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RESUMO

Nos ultimos anos tem-se registado um aumento no numero de novos casos de
cancro de figado. A imagiologia do figado ¢ uma ferramenta essencial para o
diagnostico e progndstico clinico. Existem no mercado varios agentes de contraste para
imagiologia por ressonancia magnética (IRM) do figado, no entanto poucos sdo os que
mostram especificidade para hepatocitos.

Uma vez que a galactose ¢ reconhecida e internalizada pelo receptor de
asialoglicoproteina (lectina expressa em hepatdcitos) este trabalho consistiu na sintese
de glicoconjugados do 4cido dietilenotriaminapentaacético (DTPA) com diferentes
acucares (glucose, galactose e lactose), com diferentes valéncias (1,2,4 e 8) e no estudo
dos complexos com ides lantanideos (Ln(IIl)). Os glicoconjugados sintetizados foram
caracterizados por métodos espectroscopicos (RMN, espectrometria de massa).

Os estudos de caracterizacdo fisico-quimica dos complexos de Ln(III),
nomeadamente La(IIl), Sm(IIT) e Eu(Ill), com os ligandos DTPA(Gal),, DTPA(Lac),, e
DTPA(Gal), em D,0, a pH 7,5, a vérias temperaturas foram efectuados por RMN de 'H.
A relaxividade do complexo Gd-DTPA(Lac), foi determinada recorrendo a técnica de
dispersdo de relaxacdo magnética nuclear (DRMN). Determinaram-se os parametros

que regulam a relaxividade.
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ABSTRACT

In the last few years there has been an increase in the cases of liver cancer. Liver
imagiology is of paramount importance for the clinical diagnosis and prognosis. There
are some contrast agents available in the market for Magnetic Resonance imagiology
(MRI). However only few show specificity for hepatocytes.

Since we known that galactose is recognized and internalized by the
asialoglicoprotein receptor (hepatocyte expressed lectin), this work consisted of a
synthesis of a new class of diethylenetriaminepentaacetic acid (DTPA) bisamide-linked
glycoconjugates of different sugars (glucose, lactose and galactose), with different
valences (1, 2, 4 and 8) and in the study of their Ln(IIT) complexes. The glycoconjugates
were characterized both by spectroscopic methods (NMR, Mass Spectrometry).

The physico-chemical characterization of the Ln(III) complexes (La(III), Sm(III)
e Eu(Ill)) of DTPA(Gal),, DTPA(Lac), and DTPA(Gal), in D,0, in aqueous solution at
pH 7,5 and at different temperatures, was also performed based on 'H NRM techniques.

The protonic relaxivity of Gd(II[)-DTPA(Lac), was determined, using the
nuclear magnetic relation dispersion (NMRD) technique. The parameters that rule the

relaxivity were determined.
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Capitulo I

Introduciao

1. Introducao

A imagiologia de ressonancia magnética (IRM) ¢ uma técnica de diagndstico
importante utilizada em medicina que se baseia no processamento dos sinais de RMN
dos protdes da agua do corpo. Esta técnica ndo expde o paciente a radiacdo ionizante
uma vez que se baseia na interaccao de campos magnéticos e de radiofrequéncias com
os protdes da agua dos tecidos. A intensidade das imagens obtidas em IRM depende de
varios parametros caracteristicos do estado de organizacdo dos tecidos bioldgicos, tais
como a densidade dos nucleos atomicos em estudo (protdes da agua), os tempos de
relaxacdo nuclear (7; e 7,) e a corrente sanguinea. A IRM permite também obter
informagdes sobre fendmenos quimicos e dindmicos que ocorrem nos tecidos (Geraldes,
1987).

Em termos gerais a densidade protonica nos varios tecidos ¢ muito baixa,
consequentemente as imagens obtidas destes tecidos apresentam um baixo contraste.
Utilizando agentes de contraste paramagnéticos ¢ possivel melhorar a visualizagdo dos
diferentes tecidos e das possiveis lesdes. Entre os muitos requisitos da IRM encontra-se
a elevada eficiéncia, relaxividade e bioespecificidade dos agentes de contraste.

Os 10es paramagnéticos Mn(Il), Fe(Ill) e Gd(IIl) sdo agentes de relaxacao
eficientes, no entanto na forma livre sdo toxicos. Por esta razdo eles sdo ligados a
agentes quelantes de forma a reduzir a sua toxicidade e, a0 mesmo tempo, melhorar a
sua especificidade para determinados tecidos ou 6rgaos (André, 1999).

Os quelatos de gadolinio sdo considerados os melhores agentes de contraste para
IRM, devido ao elevado paramagnetismo (4f ') do ido Gd(IIl) e também a lenta
relaxagdo do seu spin electronico. A eficiéncia dos agentes de contraste baseia-se na sua
habilidade para reduzirem selectivamente o tempo de relaxag¢ao dos protdes da dgua nos
tecidos biologicos sendo expresso pela sua relaxividade, r;. A relaxividade ¢ definida
como sendo o aumento da relaxagdao longitudinal dos protdes da agua para uma
concentragdo 1 mM do composto paramagnético (Caravan, 1999; Téth, 2002).

Os agentes de contraste para IRM do figado, disponiveis comercialmente,

fornecem uma excelente resolugdo de contraste, porém apresentam uma baixa



especificidade (Santos, 2003). Os agentes de contraste para IRM especificos para
hepatécitos si0: [Gd(BOPTA)(H,Of ", [Gd(EOB - DTPAYH,0)|",
[Mn(DPDP)(H 20)], oxidos de ferro superparamagnéticos, sistemas paramagnéticos de

lipossomas e micelas (Cavagna, 1991; Schmitt-Willich, 1999; Rocklage, 1989; Papisov,
1993; Kabalka, 1991; Andr¢, 1999).

No ambito deste trabalho foram sintetizados e estudados glicoconjugados
multivalentes de complexos metdlicos com potencial aplicagdo em imagiologia médica
(IRM e cintigrafia) e radioterapia. Os compostos sintetizados consistem num agente
quelante bifuncional capaz de formar quelatos estaveis (cinética e termodinamicamente)
com i0es Ln(IIT) e um agucar ligado ao agente quelante por um espacador. O residuo de
acicar ¢ capaz de interagir com elevada afinidade e selectividade com lectinas
(receptores) (Dam, 2002).

Os glicoconjugados de galactose e lactose de complexos de ides Ln(IIl) foram
compostos idealizados para interagirem especificamente com o receptor biologico
ASGP do figado.

Neste trabalho foi ainda realizada a caracterizagdo fisico-quimica de alguns
complexos de Ln(Ill) em solu¢do aquosa por RMN de 'H e DRMN de 'H. A
relaxividade protonica dos quelatos de Gd(III) descreve a eficiéncia do acoplamento

dipolar ente os protdes da dgua e o ido metalico paramagnético.

2 - Ligando DTPA

Entre os ligandos com aplicacdo em Medicina Nuclear o DTPA (figura 1),
continua a ser um dos mais utilizados ndo s6 porque forma complexos muito estaveis
(cinética e termodinamicamente) com muitos catidoes metalicos, mas também porque
constitui um ligando bifuncional para ligacdo a compostos de elevado peso molecular
tais como anticorpos e péptidos (Pratas, 2001). Este ligando ¢ usualmente utilizado em
quelatoterapia na remog¢ao de certos materiais radioactivos em individuos contaminados

por ides metalicos radioactivos.
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Figura 1 — Estrutura quimica do agente complexante de cadeia aberta DTPA.
2.1 — Ligacao aos ioes Ln(III)

Os complexos dos 10es Ln(III) com o ligando DTPA s3o nona-coordenados. A
ligacdo da-se através dos trés atomos de azoto aminicos e dos cinco 4&tomos de oxigénio
dos carboxilatos pendentes, sendo a nona posicdo de coordenacdo do ido metdlico
ocupada por uma molécula de dgua. No caso da ligagdo dos ides Ln(IIl) aos derivados
bisamidicos do DTPA, dois grupos carboxilato sdo substituidos por dois grupos
carbonilo, sendo o restante esquema de coordenacdo idéntico ao do DTPA, tal como ¢
evidenciado pela estrutura de raios-X de cristais do complexo Gd(DTPA-EA))
(EA,=bis(etilamida)). As duas formas exibidas pelos complexos nona-coordenados dos
10es lantanideos correspondem a espécie de geometria de coordenagdo trigonal
prismatica distorcida “tricapped” e a espécie de geometria de coordenacido quadrangular
anti-prismatica distorcida “monocapped”. Estas duas geometrias estdo intimamente
relacionadas entre si € em muitos casos uma determinada estrutura pode ser

convenientemente descrita por ambas as geometrias (Geraldes, 1993).

3. Ioes lantanideos trivalentes

Nos ultimos cinquenta anos os lantanideos passaram a desempenhar um papel
importante e diversificado na tecnologia moderna (metalurgia, lasers, electronica,
catalises, indlstria Optica...). Ao contrario do seu nome colectivo, terras raras, eles ndo
sdo raros, podendo a sua abundincia ser similar a de elementos que ndo sdo
considerados raridades. Por exemplo a abundancia do gadolinio ¢ de 6,4 g/tonelada em

rochas vulcanicas, usualmente na forma de monasites e de bastenasites.



Nao existem evidéncias de que desempenham um papel essencial nos

mamiferos. Experiéncias com ratos demonstraram que estes elementos apresentam uma
toxicidade média (Bulman, 1988).

Os lantanideos apresentam grande semelhanca de comportamento quimico ao
longo da série.

As suas propriedades magnéticas e espectroscOpicas contribuem para a sua

extensa utilizagdo em investigacdo quimica.

3.1 — Quimica de coordenacao

Ao longo do periodo as orbitais 4f dos lantanideos sdo progressivamente
preenchidas, desde o La (4f°) até ao Lu (4f'*). As trés primeiras energias de ionizac¢io
sdo comparativamente baixas.

O estado trivalente ¢ o mais estdvel em solucdo aquosa, (genericamente Ln(III)),
sendo no entanto conhecidas algumas excepgdes como por exemplo o Ce(IV) e o Eu(Il).
A trivaléncia dos lantanideos e a sua consequente configuracdao electronica confere a
estes elementos propriedades muito similares ao longo da série.

Devido ao facto das orbitais f serem orbitais internas, os seus electrdes nao se
encontram disponiveis para formar ligacdes covalentes. Isto ¢ muito diferente do que o
que ocorre com as orbitais d dos elementos de transicdo que sdo orbitais de valéncia e
em que, por isso, facilmente se estabelecem ligagdes quimicas em que hé partilha de
electroes (isto reflecte-se no valor da energia do campo do ligando que no caso dos
metais de transi¢io ¢ da ordem dos 20000 cm™ e para o caso dos complexos de Ln(III) ¢
apenas da ordem das centenas). Outro factor importante dos ides lantanideos e que
também os distingue dos ides metalicos de transicao € a tendéncia que apresentam para
formar complexos isomorficos com um ligando. Em certos aspectos a quimica de
coordenacao dos i0es Ln(IIl) ¢ semelhante a quimica de coordenagdo de ides de Ca(Il),
Sr(Il) e Ba(Il) (Moeller, 1972). As semelhangas entre os seus raios idnicos e o raio
16nico do Ca(Il) torna-os sondas adequadas que substituem isomorficamente o calcio
em alguns sistemas bioldgicos (William, 1970).

Os 1i0es lantanideos sdo 4cidos duros, consequentemente interagem
preferencialmente com bases duras. A sua preferéncia por atomos dadores ¢ a seguinte:

O> N> S e F> Cl. Os complexos de ligandos cujo atomo dador ¢ apenas N ou S



hidrolisam-se rapidamente e nao sao estaveis em solu¢ao aquosa.

Os lantanideos, ao contrario dos elementos de transi¢ao do bloco d, devido as
suas liga¢des i0nicas fortes, ndo apresentam restri¢cdes elevadas quanto a estereoquimica
dos compostos em que participam. Os numeros de coordenacdo associados aos
lantanideos variam desde 3 a 12, tanto no estado so6lido como em solugao, sendo o 8 ¢ 9
os numeros mais comuns (Choppin, 1984). Os aqua 16es Ln(IIl) apresentam um niimero
de coordenacdo que varia ao longo da série de 9 para 8, como resultado da contrac¢do
dos lantanideos (Kowall, 1995). Os elementos centrais da série exibem um equilibrio de

coordenacado entre os complexos octaaqua e 0 nonaaqua.

3.2 - Propriedades electronicas e luminescéncia

Com as excepgdes do La(III) (41°) e do Lu(III) (41 '), todos os ides da série dos
lantanideos possuem orbitais 4f incompletas. Os termos electronicos das varias
configuragdes 4f " ddo origem, na maioria dos casos, a estados excitados de baixa
energia, absorvendo na zona do visivel. Os termos individuais sdo desdobrados em
varios niveis J devido ao acoplamento spin-orbital, sendo por sua vez os niveis J
desdobrados pelo campo do ligando num maximo de 2J+1 componentes. Alguns dos
estados excitados de muitos i1des Ln(Ill) relaxam por emissdo de luminescéncia. Com
efeito, os i0es lantanideos distinguem-se da maioria dos catides metalicos pela
particularidade de luminescerem em solugdo mesmo a temperatura ambiente. As
transi¢des entre os varios estados das configuragdes 4/ " sdo formalmente proibidas pela
regra de seleccdo de Laporte, o que significa que a probabilidade dessas transi¢cdes
ocorrerem ¢ pequena, pelo que os coeficientes de extingdo molar caracteristicos dos ides
Ln(IIl) s3o bastantes baixos, em solu¢do aquosa geralmente ¢<10 M~ cm™
(Nieboer, 1975; Horrocks, 1981). Como consequéncia, tanto as absor¢cdes como as
emissoes sdo fracas e os tempos de vida dos estados excitados sdo longos (por vezes da
ordem dos ms).

Os fendmenos de desexcitagdo ndo radiativa sdo relativamente pouco eficazes
nos complexos de ides Ln(Ill) e como consequéncia luminescem a temperatura
ambiente, quando sdo excitados com luz visivel e/ou ultra-violeta. Grande parte dos
estudos de luminescéncia dos ides lantanideos em solu¢do foram efectuados em

solventes orgénicos, com quelatos de f-dicetonatos e tiveram como pioneiro Weissman



em 1942 (Weissman, 1942). Nos anos 60, com o advento do laser, um novo impulso foi
dado no conhecimento da quimica dos i0es lantanideos. Estas fontes de radia¢do, quer
as de modo continuo quer as de modo pulsado, permitem um elevado grau de
descriminacdo espectral, gerando feixes de radiacdo com larguras de banda bastantes

estreitas (tipicamente <0.02 nm).

A figura 2 mostra os niveis energéticos dos cinco elementos centrais da série dos

lantanideos: Sm(III), Eu(III), Gd(III), Tb(III), e Dy(III).

LUMINESCENCIA DOS 10ES LANTANIDEOS
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Figura 2 - Diagrama dos niveis de energia para os membros centrais dos ides Ln(III).

-

representa o nivel luminescente de energia mais baixa e

estado fundamental (Horrocks, 1981).

o nivel de energia mais alta do

Normalmente a luminescéncia dos restantes elementos da série raramente ¢
observada, excepto no estado sélido, e sdo de menor importdncia como sondas
luminescentes de moléculas bioldgicas, devido principalmente as pequenas diferencas
de energia entre os possiveis niveis emissores e receptores de radiagdo, relativamente

pouco separados, o que favorece mecanismos de desexcitagdo nao radiativa (Horrocks,

1981).



Na maioria dos estudos dos ides Ln(IIl) como sondas luminescentes tem-se
utilizado o Eu(IIl) e Tb(III), que possuem diferengas energética entre o nivel emissor de
menor energia e o nivel de maior energia do estado fundamental, respectivamente de
12500 e 14800 cm™ (valores razoavelmente elevados) e para além disso, a emissdo é
consideravelmente intensa e situa-se na zona do visivel. O Eu(IIl) emite de acordo com
transi¢oes Do F; (J=0-4, por vezes 0-6), sendo a transi¢ao Do F, hipersensivel e
o Tb(III) emite de acordo com as transi¢des "Dy — 'F; (J=0-6). Os tempos de vida dos
seus estados emissores dependem do ambiente quimico do ido, nomeadamente do
solvente utilizado (Haas, 1971; Haas, 1974). Um outro factor que afecta os tempos de
vida dos estados excitados ¢ a temperatura, o que pode ser interpretado em termos de
um despovoamento dos estados excitados por processos radiativos (Stein, 1975).

A intensidade da luminescéncia dos 10es Ln(IIl) pode ser substancialmente
aumentada por efeito da complexacdo com ligandos que possuam na sua estrutura
molecular um sistema de ligacdes quimicas que possa absorver energia suficiente para a
excitar a um estado singleto, passando seguidamente a um estado tripleto (conversdo
intersistemas), transferindo energia para um estado energético adequado do i1do Ln(III)
(Horrocks, 1981; Moeller, 1972). Trata-se de um fendmeno de sensibilizagdo da
luminescéncia do ido Ln(III) e constitui uma forma alternativa a excitagdo directa do ido
metalico com uma fonte de radiagdo. Cite-se, por exemplo, o caso do ido Tb(III) ligado
a proteinas como a transferrina, a concavalina e a tripsina de porco e de bovino, em que
se verificou um aumento na intensidade de emissdo por um factor de 10* a 10’
relativamente a emissdo do Tb(III) livre em solu¢do (Nieboer, 1975).

A luminescéncia dos ides lantanideos pode ser estudada utilizando duas técnicas
espectroscopicas distintas, embora relacionadas entre si:

- espectroscopia de emissdo, que requer excitagdo da amostra num dado

comprimento de onda, enquanto o monocromador de emissdo faz um varrimento dos
varios comprimentos de onda espectrais.

-espectroscopia de excitacdo, que requer um comprimento de onda de emissao

fixo, enquanto o monocromador de excitacao faz o varrimento (ou entao utilizando um
laser como fonte de emissdo). Esta técnica permite fornecer informacdo sobre as
transicdes a partir do estado fundamental até ao estado emissor e niveis superiores. Um
espectro de excitagdo esta intimamente relacionado com o espectro de absorg¢ao, desde

que adicionados os efeitos das transigdes nao radiativas.



3.3 - Momento magnético

Uma propriedade bastante importante dos i0es Ln(IIl) € o seu paramagnetismo,
associado aos seus electroes desemparelhados (com as excepcdes do La(Ill) e do
Lu(III), ambos diamagnéticos). A maioria dos ides lantanideos s6 possuem um estado
il povoado a temperatura ambiente, (kT =200 cm™), no entanto o Eu(Ill) e o
Sm(IIT) tém os seus estados excitados mais baixos consideravelmente povoados. Para a
maioria dos ides Ln(IIl), os valores dos seus momentos magnéticos sdo dados pela
expressao (1). Contudo, esta expressao sé ¢ valida para o estado fundamental, pelo que,
quando se calculam as susceptibilidades € os momentos magnéticos do Eu(Ill) e do
Sm(III), tém de ser tidos em conta o povoamento térmico dos estados excitados e o
efeito Zeeman de segunda ordem (dad origem a paramagnetismo que nao depende da
temperatura, ¢ que pode ser entendido como uma mistura do estado fundamental com
estados excitados, a qual pode ser induzida por um campo magnético externo)

(Geraldes, 1987; Reuben, 1973).

u, =g, + 1) (1)

C{S(S+1D)-LL+1)+33(0 +1) }
5= 251 +1)

2)

g) ¢ o factor de Landé; J constitui o nimero quantico de momento angular total;
L e S sdo respectivamente os niameros quanticos de momento angular orbital e de
momento angular de spin.

O estado fundamental do ido Ln(III) ¢ definido por um termo espectroscopico,
de acordo com as regras de Hund:

1) S € tdo elevado quanto possivel.

i1) L € tao elevado quanto possivel, de forma consistente com 1).

ii1) J ¢ tdo elevado quanto possivel para uma camada electrénica mais que
semipreenchida (J=L+S) e tdo baixo quanto possivel para uma camada menos que

semipreenchida (J=L-S) (Cotton, 1975).



3.4 - Reagentes de desvio e de relaxaciao

Em estudos de RMN os efeitos paramagnéticos induzidos nas frequéncias de
ressonancia dos nucleos das moléculas que se ligam aos ides lantanideos, dependem
tanto da natureza dos proprios nicleos como do 130 paramagnético em si, € podem
traduzir-se, quer em desvios quimicos dos sinais em relacdo a sua posi¢do na auséncia
de espécies paramagnéticas, quer em alargamento dos sinais por diminui¢do dos tempos
de relaxagdo 7; (tempo de relaxagdo longitudinal ou de spin-rede) e 7, (tempo de
relaxacdo transversal ou de spin-spin). Tanto os fendmenos de desvio quimico como os
de relaxa¢do nuclear, induzidos por ides paramagnéticos, resultam de dois tipos
fundamentais de interaccdo entre os spins electronicos do ido metalico e os spins
nucleares da molécula em estudo (Geraldes, 1987):

1) interaccdo de contacto de Fermi (escalar); esta interaccdo ocorrera se existir

uma probabilidade finita de encontrar alguma densidade de spin electronico
desemparelhado nas orbitais s do 4&tomo do nucleo em estudo, quer por um mecanismo
de deslocalizagdo directa quer por um mecanismo de polarizacdo de spin através das
ligagoes.

i1) interaccdo de pseudo-contacto (dipolar); advém de uma interac¢do dipolo-

dipolo, através do espaco, entre os momentos magnéticos angulares electronico e
nuclear. E o tipo de interac¢do que predomina na maioria dos casos com reagentes de
desvio dos 10es Ln(III).

De entre os varios i0es lantanideos paramagnéticos, os ides Pr(IIl) (4f %), Eu (IID)

4f %) e Yb(II) 4f %), com tempos de relaxacdo de spin electronico curtos (74 <1ps)

induzem desvios nas frequéncias de RMN das moléculas as quais se ligam os ides
Ln(III), sem que se verifique um alargamento significativo dos sinais. Por outro lado, os
ides GA(III) e Eu(Il) (ambos 4f 7), com elevados tempos de relaxa¢io de spin

electrénico (7,>100 ps), aumentam as velocidades de relaxacdo magnética nuclear, sem

induzirem desvios consideraveis. Os ides Dy(III) (4f”) e Ho(IIT) (41 '), com tempos de
relaxacao de spin electronico de valor intermédio, provocam simultaneamente desvios e
aumentam a relaxacdo nuclear. Os i0es lantanideos, quando complexados, continuam a

exibir as suas propriedades de desvio e/ou relaxagdo e muitos deles sdo bastante estaveis



numa larga gama de valores de pH, o que em condigoes de pH>6.5 se torna
extremamente vantajoso, uma vez que a complexagdo evita a precipitacdo dos
hidroxidos dos lantanideos (Glasel, 1973).

Existem reagentes de desvio e de relaxagdo para solucdes aquosas, caso de
Ln(EDTA), Ln(NOTA) e Ln(DOTA), assim como para solu¢cdes ndo aquosas,
normalmente derivados de tris- #-dicetonatos, de que (Ln(ACAC);, Ln(DPM); e

Ln(FOD)3) sdo alguns exemplos (figura 3) (Catarro, 1987; Spirlet, 1984).

o—c:/Rl
TN
0=C_
R,

DPM: R, = R,=t-butilo

FOD: R, = t-butilo e R, = CF;CF,CF, -
TFN: R, = R,= CF;CF,CF, -

FHD: R, =R,= CF;CF, -

Figura 3 — Reagentes de desvio dos ides Ln(III) com ligandos do tipo tris- /7 -dicetonato (Inagaki, 1981).

A formagdo de um aduto pela associagdo de um reagente de desvio a uma
molécula de um dado substrato constitui uma reaccdo de um acido de Lewis (reagente
de desvio) com uma base de Lewis (substrato), pelo que os reagentes de desvio deverdo
ser suficientementes acidicos (no caso de FHD e TFN os grupos possuem elevada
capacidade para retirar electroes). A basicidade de Lewis das moléculas do substrato
também ¢ importante em experiéncias de desvio quimico. Sanders e Williams usaram
Eu(DPM); como reagente de desvio e compararam os desvios dos sinais de protdes de
substratos com varios grupos funcionais. Concluiram que os desvios sdo induzidos de

acordo com a seguinte ordem (Inagaki, 1981):

-NH,>-OH > C=0 > 0> -CO,R > -CN

Ao ser adicionado um reagente de desvio a uma solucdo da molécula do
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substrato, cuja estrutura se pretende conhecer, observam-se desvios selectivos no seu
espectro de RMN, que reflectem a sua estrutura espacial. A troca entre o substrato livre
e complexado normalmente ¢ répida a escala temporal de RMN, observando-se um
espectro médio. Deste modo, os desvios induzidos dependem da concentragdo do
complexo metdlico de um modo que reflecte a sua constante de ligacdo ao substrato
(Geraldes, 1987).

Os efeitos exercidos pelos agentes de relaxacdo, diminuindo os tempos de
relaxagdo dos varios nicleos de uma molécula também sdo selectivos, reflectindo a sua

relacdo geométrica relativamente ao centro paramagnético.

3.5 - Desvios quimicos induzidos pelos ides Ln(I1I)

O desvio quimico induzido na frequéncia de ressonancia de um dado ntucleo da
molécula do substrato, pela ligacdo do reagente de desvio, possui varias contribuigoes:

A =Dy +A +A, )

total

A, representa o desvio diamagnético; advém do efeito de complexagdo, em que

as nuvens electronicas da molécula do substrato sdo polarizadas pela carga positiva do
ido Ln(II), podendo mesmo ser induzidas alteracdes estruturais na molécula do
substrato. Estas alteracOes afectam os estados electronicos da molécula do substrato e
induzem desvios nas frequéncias de RMN dos seus nucleos. Estes desvios precisam de
ser corrigidos e subtraidos do desvio total, pelo que se usam os ides diamagnéticos

La(I1I) e Lu(III).

3.5.1 - Desvios de contacto

A, indica o desvio de contacto, ja referido anteriormente. A interacgdo hiperfina

de contacto entre um nlcleo do substrato e a densidade de spin electronico
desemparelhado do ido lantanideo cré-se ocorrer por um mecanismo de polarizagdo de
spin, em lugar de uma deslocalizagdo directa dos electroes desemparelhados do centro

paramagnético para o substrato (Niebor, 1975). Isto € consistente com o facto das
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orbitas 4f dos 10es Ln(IIl) estarem bastante inacessiveis para poderem participar numa
sobreposi¢do directa com as orbitas moleculares do substrato. Para os lantanideos, a

relacdo fundamental que descreve o desvio de contacto ¢ (Inagaki, 1981):

A, =(§j<sz >/(g“B°) 4)
h 27

A, . ~
4 ¢ a constante de acoplamento hiperfino electrado-nticleo (em Hz); <S>

representa a polarizagdo média de spin electronico; g, ¢ a razio magnetogirica do

nucleo; By o campo magnético aplicado. Para os ides lantanideos, o valor de <Sz> do

estado fundamental ¢ dado por:

_-BIU+Dg,(g, - DB,

3KT ©)

<S, >,

B ¢ o magnetdo de Bohr; J e g; foram j4 definidos anteriormente; k ¢ a constante

de Boltzmann e T a temperatura absoluta.
Assim, o desvio de contacto devido ao estado fundamental J ¢ dado pela

expressao:

- 27{2]/11(J +1)g,(g, - 1)

A = 6
L e (©)

Uma vez que os 10es Eu(Ill) e Sm(III) possuem estados electronicos excitados
apreciavelmente povoados a temperatura ambiente, deverdo entdo ser tidas em conta as
contribuigdes desses estados quando se calculam os valores de <Sz>. Em particular para
o ido Eu(Ill), o numero quantico do estado electronico fundamental ¢ J = 0, pelo que

<Sz>;=0¢e A, =0, de acordo com as expressao (5) e (6), logo os desvios de contacto

deverdo ter origem exclusivamente nos estados excitados. Golding e Halton calcularam
os valores de <Sz> para a série dos lantanideos (tabela 1) e concluiram que esses

valores (incluindo as contribui¢des do estado fundamental e dos estados excitados) nao
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diferiam muito dos valores relativos de <Sz>; [=J(J+1)gi(gy -1 )], obtidos por Lewis et
al., excepto para o Eu(Ill) e Sm(III), havendo uma boa correlacdo linear com os desvios
de contacto observados nas ressondncias de H,''O coordenada com os ides Ln(III)

(Reuben, 1973; Lewis, 1962; Geraldes, 1987).

Tabela 1 — Comparagio dos desvios de contacto tedricos e experimentais (em ppm) (Geraldes, 1987).

Desvio de contacto *

lao Tedrico Exp.
<S> (Jb) <S> A@

Ce 1,07 0,98

Pr 3,20 2,97 -3,8

Nd 4,91 4,49 -4,8

Pm 4,80 4,01

Sm 7,79 -0,06

Eu 0 -10,68

Gd -31,50  -31,50  [31,5]

Tb -31,50  -31,82 33,5

Dy -28,30  -28,55 26,0

Ho -22,50  -22,63 21,9

Er -15,30  -15,37 14,5

Tm -8,16 -8,21 7,6

Yb -2,57 -2,59 2,0

“ Normalizados a 31,50 para o Gd; b Valores relativos <S>=J(J+1) g)(g; -1); “ Valores de Golding e Halton;

d . .
Desvios de contacto de "0 na H,'’0, de Reuben e Fiat

3.5.2 - Desvios de pseudo-contacto

A, na expressao (3), corresponde ao desvio de pseudo-contacto e ¢ um tipo de

pc
desvio que resulta de uma interac¢do directa entre o spin electronico do ido lantanideo e
os nucleos de atomos como o "N e o 70, que possuem associado a cada um deles um
par de electrdes que permitem uma ligacdo directa ao ido paramagnético (Glasel, 1973).

Para niicleos como o °C e o °F, assim como para protdes proximos do ido
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lantanideo, tanto o mecanismo de contacto como o de pseudo-contacto sdo importantes.
Para protdes afastados do centro paramagnético, o mecanismo de pseudo-contacto, por
si s6, explica de forma adequada os desvios observados experimentalmente (Golding,
1973).

Bleaney fez o tratamento teorico dos desvios de pseudo-contacto, explicando a
varia¢do da intensidade e do sentido do desvio para todos os ides lantanideos (Bleaney,
1972).

Os desvios de pseudo-contacto induzidos pelos ides Ln(III) sdo obtidos a partir
do valor médio do campo magnético local, tomado sobre todas as orientagdes do
complexo em relagdo ao campo magnético externo, € que tem origem no momento
magnético do ido lantanideo. Por sua vez, o momento magnético deriva da
susceptibilidade magnética do ido Ln(III).

Consideremos um sistema de coordenadas cartesianas (figura 4) com origem no
130 lantanideo, e os eixos dos XX, yy e zz paralelos aos trés eixos principais do tensor

susceptibilidade magnética (%) :

Figura 4 — Sistema de eixos coordenados coincidentes com os eixos principais do tensor } e com

origem no ido Ln(III) (Dwek, 1971).

Assim, para um nucleo magnético no local de coordenadas (r, 6, ¢ ), o desvio de

pseudo-contacto induzido pelo ido Ln(III) ¢ dado pela expressao:

1

R 7

r ¢ a distdncia do nucleo ao centro paramagnético; F ¢ o factor angular, definido

do seguinte modo:
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F(0,9) = (Xzz —£)3 (cos2 0 —l)+( o~ Xy )sin2 0cos2¢ (8)

0 e ¢ sdo coordenadas polares da posi¢do do nucleo no sistema de eixos que
diagonaliza o tensor susceptibilidade magnética, 7 ; .., x,,€ .. sd0 as componentes

principais do tensor susceptibilidade da espécie paramagnética e y ¢ o seu valor médio

definido de acordo com:

(xxx + 2, + Z) )

Da equacdao 8 verifica-se que um sistema com susceptibilidade magnética
isotropica, isto €, ¥, =X, =X, =X, origina um desvio de pseudo-contacto nulo.

Conclui-se entdo que os desvios de pseudo-contacto advém da anisotropia do tensor
susceptibilidade magnética do complexo do ido lantanideo. Se esse tensor possuir

simetria axial, (y,, = 7,,), 0 desvio de pseudo-contacto sera dado por:

(1, —x)(3cos? B 1)
pc = 2r3

A (10)

No caso dos ides lantanideos, em que os electrdoes 4f estdo bastante escudados
dos efeitos dos ligando, pode considerar-se que, numa primeira aproximagao, os ides
Ln(IIl) sdao ides livres e o seu tensor susceptibilidade magnética ¢ isotropico. Esse
tensor isotropico ndo originaria desvios pseudo-contacto (Glasel, 1973).

A anisotropia de y dos electrdes 4f resulta do potencial electrostatico das
moléculas dos ligandos, isto é, os niveis electronicos dos ides Ln(IIl), devido as
interacgcdes com o campo do ligando, ndo se encontram degenerados para campo nulo
(Bleaney, 1972).

O estado fundamental de nimero quantico J sofre um desdobramento por ac¢ao
do campo electrostatico do ligando, de que resultam 2J+1 niveis. As separagdes desses
niveis resultantes ndo sdo, no entanto, superiores aos valores de kT. De acordo com a

teoria de Bleaney, o desvio de pseudo-contacto induzido por um ido Ln(Ill) na
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frequéncia de ressonancia de um dado nucleo do ligando, pode ser descrito por:

| g/ BRI +DRI-DRI+3) |
A, = 60(<T)? rF'(0,0) (11)

em que F'(0,¢) =D, (3cos*0—1)+ (D, —Dy)sin2 Bcos2¢ (12)

Dy, Dy e D, sdo parametros do campo electrostatico do ligando (Dy+Dy+D,=0).
No caso de simetria axial, D,=Dy e o segundo termo de F" anula-se. A expressao (11)
mostra que o desvio de pseudo-contacto depende de T (temperatura absoluta) e ndo de

T tal como o desvio de contacto. Os pardmetros Dy definem-se do seguinte modo:

D, =<r’><J| a [I>(A,"-A,"

D, =<r’><]J| a [I>(-A,"-A,")

D, =<1’ ><]J| a [I>(2A,") (13)

2 .y 2 ~ . .
<r™> ¢ o valor médio de r” para os electrdes 4f; <J Ha || J> ¢ um coeficiente

caracteristico do ido Ln(III), determinado pelos nimeros quanticos L, S e J que definem
o respectivo estado fundamental: A’ e A,? sdo dois coeficientes do campo electrostatico
(Glasel, 1973). Golding e Pyykk incluiram outros termos do campo do ligando de
ordem superior (A40, A6O e A66) mas os valores dos desvios de pseudo-contacto nao
mostraram diferir em mais de 20% dos valores tedricos respectivos determinados por

Bleaney (Golding, 1973).

Os coeficientes <J H(x || J> mudam de sinal em fun¢do do ido Ln(Ill), o que
explica que alguns ides lantanideos induzam desvios para altas frequéncias e outros
induzam para baixas frequéncias. Os coeficientes do campo electrostatico do ligando

podem também exibir sinais diferentes, de ligando para ligando, o que explica que o

mesmo 130 Ln(IIl) com ligandos diferentes possa induzir desvios com sentidos opostos
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(Biinzli, 1989).

Os desvios de pseudo-contacto dados pela expressio (11) devem-se a
contribui¢do do estado electrénico fundamental, de nimero quantico J, para o tensor
susceptibilidade magnética. Contudo, para ides com 5 ou 6 electrdes 4f, os estados
electronicos estdo consideravelmente povoados a temperatura ambiente, pelo que
também tem de ser considerada a contribui¢do desses estados excitados para a
susceptibilidade magnética. Para o ido Eu(Ill) (4f °), o valor de J para o estado

fundamental ¢ zero, (A ,. =0 quando J=0, de acordo com a expressdo (11)), pelo que os

desvios de pseudo-contacto devem ter origem principalmente na contribuicdo dos
estados excitados para a anisotropia do tensor da susceptibilidade magnética. No
tratamento tedrico que fez, dos desvios quimicos induzidos pelos ides Ln(I1l), Bleaney
incluiu a contribuicao desses estados excitados para o Eu(Ill) e outros ides. Os desvios
de pseudo-contacto tedricos (valores normalizados a -100 para o Dy), estdo indicados na

tabela seguinte (tabela 2).

Tabela 2 — Comparagdo dos desvios de pseudo-contacto tedricos e experimentais (em ppm) (Geraldes,
1987).

Desvio de pseudo-contacto °

lao | Teédrico’  Clest. exp.t
est. Fund. excitado

Ce -6,6 -6,3

Pr -11,4 -11,0 -8,2
Nd -4,5 -4,2 -3,0
Pm +2.4 +2,0

Sm +0,5 -0,7 -0,2
Eu 0 +4,0 +5,1
Gd 0 0

Tb -87 -86 -50
Dy -100 -100 -100
Ho -39 -39 -42
Er +33 +33 +16
Tm +53 +53 +10
Yb +22 +22 +12
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¢ Valores normalizados a -100 para o Dy ; /" Obtidos por Bleaney; ¢ Valores experimentais para os

complexos dos ides Ln(II) com o mononucleotideo monofosfato de citidina.

Com as excepcoes do Sm(III) e do Eu(Ill), as contribui¢cdes dos estados
electrénicos excitados sdo responsaveis por apenas uma percentagem bastante pequena
do desvio quimico e os valores medidos experimentalmente mostram em geral uma boa
concordancia com os valores teoricos.

Os desvios de pseudo-contacto, que revelam uma dependéncia geométrica da
posicdo do nucleo em estudo (a maior parte das vezes protdes) em relacdo ao centro
paramagnético, nomeadamente do inverso da terceira poténcia da distancia, t€m
constituido um instrumento Util na determinacao de conformacgdes moleculares ¢ de
equilibrios conformacionais de sistemas dindmicos. Como os desvios de contacto ndo
contém esta informagdo geométrica, torna-se necessaria uma separacao da contribui¢ao
de pseudo-contacto da de contacto, para o que existam diversos métodos (Dobson,

1973; Reilley, 1976).

3.6 — Relaxacio paramagnética

As possibilidades de obtencdo de informagdo estrutural em sistemas
bioquimicos, a partir de dados de relaxacdo nuclear, induzida por espécies
paramagnéticas, foi pela primeira vez explorada em 1962 por Eisinger et al. Estes
autores constataram que por ligacdo de varios i0es de metais de transicdo a molécula de
DNA a velocidade de relaxagdo dos protdes do solvente, a agua, aumenta
consideravelmente. Este fendémeno designa-se por aumento da relaxacdo protdnica
(Dwek, 1975).

Nos anos que se seguiram, grande parte das investigacdes efectuadas incidiram
sobre as velocidades de relaxacdo da 4gua em sistemas enzimaticos na presenca de ides
paramagnéticos como o Mn(Il) e o Gd(III), o que conduziu ao conhecimento de varios
parametros de ligacdo e ao esclarecimento de varios mecanismos enzimaticos. Nos
casos em que esses mecanismos dependem das caracteristicas conformacionais dos
ligandos, torna-se necessario estudar os efeitos das provas paramagnéticas sobre os

nlcleos, relacionando esses efeitos com as distdncias aos centros paramagnéticos.
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Quando as provas paramagnéticas, além de induzirem relaxacdo também provocam
desvios de pseudo-contacto, os dados de desvio complementam a informagao estrutural
obtida a partir dos dados de relaxacao.

Os i0es paramagnéticos (Mn(II), Cr(III), Fe(Ill), Gd(III)), em virtude dos seus
electroes desemparelhados, possuem momentos magnéticos electronicos elevados
— 0 momento magnético do electrdo ¢ cerca de mil vezes mais intenso que o da maioria
dos ntcleos. Um ntcleo que se situe nas vizinhangas dum ido paramagnético
sentira um intenso campo magnético local que flutua devido a relaxacdo do spin
electronico e aos movimentos moleculares aleatorios de difusdo translaccional das
moléculas de solvente e das espécies paramagnéticas. Este campo magnético flutuante
geralmente permite aumentar as velocidades de relaxacdo dos nucleos, mesmo
quando as espécies paramagnéticas estdo presentes na solugdo em baixas
concentragdes. A grandeza desse aumento pode em principio ser analisada e
interpretada no sentido de fornecer informagdo sobre as distancias dos nucleos ao ido
paramagnético, e sobre a dindmica molecular em solucdo (Bertini, 1980).

Numa solucdo de um soluto paramagnético, a relaxa¢do nuclear ¢
inteiramente dominada por uma interac¢do entre o spin electrénico desemparelhado da
espécie paramagnética, S, ¢ o spin do nucleo, I. Os intensos campos magnéticos
locais produzidos pelos electrdes podem sofrer um acoplamento com os ntcleos
por um mecanismo de interac¢do dipolar ou, por vezes, por um mecanismo de
interaccao escalar hiperfina, transmitido através das ligagdes quimicas.

No caso especifico dos ides lantanideos, 10es como o Gd(III) e o Eu(Il) (ambos

47 7), em que o tensor da susceptibilidade magnética ¢ nulo ((L=0 e S=% ) e

<J || o ||J > =0, pelo que os valores de D, sdo nulos), ndo induzem desvios de pseudo-

contacto nas frequéncias de ressonancia dos nucleos das moléculas que se encontram
nas suas proximidades, mas como possuem tempos de relaxagdo electronica elevados
(ts), podem aumentar consideravelmente as velocidades de relaxacdo desses nucleos.
Em sistemas bioldgicos, o interesse geralmente recai sobre os i0es
paramagnéticos coordenados com ligandos polidentados. Por exemplo, em estudos in
vivo de imagiologia de ressondncia magnética (IRM), ha vantagem em utilizar o ido

metalico paramagnético na forma de quelato, como agente de relaxa¢do da agua dos
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tecidos e  drgdos, porque os ides livres possuem toxicidades elevadas (Lauffer, 1987)

A aplicagdo da relaxagdo paramagnética a dominios da biologia e da medicina
tem impulsionado o desenvolvimento de um elevado nimero de provas de relaxacao,
baseadas  principalmente no  gadolinio  [Gd(III)(P,O7)], (Gd(II)EDTA],
(GA(IIT)(ACAC);]) (Williams, 1982).

3.6.1 - Equacdes de Solomon — Bloembergen

. . o 1 ,
As velocidades de relaxacao (longitudinal, — e transversal, dos nucleos

M 2M

proximos de um centro paramagnético sao dadas por: (Dwek, 1971)

2 252 2
. 3 7
e L e by ey oy P
T, 15 r (l+o,°7.7) (+w,7,7)| 3 h) L+ 7,")

(14)

2 202 A
4 1
I _1in HZfB Lo +23T°2 + 3T2° 5 +l[S(S+1)(27t—j Lzrez
T,, 15 r (I+o,7,7) (l+o,t )| 3 h) 11+ 1)

(15)

As expressdes anteriores sdo conhecidas por equag¢oes de Solomon-
Bloembergen (Solomon, 1955; Bloembergen, 1957) e so sdo validas para um regime
de troca rapida entre o ligando livre e coordenado e para ambientes quimicos do ido
metalico de baixa simetria. Estas duas condi¢des parece, no entanto, serem
obedecidas pela maioria dos complexos de Gd(II) (Dwek, 1971; Inagaki, 1981;
Lauffer, 1987; Bloembergen, 1961; Leyden, 1977).

Embora as equagdes de Solomon-Bloembergen incluam um termo que diz
respeito a interaccdo de contacto electrdo-nucleo, esta contribui¢do devera ser
minima para os i0es Ln(IIl), dada a interioridade dos seus electrdes 4f relativamente
aos electrdes 5s e 5p, pelo que normalmente se despreza. Estudos da variacdo dos
tempos de relaxacdo 77 e 7> com a temperatura, confirmam este facto para o caso do
Gd(IITI) e do Eu(Il) (Dwek, 1971).

Nas expressOes anteriores s € o sdo respectivamente as frequéncias de
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precessdo electronica e nuclear de Larmor (o, >> ®,),y, ¢ a razdo magnetogirica
nuclear, p, € o momento magnético efectivo, r ¢ a distdncia entre o centro
paramagnético e o nicleo em questdo, 7, € o tempo de correlagdo da interacg¢ao dipolar

e 1, o tempo de correlacdo da interacgdo escalar. Os outros simbolos foram ja definidos
anteriormente.

Os primeiros termos de ambas as equacgdes advém da interacgdo dipolar entre o
spin electronico e o spin nuclear, caracterizados pelo tempo de correlagdo t,, que
modula esta interac¢do. Os segundos termos advém da modulacdo da interac¢do escalar,

caracterizada pelo tempo de correlagdo T, .

T, € T, caracterizam a velocidade para a qual sdo interrompidas as duas formas

de interaccdo magnética; o mecanismo mais rapido ¢ sempre o dominante para um

movimento isotropico, escrevendo-se:

— (16)

L (17)

Ty € o tempo de vida do nucleo em estudo, sob a influéncia do centro
paramagnético, e que ¢ determinado pela velocidade de troca quimica entre a
molécula (do solvente ou do ligando) livre ¢ coordenada e é dependente da

temperatura. 1, ¢ o tempo de correlagdo rotacional do 3o paramagnético (solvatado
ou sob a forma de quelato) e também depende da temperatura. z, ¢ o tempo de

relaxacdo do spin electronico; trata-se de uma fun¢do complexa determinada pela
modulagdo da separag¢do para campo nulo ("zero field splitting", abreviadamente
ZFS) dos niveis de spin electronico, causada por distor¢cdes na simetria do complexo
devido a colisdes entre as moléculas do solvente e do soluto, ou possivelmente
devido a outros movimentos moleculares (Biinzli, 1989; Dwek, 1975).

O seu valor, dependente da frequéncia e da temperatura, ¢ dado por:
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1 T, 41,
—=B 22 + 22 (18)
T, I+, t,7) (1+40,1,7)

T, ¢ outro tempo de correlagdo, relacionado com a velocidade de

\%
modulacdo do ZFS, pelo impacto das moléculas do solvente sobre o complexo
paramagnético (1,<t); B ¢ uma constante que inclui os valores do spin electrénico e dos
parametros do ZFS.

Para id0es paramagnéticos ligados a macromoléculas, a eficacia da
distor¢ao da simetria do complexo pela colisdo de moléculas do solvente pode ser
reduzida se o local de ligagdo do metal for tal que a aproximagdo de moléculas do
solvente esteja restringida. Nestes casos a distor¢do da simetria do complexo pode
dever-se ao acoplamento das vibragdes ido-ligando com outras vibragdes mais lentas ou
com movimentos de cadeias polipeptidicas da macromolécula. Esses processos
podem, contudo, envolver mais que um tempo de correlacdo simples, constituindo
uma dificuldade adicional para a obtencao do valor de ;.

O grau de validade das equagdes de Solomon-Bloembergen depende de varias
aproximacoes:

1) Existe um unico tempo de relaxacgao de spin electronico.

i1) Nao se verifica separacao dos niveis electronicos para campo nulo, i. €., 0 ZFS
¢ nulo, ou pelo menos ZFS <<ws.

i11) Nao se verifica separagdao da linha de ressonadncia de spin electrénico por
interac¢do com o spin nuclear da propria espécie nuclear, ou pelo menos ¢ <<ws.

iv) Os movimentos moleculares de orientagao em solucdo sdo isotropicos.

v) O factor g electronico € isotropico.

vi) Os tempos de correlagdo para os varios movimentos em solucao sdo fungdes
exponenciais.

. . 1 1
As velocidades de relaxacdo — e T bem como 1, podem ser
IM 2M
determinados a partir de estudos da variacdo das velocidades de relaxacdo com a
frequéncia, ou a partir de dados de aumento da relaxividade protonica (Koenig, 1975).
Desta forma, a distancia r, do ido paramagnético ao nucleo em estudo, pode ser

conhecida, o que constitui o fundamento da utilizagdo dos agentes de relaxacdo como
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sondas estruturais. Em estudos de distancias, os erros obtidos na determinacdo de
1. (devidos a 15) ndo sdo graves na medida em que r depende aproximadamente da raiz

sexta de ..

1 1 1 T . 1 . .

Como —=—-—= Lé"), (=1,2), em que —sao as velocidades de

iM T;‘obs T; r T;

relaxagdo de um dado nucleo na auséncia de ido paramagnético, pode conhecer-se de

imediato o valor da distancia r se f(t.) for conhecido. Contudo, se o valor de 1. for
) . 1 1 ) .,

desconhecido, podem obter-se as razdes de — ou — para quaisquer dois nucleos

1 2

distintos de um ligando, determinando-se assim as distancias relativas desses ntcleos

ao centro paramagnético. 0 estudo dos varios nucleos de uma molécula ligada

ao 1do paramagnético permite "fazer o mapa" dessa molécula. Esse "mapa" pode

ser usado, conjuntamente com os dados de desvio, para a obtengdo das estruturas

moleculares dinamicas dos ligandos em solugao (Williams, 1982).
3.6.2 - Relaxacio da agua

Os efeitos paramagnéticos de relaxagao sao transmitidos aos nucleos vizinhos
ndo so6 através dos movimentos moleculares aleatérios das espécies em solu¢do mas
também através das interac¢des quimicas especificas que sdo responsaveis pela
aproximacgdo das moléculas de solvente ao ido metalico (no caso da dgua essa
aproximacio é de 5A). As relaxagdes associadas a cada tipo de interac¢do quimica
diferem entre si, dependendo da distancia e da escala de tempo da interac¢do e pode
ocorrer por dois mecanismos distintos: o de esfera interna e o de esfera externa.

As contribui¢des de esfera interna advém da relaxacdo quando a molécula de
agua se encontra ligada ao ido paramagnético na sua esfera primaria de coordenagao
através do atomo de oxigénio (caso A da figura 5) e as de esfera externa incluem
protdes das moléculas de agua ligadas ao ido paramagnético na segunda esfera de
coordenacdo por pontes de hidrogénio (caso B), bem como os efeitos da difusdo

translaccional (caso C).
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Figura 5 — Interacgdes responsaveis pela aproximagao das moléculas de agua ao ido Ln (III) (Lauffer,

1987).

Nem sempre ¢ possivel uma distingao clara entre os dois mecanismos mas esta
baseia-se sobretudo no tempo que os protdes residem sob a influéncia do centro
paramagnético e na sua distdncia a esse centro (se o tempo que a molécula de agua
permanece ligada ao ido metalico for longo em comparagdo com o tempo necessario
para que as duas espécies se afastem por difusdao, também se pode considerar que
0 mecanismo que prevalece € o de esfera interna).

Somente uma pequena percentagem dos nucleos estd ligada ou sob a influéncia
do centro paramagnético, pelo que também tém de ser tidos em conta os efeitos
paramagnéticos sobre os nucleos mais afastados do catido metdlico. Embora esses
efeitos sejam nulos pelo mecanismo de contacto, ndo sdo desprezaveis pelo
mecanismo dipolar (Koenig, 1975).

A contribui¢do da esfera externa para a relaxividade da 4gua pode ser por vezes
bastante significativa, particularmente em quelatos de Gd(III), em que chega a ser
da ordem dos 10%, relativamente ao valor total uma vez que por ligacdo do ido
metalico a ligandos polidentados, o niimero de moléculas de 4gua da primeira
esfera de coordenagdo diminui, tornando-se o mecanismo de camada interna menos
decisivo (Koenig, 1975; Biinzli, 1989; Lauffer, 1987).

Define-se um tempo de correlacdo difusional relativo, tp:

r2

" B(D, +Doy)] (%)

em que r ¢ a distdncia de maior aproximacdo entre o spin electronico do ido
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metalico e do spin nuclear protonico da dgua e Dy e Dgq s@o os coeficientes de
difusdo da 4gua e do Gd. Trata-se de uma descri¢do quantitativa algo limitada, que
se aplica ao caso limite em que ndo existem quaisquer interac¢des entre a dgua € o

complexo metalico (caso C anterior).

4. Imagiologia de Ressonancia Magnética (IRM)

O uso da ressonancia magnética nuclear para obter imagens de diferentes
estruturas, em particular na visualizagdo do interior do corpo humano, deve-se aos
cientistas Paul Lauterbar e Peter Mansfield considerados pioneiros no uso desta técnica,
tendo sido galardoardos com o prémio Nobel da Medicina em 2003 (Geraldes, 2003).

A IRM ¢ uma técnica cada vez mais comum em medicina clinica de diagndstico
e em investigacdo biomédica. Esta técnica ndo requer a exposicdo do paciente a
radiacdo ionizante, uma vez que ¢ baseada na interaccdo de campos magnéticos e
radiofrequéncias com nucleos atdmicos, nomeadamente os protdes da agua nos tecidos.

A IRM utiliza ondas de radio, campos magnéticos e sistemas de computadores
mas exclui radiagdes ionizantes, como os raios X e ¢ capaz de produzir imagens muito
detalhadas e com enorme resolucdo dos tecidos macios e Orgdos, de qualidade
comparavel ou superior a Tomografia Axial Computorizada (TAC), sem os efeitos
secundarios potencialmente adversos resultantes do uso de raio X (Geraldes, 2003). A
imagem gerada do corpo ¢ uma imagem altamente detalhada, ndo invasiva e
tridimensional (Lowe, 2002).

Além de utilizar radiacdes inofensivas (ondas de radio), o contraste das imagens
médicas resultantes da técnica IRM, contém uma informagdo muito mais rica e
dependente de multiplos pardmetros. Representa ndo s6 a densidade de protdes dos
tecidos, que contém uma informagao anatdémica muito rica, comparavel a do TAC, mas
reflecte também certos processos dindmicos da 4gua dos tecidos, tais como a sua
mobilidade, difusdo e fluxo, que contém informagdes sobre o estado fisiologico dos
tecidos, fornecendo meios para uma discriminagao mais sensivel entre tecidos saudaveis
e patoldgicos (Geraldes, 2003).

O facto de ser uma técnica nao invasiva ¢ com clevada eficacia, torna-a num
importante instrumento de diagnostico em medicina. No entanto, o contraste gerado por

esta técnica € por vezes insuficiente, sendo necessario utilizar agentes de contraste (AC)

25



(Jacques, 2002). Estes compostos, muitos deles complexos metélicos, sdo injectados no
corpo para aumentar o contraste entre o tecido normal e o tecido danificado, mostrar o
fluxo sanguineo ou fungoes bioldgicas, e permitem um melhor diagnostico (Lowe,
2002).

A IRM ¢ uma modalidade de diagndstico baseada no contraste obtido pelos AC
paramagnéticos. Os quelatos de Gd(III) demonstraram ser bons AC paramagnéticos
para IRM, devido quer ao elevado paramagnetismo do ido Gd(III) (4 ) quer devido a
lenta relaxacdo do seu spin electronico. A eficacia da utilizagdo dos AC para IRM
baseia-se na sua capacidade de selectivamente encurtarem o tempo de relaxagdo dos
protdes da agua dos tecidos lesionados sendo expressa pela sua relaxividade, r;. A
relaxividade ¢ definida como o aumento da relaxac¢do longitudinal dos protdes da dgua
para uma concentragdo de 1mM do composto paramagnético (Caravan, 1999; Toth,

2002).

4.1 — Agentes de contraste

O uso de complexos metalicos como agentes de diagndstico ¢ uma area
relativamente nova da investigagdo médica a qual se tem desenvolvido durante os
ultimos 40 anos. Tem-se vindo a desenvolver o uso de complexos de metais
paramagnéticos para aumentar o contraste em IRM (Reichert, 1999).

Actualmente, aproximadamente 30% dos exames de imagiologia de ressonancia
magnética (IRM) incluem o uso de agentes de contraste. A medida que novos agentes
de contraste vao surgindo esta percentagem tende a aumentar.

Os agentes de contraste de IRM que s3o usados correntemente sdo agentes
extracelulares ndo especificos. A sua capacidade para aumentar o contraste em imagens
de IRM deve-se essencialmente a sua distribui¢do na corrente sanguinea € ao seu
tamanho reduzido. Além disso a relativa baixa sensibilidade da técnica de ressonincia
magnética requer a injec¢do de uma grande quantidade de agentes de contraste. Por isso,
no desenvolvimento de novos agentes de contraste pretende-se aumentar a sua
eficiéncia, quer no que se refere a sua relaxividade quer a sua especificidade (Jacques,
2002)

Apesar da descoberta de outros agentes de contraste de IRM, a saber, agentes

baseados em particulas de oxidos ferro e quelatos de manganésio(Il), o gadolinio(III)
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continua a dominar (Caravan, 1999).

Dois outros lantanideos, o disprosio(IIl) e o holmio(Ill), possuem maiores
momentos magnéticos que o gadolinio(IIl), mas a assimetria dos seus estados
electrénicos leva a uma rapida relaxa¢do dos spins electronicos, induzindo uma
velocidade de relaxagdo muito lenta dos protdes da agua. Por ultimo pode referir-se
como vantagem o facto dos quelatos de gadolinio(Ill), quando associados a algumas
biomoléculas, permanecerem intactos no interior do corpo, devido a sua enorme
estabilidade cinética e termodinamica (Caravan, 1999).

O primeiro agente de contraste aprovado para uso clinico foi o Gd-DTPA,
conhecido como Magnevist. De seguida foram aprovados outros agentes de contraste de
Gd(IIT) com propriedades similares ao Gd-DTPA, nomeadamente: Gd-DOTA (DOTA =
acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10 - tetraacético, Dotarem); Gd-DTPA-
BMA (BMA = bismetilamida, Omniscan) e o Gd-HPDO3A (HPDO3A = acido 1,4,7,10
tetraazaciclododecano -1- (2-hidroxipropil) - 4,7,10 triacético, Prohance) (Aime, 2002).

Estes complexos paramagnéticos de gadolinio(IIl), usados clinicamente como
agentes de contraste para IRM, (Magnevist, Dotorem, Prohance ¢ Omniscan) (figura 6)
possuem aproximadamente a mesma relaxividade em médios e altos campos
magnéticos. Sdo nao especificos, distribuindo-se nos espagos extravasculares e sao

rapidamente eliminados pelos rins (Laurent, 2004).
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Figura 6 - Estrutura de quelatos de Gd(III) utilizados clinicamente como agentes de contraste em IRM
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(Aime, 2002).

Ligandos tais como o DTPA formam complexos suficientemente estaveis, de
modo que, enquanto permanecem no interior do corpo, ndo se detecta uma dissociacao
entre o ligando e o metal (Caravan, 1999).

Devido ao seu tamanho, os lantanideos tendem a originar nimeros de
coordenacdo elevados em meio aquoso. Todos os quelatos de Gd(II) utilizados em
IRM, sdao complexos com nimero de coordenagdo nove nos quais o ligando ocupa oito
posigdes de ligacdo ao metal e a nona posi¢ao de coordenacdao ¢ ocupada por uma

molécula de dgua (Caravan, 1999).

4.2 — Imagiologia do figado

Apesar de ser um o6rgdo vital, o figado sé recentemente recebeu aten¢do do
ponto de vista do diagnostico por radiologia (Mintorovitch, 2000). A detec¢do nao
invasiva e a diferenciacdo de focos de lesdo no figado de pacientes com suspeita de
tumores primarios benignos ou malignos ou com metastases constituem um grande
desafio de diagnodstico para qualquer radiologista. Um grande numero de lesoes
benignas e malignas, com varias aparéncias, podem ser detectadas por IRM
(Helmberger, 2001).

Com a inovagdo nas técnicas de imagiologia e o desenvolvimento de diferentes
tipos de agentes de contraste, o diagnostico de doencas do figado, em particular a
detec¢ao dos focos de lesdo, melhorou consideravelmente. A seleccdo de um método de
imagem apropriado para o diagnostico deve ser feita de acordo com o historial de cada
paciente.

No desenvolvimento de novos AC especificos para o figado, os principais
objectivos sdo o melhoramento da detec¢do de lesdes, classificagdo (benigno ou
maligno) e caracterizacdo (metastase ou hemagioma) ou seja pretende-se detectar o
maior nimero de lesdes o mais cedo possivel e aumentar a sensibilidade da técnica de
IRM na deteccao lesdes de pequenas dimensdes. Isto poderd permitir aplicar uma
terapia especifica e em fases iniciais (Mintorovitch, 2000).

Um agente de contraste utilizado em IRM para o figado deve idealmente ser

especifico e eventualmente difundir-se pelos espacos extracelulares e rapidamente
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passar para a area intersticial da lesdo assim como do parénquima normal.

Actualmente, existem trés estratégias principais para o desenvolvimento de
agentes de contraste especificos para o figado: agentes direccionados especificamente
para hepatocitos, células de Kupffer (macrofagos residentes no figado) e RES (sistema
reticulo-endotelial) hepatico (Mintorovithch, 2000; Helmberger, 2001).

Os agentes de contraste usados em IRM para avaliagdo de lesdes hepaticas sao
classificados de acordo com a sua biodistribui¢do e efeitos de contraste nas seguintes
categorias: agentes extracelulares, agentes do sistema reticulo-endotelial (RES), agentes
hepatobiliares e agentes do tipo “blood pool” (Harisinghani, 2001).

Os complexos extracelulares de gadolinio, que sdo tipicamente hidrofilicos com
baixo peso molecular, possibilitam o diagndstico de lesdes focais no figado, no entanto
o aumento de contraste pelo uso destes complexos ndo ¢ realmente especifico para o
figado, pois pode causar um aumento de contraste noutras partes do corpo (Weinmann,
2003). Em condicdes in vivo o gadolinio livre ¢ toxico formando particulas coloidais
que sdo fagocitadas pelo RES. O facto dos compostos de gadolinio possuirem tamanho
pequeno permite a sua rapida passagem da zona intravascular para a zona intersticial,
seguindo-se uma rapida eliminacdo pelos rins (Helmberger, 2000; Harisinghani, 2001).
A auséncia de toxicidade dos quelatos de gadolinio reside na sua estabilidade in vivo, a
qual estd relacionada com a sua elevada estabilidade termodindmica e com a sua lenta
cinética de dissociacdo. O seu baixo potencial osmoético e a sua baixa viscosidade
também favorecem a sua utilizagdo clinica (Helmberger, 2001).

Os agentes hepatobiliares representam um grupo heterogéneo de compostos
paramagnéticos soliveis que se acumulam selectivamente nos hepatocitos aumentando
assim, o contraste entre o parénquima normal do figado e outros tecidos (Yoshikawa,
2003; Harisinghani, 2001).

Os agentes do tipo “blood pool” possuem um comportamento similar aos
agentes de contraste de IRM ja utilizados. Trata-se de agentes extracelulares que
demonstram uma distribuicdo preferencial no corpo, devido as suas dimensdes. De
modo a fornecerem uma melhor imagem dos vasos sanguineos, estes compostos
precisam de permanecer, durante um periodo razoavel, na circulagdo sem ocorrer a sua
redistribuicdo pelos espagos interesteciais. Por isso, espécies com elevado peso
molecular s3o mais desejaveis, uma vez que estes compostos ndo podem ser eliminados

por filtragdo glomerular e ndo passam para as zonas interesteciais (Jacques, 2002).
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Devido a sua forte ligagdo com a albumina, alguns complexos de gadolinio permanecem
no interior da corrente sanguinea por um tempo prolongado podendo actuar como AC
do tipo “blood pool” (Helmberger, 2001). Particulas ultra pequenas
superparamagnéticas de oxido de ferro podem constituir agentes de contraste do tipo
“blood pool” (Harisinghani, 2001).

Como os glicoconjugados de complexos metalicos, sdo agente de contraste de
IRM direccionados para os hepatocitos, convém fazer uma breve andlise dos agentes
similares actualmente disponiveis para uso clinico.

Existem trés agentes de contraste de IRM direccionados para hepatdcitos:
Multihance (Gd-BOPTA), Telescan (Mn-DPDP) e o Eovist (Gd-EOB-DTPA) (figura 7)
(Helmberger, 2001).
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Figura 7 — Estrutura quimica do Multihance, Eovist e Telescan (Aime, 2002; Santos, 2003).

O Mn-DPDP foi o primeiro complexo de manganésio a ser utilizado como
agente de contraste para o figado em testes clinicos (Weinmann, 2003). O Mn-DPDP
(Telescan), ¢ um quelato de manganésio(Il) que ¢ internalizado pelos hepatocitos.
Contudo o Mn-DPDP ndo ¢ especifico para hepatocitos, ¢ absorvido pelos tecidos ricos
em mitocondrias que possuem um metabolismo aerdbico activo (Harisinghani, 2001).

O Mn-DPDP ¢ administrado por via intravenosa dissociando-se in vivo em
manganésio livre e DPDP. O figado absorve o manganésio livre que actua como agente
paramagnético intracelular diminuindo os tempos de relaxacdo, 7. O ligando DPDP ¢
expelido pelos rins, na urina. O DPDP ndo contribui para as propriedades de
imagiologia do 130 metalico mas reduz a sua toxicidade (Harisinghani, 2001).

A administragdo deste agente deve ser lenta, o que implica uma redugdo da

informagdo obtida, nomeadamente no que concerne a classificagdo e caracterizagdo de
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lesdes. Ainda nao foi provado que o Mn-DPDP permita a diferenciacao entre tumores
hepatocelulares benignos e malignos (Helmberger, 2001).

O Gd-BOPTA (Multihance), ¢ um complexo de gadolinio(IIl), somente
licenciado no Continente Europeu.

Ap6s administracdo intravenosa, o Gd-BOPTA ¢ distribuido pelo plasma e
subsequentemente, pelo sistema extracelular tal como acontece com os agentes de
contraste extracelulares. Gd-BOPTA ¢ eliminado por filtracdo glomerular e apos entrar
nos hepatdcitos por excre¢do biliar. Nos humanos, o Gd-BOPTA ¢ eliminado
essencialmente pelos rins sendo apenas 3% a 5% eliminado nos fluidos biliares.

Semelhantemente a outros agentes de contraste especificos para o figado o Gd-
BOPTA apresenta propriedades de perfusdo e selectividade hepatodcita (Helmberger,
2001).

O Gd-EOB-DTPA (Eovist), também ¢ um complexo de gadolinio(IIl). A cadeia
EOB, etoxibenzilica, confere lipofilicidade ao complexo.

Apo6s injeccdo intravenosa o Gd-EOB-DTPA passa rapidamente da zona
intravascular para o sistema extracelular. De seguida, o composto ¢ absorvido pelos
hepatocitos e, por ultimo, eliminado por filtragdo glomerular (Helmberger, 2001). O
Gd-EOB-DTPA ¢ completamente eliminado do corpo através da urina e fezes
(Weinmann, 2003).

Este composto ainda se encontra na fase de testes clinicos (Helmberger, 2001).

Particulas de 6xido de ferro superparamagnéticas (SPIO), ainda em estudos pré-
clinicos, mostraram ser internalizadas pelos hepatocitos. Também se encontram em
investigagdo nanoparticulas SPIOs (USPIOs) revestidas com arabinogalactano e
asialofetuina, para fazer a vectorizagdo do figado, através do receptor ASGP
(Weinmann, 2003).

Por tudo o que foi referido, pode dizer-se que os agentes de contraste especificos
para hepatocitos ajudam na detecgdo de lesdes no figado, pelo aumento do contraste
entre o figado e os tumores ndo-hepatocelulares (Harisinghani, 2001).

Dada a escassez de agentes de contraste especificos para hepatdcitos (IRM do
figado), surge a necessidade de aprofundar a investigacdo no desenvolvimento de novos

agentes de contraste.
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5. Lectinas

As lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas ndo enzimaticas, que se ligam
preferencialmente a estruturas especificas de hidratos de carbono e que desempenham
um papel importante no reconhecimento celular. Sao diferentes das imunoglobinas, pois
ndo sdo produtos de resposta imunitaria (Lis, 1998; Nangia — Mater, 2002; Loris, 2002).

Os hidratos de carbono possuem um enorme potencial de codificagdo bioldgica.
Estas moléculas (glicoproteinas e glicolipidos) encontram-se nas superficies exteriores
de todas as células e funcionam como meios de identificagdo celular para o meio
exterior desempenhando um papel importante no reconhecimento celular (Nangia —
Makker, 2002). Todas as lectinas possuem um dominio de reconhecimento de hidratos
de carbono, sendo este que determina a sua especificidade (Calbiochem).

A classificagdo das lectinas depende da sua origem, ou seja, vegetal, animal,
microbiana, etc. As lectinas animais sao classificadas com base na homologia da sua
sequéncia aminoacidica e na relagdo evolutiva entre lectinas. As lectinas das plantas sao
agrupadas de acordo com a familia da planta. As lectinas encontradas em
microorganismos tendem a ser classificadas com base na sua fungdo, por exemplo, em
adesinas ou toxinas (Varki, 1999; Calbochiem). As lectinas podem encontrar-se na
forma soltvel e/ou associadas a células exibindo varias funcdes. As lectinas animais
encontram-se envolvidas numa variedade de processos celulares, incluindo transporte
enzimatico, tissue homing e fung¢do imunoldgica. As lectinas microbianas estio
principalmente envolvidas na ligacdo a célula hospedeira, colonizagdo de tecidos e
invasdo. A funcdo bioldgica das lectinas das plantas ainda ndo estd completamente
entendida, no entanto, sabe-se que estdo envolvidas em muitos processos intrinsecos,
como deposicdo de proteinas armazenadas, defesa contra agentes patogénicos e
predadores animais, estabelecimento de simbioses, transporte de hidratos de carbono,
estimulacdo mitogénica das células embriondrias, aumento das paredes das células,
entre outras. Estas lectinas encontram-se em muitas zonas das plantas desde sementes,
folhas, caule e casca, sendo relativamente facil a sua extrac¢@o. (Calbiochem)

A tabela 3 apresentada os desenvolvimentos mais importantes no estudo das

lectinas entre 1860 e 1998 (Gabius, 2001)
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Tabela 3 — Alguns desenvolvimentos importantes na historia das lectinas (Gabius, 2001).

1860 Descrigdo da coagulagdo do sangue como indicador da actividade das lectinas no
veneno das cobras (S. W. Mitchell).

1888 Deteccdo da aglutinacdo das células por fracgdes proteicas de sementes de plantas
toxicas e de oleo de feijao (H. Stillmark).

1891 Aplicagdo das plantas toxicas aglutinadas como modelos de antigenes (P: Ehrlich).

1898 Introdugdo do termo hemaglutinas, referente a proteinas vegetais que aglutinam os
globulos vermelhos das células (M. Elfstrand).

1902 Detecgao de glutinas bacterianas (R. Kraus) e confirmagdo da presenga de lectinas no
veneno das cobras (S. Flexner, H. Noguchi).

1906 Descricdo de uma actividade para aglutinacdo de eritrocitos bovinos activada por
revestimento com complemento (H. J. Bordet, F. P. Gay).

1907 Deteccao de aglutinas néo toxicas em plantas (K. Landsteiner, H. Raubischek).

1913 Uso de células para purifica¢do das lectinas (R. Kobert).

1919 Cristalizacdo das lectinas Con A (J. B. Summer).

1936 Descoberta de hidratos de carbono que se ligam a lectina Con A (J. B. Summer, S. F.
Howell).

1941 Detec¢do de aglutinas virais (G. K. Hirst).

1947/48 Detecgdo de um grupo especifico de lectinas que identificam o grupo sanguineo (W. C.

Boyd, K. O. Renkonen).

1952 Hidratos de carbono naturais determinantes do grupo sanguineo detectados por lectinas
mediadoras de aglutinagdo (W. M. Watkins W. T. J. Morgan).

1954 Introdugdo do termo lectinas quando se faz referéncia as ligagdes hidratos de carbono-
proteinas (W. C. Boyd).

1960 Deteccdo do potencial mitogénico das lectinas em relagdo a linfocitos (P. C. Nowell).

1965 Introdugdo da cromatografia de afinidade para isolar lectinas (I. L. Goldstein, B. B. L.
Agrawal).

1972 Detecgdo da sequéncia e da estrutura tridimensional das lectinas (G. M. Edelman, K.
O. Hardman, C. F. Ainsworth).

1974 Isolamento da lectina do figado nos mamiferos (G. Ashwell).

1978 Primeira encontro internacional sobre lectinas (T. C. Borg-Hansen).

1979 Deteccdo de ligandos enddgenos de lectinas vegetais (H. Riidiger).

1983 Detec¢do de acgdo intersticial das lectinas vegetais (L. L. Murdock).

1984 Isolamento das lectinas de tumores (H. J. Gabius, R. Lotan, A. Raz).

1985 Imobilizacdo de glicoproteinas como adsorventes universais com afinidade para
lectinas (H. Riidiger).

1987 Introdugdo de neoglicoconjugados em diagnodsticos de tumores (H. J. Gabius e
colaboradores).

1989 Deteccdo da accao fungicida das lectinas vegetais (W. J. Peumans).
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1995 Analise da estrutura do complexo ligando-lectina em solugdo por espectroscopia de

RMN (J. Jiménez-Barbero e colaboradores).

1996/98 Deteccdo de selec¢@o de conformeros diferentes por lectinas (H. J. Gabius e colegas, L.

Poppe e colaboradores).

As lectinas sdo geralmente obtidas na sua forma pura, a maior parte por
cromatografia de afinidade do ligando imobilizado, podendo também ser obtidas, mais
recentemente, por recombina¢do com técnicas de ADN (Lis, 1998).

As lectinas representam um grupo heterogéneo de proteinas oligoméricas que
variam muito em tamanho, estrutura, organizacado molecular bem como na constitui¢ao
dos seus locais de ligagdo. Por isso sdo agrupadas em familias com sequéncias e efeitos

estruturais semelhantes (Lis, 1998)

5.1 - Estrutura molecular das lectinas

O estudo da estrutura das lectinas teve inicio em 1970, com o estudo da estrutura
da concanavalin A, Con A (Loris, 2002). Esta lectina foi isolada a partir do legume
canavalin ensiformis (Banerjee, 1996). No entanto, s6 em 1989 se conseguiu obter o
primeiro complexo de hidrato de carbono Con A ligado a metil & -D-manopiranosida. A
primeira estrutura de uma lectina animal, a galectina, s6 foi obtida em 1993 (Loris,
2002).

Tendo por base a sua especificidade, as lectinas podem ser classificadas em
diferentes familias, de acordo com o monossacarideo para o qual exibem maior
afinidade. A afinidade das lectinas ¢ usualmente fraca para com os monossacarideos,
com constantes de associagdo muito baixas, na ordem dos milimolar, no entanto,
apresentam geralmente elevada selectividade (Lis, 1998).

As lectinas exibem, muitas vezes, especificidade para se ligarem a
oligossacarideos, havendo algumas que interagem apenas com estes. A afinidade das
lectinas para com os oligossacarideos pode ser influenciada pela forma dos
oligossacarideos, compostos que sdo moléculas flexiveis com consideravel liberdade de
rotacdo em torno das bandas glicosidicas que ligam os monossacarideos individuais.

Devido a sua flexibilidade, os oligossacarideos com estrutura quimica diferente podem
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ter efeitos topograficos substanciais em comum, obtendo-se como resultado desta
similaridade, ligacdes a mesma lectina (Lis, 1998).

A determinacdo de sequéncia de aminoacidos de algumas centenas de lectinas,
bem como da sua estrutura tridimensional permitiu substituir a tradicional divisdo das
lectinas de acordo com a sua origem, por uma classificacdo baseada na sua estrutura
comum (Lis, 1998). De acordo com esta classificagdo existem trés classes: simples;
mosaico; conjuntos macromoleculares.

Dentro de cada classe existem familias de lectinas que possuem sequéncias e

propriedades estruturais similares.

5.1.1 - Lectinas simples

Encontram-se nesta classe quase todas as lectinas das plantas, as galectinas (S —
lectinas) e as lectinas animais pertencentes a familia especifica da galactose.

Possuem um niimero pequeno de subunidades ndo necessariamente idénticas, de
peso molecular geralmente abaixo dos 40 kDa, podendo conter um dominio adicional

além do local de ligagao a hidratos de carbono (Lis, 1998).

5.1.2 - Lectinas mosaico

As lectinas mosaico sdo proteinas com diversos dominios (modulos de acgdo),
mas apenas um deles ¢ o local de ligacao de hidratos de carbono. Encontram-se nesta
classe as lectinas animais C, P, e I assim como hemaglutinas virais.

Muitas destas lectinas sao monovalentes, mas como se encontram envolvidas em

membranas, actuam de forma multivalente (Lis, 1998).

5.1.3 - Conjuntos macromoleculares

E comum encontrar lectinas deste tipo em bactérias sob a forma de fibras. Sio
filamentos de organelos heteropoliméricos que se encontram na superficie das bactérias,
consistindo num arranjo em hélice de subunidades de diferentes tipos associados
segundo uma ordem bem definida (Lis, 1998).

O tamanho do filamento fibroso (Shaft) ¢ formado por polimeros da subunidade
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maior. Apenas uma das subunidades, geralmente o menor componente da fibra,
processa a ligacdo com os hidratos de carbono e ¢ responsavel pela especificidade da

fibra para os agucares (manose ou galactose) (Lis, 1998).

Existem no entanto, muitas lectinas que ndo pertencem a nenhuma familia

estrutural conhecida, sdo chamadas as lectinas orfas (Kilpatrick, 2002).

5.2 -Estrutura das lectinas animais

Algumas proteinas, que hoje consideramos como lectinas animais, foram
descobertas antes das lectinas das plantas, no entanto, muitas ndo eram reconhecidas
como proteinas de ligacdo a hidratos de carbono. Até cerca de 1998, as lectinas animais
eram agrupadas em apenas duas familias, consoante a sua estrutura, as lectinas do tipo-
C, que requerem Ca(ll) para a sua actividade, e do tipo S, dependentes de grupos
sulfudrilo com afinidade para P-galactosideos (presentemente conhecidas como
galectinas) (Kilpatrick, 2002).

Actualmente a classificacdo das lectinas animais, como ja foi referido, tem por
base a homologia da sequéncia aminoacidica e a relagcdo evolutiva entre lectinas (tabela
4). Estes grupos incluem a maioria das lectinas animais conhecidas, no entanto, existem
outros que nao apresentam estas caracteristicas nem homologias 6bvias, nem relagdes

evolutivas com outras lectinas (Varki, 1999).
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Tabela 4 — Classes e familias de lectinas animais (adaptado de Varki, 1999).

Tipo-C (inclui selectinas, colectinas, etc)
Tipo-S (galectinas)
Tipo-P (M6PRs)

Tipo-I (inclui siglecs-lectinas com afinidade para acidos

sidlicos)
Calcireticulin, calnexin, calmegin
Proteinas com afinidade para acido hialurénico

Lectina do ovo da ra

Pentraxinas

Proteinas com afinidade para glicosaminoglicanos
Proteinas de liag@o ao glicosaminoglicano
ERGIC-53 e VIP-36

Receptor S4GGnM

Proteinas com afinidade para

Proteinas com afinidade para Sulfoglucoronosil
Lectinas do sangue de insectos

Inerleuccinas I e 11

5.3 - Funcao das lectinas

\

> Homologia de sequéncias conhecidas

> Homologia de sequéncias conhecidas

A principal fung¢do das lectinas parece ser o reconhecimento celular.

Inicialmente, por volta de 1960 quando se efectuaram os primeiros estudos sobre

as lectinas, estas eram consideradas meios importantes na investigacao estrutural e

funcional de complexos de hidratos de carbono, especialmente glicoproteinas e na

identificacdo de alteragdes que ocorrem na superficie celular durante os processos

patolégicos e fisiologicos. Presentemente, as lectinas tornaram-se alvo de atencdo

devido ao seu potencial de reconhecimento celular em diversos processos bioldgicos

nomeadamente, na eliminacdo de glicoproteinas do sistema circulatorio, no controlo

intracelular do transporte de glicoproteinas, na adesdo de agentes infecciosos a células

hospedeiras, no recrutamento de leucécitos para locais de inflamag@o assim como nas

interaccoes celulares no sistema imunitario em caso de metéstases € tumores malignos

(Lis, 1998).
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5.3.1 - Lectinas microbianas

As lectinas virais e microbianas sdao reguladoras da adesdo de organismos as
células hospedeiras, um pré-requisito para que a infec¢do ocorra. Isto foi demonstrado
em 1940 para a hemaglutina do virus da gripe, uma lectina especifica para o dcido N-

acetilneuraminico, acido sialico (Lis, 1998).

5.3.2 — Lectinas vegetais

De entre as varias teorias propostas sobre as funcdes das lectinas das plantas
apenas duas sdo consideradas actualmente mais plausiveis (Lis, 1998).

A primeira assume que a funcdo destas lectinas reside no estabelecimento de
simbiose entre as bactérias fixadoras de nitrogénio (risobiomas) e plantas leguminosas,
um processo de importancia crucial no ciclo do nitrogénio da vida Terrestre. Contudo, a
aplicacdo desta teoria ¢ restrita uma vez que sO se aplica a uma familia de plantas
(leguminosas).

A outra teoria ¢ mais geral e pressupde que as lectinas das plantas sdo agentes
de defesa contra diferentes predadores invertebrados e animais de maior porte, assim
como contra fungos fitopatogénicos. A toxicidade de varias lectinas das plantas para
animais e o seu crescente efeito inibidor nos fungos sdo a base para se presumir que a

sua funcao ¢ a defesa das plantas contra fungos fitopatogénicos e animais (Lis, 1998).

5.3.3 - Lectinas animais

A ligagao a hidratos de carbono ¢ efectuada através de um dominio especifico, o

dominio de reconhecimento de hidratos de carbono (DRH) (figura 8) (Varki, 1999).
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Tipo - C Tipo - P| [Tipo -1]

CI-MPR
Lectina hepatica Seleclinas Cp22

Tipo - S
Galectinas

Figura 8 — Representacdo esquematica (estrutura do dominio extra celular e topologia) dos principais
grupos de lectina animais, tendo em conta a estrutura proteica. (CL) DRH lectina tipo-C; (SL) DRH
lectina tipo-S; (MP) DRH lectina tipo-P; (IL) DRH lectina tipo-I (Varki, 1999).

Apesar das lectinas animais serem descritas como proteinas que ligam a hidratos
de carbono de modo especifico, existem referéncias a lectinas animais que t€m como
actividade adicional, a ligacdo a outras estruturas que ndo hidratos de carbono, via
interac¢des proteina-proteina, proteina-lipido ou proteina-dcido nucleico. Isto sucede
quando o dominio de reconhecimento do hidrato de carbono se encontra combinado
com um dominio adicional, feito estrutural que Barondes associa ao facto das lectinas
animais, em geral, serem moléculas bifuncionais (Kilpatrick, 2002). Como exemplo,
temos as galectinas, que apresentam afinidade para residuos de galactose e sequéncias
de aminoacidos. Com base na arquitectura estrutural dos dominios de ligagdo, estas
lectinas podem ser classificadas em trés tipos: proto, chimera e tandem-repeat (figura 9)

(Hirabayashi, 1997).

Proto Chimera Tandem-repeat

Dois DRHs que reconhecem Dominio que DRH Dois DRHS que reconhecem
hidratos de carbono idénticos néo reconhece hidratos de carbono diferentes
hidratos de carbono

Figura 9 — Arquitectura dos dominios de ligag@o nos trés tipos de galectinas (Hirabayashi, 1997).
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Do ponto de vista funcional as lectinas tipo-C podem ser classificadas em duas
classes: lectinas tipo-C soluveis secretadas pelas células, e lectinas tipo-C

transmembranares (figura 10) (Varki, 1999).

Proteoglicanos

Receptores de t(
endocitosa
Selectinas 3 Colectinas ‘

g

z

sReRensm
AL
;

Extracelular ; '\ ‘
: § A L
MOMBTENE o oo b b b e X S o N L R
plasmitica FF¥FRERFPLARE O REL IV PR RRLL BB ELAMRELREN SRR SR B
O ™
Intracelular ¢ Dominio da lectina &#

Oligossacarideo multivalente

Figura 10 — Organizacdo do DRH, em diferentes membros da familia das lectinas tipo-C (Varki, 1999).

As lectinas do tipo-C encontram-se envolvidas em variadas fun¢des do sistema
imunitario, como a inflamag¢ao e imunidade em casos de tumor e células infectadas com
virus (Varki, 1999). Em particular as lectinas tipo-C transmembranares tém como
funcdes representativas, o reconhecimento entre células, adesdo célula-célula e
internalizacdo de moléculas em células. Um exemplo tipico deste grupo € o receptor
hepatico asialoglicoproteina (ASGP), lectina especifica para a galactose/N-
acetilgalactosamina, presente em macrofagos. A capacidade de oligomerizagdo (dimero,
trimero ou hexamero, dependendo da molécula), das lectinas transmembranares, permite
que a ligagdo a hidratos de carbono seja feita através de interacgdes multivalentes (Imai,

1998).
5.3.4 - Outras lectinas

Existem outras lectinas, descobertas mais recentemente, que sdao lectinas
intracelulares nomeadamente, Calnexin, Calreticulin, MR60/ERGIC-53 e VIP-36, que

desempenham um papel na biosintese de glicoproteinas assim como no seu processo de

saida do meio intracelular, transporte e entrega na superficie das células (Lis, 1998).
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5.4 - Receptor de asialoglicoproteina (ASGP)

5.4.1 — Caracteristicas gerais

O receptor ASGP foi a primeira lectina a ser descrita em mamiferos, tendo sido
descoberta em meados dos anos 60 por Ashwell e Morell e seus colaboradores (Weigel,
2002). Esta lectina, também chamada lectina hepatica, ¢ normalmente descrita como
sendo responsdvel pela endocitose e remog¢do da circulagdo de glicoproteinas
desialiladas, em que apods a remog¢ao do residuo terminal de acido sidlico ficam expostos
residuos terminais de galactose (Gal) ou N-acetilgalactosamina (GalNAc) (Wu, 2002).
No entanto, trabalhos recentes mostraram que este receptor ¢ também capaz de
reconhecer glicoproteinas com terminais de acido sialico (Park, 2003).

Uma vez que esta ligacdo ¢ dependente dos ides Ca(Il), este receptor ¢ incluido
na classe das lectinas do tipo-C. E predominantemente expresso na membrana
sinusoidal de hepatocitos de mamiferos (Varki, 1999; Wu, 2002). Em qualquer
momento os receptores estao presentes na superficie e no interior dos hepatdcitos, com
50-90% do numero total de receptores localizados intracelularmente, em
compartimentos vesiculares, no reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi (McAbee,

1990; Bader, 1995; Weigel, 2002).

5.4.2 — Caracteristicas estruturais

O receptor ASGP ¢ constituido por subunidades maiores e menores, que sao
codificadas por genes diferentes. Em humanos, o receptor ASGP ¢ constituido por duas
subunidades, H1 (subunidade maior) e H2 (subunidade menor), com 46 e¢ 50 kDa ¢
expressos numa razao molar de 3:1, respectivamente (Weigel, 2002).

Embora o receptor de ASGP se ligue a glicoproteinas com residuos terminais
nao-redutores de Gal ou GalNAc, tem o dobro da afinidade para GalNAc (Stockert,
1995). Cada subunidade polipeptidica do receptor liga-se a um residuo terminal de Gal
ou GalNAc ¢ a afinidade dos ligandos para o receptor ASGP parece ser governada pela
valéncia dos residuos de agucar e pelo espacamento apropriado entre eles (Rensen,
2001). Para racionalizar as diferencas de afinidade, principalmente em relacdo a
valéncia e espacamentos dos agucares, foi proposto um modelo que descreve a

distribuicdo dos locais de ligagdo dos receptores da superficie com uma geometria
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triangular (figura 11) (Stockert, 1995).

22A 0
(] 254

15A 0

Figura 11 — Relagdo geométrica entre os locais de ligagdo do receptor ASGP (adaptado de Stockert,
1995)

Apesar de ser consensual que o receptor biologico ASGP ¢ um complexo
oligomérico composto por dois tipos de subunidades, a composi¢ao das subunidades e o

tamanho do receptor em hepatocitos vivos, permanece incerta (Bider, 1996).
5.4.3 — Funcao do receptor ASGP

O receptor biologico ASGP foi identificado e tem sido caracterizado com base
na sua capacidade para ligar glicoproteinas exdgenas com terminais Gal/GalNAc; no
entanto ainda nao foram definitivamente identificados ligandos enddgenos para este
receptor hepatico (Park, 2003)

Estudos mais recentes apontam para uma funcdo do receptor de ASGP no
catabolismo da lipoproteina (Herzenjak, 2003). O envolvimento do receptor ASGP na

remocgao de células apoptoticas também ja foi demonstrado (Dini, 1992; Dalton, 2003).
6. Multivaléncia e efeito de “cluster”

Muitos processos bioldgicos ocorrem por ligagdes monovalentes entre
moléculas, e sdo muitas vezes efectivos. Mas regra geral as interacgdes multivalentes
sdo mais fortes que a soma das interaccdes monovalentes correspondentes e por isso
mais vantajosas (Mammen, 1998).

As interacgdes multivalentes sdo caracterizadas pela ligagdo simultanea de
multiplos ligandos ou de ligandos multivalentes a uma molécula com varios locais de
ligacdo (Mammen, 1998).

Assim, a multivaléncia ¢ a ligacdo em simultaneo entre dois ou mais locais de
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ligagdo de uma molécula bioldgica ou organismo (proteinas ou virus), a multiplos
receptores de outra (as superficies celulares) (Borman, 2000). As interaccdes desta
natureza t€ém mostrado ser altamente especificas e versateis. Por exemplo, a ligacdo
pode ser modulada com a alteracdo de residuos de agticar individuais ou alterando o seu
espagamento.

A multivaléncia pode ser vista como um meio que a Natureza encontrou de,
mesmo utilizando ligandos fracos, estabelecer ligacdes fortes. Por isso cada vez mais os
investigadores demonstram interesse em explorar o potencial da multivaléncia na
concep¢dao de novos farmacos, nomeadamente no desenvolvimento de ligandos de
hidratos de carbono (Borman, 2000).

Da multivaléncia resulta um aumento da afinidade geralmente conhecido como
efeito de “cluster”. No efeito de “cluster” obtém-se um aumento da afinidade maior do
que o factor de multiplicagdo de valéncia (Borman, 2000).

Existem diversos mecanismos que contribuem para o aumento da afinidade
funcional. Entender estes mecanismos ¢ importante para optimizar a performance dos
ligandos e perceber como funcionam os sistemas naturais (Bertozzi, 2001). Mecanismos
relevantes incluem o efeito quelato (ocupagdo dos locais de ligagdo adjacentes) e o

efeito “cluster” (figura 12) (Kiessling, 2000).

I

c)

d % Y
Figura 12 — Mecanismos de interac¢do entre ligandos multivalentes e receptores da superficie celular.
Ligandos multivalentes podem: a) interagir com receptores oligoméricos, por ocupacdo de multiplas locais de ligacdo
(efeito quelato), b) causar um efeito de Cluster nos receptores da superficie celular, ¢) ocupar locais de ligagdo

primarios e secundarios num receptor, d) apresentam uma concentragdo local mais elevada de epitopos de ligacdo, o

que pode levar a um aumento da afinidade aparente (Kiessling, 2000).
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A ocorréncia da multivaléncia na natureza, quer por inibi¢do da ligacdo de
agentes patogénicos a células quer pelo bloqueamento dos locais de ligagao nas células
das toxinas, sdo processos que envolvem ligandos multivalentes de hidratos de carbono,
sendo merecedores de investigacao (Roy, 1996)

Diversos fendmenos biologicos sao exemplos de interaccdes multivalentes:
adesdo da bactéria E. coli a superficie das células epiteliais da uretra e bexiga, adesdo de
virus a superficie das células como acontece com o virus da gripe, respostas anti-
inflamatorias, o recrutamento dos neutrdfilos pelas células endoteliais proximas da
inflamacdo e em reacgdes imunes, a ligagdo dos anticorpos aos respectivos antiéticos
presentes nas superficies de bactérias, virus e outros organismos (Mammen, 1998).

Os hidratos de carbono desempenham, entre outras fungdes, um papel
importante na adesdo celular, onde as interac¢des hidrato de carbono-receptor sdo
geralmente especificas e multivalentes. Esta especificidade e multivaléncia sugerem a
potencial utilidade de derivados de hidratos de carbono, geralmente poliméricos e
multiantenarios, como transportadores em libertacdo controlada de farmacos e como
bloqueadores ou inibidores de associacdes hidratos de carbono-receptor indesejado

(Fujimoto, 2000).
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Capitulo 11

Resultados e discussao

1. Design sintético

O objectivo deste trabalho consistiu na sintese de glicoconjugados multivalentes
de complexos metalicos com potencial aplicagdo como AC para IRM, especificamente
direccionados para o figado. Outra aplicag@o potencial ¢ como agentes terapéuticos em
radioterapia especificos para hepatdcitos. A Unica diferenca entre os glicoconjugados
para IRM e para radioterapia ¢ o metal complexado, que no caso da radioterapia é um
radioisotopo. Alguns dos compostos sintetizados foram submetidos a estudos de RMN
(La(IIT)-DTPA(Gal);, Sm(III)-DTPA(Gal), e Eu(Illl)-DTPA(Gal);) ¢ de DRMN
(Gd(II)-DTPA(Lac),) tendo-se obtido os parametros que determinam a relaxividade.

No design dos compostos incluimos trés elementos: um agente quelante, um

elemento de especificidade e um espacador (figura 13).

Agente quelante espacador  Hidrato(s) de

bifuncional carbono(s)

Figura 13 — Representagdo esquematica dos elementos basicos constituintes dos glicoconjugados de

complexos metalicos.

- O elemento de especificidade sao agucares os quais podem potencialmente
estabelecer ligacdo com lectinas.

- O espagador faz a ligacdo entre o agente quelante e o elemento de
especificidade.

- O agente quelante complexa o metal de interesse.

Como determinantes de especificidade seleccionamos residuos de glucose,
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galactose e lactose. O receptor de ASGP, receptor biologico do figado, reconhece
especificamente residuos ndo redutores de galactose (lactose) com configuragdo
anomérica 3 em biomoléculas ou em conjugados sintéticos (Weigel, 2002). Os
conjugados de glucose ndo sdo reconhecidos pelo receptor ASGP, pelo que constituem
um controle negativo no estudo da interac¢ao glicoconjugado-receptor ASGP.

O espagador utilizado foi a 1,6-hexanodiamina, que para além de introduzir a
funcdo amina necessaria para o acoplamento com o agente quelante, DTPA-bisanidrido,
funciona como espagador entre o complexo metdlico e o fragmento de reconhecimento
bioldgico.

O agente quelante seleccionado foi o DTPA, ndo s6 porque forma complexos
cinética e termodinamicamente estaveis, mas também porque ¢ um ligando disponivel

comercialmente na forma de bisanidrido, facilmente conjugével com biomoléculas.

2. Sintese dos compostos

A sintese de DTPA's mono e bisamida estd descrita na literatura para uma
grande variedade de conjugados. A reac¢cdo de DTPA bisanidrido com blocos sintéticos
com grupos terminais amina permite sintetizar DTPA’s (mono e bisamidas) com

rendimentos aceitaveis (esquema 1).

HNR HO 0 0 HNR HNR
O%\N/—\N/—\N/g 0 O> \N/—\N/—\N/_<O . O%\N/—\N/—\N/k o
-

% NNy e % N Ny°
HO o OH o HO o HO HO OH
+
RNH,

Esquema 1 - Sintese dos DTPA- mono e bisamidas.

Esta estratégia sintética foi adaptada para a sintese de (tio)glicoconjugados de DTPA de
varias valéncias (1, 2, 4 e 8) e com diferentes agucares: galactose (Gal), glucose (Glc) e

lactose (Lac) (Figura 14, 15, 16 e 17) (Baia, aceite para publica¢do; Zanini, 1996).
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HO

P o
°>/ \F \‘FO

4 - DTPA(mono-Glc)

Figura 14 — Estrutura do glicoconjugado DTPA-monoamida.

OH R,

HN

o)\,_\,_\/go
°>/ \F \fo

5-R;=H e R,=OH - DTPA(GIc),
6 - Ry;= OH e R,= H - DTPA(Gal),
7 - Ry=H e R,= B—D-galactopyranosil - DTPA(Lac),

Figura 15 — Estrutura dos glicoconjugados divalentes de DTPA.
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Ho ~OH " HN(
Hoﬁ\é//&s\/w/“ % EN_/_/ °

HN

NH
O%\/—\/—\/KO
N N N
& N OO
o)
HO OH

HO

8 - DTPA(Gal),

Figura 16 — Estrutura do glicoconjugado tetravalente de DTPA.
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NH
NH
N
H
HN/<\ NN HO
N~ @) T \_s OH
o] o]
HN @] Hg HO

Nj HO/ O
HO N S
. g
HO\( }H NH

Ho— OH

9 - DTPA(Gal)g

Figura 17 — Estrutura do glicoconjugado octavalente de DTPA.
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Os blocos amina usados na sintese dos (tio)glicoconjugados de DTPA (4, 5, 6,
7, 8 ¢ 9) foram: um bloco monovalente (10), um glicodendrimero divalente (11) e um

glicodendrimero tetravalente (12) (Figura 18).

OH OH
HO/&&/S H oH
HO N VU NH OH
™ \/\g/ 2 HO HO o
(6]

10 HO S f
a- R]_: OHe R2: H j\NH HN (o)

(0]
b- R;= H e Ry,= OH \\\ J/'
¢- R1=H e Ry= peracetilado-p-D-galactopiranosil N
11 S:
(0]
HN
OH—0OH
OH
HO/ O
S NH,
Oé
NH

12

Figura 18 - Estrutura dos blocos amina usados na sintese de DTPA monoamida (4) e bisamida (5, 6, 7,

8,¢9).
Os (tio)glicosideos foram seleccionados como fragmentos de acgucar

(determinantes de especificidade) devido a facilidade da sua obtengdo, em altos

rendimentos, a partir de reagentes disponiveis comercialmente (Elofsson, 1991).
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Adicionalmente o uso de tidis ® funcionalizados com acidos carboxilicos (acido

tiopropidonico por exemplo) permite a introducdo da funcdo 4cido carboxilico
conveniente para acoplamento com aminas (Esquema 2).

R1 OH 13

a-Ri1=0OHeRy,=H
Ry Q b- Ry= H e Rp= OH
HO OH

OH ¢- R1=H e R,= peracetilado-B-D-galactopiranosil

R1  OAc

Ry + HS
AcO Ore Y RZJ%S OH
OAc o) AcO V\n/

(0]
14 15

a- Ri=OAc e Ry=H
b- R]_: He R2: OAc
¢- R1=H e R,= peracetilado-B-D-galactopiranosil

Esquema 2 — Sintese de acidos glicosiltiopropionicos peracetilados.

a) Ac,0/NaOAc; b) DCM; BF;0Et,/DCM

Na reacgdo de acetilagdo o acetato de sddio funciona como catalisador, levando

a formacao preferencial de monossacarideos peracetilados (14) com configuragao

anomérica [ (figuras 19, 20 e esquema 3).

OAc
AcO 0
AcO
OAG OAc
a) Ac,0; Py; 0 °C
OH
HO 0
HO OH
b) Ac,0; NaOAc; 100 °C OH ¢) Ac,0; ZnCly; 100 °C
OAc 13 OAc
O (0]
AcO AcO
AcO OAc P> AcO
OAc d) ACOH/H* OA
. OAc
14 - anbmero a

14 - anémero B

Esquema 3 - Sintese de monossacarideos peracetilados.
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Em condi¢des de catalise acida (esquema 3, condigdes c¢) e d)) forma-se
preferencialmente o andmero o, mais estavel devido ao efeito anomérico (produto
termodinamico). Em condigdes de catalise alcalina (esquema 3, condicdo b) a
velocidade de mutarrotagdo ¢ mais alta do que a velocidade da reac¢do de acetilagdo.
Adicionalmente, o grupo OH hemiacetalico (posicao 1) na conformagdo equatorial ¢
mais reactivo (nucleéfilico) do que o grupo OH-1 hemiacetalico na conformagao axial.
Do efeito combinado resulta a formag¢ao do produto cinético, B acetato.

Os P acetatos sdao requeridos para a reaccdo de sintese dos 4acidos

(tio)glicosilpropionicos (16). De facto esta reac¢@o ndo ocorre com 0s a-acetatos.
O+

Estado de transi¢do (equatorial)

Estado de transigdo (axial)
oxocarbocatido

Energia de activagio
do anémero equatorial

Estado fundamental
do anomérico equatorial

Energia de
estabilizacao
anomérica

Estado fundamental Y

do anomérico axial

Energia de activagao
do anémero axial

Reacg¢ao coordenada—»

Figura 19 - Perfil de energia para a formagao do intermediario oxocarbocatido na reacgdo de hidrélise em

glicosideos axial e equatorial. L é o grupo abandonante (Boons, 2000).

As reacgoes de hidrolise de a e B glicosideos procedem pela formagdao de um
intermediario oxocarbacatido comum, consequentemente os estados de transi¢do que
levam 4 formacgdo deste intermedidrio sdo similares. Como o anémero o ¢ mais estavel
que o andomero B devido ao efeito endoanomérico apresenta por iSso uma maior energia

de activacao e consequentemente menor reactividade. Assim a diferenga de reactividade
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dos anomeros a e B pode ser explicada com base nos seus estados fundamentais de
energia.
A magnitude do efeito anomérico estd directamente relaccionada com a

electronegatividade de substituintes X na posi¢cdo anomérica (figura 20) (Boons, 2000).

L)

0

R
destabelizado estabilizado

Figura 20 - Efeito anomérico: efeito estabilizador resultante da interaccdo do par de electrdes (ndo
ligante) do oxigénio endociclico com a orbital antiligante C-X, em compostos substituidos na posi¢ao

anomérica axial (Boons, 2000).

A conformacdo axial (andmero o) ¢ estabilizada pela transferéncia parcial de
densidade electronica do oxigénio endociclico para a orbital antiligante C-X periplanar
Esta interacc¢do (efeito estercoelectronico), ndo estd presente no anémero 3, porque a
orbital antiligante C-X tem uma orientacao espacial desfavoravel (figura 20). Este efeito
permite racionalizar o efeito da electronegatividade de substituintes X na velocidade de
reaccdes de hidrdlise de glicosideos.

O receptor bioldégico ASGP reconhece glicoproteinas desialiladas, i.e, em que os
residuos terminais do dacido sidlico foram clivados expondo residuos de N-
acetilgalactosamina ou galactose na forma B. E portanto fundamental que os blocos de
acucar (galactose, glucose e lactose) se encontrem na configuracdo anomérica 3.

O grupo acetilo na posi¢do 2 determina a configuragdo anomérica dos

(tio)glicosideos através de participagdo na formagao do intermediério oxocarbocatido.
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Oxocarbacatido H. R
~ 7

S/\/?w _‘T> S>\/€C\)D - SX&\J —_— SX&/OR’
1 > ) 29 ?
R0 /g 5 7t R/&O

R
l R'OH acetoxonio B — glicosideo (1,2-trans)
NO
s° /?”OR'
R/go

Esquema 4 — Sintese de B-glicosideos (1,2-trans-glicosideos) por efeito de participagdo do grupo vizinho

(Boons, 1997).

O intermedidrio oxocarbacatido tem geometria planar pelo que o ataque pelo
nucleodfilo pode ocorrer com igual probabilidade na “face” a ou B, levando a formagao
de uma mistura de glicosideos com configuragdo a e B. Participacdo do grupo acetato na
posi¢do 2 leva a formagdo do intermediario acetooxdnio em que a “face” o esta
bloqueada, formando-se exclusivamente o anomero f3.

Os monossacarideos constituintes dos oligossacarideos de glicoconjugados
(glicolipidos e glicoproteinas) naturais estdo ligados por ligacdes O-glicosidicas na
forma o ou B. Estas ligagdes glicosidicas sdo clivaveis por a ou B glicosidases, as quais
ttm um papel importante na sintese e processamento de oligossacarideos e
glicoconjugados naturais (Varki, 1999).

E especialmente relevante para estudos in vivo e in vitro o facto dos
(tio)glicosideos (S-andlogos) serem resistentes a hidrolise por glicosidases. Sao
portanto, mais estaveis do ponto de vista metabolico. Foi demonstrado também que os
(tio)glicosideos adoptam em solu¢gdo uma conformacdo similar a dos respectivos
analogos de oxigénio possuindo uma actividade biologica equivalente (Elofsson, 1991;
Elofsson, 1993; Kiefel, 1999).

A arquitectura dendrimérica de blocos 11 e 12 foi seleccionada pela
possibilidade que oferece de variar rapidamente a valéncia dos glicoconjugados.

Os dendrimeros (também conhecidos como moléculas em cascata) foram
introduzidos durante a ultima década como materiais poliméricos bem defenidos
(monodispersos) e funcionalizados (grupos funcionais terminais acido carboxilico,

amina, éster, etc) com tamanhos e formas e propriedades parecidas com as das
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moléculas bioldgicas (proteinas). A apresentagdo multivalente de ligandos biologicos
torna estas moléculas plataformas preveligiadas para o estudo de interacgdes
multivalentes (Boas, 2003). Estes materiais sdo sintetizados de uma forma iterativa
através de uma estratégia convergente ou divergente a partir de um nimero reduzido de

blocos sintéticos (figura 21 e esquema 5).

Estratégia divergente %OO NP
> ° g0 o0 91 19 o~
_ o_9Q .~ s . oY (/O . -1, _<" N © SR ) R .\’4(\
— & o T o Tr el ) ESSS
Dendrimero Dendrimero o O/b
Gl G2 Dendrimero
G3
Q
e
Estratégia convergente { 9
/0
Qo Qo L oap o
Q P o )}DQ /\Ob o J _}) y .(
% ?‘O o < 0 d - L 4 o e <
O—< e — EU— CL_{/ O . / I O/ \ O S ) <
o T T T it 1A K
o 0 o /\Ob Segmento de 9y "Y)b AT
3 J 54
acoplamento Dendsi
o endrimero
Dendrémero Dendrémero dendromérico G3
G2 G3

Figura 21 — Reaccao de sintese dos dendrimeros. (Adaptado de Boas, 2003)

Na estratégia divergente, o dendrimero ¢ sintetizado geracao a geragdo partindo
do centro (coracao do dendrimero) para a periferia. Em cada geracdo o nimero de locais
de reaccdo equivalentes aumenta (duplica, triplica, ...) o que requer reac¢des muito
eficientes (com rendimentos quantitativos) para evitar reacgdes incompletas, as quais
introduziriam defeitos na estrutura do dendrimero. Estes defeitos seriam propagados e
ampliados para geragdes superiores. A estratégia convergente, desenvolvida por Hawker
e Frechét, (Hawker, 1990) tem inicio na superficie do dendrimero terminando no seu
centro, onde os segmentos dendroméricos sdo acoplados. Nesta estratégia em cada
passo reactivo o nimero de locais equivalentes de reac¢do ¢ sempre o mesmo (2, 3, ...),
muito menor do que no caso da estratégia divergente, o que permite uma sintese mais
eficiente. Por outro lado a estratégia convergente permite a sintese de dendrimeros
assimétricos pelo acoplamento de segmentos dendroméricos diferentes (Boas, 2003;
Jayaraman, 1997).

Para a sintese dos glicodendrimeros adaptamos uma estratégia sintética

originalmente descrita por Roy ef al.
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OH

17 18

l

c
J\
N N R
H

R)}\u/\/\

OH 21

OH

b,d

Esquema 5 — Sintese de dendrimeros. Estratégia A |; Estratégia B 1.
a) i. CF;C(O)OEt, DCM; ii. DIPEA, MeCN/ BrCH,C(O)O “Bu; b) CH;OH/H,0; Dowex 1X2-100- OH ¢)
TFA/DCM; d) RC(O)X — derivado de um acido carboxilico, X= OH, X= Cl, X= OC(O)R; ¢) DCC/HBT.

No esquema 5 estdo representadas duas estratégias convergentes estudadas por

nos para a sintese de glicodendrimeros.

Ambas as estratégias adoptadas envolveram a protec¢do selectiva dos grupos

amina terminais da triamina (17) na forma de trifluoroacetamida. A quimioselectividade

desta reaccdo resulta provavelmente do maior impedimento estereoquimico da amina

secundaria, embora esta seja mais basica (nucleofilica) que as aminas primdrias. A
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Alquilagdo da amina secundaria com bromoacetato de ter-Butilo gera um dendrémero
do tipo AB2. Neste bloco o grupo acido carboxilico estd protegido na forma éster ter-
butilo. Os dois grupos protectores (ter-butilo e trifluoracetato de etilo) sdo ortogonais.
Na literatura a desproteccao quimioselectiva de trifluoroacetamidas esta descrita com
varios reagentes (NaOH, NH3;, NaBH,) (Greene, 1981). No nosso caso a desprotecc¢ao
quimioselectiva dos grupos funcionais amina foi conseguida com uma resina de troca
ionica na forma OH™ (Dowex1X2-OH") (Lee, 1979). A principal vantagem deste método
de desprotec¢do consiste em nao se introduzir na mistura reaccional catides metalicos e
na facilidade da remocdo da resina por filtragdo. A desproteccdo quimioselectiva do
¢éster ter-butilico foi conseguida quantitativamente com dacido trifluoracético em
diclorometano. Para a constru¢do dos dendrimeros pode-se seguir duas estratégias. O
dendrémero 19 pode ser directamente derivatizado com acidos carboxilico ou derivados
de acidos carboxilicos (ou outros grupos funcionais) introduzindo nesta fase os grupos
de vectorizacdo (reconhecimento bioldgico) desejados. De seguida, ¢ necessario
desproteger o grupo protector na fungdo acido carboxilico sem afectar os grupos
introduzidos na etapa anterior. O acoplamento deste novo bloco 21 com o dendromero
19 gera o dendromero tetravalente G2 (22), j& com os grupos terminais de
“vectoriza¢ao” colocados. Este processo iterativo poderia ser continuado para obter
geracdes superiores de dendromeros, G3, G4 .... (estratégia A).

A estratégia alternativa consiste na constru¢do do dendromero com os grupos
amina terminais protegidos, seguido de desprotec¢do e derivatizagdo numa etapa com 0s
grupos de vectorizagdo desejados (estratégia B). Esta estratégia pode ser desvantajosa
para geragdes altas do dendrimero devido ao impedimento estéreo (compressdao) dos
grupos funcionais terminais (Tomalia, 1995).

O facto do grupo de vectorizagdo, acido (tio)glicosilpropidnico peracetilado,
resistir a desproteccdo do grupo funcional &acido carboxilico e as condigdes de
acoplamento (DCC, HBT) e purificacdo, tornou possivel a constru¢do do dendrimero

pela estratégia A (esquema 5 e 6).
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OAc ﬁ)m
o OR
AcO S\/\H/OH
25- R=ter-Bu
26- R=H b

Esquema 6 - Sintese do glicodendromero de primeira geragéo (G1).
a) DCC/HBT, DCM; b) TFA/DCM (1:3)

Com o dendromero (19) e com o dacido (tio)galactosilpropionico (16a)
disponiveis, levou-se a cabo a sintese da geracdo 1 (G1) do glicodendrimero (Esquema
5). As condi¢des de acoplamento DCC e HBT revelaram-se convenientes permitindo
obter o bloco (25) em rendimento elevado. A desprotec¢do da funcdo acido carboxilico
decorreu quantitativamente sem desproteccao dos grupos protectores do acucar.

Com o bloco bisamina (19) e com o glicodendrimero divalente desprotegido na
funcdo 4cido carboxilico (26) disponiveis obtivemos a geragdo 2-G2 (27) do

glicodendrimero (Esquema 7).

OAc OAc
AcO OAC OAc
AcO
o) o OAc
AcO s
s
OAc
a 0 0
19 + 26 —_— NH AcO OAc

27 - R=ter-Bu b
28 -R=H

Esquema 7 - Sintese do glicodendrimero tetravalente.
a)i.DIPEA/DCM ii. HBT, DCC; b) TFA /DCM(1:3)

58



A pré-titulagado com DIEPA do sal de TFA do bloco (26) resultante da reaccao
de desproteccao, revelou-se necessaria para o sucesso da reac¢do de acoplamento com
DCC/HBT.

Para obter os blocos amina 10, 11 e 12, requeridos para reac¢do com o DTPA-
bisanidrido, foi necessario acoplar aos blocos 16, 26 ¢ 28 uma diamina. O uso de uma
diamina (desprotegida) levaria a formagdo de uma mistura de produtos (monoderivado,
bisderivado e amina reagente) dificultando a purificacdo do derivado. Por outro lado,
uma diamina monoprotegida gera um unico produto. Com as condigdes de desproteccdo
do éster ter-butilico ja testadas, decidimos usar uma diamina monoprotegida (31) na
forma Boc-carbamato (esquema 8).

O

HZN\/\/\/\NHJ\O%

HZN\/\/\/\NH2 + (Boc),0

29 30 a1

Esquema 8 — Sintese de 1,6-hexanodiamina-monoBoc.

a) DCC/HBT, DCM.

O monoderivado 1,6-hexanodiamina-monoBoc (31) foi obtido usando um
grande excesso de 1,6-hexanodiamina (29), (10:1) relativamente ao reagente (Boc),O
(30).

Os blocos agucar monovalentes (10) foram sintetizados directamente a partir dos
acidos (tio)glicosilpropionicos (16) e 1,6-hexanodiamina monoprotegida na forma Boc-

carbamato (31) (Esquema 9).

R1 OAc
Rz/g&/ R1 OAc
AcO S OH
oA \/\[C]J/ F}{AZB%S HW
16 c SAY \/\g/ NHR
a
—_—
+

HzNw\/\NHR 32- R=Boc j

31 10-R=H

a- R]_: OAc e R2= H
b- R1= He R2= OAc
c- R1= H e Ry= peracetilado-B-D-galactopiranosil

Esquema 9 - Sintese do glicodendrimero monovalente (bloco I).

a) DCC/HBT, DCM, b) TFA/DCM (1/3).
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As condigdes de acoplamento DCC/HBT forneceram a amida protegida (32)
com bom rendimento. A desprotec¢do do grupo protector Boc terminal, em TFA/DCM,
ocorreu sem desprotec¢do do fragmento de agucar. O sal de TFA resultante (10) foi
usado sem purificagdo posterior na reac¢ao de acoplamento com o DTPA bisanidrido.

Para além de introduzir a funcdo amina necessaria para o subsequente
acoplamento com o fragmento DTPA-bisanidrido, o fragmento 1,6-hexanodiamina (29)
funciona também como espagador entre o complexo metalico e o fragmento de
reconhecimento biologico. O espacador garante que ndo hd impedimento
estereoquimico no processo de interac¢do ligando-receptor. O tamanho do espagador
pode ter uma importancia critica quando o local de ligacdo no receptor bioldgico €
profundo, como acontece com a maioria das enzimas. Por outro lado o local de
reconhecimento de agucares na maioria das lectinas (DRH) ¢ superficial, ndo
requerendo um espagador muito longo (Varki, 1999). Um espacador demasiado longo
pode ter um efeito contraproducente no reconhecimento biologico (efeito entropico)
(Mammen, 1998). Adicionalmente um espacador flexivel pode resultar numa
relaxividade menor do que a esperada com base apenas no peso molecular do conjugado
(André, aceite para publicacdo).

De modo similar ao descrito no esquema 6 o acoplamento da 1,6
hexanodiamina-monoBoc (31) com os blocos 26 ¢ 28 requer pré-titulagdo destes com

DIEPA (esquema 10 e 11).

AcO,

26 + 31

33-R=Boc
L
11-R=H
Esquema 10 - Sintese do glicodendrimero divalente.
a) i. DIPEA /DCM ii. DCC/HBT, DCM; b) TFA/DCM (1/3)
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AcO S
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a NH AcO OAc
28 +31 —— HN o
s OAc
H
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Ao s HN NH
AcO ol _\j ﬁ/_
N
AcO :2
0

H

N
% 34-R=Boc
RHN

e
12-R=H

Esquema 11 - Sintese do glicodendrimero tetravalente.
a) i. DIPEA /DCM ii. DCC/HBT, DCM; b) TFA/DCM (1/3)

A desproteccdo do grupo amina terminal nos glicodendrimeros 32, 33 e 34
decorreu quantitativamente, originando os blocos amino funcionalizados 10, 11 e 12
prontos para acoplamento com o fragmento DTPA-bisanidrido.

Ajustando as condi¢des de reaccdo com o bloco DTPA-bisanidrido foi possivel

sintetizar quer derivados bisamida quer derivados monoamida (esquema 12).
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Esquema 12 — Sintese de DTPA s mono e bisamida
a) i. DIPEA/DCM ii. DMF / Py; b) i. KOMe / EtOH ii. Amberlist 15, elui¢do com NHj iii. Purificagdo por
RPC; silica, elui¢ao com H,O/KOH (100% H,O -> 100% EtOH).

Para garantir a formagdo dos derivados bisamida (6, 7, 8 ¢ 9) foi necessario
utilizar um excesso de bloco amina (2.1-2.2 eq) relativamente ao reagente DTPA
bisanidrido.

As bisamidas intermédias protegidas nos agtcares ndo foram isoladas. Estes

materiais foram directamente submetidos a desproteccao com hidroxido de potassio em
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etanol. Ajustando o pH da solucao de desproteccdo com uma resina de troca idnica na
forma H™ (Ambelist 15) resulta na ligagio do material desprotegido a resina. A
subsequente lavagem com 4agua e elui¢do com uma solugdo aquosa de amoniaco leva a
recuperagdo do material desprotegido. Este material revelou-se de pureza suficiente
(>95%) para as experiéncias futuras. A sintese do glicoconjugado octavalente (9) foi
tentada sem sucesso. Embora o espectro de 'H RMN sugira a existéncia do material
desejado, ndo conseguimos confirmar este resultado por espectrometria de massa.

Para a sintese de DTPA-monoamidas (4) utilizou-se um excesso de DTPA-
bisanidrido (2.0 eq.) em relacdo ao componente amina. Das tentativas de acoplamento
resultou uma mistura complexa de dificil purificacdo por cromatografia de troca ionica.
A andlise por espectrometria de massa revelou a existéncia na mistura de ambos os
produtos mono (4) e bisamida (5). As misturas resultantes da cromatografia de troca
ionica foram submetidas a cromatografia de fase reversa (RPCs silica) ndo permitindo

obter frac¢des puras dos materiais mono e bisamida.

3. Estudos de RMN dos Ln(III)-glicoconjugados

Obtiveram-se os espectros de RMN de protdo dos complexos 1:1 dos ligandos
DTPA(Gal),, DTPA(Lac), e DTPA(Gal)s com La(IIl), Sm(IIT) e Eu(Ill) em D,O , pH 7,
a varias temperaturas (7, 25, 40, 60 e 80 °C).

Os espectros de RMN de protdao dos glicoconjugados diamagnéticos de La(IIl)
(Figura 22A) revelam-se idénticos aos dos glicoconjugados livres para o mesmo valor
de pH, excepto para os protdes do esqueleto de DTPA, os quais, em resultado de maior
proximidade ao centro de coordenacdo, originam sinais mais complexos (2,92, 2,78,
2,68 e 2,45 ppm para os protdes do esqueleto NCH,CH,;N e uma série de multipletos
do tipo AB parcialmente sobrepostos na regido 3,2-3,5 ppm para os protdes CH, dos
grupos pendentes acetato e amida) muito semelhantes aos sinais do complexo
[La(DTPA)]* e de outros complexos La(DTPA)-bisamidas referidos na literatura
(Choppin, 1979; Peters, 2001).

Os complexos de Sm(III) e de Eu(Ill) apresentam sinais que praticamente nao
sdo influenciados (quer em termos de desvio quimico quer de alargamento) pela
presenga dos centros paramagnéticos, nomeadamente os sinais dos protdes dos residuos

de acucar e os dos bragos ligantes mais afastados do DTPA, devido a dependéncia da
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contribuicdo dipolar de r” e de r®, respectivamente para o desvio quimico e para a
relaxagdo induzidos pelos ides paramagnéticos Ln(III). No entanto, os protdes da cadeia
lateral mais proxima do fragmento de DTPA-amida (ex. CHy(f) e CHy(g) na Figura 22)
sofrem um forte desvio quimico bem como alargamento, em particular os sinais dos
grupos metilénicos do fragmento de DTPA, também de forma anédloga ao que se
encontra descrito na literatura para os complexos paramagnéticos de DTPA e de outros
ligandos do tipo DTPA-bisamida (Peters, 2001; Kimpe, 2003).

Por comparagdo com os espectros de RMN de protdo de outros complexos
derivados do DTPA (Aime, 1990; Jenkins, 1988) podemos concluir que os sinais mais
desviados para baixa frequéncia (regido de +0,1 ppm a -1,4 ppm) do Sm(III)-
DTPA(Gal); e os sinais mais desviados para alta frequéncias (regido de +35 ppma +15
ppm) do Eu(Ill)-DTPA(Gal),, correspondem a dois protdes CH, do esqueleto de
etilenodiamina do DTPA. Estes protdes exibem os maiores desvios dipolares induzidos,
devido ao valor elevado e positivo do seu factor geométrico axial G = (3 cos’0 -1)/r’
(Jenkins, 1988), em que O ¢é o angulo definido pelo vector Ln(Ill)-protdo e o eixo
principal de simetria da susceptibilidade magnética do complexo (Peters, 2001).

Nos espectros de RMN de protao de complexos de ides Ln(IIl) com ligandos do
tipo DTPA-bisamida com centros ndo quirais nas cadeias laterais o nimero de sinais ¢
elevado; os trés atomos de N coordenados sdo quirais e sdo possiveis quatro pares
diastereoisoméricos de enantidémeros, originando um maximo de oito sinais RMN para
cada grupo de protdes magneticamente equivalentes (Figura 23) (Peters, 2001;
Geraldes, 1993)

Existem dois processos de isomerizagdo para os complexos Ln(DTPA) em
solugdo: 1) a racemizacao dos atomos de N terminais, a qual envolve descoordenagio-
inversao-coordenacao dos atomos de azoto e dos grupos acetato adjacentes € que ¢ um
processo com uma barreira de energia elevada mas que no caso das ligagdes Ln(III)-
carbonilo, relativamente mais fracas que as ligagcdes Ln(IlI)-carboxilato, constitui um
processo importante de racemizacdo; ii) a racemizacdo do azoto central, via
interconversao entre as duas conformacdes possiveis das pontes etilénicas (figura 24) a
qual ¢ um processo de baixa energia, e que torna magneticamente idénticas as duas
metades do complexo relativamente ao grupo glicinato central do DTPA (reduzindo
para metade o nimero de sinais de CH, observados) (Peters, 2001; Geraldes, 1993). No

caso dos compostos estudados neste trabalho € este o processo dindmico que se verifica,
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0 qual é em regime de troca rapida a 60 °C para os complexos de samario e de troca

lenta a 7 °C para os complexos de eurdpio, devido aos maiores desvios dipolares

induzidos pelo 130 Eu(IIl). Os complexos de Sm(III) a temperatura elevada mostram um

minimo de sete sinais, resultantes de dois protdes etilénicos, desviados para baixa

frequéncia (figura 22B) e que indicam que a maioria (sendo todos) dos quatro isémeros

possiveis estdo presentes em solucdo, com diferentes populacdes relativas. Esta

conclusdo ¢ confirmada pela constatacdo de que os mesmos dois protdes etilénicos

originam um minimo de dez (de um total de dezasseis) sinais desviados para alta

frequéncia no caso dos complexos de eurdpio a temperatura elevada (Figura 22C).

OH OH
HO,
(6]
HO

=, \__Wﬁﬁj

|
L/

Figure 22 — Estrutura do composto DTPA(Gal),
(Os protoes para analise espectral encontram-se assinalados)

%Wj ;L" N

r— t

4.5 4.8

OH OH

1.5 paa

Figura 22 A — Espectro de 'H RMN do glicoconjugado La(III)-DTPA(Gal),, em D,0, T=25 °C, pH 7.0.
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Figura 22 C — Espectro de '"H RMN do glicoconjugado Eu(III)-DTPA(Gal), em D,0, T=7 °C, pH=7.0.
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Figura 23 - Poliedros de coordenacdo dos oito enantiomeros dos complexos Ln(DTPA-bisamida),
considerando que a geometria ¢ trigonal prismatica distorcida “tricapped”. Os processos de

interconversdo estdo indicados (Geraldes, 1993).
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Figura 24 — Interconversdo conformacional do esqueleto da dietilenotriamina nos complexos Ln(DTPA-

bisamida) (Geraldes, 1993).

4. Estudos de relaxividade protonica (NMRD) de Gd(III)-DTPA(Lac);

A relaxividade protonica longitudinal do complexo Gd(II)-DTPA(Lac), foi
medida em solugio aquosa a 25 e a 60 °C, no intervalo de frequéncias de Larmor de 0,2
a 20 MHz. Os perfis de DRMN (Figura 26), foram obtidos pelo ajuste dos pontos
experimentais a teoria de Solomon-Bloembergen-Morgan, a qual relaciona as
velocidades de relaxagdo com os parametros microscopicos dos complexos de Gd(III)
(ver equagdes no apéndice). Na andlise dos perfis de DRMN fixaram-se os valores da
velocidade de troca de 4gua e da sua entalpia de activagdo, de acordo com valores
anteriormente determinados para complexos do tipo DTPA-bisamida (ke,™® = 0.40x10°
s' e AH* = 40.0 kJ mol™) (Téth, 2001). Os coeficientes de difusdo e a sua energia de
activacdo foram também fixados de acordo com os valores comummente aceites
(DGdH298 =24x10"" m? s e Epgay = 20 kJ mol'l), uma vez que, para complexos de
baixo peso molecular, estes dois parametros sdo relativamente independentes da
natureza dos complexos (Toth, 2001; Powell, 1996). Assim, na analise das relaxividades
protonicas, fez-se o ajuste do tempo de correlagdo rotacional, 7z, da sua energia de
activacgdo, Eg, e dos parametros que descrevem a relaxacdo do spin electrénico, i.e, a
flutuagio quadratica média do tensor ZFS, A% e o tempo de correlagio para a

modulagdo de ZFS, 7. Os parametros obtidos para o complexo em estudo encontram-se

na Tabela 5 e s3o comparados com valores obtidos para as mesmas grandezas fisicas

para complexos de Gd(III) relacionados.
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Figura 25 — Estrutura dos compostos Gd(IIT)-DTPA(Lac),, Gd(III)-DOTA(Lac),, Gd(II)-DTPA-

BENGALAA e Gd(IIT)-DTPA-BMA.

Tabela 5 - Parametros obtidos da analise de DRMN do Gd(IIT)-DTPA(Lac), em comparagdo com outros

complexos de Gd(IIT).
DTPA" DTPA-BMA” DTPA-BENGALAA® DTPA(Lac), DOTA(Lac),
(bisamida) (bisamida) (bisamida)  (monoamida)
K 710°s' | 3,3 0,45 0,22 0,40° 1.2°
AH/KJ mol* | 51,6 47,6 42,5 40,0° 30,0°
T 2% ps 58 66 265 332 306
Eru/KJmol' | 173 21,9 19,7 36,3 29,9
T, 2%/ ps 25 25 16 10 33
E, / KJ mol 1,6 3,9 5,5 1° 1°
A?/10%s? 0,46 0,41 0,53 0,63 0,12

2 parametros fixos; ® Powell, 1996; ¢ Lammers, 1997; ¢ André, 2004.
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A relaxividade de Gd(III)-DTPA(Lac), (peso molecular = 1569) a 25 °C e a 20
MHz ¢ de 5,72 mM’'s™, o que corresponde a um aumento de 13% relativamente a
relaxividade de Gd(III)-DTPA-BMA, o qual ¢ um complexo de baixo peso molecular
(p.m. = 574) do tipo DTPA-bisamida e actualmente utilizado clinicamente como agente
de contraste. Esta diferenca de relaxividade ¢ consistente com um aumento, por um
factor de cinco, no tempo de correlacdo rotacional relativamente ao complexo de menor
peso molecular, uma vez que 7z € o factor dominante nos perfis d¢ DRMN a campos
altos.

A variagdo dos perfis de DRMN com a temperatura ¢ indicadora da forma como
a relaxividade protonica de complexos de baixo peso molecular ¢ limitada por rotagao
rapida: as relaxividades aumentam com a diminui¢ao da temperatura por abrandamento
das rotagdes moleculares em solucgao.

Os parametros obtidos para a relaxacdo de spin electronico do complexo de

Gd(IIT) encontram-se dentro dos valores usualmente obtidos para complexos similares.

12.0

D.D T T T TT I T T T T TTTT I
0.01 0.1 1 10 100

v(1H) /MHz
Figura 26 - Perfis de DRMN em func¢do da temperatura para Gd(II)-DTPA(Lac),. T = 25 °C

(tridngulos); e 60 °C (circulos). As linhas representam o ajuste pelo método dos minimos quadrados dos
pontos experimentais as equacgdes descritas no texto (os valores experimentais encontram-se na tabela 6

em apéndice).
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Capitulo III

Parte experimental

1. Procedimentos gerais e equipamento

Os produtos quimicos foram adquiridos a Sigma Chemical Company e utilizados
sem qualquer purificacdo adicional. Foram usados solventes de maior grau de pureza
disponivel (p.a.), os quais foram purificados pelos métodos usuais. As reac¢des foram
monotorizadas por TLC Kieselgel 60 Fys4 (Merck) em suporte de aluminio. Os
processos de revelagdo utilizados foram a observacao sob luz UV (254 nm), a adsorcao
de vapor de iodo e por aquecimento com 10% de 4cido sulfurico em agua/etanol
(90:10). A cromatografia de flash foi feita em Kieselgel 60 (Merck, 230-400). As
fracgoes relevantes resultantes da cromatografia de flash foram concentradas a pressao
reduzida, T<40 °C. Os espectros de massa FAB (modo positivo) foram obtidos num
espectometro de massa VG Autospec com 3-nitrobenzol (NBA) como matriz. Para os
compostos com massa molecular superior a 2000, os espectros de massa foram otidos
pela técnica de ionizagdo electrospray. Os espectros de RMN de 'H (1D e 2D) e de °C
foram obtidos num espectometro Varian Unity Plus 300 RMN, operando a 299.938
MHz e 75.428 MHz para 'H e "*C respectivamente. Os desvios quimicos (8) sio dados
em ppm relativamente ao solvente CDCl; ('H, & 7.27; °C & 77.36) como referéncia
interna. Para espectros de 'H ¢ de °C em D,O os desvios quimicos (8 ) sdo dados em
ppm, em relagio a TSP como referéncia interna ('H, & 0.0) e ter-butanol como
referéncia externa (°C, & 30.29). O pD das solugdes de D,O foi ajustado com DCI ou
com NaOD livre de CO, e convertido em valores de pH usando a correcgdo isotdpica
pH = pD — 0.4. Os valores de pD foram medidos com um medidor de pH HANNA com
um eléctrodo combinado HI1310 (HANNA instruments, Italia).

Os perfis de dispersdo da relaxagdo magnética nuclear 1/T; (DRMN) dos protdes
da dgua a 25 e 60 °C foram obtidos num relaxémetro ciclico de RMN (Spinmaster FFC,
stelar) abrangendo campos magnéticos desde 5 x 10™a 0.47 T (correspondendo a uma

frequéncia protdnica de Larmor de 0.022-20 MHz).
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2. Sintese

Sintese de monossacarideos peracetilados:
1,2,3,6-tetra-O-acetil--D-galactopiranose (galactose peracetilada) (14a):
Adicionou-se galactose (13a) (5g, 0.028 mmol), acetato de sodio anidro (4 g, 69.6
mmol) e anidrido acético (27 g, 0.26 mmol). A mistura reaccional foi colocada em
agitacdo e aquecida em banho de oleo até se obter uma solu¢do, colocada
posteriormente em refluxo durante 2 horas. A mistura reaccional foi arrefecida por
adicdo de gelo (250 cm’) e colocada em agitacdo durante uma hora. O precipitado
obtido por filtragdo foi lavado com agua fria, seco sob pressao reduzida e recristalizado
em etanol originando um so6lido branco (6.2 g, n = 56%). 'H, & (300 MHz, CDCl3) 2.00,
2.05,2.13,2.17 (5x3H, s, 50Ac), 4.06 (1H, ddd, /= 11.0, 7.2 ¢ 0.9 Hz, H-5), 4.16 (2H,
m, H-6a e H-6b), 5.08 (1H, dd, /= 10.5 e 3.3 Hz, H-3), 5.34 (1H, dd, /= 10.5 ¢ 8.4 Hz,
H-2),5.43 (1H, dd, J=3.3 ¢ 0.9 Hz, H-4), 5.70 (1H, d, J= 8.7 Hz, H-1).

1,2,3,6-tetra-O-acetil-p-D-glucopiranose (glucose peracetilada) (14b): Adicionou-se
glucose (13b) (5 g, 0.028 mmol), acetato de sédio anidro (4 g, 69.6 mmol) e anidrido
acético (27 g, 0.26 mmol). A mistura reaccional foi colocada em agitacao e aquecida em
banho de 6leo até se obter uma solugdo, colocada posteriormente em refluxo durante 2
horas. A mistura reaccional foi arrefecida por adi¢do de gelo (250 cm’) e colocada em
agitacao durante uma hora. O precipitado obtido por filtragao foi lavado com agua fria,
seco sob pressao reduzida e recristalizado em etanol originando um sélido branco (6.2
g, M =156%). 'H, & (300 MHz, CDCl5) 2.02, 2.04, 2.10, 2.13 (5x3H, s, 50Ac), 3.85 (1H,
ddd, J=9.9, 4.5 e 2.1 Hz, H-5), 4.11 (1H, dd, J=12.6 ¢ 2.1 Hz, H-6a), 4.30 (1H, dd, J
=12.6 e 4.5 Hz, H-6b), 5.14 (1H, tap, J = 9.9 Hz, H-4), 5.15 (1H, tap, J = 8.4 Hz, H-2),
5.26 (1H, tap, J=9.3 Hz, H-3), 5.72 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-1).

1,2,3,6-tetra-O-acetil-4-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-galactopiranosil)-p-D-

glucopiranose (lactose peracetilada) (14c): Adicionou-se D-lactose (13¢) (7.2 g, 20.0
mmol), acetato de sodio anidro (4,6 g, 80.0 mmol) e anidrido acético (32.0 g, 180.0
mmol). A mistura reaccional foi colocada em agita¢ao e aquecida em banho de 6leo até

se obter uma solucao, colocada posteriormente em refluxo durante 2 horas. A mistura
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reaccional foi arrefecida por adi¢do de gelo (300 cm’) e colocada em agitagio durante
uma hora. O precipitado obtido por filtragdo foi lavado com agua fria, seco sob pressdo
reduzida e recristalizado em etanol originando um soélido branco (7.7 g, 1 = 57%). 'H,
3 (300 MHz, CDCls) 1.92, 1.99, 2.00, 2.01, 2.03, 2.06, 2.08, 2.11, (3x8H, s, 8Ac), 3.75
(1H, m, H-5), 3.80 (1H, m, H-4), 3.85 (1H, m, H-5"), 4.10 (3H, m, H-6"a, H-6'b, H-
6'c), 4.43 (1H, m, H-6b), 4.45 (1H, d, J= 7.9 Hz, H-1"), 493 (1H, dd, J =103 ¢ 3.4
Hz, H-3"), 5.02 (1H, dd, J=9.4 e 8.4 Hz, H-2), 5.07 (1H, dd, /= 10.3 ¢ 7.9 Hz, H-2"),
5.22 (1H, tap, J = 9.4 Hz, H-3), 5.33 (1H, dd, J=3.4 ¢ 0.9 Hz, H-4"), 5.65 (1H, d, J =
8.4 Hz, H-1); C (75.6 MHz, CDCl;) 20.52 (Me), 20.62 (2xMe), 20.65 (3xMe), 20.77
(Me), 20.84 (Me), 60.86 (C-6"), 61.75 (C-6), 66.61 (C-4"), 69.01 (C-2"), 70.51 (C-2),
70.75 (C-57), 70.97 (C-37), 72.63 (C-3), 73.50 (C-5), 75.67 (C-4), 91.54 (C-1), 100.95
(C-1"), 168.71 (C=0), 169.88 (C=0), 169.41 (C=0), 169.49 (C=0), 170.00 (C=0), e
170.18 (C=0).

Sintese dos acidos (tio)glicosilpropionicos peracetilados:

Acido (tio)galactosilpropiénico (16a): A uma solugdo de 1,2,3,6-tetra-O-acetil-p-D-
galactopiranose (14a) (9.2882 g, 23.8 mmol) e 4acido 3-mercaptopropidnico (15) (2.48
cm’, 28.6 mmol) adicionou-se eterato de trifluoreto de boro (10.1248 g, 71.3 mmol)
gota-a-gota durante 15 minutos em DCM seco (50 cm’) a temperatura ambiente sob
uma atmosfra de azoto. Apds uma hora, a mistura reaccional foi diluida com DCM (50
cm’) e lavada com HCI (1M, 3x200 cm’). Posteriormente a fase orgnica foi seca com
MgSOs, concentrada a pressao reduzida e o residuo foi purificado por cromatografia de
flash seca (éter de petréleo-acetato de etilo, 48:2—50:0) originando o composto final
sob a forma de uma espuma branca (10.10 g, n = 82%). 'H, & (300 MHz, CDCl;) 1.98,
2.05, 2.06, 2.15 (4x3H, s, 4Ac), 2.76 (2H, t, J = 7.2 Hz, SCH,CH,), 2.81-2.93 (2H, m,
SCH»), 3.92 (1H, t, J = 6.6 Hz, H-6a), 4.05-4.21 (2H, m, H-5 e H-6b), 4.54 (1H, d, J =
10.2 Hz, H-1), 5.04 (1H, dd, J = 9.9 e 3.3 Hz, H-3), 5.22 (1H, t, J= 9.9 Hz, H-2), 5.43
(1H, dd, J=3.3¢ 0.9 Hz, H-4).

Acido (tio)glucosilpropionico (16b): A uma solugdo de 1,2,3,6-tetra-O-acetil-p-D-

glucopiranose (14b) (11.06 g, 28.3 mmol) e 4cido 3-mercaptopropiénico (15) (7.40 cm’,

85.0 mmol) adicionou-se eterato de trifluoreto de boro (6.02 g, 42.5 mmol) gota-a-gota
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durante 15 minutos em DCM seco (30 cm’) & temperatura ambiente sob uma atmosfera
de azoto. Ap6s uma hora, a mistura reaccional foi diluida com DCM (200 cm’) e lavada
com HCI (1M, 3x200 cm’®). Posteriormente a fase organica foi seca com MgSOQOy,
concentrada a pressdo reduzida e o residuo foi purificado por cromatografia de flash
seca (DCM-MeOH, 20:1—5:1) originando o composto final sob a forma de uma
espuma branca (10.10 g, = 82%). 'H, & (300 MHz, CDCls) 2.01, 2.03, 2.05, 2.09
(4x3H, s, 4 OAc) 2.74 (2H, m, SCH,CH,), 2.93 (2H, m, SCH>), 3.71 (1H, ddd, J = 9.6,
7.8 ¢ 2.8 Hz, H-5), 4.14 (1H, dd, J = 12.2 ¢ 2.4 Hz, H-6a), 4.24 (1H, dd, /=122 ¢ 4.9
Hz, H-6b), 4.55 ( 1H, d, J = 10.1 Hz, H-1), 4.98 ¢ 5.12 (2H, m, H-2 e H-3), 5.23 ( 1H,
tap, J = 9.6 Hz, H-4); °C, § (75.6 MHz, CDCls) 20.44 (2xMe), 20.56 (2xMe), 35.13
(SCHa»), 24.98 (SCH,CH,), 62.07 (C-6), 68.23, 69.54, 73.60, 75.72, 83.84 (C-1), 169.34
(C=0), 170.70 (C=0), 1711.42 (C=0), 176.48 (COOH); m/z (IQ) 454 (M+NH,", 19%),
382(8), 350 (5), 331 (4), 232 (7), 213 (12), 77 (100); HRMS (IQ) Calc. para
C17HsNO;1S (M+NH4+) 454.1382. encontrada 454.1383.

Acido (tio)lactosilpropiénico (16¢): A uma solu¢io de 1,2,3,6-tetra-O-acetil-4-O-
(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil)-B-D-glucopiranose (14c¢) (20.36 g, 30.0
mmol) e dcido 3-mercaptopropidnico (15) (6.37 g, 60.0 mmol) adicionou-se eterato de
trifluoreto de boro (6.38 g, 45.0 mmol) gota-a-gota durante 10 minutos em DCM seco
(50 cm’) & temperatura ambiente sob uma atmosfera de azoto. Apds uma hora, a mistura
reaccional foi diluida com DCM (500 c¢m’) e lavada com HCI (1M, 3x100 cm?).
Posteriormente a fase organica foi seca com MgSQ,, concentrada a pressao reduzida e o
residuo foi purificado por cromatografia de flash seca (DCM-MeOH, 20:1—5:1)
originando o composto final sob a forma de uma espuma branca (16.2 g, n = 74%). 'H,
6 (300 MHz, CDCls) 1.97, 2.04, 2.05, 2.07, 2.12, 2.15 (21H, 6s, 7Ac), 2.70 (2H, m,
CH,COOH), 2.83 (1H, m, SCH,Hy), 2.93 (1H, m, SCH,Hy), 3.61 (1H, m, H-5), 3.75
(1H, tap, J = 9.4 Hz, H-4), 3.86 (1H, tap, J = 7.0 Hz, H-5"), 4.08 (3H, m, H-6a, H-6b,
H-6'b), 4.43 (1H, m, H-6b), 4.46 (1H, d, J=7.9 Hz, H-1"), 4.49 (1H, d, J = 10.3 Hz, H-
1), 4.90 (1H, tap, J = 10.3 Hz, H-2, 4.94 (1H, dd, J=10.3 ¢ 3.4 Hz, H-3"), 5.08 (1H,
dd, J=110.3 e 7.9 Hz, H-2"), 5.19 (1H, tap, J = 9.4 Hz, H-3), 532 (1H, dd, /=34 ¢
1.0 Hz, H-4") °C, § (75.6 MHz, CDCl3) 20.52 (Me), 20.66 (Mex3), 20.72 (e), 20.80
(Mex2), 25.33 (SCH,), 35.25 (CH,COOH), 60.84 (C-6"), 62.20 (C-6), 66.64 (C-4"),
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69.12 (C-2"), 70.12 (C-2), 70.71 (C-3"), 73.65 (C-3), 76.20 (C-4), 76.74 (C-5), 83.89
(C-1), 1168.98 (C=0), 169.57 (C=0), 169.95 (C=0), 170.04 (C=0), 170.26 (C=0),
1170.34 (C=0), 170.46 (C=0) 176.23 (COOH); ); m/z (FAB", NBA) 763.4 (M+K’,
7%), 747.4 (M + Na", 17), 619.3(6), 559.3(6), 331(100); HRMS (FAB", NBA) Calc.
para Cy9H40O9NaS (M+Na+) 747.178374 encontrado 747.17822.

Sintese da bistrifluoracetamida (18)

A uma solugdo em gelo de 3,3-iminobis(propilamina) (17) (0.94 g, 7.1 mmol)
em diclorometano (20 cm’) foi adicionada gota a gota, durante uma hora, uma solugio
de etiltrifluoracetato (2.24 g, 15.6 mmol) em diclorometano (20 cm’). Apés ter atingido
a temperatura a mistura reaccional foi colocada em agitagdo durante 16 horas. O
solvente foi removido sob pressdo reduzida obtendo-se um 6leo incolor. A analise por
TLC (CH,CIl/MeOH; 4:1) revelou uma mancha maior ¢ uma mancha menor (sinal
positivo com ninidrina). Este material foi utilizado na reac¢ao seguinte sem ser
purificado. O ¢6leo foi redissolvido em MeCN (50 cm’), tendo-lhe sido adicionada
DIPEA (0.92 g, 7.1 mmol). De seguida adicionou-se gota-a-gota bromoacetato de ter-
butilo (1.38 g, 7.1 mmol) durante 5 minutos e a mistura reaccional foi colocada em
agitacdo durante 6 horas, a temperatura ambiente, com formag¢do de um precipitado
branco. A mistura reaccional foi filtrada para se remover o precipitado branco e o
solvente foi removido a pressdo reduzida originando um 6leo vermelho brilhante. Este
material foi purificado por cromatografia de flash seca (CH,Cl,/MeOH/H,O/NH4OH;
100% CH,Cl, -> 10% MeOH) originando como composto final um 6leo incolor (2.50 g;
1 = 81%, nos dois passos). 'H, & (300 MHz, CDCls) 1.40 (9H, s, “Bu), 1.67 (4H, qt, J =
6.3 Hz, NCH,CH,), 2.50 (4H, t, J = 6.3 Hz, NCH,), 3.12 (2H, s, NCH,C(O)), 5.39 (4H,
qap, J = 6.3 Hz, NCH,CH,), 8.40 (2H, t(1), NHC(O)CF;). °C, & (75.6MHz, CDCls)
25.43 (NCH,CH,), 27.75 (CHj3), 38.07 (NCH,CH,CH)), 51.83 (NCH;), 55.76
(CH,C(0)); 81.98 (OC(CHj3)3), 115.89 (q, J = 287 Hz, CF3), 157.34 (q, J = 37.0 Hz,
NHC(O)CF3), 171.18 (C(O) “Bu).

Sintese da bisamina (19)
A uma solugio do composto 18 (3.10 g; 7.1 mmol) em MeOH/H,0 (50/20 cm’)
adicionou-se resina Dowex-X2-100-OH™ (30 cm’; resina seca). A mistura reaccional foi

agitada durante 72 horas a temperatura ambiente. A resina foi filtrada, lavada com agua
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e metanol e o filtrado foi concentrado a pressao reduzida originando um 6leo amarelo.
Este  material foi  purificado  por  cromatografia  de  flash  seca
(CH,Cl,/MeOH/H,O/NH4OH; 100% CH,Cl, -> 40:60:10:10) obtendo-se como
composto final um 6leo espesso e incolor (1.21 g; 1 = 69%). 'H, & (300 MHz, CDCls)
1.36 (9H, s, ““Bu), 1.51 (4H, qt, J = 6.9 Hz, NCH,CH,), 2.50 (4H, t, J = 6.9 Hz, NCH,),
2.65 (4H, t, J = 6.9 Hz, NCH,CH,CH,), 3.09 (2H, s, NCH,C(0)); °C, § (5.6MHz,
CDCl3) 27.93 (CHs), 30.64 (NCH,CH,), 40.15 (NCH,CH,CH>), 51.77 (NCH»), 55.85
(CH,C(0)); 80.60 (C(CH3)3), 170.71 (C(O)).

Sintese do tioglicosideo divalente peracetilado (25)

A uma solu¢do de bisamina 19 (0.95 g, 3.87 mmol) em diclorometano (100
cm’), colocada num banho de gelo, foi sequencialmente adicionado 4cido
(tio)galactosilpropidnico peracetilado (16a) (3.55 g, 8.13 mmol), HBT (1.23 g, 9.76
mmol) e DCC (1.67 g, 9.76 mmol) em solu¢@o de diclorometano (10 cm’), gota-a-gota.
Ap6s 15 minutos, a mistura reaccional foi removida do banho de gelo e deixada a agitar
até atingir a temperatura ambiente. A mistura reaccional foi colocada em agitacdo, a
temperatura ambiente, durante a noite. O precipitado DCU foi removido por filtragao e
lavado com diclorometano. O filtrado foi concentrado sob pressdo reduzida dando
origem a um xarope. Este material foi redissolvido em acetato de etilo (200 cm’) e
sequencialmente lavado com NaHCO; (sol. Sat.; 3 x 100 cm’) e solugdo saturada de
cloreto de sodio (100 cm®). A fase organica foi concentrada sob pressio reduzida
originando uma espuma branca. A purificacdo por cromatografia de flash seca
(CH,Cl,/MeOH; 100% CH,Cl, -> 50% MeOH) permitiu obter o composto final como
uma espuma branca (4.02 g, 1 = 96%). 'H, 8 (300 MHz, CDCls) 1.47 (9H, s, “'Bu),
1.64 (4H, m, NCH,CH,), 1.99, 2.06, 2.16 (12H, OAc), 2.51 (8H, m, sinais sobrepostos
de NCH; e SCH,CH,), 2.91-2.06 (4H, m, SCH,), 3.14 (2H, s, NCH,C(0O)), 3.55 (4H,
qap, J = 5.4 Hz, NCH,CH,CH,), 3.95 (2H, tap, J = 6.3 Hz, H — 6a), 4.14 (4H, m, H-6b
+ H-5), 4.57 (2H, d, J = 9.9 Hz, H-1), 5.05 (2H, dd, J = 9.9 Hz, e 3.3 Hz, H-3), 5.21
(2H, tap, J=9.9 Hz, H-2), 5.44 (2H, d, J = 3.3 Hz, H-4), 7.02 (2H, m(1), C(O)NH); m/z
(FAB', NBA) 1082 (M", 100); HRMS (FAB', NBA) Calc. para C4H7,N30,,8, (M +
H)" 1082.4049. Encontrada 1082.4038.

76



Sintese do tiogalactosideo tetravalente peracetilado (27)

A solucdo contendo o composto tiogalactosidico divalente (25) (2.83 g, 1.25
mmol) foi colocada em agitagdo durante a noite, com CH,ClL/TFA (3/1, 20 cm’). O
solvente foi removido sob pressdo reduzida, obtendo-se uma espuma amarela brilhante,
a qual foi redissolvida em DCM (20 cm’) e o solvente removido sob pressdo reduzida.
Este procedimento repetiu-se algumas vezes e o material foi posteriormente seco sob
vacuo originando uma espuma espessa e brilhante (26). A andlise do espectro de RMN
de 'H, revelou o desaparecimento do sinal & 1.47 referente ao grupo ter-butilo. Este
material ndo sofreu mais nenhuma purificagdo nem caracterizacdo. Todo o material
obtido (assumiu-se um rendimento de 100% na reac¢do de desprote¢do) foi dissolvido
em DCM (10 cm’) e colocado em banho de gelo. Adicionou-se a bisamina desprotegida
(19) ( 0.220g, 1.49 mmol), HBT (0.220 g, 1.49 mmol) e gota-a-gota uma solugdo de
DCC (0.300 g, 1,49 mmol) em DCM (10 cm’). A mistura resultante foi colocada sob
agitacdo, em banho de gelo, durante 15 minutos. Apos a mistura reaccional atingir a
temperatura ambiente, permaneceu a agitar por mais 24 horas. O precipitado de DCU
formado foi removido por filtragdo e o solvente foi removido sob pressdo reduzida. O
6leo resultante foi redissolvido em acetato de etilo (200 cm?), lavado com NaHCOj (sol.
sat,;: 3 x 50 cm’) e solugdo saturada de cloreto de sodio (50 cm’). O solvente foi
removido sob pressdo reduzida e o residuo foi purificado por cromatografia de flash
seca (CH,Cl/EtOH; 100% CH,Cl, -> 20%EtOH) o que permitiu obter-se o composto
final como uma espuma branca (1.12 g, n = 83%). 'H, & (300 MHz, CDCl;) sinais
seleccionados: 1.46 (9H, s, “"Bu), 1.64 (8H, m, NCH,CH>), 1.98, 2.05, 2.06, 2.16 (48H,
s, OAc), 2.55 (20H, m), 2.86-3.10 (16H, m), 3.32 (14H, m), 3.98 (4H, tap, J = 6.6 Hz,
H-6), 4.14 (8H, m, H-6b + H-5), 4.59 (4H, d, J = 9.9 Hz, H-1), 5.06 (4H, dd, J=10.0 ¢
3.4 Hz, H-3), 5.20 (4H, tap, J = 9.9 Hz, H-2), 5.44 (4H, d, J = 2.4 Hz, H-4), 7.02 (4H,
m(l), C(O)NH);

Sintese da 1,6-hexanodiamina-monoBoc (31)

Adicionou-se gota a gota durante 3 horas uma solugdo de diterbutilodicarbonato
30) (1.32 g, 6.04 mmol) em dioxano (20 mL) a uma solug¢do de 1,6-hexanodiamina
(29) (5.62 g, 48.4 mmol) em dioxano (30 mL). A mistura reaccional foi mantida sob
agitacdo a temperatura ambiente durante a noite. O solvente foi removido sob pressdo

reduzida originando um o6leo amarelo. A este 6leo adicionou-se agua (50 mL)
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originando o aparecimento de um precipitado branco. O precipitado foi filtrado e a
solug¢do aquosa foi extraida com diclorometano (100 mL). A fase orgénica foi lavada
com agua (100 mL) seca com sulfato de magnésio e concentrada sob pressdo reduzida
originando um 6leo amarelo (1.10 g, n = 84%), o qual cristalizou. A andlise por TLC
(diclorometano-etanol 5:1) com revelagdo por ninidrina revelou apenas uma mancha.
'H, § (300 MHz, CDCl;) 1.31 (4H, m, NCH,CHy(CH.),); 1.34 (13H, m, sinais
sobrepostos de '“Bu, NH,CH,CH, e NHCH,CH,), 1.49 (2H, s(1), NH,; desaparece com
troca com D,0), 2.68 (2H, t, J = 6.9 Hz, NH,CH,), 3.09 (2H, qap, J = 6.6 Hz,
CH,NHC(0)), 4.58 (1H, s(1), NHC(O)).

Sintese dos tioglicosideos monovalentes amino-derivatizados

Procedimento tipico ilustrado para a obtenciao de 32a: Colocou-se em gelo, uma
solugdo de acido propidnico peracetilado (tiogalactosil) (16a) (0.375 g, 0.859 mmol),
1,6- hexadiamino-monoBoc (31) (0.169 g, 0.789 mmol) e HBT (0.140 g, 0.940 mmol)
em DCM (10 cm’®). A esta solugio foi adicionada, gota-a-gota, uma solugio de DCC
(0.194 g, 9.40 mmol) em DCM (5 cm’). Apds 15 minutos a mistura reaccional foi
removida do banho de gelo, permitindo-se que atingisse a temperatura ambiente. De
seguida, colocou-se a mistura em agitagdo durante a noite a temperatura ambiente. O
precipitado de DCU formado foi removido por filtragdo e lavado com diclorometano. O
filtrado foi concentrado sob pressao reduzida originando um xarope espesso. A este
material foi adicionado acetato de etilo (100 cm’) e sequencialmente lavado com
KHSOy4 (sol. ag. 1M; 3 x 50 cm’), NaHCOs (sol. aq. IM; 3 x 50 cm’) e solugdo
saturada de NaCl (50 cm’). A fase organica foi concentrada sob pressio reduzida
originando uma espuma branca. Purificagdo por cromatografia de flash seca
(CH2Clo/MeOH; 100% CH,Cl, -> 50% MeOH) permitiu obter o composto final como
uma espuma branca (0.480 g, n = 97%). 'H, 5 (300 MHz, CDCls) 1.34 (4H, m,
NHCH,CH,(CH,),), 1.43 (9H, s, “’Bu), 1.50 (4H, m, NHCH,(CH,),), 1.99, 2.05, 2.06 ¢
2.16 (4x3H, s, 40Ac), 2.50 (2H, m, SCH,CH>), 2.88-3.06 (2H, m, SCH.,), 3.09 (2H, m,
CH;NHC(0)O"“Bu), 3.24 (2H, m, C(O)NHCH), 3.48 (1H, m(1)) 3.95 (1H, dt, J= 7.2,
5.7¢ 0.9 Hz, H-5), 4.11 (1H, dd, J=11.2 ¢ 5.7 Hz, H-6a), 4.19 (1H, dd, J=112¢ 7.2
Hz, H-6b), 4.54 (1H, d, J= 9.9 Hz, H-1), 5.04 (1H, dd, J= 10.2 e 3.3 Hz, H-3), 5.23
(1H, tap, J = 9.9 Hz, H-2), 5.43 (1H, dd, J = 3.3 ¢ 0.9 Hz, H-4), 5.98 (1H, t(1)), NH);
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m/z (ESI) 673 M + K", 3%), 657 (M + Na', 31%), 635 (M + H", 100%) 579 (42%)
535 (44%); HRMS (ESI) Calc. para C,3H47N201,S 635.2849. Encontrada 635.2856.

31b: Partindo do acido propidnico peracetilado (tioglucosil) (16b) (1.854 g, 4.25
mmol) e de 1,6-hexadiamina-monoBoc (31) (0.920 g, 4.25 mmol), obteve-se o
composto 32b sob a forma de uma espuma branca (2.54 g, = 94%). 'H, & (300 MHz,
CDCl;) 1.32 (4H, m, NHCH,CHy(CH,),), 1.43 (9H, s, “Bu), 1.50 (4H, m,
NHCH»(CH,),), 2.00, 2.03, 2.04 ¢ 2.09 (12H, s, 4xOAc), 2.49 (2H, m, SCH,CH,),
2.82-3.16 (4H, m, sinais sobrepostos de SCH, e CH,NHC(0)O"'Bu), 3.23 (2H, m,
C(O)NHCH,), 3.72 (1H, ddd, J = 9.9, 4.8 ¢ 2.7 Hz, H-5), 4.11-4.28 (2H, sinais
sobrepostos de H-6a e H-6b) 4.55 (1H, d, J=10.2 Hz, H-1), 5.02 (1H, tap, J = 10.2 H-
2), 5.06 (1H, tap, J=9.6 Hz, H-3), 5.22 (1H, tap, J = 9.3 Hz, H-4), 6.09 (1H, t(/), NH);
m/z (ESI) 657 M + Na', 22%), 635 (M + H', 100%) 579 (39%) 535 (40%); HRMS
(ESI) Calc. para C,3H47N,012S (M+H)+ 635.2849. Encontrada 635.2850.

31c: Partindo do 4cido propiodnico peracetilado (tiolactosil) (16¢) (1.70 g, 2.35 mmol) e
de 1,6-hexadiamina-monoBoc (31) (0.507 g, 22.35 mmol), obteve-se o composto 32¢
sob a forma de uma espuma branca (2.54 g, n = 94%). 'H, & (300 MHz, CDCls) 1.33
(4H, m, NHCH,CH,(CH,),), 1.42 (9H, s, ““Bu), 1.70 (4H, m, NHCH,(CH),), 1.97,
22.04, 22.05, 22.07, 22.13 ¢ 2.16 (7x3H, s, 70Ac), 2.46 (2H, t, J = 6.6 Hz, SCH,CH»),
22.81 (1H, m, SCH,Hy), 3.03 (1H, m, SCH,Hy), 3.08 (2H, CH,NHC(0)0"“'Bu), 3.21
(2H, m, NHCH,), 3.45 (1H, m), 3.59 (1H, m, H-5), 3.78 (1H, tap, J = 9.6 Hz, H-4),
3.89 (1H, tap, J = 7.0 Hz, H-5"), 4.03-4.16 (3H, m), 4.28 (1H, m), 4.52 (1H, d, J= 7.8
Hz, H-17), 4.65 (1H, d, J = 10.5 Hz, H-1), 4.90 (1H, tap, J = 9.6 Hz, H-2), 4.96 (1H,
dd, /=10.2 e 3.3 Hz, H-3"), 5.09 (1H, dd, J = 10.5 e 7.8 Hz, H-2"), 5.19 (1H, tap, J =
9.3 Hz, H-3), 5.34 (1H, d, J = 22.4 Hz, H-4"), 6.30 (2H, t(1), NHC(0O)); m/z (FAB",
NBA) 923 (M+H)", 3); HRMS (FAB", NBA) Calc. para CsHgsN2020S (M+H)
923.3695. Encontrada 923.3683.

Sintese do tioglicosideo divalente amino-derivatizado (33)
Colocou-se uma solucao de tiogalactosideo divalente (25) (0.968 g, 0.895 mmol)
em agitacdo durante a noite com CH,CL/TFA (3/1, 10 cm?). O solvente foi removido

sob pressao reduzida originando uma espuma amarela brilhante, que foi posteriormente
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redissolvida em DCM (10 cm?) e o solvente removido sob pressio reduzida. Repetiu-se
este procedimento algumas vezes e o material obtido foi seco sob vacuo originando o
acido carboxilico desprotegido (26) sob a forma de uma espuma amarela. A analise do
espectro '"H RMN revelou o desaparecimento do sinal com desvio quimico 1.4 ppm
referente ao grupo ter-butilo. Nao foi feita mais nenhuma purificagio nem
caracterizacdo deste material. Todo o material obtido (assumiu-se que o rendimento da
reaccao de desproteccao foi de 100%) foi dissolvido em DCM (10 cm’) a frio (banho de
gelo) e titulado (papel de pH) até atingir o pH 9-10 com DIPEA. A esta solucdo foi
adicionada uma solugdo 1,6-hexadiamino monoBoc (31) (0.230 g, 1.07 mmol) em DCM
(5 cm®) e HBT (0.140 g, 0.940 mmol). Adicionou-se de seguida, gota-a-gota, uma
solugdo de DCC (0.230 g, 1.10 mmol) em DCM (5 cm’). Apoés 15 minutos a mistura
reaccional foi removida do banho de gelo permitindo-se que atingisse a temperatura
ambiente. A mistura foi colocada sob agitacdo durante a noite a temperatura ambiente.
O precipitado DCU foi removido por filtragdo e lavado com DCM. O filtrado foi
concentrado sob pressdo reduzida originando um xarope espesso. A este material
adicionou-se acetato de etilo (150 cm’), sendo sequencialmente lavado com NaHCO;
(sol. sat.; 3 x 100 cm’) e solugdo saturada de NaCl (100 cm’). A fase organica foi
concentrada sob pressdo reduzida formando-se uma espuma amarela brilhante. A
purificacdo por cromatografia de flash seca (CH,Cl,/MeOH; 100% CH,Cl, ->
50%MeOH) permitiu obter o composto final sob a forma de uma espuma branca (1.01
g, M =92%). 'H, & (300 MHz, CDCl3) 1.32 (4H, m, C(O)NHCH,CH,(CH>),), 1.43 (9H,
s, ““Bu), 1.51 (4H, m, C(O)NHCHy(CH,),), 1.72 (4H, m, NCH,CH,) 1.99, 2.05, 2.06 ¢
2.16 (24H, s, 8xOAc), 2.52 (8H, m, sinais sobrepostos de SCH,CH, e NCH,), 2.88-3.14
(8H, m, sinais sobrepostos de SCH,, NCH,C(O) (singleto a 3.02) e
CH,NHC(0)O"“Bu), 3.29 (6H, m, NCH,CH,CH;) ¢ NCH,C(O)NHCH, ), 3.40-3.56
(1H, m), 3.96 (2H, dt, J = 6.4 ¢ 0.9 Hz, H-5), 4.09 (2H, dd, /= 11.4 ¢ 6.3 Hz, H-6a),
4.20 (2H, dd, J = 11.2 e 6.4 Hz, H-6b), 4.56 (2H, d, J = 10.2, H-1), 4.74 (1H, t(]), NH),
5.05 (2H, dd, J=10.0 e 3.3 Hz, H-3), 5.25 (2H, tap, J = 9.9 Hz, H-2), 5.44 (2H, dd, J =
3.3 e 0.9 Hz, H-4), 6.74 (2H, t(I), NH), 7.10 (2H, t(/)); m/z (FAB", NBA) 1223 (M-H)",
100); HRMS (FAB", NBA) Calc. para Cs3HgsN5O023S; (M+H)"™ 1224.5155. Encontrada
1224.5119.
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Sintese do tioglicosido tetravalente amino-derivatizado (34)

Colocou-se uma solucgdo de (tio)galactosideo tetravalente (27) (1.599 g, 0.707mmol) em
agitagdo durante a noite com CH,CL/TFA (3/1, 10 cm®). O solvente foi removido sob
pressdo reduzida originando uma espuma amarela brilhante, que foi posteriormente
redissolvida em DCM (10 cm®) e o solvente removido sob pressio reduzida. Repetiu-se
este procedimento algumas vezes e o material obtido foi seco sob vacuo originando o
acido carboxilico desprotegido (28) sob a forma de uma espuma amarela. A analise do
espectro 'H RMN revelou o desaparecimento do sinal com desvio quimico 1.4 ppm
referente ao grupo ter-butilo. Nao foi feita mais nenhuma purificagdio nem
caracterizagcdo deste material. Todo o material obtido (assumiu-se que o rendimento da
reaccao de desproteccao foi de 100%) foi dissolvido em DCM (10 cm’) a frio (banho de
gelo) e titulado (papel de pH) até atingir o pH 9-10 com DIPEA. A esta solucdo foi
adicionada uma solucdo 1,6-hexadiamino monoBoc (31) (0.184 g, 0.849 mmol) em
DCM (5 cm®) e HBT (0.134 g, 0.990 mmol). Adicionou-se de seguida, gota-a-gota, uma
solugdo de DCC (0.204 g, 0.990 mmol) em DCM (5 cm’). Apbs 15 minutos a mistura
reaccional foi removida do banho de gelo permitindo-se que atingisse a temperatura
ambiente. A mistura foi colocada sob agitacdo durante a noite a temperatura ambiente.
O precipitado DCU foi removido por filtragdo e lavado com DCM. O filtrado foi
concentrado sob pressdo reduzida originando um xarope espesso. A este material
adicionou-se acetato de etilo (200 cm’), sendo sequencialmente lavado com NaHCO;
(sol. sat.; 3 x 100 cm’) e solugdo saturada de NaCl (100 cm®). A fase organica foi
concentrada sob pressdo reduzida formando-se uma espuma amarela brilhante. A
purificacdo por cromatografia de flash seca (CH,Cl,/MeOH; 100% CH,Cl, ->
50%MeOH) permitiu obter o composto final sob a forma de uma espuma branca (1.300
g, M = 76,5 %). 'H, § (300 MHz, CDCl3) 1.32 (4H, m, C(O)NHCH,CH,(CH,),), 1.43
(9H, s, ““Bu), 1.67 (16H, m, NCH,CH, ¢ NHCH,(CH),)) (O)NHCH(CH,),), 1.99,
2.05, 2.06 e 2.16 (4x12H, s, OAc), 1.72 (4H, m, NCH,CH,) 2.51 (20H, m, sinais
sobrepostos de SCH,CH, (4x2H) e NCH, (6x2H)), 2.84-3.14 (16H, m, sinais
sobrepostos de SCH, (4x2H) NCH,C(0) (3x2H) (singleto a 3.02) e CH,NHC(0O)O“Bu
(2H)), 3.14-3.20 (14H, m, C(O)NCH;) e NCH,C(O)NHCH: ), 3.98 (4H, tap, J = 6.9
Hz, H-5), 4.09 (4H, dd, J = 11.2 ¢ 6.3 Hz, H-6a), 4.20 (4H, dd, J = 11.2 ¢ 6.9 Hz, H-
6b), 4.58 (4H, d, J=10.2, H-1), 5.06 (4H, dd, J=9.9 e 3.3 Hz, H-3), 5.17 (4H, tap, J =
9.9 Hz, H-2), 5.44 (4H, d, J = 3.3, H-4), 6.86 (4H, t(/), C(O)NH), 7.50 (4H, t()),
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C(O)NH); HRMS (ESI) Calc .para C103H;6sN11045S4 (M+2H)>" 1201.9916. Encontrada
1201.9961.

Sintese de DTPA s mono e bisamida

DTPA(Gal); (6): Uma solucao de tiogalactosido monovalente amino protegido (32a)
(0.618 g, 0.973 mmol) foi colocada em agitacdo durante a noite com CH,Cl,/TFA (3/1,
10 cm®). O solvente foi removido sob pressdo reduzida para dar uma espuma amarela
brilhante, que foi posteriormente redissolvida em DCM (10 cm’) e o solvente removido
sob pressdo reduzida. Este procedimento foi repetido algumas vezes e o material foi seco
sob vacuo originando uma espuma amarela brilhante e espessa (10a). A analise do
espectro 'H RMN revelou o desaparecimento do sinal com desvio quimico 1.47 ppm
referente ao grupo ter-butilo. Nao foi feita mais nenhuma purificacdo nem caracterizacao
deste material. Todo o material obtido (assumiu-se que o rendimento da reac¢do de
desprotecgio foi de 100%) foi dissolvido em DCM (10 cm’) a frio (banho de gelo) e
titulado (papel de pH) até atingir o pH 9-10 com DIPEA. Esta solucdo foi adicionada a
uma solugdo contendo DTPA-bisanidrido (0.158 g, 0.442 mmol) em DMF (40 cm’) e
piridina (1 cm®). A mistura reaccional foi colocada sob agitagdo, & temperatura ambiente,
durante a noite. Concentrou-se a mistura sob pressdao reduzida obtendo-se um o6leo
incolor. Este material ndo sofreu mais nenhuma purificagio nem caracterizagdo. O
residuo foi redissolvido numa mistura de etanol (10 cm’®) e KOH (sol. aq. 1M, 10 cm’) e
colocado em agitacdo a temperatura ambiente durante a noite. O pH da mistura
reaccional foi ajustado para 1 com Amberlist 15. A resina foi transferida para uma
coluna, minuciosamente lavada com dgua e eluida com sol. aq. NH; 0.5 M. As fraccoes
relevantes foram recolhidas e concentradas a pressdo reduzida (T <40 °C) originando o
glicoconjugado totalmente desprotegido sob a forma de um sélido branco (0.342 g, n =
71%, dos dois passos). Quando necessarias mais purificagdes foram feitas em
cromatografia de coluna com silica Cg em fase reversa eluida com um gradiente (100%
H,0 -> 100% EtOH). 'H, 3(300 MHz, D,0, pH 7.0): 4.48 (2H, d, J= 9.0 Hz, H-1), 3.54
(2H, tap, H-2), 3.64 (2H, tap, H-3), 3.70 (2H, dd, J=9.4 e 3.3 Hz, H-4), 3.96 (2H, tap, J
= 3.3 Hz, H-5), 3.73 (4H, m, H-6a e H-6b), 1.32 (8H, m, C(O)NHCH,CH,(CH?2),), 1.51
(8H, m, C(O)NHCH»(CH>),), 3.20 (8H, m, C(O)NHCH>), 2.60 (4H, m, SCH,CH), 2.95-
3.01 (4H, m, SCH;), 3.24 (4H, s, DTPA amida NCH,C(0O)), 3.76 (2H, s, DTPA acetato
central NCH,COy"), 3.40 (4H, s, DTPA acetato terminal NCH,CO;"), 3.34, 3.08 (8H, dois
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m, DTPA esqueleto NCH,); "°C, 8(75.6 MHz, D,0): 86.18 (C-1), 69.67 (C-2), 74.05 (C-
3), 79.07 (C-4), 68.94 (C-5), 61.30 (C-6), 25.90, 25.83 (C(O)NHCH,CH,(CH,),), 28.29,
28.42 (C(O)NHCH»(CHz),), 39.23, 39.54 (C(O)NHCH;), 26.49 (SCH»), 36.57
(SCH,CH,), 58.86 (DTPA amida NCH,C(0O)), 54.58 (DTPA acetato central NCH,CO,),
58.95 (DTPA acetato terminal NCH2CO2-), 50.59, 52.79 (DTPA esqueleto NCH),
170.77, 173.02, 174.28, 178.40 (DTPA acetato NCH,CO,- ¢ amida NCH,C(O), outro
CH,C(O)NH); m/z (FAB', NBA) 1091 (M+H+, 23); HRMS (FAB', NBA) Calc. para
Cy4HgoN7020S, (MJrH)Jr 1090.4899. Encontrada 1090. 4859.

DTPA(Lac), (7): Tiolactosido monovalente totalmente protegido (32¢) (0.997 g, 1.08
mmol) foi desprotegido seguindo-se 0 mesmo procedimento descrito para o composto
(6). Reaccdo com DTPA-bisanidrido (0.183 g, 0.512 mmol), seguida de desprotec¢do e
purificag@o originou o glicoconjugado 7 sob a forma de um so6lido branco (0.345 g, n =
48%, nos dois passos). 'H, & (300 MHz, DO, pH 7.0): 4.46 (2H, d, J = 7.8 Hz, H-1),
3.54 (2H, dd, J = 10.2 e 7.8 Hz, H-2), 3.63 (2H, tap, H-3), 3.66 (2H, dd, H-4), 3.99 (2H,
d, J = 3.3 Hz, H-5), 3.70 (4H, m, H-6a e H-6b), 4.58 (2H, d, J = 10.2 Hz, H-1"), 3.36
(2H, tap, H-2"), 3.64 (2H, tap, H-3"), 3.68 (2H, dd, H-4"), 3.94 (2H, tap, H-5"), 3.72 (4H,
m, H-6a’ e H-6b’) (unidade de Gal: -H-1-H-6b; unidade de Glc: -H-1-H-6b), 1.32 (8H,
m, C(O)NHCH,CH»(CH:),), 1.52 (8H, m, C(O)NHCH)(CH>),), 3.20 (8H, m,
C(O)NHCH,), 2.61 (4H, m, SCH,CH.,), 2.98-3.01 (4H, m, SCH,), 3.23 (4H, s, DTPA
amida NCH,C(0)), 3.76 (2H, s, DTPA acetato central NCH,COy;), 3.38 (4H, s, DTPA
acetato terminal NCH>CO;"), 3.37, 3.08 (8H, dois m, DTPA esqueleto NCH>); 13C,
8 (75.6 MHz, D,0): 103.08 (C-1), 71.15 (C-2), 78.42 (C-3), 72.71 (C-4), 60.49 (C-5),
75.55 (C-6), 85.59 (C-17), 72.11 (C-2’), 78.82 (C-3’), 75.92 (C-4’), 68.76 (C-5), 61.22
(C-6’) (unidade de Gal: C-1-C-6; unidade de Glc: C-1’-C-6’), 25.86, 25.94
(C(O)NHCH,CHx(CH)2), 2833, 28.47 (C(O)NHCHx(CH,),), 39.26, 39.58
(C(O)NHCH,), 26.45 (SCH,), 36.61 (SCH,CH,), 58.86 (DTPA amida NCH,C(O)),
54.33 (DTPA acetato central NCH,CO;), 59.03, 59.11 (DTPA acetato terminal
NCH,COy), 50.53, 52.88 (DTPA esqueleto NCH;), 170.60, 173.41, 174.24, 178.82
(DTPA acetato NCH,CO, e amida NCH,C(O), outro CH,C(O)NH); m/z (ESI) 1415
(M+H+, 14%); HRMS (ESI) Calc. para Cs¢H;9oN7030S2 (MJrH)+ 1414.5956, Encontrada
1414.5971.
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Tentativa de sintese de DTPA-monoGle (4): Uma solucdo de tioglucosideo
monovalente amino protegido (32b) (2.41 g, 3.80 mmol) foi colocada em agitagdo
durante a noite com CH,CL/TFA (3/1, 10 cm’). O solvente foi removido sob pressio
reduzida para dar uma espuma amarela brilhante, que foi posteriormente redissolvida em
DCM (10 cm’) e o solvente removido sob pressio reduzida. Este procedimento foi
repetido algumas vezes e o material foi seco sob vacuo originando uma espuma amarela
brilhante e espessa (10b). A anélise do espectro '"H RMN revelou o desaparecimento do
sinal com desvio quimico 1.47 ppm referente ao grupo ter-butilo. Nao foi feita mais
nenhuma purificagdo nem caracterizacdo deste material. Todo o material obtido
(assumiu-se que o rendimento da reac¢do de desprotec¢do foi de 100%) foi dissolvido em
DCM (10 cm’) a frio (banho de gelo) e titulado (papel de pH) até atingir o pH 9-10 com
DIPEA. Esta solugdo foi adicionada a uma solug¢ao contendo DTPA-bisanidrido (2.720 g,
7.600 mmol) em DMF (70 cm’) e piridina (5 cm®). A mistura reaccional foi colocada sob
agitacdo, a temperatura ambiente, durante a noite. Concentrou-se a mistura sob pressao
reduzida obtendo-se um 6leo incolor. Este material ndo sofreu mais nenhuma purifica¢do
nem caracterizacdo. O residuo foi redissolvido numa mistura de etanol (50 cm’) ¢ KOH
(sol. ag. 1M, 20 cm’) e colocado em agitagio 4 temperatura ambiente durante a noite. O
pH da mistura reaccional foi ajustado para 1 com Amberlist 15. A resina foi transferida
para uma coluna, minuciosamente lavada com agua e eluida com sol. ag. NH; 0.5 M. As
fracgoes relevantes foram recolhidas e concentradas a pressdo reduzida (T <40 °C),
originando uma espuma amarela (1.39 g). Analise por TLC (silica de fase normal,
H,O/EtOH/AcOH — 8:2:2 gotas) revelou uma mistura complexa de produtos com
fragmentos de agucares. Analise por espectrometria de massa (ESI), permitiu identificar
nesta mistura os produtos DTPA-monoGlc e DTPA-(Glc),; m/z (ESI) 1090.5 (M+H",
10%), 742.3 (M+H+, 6%); HRMS (ESI) Calc. para Ca44HgoN7020S,- DTPA-(GIc),
(MJrH)+ 1090.4894. Encontrada 1090..4910. HRMS (ESI) Calc. para Cy9Hs5;Ns5O;5S-
DTPA-monoGlc (M+H)" 742.3175. Encontrada 742.3211.

Foi tentada a purificacdo desta mistura por cromatografia de coluna com silica de fase
reversa (RP8) por eluigdo com um gradiente (100% H,O -> 100% EtOH). Analise das
fraccdes obtidas por TLC (silica de fase normal; H,O/EtOH/AcOH — 8:2:2 gotas)
demonstrou baixa resolucdo (misturas de compostos). Nao foi tentada qualquer

purificag@o postrior da mistura obtida.
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DTPA(Gal)s (8): O tiogalactosido amino divalente totalmente protegido (33) (0.464 g,
0.379 mmol) foi desprotegido seguindo-se o mesmo procedimento descrito para o
composto (6). A reaccdo com DTPA-bis anidrido (0.064 g, 0.179 mmol), seguida de
desproteccao e purifica¢do originou o glicoconjugado 8 sob a forma de um sélido branco
(0.240 g, 1 = 69% nos dois passos). 'H, & (300 MHz, D,O, pH 7.0): 4.46 (4H, d, J = 9.0
Hz, H-1), 3.52 (4H, tap, H-2), 3.64 (4H, tap, H-3), 3.68 (4H, m, H-4), 3.95 (4H, dap, J =
3.3 Hz, H-5), 3.71 (8H, m, H-6a + H-6b), 1.28 (8H, m, C(O)NHCH,CH,(CH>),), 1.49
(8H, m, C(O)NHCH,(CH.),), 3.18 (8H, m, C(O)NHCH,), 3.48 (4H, m, NCH,C(O)),
2.75 (8H, m, NCH.), 1.83 (8H, m, NCH,CH.,), 3.20 (8H, m, NCH,CH,CH,), 2.59 (8H,
m, SCH,CH,), 2.97 (8H, m, SCH,), 3.20 (4H, s, DTPA amida NCH,C(0O)), 3.71 (2H, s,
DTPA acetato central NCH,COy"), 3.33 (4H, s, DTPA acetato terminal NCH,CO,), 3.34,
3.18 (8H, dois m, DTPA esqueleto NCH,); °C, & (75.6 MHz, D,0): 86.29 (C-1), 69.66
(C-2), 7409 (C-3), 79.08 (C-4), 6895 (C-5), 6141 (C-6), 2533
(C(O)NHCH,CHy(CH>),), 28.53 (C(O)NHCHy(CH>),), 39.32, 39.18 (C(O)NHCH,),
56.57 (NCH,C(0)), 52.51 (NCH>), 25.38 (NCH,CH), 37.11 (NCH,CH»CH>), 26.70
(SCH»), 36.52 (SCH2CH;), 59.20 (DTPA amida NCH>C(O)), 54.50 (DTPA acetato
central NCH,COy), 59.11 (DTPA acetato terminal NCH,CO;"), 50.51, 52.89 (DTPA
esqueleto NCH>), 170.51, 173.40, 174.48, 178.85 (DTPA acetato NCH,CO;, e amida
NCH,C(O)NH, outro CH,C(O)NH); m/z (FAB", NBA) 1932 (M, 20), 1055 (100);
HRMS (FAB', NBA) Calc.para C7sH4N 1303484 (M+H)" 1932.8665. Encontrada
1932.8576.

Tentativa de sintese de DTPA(Gal)s (9): O tioglicosido tetravalente amino-
derivatizado (34) (0.418 g, 0.174 mmol) foi desprotegido seguindo o mesmo
procedimento descrito para o composto (6). A reaccio com DTPA-bis anidrido (0.030
g, 0.0827 mmol), seguida de desprotec¢do originou um sélido branco (0.167 g). A
analise do espectro RMN de 'H sugere que obtivemos o composto desejado, contudo
ndo conseguimos obter um espectro de massa concordante com a estrutura do composto.
1H, 0 (300 MHz, D,0, pH 7.0) sinais seleccionados: 4.44 (8H, d, J = 9.6 Hz, H-1), 3.54
(8H, tap, J= 9.6 Hz, H-2), 3.61 (8H, dd, J=9.3 e 3.3 Hz, H-3), 3.93 (8H, dap, J= 3.3 Hz,
H-4), 3.68-3.78 (36H, m), 1.27 (8H, m, C(O)NHCH,CH,(CH,),), 1.47 (8H, m,
C(O)NHCH»(CH.)»), 1.70 (24H, m(1)), 2.57 (16H, m, SCH,CH.), 2.68 (16H, m), 2.96
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(16H, m, SCH>) 3.10-3.40 (56H, m).
Nao conseguimos obter um espectro de massa consistente com a estrutura

deste composto.

Preparacao dos Ln(I1T)-glicoconjugados para estudos de RMN e de DRMN

Os Ln(III)-glicoconjugados foram preparados adicionando-se um ligeiro excesso
(1.1 eq.) de solucdo aquosa de LnCl; a uma solug¢do aquosa de glicoconjugado. O pH da
solugdo foi lentamente ajustado a 5 com KOH (aq) e a solugdo foi colocada em
agitacdo, a temperatura de 70 °C, durante oito horas. O pH final foi ajustado a 7 com
KOH (aq) e qualquer precipitado formado foi retirado por filtragdo. A solugdo foi
concentrada e purificada por filtracdo em gel com Sephadex G10, eluindo em agua. As
fraccdes relevantes foram recolhidas e liofilizadas obtendo-se os complexos de Ln(III).

O conjugado DTPA-(Lac),, foi deixado a reagir com um excesso de solucao
stock de Gd(ClOy4) e o excesso do 130 metalico foi retrotitulado com uma solugdo de
Na,H,EDTA, permitindo conhecer-se a concentragdo exacta do glicoconjugado.

O quelato Gd(II)-DTPA-(Lac),, foi preparado por adi¢do de quantidades
apropriadas de glicoconjugado a solugdo aquosa de perclorato de gadolinio (3-5%
excesso de glicoconjugado). O pH foi ajustado a 7 com KOH. A solu¢do de Gd(III)-
glicoconjugados foi liofilizada e diluida com solu¢do tampdo de fosfato 25 mM (pH
7.4). A concentracdo do Gd(III) (4.63 mM) foi verificada por medi¢gdes de ICP. A
auséncia do gadolinio livre em solugdo foi verificada usando o indicador laranja de

xilenol (Brunisholtz, 1959).
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Conclusao

Desenvolveu-se uma estratégia sintética para obter glicoconjugados de DTPA
(Acido dietilenotriaminopentaacético), com diferentes valéncias e diferentes agticares. A
arquitectura glicodendrimérica é especialmente conveniente e versatil para variar a
valéncia dos glicoconjugados de uma forma interactiva a partir de um nimero reduzido
de blocos sintéticos. Demonstrou-se a sintese de um glicodendrimeros mono, di e
tetravalente. O respectivo DTPA-bisamida ¢ octavalente. Geragdes superiores sdo
possiveis, recorrendo-se a0 mesmo processo de sintese.

Da analise aos espectros de 'H RMN dos complexos La(IIT) Sm(III) e Eu(III) com
os ligandos DTPA(Gal),, DTPA(Lac), e DTPA(Gal)4 em D,0O , concluiu-se:

-Os espectros dos glicoconjugados diamagnéticos de La(Ill) revelam-se idénticos
aos dos glicoconjugados livres para o mesmo valor de pH, excepto para os protdes do
esqueleto de DTPA, os quais, em resultado de maior proximidade centro de
coordenagao, originam sinais mais complexos;

-Os complexos de Sm(III) e de Eu(IIl) apresentam sinais que praticamente nao sao
influenciados (quer em termos de desvio quimico quer de alargamento) pela presenca
dos centros paramagnéticos, nomeadamente os sinais dos protdes dos residuos de agucar
e os dos bragos ligantes mais afastados do DTPA. No entanto, os protdes da cadeia
lateral mais proxima do fragmento de DTPA-amida sofrem um forte desvio quimico
bem como alargamento, em particular os sinais dos grupos metilénicos do fragmento de
DTPA.

O valor encontrado para a relaxividade do Gd(IIT)-DTPA(Lac), a 20 MHz e a 25 °C
¢ cerca de 13% superior ao de quelatos de Gd(III)-DTPA-bisamidas de menor peso
molecular, como ¢ o caso do DTPA-BMA, de acordo com um valor de tempo de

correlacdo rotacional, T, , mais longo. Serd de esperar que o valor de T, deste quelato

de Gd(III) aumente linearmente com o peso molecular, desde que a mobilidade interna
das cadeias laterais ndo se altere significativamente, conduzindo a um aumento
proporcional da relaxividade. Este resultado sugere que a relaxividade do
glicoconjugado tetravalente, Gd(III)-DTPA(Gal)4, (peso molecular = 2088), seja
substancialmente superior. A relaxividade protonica dos quelatos de Gd(III) descreve a
eficiéncia do acoplamento dipolar magnético entre os protdes da agua e o ido metalico

paramagnético, por isso ¢ uma medida directa da eficiéncia dos quelatos como agentes
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de contraste para imagilogia de ressonancia magnética.
Este resultado, associado ao facto dos complexos metdlicos dos glicoconjugados
potencialmente se ligarem ao receptor bioldgico ASGP, faz destes compostos potenciais

agentes de imagiologia médica (IRM e cintigrafia gama) especificos para o figado.
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Apéndice

DRMN. As relaxividades protonicas determinadas (com concentragdo normalizada a 1

mM em Gd(IIT) ) contém as contribui¢cdes de esfera interna (is) e de esfera externa (0s):
I‘1 = I'lis + I.los (1)

O termo respeitante a contribui¢do da esfera interna ¢ dado pela equagao (2); em

que q indica o nimero de moléculas de 4gua na esfera interna.

1 q 1
r,. = X X 2
1000 55.55 TH 4+t @

A velocidade de relaxacdo longitudinal dos protdes da esfera interna, 1/Tn

€eXpressa-se por:

2.2 2 2
- () D s (s 2o T ®)
1 T Tsan It oty 1+ 057,y

m

onde rggy corresponde a distancia efectiva entre o spin electrénico do Gd(III) e os
protdes da agua, ;€ a frequéncia de ressonancia protonica e Tt gz € dado pela equacao

(4), onde TR € o tempo de correlagdo rotacional do vector Gd(I1I)-Hggya:

—_—=—t—+— i=1,2 4)

assume-se que o tempo de correlacdo rotacional, Tr, tem uma dependéncia

exponencial simples da temperatura, possuindo uma de energia de activagdo, Ex:

E (1 1
oyl 2R 5
T Xp{ R (T 298.15)} ©)

As velocidades de relaxagdo electronica de spin, 1/7). e 1/T,, para ides
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metalicos em solugdo com S > 1/2 ¢ predominantemente governada por um mecanismo
transitorio de separacdo para campo nulo “zero-field-splitting” (ZFS) (McLachlan,
1964; Powell, 1993). Nas equagoe (6-7), A? ¢ a flutuagio quadratica média do tensor de
ZFS, t, ¢ o tempo de correlagdo para a modulacao de ZFS com a energia de activacao

E,, e o ¢ a frequéncia de Larmor de spin electrénico:

( j :-——A2 {4SQS+1)—3}[ 12 —+ 42 2] (6)
l+wgty, 1+405ty
( ) 526 L 118 o
1+0372w§r% 1+1240g1,
E, (1 1
298 ex 8
e p{I{(T‘ 29815)} ®)

a contribuicdo da esfera externa ¢ descrita pela equacdo (9), em que N, ¢ a constante de

Avogadro, e Jys ¢ a fungdo de densidade espectral.

2 32 2 2
e =w(ﬂj PP §(s541) 37,0, + T (0 T)] ©)
405 \4r) agyDom
[ /2 -
. T
1+ %(m)r&m + ;f:* J
JOS (a) Tjé) =Re 12 372
1+ [ia)TGdH + T;,dH } + %[ia)‘[gdﬂ + T;,“J + % [i(()TGdH + T;dH ]
L Je Jje Jje ]

j=1,2 (10)

Um valor de 3,6 A foi usado para aggy. Para a dependéncia da temperatura, no
que concerne ao coeficiente de difusdo para a difusdo do protdo da 4gua em relacdo ao
complexo de Gd(III), Dgqy, assumiu-se uma dependéncia exponencial da temperatura,

com uma energia de activagdo, Epgqu:

E 1 1
Dqyy = Dy exp —204 11
GdH GdH Xp{ R (T 208, 15)} (11)
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Tabela 6 - Relaxividade protonica do Gd(IIT)-DTPA(Lac),.
Frequéncia 25°C Frequéncia 60 °C

(MHz) (MHz)
10.001 5.811 15.998 4.1
6.9516 6.175 10.853 4.123
4.8342 6.398 7.36 4.229
3.3593 7.080 4.9912 4.672
2.335 7.601 3.384 5.109
1.6231 7.540 2.296 5.843
1.1293 8.033 1.5569 5.993
0.78425 8.037 1.0565 6.301
0.54522 8.204 0.48561 6.311
0.379 8.281 0.32959 6.476
0.26382 8.347 0.22346 6.602
0.1833 8.551 0.15136 6.626
0.12722 8.644 0.10281 6.599
0.088466 8.656 0.069612 6.607
0.061485 8.682 0.047272 6.72

0.042866 8.526 0.032022 6.635
0.029663 8.581 0.021664 6.628
0.020774 8.681 0.014771 6.799

0.01433 8.578 0.010031 6.788
0.010031 8.734 20 4.011
12 5.823
16 5.671

20 5.722
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