabela 23 - Biodistribuicdo *"Tc-MAG3; em animais sadios (%dose/g).

Tecido 5 min 15 min 30 min 60 min

Figado 5,78 + 0,99 5,28 £+0,54 14,29+1,68 10,54 + 1,09
Baco 1,63+0,25 1,85+ 0,05 3,85+ 0,50 3,18+0,17
Rins 6,99 + 1,64 6,06 + 0,45 13,74 +1,96 9,03+1,66
Estbmago 0,69 +0,12 0,91+£0,13 2,43+0,33 2,06 + 0,29
Coracéo 1,34+0,14 1,00+0,14 2,34 +£0,27 1,78 + 0,24
Pulméo 2,96 0,44 2,37 £0,34 7,91 +0,70 5,41 +0,34
Sangue 2,86 +0,15 1,60 +0,28 3,27 +£0,21 1,98+0,25
Bexiga 27,70 £2,27 33,99+3,84 8525+3,75 90,63 +6,41

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao (n=5).

A biodistribuicdo do derivado sacaridico (**"Tc-MAG3-G) mostra uma eliminagéo
renal mais rapida para este complexo. Observa-se pelas tabelas (23, 24) e pela
figura 55, que nos tempos de 5 e 15 min apds a administracdo uma excrecao renal
estatisticamente superior do *™Tc-MAGs-G 64% e 80%, respectivamente, quando
comparada com aquela observada para o “™Tc-MAG; 34% e 40%. Isto
provavelmente pode ser explicado pelo fato da glicose ter contribuido para aumentar

a hidrossolubilidade da molécula favorecendo a eliminacéo renal. CHEN et al., 2006

mostraram que o0 MAG3; acoplado a molécula de glicose apresentou um valor de log



P, coeficiente de particdo, de - 2,19 sugerindo um carater hidrofilico para essa
molécula. Além disto, dados da literatura mostram que moléculas hidrosoluveis sao
eliminadas mais rapidamente pelo sistema renal (RANG et al., 2004). Portanto, os
resultados obtidos para o *™Tc-MAG-G estéo de acordo com os dados da literatura,

atestando mais rapida eliminacéo renal desse produto.

Tabela 24 - Biodistribuicdo *"Tc-MAG3-G em animais sadios (%dose/q).

Tecido 5 min 15 min 30 min 60 min

Figado 8,77 +1,22 5,29+ 0,68 2,33+0,17 1,82 +0,15
Baco 0,99 +£0,14 0,97 £0,05 0,42 £0,05 0,33+0,04
Rins 22,97 +3,91 8,06 +1,39 2,95+0,41 1,24 +0,16
Estdbmago 1,74+0,14 1,46 + 0,20 0,77 £0,10 0,51 + 0,06
Coracao 1,66 +£0,24 1,06 £+0,13 0,53 +0,07 0,34 + 0,04
Pulmao 2,11 +£0,27 1,70 +0,20 0,75+0,12 0,63 +0,08
Sangue 3,28 +0,21 1,80 +£0,21 0,76 +£0,10 0,57 +0,06
Bexiga 41,17 +540 71,30+5,85 9554 +3,05 94,24 +4,19

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao (n=5).

De uma maneira geral, observam-se pelas tabelas 23 e 24 que os niveis de
radioatividade presentes no estdmago e baco, durante todo o periodo, nao
ultrapassaram a 7%. Este dado reveste de grande importancia, pois sugere que 0
teor de impurezas radioquimicas (**"TcO4 e *™TcO,) presentes nas preparacdes
injetadas estdo dentro dos limites preconizados. Sabe-se pela literatura que o TcOy4
uma vez presente na solugdo injetada € captado preferencialmente pelo estbmago,

enquanto que o TcO, é captado pelo baco (THRALL;ZIESSMAN, 2003).
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Figura 55 - Perfil de biodistribuicéo do **"Tc-MAG; e do ™ Tc-MAG;-G
no sistema urinario (rins e bexiga).

Os resultados de biodistribuicdo do *™Tc-MAG;, sintetizado neste trabalho, no sangue
mostraram um perfil de depuracdo bifasico (figura 56). Este mesmo perfil encontra-se
descrito na literatura para o ™ Tc-MAG; encontrado comercialmente e disponivel para os
exames de medicina nuclear (SAHA, 1998). Esse dado corrobora para o sucesso da
sintese do mercaptoacetiltriglicina (MAG3) obtida nesse trabalho. Outro aspecto que
merece destaque € que quando a molécula de glicose encontra-se ligada na estrutura do
MAGs3, 0 composto ®™Tc-MAG3-G apresenta um perfil de biodistribuicdo monofasico no
sangue. Esses comportamentos distintos foram reproduzidos nos 6rgaos que apresentam
maior aporte sanguineo, como figado (figura 57), coracéo (figura 58) e pulmao (figura 59).
Esses resultados mostraram de forma inequivoca que a presenca da molécula de glicose
ligada ao MAG; modifica a biodistribuicdo do mesmo. Portanto, trata-se de produtos
distintos apresentando perfis de biodistribuicdo caracteristicos, o que, alias, esta de

acordo com dados apresentados por KIM et al., 2002 e CHEN et al., 2006.
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Figura 56 - Perfil de biodistribuicdo do *™Tc-MAGs; e do **"Tc-MAG3-G
no sangue.
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Figura 57- Perfil de biodistribuicdo do **"Tc-MAG; e do ™ Tc-MAGs-G
no figado.
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Figura 58 - Perfil de biodistribuicdo do **"Tc-MAG; e do *°™Tc-MAG3-G
no coracgao.
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Figura 59 - Perfil de biodistribuicdo do *™Tc-MAG; e do **"Tc-MAG;-G
no pulmao.




9.3 BIODISTRIBICAO EM ANIMAIS COM TUMOR DE EHRLICH

Células de tumor de Ehrlich sé&o células transplantaveis, provenientes de
adenocarcinoma mamario, de camundongos fémeas que se desenvolvem
rapidamente. Tais células tém sido utilizadas como modelo no estudo de diversas
substancias, como agentes terapéuticos e agentes de diagndstico (SEGURA et al.,

2000; OLORIS et al., 2002; SILVA el al., 2004; FEREIRA et al., 2007).

Os estudos de biodistribuicdo dos compostos marcados (**"Tc-MAG; e " Tc-MAG;-
G) em animais, portadores de tumores, ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas para o sistema urinario (rins e bexiga), quando
comparado com aqueles obtidos em animais sadios (tabelas 25 e 26). Portanto, a
presenca do tumor ndo alterou o tropismo dos compostos marcados pelo sistema
renal, mantendo o alto nivel de excre¢do renal verificado para os radiofarmacos

testados.

Tabela 25 - Biodistribuicéo no sistema urinario de **"Tc-MAG; em animais
sadios e com tumor (%dose/q)

Animais 5 min 30 min
Sadios 34,69 +£2,30 98,99 + 2,75
Tumor 40,17 £+ 6,94 96,68 + 6,19

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (n=5). Os valores
apresentados néo sao estatisticamente diferentes (p>0,05).



Tabela 26 - Biodistribuicdo no sistema urinario de *°™Tc-MAG3-G em animais
sadios e com tumor (%dose/q)

Animais 5 min 30 min
Sadios 64,14 + 6,36 98,49 + 3,40
Tumor 58,87 + 6,61 99,66 + 12,97

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (n=5). Os valores
apresentados néo sao estatisticamente diferentes (p>0,05).

Avaliou-se, também, a radioatividade presente no tecido tumoral (pata posterior
direita) e no tecido muscular (pata posterior esquerda). Desta maneira, puderam-se
expressar os resultados em forma da relacdo alvo/ndo alvo. Sabendo-se que, o
musculo da pata posterior esquerda foi considerado a regido nao alvo. Os dados da
tabela 27 com relacdo ao *"Tc-MAG3-G mostraram relacdo superior a 2,0 para
todos os tempos investigados. Isto sugere que este radiotracador foi, no minimo,
100% mais captado pelo tumor do que o °"Tc-MAG;. Segundo PHILLIPS, 1999,
substancias que apresentarem relacéo alvo/ndo alvo maior que 1,5 (captacdo 50%
maior no tecido alvo) podem ser consideradas como potenciais agentes de
diagnéstico. Portanto, os dados obtidos sugerem que o complexo **"Tc-MAG;-G
pode ser empregado para a identificacdo de tumor de Ehrlich e, provavelmente, para

outros tipos de tumores.

Tabela 27 - Relac&o Alvo/N&o-Alvo de *°"Tc-MAG; e " Tc-MAG3-G

Derivado 5 min 30 min 120 min 240 min
testado

OMTc MAG; 1,222+ 0,14 1,222+ 0,10 1,16% + 0,08 1,10°+0,11

¥MTC MAGs-G  2,05°+0,25 2,22°+024 2,13°+0,12 2,10°+0,24

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao (n=5). Os valores
foram avaliados pelo teste Tukey-Kramer. Letras diferentes indicam diferencas
estatisticamente significativas.



9.4 IMAGENS CINTILOGRAFICAS

A obtencdo de imagens cintilograficas para os compostos *"Tc-MAG; e *"Tc-
MAG;-G foi realizada em uma gama camara, para cada composto investigado
utilizaram-se 03 camundongos. Observa-se pela figura 60, maior captacdo de
radioatividade na coxa posterior direita (CPD), regido do tumor, em comparacéo a
coxa posterior esquerda, quando o complexo **"Tc-MAGs-G é utilizado, porém esta
diferenca ndo é observada quando o complexo *™Tc-MAG; é testado (figura 61).
AplOs a realizacdo das imagens, determinou-se a radioatividade na regido de
interesse (RIS) nas coxas posteriores direita (alvo) e esquerda (ndo-alvo), como
mostrado na figura 62. Os resultados obtidos, neste procedimento, mostraram
valores da relacéo alvo/ndo alvo sempre superiores a 1,5 quando o complexo *"Tc-
MAG3-G foi injetado, 0 mesmo n&do aconteceu apés a injecdo do **"Tc-MAG; cujos
valores ndo ultrapassaram a 1,23 (tabela 28). Esses resultados sdo muito
importantes, ja que reforcam os dados obtidos pelos estudos de biodistribuicdo
(tabela 27), mostrando mais uma vez que o complexo **"Tc-MAG;-G apresenta
maior afinidade pelo tumor. Conforme citado anteriormente, a relagdo quando
apresenta valores maiores do que 1,5 é indicativo de um bom radiotracador para a
identificacdo de tumores, ou seja, apresenta no minimo 50 % mais radioatividade no
tumor em relagéo ao controle (pata posterior esquerda), o que pode traduzir em uma

imagem positiva para a regiao da lesao (PHILLIPS et al., 1999).



5 minutos 30 minutos

120 minutos 240 minutos

i CPD
.
.

Figura 60 - Imagens cintilograficas de *"Tc-MAG3-G.
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Figura 61 - Imagens cintilograficas de " Tc-MAG;,
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Figura 62 - Regido de interesse (RISs) nas coxas posteriores direita (alvo) e
esquerda (ndo-alvo).



Tabela 28 - Relacéo Alvo/N&o-Alvo de *°"Tc-MAG; e **"Tc-MAG;-G obtida por
Imagens na gamacamara (%dose/cm?).

Derivado
testado 5 min 30 min 120 min 240 min

OMTc MAG; 1,232+ 0,02 1,092 + 0,07 1,18+ 0,12 1,132 +0,13

®¥MTe MAGs-G  1,80°+0,10 2,02°+0,09 1,95°+0,12  1,93°+0,06

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao (n=3). Os valores
foram avaliados pelo teste Tukey-Kramer.

Observa-se pelas tabelas 29 e 30, que os valores das rela¢des alvo/nao alvo para os
complexos #™Tc-MAG; e #™Tc-MAG;-G ndo apresentaram diferencas

estatisticamente significativas entre os tipos de analises utilizados.

Tabela 29 - Relacéo Alvo/N&o Alvo apresentada pelo *™Tc-MAG3; nos estudos
de biodistribuicdo (%dose/g) e imagens cintilograficas (%dose/cm?)

Tipos de
analises 5 min 30 min 120 min 240 min

Biodistribuicéo
(n=5) 1,22 +0,14 1,22 +0,10 1,16 + 0,08 1,10+0,11

Imagens (n=3) 1,23 +0,02 1,09 £0,07 1,18+0,12 1,13+0,13

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao. Os valores foram
avaliados pelo teste t (p>0,05).



Tabela 30 - Relacéo Alvo/Nao-Alvo apresentada pelo *™Tc-MAG3-G nos estudos
de biodistribuicéio (%dose/g) e imagens cintilograficas (Y%dose/cm?)
Tipos de
analises 5 min 30 min 120 min 240 min

Biodistribuigcéo
(n=5) 2,05+0,25 2,22+0,24 2,13+£0,12 2,10+£0,24

Imagens (n=3) 1,80+0,10 2,02 +£0,09 1,95+0,12 1,93 £0,06

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao. Os valores foram
avaliados pelo teste t (p>0,05).

Os estudos de biodistribuicdo foram realizados utilizando um cintilador de poco
equipado com uma valvula fotomultiplicadora, enquanto que as imagens foram
obtidas em uma gama camara que possui 22 valvulas fotomultiplicadoras,
contribuindo para aumentar a sensibilidade deste equipamento. Entretanto, nao
foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os valores
determinados pelos dois sistemas. Isto reforca a acuracia dos dados obtidos da
biodistribuicdo para os 6rgaos investigados e para os tumores. Dado a congruéncia
dos dados, pode-se pensar também que os valores reproduzem com fidelidade a
captacdo da radioatividade nos estudos realizados. Portanto, os dados obtidos
mostram que o complexo **"Tc-MAG;-G apresentou maior captacdo pelo tumor de
Ehrlich quando comparado com o complexo *™Tc-MAG; e, provavelmente, podera
ser empregado para a localizacdo de outros tipos de tumores. Para tanto, novos

estudos utilizando outras linhagens de células tumorais sdo necessarios.



10 CONCLUSOES

O presente trabalho possibilitou a obtencdo de um derivado da D-glicose, o B-D-
glicopiranosideo de 4-N-[N3-(benzoil-mercaptoacetil)glicilglicilglicillaminofenila (10)
(Bz-MAG3-G), inédito, que foi complexado com o tecnécio-99m para a realizacdo dos

estudos de biodistribuicdo em camundongos.

A utilizacdo da coluna de silicato de magnésio (Florisil 60-100 mesh) promoveu o

aumento da porcentagem de produto marcado possibilitando os estudos posteriores.

O Benzoil-mercaptoacetilglicilglicilglicina (9) (Bz-MAG3) sintetizado apresentou
caracteristicas semelhantes as descritas na literatura com relacdo a sua seletividade
ao sistema urinario. Tal preferéncia foi notada nos estudos de biodistribuicdo e nas

imagens cintilograficas.

O derivado (10) radiomarcado apresentou padrdo de distribuicdo distinto do *™Tc-

MAG3; quando comparado o perfil de depuracdo sanglinea das duas substancias.

O P™Tc-MAG;-G apresentou maior captacdo pelo tecido tumoral, evidenciado pela

maior relacao alvo/nao-alvo.

A relagcéo Alvo/Nao-Alvo apresentado por (10) manteve-se acima de 1,5 em todos os

tempos estudados.
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ANEXO

ANEXO A - Carta de aprovacdo do comité de ética em experimentacdo animal

(CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais.



APENDICE

APENDICE A - Dados de biodistribuicdo de *™Tc-MAG; e *"Tc-MAGs-G em

animais com tumor de Ehrlich.

Tabela 31 - Biodistribuicdo *°"Tc-MAG3; em animais com tumor (%dose/q)

Tecido 5 min 30 min 120 min 240 min

Figado 7,62 +1,02 2,24 +0,19 1,58 +0,30 1,39+0,15
Baco 2,33+0,50 0,46 £0,08 0,32 £0,07 0,29+0,07
Rins 20,43 +£2,15 499+1,35 2,64 +£0,64 2,16 £ 0,44
Estdbmago 1,69 +0,39 2,08 + 0,25 0,68 +£0,12 1,43+ 0,33
Coracéao 3,31+0,74 0,76 £0,15 0,47 £0,10 0,39 + 0,08
Pulméao 4,25 +0,89 1,03+0,11 0,68 £ 0,08 0,59+0,12
Sangue 7,53+0,45 1,05+0,14 0,71+0,17 0,74 +0,17
Bexiga 19,74 £ 5,06 91,69 +£5,64 51,96 +£9,29 73,52 £6,55
Tumor 1,80+0,42 0,68 +£0,11 0,39 £ 0,09 0,38 £ 0,07
Musculo 1,47 +0,22 0,55 £ 0,05 0,34 £ 0,06 0,35 + 0,07

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao (n=5)

Tabela 32 - Biodistribuicdo *"Tc-MAG3-G em animais com tumor (%dose/q)

Tecido 5 min 30 min 120 min 240 min
Figado 7,03+1,07 3,69 +£0,86 2,05+0,46 2,23+0,52
Baco 1,77 +0,26 0,80 £ 0,06 0,33+0,03 0,29 +£0,04
Rins 14,62 + 4,50 3,72+0,61 2,15+0,40 2,54 +0,33
Estdbmago 3,46 + 0,47 5,71 £0,20 4,24 + 0,57 2,69+ 0,51
Coragéao 2,37 £0,25 0,85+0,10 0,40 £0,07 0,28 + 0,04
Pulmao 3,82 +0,21 1,35+0,12 0,45 +0,10 0,42 +0,03
Sangue 6,09 + 0,70 1,89 +0,37 0,72+0,10 0,49 +0,07
Bexiga 44,25 +8,87 93,95+12,97 37,14+8,10 55,83+11,85
Tumor 2,25+0,22 1,37 £0,11 0,50 £ 0,04 0,45+0,04
Musculo 1,11 +0,13 0,63 +0,10 0,24 £0,03 0,21 + 0,03

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao (n=5)



