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RESUMO

Complexos de gadolinio(lll) e térbio(lll) com ligantes anfifilicos derivados do
N-alquil-N-Metil-glucamidas foram sintetizados e caracterizados por andlise
elementar (C, H, N), condutividade eletrolitica molar, espectroscopia de absor¢do na
regido do infravermelho, ressonancia paramagnética de elétrons, analise
termogravimétrica (TG e DTG), temperatura de fusdo e espectrometria de massas.
Os complexos possuem estequiometria metal-ligante 1:2 sdo catibnicos, eletrolitos
1:1, com um cloreto como contra ion.

Os complexos anfifilicos de gadolinio(lll) foram estudados quanto a sua
atividade como agentes de contraste para obtencdo de imagens por ressonancia
magnética. Estes complexos mostraram elevada relaxatividade em comparacdo com
0s agentes de contraste comerciais, tanto em concentracdes abaixo da concentra-
cdo micelar critica (com valores variando de 11,90 a 12,30 s* mM™ para r; e de
13,00 a 13,60 s* mM™ para r,) como acima da concentracdo micelar critica (com
valores variando de 8,34 a 12,22 s* mM™* parar; e de 8,94 a 13,61 s* mM™ para ry).
As imagens ponderadas em T; mostram elevado brilho para os complexos em solu-
cdo aquosa em comparacao com o agente de contraste comercial Gd-DTPA anali-
sado nas mesmas condi¢cbes (1mM a 20 MHz). Estudou-se também a relaxatividade
dos complexos de gadolinio(lll) incorporados em lipossomas apresentando valores
variando de 11,92 a 15,53 s* mM™ parar, e de 13,41 a 16,95 s mM™ para r,). Ob-
servou-se aumento da relaxatividade dos complexos de gadolinio(lll) incorporados
em lipossomas. A elevada relaxatividade observada para os complexos sintetizados
deve ser atribuida a rotacdo molecular que ocorre mais lentamente devido a elevada
massa molecular dos complexos e a incorporacao em lipossomas. Os resultados da
relaxatividade mostram que estes complexos paramagnéticos sdo agentes de con-
traste altamente potentes, o que os torna excelentes candidatos para imagiologia em
RM.

A luminescéncia do complexo de térbio(lll) foi investigada no estado sélido e
em solugbes aquosa, etandlica e cloroférmica. Os espectros de emissdo do comple-
X0 [Thb(OCT),]CI registrados em excitacdo de 300 nm e 370 nm apresentam linhas
de emisséo caracteristicas do fon térbio (Ill) mostrando as transicdes de °Ds — 'Fe

(em torno de 490 nm), °D4 — 'Fs (em torno de 545 nm), °D, — 'F, (em torno de 590
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nm) e °D; — 'F3 (em torno de 620 nm). A transicdo méaxima observada nos espec-
tros de emisséo foi a °D, — 'F 5 de 545 nm, que se devem as transicdes f-f, o que
vem a contribuir para uma luminescéncia verde.

A citotoxicidade dos todos complexos sentetizados, os ligandos livres e
respectivos precursores metalicos foi estudada em celulas fibroblastos L292 do rato.
A concentracao citotoxica dos complexos de gadolinio(lll) e térbio(lll) estdo entre a
faixa de 30 a 120 uM, concentracfes maiores do que o farmaco padréo utilizado no
tratamento do cancer, a cisplatina (29 pM), o que indica que o0s complexos
sintetizados mostram menos citotoxicos para as células normais do que o farmaco
padréo (Cisplatina).

Os complexos ao longo dos respectivos ligandos livres e 0s precursores
metalicos, também foram avaliadas quanto ao seu potencial terapéutico em linhas
celulares tumorais (linhas de células tumorais K562 e B16F10). A concentracdo a
qual o farmaco inibir o crescimento das células tumorais (ICsp) foi obtido. As
actividades citotoxicas in vitro dos complexos em fibroblastos e linhas celulares
tumorais mostrou que os complexos de térbio (Ill) foram mais activas para as células

tumorais do que o farmaco padrao, cisplatina.

Palavras chaves: Alquilmetilglucamidas, Complexos lantandéides, ressonancia mag-

nética, agentes de contraste, agentes antineoplasicos.
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ABSTRACT

Gadolinium(lll) and terbium(lll) complexes(lll) with amphiphilic ligands, deriva-
tives of N-alkyl-N-methyl-glucamides, were synthesized and characterized by ele-
mental analysis (C, H and N), molar electric conductivity, infrared absorption spec-
troscopy, electron paramagnetic resonance, thermogravimetric analysis (TG and
DTG), melting temperature and mass spectrometry. The complexes possess a metal-
ligand stoichiometry of 1:2, are cationic, electrolytes 1:1, with a chloride as a counter
ion.

The amphiphilic complexes of gadolinium (Ill) were studied for their activity as
contrast agents for imaging by MRI. These complexes showed high relaxivity com-
pared to commercial contrast agents, both in concentrations below the critical micelle
concentration (with values ranging from 11.90 to 12.30 s™* mM™ for r; and from 13.00
13.60 s mM™ for r,) and above the critical micelle concentration (with values ranging
from 8.34 to 12.22 s mM™ for r; and from 8.94 to 13.61 s> mM™ for r,). T, weighted
images showed a high brightness for the amphiphilic complexes in aqueous solution
in comparison to the commercial contrast agent Gd-DTPA analyzed under the same
conditions (1 mM to 20 MHz). The relaxivity of gadolinium(lll) complexes incorpo-
rated into liposomes was also studied, showing values ranging from 11.92 to 15.53 s
' mM™ for r; and from 13.41 to 16.95 s mM™ for ry). High relaxivity was observed for
complexes gadolinium(lll) incorporated into liposomes. The high relaxatividade ob-
served for the synthesized complexes can be attributed to molecular rotation that oc-
curs more slowly due to high molecular weight of the complexes and their incorpora-
tion into liposomes. The results obtained for relaxivity show that these paramagnetic
complexes are highly potent contrast agents, which makes them excellent candidates
for MRI imaging.

The luminescence of terbium(lll) complex was investigated in the solid state
and in aqueous, ethanol and chloroform solutions. The emission spectra of the com-
plex [Tb(OCT),]CI recorded in excitation 300 nm and 370 nm emission lines show
characteristics of terbium(lll) ion showing the transitions of >D, — 'Fg (around 490
nm) , °Ds — 'Fs (around 545 nm), °D4 — 'F,4 (around 590 nm) and °D, — ‘F5 (around
620 nm). The maximum transition observed in the emission spectra was the

°D, — Fs of 545 nm, which may be the f-f transitions, which is to contribute to an



XV

intense green luminescence, qualifying him to act as effective luminescence sensitiz-
ers both in solid form and in solution.

The cytotoxicity of the all the complexes, free ligands and respective metal
precursors was studied in mouse fibroblasts L292 cells. The cytotoxic concentration
of gadolinium(lll) and terbium(lll) complexes were from 30 to 120 pM, showing higher
concentrations than the standard drug used in cancer treatment, cisplatin (29 uM),
which indicates that the synthesized complexes show less cytotoxicity to normal cells
than the standard drug (Cisplatin).

The complexes along the respective free ligands and metal precursors were
also evaluated for their therapeutic potential in tumor cell lines (K562 and B16F10
tumor cell lines). The concentration at which the drug inhibit the growth of the tumor
cells (ICsp) was obtained. The in vitro cytotoxic activities of the complexes in fibrob-
lasts and tumor cell lines showed that terbium(lll) complexes were more active to

tumor cells than the standard drug, cisplatin.

Keywords: Alkylmethylglucamides, complexes lanthanide, resonance magnetic, con-

trast agents, antineoplastic agents.
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1 CAPITULO I: INTRODUGAO

1.1 Ressonancia Magnética para obtencao de Imagens

Em 1946, Purcell e Bloch realizaram independentemente os primeiros
estudos em ressonancia magnética nuclear (RMN). Eles observaram que alguns
ndcleos ao serem colocados em campos magnéticos absorviam energia dentro de
uma faixa de radiofrequéncia no espectro eletromagnético e eram capazes de
reemitir esta energia quando retornavam o seu estado original. No ano de 1952,
Purcell e Bloch foram agraciados com Prémio Nobel (GEVA, 2006).

Até a década de 1970, a técnica de ressonancia magnética nuclear (RMN)
era usada somente para andlises quimicas e fisicas. Mas, em 1971, Raymond
Damadian mostrou através de experimentos in vitro que os tempos de relaxacao dos
tecidos saudaveis e os patogénicos eram diferentes (DAMADIAN, 1971). Em 1974,
Damadian patenteia a ideia de utilizar a RM para detec¢do de tecidos malignos
(KAUFFMAN, 2014)

No ano de 1973, Paul Christian Lauterbur propos a ideia de utilizar a RMN
na formacdo de imagens através da aplicacdo de gradientes de campo magnéticos
lineares (LAUTERBUR, 1973) e no ano de 1977, Peter Mansfield mostrou como 0s
sinais de radio de RM poderiam ser matematicamente transformados em imagem.
Em 2003, Paul Lauterbur e Peter Mansfield foram agraciados com o Prémio Nobel
por suas contribuicbes a IRM (imagem por ressonancia magnética) (HEYMSFIELD,
2008).

A Ressonancia magnética (RM) é uma técnica ndo invasiva de 6tima
qualidade, sendo uma das mais poderosas utilizadas no diagnéstico médico de
doencas e no processamento de imagens (COURANT et al.,, 2013). Esta técnica
apresenta muitas vantagens sobre outras técnicas diagndsticas, tais como raios-X e
tomografia computadorizada, pois ndo envolve qualquer exposicdo a radiagao
ionizante e fornece elevado contraste em tecidos moles. Ao contrario das técnicas
para obtencdo de imagens nuclear como a tomografia por emissao de pésitrons, a
RM permite imagens tridimensionais com alta resolucdo e pode ser usada para
medir o fluxo sanguineo, a difusdo de agua, e muitos outros parametros funcionais
(BENNETT et al., 2014).

O corpo humano é constituido por 65% de agua em relacdo ao seu peso

corporal. O nucleo do atomo de hidrogénio contém um Unico préton, possuindo spin



e momento magnético. A sua utilizacao para obtencédo de imagens por RM se deve a
sua abundancia no corpo humano e por possuir um grande momento magnético.

Os protons de hidrogénio em um aparelho de RM atuam como as agulhas de
uma bussola que se orientam no campo magnético. Na auséncia de um campo
magnético externo os prétons presentes no corpo humano encontram-se orientados
aleatoriamente, porém quando submetidos a um campo magnético externo, 0s
nacleos dos atomos de hidrogénio tendem a alinhar-se a este campo, paralelamente
ou antiparalelo. Na situacao de equilibrio térmico, a proporcéo entre paralelos e anti-
paralelos ao campo magnético é governada pela distribuicdo de Boltzmann, onde a
maioria dos protons tende a se alinhar paralelamente ao campo magnético externo,
uma vez que esse estado é o de menor energia, enquanto uma minoria se alinha na
forma antiparalela. Essa diferenca gera, portanto, uma magnetizacao resultante (Mo).
(TU, OSBORNE, LOUIE, 2011).

Nos experimentos para obtencdo de imagens, pulsos de radiofrequéncias
sdo aplicados transversalmente ao campo externo (orientado, por convencao, no
eixo z), perturbando a magnetizacdo. ApOs a aplicacdo dos pulsos de
radiofrequéncia, movimentos de precessao sdo observados apresentando duas
constantes de tempos de relaxacdo chamado de T, e T, (MATSUMOTO &
JASANOFF, 2013).

Quando o vetor de magnetizacdo é girado por acédo de um pulso de 90’
existe a tendéncia do retorno a configuragao inicial. Esse retorno segue a forma de

uma funcdo exponencial até atingir seu estado de equilibrio (Equacéo 1).

Equacéao 1- M(t) = Mo(1-exp(-t/T,)

Onde M; é a componente de magnetizacdo na projecédo do eixo z, My, € 0
modulo da magnetizacéo inicial, T; € uma constante e t € o tempo. Quando t=T; a
magnetizacao atingiu apenas 63% de seu valor de equilibrio.

O tempo de relaxacdo T, chamado de tempo de relaxagédo longitudinal,
também conhecido como “Tempo de relaxacdo Spin-rede” € o tempo necessario
para a recuperacao de 63% da magnetizacdo ao longo da dire¢do longitudinal,
depois de um pulso de 90° (HAGE & IWASAKI, 2009).



O tempo de relaxacéo T, é definido como sendo o coeficiente de decaimento

exponencial da funcdo que rege o sinal de magnetizacao (Equacao 2).

Equacao 2- Myy(t) = Mo(1-exp(-t/Ty)

Onde M,y é o vetor de magnetiza¢éo no plano xy, M, € 0 modulo da magne-
tizac&o inicial, T, € uma constante e t € o tempo. Quando t=T,, My,= 0,37M, Desta
maneira, T, ou “tempo de relaxagdo Spin-spin” ou tempo de relaxagao transversal,
esta relacionado com a taxa de decaimento da magnetizacdo transversal, ou seja, é
0 tempo necessario para que a componente de magnetizacao no plano xy seja igual
a 37% da magnetizacdo original, apés o pulso de 90° (VILLARAZZA; BUMB;
BRECHBIEL, 2010).

Pulsos de radiofrequéncia influenciam o contraste das imagens, para isso
mudancas de sequéncias de pulsos podem ser aplicadas a fim de determinar as
constantes de tempo T; e T,. Neste trabalho abordaremos somente as sequéncias
IR (inversao e recuperacdo) para as determinacdes em T, e a CPMG (Carr-Purcell-
Meiboom-Gill) para determinacdes em T,. A construcdo das imagens baseia-se no
tempo de Eco (TE, tempo de aquisicdo do sinal) e o tempo de repeticdo (TR,
intervalo de tempo entre cada sequéncia de pulso de 90°).

As sequéncias de pulsos CPMG séo variacdes das sequéncias padrbes do
tipo eco de spin. E um método padréo para medir T,, que consiste em introduzir um
pulso de excitacdo 90°, seguido por um pulso de reorientacdo de 180°, separados
por um tempo t (ANDRADE, NETTO, COLNAGO, 2012).

Ao contrario da sequencia spin eco, as sequéncias de IR consistem em dar
um pulso de 180° virando a magnetizacdo do eixo longitudinal na direcdo oposta e
em seguida um pulso de 90° é aplicado na direcdo do eixo transversal. O sinal
depende do tempo entre o pulso de 180 e 90° (tempo de inverséo). Para se obter um
sinal ruido bom, repete-se a sequéncia n-vezes (MORAES & COLNAGO, 2014).



1.2 Complexos metalicos para obtencdo de imagens em RM

1.2.1 Complexos paramagnéticos e superparamagnéticos para

obtencéo de imagens em RM

As imagens obtidas por RM baseiam-se no contraste apresentado nos
tecidos através das constantes de tempo T, e T,. Porém, quando o contraste é
baixo, agentes de contraste sdo utilizados para melhorar as imagens.

Atualmente mais de 35% dos exames adquiridos por RM sdo acompanhados
pela administracdo de agentes ou complexos metalicos que encurtam o tempo de
relaxacdo dos protons dos tecidos e, assim proporcionam um melhor contraste para
as regides anatdmicas (AIME et al., 2006; ZHANG et al., 2014).

Apesar de quase todos os agentes de contraste para IRM afetar tanto as
constantes de tempo T, e T,, os efeitos dos agentes de contraste sdo geralmente
mais pronunciados ou para T, ou para T, , levando a sua classificacdo como agentes
de contraste-T, ou agentes de contraste-T, (GERALDES & LAURENT, 2009).

O aumento do contraste observado nas imagens é medido pela taxa de
relaxagdo R;= 1/Ti(s™), onde i= 1 ou 2. O parametro mais importante para a
definicho da efichcia de um agente de contraste € a sua relaxatividade
(r=Ri/cx (MM ™s ™), em que cac é a concentracdo do ion metalico (GUPTA et
al., 2014). A razao R ,/R; € usada para indicar a eficiéncia do contraste, quanto
maior for a relac@o, maior sera a eficiéncia de agentes de contraste-T , e vice-versa
para o agente de contraste-T; (MULDER et al., 2006).

Existem duas classes de agentes de contraste de IRM disponiveis para uso
clinico, os agentes de contraste com imagens ponderadas em T; (por exemplo, 0s
qguelatos de gadolinio(lll) e manganés(ll)), sdo de natureza paramagnética que
aumentam o tempo de relaxacdo T,, resultando em um brilhante contraste nas
imagens ponderadas em T;; e 0s agentes de contraste ponderadas em T, séo
materiais superparamagnéticos (por exemplo, a magnetita (Fe3z0,4)) que reduzem o
tempo de relaxacdo T, dando origem ao contraste escuro nas imagens ponderadas
em T, (ZHU, LIU, WANG, 2013).

As imagens ponderadas em T; apresentam boa anatomia da regido a ser
visualizada e sao preferidas quando se almeja obter uma imagem clara das

estruturas. Ja as imagens ponderadas em T, apresentam boas informac¢des dos



tecidos patoldgicos onde o fluido anormal aparece mais brilhante do que tecido
normal (STEPHEN, KIEVIT, ZHANG, 2011; SZPAK et al., 2014).

Agentes de contraste aprovados a base de Gd(lll) sdo nove: Magnevist®
(Gadopentato  dimeglumina), Dotarem® (acido gadotérico), ProHance®
(Gadoteridol), Omniscan® (Gadodiamida), MultiHance® (gadobenato de
dimeglumina), Gadovist® (Gadobutrol), Optimark® (Gadoversetamida), Vasovist®
(gadofosveset trissédico) e Eovist® (gadoxetato dissédico) (LAURENT, et al., 2012).
Atualmente, os agentes de contraste a base de gadolinio sdo os mais utilizados no
meio clinico por apresentar maior estabilidade nos sistemas fisiologicos (WERNER
et al.,2008; ZIMNY et al., 2013). Uso de agentes de contraste comerciais a base de
gadolinio, para obtencdo de imagens ponderadas em T, aumenta a capacidade de
produzir imagens mais brilhantes nas imagens, facilitando rastrear as células patol6-
gicas em tecidos de sinal baixo (PAN et al., 2014; CARAVAN & ZHANG, 2012).

O fon Mn?* apresenta na sua configuragéo cinco elétrons desemparelhados
e € um dos cations utilizado como agentes de contraste. A FDA (US Food and Drug
Administration) aprovou em maio de 1997, um agente de contraste a base de Mn, o
mangafodipir trissddico injetavel (Teslascan ®) para obtencédo de imagens do figado.
No entanto, em 2012, a Agency European Medicines (EMEA) foi notificada pelo
responsavel da autorizacdo da comercializacdo do Teslascan a decisdo da retirada
voluntariamente da autorizacdo de comercializacdo na Unido Europeia (EMEA,
2012), devido a baixa estabilidade do composto em solucéo.

Agentes de contraste-T, (chamados de agentes de contraste negativos)
atuam na diminuicdo da intensidade do sinal no aparelho de RM, logo as regides
afetadas aparecem mais escuras. As nanoparticulas de 6xido de ferro tém sido
usadas como agentes de contraste para melhorar as imagens ponderadas em T,
por mais de 25 anos. Atualmente, dois 6xidos de ferro sdo geralmente utilizados
para aplicacdes biomédicas: magnetita (Fe3O4) e a sua forma oxidada a maghemita
(y-Fe203) (ESTELRICH, SANCHEZ-MARTIN, BUSQUETS, 2015).

Para obter altera¢gBes significativas no relaxamento de protons e, portanto,
um bom contraste, o ion paramagnético tem de estar em estreito contato com 0s
prétons das moléculas de agua dos tecidos (HENOUMONT et al., 2008).



1.2.2 Complexos metdlicos a base de Gd(lll) para obtencdo de

imagens em RM

A utilizacdo de agentes de contraste a base de lantandides iniciou-se em
1983 com os protétipos de complexos de Gd(ll) com os ligantes dietileno
triaminpentacetato (DTPA), 1,4,7,10- tetraquis(carboximetil) 1,4,7,10-tetraaza
ciclododecano (DOTA) e [(1,4,7-tris(carboximetil)- 1,4,7,10-tetraaza ciclododecano)]
(DO3A) (ANTUNES, WARDELL, PIMENTEL, 2008).

O Gd(lll) é um ion paramagnético que possui sete elétrons
desemparelhados que contribuem para o grande momento magnético (7,9 uB) e é
considerado um candidato ideal para aumentar o tempo de relaxagao longitudinal
dos protons da agua (ZHOU et al., 2014). As contribuicbes magnéticas dos comple-
xos de Gd(lll) resultam em um tempo de relaxamento eletrénico excepcionalmente
longo em torno de 108-10° s, logo um ntcleo que se situe nas vizinhancas deste fon
paramagnético sentira um intenso campo magnético local por maior tempo (MANUS
et al., 2010).

Os agentes de contraste utilizados comercialmente a base de lantandide sédo
complexos formados com ligantes poli(aminocarboxilatos) (Figura 1) com uma molé-
cula de agua na coordenacao interna do Gd(lll) (LAURENT et al., 2012), sendo esta

importante no processo de alteracédo da relaxacao dos protons.
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Figura 1— Os principais agentes de contraste a base de gadolinio aprovados para
aplicac@es clinicas em IRM. Adaptado de Hermann et al., 2008.

Grande parte desses agentes de contraste ndo sao especificos como
Magnevist®, Omniscan®, ProHance®, Gadovist®, Optimark® e Dotarem®,
enquanto que os agentes MultiHance®, Vasovist® e Eovist® atuam de forma
especifica com objetivo de melhorar a deteccado de lesbes hepaticas (YAN et al.,
2007). As desvantagens destes agentes de contraste estdo associadas a sua
difusdo para a area extravenosa apoés a injecdo intravenosa por causa dos seus
baixos pesos moleculares e por eles ndo serem especificos, além de rapida
excrecao renal (MARTINEZ, et al., 2015; LI et al., 2012; STEFANAKIS, 2014).

O agente de contraste ideal seria o composto que apresenta alta
solubilidade, estabilidade cinética, alta relaxatividade, que possa ser administrado
em baixas concentracdes de Gd(lll) e que este seja completamente eliminado
(HATZIPANAYIOTI & VENERIS, 2009).



Os agentes de contraste comerciais a base de ions Gd(lll) apresentam
namero de coordenacdo 8 e 9 (ARMELAO et al., 2010), em que uma das ligacbes
destina-se a molécula de agua que se coordena diretamente ao ion metéalico e
contribui para elevado contraste nas imagens, Figura 2 (EBADIAM-BAGHER et al.,
2011).

Rotacdo Moléculas de dgua

molecular }_I no estado excitado
T
O\H /O\H
oy " N
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H)Moléculas de dgua
/ .
---------- O\ diretamente coordenadas
HJao ion metalico

H-°
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Ay H M
Agente de q\
contraste H H H
\O/

Moléculas de dgua
no estado fundamental

Figura 2 - Relaxatividade dos prétons da agua. Adaptado de Raymond & Pierre,
2005.

A relaxatividade dos compostos € influenciada por uma variedade de fatores,
tais como o niumero de moléculas de agua (q), o tempo de correlagdo rotacional (z),
e o tempo de vida médio de residéncia da molécula de agua, coordenado e/ou ligado
(zv) (KASALA et al., 2011).

Raymond & Pierre (2005) sintetizaram ligantes hidroxipiridinona (HOPO) que
ao complexar com os ions Gd(lll) apresentaram relaxatividade maiores que o0s
agentes de contraste comercial DTPA e DOTA, devido sua capacidade de coordenar
a duas moléculas de agua (q).

Com o mesmo intuito Aime et. al.(2006) desenvolveram complexos de Gd(lIl)
com poliaminocarboxilato [Gd(AAZTA)] com duas moléculas de agua coordenadas
ao fon central resultando em um valor de relaxatividade longitudinal de 7,1 mM™s™,

Outro parametro, ja citado anteriormente, importante para o aumento da
relaxatividade € o tempo de correlacdo rotacional (tr), que esta relacionado com o

tempo que uma espécie leva para se deslocar por um radiano (MANUS et al., 2010).



Segundo a teoria de Solomon-Bloemberg-Morgan (SBM), quanto maior for o
namero de moléculas de agua (q), menor serd o tempo para taxa de troca de
moléculas de agua (tv) € maior tempo de correlacdo rotacional (tRr),
consequentemente, melhor serd o contraste observado na imagem obtida por RM,
uma vez que, esses fatores contribuem para elevada relaxatividade (DEBROYE &
PARAC-VOGT, 2014).

Os agentes de contrastes comerciais apresentam baixa relaxatividade (Ta-
bela 1), ndo s&o especificos, apresentam efeitos colaterais comuns como nauseas,
vomitos, urticaria e cefaleia, irritacdo, ardor e sensacéo de frio, além disso apresenta
rapida excrecado renal (podendo causar efeitos colaterais graves nos rins) (JUNIOR
et al., 2008; ABU-ALFA, 2011).

Tabela 1 — Valores de relaxatividade para os agentes de contraste comerciais utili-
zados para obtencéo de imagens por RM.

Nome Comercial Relaxatividade no Plasma
1,5 T, 37°C (mM*s™)

r 2

Magnevist 4,1 4,6
Omniscan 4,3 5,2
Optimark 4,7 5,2

Dotarem 3,6 4,3

ProHance 4,1 5,0
Gadovist 5,2 6,1

MultiHance 6,3 8,7
Eovist 6,9 8,7

Fonte: Rohrer et al., 2005.

Vérias estratégias foram concebidas para aumentar a relaxatividade dos
complexos metalicos paramagnéticos (GIOVENZANA et al., 2012):
1.0 aumento do numero de moléculas de agua coordenadas.
2.0 aumento da massa molecular do complexo paramagnético visando abrandar
0 seu movimento de rotacao.

3. A encapsulagéo ou incorporagcdo em nanoparticulas.
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Dentre as abordagens apresentadas para aumentar a relaxatividade a
encapsulacdo ou incorporagdo em nanoparticula tem se tornado o método preferido,
pois além de elevar a relaxatividade, pode melhorar a especificidade, a
biocompatibilidade e a biodistribuicdo dos agentes de contraste (DAVIES, KRAM-
BERGER, DAVIS, 2013).

Dentre as nanoparticulas utilizadas na literatura, neste trabalho, iremos
abordar a utilizacdo dos lipossomas para encapsulacdo ou incorporar complexos
paramagnéticos de Gd(lll). Nestes sistemas a relaxatividade pode ser influenciada
pelos tempos de rotacdo local em torno do ion metalico (tr.), 0 movimento de
rotacé@o global da nanoparticula (trc) € pela taxa de troca da molécula de agua (tm)
(Figura 3).

Figura 3 — Representacdo esquematica dos processos de mobilidade local e global
dos complexos de Gd(lll) lipossomas com trg € tr. COMO tempo de rotacao global e
tempo de correlacdo rotacional local, respectivamente. ty indica a taxa de troca de
agua. Adaptado de Davies, Kramberger, Davis, 2013.

A elevada relaxatividade em nanoparticulas contendo agentes de contraste
esta diretamente relacionada com a estrutura e a flexibilidade da ligacdo em torno do
ion paramagnético. A rotagdo rapida em torno do ion Gd(lll) (tr.) em comparacao
com o movimento da nanoparticula(trg) pode ser um fator limitante na melhoria rela-
xatividade, pois, o seu movimento de rotacao local (tr.) em torno do eixo do ligante
em solucdo é muito mais rapido do que a rotacéo global de nanoparticulas (trs) O
que diminui o tempo de troca da molécula de 4gua (tv) (DAVIES, KRAMBERGER,
DAVIS, 2013).
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1.2.3 Complexos de Gd(lll) incorporados em lipossomas

Os lipossomas sao vesiculas esféricas microscopicas compostas de uma ou
mais bicamadas lipidicas concéntricas, separadas por um meio aquoso (Figura 4).
Os lipossomas podem encapsular substancias hidrofilicas e/ou lipofilicas, sendo que
as primeiras ficam no compartimento aquoso e as lipofilicas inseridas ou adsorvidas
na membrana. Tem sido tradicionalmente usados como carreadores de farmacos,
biomoléculas ou agentes de diagnostico (BATISTA, CARVALHO, MAGALHAES,
2007).

EFEn T
X xj;p e

Figura 4 — Esquema estrutural dos lipossomas.

Os lipossomas, visando 0 aumento da relaxatividade do agente de contraste,
vem sendo usados ou para encapsular os compostos de gadolinio no interior dos
lipossomas ou para a imobilizacdo dos compostos de gadolinio na superficie da
membrana, sendo esta Ultima a forma preferida, uma vez que os ions Gd(lll) ficam
expostos na superficie lipossomas (HUANG & TSOURKAS, 2013).

Os primeiros estudos sobre a utilizacdo de lipossomas como transportadores
de agentes de contraste para IRM surgiram na literatura em torno de 1988.
Compostos de gadolinio lipofilicos foram imobilizados na membrana dos lipossomas
aumentando a acessibilidade das moléculas de agua ao ion gadolinio, contribuindo
para um aumento na r; (KABALKA et al., 1988).

Tilcock et al.(1989) ao encapsular Gd-DTPA em lipossomas (Figura 5-A)
observaram que baixa relaxatividade obtida, foi devida ao fluxo lento das moléculas
de 4gua através da bicamada da membrana, o que prejudicou a taxa de troca de
agua. lIsto pode ser parcialmente ultrapassada pelo aumento da proporcao superfi-

cie-volume (isto &, diminuindo o tamanho da vesicula).
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A abordagem em que um agente hidrofilico esta ligado de forma covalente a
uma cadeia hidrofébica, pode ser mais eficaz, onde a por¢cdo hidrofébica esti
ancorada na bicamada do lipossoma, enquanto a porcéo hidrofilica esta localizada
na superficie do lipossoma (Figura 5-B) (ACCARDO et al., 2009).

Figura 5 — Esquema ilustrativo de quelatos de gadolinio encapsulados (A) e encor-
porados(B) em lipossomas. Adaptado de Zhou, 2013.

Recentemente, complexos de Gd(lll) foram incorporados em lipossomas e
apresentaram relaxatividade de quatro a dez vezes maior do que 0s agentes de con-
traste comerciais (CITTADINO et al., 2013).

Outro estudo realizado por Bertini et al.(2004) mostra que lipossomas
paramagnéticas  constituido de  Gd-DMPEDTPA  (dimiristoil-sn-glicero-3-
phosphoethanolamine-DTPA) com um revestimento de PEG contribuiram para um
aumento na relaxatividade e tém sido utilizados para a deteccao de tumores.

Importantes complexos anfifilicos Gd-DTPA-bis (amida)s foram incorporados
em lipossomas e mostram alta relaxatividade, quando comparados com 0s agentes
de contraste comerciais (PARAC-VOGT et al., 2006).

Agentes de contraste em lipossomas sédo adequados para a imagiologia do
figado, o baco, da medula 6ssea e outros O0rgdos que sdo ricos em macréfagos
(KAMALY & MILLER, 2010).

1.3 Complexos de lantandides para o tratamento do cancer
O céancer é uma classe de doencas caracterizada pelo crescimento descon-
trolado de células anormais e pela capacidade destas em espalhar-se para outras

partes do corpo (SHARMA et al., 2014). A ocorréncia de cancer tem aumentado nos
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ultimos anos e € a segunda lider na causa de morte nos paises desenvolvidos, ape-
sar de muitos esforcos no desenvolvimento de novos farmacos antitumorais. Em
2007, 7,1 milhdes de pessoas morreram de cancer em todo o mundo e espera-se
que aproximadamente 12 milhdes de doentes com cancer morrerdo até 2015
(HUSSEIN et al., 2012).

Um dos principais tratamentos para combater o cancer é através da
quimioterapia. Apesar, dessa ser a forma mais usual, muitas dificuldades vém sendo
encontradas durante o tratamento, a capacidade de alguns tumores de realizar
metastase € grande, logo, ao curar o primeiro tumor outros tumores secundarios
podem surgir, 0 que dificulta e estende ainda mais o tratamento.

Em 1960, Barnnett Rosenberg estuda o efeito da corrente elétrica sobre o
crescimento celular bacteriano. Neste estudo foi observado que a divisdo celular era
interrompida quando a corrente alternada era fornecida através de eletrodos de
platina. Encontrou-se, acidentalmente, que os ions platina eram liberados dos
eletrodos durante a eletrolise, na presenca de sais de amdnio e luz, a cisplatina (cis-
diaminodicloroplatina(ll) cis-[Pt(NH3).Cl,]) era gerada e tornou-se um dos
medicamento antitumoral na pratica clinica, apesar de seus efeitos colaterais,
principalmente por falta de tratamentos alternativos (DASARI & TCHOUNWOU,
2014).

Atualmente a cisplatina € um dos agentes antitumorais mais potentes que
exibem elevada eficiéncia no tratamento de cancer do ovario e de testiculo. Apesar
de ser um dos farmacos mais utilizados na quimioterapia antitumoral, a cisplatina
apresenta algumas limitagcdes contra varios tipos de tumores. Muitos tumores sdo
intrinsecamente resistentes a cisplatina, ou como na maioria dos casos, a resisténcia
pode ser adquirida no decorrer do tratamento (LIANG et al., 2010).

Além disso, a cisplatina pode também causar efeitos secundarios
indesejaveis, incluindo a nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, neurotoxicidade,
ototoxicidade, gastrotoxicidade, perda de cabelo, reacbes alérgicas, nauseas e
vomitos, que limitam a dose que pode ser administrada a pacientes (YOUSEF &
HUSSEIN, 2015; GUO et al., 2014). Uma desvantagem adicional da cisplatina é a
limitada solubilidade em solucdo aquosa, solubilidade esta, que € crucial para a
administracao intravenosa (AMIN & BURATOVICH, 2009). Desta maneira, a busca

de compostos mais eficazes se torna cada vez mais interessante e imprescindivel.
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ApoOs a cisplatina, outros antitumorais, complexos analogos a cisplatina
foram sintetizados e posteriormente avaliados. Atualmente, temos trés complexos de
platina comercialmente aprovados que resumem 0 progresso que a quimioterapia a
base de metais nas Ultimas quatro décadas: a cisplatina, carboplatina e oxaliplatina
(Figura 6) (WHEATE et al., 2007) (BIERSACK et al., 2011). A carboplatina é utilizada
no tratamento de cancro avancado do ovario e cancro do pulmdo, enquanto que a
oxaliplatina esta licenciado para o tratamento de cancro colo-retal em combinacéo
com fluorouracilo e acido folinico (NUSSBAUMER et al., 2011).

o Hsz o o
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- ) saliplatin
cisplatin carboplatin Sl

Figura 6 — Estrutura quimica dos agentes clinicos cisplatina, carboplatina e oxalipla-
tina (WHEATE et al, 2007).

O sucesso da cisplatina e dos complexos de platina relacionados como
agentes antitumorais contribui para o grande aumento no desenvolvimento de outros
complexos de metais de transicdo com melhor eficiéncia e tem atraido o interesse
de muitos quimicos bioinorganicos tendo sido tema central de pesquisa na quimica
bioinorganica.

Os complexos de lantanéides também tém atraido atencéo dos quimicos bi-
oinorganicos devido a sua atividade antitumoral, atividade antimicrobiana
(ALGHOOL, ZOROMBA, EI-HALIM, 2013; VALCHEVA-TRAYKOVA, SASO, KOS-
TOVA, 2014; KOSTOVA et al.,, 2005) e por exibir propriedades antifungicas
(GUDASI et al., 2007; SHIJU, ARISH, KUMARESAN, 2013).

Embora o interesse dos pesquisadores por farmacos anticancerigenos a
base de lantandides tenha sido pequeno durante décadas, um namero relevante de
complexos de lantandides foram sintetizados recentemente e a suas citotoxicidades
avaliadas (KOSTOVA, TRENDAAFILOVA, MOMEKOQOV, 2008; WANG, HUANG,
ZHANG, YANG, 2014). Os exemplos incluem complexos de lantanio (lll) com a
fenantrolina que mostrou ser um candidato promissor a farmaco anticancerigeno,
capaz de superar a resisténcia dos tumores (BIBA et al., 2009).

Outros exemplos incluem complexos de lantanio (lll) e Disprésio (IlI) com
cumarinas (KOSTOVA & STEFONOVA, 2010), de samario (lll) e lantanio (lll) com 6-
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hydroxy chromone-3-carbaldehyde benzoyl hydrazone (WANG et al., 2007) e muitos
outros complexos lantandides (LIU et al.,, 2013; ZENG et al., 2003; ZHAO, FHLI,
LINA, 2007; KOSTOVA & MOMEKOV, 2008). Recentemente, complexos de térbio
foram sintetizados e avaliados quanto a sua atividade antitumoral e se mostraram
promissores para atuar como drogas anticancer (CHEN et al., 2013; REJI, PEARL,
ROSY, 2013).

O desenvolvimento de novos agentes terapéuticos para o tratamento do
cancer tem vital importancia, logo, complexos de gadolinio e térbio podem contribuir

com mais informagdes sobre atividades antitumorais.

1.4 Compostos Terandsticos

Ao longo das Ultimas décadas, esforcos tém sido realizados para o
desenvolvimento de agentes terapéuticos potentes para o combate ao cancer, tendo
em vista a limitada seguranca e eficiéncia dos antitumorais existentes. A maioria dos
agentes antineoplasicos nao sao completamente especificos e provocam
citotoxicidade para as células normais e cancerigenas, o que causa efeitos
secundéarios graves (PEREZ-HERRERO & FERNANDEZ-MEDARDE, 2015).

Numa tentativa para superar estes obstaculos, varias nanoparticulas tém
sido extensivamente desenvolvidas para atuarem no diagndéstico e no tratamento do
cancer. Uma das estratégias é o desenvolvimento de nanoparticulas para a obten-
cao de imagens de alta qualidade do local do tumor com potencial terapéutico, o que
pode levar avancos na eficacia da terapia e diminuir a citotoxicidade para as células
normais (RYU et al., 2012).

Terandstico € o termo utilizado para definir uma abordagem que combina
diagnéstico e tratamento terapéutico. Pesquisadores esperam que nanoparticulas
teragndsticas possam oferecer aos pacientes prognoésticos melhorados. Além disso,
nanoparticulas teragnésticas podem ser utilizadas para monitorar a eficacia do
tratamento terapéutico (KEYOUNG et a., 2012; FANG & ZHANG, 2010).

Neste sentido os complexos de Gd(lll) e Tb(lll) tem também o pontecial para
atuarem como agentes terandsticos, ou seja, sistemas que integram imagiologia de
tumores e terapia em um dnico sistema.

Visando obter formulagbes que possam ser empregadas como agentes de

contraste e drogas terapéuticas, procedeu-se a sintese e caracterizacdo de seis
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complexos metalicos com ligantes anfifiicos derivados do N-alquil-N-
metilglucamidas que possuem hidrofobicidade crescente devido ao aumento das
suas cadeias hidrocarbonadas saturadas.

As suas estruturas estao representadas na Figura 7.
CH,4 OH OH

H3CV\/\/\/'L
H OH
@]

OH OH

octanoil N-metil-glucamida (HOCT).

(|:H3 OH  OH
H3CV\/\/\/\/N
H OH
O OH OH

decanoil N-metil-glucamida (HDEC).

CHy  OH OH

H3CV\/\/\/\/\/'L
H OH
o)

OH OH
dodecanoil N-metil-glucamida (HDOD).

Figura 7 — Estrutura dos ligantes da serie N-alquil-N-metilglucamida utilizados na
obtencéo de novos complexos de Gd(lll) e Th(lll).

As cadeias hidrofébicas na estrutura dos ligantes anfifilicos podem conduzir
a fortes interac6es dos complexos lantandides com as proteinas plasmaticas, como
a albumina, ou com lipidos (GERALDES et al., 1995). O aumento das cadeias hidro-
fobicas pode contribuir para uma melhora da sua biodistribuicdo e no caso dos agen-
tes de contraste para IRM este aumento das cadeias ao longo da série traduz-se no
aumento do peso molecular do complexo, aumentando o tempo de correlacao rota-
cional e, portanto, a relaxividade (DAVIES, KRAMBERGER, DAVIS, 2013).

Além das implicacdes inerentes ao aumento da hidrofobicidade dos comple-
X0s, os alquilmetilglucamidas possuem caracteristicas anfifilicas, ou seja, apresen-

tam uma extremidade hidrofilica (por¢éo polar) e uma extremidade hidrofébica (por-
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cdo apolar) (Figura 8) e vém sendo amplamente estudados nas Ultimas décadas,
pois tem a capacidade de formar nanossistemas micelares e constituem em suas
estruturas funcbes amidicas que proporcionam a formacdo de complexos lantanadi-
des estaveis, pois apresentam na porcao polar atomos de oxigénios e nitrogénio (O-
LIVEIRA et al., 2011; ARMELAO et al., 2010). Outra vantagem destes ligantes € a
capacidade dos complexos lantandides para estabelecer ligacbes de hidrogénio o
gue proporcionara um aumento do namero total de moléculas de agua afetadas pelo
ion Gd(lll), aumentando assim a relaxividade e, consequentemente, a eficacia do
potencial agente de contraste. Ha relatos na literatura que compostos com elevado
grau de hidrofobicidade incorporados em nanoparticulas serd também potencialmen-
te mais eficazes.

Dessa forma a formacdo de complexos de Gd(lll) e Tb(lll) com ligantes
alquilmetilglucamidas octanoil N-metil-glucamida (HOCT), decanoil- N-metil-
glucamida (HDEC) e dodecanoil N-metil-glucamida (HDOD) podem contribuir para a
obtencdo de novos agentes de contraste, sondas fluorescentes e drogas teurapéuti-

cas (Figura 8).
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Figura 8 — Estrutura dos alquilmetilglucamidas.

Recentemente, Fernandes et al. (2013) relataram o estudo da utilizacdo de
complexos de antimdénio com o grupo de ligantes anfifilicos (Octanoil N-
metilglucamida (HOCT) e o Decanoil N-metilglucamida (HDEC) para o tratamento
das leishmanioses. Estes complexos apresentaram elevada absorcao oral e foram

ativos em modelos de leishmaniose visceral e cutanea.
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1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo

Sintetizar e caracterizar complexos anfifilicos de gadolinio(lll) e térbio(lll) e

avaliar seus potenciais como agentes de contraste e antitumorais.

1.5.2 Objetivos especificos

a)

b)

9)

h)

Preparar complexos de Gd(lll) e Tb(lll) utilizando os ligantes N-Octanoil-N-
metilglucamida (HOCT), N-decanoil-N-metilglucamida (HDEC) e N-
dodecanoil-N-metilglucamida (HDOD).

Caracterizar os complexos formados pelas técnicas Fisico-quimicas de anali-
se.

Realizar estudos de luminescéncia para o complexo de Tb(lll).

Realizar estudo fisico-quimico da autoagregacdo dos complexos de Gd(lll) e
Thb(Ill).

Realizar estudos de relaxacdo dos complexos de Gd(lIl) por RMN.

Realizar estudo da CMC dos complexos anfifilicos de Gd(lll) por fluorescén-
cia.

Realizar a incorporacédo e caracterizacdo da preparacao dos complexos de
Gd(lll) em lipossomas

Realizar estudo de relaxacdo dos complexos de Gd(lll) incorporados em

lipossomas.

i) Avaliar a citotoxicidade dos complexos de Tb(lll) e Gd(lll) frente as células

normais de fibroblastos L929 e cancerigenas K562 (Leucemia) e B16F10

(melanoma).
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2 CAPITULO Il: PARTE EXPERIMENTAL
2.1 Equipamentos

2.1.1 Temperatura de fuséo e/ou decomposicao

As analises de temperatura de fusdo dos complexos sintetizados foram
realizadas em um aparelho digital modelo Mettler FP 82 HT, Host Stage, acoplado
ao processador Mettler FP 90 Central Processor no Departamento de Quimica da

Universidade Federal de Minas Gerais.
2.1.2 Medidas de condutancia eletrolitica

As medidas de condutividade foram realizadas em um aparelho Digimed DM
31, no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais, através
de solucdes dos complexos de concentracdo de 1,0 x 10° molL? em
dimetilformamida (DMF), adquiridos da Vetec®.

O solvente puro DMF, apresentou uma constante de célula de 1,02 cm™ e
condutividade Ay= 4,08 ohm™ cm? mol™.

Todas as medidas foram efetuadas a temperatura ambiente.
2.1.3 Analise térmica

A analise térmica é uma técnica que possibilita determinar a perda de massa
de uma substancia que é submetida a um programa controlado de temperatura. O
registro obtido é um grafico que relaciona tempo e/ou temperatura com massa.

As analises térmicas (TG/DTG) foram conduzidas em um equipamento DTG
Shimadzu 60 utilizando aproximadamente 10 mg de amostra aquecida em um
cadinho de alumina. Os ensaios foram realizados com uma taxa de aquecimento de
10 °C min®, da temperatura ambiente até 900 °C, sob atmosfera de ar sintético
(fluxo 50 mL min™). Os experimentos foram realizados no Departamento de Quimica

da Universidade Federal de Minas Gerais e na Central Analitica da USP.
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2.1.4 Analise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio

As porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram determinadas no
equipamento Perkin-Elmer 2400. Os experimentos foram realizados no
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais e na Central
Analitica da USP. As férmulas minimas dos complexos foi proposta baseando-se

nos resultados experimentais e tedricos.
2.1.5 Espectroscopia de Absorcdo na Regiao do Infravermelho

Os espectros de absorcéo na regido do infravermelho foram obtidos em um
equipamento Perkin Elmer com transformada de Fourier no Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais, por meio de pastilhas de KBr
prensadas a vacuo, na regido de 4000-400 cm™ e resolucdo de 4 cm™. Espectros de

absorcao dos ligantes e dos complexos de Gd(lll) e Tb(lIl) foram registrados.

2.1.6 Espectroscopia por Ressonancia Paramagnética de Elétrons
(RPE)

As medidas da banda X de RPE em amostras solidas foram realizadas em
um equipamento personalizado operando em aproximadamente 9,38 GHz produzido
por Klystron (Varian) com poténcia de 500 mW e equipado com uma cavidade
cilindrica comercial da Bruker. As medidas foram realizadas em colaboracdo com o
Prof. Dr. Klaus Wilhelm Heinrich Krambrock do Departamento de Fisica da

Universidade Federal de Minas Gerais.

2.1.7 Espectrometria de massas com fonte de ionizacao eletrospray
(ESI-MS)

Os espectros de massas foram obtidos em um espectrébmetro de massa
LCQ Fleet da ThermoScientific equipado com fonte de ionizagéo eletrospray (LC-
ESI-MS) do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais. As
amostras foram dissolvidas em metanol e injetadas no aparelho por infusédo direta a
um fluxo de 10 uL min™. Para essa anélise utilizou-se faixa de varredura: 200 — 1500
m/z; temperatura do capilar: 275 °C, tensao do spray: 25 kV e tensédo do capilar: 25
V.
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2.1.8 Determinacdo do tamanho dos nanoagreagados em solucéo

aquosa

O didametro hidrodindmico médio das particulas e o indice de polidispersao
da suspenséao foram determinadas através de espalhamento de luz dinamico (DLS)
utilizando analisador ZetaSizer Nano ZS90, Malver Instruments, Reino Unido (ICB,
Universidade Federal de Minas Gerais). Foram preparadas solu¢cdées aquosas dos
complexos de Gd(lll) e Tb(lll) com uma concentracdo de 30 mM e as medidas foram

efetuadas a temperatura de 25°C e um angulo fixo de 90°.
2.1.9 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Analise Microscopia Eletronica de Transmisséo de coloracdo negativa (MET)
foi realizado no Centro de Microscopia da Universidade Federal de Minas Gerais
usando um MET operando a uma voltagem de 120 KV, modelo Tecnai G2-Spirit-FEI-
2006. As micrografias foram obtidas a partir das amostras diluidas em agua em
concentracdo de 1 mM, depositadas sobre peliculas de formvar e coradas com aceto

de uranila 5%.
2.1.10 Estudo de fluorecéncia para o complexo de Th(lll)

O estudo de fluorescéncia foi realizado em colaboracédo do Prof. Dr. Osvaldo
Antonio Serra da Universidade de Sado Paulo (USP). Os espectros de emisséo foram
obtidos a temperatura do nitrogénio liquido (77 K) em um espectrofluorimetro Horiba
Jobin-Yvon SPEX TRIAX 550 Fluorolog 3 (controlado pelo programa computacional
DM3000F). As fendas utilizadas com aberturas entre 0,1 e 2,0 mm.

2.1.11 Relaxatividade longitudinal e transversal dos complexos Gd(lll) e
do Gd-DTPA

A fim de avaliar e comparar o desempenho dos tempos relaxométricos,
foram preparadas solucdes aquosas dos complexos de Gd(lll) em quatro
concentracoes: 0,1, 0,2, 0,5 e 1 mM. As medidas foram realizadas num 0.5 T Bruker
minispec baixa resolucéo espectrémetro de RMN (*H 19,9 MHz) equipado com uma
sonda de 10 mm de largura gama de temperatura comercial. As medicbes de Ty e T,

foram realizadas utilizando, sequéncias de pulsos, inversédo-recuperacao (IR) e Carr-
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Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) respectivamente, utilizando 1/2 = 3,1 ys e = 6,2 ys.
Para T; foi utilizado tempo de inversao na faixa de 10-20000 ms, e para as medidas
de T, foi utilizado tempo de eco de 2 ms e 5000 ecos e quatro varreduras com um
tempo de repeticdo de 15 s. Os estudos de relaxacdo foram realizados na Embrapa
Instrumentagcdo Agropecuéria de Sao Carlos-SP em colaboracdo do Prof. Dr. Luiz
Alberto Conalgo.

2.1.12 Imagens ponderadas em T, e T, para os complexos de Gd(lll)

As imagens ponderadas em T, e T, para os complexos de Gd(lll) na forma
incorporados em lipossomas foram obtidas na concentracdo de 1,0 mM, em um apa-
relho de ressonéncia de 2 Tesla, 30 centimetros (Oxford Instruments 85310HR)
interface com um console Bruker Avance AVIIIl (Bruker-Biospin, Inc., Billerica, MA,
EUA) em execucdo Paravision 5,0. Para obtencdo das imagens ponderadas em
T, utilizou-se sequéncia FLASH 3D (TR = 150,0 ms, TE = 3,0 ms, a 3 minutos). Para
obtencao das imagens ponderadas em T, utilizou-se sequéncia Rare (TR = 5000 ms,
TE = 90 ms, a 4 minutos). As imagens ponderadas em T; e T, foram obtidas na Uni-

versidade de S&o Carlos-SP em colaboragéao do Prof. Dr. Fernando Paiva.

2.1.13 Concentracao Micelar Critica (CMC)

A concentracdo micelar critica para os complexos de Gd(lll) e para os
ligantes foram investigados utilizando a sonda fluorescente 1,6-difenil-1,3,5-
hexatrieno (DPH).

As medicdes de fluorescéncia foram realizadas utilizando um Cary Eclipse
espectrometro de fluorescéncia (Varian) a 25 °C no ICB da Universidade Federal de
Roraima.

Para avaliar a dependéncia da fluorescéncia do DPH sobre a concentracao
dos ligantes, aliquotas da solucéo estoque de DPH em tetrahidrofurano (5 x 107 M)
foram adicionadas em solugbes de concentracbes variadas dos ligantes e dos
complexos em solugédo aquosa e incubadas sob protecdo de luz a 25 °C, por 24

horas.
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Apbs 24 horas de incubacao, a intensidade de fluorescéncia foi medida com
excitacado e comprimentos de onda de emisséao de 360 e 428 nm, respectivamente.

2.1.14 Estudo da dependéncia da relaxatividade com a concentracdo

micelar critica (CMC)

Para verificar a dependéncia da relaxatividade com a CMC, foi medida a
relaxatividade dos complexos de Gd(lll) nas concentracdes: 5, 10, 20 e 30 mM. As
medidas foram realizadas num 0.5 T Bruker minispec baixa resolucdo espectrometro
de RMN (*H 19,9 MHz) equipado com uma sonda de 10 mm de largura gama de
temperatura comercial. As medi¢cdes de T; e T, foram realizadas utilizando,
sequéncias de pulsos, inversédo-recuperacao (IR) e Carr-Purcell-Meiboom-Gill
(CPMG) respectivamente, utilizando /2 = 3,1 us e 1= 6,2 us. Para T; foi utilizado
tempo de inversao na faixa de 10-20000 ms, e para as medidas de T, foi utilizado
tempo de eco de 2 ms e 5000 ecos e quatro varreduras com um tempo de repeticdo
de 15 s. Os estudos de relaxacdo foram realizados na Embrapa Instrumentacao
Agropecuaria de S&o Carlos-SP em colaboracéao do Prof. Dr. Luiz Alberto Conalgo.

2.1.15 Determinac&o do tamanho dos complexos de Gd(lIl) incorporados

em lipossomas

O diametro hidrodinamico médio das particulas e o indice de polidisperséo
da suspensédo foram determinadas através de espalhamento de luz dindmico (DLS)
utilizando analisador ZetaSizer Nano ZS90, Malver Instruments, Reino Unido (ICB,
Universidade Federal de Minas Gerais). Foram preparadas suspensfes de sacarose
dos complexos de Gd(lll) com uma concentracdo de 1,5 mM e as medidas foram

efetuadas a temperatura de 25°C e um angulo fixo de 90°.

2.1.16 Estudo da relaxatividade dos complexos de Gd(lll) incorporados

em lipossomas

Trés concentra¢des dos complexos incorporadas em lipossomas foram utili-
zadas para as medidas (0,5, 1,0 e 1,5 mM) em um espectrometro de RMN (*H 19,9

MHz) 0,5 T Bruker minispec de baixa resolucédo equipado com uma sonda de 10 mm
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de largura gama de temperatura comercial. As medicdes de T; e T, foram realizadas
utilizando, sequéncias de pulsos, inversao-recuperacéo (IR) e Carr-Purcell-Meiboom-
Gill (CPMG) respectivamente, utilizando /2 = 3,1 yus e = 6,2 ps. Para T; foi
utilizado tempo de inversédo na faixa de 10-20000 ms, e para as medidas de T, foi
utilizado tempo de eco de 2 ms e 5000 ecos e quatro varreduras com um tempo de
repeticdo de 15 s. Os estudos de relaxacdo foram realizados na Embrapa
Instrumentacdo Agropecuaria de Sao Carlos-SP em colaboragdo do Prof. Dr. Luiz

Alberto Conalgo.

2.1.17 Imagens ponderadas em T, e T, para os complexos de Gd(lll)

incorporados em lipossomas

As imagens ponderadas em T, e T, para os complexos de Gd(lll) na forma
incorporados em lipossomas foram obtidas na concentracdo de 1,0 mM, em um apa-
relno de ressonéncia de 2 Tesla, 30 centimetros (Oxford Instruments 85310HR)
interface com um console Bruker Avance AVIIIl (Bruker-Biospin, Inc., Billerica, MA,
EUA) em execucdo Paravision 5.0. Para obtencdo das imagens ponderadas em
T, utilizou-se sequéncia FLASH 3D (TR = 60,0 ms, TE = 3,0 ms, a 46 segun-
dos). Para obtencédo das imagens ponderadas em T, utilizou-se sequéncia Rare (TR
= 5000 ms, TE = 37,5 ms, a 4 minutos). As imagens ponderadas em T; e T, foram
obtidas na Universidade de S&o Carlos-SP em colaboracdo do Prof. Dr. Fernando

Paiva.

2.2 Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes comerciais empregados na realizacdo desse
trabalho de grau analitico e foram obtidos das empresas da Sigma-Aldrich®, Merck®,

ou Vetec®. Eles foram utilizados sem prévia purificacéo.

2.3 Sintese dos complexos de alquilmetilglucamidas com térbio e
gadolinio
Os compostos inéditos foram sintetizados de acordo com o método proposto

por Fernandes et al., (2013) com poucas modificacbes.Uma mesma rota de sintese

foi usada para obtencéo de todos os complexos. Exemplificando, uma amostra de
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GdCl3.6H,0 (0,16 g, 0,25 mmol) foi dissolvido em 20,0 mL de H,O e, em seguida, foi
adicionado o ligante apropriado (0,5 mmol) & solucdo. A solucdo resultante foi
agitada a 60 °C até a evaporacdo completa do solvente, obtendo-se um filme
translicido. Adicionou-se acetona para lavar o precipitado, que foi filtrado, lavado
novamente com acetona e seco a vacuo, produzindo um sélido branco para todos os
complexos. A solubilidade dos complexos foi verificado de forma qualitativa em
agua, dimetilsulféxido, etanol, metanol, tetracloreto de carbono, éter de petréleo e
tolueno.

O sal TbCl3.6H,0 foi utilizado para obtencéo dos complexos de térbio.

Complexo 1 - [Gd(OCT);]Cl

M.M: 833,51 g/mol

IV: KBr (Cm'l): 3350, 2954, 2926, 2870, 2854, 1614, 1494, 1466, 1454, 1414, 1378,
1280, 1138, 1080, 862, 772, 724, 616, 588.

ESI-MS, M*: 798,08 m/z

Rendimento: 70 %. Andlise elementar, para C3yHgoN2012GdCI: C, 43,06, H, 7,99 e N
3,57; calculado: C, 43,23, H, 7,26 e N, 3,36.

COMPLEXO 2 - [Tb(OCT)]Cl

M.M: 835,18 g/mol

IV: KBr (cm™): 3350, 2954, 2928, 1614, 1494, 1468, 1454, 1414, 1380, 1280, 1138,
1080, 864, 772, 724, 614.

ESI-MS, M™: 799,29 m/z

Rendimento: 80 %. Analise elementar, encontrada para C3oHsoN201>,ThCl: C, 43,13,
H, 7,32 e N, 3,56; calculado: C, 43,14, H, 7,24 e N, 3,35.

COMPLEXO 3 - [Gd(DEC),]CI.5H,0

M.M: 979.69 g/mol

IV: KBr (cm™): 3350, 2954, 2924, 2854, 1602, 1498, 1466, 1416, 1282, 1078, 880,
722,618, 494.

ESI-MS, M*: 854,23 m/z

Rendimento: 85 %. Analise elementar, para C3,H7sN.0.7GdCI: C, 41,31, H, 8,32 e N,
2,58; calculado: C, 41,68, H, 8,02 e N, 2,86
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COMPLEXO 4 - [Tb(DEC),]CI.7H,0

M.M: 1017,39 g/mol

IV: KBr (cm™): 3350, 2956, 2924, 2854, 1602, 1498, 1458, 1416, 1284, 1078, 864,
722, 616.

ESI-MS, M*: 855,16 m/z

Rendimento: 86 %. Andlise elementar, para C34HgoN,O19ThCI: C, 38,47, H, 8,35 e N,
3,08; calculado: C, 40,14, H, 8,12 e N, 2,75.

COMPLEXO 5 - [Gd(DOD),]CI.5H,0

M.M: 1035,79 g/mol

IV: KBr (cm™): 3372, 2956, 2926, 2854, 1604, 1500, 1464, 1418, 1412, 1280, 1236,
1078, 866, 720, 668, 616,412.

ESI-MS, M™: 910,62 m/z

Rendimento: 88 %. Andlise elementar, para C3gHgsN.O17GdCI: C, 44,12, H, 8,36 e N,
2,86; calculado: C, 44,06, H, 8,37 e N, 2,70.

COMPLEXO 6 - [Tb(DOD),]CI.5H,0

M.M: 1037,47 g/mol

IV: KBr (cm'l): 3378, 2956, 2926, 2854, 1606, 1498, 1464, 1418, 1282, 1236, 1078,
866, 720, 668, 616,416.

ESI-MS, M*: 911 m/z

Rendimento: 86 %. Andlise elementar, para C3sHgsN.O17TbCI: C, 44,65, H, 8,12 e N,
2,69; calculado: C, 43,99; H, 8,36 e N, 2,70.

2.4 Incorporacado dos complexos de gadolinio(lll) em lipossomas

Os lipossomas foram preparados pelo método de desidratacao-reidratacédo
(MAYER et al., 1985). Para isso, uma solucéo de cloroférmio com o lipidio fosfatidil-
colina de soja (SPC) e complexos de Gd(lll) foi preparada em baldo de fundo
redondo contendo aproximadamente 10 esferas de vidro de 3mm, com razado molar
de 1:10. A solucéo foi mantida sob vacuo e aquecimento a 60°C em rotavapor para
completa evaporacdo do solvente organico e formacao do filme lipidico. Apés isso,
houve hidratacdo com uma solucdo de sacarose na concentracao final de lipidio de
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1,5 mM. Visando reduzir o tamanho das vesiculas, as suspensdes foram filtradas
através de membrana de policarbonato de poro de didmetro 200 nm (Extruder 10-
mL, NothernLipidinc, Canada; GE Whatman) por 5 vezes a 25°C (NAYAR et al,
1989). Os lipossomas, bem como seu controle (lipossomas vazios), tiveram sua
distribuicdo de tamanho avaliada pela técnica de espalhamento dindmico de luz
(DLS) usando o equipamento Zetasizer (DLST1 Malvern, Reino Unido) alocado no
Laboratério de Sistemas Nano Estruturados, Departamento de Fisiologia e Biofisica,
ICB - UFMG.
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3 CAPITULO Ill: CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS
COMPLEXOS DE GADOLINIO(IIl) E TERBIO(III)

3.1 Introducéao

As sinteses dos complexos de Gd(lll) e Tbh(lll) com as alquilmetilglucamidas,
octanoil N-metil-glucamida HOCT), decanoil N-metil-glucamida (HDEC) e dodecanoill
N-metil-glucamida (HDOD) foram todas realizadas sob as mesmas condi¢cdes expe-
rimentais. A rota sintética seguida para a complexacdo dos complexos apresenta
vantagens por ser relativamente simples, rapida, realizada em solucéo aquosa e for-
nece altos rendimentos.

Os complexos se apresentaram na forma de pds-brancos, higroscopicos, so-
lGveis em solventes polares como agua, dimetilsulféxido, etanol e metanol, bem
como, insoluveis em solvente apolares como tetracloreto de carbono, éter e tolueno.
Diferentemente dos ligantes que foram insolGveis em todos estes solventes, exceto
para o dimetilsulféxido.

Os complexos anfifilicos ao serem avaliados por condutimetria revelaram a
presenca de um contra-ion na estrutura de todos os complexos. A ressonancia
paramagnética de elétrons mostrou que os ions lantandides constitusidos na estrutu-
ras dos complexos apresentam estados de oxidacao trivalente. A andlise elementar,
analise térmica e espectrometria de massa com fonte de ionizacdo eletrospray reve-
laram a formacéo de complexos metal:ligante 1:2.

Determinacéo do tamanho dos nanoagregados foi realizada para os comple-
xos de Th(lll) e Gd(Ill) e mostrou que os complexos apresentam tamanhos em esca-
la manométrica em solu¢do aquosa. As medidas dos complexos de Tb(lll) e Gd(lll)
por microscopia eletrénica de transmissdo sugerem também a formacdo de nanoa-
gregados.

Os resultados obtidos na caracterizacdo serdo discutidos nesta sesséao de
modo a elucidar as estruturas quimicas propostas para os complexos de Tb(lll) e
Gd(Ill) sintetizados.
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3.2 Caracterizacao dos complexos de Gd(lll) e Th(lll)

3.2.1 Temperatura de fusdo e/ou decomposicao

A Tabela 2 mostra os valores de temperatura referente ao intervalo de fusao

e/ou temperatura de decomposicéo dos ligantes e dos complexos sintetizados.

Tabela 2 - Intervalo de fusdo e/ou temperatura de decomposi¢do dos complexos de
Gd(ll) e Th(llI).

Complexos metalicos Temperatura de fus&o e/ou
ponto de decomposicéo ('C)

HOCT 100
[GA(OCT),]CI 210
[Th(OCT),]CI 216
HDEC 100
[Th(DEC),]CI.7H,0 230
[Gd(DEC),]CI.5H,0 227

HDOD 110
[Th(DOD),]CI.5H,0 220
[Gd(DOD),]CI.5H,0 230

Analisando a Tabela 2 verifica-se um aumento do ponto de fusdo dos com-
plexos quando comparados aos ligantes livres, sugerindo a coordenacdo dos mes-

mos aos centros metalicos Gd(lll) e Tb(lll).

3.2.2 Medidas de condutancia eletrolitica

Os resultados das medidas de condutancia obtidos neste trabalho foram
comparados com aqueles estabelecidos por Geary (1971) para varios tipos de
eletrélitos nas concentracdes de 1,0 x 10° mol.L™ em DMF e estdo apresentadas na
Tabela 3.
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Tabela 3 — Dados de condutancia molar de diversos tipos de eletrélitos para concen-
tracdo da Ordem de 1.10°mol.L™ em DMF.

Tipos de eletrélitos  Condutimetria (chm™ cm?mol™)

N&o eletrolito Abaixo de 65
1:1 65 — 90
1:2 130-170
1:3 200 - 240
1:4 300

As medidas de condutividade dos complexos foram feitas com objetivo de
observar a presenca de eletrolitos nos complexos sintetizados em solucéo. Todas as
medidas foram efetuadas em solucbes preparadas dos complexos em DMF com
concentracdo de 1,0 x 102 mol.L? a 25 °C. Os resultados das medidas de
condutancia eletrolitica molar para os complexos Th(lll) e Gd(lll) sdo apresentados
na Tabela 4.

Tabela 4 — Condutancia Eletrolitica Molar em solugdo de DMF para os Complexos
de Gd(lll) e Th(lll)

Complexos metdlicos  Condutimetria (ohm™ cm?mol™)

[Gd(OCT),]CI 66,05
[Th(OCT),]CI 61,06
[Th(DEC),]CI.7H,0 66,32
[Gd(DEC),]CI.5H,0 67,56
[Tb(DOD),]CI.5H,0 75,60
[Gd(DOD),]CI.5H,0 70,90

Comparando-se os dados apresentados nas Tabelas 3 e 4, pode-se concluir
gue os complexos de Gd(lll) e Tb(lll) comportam-se como eletrdlitos 1:1 em solucéo
de DMF. Esse resultado indica que os complexos de Gd(lll) e Tb(lll) possuem uma
carga positiva e um contra-ion, CI', mostrando coeréncia com a formulacéo proposta

para 0s compostos.
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3.2.3 Analise Térmica

A analise termogravimétrica foi efetuada para os ligantes (em anexo) e para
0s complexos dentro da faixa de temperatura que vai desde a temperatura ambiente
até 800 'C sob fluxo de ar atmosférico. A correlacéo entre as diferentes etapas de
decomposicdo dos complexos com as perdas de peso correspondentes sao
discutidos em termos das formulas propostas para os complexos de Gd(lIl) e Th(lll).

A Tabela 5, apresenta os valores obtidos relativos as respectivas perdas de
massa no processo de decomposicdao dos complexos com o0 aumento da

temperatura.
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Tabela 5 - Dados das perdas de massa em funcéo do aumento da temperatura obti-
da a partir das curvas termogravimétricas para os complexos de Gd(lIl) e Tb(lll).

Formula proposta  Faixa de Temperatura (C) Perda de massa (%)
Teorico Experimental

[Gd(OCT),]CI 1% e 2* Etapa: 30-358 46,358 48,339

32. Etapa: 358-747 30,521 31,564

Residuo 21,745 20,097

[Tb(OCT),]CI 13, Etapa: 30-371 46,265 50,916

22, Etapa: 371-748 30,460 25,741

Residuo 21,902 23,343

[Tb(DEC),]CI.7H,O 12 Etapa: 33-145 12,395 12,100

22, Etapa: 145-370 37,980 38,280

33, 4% e 52 Etapa: 370-747 30,521 31,691

Residuo 17,979 17,929

Gd[(DEC);]CI.5H,0 12, Etapa: 30-147 9,532 9,342

22, Etapa: 147- 357 40,921 39,876

3% e 4@ Etapa: 357-746 32,885 32,398

Residuo 18,501 18,384

[Tb(DOD),]CI.5H,0 13, Etapa: 26-142 8,6827 9,725

22, Etapa: 142-375 37,244 39,876

3% e 42 Etapa: 375-747 35,338 28,049

Residuo 17,632 22,350

[Gd(DOD),]CI.5H,0 12, Etapa: 26 -142 8,6967 9,160

22, Etapa: 142-375 37,305 46,674

3% e 42 Etapa: 375-747 35,395 27,827

Residuo 17,499 16,339

Na Figura 9 esta apresentada a Curva TG/DTG para o0 complexo
[Tb(OCT),]CL.
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TGA DITGA
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0.10

100,00k 30.20C -50.916%

§0.00f

60.00¢

371.50C -25.741%

40.00¢

20.00¢ 748.29C 1549
| 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1 |

0.00 200.00 400.00 600.00 800.00
TempICl

Figura 9 - Curva TG/DTG para o Composto de [Th(OCT),]CI.

Analisando a curva da Figura 9 e os dados apresentados na Tabela 5, verifi-
ca-se que:
a) A decomposicdo térmica para o complexo [Tb(OCT),]JCl ocorreu em duas
etapas.
b) A primeira etapa ocorreu na faixa de temperatura de 30 — 358°C, que
corresponde a saida e a decomposicao parcial do ligante HOCT, C;H3505N.

HAC oH OH

M

A OH

oH O

c) A segunda etapa ocorreu na faixa de temperatura de 358 — 747°C, que
corresponde a decomposicao térmica da parte restante da molécula do ligan-
te, CgH460.
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Na Figura 10 est4d apresentada a Curva TG/DTG para o complexo
[Gd(OCT),]CI.

TGA DrTGA
% mg/min

Jl].1l]

- 30.15C -48.339%

-9.932%

50.00f 958.95C
440.00C -21.632%

747.36C

I L L L I L L L I L L L I . L L I
0.00 200.00 400.00 600.00 800.00
Temp[C]

Figura 10 - Curva TG/DTG para o complexo de [Gd(OCT);]CI.

Analisando a curva da Figura 10 e os dados apresentados na Tabela 5, veri-
fica-se que:

a) A decomposicdo térmica para o complexo [Gd(OCT),]Cl ocorreu em trés
etapas.

b) A primeira etapa ocorreu na faixa de temperatura de 30 — 371°C, que
corresponde a saida e a decomposicao parcial do ligante HOCT, C;H;505N.

c) A segunda e terceira etapa ocorreram na faixa de temperatura de 371 —
748°C, que corresponde a decomposi¢cdo térmica da parte restante da molé-
cula do ligante, CgH;60.
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Na Figura 11 est4 apresentada a Curva TG/DTG para o complexo [Gd(DEC),]CI.

TGA DeTGA
1 mglmin
100, i 20.13¢ - 411
-9342%
146.98C . -38,519%
,

G000 10,10

356.79C . P

- -20,775%
40,00 .5 “ ! .20

20.08 T C 0,30
i il

0.00 200.00 400.00 L00.00 BOD.00
Temp|C)

Figura 11 - Curva TG/DTG para o Composto de [Gd(DEC),]CI.5H,0.

Analisando a curva da Figura 11 e os dados apresentados na Tabela 5, veri-

fica-se que:

a) A decomposicdo térmica para o complexo [Gd(DEC),]CIL.5H,O ocorreu em
quatro etapas.

b) A primeira etapa ocorreu na faixa de temperatura de 30 - 147°C, que
corresponde a perda de cinco moléculas de agua.

C)A segunda etapa ocorreu na faixa de temperatura de 147 - 357°C, que
corresponde a saida e a decomposicao parcial do ligante HDEC, C;H;505N.

HaC OH OH
M

A OH

oOH O
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d) A terceira e quarta ocorreram na faixa de temperatura de 357 - 746°C, que

corresponde a decomposi¢do térmica da parte restante da molécula do ligan-

te, C1oH200.
H.C
3 W\/\/\/\”X
0

Na Figura 12 est4d apresentada a Curva TG/DTG para o complexo
[Tb(DEC),]CIL.5H,0.

100

25267°C 12.10%

[38.28%

489.71°C

Weight (%)

40
128.91°C

Deriv. Weight (%/min)

204

; : : : . : ; : ; - ! . ]
200 4IZ|:|D 600 800 1000
Temperature (*C)

Figura 12 - Curva TG/DTG para o Composto deTh(DEC),]CI.7H,0.

Analisando a curva da Figura 12 e os dados apresentados na Tabela 5, veri-
fica-se que:
a) A decomposicdo térmica para o0 complexo [Th(DEC);]JCL.7TH,O a
decomposicao térmica ocorreu em cinco etapas.
b) A primeira etapa ocorreu na faixa de temperatura de 33 - 168°C, que

corresponde a perda de sete moléculas de agua.
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C)A segunda etapa ocorreu na faixa de temperatura de 168 - 321°C, que
corresponde a saida e a decomposicao parcial do ligante HDEC, C;H1505N.

d) A terceira, quarta e quinta etapa ocorreram na faixa de temperatura de 321 -
747°C, que corresponde a decomposicao térmica da parte restante da mole-

cula do ligante, C1oH200.

Na Figura 13 esta apresentada a Curva TG/DTG para o complexo
[Gd(DOD),]CI.5H,0.

TGA DrTGA
% mg/mi

100.00| 26-35C -9.160% Jo10
_\\ -

\ -46.674%

142.28

80.00f

60.00r

-1.764%
40.00¢ 375.15¢C

455.81C 120.043%  lg2p

20.00r

747.32C

I . . . I . . . I . . . I . . . I
0.00 200.00 400.00 600.00 800.00
TemplCl

Figura 13 - Curva TG/DTG para o Composto de [Gd(DOD),]CI.5H,0.

Analisando a curva da Figura 13 e os dados apresentados na Tabela 5, veri-
fica-se que:
a) A decomposicdo térmica para o complexo [Gd(DOD),]ClL.5H,O ocorreu em
quatro etapas.
b) A primeira etapa ocorreu na faixa de temperatura de 26 - 142°C, que
corresponde a perda de cinco moléculas de agua.
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C)A segunda etapa ocorreu na faixa de temperatura de 142 - 375°C, que
corresponde a saida e a decomposic¢ao parcial do ligante HDOD, C;H;505N.
Hz‘f OH OH
N

A OH

oH O

d) A terceira e quarta etapa ocorreram na faixa de temperatura de 375 - 747°C,
que corresponde a decomposi¢cdo térmica da parte restante da molécula do
ligante, C12H240.

Na Figura 14 esta apresentada a Curva TG/DTG para o complexo
[Tb(DOD),]CI.5H,0.

TGA DrTGA
% mgfmin
100,00} 32.95€, < -9.725% 10
\ -39.876%
167.64C
g0.00} L0.00

D

60.00f r0.10

321.84C 16.675%

40.00f r0.20

-11.374%

52?'09(\

| | | | 747.14C | r0.30

0.00 200.00 400.00 600.00 800.00
TemplCl

Figura 14 - Curva TG/DTG para o Composto de [Tb(DOD),]CI.5H,0.

2I].I]I]I—
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Analisando a curva da Figura 14 e os dados apresentados na Tabela 5, veri-
fica-se que:
a) A decomposicdo térmica para o complexo [Tbh(DOD),]CI.5H,O ocorreu em
quatro etapas.
b) A primeira etapa ocorreu na faixa de temperatura de 32 - 167°C, que
corresponde a perda de cinco moléculas de 4gua.
c) A segunda etapa ocorreu na faixa de temperatura de 167 - 321°C, que
corresponde a saida e a decomposicao parcial do ligante HDOD, C;H3505N.
MG OH OH
M

A OH

oOH 0

d) A terceira e quarta etapa ocorreram na faixa de temperatura de 321 - 747°C,
que corresponde a decomposicdo térmica da parte restante da molécula do

Iigante, C1oH240.

RV \/V\/\ﬁ
o

As curvas TG/DTG dos complexos de Gd(lll) e Tb(lll) apresentados nas Fi-
guras 9 a 14, mostram que os complexos sdo termodinamicamente estaveis e que
comecam a decompor na faixa de 320-371°C, apds perda de massa relativa as mo-
léculas de agua. Nao foi possivel observar uma tendéncia que indicasse um aumen-
to de estabilidade dos complexos estudados com relacdo a variacado da cadeia car-
bbnica do ligante ou do ion metalico.

As curvas termogravimétricas obtidas para os complexos de Gd(lIl) e Tb(lll),
provavelmente, geraram seus respectivos residuos éxidos, Gd,O3 e Th,O3, 0 mesmo
constatado por Gigante et al.(2012) e Anoop et al.(2012) ao estudarem as

propriedades térmicas de alguns lantandides.
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3.2.4 Andlise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio

A analise elementar de CHN é util na proposi¢cao da formula minima do pro-
duto obtido através de uma reacdo quimica. A estequiometria da reacdo e formula
minima dos complexos foram sugeridas, tomando-se como base os teores de
carbono, hidrogénio e nitrogénio obtidos nessas analises.

Na Tabela 6, encontram-se os resultados da analise elementar (carbono,

hidrogénio e nitrogénio) para os complexos de Gd(lll) e Tb(lll).

Tabela 6 — Dados analiticos para os complexos de Gd(lIl) e Tb(lll).

Férmula proposta C (%) H (%) N (%)
Teor. Exp. Teor. Exp. Teor. EXxp.
[Gd(OCT),]CI 43,23 43,06 7,26 7,99 336 3,57
[Tb(OCT),]CI 43,14 43,13 7,24 732 335 3,56
[Gd(DEC),]CI.5H,O 41,68 41,31 8,02 832 286 2,58
[Tb(DEC),]JCl.7TH,O 40,14 38,47 8,12 835 2,75 3,08
[Gd(DOD),]CI.5H,O 44,06 44,12 837 8,36 2,70 2,86
[Tb(DOD),]JCI.5H,O 43,99 44,65 8,36 8,12 2,70 2,69

A andlise elementar esta de acordo com as férmulas propostas, em que
tanto o Gd(lll) como o Tb(lll) estdo ligados a 2 ligantes anfifilicos e 1 ion cloreto e
sugere a pureza dos complexos obtidos. Os resultados estdo de acordo com o0s re-

sultados obtidos nas andlises térmicas.
3.2.5 Espectroscopia de Absorcéo na Regido do Infravermelho

Através dos espectros na regido do infravermelho €& possivel obter
informac0des valiosas acerca da coordenacao metal-ligantes, através das alteracbes
nas frequéncias de absorcdo das bandas, tais como deslocamentos, alargamentos,
desdobramentos, ou ainda o surgimento de novas bandas.

Espectros de absorcdo na regido do infravermelho dos ligantes foram
utilizados para comparacbes com os espectros dos complexos de Gd(lll) e Th(lll)

como mostram as Figuras 15 a 23.
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Figura 15 — Espectro de absor¢cédo na regido do infravermelho do ligante HOCT em
pastilha de KBr.
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Figura 16 — Espectro de absorcdo na regidao do infravermelho do complexo de
[GA(OCT),]CI em pastilha de KBr.
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Figura 17 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do complexo
Tb[(OCT),]Cl em pastilha de KBr.
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Figura 18 — Espectro de absor¢éo na regido do infravermelho do ligante DEC em
pastilha de KBr.
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Figura 19 — Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do complexo de
[Gd(DEC);]CIL.5H,0 em pastilha de KBr.
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Figura 20 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do complexo
[Tb(DEC),]CI.7H,0 em pastilha de KBr.
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Figura 21 — Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do ligante DOD em

pastilha de KBr.
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Figura 22 — Espectro vibracional de absorc¢éo na regido do infravermelho do comple-
X0 [Gd(DOD);]CI.5H,0 em pastilha de KBr.
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Figura 23 - Espectro vibracional de absorcdo na regido do infravermelho do
[Tb(DOD),]CI.5H,0 em pastilha de KBr.

A Tabela 7 apresenta algumas das frequéncias mais importantes de vibra-

cOes observadas nos espectros dos complexos metalicos e dos ligantes.

Tabela 7 — Algumas Frequéncias de vibrages (cm™) observadas nos espectros dos
complexos de Gd(lIl) e Th(lll) e dos ligantes na regido do infravermelho.

Complexos/ligantes vOH vaCHs vasCH, vsCH; vC=0O vC-OH 8N-C=0
HOCT 3400 2942 2922 2854 1632 1098 632
[Gd(OCT),]CI 3350 2954 2926 2854 1614 1080 616
[Tb(OCT)]CI 3350 2954 2928 2854 1614 1080 614
HDEC 3366 2980 2938 - 1678 1094 638
[GA(DEC),]CI.5SH,O 3350 2954 2924 2854 1602 1078 618
[Tb(DEC),]CL.7H,O 3350 2956 2924 2854 1602 1078 616
HDOD 3334 2932 2916 2850 1626 1088 642
[Gd(DOD);]CI.5H,O 3372 2956 2926 2854 1604 1078 616
[Tb(DOD),]CI.5H,O 3378 2956 2926 2854 1606 1078 616

vas_ESstiramento assimétrico, vs_Estiramento simétrico, §_Deformag&o angular no plano.

Analisando os espectros de absorcao na regido do infravermelho apresenta-

dos nas Figuras 15 a 23, verifica-se que:
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a) Houve mudangas nos picos de absocdao dos complexos de Gd(lll) e Th(lll)
guando comparadas aos ligantes livre.

b) Os espectros de infravermelho dos complexos de Gd(lll) e Th(lll) s&o muito
semelhantes, entre si, sugerindo que os ligantes se coordena de forma seme-
lhante aos respectivos centros metalicos.

Inicialmente observa-se o alargamento dos estiramentos assimétricos e si-
métricos vOH dos complexos na regido de 3334-3380 cm™ quando comparados aos
respectivos estiramentos dos ligantes. Esse alargamento pode ser atribuido as
hidroxilas presentes nos ligantes ou moléculas de agua presentes nos complexos
(no caso daqueles que apresentam agua na sua férmula) ou provenientes da
higroscopicidade dos mesmos (SONG & GAO, 2013).

Verificou-se ainda que o estiramento do grupo vC=0 no ligante livre, foi des-
locado por volta de 18 — 66 cm™ quando coordenado aos centros metélicos,
sugerindo muito fortemente a coordenacéo dos ligantes aos centros metalicos Gd(lll)
e Th(Ill) (SONG et al., 2013; ANOORP et al., 2012).

Descolamentos para regiées de menores frequéncias do estiramento vC-OH
nos espectros vibracional dos complexos metalicos em comparagdo com os ligantes
livres sdo observados, indicando a complexacédo metal ligante (CAIRES et al., 2013).

Outra mudanca ocorreu nas regides de 638 cm™ para 616 cm™ para os
complexos de Gd(lll) e Tb(lll) que refere-se ao grupo N-C=0O que sugere que 0
grupo amida do ligante esta coordenado ao metal (NAKAMURA & MIYAKE, 1995;
SAKAMOTO, 1987).

Mudangas significativas ocorreram nas regides de 600 a 400 cm™ para 0s
complexos de Gd(lIl) e Th(lll) em relacédo ao ligante livre que devem ser atribuidas
as ligacdes metal-nitrogénio(M-N) e metal-oxigénio(M-O) (PUI et al., 2011; HUSSEIN
et al., 2013).

Diante dessas evidéncias, pode-se sugerir que o0s ligantes
alquilmetilglucamidas coordenam-se ao metal lantandides na forma tridentada pela

participacdo dos atomos de O e N.
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3.2.6 Espectrometria de massas com fonte de ionizacao eletrospray
dos complexos de Gd(lll) e Th(lll)

A espectrometria de massas com fonte de ionizacéo eletrospray (ESI-MS) foi
empregada para a caracterizacdo molecular do produto formado a partir da reacéo
do GdCl3.6H,0 e TbCl3.6H,0O com os ligantes alquilmetilglucamidas.

Realizou-se experimentos para a determinacdo da massa molecular dos
complexos de Gd(IIl) e Th(lll) sintetizados em solu¢cdo metandlica pela técnica ESI-
MS. Os espectros obtidos no modo negativo ndo apresentaram sinais significativos.
Os resultados obtidos no modo positivo por ESI-MS para a determinacdo da massa

molecular dos complexos de Gd(lll) e Th(lll) estdo apresentados a seguir:
Complexo [Gd(OCT),]CI

A Figura 24 mostra o espectros ESI-MS do complexo [Gd(OCT),]Cl no modo
positivo(+). A Tabela 8 apresenta a razdo massa/carga (m/z) das principais espécies

observadas no espectro e a respectiva formula molecular proposta.

Tabela 8 — Espécies ibnicas identificadas nos espectros de ESI(+)-MS do complexo
[Gd(OCT),]Cl em metanol.

Espécies catibnicas m/z

[OCT + HJ' 322,13
[Gd(OCT),]* 798,08
[GA(OCT),]CI - & 833,88

[GA(OCT)3]" 1118,91
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Figura 24 — Espectro de ESI(+)-MS do complexo [Gd(OCT),]Cl em metanol.

O sinal encontrado no espectro do complexo [Gd(OCT)]Cl (Figura 24) em
m/z 798,08, corresponde ao complexo [Gd(OCT),]" 1:2. O sinal em m/z 1118,91
corresponde ao complexo [Gd(OCT)s]" 1:3. Este Gltimo ndo deve ser uma espécie
importante no soélido obtido de acordo com as outras analises realizadas nesse tra-
balho.

Através da expansao do espectro na regido do pico m/z 798,08, verificou-se
que a espécie proposta estd de acordo com a distribuicdo isotépica para espécie
[GA(OCT),]", formada pela perda do contra-ion cloreto do complexo [Gd(OCT),]Cl,
Figura 25.
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Figura 25 — Regi&o expandida do espectro ESI-MS em metanol, evidenciando o pico
798,08, atribuido a espécie [GA(OCT),]" em solucdo (a), e sua respectiva distribui-
¢éo isotopica simulada (b).

Estrutura proposta da espécie [Gd(OCT),]" identificada por ESI-MS para o
complexo [Gd(OCT);]Cl € apresentada na Figura 26.



51

14
| 3
OH
n,c—© N\
\
/Gd
i
~(CH.,) I\IJ -
CH OH
| H | mz798,08

Figura 26 — Estrutura proposta para a espécie [Gd(OCT),]" identificada por ESI-MS
para o complexo [Gd(OCT),]CI.

Complexo [Tb(OCT),]ClI
A Figura 27 mostra o espectro ESI-MS do complexo [Tb(OCT),]Cl no modo
positivo(+). A Tabela 9 apresenta a razdo massa/carga (m/z) das principais espécies

observadas no espectro e a respectiva férmula molecular proposta.

Tabela 9 - Espécies ibnicas identificadas nos espectros de ESI(+)-MS do complexo
[Tb(OCT),]Cl em metanol.

Espécies catibnicas m/z
[OCT + HJ" 322,36
[Tb(OCT),]" 799,29

[Tb(OCT),ICI - & 835,03

[Th(OCT)4]" 1119,93
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Figura 27 — Espectro de ESI(+)-MS do complexo [Tb(OCT),]Cl em metanol.

O sinal encontrado no espectro do complexo [Tb(OCT),]ClI (Figura 27), m/z
799,29, corresponde ao complexo [Tb(OCT),]* 1:2. O ion m/z 1119,93 corresponde a
espécie [Tb(OCT)3]" 1:3 presente em pequenas proporgoes.

Através da expansdo do espectro na regido do pico m/z 799,29, vimos que o
mesmo estd de acordo com a distribuicdo isotdpica para espécie [Tb(OCT),]",

formada pela perda do contra-ion cloreto do complexo [Tb(OCT),]Cl, Figura 28.
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Figura 28 — Regi&o expandida do espectro ESI-MS em metanol, evidenciando o pico
em 799,29, atribuido a espécie [Th(OCT),]" em solucéo (a), e sua respectiva distri-
buicao isotopica simulada.

Estrutura proposta da espécie [Tb(OCT),]" identificada por ESI-MS para o
complexo [Tb(OCT),]Cl é apresentada na Figura 29.
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Figura 29 — Estrutura proposta para a espécie [Tb(OCT),]" identificada por ESI-MS
para o complexo [Th(OCT),]CI.

Complexo [Gd(DEC),]CIl.5H,0
A Figura 30 mostra o espectro ESI-MS do complexo [Gd(DEC),]CI.5H,0 no
modo positivo(+). A Tabela 10 apresenta a razdo carga/massa (m/z) das principais

espécies observadas no espectro e a respectiva formula molecular proposta.

Tabela 10 - Espécies ibnicas identificadas nos espectros de ESI(+)-MS do complexo
[GA(DEC);]CI. 5H,0 em metanol.

Espécies catidnicas m/z
[Gd(DEC),]* 854,23
[GA(DEC),]" + H20 872,73
[GA(DEC),]CI - e 889,97
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Figura 30 — Espectro de ESI(+)-MS do complexo [Gd(DEC),]|CI. 5H,0 em metanol.

O principal sinal encontrado no espectro do complexo [Gd(DEC),]ClL.5H,0
(Figura 30), m/z 854,23, corresponde ao complexo [Gd(DEC),]" 1:2.

Através da expansao do espectro na regido do pico m/z 854,23, verificou-se

que a espécie proposta estd de acordo com a distribuicdo isotdpica para espécie

[GJ(DEC),]", formado pela remocdo do contra-ion cloreto, confirmando a presenca

do complexo em solugéo (Figura 31).
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Figura 31 — Regi&o expandida do espectro ESI-MS em metanol, evidenciando o pico
em 854,23, atribuido a espécie [Gd(DEC),]" em solucdo (a), e sua respectiva distri-
buic&o isotopica simulada (b).

Estrutura proposta da espécie [Gd(DEC),]" identificada por ESI-MS para o
complexo [Gd(DEC);]CIl.5H,0 é apresentada na Figura 32.
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Figura 32 — Estrutura proposta para a espécie [Gd(DEC),]" identificada por ESI-MS
para o complexo [Gd(DEC),]CI.5H,0.

Complexo [Tb(DEC),]CIl.7H,O
A Figura 33 mostra o espectro ESI-MS do complexo [Tb(DEC),]CI.7H,0 no
modo positivo(+). A Tabela 11 apresenta a razdo massa/carga (m/z) das principais

espécies observadas no espectro e a respectiva formula molecular proposta.

Tabela 11 — Espécies idnicas identificadas nos espectros de ESI(+)-MS do complexo
[Tb(DEC),]CI.7H,O em metanol.

Espécies catidnicas m/z
[DEC + HJ" 350,16
[Tb(DEC),]" 855,16

[Tb(DEC),]Cl — e 890,84

[Th(DEC)4]* 1203,91
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Figura 33 — Espectro de ESI(+)-MS do complexo [Tb(DEC),]CI. 7H,O em metanol.

O principal sinal encontrado no espectro do complexo [Th(DEC),]CI (Figura
33), m/z 855,16, corresponde ao complexo [Tb(DEC),]" 1:2. O jon m/z 1203,91
corresponde ao complexo [Tb(DEC)s]" 1:3.

Através da expansao do espectro na regido do pico m/z 855,16, verificou-se
gue a espécie proposta esta de acordo com a distribuicdo isotOpica para espécie
[Tb(DEC),]", formado pela remocdo do contra-ion cloreto, confirmando a presenca

do complexo em solugéo, Figura 34.
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Figura 34 — Regido expandida do espectro ESI-MS em metanol, evidenciando o pico
em 855,16, atribuido a espécie [Tb(DEC),]" em solucéo (a), e sua respectiva distri-

buicao isotopica simulada (b).

Estrutura proposta da espécie [Tb(DEC),]" identificada por ESI-MS para o
complexo [Th(DEC),]CIL.7H,0 ¢é apresentada na Figura 35.
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Figura 35 — Estrutura proposta para a espécie [Tb(DEC),]" identificada por ESI-MS
para o complexo [Tb(DEC),]Cl.7H,0O

Complexo [Gd(DOD),]Cl.5H,0

A Figura 36 mostra o espectro ESI-MS do complexo [Gd(DOD),]CIl.5H,0 no
modo positivo(+). A Tabela 12 apresenta a razdo carga/massa (m/z) das principais

espécies observadas no espectro e a respectiva féormula molecular proposta.

Tabela 12 - Espécies idnicas identificadas nos espectros de ESI(+)-MS do complexo
[Gd(DOD),]CIL.5H,O em metanol.

Espécies catibnicas m/z
[Gd(DOD),]" 910,62
[GA(DOD),]* + H,0 928,03
[GA(DOD),]|CI - e 945,96
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Figura 36 — Espectro de ESI(+)-MS do complexo [Gd(DOD),]CI. 5H,0O em metanol.

O principal sinal encontrado no espectro do complexo [Gd(DOD),]CI.5H,0
(Figura 36), m/z 910,62, corresponde ao complexo [Gd(DOD),]* 1:2.

Através da expansao do espectro na regido do pico m/z 910,62, verificou-se
que a espécie proposta estd de acordo com a distribuicdo isotépica para espécie
[Gd(DOD),]", formada pela perda de moléculas de 4gua e do contra-ion cloreto do
complexo [Gd(DOD),]Cl.5H,0O em solucéo, Figura 37.



100 910.62

95

90 909.72

85

80
911.51
75

908.88
70

65
907.92

60
55
50
45
40 91251
35
30
25

20
907.14

913.30 914.30
59 901. 0 .
90173 906.24 | 91598  g1g1p 92048 “+34
| o |

0 T | AL AR R | LAARE RARAE MAMRY RAARE MRS RAAR RAARY RAM RAAAS RAGR RARS RARM BARM | T T T T T LR BRI RAR |
902 904 906 908 910 912 914 916 918 920
m/z




63

b)

— 910.4643
100.07

9084623 949 4641
912.4668

50.0 907.4620
911.4672
913.4698

906.4602 914.4725

o—,..l..|....|.'...,....,.'.'..|.'...|.'... AL .|..
906.0 907.0 908.0 909.0 910.0 911.0 912.0 913.0 914.0 915.0

Figura 37 — Regi&o expandida do espectro ESI-MS em metanol, evidenciando o pico

em 910,30, atribuido & espécie [Gd(DOD),]* em solucéo (a), e sua respectiva distri-
buicao isotopica simulada (b).

Estrutura proposta da espécie [Gd(DOD),]" identificada por ESI-MS para o
complexo [Gd(DOD),]CI.5H,0 ¢é apresentada na Figura 38.
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Figura 38 — Estrutura proposta para a espécie [Gd(DOD),]" identificada por ESI-MS
para o complexo [Gd(DOD),]CIl.5H,0

Complexo [Tbh(DOD),]CIl.5H,0
A Figura 39 mostra o espectro ESI-MS do complexo [Th(DOD),]CI.5H,0 no
modo positivo(+). A Tabela 13 apresenta a razdo carga/massa (m/z) das principais

espécies observadas no espectro e a respectiva férmula molecular proposta.
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Tabela 13 - Espécies idnicas identificadas nos espectros de ESI(+)-MS do complexo
[Tb(DOD),]CI.5H,0 em metanol.
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Figura 39 — Espectro de ESI(+)-MS do complexo [Tbh(DOD),]CIl.5H,O em metanol.

O principal sinal encontrado no espectro do complexo [Tb(DOD),]CI.5H,0

(Figura 39), m/z 911, corresponde ao complexo [Tb(DOD),]" 1:2.

Através da expansédo do espectro na regidao do pico m/z 911, verificou-se

que a espécie proposta estd de acordo com a distribuicdo isotépica para espécie
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[Tb(DOD),]", formada pela perda de moléculas de agua e do contra-ion cloreto do
complexo [Tb(DOD),]CI.5H,0 em solugéao, Figura 40.
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Figura 40 — Regido expandida do espectro ESI(+) — MS em metanol, evidenciando o
pico em 911, atribuido & espécie [Tb(DOD),]*, formada pela perda de moléculas de
agua e do contra-ion do complexo [Tbh(DOD),]Cl.5H,0 em solucao .
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Estrutura proposta da espécie [Tb(DOD),]" identificada por ESI-MS para o
complexo [Tb(DOD),]CI.5H,0 é apresentada na Figura 41.
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Figura 41 — Estrutura da espécie [Tb(DOD),]" identificada por ESI-MS para o com-
plexo [Tb(DOD),]CI.5H,0

3.2.7 Determinacdo do tamanho dos nanoagregados em solucéo

aquosa

Estudos de DLS foram realizados para a determinacdo da distribuicdo de
tamanho dos nanoagregados dos complexos metalicos em solu¢cdo aquosa. A
distribuicdo de tamanho dos agregados formados pelos ligantes HOCT, HDEC e
HDOD em dispersdes aquosas nado foi determinada por DLS por causa dos altos
indices de polidisperséo e baixo nimero de particulas. Por outro lado, a analise por
DLS para os complexos de Gd(lll) e Tb(lll) sugere a formacdo de micelas com
diametro médio em uma escala de 80 a 523 nm com indice de polidisperséo varian-
do 0,221 a 0,332 (Figura 42).
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Figura 42 — Curvas de distribuicdo de tamanho das micelas formadas dos complexos
de Gd(lll) e Tbh(lll) a 30 mM em solugéo aquosa por DLS.

Podemos observar, na Figura 42, que os seis complexos apresentaram uma
distribuicdo de tamanho monomodal, com apenas um pico caracteristico (BAHADO-
Rl et al., 2014). Os complexos [Gd(DEC),]CI.5H,0 e [Gd(DOD),]CI.5H,0 apresenta-
ram tamanho de particulas maiores do que se deveria esperar para micelas
originadas da autoassociacdo de moléculas anfifilicas. Este resultado indica a for-
macdo de agregados maiores (VACCARO et al.,, 2007) ou devido as grandes
interacbes eletrostaticas intermicelares, levando a formacdo de grandes
aglomerados micelares esféricos (ACCARDO et al., 2011).

Os resultados obtidos indicam que, quando diluidos em agua os complexos
de Gd(lll) e Tb(lll) podem formar nanoagregados de diametro médio entre 80 a 503
nm. Cabe ressaltar que, a medida que a cadeia hidrofébica aumenta, ha um aumen-
to também no tamanho das particulas, que se devem a formacédo de agregados. Os
diametros médios aqui obtidos sédo importantes, pois podem influenciar no perfil da

biodistribuicdo dos complexos.
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3.2.8 Microscopia Eletronica de Transmissao

Os seis complexos lantandides foram estudados pela anélise de microscopia
de transmissdo (MET), conforme ilustrado na Figura 43. As imagens para 0S
complexos de Gd(lll) e Tb(lll) mostram que alguns agregados sdo formados com
diferentes didmetros e uma ampla distribuicdo de tamanho, inferiores a 150 nm . A
formacéo dos aglomerados também foi observada pela determinacéo do tamanho de

particula obtido por DLS em meio aquoso.

[GA(OCT)ICI " r 4 3
- R’T e
v‘ ‘ - e
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Figura 43 — Imagem da MET mostrando a formacéo de agregados dos complexos de
Gd(lll) em cores mais escuras.

3.2.9 Estudo de Fluorescéncia para os complexos deTb(lll)

Complexos lantanoides tém atraido interesse em quimica bioinorganica de-
vido a aplicagdo em andlise biomédica, em geral, exibem atividades cancerigenas,
fungicidas e sondas luminescentes para analise em meios biologicos (KHORASANI-
MOTLAGH et al., 2013).

Estes complexos tém aplicacbes em fluoroimunoensaios, sistemas laser,
conversores cataliticos, catalisadores para o refino de petrdleo, magnetos
permanentes e de amplificagéo optica.

fons lantanoides (Sm(lll), Eu(lll), Tb(lll), Pr(ill), Ho(lll), e Dy(lll)) e os seus
complexos apresentam excelentes propriedades fotoluminescentes resultantes das
transicoes f-f e pouco seréo afetados pelos orbitais das estruturas ligantes, uma vez
que, estas transi¢cdes sdo poucos perturbados por complexagéo devido a blindagem
dos elétrons dos subniveis 5s e 5p. Os ions lantandides possuem tempos de vida de
luminescéncia na faixa de milissegundos (BUNZLI & PIGUET, 2005).

A luminescéncia dos ions lantandides € fraca devido as transicdes
eletrbnicas proibidas por Laporte (mesma paridade) e sdo maus absorvedores de
radiacdo, mas emitem radiacdo de forma muito eficiente . Esta limitacdo pode ser
superada pelo uso de um croméforo como um ligante, que absorve a radiacdo num
comprimento de onda adequado e funciona como “antena”, transferindo parte da

energia absorvida pelos ligantes para o ion metalico contribuindo para um grande
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aumento da luminescéncia. Esse fendbmeno é denominado como o "efeito antena"
(LYSZCZEK & MAZUR, 2012).

A fim de se observar a luminescéncia do complexo [Tb(OCT),]Cl, espectros
de emissdo do complexo foram obtidos a temperatura do nitrogénio liquido (77 K),
no estado sélido e em solu¢des aquosa, etandlica e cloroférmica com concentracao
de 1,0 x 10”* mol L™.

O espectro de emissdo do complexo [Tb(OCT),]Cl no estado sdlido (Figura
44) registrado em excitacdo de 300 nm, apresentam linhas de emisséo
caracteristicas do ion Th(lll) e uma boa emissao atingindo uma transicdo maxima em
°D, — ‘Fs de 545 nm, o que vem a contribuir para uma intensa luminescéncia
verde, qualificando-o para atuar como sensibilizadores eficazes de luminescéncia na
forma solida. Mesma caracteristica observada por Khorasani-Motlagh et al. (2013)
ao obter o espectro de emisséo para o [Tb(phen),Cl;.OH]" no estado sélido em exci-

tacao de 300 nm.
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Figura 44 - Espectro de emissdo do complexo [Tb(OCT),]Cl no estado sélido, Aexc
300 nm a 77 K.

O espectro de emissao do [Th(OCT),]Cl em solucdo etandlica (Figura 45),
registrado em excitacdo de 300 nm, apresentou linhas de emissdo caracteristicas
para os complexos de Th(lll), atingindo uma transicdo maxima em °D; — 'F s de
545 nm. Este resultado indica que o complexo [Tb(OCT),]CI € luminescente em so-
lucdo etandlica e apresenta emissfes semelhantes aos observados no espectro de

emissdo do complexo no estado solido. O mesmo foi observado por An et al. (2004)
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ao estudar espectros de emissdo de complexo de Th(lll) em solugcéo etandlica e no

estado solido.
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Figura 45 - Espectro de emissao do complexo [Tb(OCT),]Cl em solucdo etandlica,
Aexe 300 nm a 77 K.

O espectro de emissao do [Tb(OCT),]Cl em solucdo etandlica (Figura 46),
registrado em excitacdo de 370 nm, apresentou linhas de emissdo caracteristicas
para os complexos de Th(lll), atingindo uma transicdo maxima em °D; — 'F s de
545 nm. Porém, desvios na linha de base foram observados e se deve ao aumento o
comprimento de onda de excitagcdo. O mesmo foi observado por Hussein et al.
(2013) ao obter 0 espectro de emisséo do complexo
[Tb(CMMC),(SCN)(C2Hs0OH)(H20)] em solucao etandlica .
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Figura 46 - Espectro de emissao do complexo [Tb(OCT),]Cl em solugéo etandlica,
Aexc 370 Nnm a 77 K.
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Os espectros de emissédo do [Th(OCT),]Cl em solugdo aquosa (Figura 47 e
48), registrados em excitacdo de 300 nm e 370 nm, apresentaram linhas de emisséo
caracteristicas para os complexos de Tb(lll), atingindo uma transicdo maxima em
°D, — 'F 5 de aproximadamente 544 nm. Porém, desvios na linha de base e ruidos
podem ser observados nos espectros de emissao e se devem a supressao de lumi-
nescéncia interferéncia do solvente apagando o efeito luminescente do composto, o
mesmo observado por Yang et al. (2010) ao estudar o espectro de emissdo do com-
plexo de Tb(lll) N, N’, N”-tris(2-benzimidazolmetil) amina em solugéo aquosa.

Intensity (Counts)

Wawelength

"

Figura 47 - Espectro de emissdo do complexo [Tb(OCT);]Cl em solu¢do aquosa,
Aexe 300 nm a 77 K.
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Figura 48 - Espectro de emissdo do complexo [Tb(OCT);]Cl em solu¢do aquosa,
Aexe 370 nm a 77 K.

O espectro de emissao do [Tb(OCT),]Cl em solucdo cloroférmica (Figura
49), registrado em excitacdo de 370 nm, apresentou linhas de emissédo caracteristi-
cas para os complexos de Th(lll), atingindo uma transicdo maxima em °Ds — 'F 5
de 543 nm. A solugcéo do complexo de Tb(lll) neste solvente n&o foi eficiente, uma

vez que este apresentou variacdes na linha de base.

Intensity (Counts)

Figura 49 - Espectro de emissdo do complexo [Tb(OCT),]Cl em solucdo cloroformi-
ca, Aexc 370 nma 77 K.

Os espectros de emisséo apresentaram semelhancas com quatro bandas de
emissdo, Tabela 14, atribuidas aos picos de luminescéncia de °Ds — ‘Fg (em torno
de 490 nm), °Ds — 'Fs (em torno de 545 nm), °Ds — ‘F4 (em torno de 590 nm)
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e °Ds — 'F3 (em torno de 620 nm) transi¢Bes. Entre eles, a banda mais intensa foi
em 545 nm, na transic&o D, — 'Fs (CHEN et al., 2012; GALLARDO et al., 2011).
Os dados da fluorescéncia para o complexo de Tb(lll) em solucdo etandlica

e na forma sélida estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 — Dados da fluorescéncia para os complexos de Th(lll) no estado soélido e
em solucgao etandlica, Aexc=300nm.

Estado/Solvente  Aexc (NM)  Aem (nM) Intensidade Atribui¢des

Sélido 300 490 1450 D, — 'Fg
545 2900 °Dy — 'Fs
590 1350 Dy — "Fy
620 1250 °Dy — "F3s
Etanol 300 490 1020 °Dys — 'Fg
545 1225 °Dy — 'Fs
590 990 Dy — "Fyu
623 980 °Dy — "F3s
Etanol 370 490 982 °Dys — 'Fg
545 1020 °Dy — 'Fs
589 970 Dy — "Fyu
621 965 °Dy — "F3s
Aquosa 300 488 967 °D4s — 'Fg
541 973 °Dy — 'Fs
591 963 Dy — "Fyu
620 962 °Dy — "F3s
Aquosa 370 489 967 °D4s — "Fg
544 975 °Dy — 'Fs
592 963 Dy > "Fyu
622 962 °Dy — "F3s
Cloroférmica 370 489 1058 °Dy — "Fg
543 1060 °Dy — 'Fs
584 983 Dy > "Fyu
620 974 °Dy — "F3s
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Os espectros de luminescéncia para o complexo de Tb(lll) apresentaram
emissdes que néo diferem, dos picos de emissao do complexo sintetizado por Yan ,
Song e Chen (2004), Tby(phth),(Hphth)2(phen),(H,0), com 490,5 , 545, 583 e 621
nm referente as transicbes D4 — Fg ; Da— Fs; Dua— Fa Ds— Fsy,
respectivamente,

Os espectros de emissdo apresentaram transicdes caracteristicas para o
complexo de Tb(lll), com banda maxima em torno de 545 nm que se devem as
transicdes f-f, onde as intensidades de luminescéncia estdo relacionadas com a
eficiéncia de transferéncia de energia entre metal-ligante nos diferentes solventes
(YANG & QIN, 2007; AHMED & IFTIKHAR, 2012).
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4 ESTUDOS DE RELAXATIVIDADE DOS COMPLEXOS DE
GADOLINIO(III) E DE SEUS NANOAGREGADOS

4.1 Introducéo

A ressonancia magnética € uma técnica utilizada no meio clinico para
obtencdo de imagens anatdmica e funcional dos tecidos moles sadios e doentes,
incluindo tumores sdlidos.

A obtencdo de imagens por ressonancia magnética ocorre pela
administracdo de agentes de contraste visando o aumento do contraste nas
imagens o que permite melhor visualizagdo dos diferentes tecidos, possibilitando
a deteccédo de tumor na fase precoce.

A maioria dos agentes de contraste comercialmente aprovados sdo a
base de gadolinio(lll) e sédo frequentemente extracelulares e hepatobiliar, de baixo
peso molecular com efeito predominante no encurtamento de T;. Porém, estes
agentes nao sdo especificos, apresentam efeitos colaterais e baixa relaxatividade.

Grandes esforcos tém sido realizados para desenvolver novos complexos
que contribuam para elevadas relaxatividades dos prétons, e consequentemente
melhor contraste nas imagens (ZHOU & RONG-LU, 2013).

Os parametros que podem ser melhorados para obter agentes mais
eficientes sdo o tempo de correlacdo rotacional (zz), a taxa de troca de moléculas
de agua a partir da primeira esfera de coordenacéo (zy) € o numero de moléculas
de agua na primeira esfera (q) (DAVIES, KRAMBERGER, DAVIS, 2013).

A busca de agentes de contraste seguros a base de gadolinio tornou-se
uma questao importante, uma vez que os agentes de contraste comerciais tornou-
se o principal suspeito da fibrose sistémica nefrogénica, uma doenca com alto
indice de morbidade e mortalidade (ABU-ALFA, 2011).

A determinagdo da concentracdo micelar critica (CMC) dos complexos
anfifilicos de Gd(lll) foi investigada e é de grande relevancia, tanto para o conhe-
cimento quimico destes complexos em solugdo aquosa, quanto para a relaxativi-
dade, pois a formacdo de agregados micelares pode afetar a acdo destes com-

plexos metélicos como agentes de contraste.
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No presente trabalho, as relaxatividades dos complexos de Gd(lll) sinteti-
zados foram avaliadas em solugdo aquosa em baixo campo 20 MHz (0,5 T), em

concentracdes abaixo da CMC e acima da CMC.

4.1.1 Relaxatividade longitudinal e transversal dos complexos Gd(lll) e
do Gd-DTPA

Os graficos da Figura 50 mostram as curvas da taxa de relaxagdo longitudi-
nal (1/T; = R;) e a taxa de relaxacdo transversal (1/T, = R;) dos complexos
[GA(OCT),]Cl , [GA(DEC),]CIL.5H,0 e [Gd(DOD),]CI.5H,O em solucdo aquosa e do
agente de contraste comercial dimegluminegadopentetate (Gd-DTPA) mais utilizado
no meio clinico, em fungdo da concentracéo, a 25 ° C e 0,47 T (20 MHz).
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Figura 50 — Grafico da taxa de relaxacdo longitudinal Ri(a) e taxa de

relaxacao transversal R,(b) em funcdo da concentracdo da amostra, obtidos com

pulsos de radiofrequéncias de inversao-recuperacdo (IR) e Carr-Purcell-Meiboom-

Gill (CPMG), utilizando 11/2 = 3,1 ps e 1= 6,2 ps; Tempo de inversdo na faixa de 10-

20000 ms; Para as medidas de T, foi utilizado tempo de eco de 2 ms e 5000 ecos e

quatro varreduras com um tempo de repeticdo de 15 s.

Os valores de relaxatividade de r; e r, foram calculados através das

inclinacbes das retas da Figura 50 por regressao linear e sdo apresentados na

Tabela 15.

Tabela 15 — Medidas das relaxatividade r; e r, dos complexos Gd(lll) em 20 MHz (25

C).
Complexos rnsTmMy) o etmvy
Gd-DTPA 4,98 + 0,03 5,47+ 0,03
[Gd(OCT),]CI 11,90+ 0,02 13,00+ 0,02
[Gd(DEC),|CI.5H,0 12,30+ 0,01 13,60 + 0,02
[Gd(DOD),]CI.5H,0 12,20+ 0,05 13,40 + 0,05
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Os dados apresentados na Tabela 15 mostram que os valores de relaxativi-
dade obtidos para os complexos Gd(lll) para r;, e r, foram de aproximadamente de 12
s mM?, valores estes superiores aos dos agentes de contraste comercial Gd-DTPA
que apresentam uma relaxatividade para r; e r, de aproximadamente de 5 s* mM™
nas mesmas condi¢des. De acordo com a literatura Ferroud e colaboradores (2008),
os valores da r; dos agentes de contraste comerciais variam de 3,5 a 5,0 s* mM™.

Esta elevada relaxatividade mostra que os complexos de Gd(lIl) apresentam
elevado potencial para o emprego como agentes de contraste, uma vez que estes
apresentam uma eficiéncia de relaxatividade de quatro vezes maior, em concentra-
¢cao mil vezes menor que os agentes de contraste comerciais.

Os complexos anfifilicos de Gd(lll) sintetizados também apresentaram
valores de relaxatividade duas vezes maiores aos relatados por Ratnhakar, Samy e
Alexander (2012) para o complexo de Gd(lll) glicose-6-fosfato conjugado com acid
1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-triacético, por Zhang et al. (2014) para os
complexos de Gd(lll) tetranuclear macrociclico e por Kasala et al. (2011) para o
complexo [Gd(Try-TTDA)(H.0)]* (r; ~ 7,0 s* mM™).

Ao comparar os valores dos complexos de Gd(lll) sintetizados neste trabalho
com os reportados por Grogna et al.(2010) e Kim et al. (2014) para micelas
poliméricas carregadas com complexos Gd(lll) e aqueles reportado por Accardo et
al. (2013) para o complexo anfifilico (C18),DTPA (Gd) em monooleina e dioleina,
observamos que os valores néo diferem significativamente.

O aumento da relaxatividade mostrado neste trabalho pode ser explicado
pelo tempo de correlagdo rotacional (tr) causado pelo elevado peso molecular ou
pela formacdo de agregados de complexos de Gd(lll) anfifilicos como evidenciado
nas imagens de microscopia eletrénica de transmissao dando um aumento adicional
na tr, € pode ser melhor compreendido pela Equagcdo 3 (GLOGARD, et al., 2002;
CHONG et al., 2008; RICHARD et al., 2008).

Equacao 3- 1/ti= 1/tr+ L/t + 1/Tie i=1,2

As elevadas relaxatividades dos prétons frente aos complexos sintetizados,
sugere que os complexos de Gd(lll) possuem, em solugdo aquosa, moléculas de

agua inseridas na esfera de coordenacéao interna, contribuindo para uma melhor tro-
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ca de moléculas de agua (HATZIPANAYIOTI & VENERIS, 2009; CARAVAN et al.,
2009; RAYMOND & PIERRE, 2005; HENOUMONT et al., 2007; EBADIAM-BAGHER
et al., 2011).

4.1.2 Imagens ponderadas em T, e T, para complexos de Gd(lll)

Os complexos [Gd(OCT),JCI, [Gd(DEC),]CL.5H,O e [Gd(DOD),]CI.5H,0
foram avaliados para aplicagdes em RM tomando as imagens ponderadas em T; e

T, em solugcdo aquosa na concentracdo de 1 mM, Figura 51.
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b)
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Figura 51 — Imagens ponderadas em Ty(a) e T»(b) do agente de contraste Gd-DTPA
(A); dos complexos [Gd(OCT),]CI (B), [Gd(DEC),]CI.5H,0 (C) e Gd(DOD),]CI.5H,0

(D).

A Figura 51 mostra claramente o aumento do contraste através da utilizacao
dos complexos Gd(lll) tanto para imagens ponderadas em T; como para imagens
ponderadas em T,. Os complexos Gd(lll) sintetizados neste trabalho apresentaram
relaxatividades duas vezes maior do que o complexo Gd-DTPA (agente de contraste
comercial-Magnevist®) como discutidos na se¢ao anterior. Tal relaxatividade leva a
uma melhora no contraste das imagens ponderadas em T, e T, O contraste positivo
e 0 contraste negativo mostram o potencial da utilizacdo dos complexos anfifilicos
[Gd(OCT),]Cl, [Gd(DEC),]CI.5H,0 e [Gd(DOD),]CI.5H,0 como agentes de contraste
em RM.

4.1.3 Concentracdo Micelar Critica (CMC)

Complexos anfifilicos s@o caracterizados por apresentar uma regiao hidrofo-
bica e outra hidrofilica e em solu¢cdo aquosa podem associar-se formando agrega-
dos estruturalmente organizados chamados micelas. Mas isso depende da estrutura
molecular, da concentragéo, temperatura e da composi¢cao do composto. Em geral,
as micelas podem surgir em concentracdes mais elevadas do composto em solucao
e pode ser observada através da brusca variacdo da propriedade analisada. A auto-

organizacdo de moléculas anfifilicas em solu¢cdo aquosa conduz a formacéo de
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agregados micelares, assim que uma certa concentragdo micelar critica é atingida
(CMC). Logo, a concentracdo micelar critica (CMC) € a menor concentracdo do
composto anfifilico na qual as micelas se formam (SANTOS et al., 2013).

A CMC pode ser determinada por um método de fluorescéncia utilizando o
1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) como sonda fluorescente. Esta molécula tem
propriedades fluorescentes que dependem da polaridade do meio. Portanto em
meios polares como a agua, a sonda apresenta-se na forma néo fluorescente,
enquanto que em meios apolares, tais como o interior das micelas é bastante
fluorescente (Figura 52) (NATALINI et al., 2014).
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Figura 52 — Esquema ilustrativo da sonda DPH no interior das micelas.

Foram realizados experimentos de fluorescéncia utilizando os complexos e
[GA(OCT),]Cl, [Gd(DEC),]ClL.5H,O em concentracbes de 0,25 a 125 mM em &gua
para determinacdo da concentracdo micelar critica e os valores da CMC sao

apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 — CMC dos ligantes (HOCT e HDEC) e dos complexos [Gd(OCT),]CI e
[Gd(DEC),]CI.5H,0.

Complexos metalicos CMC
HOCT 50 mM
[Gd(OCT),]CI 6 mM
HDEC 6 mM

[Gd(DEC),]CI.5H,0 3 mM
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As CMC apresentadas na Tabela 16 para os complexos [Gd(OCT),JCl e
[Gd(DEC);]CIL.5H,0 foram abaixo da CMC dos ligantes.

Os resultados da CMC para os complexos [Gd(OCT);]ClI e
[Gd(DEC);]CIl.5H,0 mostram que, uma diminui¢éo no valor da CMC com o aumento
da cadeia hidrofébica, refletindo uma capacidade superior de auto agregagdo do
complexo que apresenta cadeia mais longa, 0 mesmo observado para a determina-
cdo do tamanho de particula em que os compostos com maior cadeia hidrofébica
foram os que apresentaram maiores tamanhos de didmetros médios. Dessa forma
conclui-se que quanto maior for & cadeia de hidrofébica maior o tamanho de particu-
las e maior tendéncia em formar micelas em baixas concentracdes.

Nicolle e colaboradores (2002) mostram através do estudo de CMC
realizado para os complexos [GA(DOTACi0)(H20)], [Gd(DOTAC:2)(H20)],
[GA(DOTAC14)(H20)]” e [Gd(DOTASAC;g)(H20), que a medida que a cadeia alquila
aumenta a CMC diminui, sendo este efeito, observado no presente trabalho. O
mesmo foi observado por Othman et al.(2011) ao determinar a CMC para o
complexo SQ-Gd*".

4.1.4 Estudo da dependéncia da relaxatividade com a CMC

Os graficos da Figura 53 mostram as curvas da taxa de relaxacdo longitudi-
nal (1/T; = R;) e a taxa de relaxacdo transversal (1/T, = R;) dos complexos
[GdA(OCT),]Cl , [Gd(DEC),]CI.5H,0 e [Gd(DOD),]CI.5H,0O em solucdo aquosa, em
funcdo da concentracdo, concentracfes acima da concentracdo micelar critica dos
complexos (5, 10, 20 e 30 mM), a 25 °C e 0,47 T (20 MHz).
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Figura 53 — Gréfico da taxa de relaxagcdo longitudinal R;(a) e taxa de relaxagéo
transversal Ry(b) em funcé&o da concentracdo, para os complexos em solucdo aquo-
sas, obtidos com pulsos de radiofrequéncias de inversdo-recuperagédo (IR) e Carr-
Purcell-Meiboom-Gill (CPMG), utilizando 11/2 = 3,1 pus e 1= 6,2 us; Tempo de inver-
séo na faixa de 10-20000 ms; Para as medidas de T, foi utilizado tempo de eco de 2
ms e 5000 ecos e quatro varreduras com um tempo de repeticédo de 15 s.
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Os valores de relaxatividade de r; e r, foram calculados através das
inclinacdes das retas por regressao linear e sdo apresentados na Tabela 17.

Tabela 17 — Medidas das relaxatividadeg r, e rp, dos complexos Gd(lll) nas concentra-
cbes 5, 10, 20 e 30 mM em 20 MHz(25 C).

Complexos rnsTmMY) o Etmvh
[Gd(OCT)CI 12,22 13,61
[Gd(DEC),]CI.5H,0 10,16 11,15
[Gd(DOD),|CI.5H,0 8,34 8,93

A formacdo de micelas resulta em maior tempo de rotacdo molecular e é
esperado um aumento na relaxatividade. No entanto, foi observada para os comple-
x0s [Gd(OCT),]Cl e [GA(DEC),]CI.5H,0 valores de relaxatividade préximas ao valor
encontrado para os complexos quando em concentracfes abaixo da CMC. Para o
complexo [Gd(DOD);]CIl.5H,0 houve uma diminuicdo no valor da relaxatividade que
se deve a diminuicdo na velocidade da troca de moléculas de agua (zv).

Outro fator que pode ter comprometido a relaxatividade dos complexos de
Gd(I1) nas concentracdes acima da CMC é o tamanho dos agregados formados com
didmetros médios de 80, 254 e 388 nm para os complexos Gd(OCT),]ClI,
[GA(DEC);]CIL.5H,0 e [Gd(DOD),JCI.5H,0, respectivamente. Provavelmente ao au-
mentar o tamanho do nanoagregado, menor contato foi obtido entre o ion metalico e
as moléculas de agua o que diminui o tempo de troca da molécula de agua e, por-
tanto menor relaxatividade.

Torres e colaboradores (2006) realizaram estudos relaxométricos de
complexos anfifilicos e observaram que a automontagem dos monémeros anfifilicos

conduz a um aumento modesto na relaxatividade.
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5 ESTUDOS DE RELAXATIVIDADE DOS COMPLEXOS DE
GADOLINIO(IIl) EM LIPOSSOMAS

5.1 Introducéao

A IRM é uma técnica ndo invasiva que oferece imagens tridimensionais com
Otima resolucdo. Com o desenvolvimento de agentes de contraste, 0 interesse em
suas aplicacdes tem crescido nos ultimos anos. Esforcos tém sido realizados a fim
de identificar os parametros mais importantes que melhoram a eficiéncia dos com-
postos paramagnéticos para atuacdo como agentes de contraste. As nanoparticulas
sao o foco de intensa investigacao, devido a uma ampla variedade de aplicagbes em
areas biomédica, épticos e eletrénicos (DEBROYE & PARACT-VOGT, 2014).

Os lipossomas tém sido centro de interesse em relacdo a atuacdo dos
agentes de contraste na RM por causa de suas mdltiplas vantagens. Duas das
vantagens associadas aos lipossomas sdo a sua biocompatibilidade e sua
biodistribuicdo em sistemas biolégicos. Estas propriedades permitem que o0s
lipossomas possam ser utilizados para incorporacdo ou encapsulacdo dos
complexos paramagnéticos para aplicacdo RM (GHAGHADA et al., 2009).

Complexos de Gd(lll) incorporados em lipossomas apresentam ser a
alternativa mais viavel oferecendo elevada relaxatividade e menor risco de liberacdo
do metal potencialmente téxico no corpo (ESTELRICH, SANCHEZ-MARTIN, BUS-
QUETS, 2015).

Recentemente, complexos de Gd(lll) anfifilicos com duas cadeias alifaticas
no mesmo centro paramagnético foram investigados em lipossomas. Em que a
presenca das cadeias alifaticas de bracos adjacentes de coordenacéo apresenta ser
uma boa estratégia para o designer de lipossomas agentes para IRM, mostrando
altos valores de relaxatividade longitudinal (r;) de 17,0 e 40,0 mM™ s (KIELAR et al,
2010; CITTADINO et al, 2013.).

Neste capitulo estdo relatadas as caracterizagdes dos complexos de Gd(lll)
incorporados em lipossomas para fins de investigagéo de seu potencial como agente

de contraste para obteng&o de imagens por RM.
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5.2 Caracterizacao dos complexos de Gd(lll) incorporados em

lipossomas

5.2.1 Medidas de tamanho de Particula e potencial zeta

Os valores obtidos para o didmetro médio, indice de polidispersdo e
potencial zeta dos complexos de Gd(lll) estdo apresentados na Tabela 18.

Tabela 18 — Diametro médio, indice de polidisperséo (PDI), e potencial zeta dos li-
possomas contendo ou ndo os complexos Gd(lll).

Amostras Diametro (nm) PDI Potencial zeta (mV)
Lipossomas 166,3 0,133 -25,4
Lipo-[Gd(OCT),]ClI 141,0 0,197 14,7
Lipo-[Gd(DEC),]CI.5H,0 169,4 0,083 5,4
Lipo-[Gd(DOD);]CI.5H,0 149,4 0,296 0,676

O indice de polidispersdo (PDI) reporta a distribuicdo do diametro das
vesiculas dentro da dispersdo e varia de 0,0 para sistemas totalmente
monodispersos e a 1,0 para sistemas completamente polidispersos. Logo, as
preparacdes apresentaram uma boa homogeneidade na distribuicdo do diametro
das particulas, como indicado pelo PDI.

O didametro médio dos lipossomas preparados foi de 166,3 nm, com um
potencial zeta de -25,4 mV, o que indica que os lipossomas preparados Sao
estaveis.

Os diametros médios dos complexos Lipo-[Gd(OCT),JCI, Lipo-
[GA(DEC);]CIL.5H,0 e Lipo-[Gd(DOD),]CIL.5H,0 incorporados em lipossomas foi de
141, 169 e 149 nm, com um potencia zeta de 14,7, 54 e 0,676 mV,
respectivamente.

O didametro médio foi, em geral, inferior a 170 nm. Os diametros médios dos
compostos lipossomais influenciam significativamente nos seus perfis de biodistribu-
icdo, uma vez que, nanoparticulas com didmetro inferior a 70 nm sao rapidamente

removidas da circulacdo ao extravasarem, enquanto que os de diametro superior a
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200 nm séo sujeitas a mecanismos inespecificos de filtracdo esplénica (ZHANG et
al., 2009; ALLEN, HANSEN, MENEZES, 1995; DONG & MUMPER, 2010).

Os complexos Lipo-[Gd(OCT),]Cl, Lipo-[Gd(DEC),]JCI.5H,O e Lipo-
[Gd(DOD),]CI.5H,0 incorporados em lipossomas apresentaram diametros que nao
diferem significativamente dos obtidos por Paract-Vogt et al. (2006) para os comple-
xos anfifilicos bis-amida DTPA contendo ésteres de fenilalanina de cadeia longa
(com 14, 16 e 18 atomos de carbono na cadeia alquilo).

O potencial zeta indica o grau de repulsdo entre as particulas adjacentes,
igualmente carregadas em dispersao. Ao incorporar os complexos de Gd (lll) em
lipossomas o valor do potencial zeta aumenta de -25,4 mV para 14,7 mV, devido a
carga positiva dos complexos. O mesmo foi observado por Doan et al. (2014) ao es-
tudar complexos de Gd(lll) incorporados em lipossomas. Estes resultados indicam
qgue a incorporagdo dos complexos de Gd(lll) alteram as propriedades do diametro
de particula e as cargas dos lipossomas.

Os valores obtidos de potencial zeta dos complexos de Gd(lll) incorporados

em lipossomas zeta indicam a formacé&o de agregados em solucao.

5.2.2 Efeito da incorporacédo dos complexos de Gd(lll) em lipossomas

na relaxatividade

Os complexos Lipo-[Gd(OCT),]Cl, Lipo-[Gd(DEC),]CI.5H,O e Lipo-
[Gd(DOD),]CI.5H,0 foram incorporados em lipossomas fosfatidilcolina de soja, como
uma tentativa de melhorar ainda mais a relaxatividade.

Os graficos da Figura 54 mostram as curvas da taxa de relaxacdo longitudi-
nal (1/T; = Ry) e a taxa de relaxacéo transversal (1/T, = R;) dos complexos incorpo-
rados em lipossomas Lipo-[Gd(OCT),]Cl, Lipo-[Gd(DEC),JCI.5H,O e Lipo-
[Gd(DOD),]CIL.5H,0O em solucao de sacarose, em funcdo da concentragéo, a 25 ° C
e 0,47 T (20 MHz).
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Figura 54 — Grafico da taxa de relaxacdo longitudinal R;(a) e taxa de relaxacao
transversal Ry(b) em fungdo da concentragcdo da amostra incorporada em liposso-
mas, obtidos com pulsos de radiofrequéncias de inversédo-recuperacédo (IR) e Carr-
Purcell-Meiboom-Gill (CPMG), utilizando 1/2 = 3,1 us e 1= 6,2 us; Tempo de inver-
séo na faixa de 10-20000 ms; Para as medidas de T, foi utilizado tempo de eco de 2
ms e 5000 ecos e quatro varreduras com um tempo de repeti¢ao de 15 s.

Os valores de relaxatividade de r; e r, para os complexos Lipo-[Gd(OCT),|Cl,
Lipo-[Gd(DEC),]CIL.5H,O e Lipo-[Gd(DOD),]CI.5H,0 incorporados em lipossomas
foram calculados através das inclinacdes das retas da Figura 54 por regressao linear

e sdo apresentados na Tabela 19.

Tabela 19 — Valores da relaxatividade dos complexos Lipo-[Gd(OCT),]CI, Lipo-
[GA(DEC);]CIL.5H,0 e Lipo-[Gd(DOD),]CI.5H,0 incorporados em lipossomas.

Complexos ri(stmm? ra(st mm?)
Lipo-[Gd(OCT),JCl 11,92+ 0,03 13,41 0,05
Lipo-[GA(DEC),]CI.5H,0 15,53 + 0,12 16,68 + 0,09
LIpo-[Gd(DOD),]CI.5H,0 15,48 + 0,02 16,95 + 0,03

A incorporacdo dos complexos Gd(lll) em lipossomas contribui para um
pequeno aumento na relaxatividade para o complexo Lipo-[Gd(OCT),]CI, sendo na
sua forma n&o incorporada apresentava relaxatividade de 11,90 para 11,92 s* mM™,
nao havendo nenhuma mudanca. O efeito mais pronunciado foi obtido para os
complexos Lipo-[Gd(DEC),]CI.5H,O e Lipo-[Gd(DOD),]CI.5H,0, mostrando um
aumento de relaxatividade de 12,30 passando para aproximadamente 15,50 s* mM™
na forma incorporada em lipossomas. A relaxatividade dos complexos de Gd(lll) em
lipossomas mostrou aumento significativo, quando comparado aos complexos em
concentragbes acima da CMC. Além disso, tanto o complexo Lipo-[Gd(OCT),]Cl e
Lipo-[Gd(DEC),]CI.5H,O apresentaram valores de relaxatividade de quase cinco
vezes maior do que aqueles utilizados clinicamente (r, ~ 3,5-5,0 s*mM™).

As diferencas de relaxatividade devem-se principalmente a taxa de troca de
agua ligada aos complexos e dos diferentes graus de flexibilidade de rotacédo local. A
ocorréncia de movimentos de rotacdo global do complexo ancorado a nanoparticula
representa um segundo fator relevante que limita a r;. Os movimentos locais s&o
geralmente mais rapidos que os movimentos de rotagéo global, dando origem a um

movimento de rotacdo molecular mais curto reduzindo r;.
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A partir desta perspectiva, é esperado que o0s complexos Lipo-
[GA(DEC);]CIL.5H,O e Lipo-[Gd(DOD),]JCI.5H,O tenham flexibilidade rotacional
reduzida onde as cadeias alifaticas sdo posicionados no lipossoma, portanto na
forma de pinca (KAMALY & MILLER, 2010; HUANG &TSOURKAS; 2013). Logo, os
baixos acoplamentos e mobilidade entre o complexo e a nanoparticula sdo muito
relevantes e afetam significativamente a relaxacdo. Além disso, a exposi¢cdo do
metal na superficie aquosa externa da particula facilita a interacdo das moléculas de
agua com ao centro paramagnético (PARAC-VOGT et al., 2006; MARIANO et al.,
2011).

Os complexos anfifilicos incorporados em lipossomas do presente trabalho
apresentaram maiores relaxatividades do que aquela obtida por Hak et al. (2009) ao
incorporar o composto Gd(III)DOTA-DSPE em lipossomas e aquela obtida por Han
et al. (2013) ao incorporar o composto de Gd(lll) DOTA em lipossomas carregado
com doxorrubicina (DOX).

Kozlowska et al.,(2014) estudaram polimeros anfifilicos de Gd(lll),
incorporados em lipossomas. Ao avaliar estes complexos em baixa frequéncia (15-
25 MHz), os valores de r; estavam na faixa de 13-14 s* mM™, valores préximos aos
encontrados para os complexos Lipo-[Gd(OCT),]Cl, Lipo-[Gd(DEC),]CI.5H,0 e Lipo-
[Gd(DOD),]CIL.5H,0 a 20 MHz.

Kielar et al. (2010) e Cittadino et al. (2013) mostraram que 0s complexos
GdDOTAGAC;:, e GADOTAGAC(12)2 em lipossomas sdo uma boa estratégia para
melhorar a relaxatividade in vivo e in vitro, com valores que variam de 17 a 40 s™
mM™ a 298K, 20 MHz(0,47 T).

Um importante aumento na relaxatividade também foi relatada Glogard et al.
(2002) ao estudarem complexos de gadolinio(lll) anfifilicos incorporados em lipos-
somas constituido por colesterol, obteve-se uma elevada relaxatividade 51 s*mM™* a
298K, 20 MHz (0,47 T).

Os complexos incorporados em lipossomas para obtencdo de imagens por
RM podem apresentar baixa toxicidade e segundo a literatura, complexos de Gd(lll)
incorporados em lipossomas apresentam maior tempo de retencdo no sistema
circulatério e elevada biocompatibilidade, além de aumentar o contraste em
ressonancia magnética devido ao aumento da intensidade de sinal (LE & CUI, 2006;
NA et al., 2011).
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5.2.3 Imagens ponderadas em T; e T, para complexos de Gd(lll)

incorporados em lipossomas

Os complexos Lipo-[Gd(OCT),]Cl e Lipo-[Gd(DEC),]CI.5H,0O incorporados
em lipossomas foram avaliados para aplicacbes em RM tomando as imagens
ponderadas em T; e T, em solucdo de sacarose na concentracdo de 1 mM, Figura
55.
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Figura 55 — Imagens ponderadas em Ty(a) e T,(b) do agente de contraste Gd-DTPA
(A); dos complexos Lipo-[Gd(OCT),]CI (B) e Lipo-[Gd(DEC),]CI.5H,0 (C).

A Figura 55 mostra o aumento do contraste através da utilizagcdo dos
complexos Gd(lll) incorporados em lipossomas tanto em T, como T,. Os complexos
Gd(lll) incorporados em lipossomas apresentaram um aumento na relaxatividade de
cinco vezes comparada ao complexo Gd-DTPA (agente de contraste comercial-
Magnevist®) como discutidos na segéo anterior. O contraste positivo em T; e T»
confirma a viabilidade da utilizacdo dos complexos anfifilicos Lipo-[Gd(OCT),]Cl, Li-
po-[Gd(DEC),]CIl.5H,0 e Lipo-[Gd(DOD),|CI.5H,0 , na sua forma n&o incorporadas
em lipossomas como na forma incorporados em lipossomas, como agentes de

contraste em IRM.
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6 CAPITULO V: ESTUDO DO POTENCIAL ANTITUMORAL DOS
COMPLEXOS DE GADOLINIO(III) E TERBIO(III)

6.1 Introducéao

Apesar dos esforcos em curso para tratar a doenca, o cancer continua a ser
uma das principais causas de morte no mundo. Os complexos anticancerigenos a
base de metais tém atraido o interesse de quimicos bioinorganicos desde o sucesso
dos compostos de platina como agentes anticancerigenos (WANG et al., 2014).

Embora, estas drogas sejam amplamente utilizadas para o tratamento de
diversos tipos de canceres, a sua eficacia clinica € comprometida por graves efeitos
secundérios, o que limita a dose a ser administrada ao paciente. Além disso,
resisténcias intrinseca ou adquirida sdo observadas durante o tratamento (SHARMA
et al., 2014; CHEN et al., 2011).

InUmeras tentativas tém sido realizadas para a obtencdo de complexos que
atuem como agentes antitumorais, porém, poucos complexos foram introduzidos
como farmacos antineoplasicos (SHIJU et al., 2013).

Embora o interesse dos pesquisadores por complexos lantandides tenha si-
do pequeno durante décadas, um namero relevante de complexos lantanoides foram
sintetizados e suas citotoxicidades avaliadas, mostrando elevado potencial para atu-
ar como agentes antitumorais, capazes de superar a resisténcia de alguns tumores
(KOSTOVA et al., 2006; KOSTOVA et al., 2005; KOSTOVA et al., 2010).

Este capitulo apresenta a determinacdo da atividade citotoxica dos
complexos de Tb(lll) e Gd(lll) em trés linhagens celulares: L929 (linhagem celular de
fibroblastos), B16F10 (linhagem celular de melanoma de musculus) e K562
(linhagem celular de leucemia).

Para a determinacdo da concentracdo citotoxica e a avaliagdo do potencial
antitumoral dos complexos de Gd(lll) e Tb(lll) foram utilizadas trés linhagens de
células, sendo Fibroblastos L929 e células cancerigenas B16F10 e K562
provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ):

L929

As células L929 constituem uma linhagem celular de fibroblastos obtida de
tecido subcutaneo de camundongos. As células foram cultivadas aderidas em

garrafas T25 contendo meio DMEM, suplementado com 10% de soro bovino fetal. A
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cultura foi mantida a 37 °C em estufa com 5% de CO..

B16F10

Esta linhagem celular é derivada de um melanoma murino. Para os testes ci-
totéxicos as células foram cultivadas aderidas em garrafas T25 contendo meio
DMEM, suplementado com 10% de soro bovino fetal. A cultura foi mantida a 37 °C
em estufa com 5% de CO..

K562

Esta linhagem tem origem da medula 6ssea e foi isolada de um individuo
portador de leucemia mieldide crbnica. As células foram cultivadas em meio RPMI
1640, contendo L-glutamina e suplementado com 10% de soro fetal bovino a 37 °C,

em atmosfera umidificada, contendo 5% de CO..

6.1.1 Avaliacao da citotoxicidade e atividade antitumoral pelo ensaio de
MTT ((brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) dos
complexos de Gd(lll) e Th(lll)

Os estudos foram feitos em colaboracdo com os Professores Elene Pereira
Maia, do Dept® de Quimica da UFMG e o Prof®. Miriam Tereza Lopez, do ICB da
UFMG.

Para a avaliacdo da citotoxicidade, 1x10° células mL™ de Fibroblastos L929
e B16F10 foram adicionadas em placas de cultura de 96 pocos sendo incubadas em
atmosfera umida com 5% de CO, a 37 °C por 24 horas. Em seguida, diferentes
concentracbes dos complexos de Gd(lll) e Tb(lll), dos ligantes HOCT, HDEC e
HDOD, e dos sais dos metais Gd(lll) e Tb(lll) (0,1, 0,5, 1,0, 2,0, 5,0, 10,0, 25,0 e
50,0 uM) foram adicionadas, sendo incubadas durante 72 horas.

Apo6s os periodos de incubacado, foram adicionados aos pocos 10uL da
solucdo MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)]- 2,5-difeniltetrazélio) (Sigma®
Co-USA) a 5mg/mL (50ug/pogo). As placas foram novamente incubadas por 4 horas
a 37°C com atmosfera de 5% de CO,. Apés incubacéo, o sobrenadante foi removido
e adicionou-se 100uL de dimetilsulféxido (DMSO - Sigma® Co -USA.), para
solubilizar os cristais de formazan formados no interior da mitocondria.
Posteriormente, as placas foram submetidas a leitura em um leitor ELISA (Thermo
Plate TP-Reader), onde a densidade ética foi lida em comprimento de onda de 570

nm.
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O valor final da densidade ética de cada pocgo foi subtraido do valor da
densidade d&tica de uma triplicata de pogos contendo apenas DMSO. Cada
concentracdo dos complexos foi testada em triplicata em pelo menos trés
experimentos independentes. Os resultados foram expressos em graficos de
porcentagem, sendo os valores do eixo y relativos ao controle, considerado como
apresentando 100% de viabilidade.

Para o estudo antitumoral junto a linhagem K562, 1 x 10° células mL™ foram
incubadas por 72 h na presenca e na auséncia do composto em varias
concentracbes, dependendo da atividade do composto. ApoOs este periodo, a
viabilidade das células foi verificada por exclusdo com azul de Tripan, que cora
somente as células mortas, e as células viaveis foram contadas em um contador de

particulas.

6.1.2 Concentracao citotoxica (CCsp)

A concentragdo citotoxica (CCsp) foi definida como aquela que gerou
reducdo de 50% na absorbancia, nos ensaios de MTT. A concentracdo citotoxica foi

calculada utilizando software Graph Pad Prism.
6.1.3 Concentracao inibitéria in vitro (1Cs)

A concentracéo inibitoria (ICso) foi definida como aquela que gerou reducao
de 50% das células tumorais in vitro. A média da densidade 6tica dos pocos teste foi
comparada com a média da densidade 6tica do grupo controle para a determinacéo
da concentracdo inibitoria para 50% da cultura (ICsp) utilizando o software Graph
Pad Prism.

A ICso dos complexos frente a linhagem K562 foi determinada com o auxilio
do programa computacional Origin7, sendo os dados analisados com ajuste

sigmoidal (Boltzmann).
6.1.4 indice de Seletividade in vitro (IS)

O indice de seletividade (1S) foi calculado pela razéo CCsp / I1Csp.
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6.2 Concentracdo citotoxica dos complexos de Gd(lll) e Thb(lll)

frente a linhagem celular Fibroblastos L929

Os complexos sintetizados foram testados quanto suas toxicidades em célu-
las normais. A citotoxicidade de um complexo refere-se a sua capacidade de ser t6-
xico. Complexos metélicos séo utilizados para proporcionar uma diminui¢éo da viabi-
lidade das células, assim elas param de crescer, de se dividir e consequentemente
morrem. A viabilidade celular pode ser facilmente avaliada através da medicédo da
integridade da célula.

Neste trabalho optou-se por utilizar as células L929 como modelos de
células sadias para avaliar a acdo dos complexos de Th(lll) e Gd(lll), sua escolha
deve-se a que esta linhagem apresenta resisténcia elevada e facil manipulacéao.

Na Figura 56 estdo apresentados os efeitos citotoxicos dos ligantes HOCT,
HDEC, HDOD e dos sais GdCl;.6H20 e ThCl;.6H,0, realizados em ensaios de MTT
em linhagem de célula sadia L929, com tempo de incubacgédo 72 h.
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Figura 56 — Ensaios de MTT para os ligantes e os sais dos metais: (a) HOCT, (b)
HDEC, (c) HDOD (d) GdCl;.6H,0 e (e) TbCl3.6H,O em linhagem de célula sadia
L929, com tempo de incubacgéo 72 h.

Os ligantes e os metais mostraram CCso superior 50 uM (Figura 56). Os va-
lores de CCsg para ligantes e os sais dos metais frente a célula de fibroblasto L929
foram superiores ao encontrado na literatura para a cisplatina.

Na Figura 57 sdo apresentados os ensaios de MTT para os complexos
[Gd(OCT),]CI, [Gd(DEC),]CI.5H,0, [Gd(DOD),]CI.5H,0, [Tb(OCT),]CI,
[Tb(DEC),]CL.7H,O e [Tb(DOD),]CI.5H,O em linhagem de célula sadia L929, com
tempo de incubagéo 72 h.

A Tabela 20 apresenta os valores da concentracdo citotdéxica dos ligantes,

dos sais dos metais e dos complexos.
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Figura 57 - Ensaios de MTT para os complexos (a) [Gd(OCT),JCI, (b)
[Gd(DEC),]CI.5H,0, (c) [Gd(DOD),]CI.5H,0, (d) [Tb(OCT),]CI, (e)
[Tb(DEC),]CL.7H,O e (f) [Tb(DOD),;]CI.5H,O em linhagem de célula sadias L929,
com tempo de incubacgéo 72 h.

Tabela 20 — Valores de CCsy dos ensaios de MTT para os ligantes, sais dos metais e
os complexos em linhagem de célula sadia L929, tempo de incubacéo 72 h.

Compostos Fibroblastos L929
CCso uM
HOCT > 50
[Gd(OCT),]CI > 50
[Tb(OCT),]CI > 50
HDEC > 50
[Gd(DEC),]CI.5H,0 > 50

[Tb(DEC),]CI.7H,0 > 50




100

HDOD > 50
[Gd(DOD),]CI.5H,0 > 50
[Tb(DOD),]CI.5H,0 30,76

GdCl3.6H,0 > 50
TbCl3.6H,0 > 50
®Cisplatina 29,05

%Lima et al., 2014.

Os valores de CCso dos complexos de Tb(lll) variaram de 30,76 UM a superi-
or a 50 uM e para os complexos de Gd(lll) foram superiores a 50 uM. Os resultados
mostram que o complexo [Tb(DOD),]CI.5H,0 é o mais citotéxico para a célula L929
que os ligantes livres e os sais dos metais, com valor de CCsp de 30,0 puM. Isto impli-
ca dizer que nesta concentracdo tem-se a morte celular das células sadias da linha-
gem celular L929. Enquanto que os demais complexos ndo sao citotoxicos para as
células normais L929 com valores CCsg superiores 50 pM.

As concentracBes citotdxicas para os complexos de Gd(lll) foram
semelhantes aos obtidos por Moghaddam et al. (2014) ao estudar os complexos Gd-
DTPA-MP, Gd-DTPA-BO, Gd-DTPA-BP e Gd-DTPA-MO. Boa biocompatibilidade
também foi observado por Porsio et al. (2015) ao estudar nanoparticulas de gadoli-
nio conjugado com poli (e-caprolactona) em células de fibroblastos L929.

Comparando os valores de CCsy dos complexos [Gd(OCT),]CI,
[Gd(DEC),]CI.5H,0, [Gd(DOD),]CI.5H,0, [Tb(OCT),]Cl e [Tb(DEC),]CI.7H,O com o
da cisplatina, 29,05 pM, observa-se que estes tém valores superiores ao da cisplati-
na, mostrando desta forma uma boa atividade neste tipo de linhagem celular. So-
mente o complexo [Th(DOD);]CIL.5H,O que apresentou citotoxicidade similar a cis-

platina.

6.3 Atividade antitumoral in vitro e indice de seletividade em

linhagem de célula tumoral B16F10
Para efeito de comparacdo também foi realizado ensaios de MTT para 0s
ligantes e os sais dos metais em linhagem de célula tumoral B16F10, com tempo de

incubacédo 72 h e sdo apresentados na Figura 58.
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Figura 58 - Ensaios de MTT para os ligantes e os sais dos metais: (a) HOCT, (b)
HDEC, (c) HDOD (d) GdCl3.6H,0 e (e) TbCl;.6H,O em linhagem de célula tumoral
B16F10, com tempo de incubagéo 72 h.

Os ligantes e os sais dos metais mostraram citotoxicidade superiores a 50

MM (Figura 58). Fazendo uma comparacao da citotoxicidade da cisplatina (ICso 176
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HM) com os ligantes e os metais observa-se para efeito de citotoxicidade em células
cancerigenas é necessario doses mais altas da cisplatina.

Na Figura 59 sdo apresentados os ensaios de MTT para os complexos em
linhagem de célula tumorais B16F10, com tempo de incubagdo 72 h. A Tabela 21

apresenta os valores da ICsp dos ligantes, dos sais dos metais e dos complexos.
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Figura 59 - Ensaios de MTT para os complexos (a) [Gd(OCT),]Cl,

(b)[GA(DEC),]CI.5H,0, (c) [Gd(DOD),]CI.5H,0, (d) [Tb(OCT),]Cl, (e)
[Tb(DEC),]CIL.7H,0 e (f) [Tb(DOD),]CI.5H,0 em linhagem de célula tumoral B16F10,
com tempo de incubacgéo 72 h.

Tabela 21 - Valores de ICso dos ensaios de MTT para os ligantes, sais dos metais e
os complexos em linhagem de célula tumoral B16F10, tempo de incubacéo 72 h.

Compostos B16F10 ICsp IS
UM
HOCT > 50 -
[Gd(OCT),]CI > 50 -
[Tb(OCT),]CI 38,34 -
HDEC > 50 -
[Gd(DEC),]CI.5H,0 > 50 -
[Tb(DEC),]CI.7H,0O > 50 -
HDOD > 50 -
[Gd(DOD),]CI.5H,0 42,55 -
[Tb(DOD),]CI.5H,0 > 50 0,57
GdCl;.6H,0 > 50 -
TbCl3.6H,0 > 50 -
Cisplatina 4176 0,16

Os valores da ICsy obtidos em linhagem B16F10 (Tabela 21) com os
complexos Tb(lll) variaram de 38,34 a superior 50 uM e para os complexos de

Gd(lll) variaram de 42,55 a superior 50 pM. Os resultados mostram que o0s
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complexos [Tb(OCT),]Cl e [Gd(DOD),]CI.5H,O s&o os mais citotoxicos para as
células B16F10 com valores de ICso de 38 UM a ICso de 42 uM, respectivamente.
Estes resultados indicam que baixas doses destes complexos sdo necessarias para
o efeito citotoxico em células cancerigenas.

Em geral, os complexos de Gd(lll) e Tb(lll), com exce¢do do complexo
[Tb(DOD),]CIL.5H,0, apresentaram valores de ICso para as células do B16F10
inferiores aos valores obtidos para a célula de L929 (Tabela 20), evidenciando seu
potencial seletivo.

Todos os complexos aqui testados (Figura 60) em células tumorais do tipo
melanoma, apresentam boa atividade, principalmente [Tb(OCT),]Cl que apresentou

um ICso menor do que os dos ligantes, sais dos metais e da cisplatina.

250 - |:| [Gd(OCT)z]CI
- B mo(ocT)C
200 I:I [Gd(DEC)z]C1.9Hz0
- I [Tb(DEC):]CI.TH-0
I (Gd(DOD)]CI 5H:0
B [(1o(DOD)ICI 5Hz0
- GdClz.6Hz0
- TbCls.6Hz0
- Cisplatina

ICGEI"}L
1

Figura 60 — Histograma ICsy dos metais, cisplatina e os complexos sintetizados de
Gd(I11) e Tb(lll) em células tumorais B16F10, tempo de incubacédo 72 h.

Compostos

Foi observado através da Tabela 21 que os complexos [Gd(DEC);,]Cl.5H,0,
[Gd(DOD),]CI.5H,0, [Tb(OCT),]Cl, [Tb(DEC),]CI.7H,O e [Tb(DOD),]CIL.5H,0O apre-
sentam-se com agentes terandsticos, uma vez que estes complexos mostram de

forma simultanea a imagiologia dos tumores e terapia em Unico sistema.
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6.4 Atividade antitumoral in vitro e indice de seletividade em

linhagem de célula tumoral K562

Procuramos determinar também por ensaios colorimétricos o valor da con-
centracao capaz de reduzir em 50% a atividade antitumoral (ICso) em linhagem celu-
lar K562 para os ligantes HOCT, HDEC, HDOD, os complexos de Tb(lll) e Gd(lll),
com tempo de incubacgao 72 h os resultados séo apresentados na Tabela 22.

Tabela 22 — Valores de ICsp, ensaios colorimétricos, para os ligantes, sais dos me-
tais e os complexos em linhagem de célula tumoral K562, tempo de incubacgéo 72 h.

Compostos K562 ICsg IS
MM
HOCT Inativo -
[Tb(OCT),]CI Inativo -
HDEC 8,6 9,0
[Tb(DEC),]CIL.7H,0 2,0 -
HDOD 7,8 9,4
[Tb(DOD),]CI.5H,0 1,2 25,6
TbCl3.6H,0 Inativo -
Cisplatina °5 54 5,24

2Serrano et al., 2011. °Pantelic et al., 2014.

Os complexos de Tbh(lll) foram avaliados quanto a sua capacidade de reduzir
o crescimento celuar em 50% na linhagem tumoral K562 (Tabela 22). O complexo
[Tb(OCT),]JCI mostrou-se inativo e o0s complexos [Th(DEC);]CL.7H,O e
[Tb(DOD),]CI.5H,0 apresentaram elevada atividade com valores que variam de 1,2
a 2,0 uM. Estes resultados indicam que baixas doses destes complexos sdo neces-
sarias para obter o efeito citotoxico nessas células cancerigenas.

Os complexos de Tb(lll), com excecdo do complexo [Tb(OCT),CI,
apresentaram valores de ICsy, para as células do K562, inferiores aos valores
obtidos para a célula de L929 (Tabela 20), evidenciando seu potencial seletivo.
Estes apresentaram elevado indice de seletividade (IS) 25,6 (Tabela 22).

Os complexos [Tb(DEC),]CIL.7H,O e [Tb(DOD),]CI.5H,O se destacaram

entre os complexos testados neste trabalho, por apresentarem baixo valor de ICsg



106

para as células do K562 e também alto IS para as células do K562. Além disso, a
concentragdo necessaria para inibir o crescimento de 50% das células do K562 néo
foi capaz de inibir o crescimento das células normais, pois foi necessaria uma
concentragdo quase 30 vezes superior para que 0 mesmo acontecesse nas ceélulas
de L929.

Os complexos [Tb(DEC);]CIl.7H,0 e [Tbh(DOD),]CI.5H,0 aqui testados como
citotoxicos, em células tumorais K562, apresentam boa atividade (Figura 61) e sele-

tividade com um ICso menor que o dos ligantes, metais e da cisplatina.

[[] HDEC
[ [To(DECICI.7HzO

I:I HOOD

[ [Tb(DOD)2]CI.5Hz0

. B cisolatina

Composios

50

Ic

Figura 61 - Histograma ICso dos metais, cisplatina e dos complexos sintetizados de
Tb(lll) em células tumorais K562, tempo de incubacgéo 72 h.

Recentemente, complexos de Gd(lll), La(lll), Ce(lll), Nd(lll) e Er(lll) foram
testados em células tumorais K562, e a pesquisa mostrou que todos os complexos
tém excelente capacidade anticancerigena contra célula tumoral K562 (DONGFANG
et al., 2008).

Complexo de Tb(lll) com ligantes 2-thioacetate Benzothiazole (HUSSEIN et
al., 2012), 5,7-dichloro-8-quinolinoline (CHEN et al., 2013) e 5,7-dibromo-8-quinolinol
(LIU et al., 2013) tem sido testado contra células tumorais MCF7 (células de cancer
de mama), BEL7404 (células de carcinoma hepatico), SGC7901(células cancerigena
gastricas), HelLa (células de cancer cervical humano linha celular) e A549
(células humanas de epitélio alveolar basal) tem apresentado maior potencial
citotoxico do que o metalo-farmaco padréo a cisplatina. O mesmo comportamento foi
observado no presente trabalho.

Reji et al. (2013), em um trabalho recente com complexos de Eu(lll), Gd(lll),
Tbh(lll), Nd(ll) e Sm(Ill) com acido pentioacético (PTPA), mostrou seus potenciais
contra as células tumorais da linhagem de cancer cervical humano linha celular (He-

La) e células cancerigenas do célon (HCT116).
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7 CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho pode-se relatar a sin-
tese e caracterizacdo dos complexos de coordenacdo, inéditos, de formula
[Gd(OCT),ICI, [Gd(DEC),]CI.5H,0, [Gd(DOD),]CI.5H,0, [Tb(OCT) JClI e
[Tb(DEC),]CIL.7H,0.

Os complexos de térbio e gadolinio sintetizados sofreram decomposicao
guando aquecidos, ndo sendo possivel determinar suas temperaturas de fuséo, dife-
renciando-se dos ligantes utilizados, indicando uma provavel formagdo dos comple-
x0s metalicos.

Nos seis complexos o ion metélico esta coordenado ao oxigénio da hidroxila,
no oxigénio da carbonila e ao nitrogénio do grupo amida, e apresentaram
estequiometria 1:2, apoiados pelos estudos realizados por infravermelho,
conjuntamente com analise térmica, anélise elementar e espectrometria de massas.
Os estudos de ressonancia paramagnética de elétrons para os complexos foram
significantes, pois, mostram os estados de oxidacao dos ions lantandides constitui-
dos nas estruturas dos complexos.

O complexo de térbio com o ligante octanoil N-metil-glucamida apresentou
transicées tipicas do fon Tb(lll) >Ds—'Fe 543 com transicdo hipersensivel >D;—'Fs
(em torno de 545 nm que se devem as transicdes f-f, que estdo relacionadas com a
eficiéncia de transferéncia de energia metal-ligante. Este resultado indica que o
complexo [Tb(OCT),]Cl mostra promissor como marcadores 6pticos ou sondas fluo-
rescentes.

Os complexos de gadolinio sintetizados foram avaliados em solu¢cdo aquosa
(abaixo da concentracdo micelar critica) quanto as suas aplicac6es como agentes de
contraste para obtencdo de imagens por ressonancia magnética. Estes foram duas
vezes mais eficientes que os agentes de contraste comerciais amplamente utilizado,
apresentando maior relaxatividade, portanto maior intensidade de sinal.

Os complexos de gadolinio também foram avaliados em solucdo aquosa
(acima da concentracdo micelar critica) quanto ao seu potencial para atuar como
agentes de contraste. Eles apresentaram relaxatividade um pouco abaixo do valor
encontrado de relaxatividade para os complexos de baixa concentragdo, ainda
assim, com intensidade de sinal maior que os encontrados para os agentes de

contraste comerciais. A diminuicdo na relaxatividade deve-se a formacéo de nanoa-
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gregados que provavelmente diminui a velocidade da taxa de troca de moléculas de
agua.

Os complexos de gadolinio foram incorporados em lipossomas com intuito
de melhorar a relaxatividade dos complexos, onde um pequeno aumento foi
observado para o complexo [Gd(OCT),]Cl. Os complexos [Gd(DEC),]CI.5H,O e
[Gd(DOD),]CIL.5H,O mostraram elevadas relaxatividades quando comparados com
0s mesmos na forma nao incorporada e em concentracfes acima da concentracao
micelar critica.

Tanto os complexos de gadolinio na forma n&o incorporadas como na forma
incorporadas em lipossomas foram avaliados quanto ao seu contraste em solugéo
aguosa que mostrou claramente maior brilho nas imagens ponderadas em T, obtidas
com 0S N0Ss0s complexos em comparacao com o agente de contraste comercial Gd-
DTPA.

Os complexos de gadolinio e térbio foram avaliados quanto a citotoxicidade
em células sadias (L929) e em células tumorais (B16F10 e K562). Foi observado
gue os complexos sintetizados se apresentaram menor citotoxicos para as células
sadias em comparacdo ao metalo-farmaco cisplatina. Os complexos de térbio e ga-
dolinio apresentaram elevado potencial frente as células tumorais em comparacédo
com o metalo-farmaco padrao empregado no tratamento do cancer.

Finalmente, pode-se concluir que os objetivos principais deste projeto foram
atingidos, pois, sintetizaram-se, e caracterizaram-se seis complexos formados entre
os ligantes octanoil N-metil-glucamida (HOCT), decanoil N-metil-glucamida (HDEC)
e dodecanoil N-metil-glucamida (HDOD) com ions lantanodides Tb(lll) e Gd(lll) e
verificou-se, que os complexos de gadolinio e térbio tem grande potencialidade para
atuar como antitumoral, além disso os complexos de gadolinio tém grande potencia-

lidade para atuar como agentes de contraste.
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7.1 Perspectivas futuras

e Obtencdo de Imagens em Ressonancia Magnética dos complexos de gadolinio
in vivo.

e Obtencdo de Imagens em Ressonancia Magnética dos complexos de gadolinio
incorporados em lipossomas in vivo.

e Estudo do potencial teranéstico dos complexos obtidos, livres e incorporados
em lipossomas.

e Obtencao de novas formulag@es lipossomais de complexos de gadolinio visan-
do o aumento da relaxatividade.

e Estudo de luminescéncia dos complexos de térbio incorporados em liposso-
mas.

e Obtencdo de complexos ternarios a partir dos complexos de térbio com os deri-
vados do alquilmetilglucamida visando o efeito luminescente em solucdo a-

quosa através do efeito antena.
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Espectroscopia por Ressonancia Paramagnética de Elétrons (RPE)

A analise de RPE foi realizada para confirmar do estado de oxidacdo dos
ions metdlicos presentes nos complexos sintetizados deste trabalho.

A espectroscopia por RPE para os complexos de Tb(lll) foi realizada a
baixas temperaturas (77 K), condicao ideal para observacdo da estrutura hiperfina
caracteristica de térbio trivalente, devido ao rapido tempo de relaxagcdo com tempo
de relaxacdo 10™"% s (SZYCZEWSKIA et al., 2002).

Os espectros dos complexos de Gd(lll) foram medidos em temperatura
ambiente (298 K) (HINATSU, 1992), condicdo necessaria para obtencdo da estrutura
hiperfina caracteristica de gadolinio trivalente, contribuida pelo o maior tempo de
relaxacéo que varia de 10° a 10 s (ANOOP et al., 2012).

As Figuras abaixo apresentam 0s espectros experimentais dos complexos
de Gd(Ill) e Th(ll)a 77 K e a 298 K.
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As Figuras acima mostram o0s espectros de RPE para os complexos de
Gd(lll) tendo uma mesma estrutura hiperfina em todas as dire¢cdes (OU et al., 2005)
com um fator g igual a 2,000 £ 0,03 com spin efetivo Y, indicando que a
configuracdo é 4f' sendo trivalente positivo, uma vez que em baixas temperaturas

nao foi possivel a obtencéo da estrutura hiperfina.
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Os espectros de RPE do complexo de Tb(lll) apresentados nas Figuras aci-

ma confirmam o estado de oxidacéo trivalente, uma vez que, em temperatura ambi-

ente nao foi possivel a obtencdo da estrutura hiperfina. O fator g encontrado para os
complexos de Thb(lll) foi de 6,004 + 0,01 para o complexo [Tb(OCT),|CI, 14,000 +
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0,04, para o complexo [Thb(DEC),;]Cl.7H,O e 16,007 + 0,03 para o complexo
[Tb(DOD),]CI.5H,0.

Os resultados aqui obtidos para os complexos de Gd(lll) mostraram hiperfi-
nas em temperatura ambiente o que confirma o estado de oxidacao trivalente dos
complexos (HINATSU, 1992). Além disso, todos os complexos de Gd(lIl) apresenta-
ram uma isotropia, ou seja, um mesmo comportamento em todas as direcdes. Por
outro lado, os complexos de Tb(lll) apresentaram estruturas hiperfinas somente em
baixas temperaturas o que confirma o estado de oxidacéo tetravalente, porém estes
apresentam uma anisotropia, uma vez que este ndo apresenta um comportamento
semelhante em todas as dire¢des (SZYCZEWSKI, 2002).



