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RESUMO

Neste trabalho analisou-se por ressonancia magnética nuclear em baixa (RMN-
BR) e em alta resolucdo (RMN-AR), compostos de coordenagdo contendo ions
paramagnéticos em solucdo. Demonstrou-se que estas sdo importantes ferramentas para
0 estudo destas espécies em meio aquoso, visando aplicacdes tanto em quimica analitica
quanto em quimica inorganica e bioinorganica. Os estudos iniciais foram realizados com
o ligante EDTA (Y*), classico agente quelante, e seus complexos com os fons Cu?*, Fe3*
e Mn?*. Os resultados demonstraram que a RMN-BR (20 MHz para o 'H) torna-se uma
eficiente alternativa a espectrofotometria, principalmente para o estudo de complexos que
n&o absorvem radiagéo no visivel, como por exemplo, o quelato [Mn-Y]?. A relaxometria
por RMN-BR também foi usada para estudar solugdes de quitosana (Chi) e seus
complexos com 0s mesmos ions paramagnéticos previamente abordados para o EDTA.
Os resultados demonstraram a eficiéncia da relaxometria tanto para os estudos de
agregacdo polimérica em funcdo do pH quanto para os estudos de complexacdo. Foram
também abordados complexos de sorbitol com ions Cu?* tanto por relaxometria quanto
por RMN-AR (600 MHz para o *H). Neste caso, os resultados apresentaram uma alta
complementariedade, permitindo inferir tanto acerca da troca de ligantes em solucéo e do
pH 6timo para a complexacédo, quanto do surgimento de espécies macromoleculares com
baixos coeficientes de autodifusio (D ~ 1,58 x10°%° mm?.st) em meio alcalino (pH = 12).
Além do mais, foram avaliados novos complexos de Gd** com relevancia biologica
(agentes de contrastes), derivados do ligante AAZTA (6-amino-6-metilperhidro-1,4-
diazepina). Os resultados demonstraram que as relaxividades paramagnéticas (rp) foram
de 7,44 mM1ste 9,41 mM™s? para os derivados funcionalizados lateralmente com os
acidos propanoico e pentanoico, respectivamente, em comparagdo ao ligante precursor,
7,10 mM1.st, Os estudos relaxométricos in vitro mostraram que estes novos derivados
sd0 menos susceptiveis a transmetalagdo com fons enddgenos (Zn®* e Ca?*), quando
comparado ao AAZTA, possibilitando projetar o0 seu uso como agentes de contraste em
tomografia por ressonancia magnética (MRI). AplicacGes relaxométricas in vivo foram
realizadas utilizando o derivado contendo o &cido pentanoico conjugado ao peptideo
FibPep, apto a se ligar a proteina fibrina (presente em células tumorais). Os resultados
demonstraram uma alta habilidade deste complexo para o assinalamento precoce e
inequivoco do cancer de proéstata (linhagem tumoral PC-3) em camundongos.

Palavras-chave: RMN, relaxometria, paramagnetismo, complexos.
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ABSTRACT
Low-resolution (LR) and high-resolution (HR) nuclear magnetic resonance
(NMR) was used in this work for study coordination compounds containing paramagnetic
ions in solution. It was demonstrated that these spectroscopies are important tools for the
study of these species in aqueous medium, aiming applications in both, analytical
chemistry and inorganic and bioinorganic chemistry. The initial studies were conducted
using the EDTA (Y#) ligand, classical complexant, and its chelate with the paramagnetic
ions, among them Cu?*, Fe®* and Mn?*. The results demonstrated that LR-NMR (20 MHz
to 'H) becomes an efficient alternative to spectrophotometry, mainly for the study of
complexes that do not absorb visible radiation, such as [Mn-Y]? chelate. The LR-NMR
relaxometry was also used to study chitosan (Chi) solutions and their complexes with the
same paramagnetic ions previously discussed for EDTA. The results demonstrated the
efficiency of the relaxometry for studies involving complexation and polymer
aggregation as a function of the pH. Complexes of sorbitol with cupric ions were also
addressed by relaxometry and HR-NMR (600 MHz to *H). In this case, the results showed
a high complementarity, allowing to infer about the ligand exchange and the optimum pH
for the complexation reaction occurs. Besides, this study showed the appearance of
species with low auto diffusion coefficients (D =~ 1.58 x101° mm?2.s%) in alkaline mediums
(pH = 12), as consequence of the macromolecular character of this complex in this
environment. In addition, new biologically relevant Gd** complexes (contrast agents)
derived from AAZTA (6-amino-6-methylperhydro-1,4-diazepine) ligand were evaluated.
The results demonstrated that the paramagnetic relaxivities (rip) were 7.44 mM™.s? and
9.41 mM1.s for derivatives laterally functionalized with propanoic and pentanoic acids,
respectively, in comparison to precursor ligand, 7.10 mM2.s?. In vitro relaxometric
studies demonstrated that these new derivatives are less susceptible to transmetallation
reactions towards to endogenous ions (Zn?* and Ca?*), in comparison to AAZTA
(precursor ligand), becoming possible to design their use as contrast agents in magnetic
resonance imaging (MRI) tomography applications. In vivo studies were conducted using
the pentanoic acid derivative conjugated to FibPep peptide, able to bind to fibrin protein
(present in tumor cells). The results for this study demonstrated a high ability of this
complex for the early and unequivocal signaling for prostate cancer (PC-3 tumoral cell
line) in mice.

Keywords: NMR, relaxometry, paramagnetism, complexes
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R1p — Taxa de relaxagdo longitudinal paramagnética

Sorb - Sorbitol

SSFP — Steady State Free Precession

TMSP — TriMetilsililPropionato de sddio 2,2,3,3-d4
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Contextualiza¢do

Nesta tese, o estudo de complexos contendo ions paramagneticos em solugéo por
técnicas de ressonancia magnética nuclear (RMN) é realizado. Este trabalho foi dividido
em um capitulo de revisdo da literatura (capitulo 01) focado principalmente nos aspectos
histéricos que circurdam este tema de pesquisa e a teoria béasica de relaxacdo
paramagnetica. Deste modo, este capitulo possibilita a obtencdo do embasamento tedrico
necessario para a compreensdo dos subsequentes cinco capitulos, organizados de acordo
com o complexo e a aplicacdo proposta.

O capitulo 02 apresenta os primeiros resultados provenientes do estudo
relaxométrico para compostos de coordenacdo contendo ions paramagnéticos em meio
aquoso. Estes dados experimentais sdo confrontados com a espectrofotometria no UV-
Vis, técnica padréo para o estudo de complexos em solugdo. Para alcancar estes objetivos,
0s experimentos sdo realizados empregando o classico ligante EDTA, amplamente
estudado tanto do ponto de vista experimental quanto tedrico. Os resultados obtidos
demonstram que a relaxometria € uma técnica viavel para o estudo destas em espécies,
mesmo para complexos incolores. Portanto, é possivel inferir que estes resultados
possuem uma relevancia significativa para a quimica analitica e inorganica, pois
permitem estudos futuros acerca, por exemplo, do monitoramento de rea¢Ges quimicas
envolvendo compostos de coordenacdo que ndo possuem a capacidade de absorverem

radiacdo no visivel.

O capitulo 03 apresenta os resultados referentes aos estudos realizados para o
polissacarideo quitosana, uma macromolécula com propriedades quelantes. Ao longo
deste capitulo, primeiramente sdo descritos os estudos realizados em solucdo contendo
somente o polissacarideo e a influéncia desta macromolecula, em funcéo do pH, sobre 0s
tempos de relaxacdo. Estes resultados tornam possivel o aumento da compreensdo acerca
do arranjo molecular assumido por este polimero em funcdo da alcalinidade ou acidez do
meio. Além do mais, é possivel estimarmos de um modo rapido em comparacdo a
metodologia tradicional (turbidimetria) e com uma razoavel seguranga, o pKa dos
grupamentos amino responsaveis pela complexacdo dos ions metalicos em solucao.
Dentro deste &mbito, estudos relaxométricos acerca da interagdo entre quitosanas e ions
paramagnéticos séo realizados. Os resultados indicam que a relaxometria é uma técnica
eficiente para o estudo dos complexos formados em meio aquoso, permitindo inferir sobre

0 modo de acdo deste biopolimero na biosorcéo de espécies metalicas.
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Contextualiza¢do

O capitulo 04 apresenta os resultados obtidos para o0 complexo formado entre o
polidlcool sorbitol e ions cupricos. A relevancia deste estudo, situa-se no fato desta
espécie ter sido analisada majoritariamente apenas em fase solida, empregando métodos
como a difracdo de raios-X. Contudo as principais aplicacfes para este complexo, como
por exemplo o revestimento de eletrodepoésitos, ocorrem em solucdo, 0 que torna a
compreensdo neste ambiente, um tema de pesquisa de extrema relevancia. Neste sentido,
os estudos sdo conduzidos empregando abordagens relaxométricas e de RMN em alta
resolucdo, além de ressonancia paramagnética eletronica. Os resultados demonstram além
do pH ideal para a reacdo de complexacdo ocorrer, a presenca de uma estrutura
macromolecular em meios fortemente alcalinos, que nao haviam sido descritas até entdo

na literatura.

O capitulo 05 apresenta os resultados acerca da caracterizacdo relaxométrica in
vitro para os complexos [Gd-AAZTAC.COOH] e [Gd-AAZTAC,COOH] que
demonstram alto potencial para serem usados como agentes de contrastes, fornecendo
deste modo, uma substancial contribuicdo a quimica bioinorganica. Os métodos
empregados para este estudo consistem no uso de técnicas relaxométricas a campo fixo e
variavél, RMN em alta resolucdo, além de experimentos em funcéo do pH. Os resultados
alcancados a partir desta abordagem in vitro permitem inferir que estes novos complexos
apresentam alta relaxividade paramagnética (r1p) em comparacéo ao complexo precursor
[Gd-AAZTA], além de uma baixa reatividade frente a importantes ions endogénos, como
por exemplo, os ions Ca?" e Zn?*, permitindo projeta-los como promissores agentes de

contraste.

Por fim, o capitulo 06 apresenta os resultados provenientes da aplicacdo in vivo
das espécies previamente caracterizadas no capitulo anterior para o diagnostico precoce
do cancer de prostata em camundongos por tomografia de RMN. Dentro deste ambito, o
complexo [Gd-AAZTAC4COOH]" foi bioconjugado ao peptideo FibPep, presente em
anticorpos aptos a se ligarem a proteina fibrina, que se encontra em alta concentracdo em
regides afetadas por um crescimento de massa tumoral. Os resultados demonstram que
este  macrocomplexo apresenta uma elevada relaxividade paramagnética
(rip = 79,12 mM1.s?), sendo capaz de assinalar inequivocadamente a regido afetada pelo
cancer de prostata (linhagem tumoral PC-3) e posteriormente sendo majoritariamente

eliminado via excrecdo renal, conforme confirmado por ensaios post-mortem.
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Capitulo 01: Relaxometria aplicada a compostos de coordenacao

1 Introducéo

Quando um ion metéalico estad em solugéo ele ndo se encontra isolado, mas sim em
interagdo com as moléculas do solvente e de outros solutos, formando estruturas
denominadas compostos de coordenacdo, complexos metalicos ou simplesmente
complexos. Esta classe de compostos é de grande interesse ndo apenas para a quimica
analitica e inorganica, mas também para outras areas, dentre as quais, quimica organica,
fisico-quimica, quimica ambiental, bioquimica, biologia e medicina. Sendo assim, o
estudo de complexos em solucgéo possui elevada relevancia, por exemplo, na identificagéo
e quantificacdo de metais pesados em titulagbes complexométricas e de precipitacdo
(SKOOG et al., 2006), na producdo de eletrodepositos mais aderentes e com menor
granulometria (BARBANO et al, 2014) e no desenvolvimento de novos farmacos mais
especificos e personalizados (AIME et al., 1998).

Dentro deste ambito, compostos de coordenacdo que possuem ions
paramagnéticos assumem especial relevancia, por exemplo, em pesquisas que visam 0
desenvolvimento de novos métodos em quimica analitica (COBRA et al., 2015), o
tratamento clinico de doencas relacionadas ao excesso de metais tOxicos no organismo
(GYURCSIK; NAGY, 2000), em pesquisas acerca de sensores eletroquimicos
(COUTINHO et al., 2009), producdo de eletrodep6sitos menores e mais firmemente
aderidos a superficie do eletrodo (BARBOSA et al., 2005; de OLIVEIRA et al., 2005),
em estudos petroquimicos (BARBOSA et al., 2014) e no desenvolvimento de agentes de
contrastes para aplicacdes em MRI (do inglés, Magnetic Resonance Imaging) (GUANCI
et al., 2015).

Portanto, o principal objetivo desta tese foi a pesquisa de compostos de
coordenacao contendo ions paramagnéticos em solucdo aquosa por relaxometria de RMN
em baixo resolucdo. Os estudos de relaxometria por RMN foram realizados empregando
sequéncias de pulsos no estado estacionario, do tipo CWFP (do inglés, Continuous Wave
Free Precession), que medem simultaneamente as relaxagdes T (constante de tempo para
a relaxagdo longitudinal) e T> (constante de tempo para a relaxacdo transversal), de
maneira rapida, simples e eficiente. Com esta técnica foram analisados desde complexos
amplamente estudados com outras técnicas analiticas, para demostrar a potencialidade da
relaxometria de RMN em quimica analitica e bioinorganica, até complexos

macromoleculares de relevancia bioldgica e interesse médico.
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2 Aplicacdo da relaxometria ao estudo de compostos de coordenagcdo em
solucéo
Nos experimentos de RMN, ap06s a excitagdo, 0s spins passam por dois processos
de relaxacdo simultaneos e distintos. Estes processos sdo conhecidos como relaxagéo
longitudinal, que corresponde ao retorno da magnetizacdo resultante ao eixo-z e
transversal, que corresponde ao desaparecimento desta magnetizacao no plano transversal
(xy). Estes mecanismos de relaxacdo, longitudinal e transversal, sdo caracterizados pelas
constantes de tempo T1 e T2, respectivamente.

Estas constantes dependem, dentre outros fatores, da mobilidade molecular e da
presenca de ions ou substancias paramagnéticas. Dentre os mecanismos, o causado por
entidades paramagnéticas € o mais eficiente e dominante na maioria das vezes em que se
encontra presente. Este efeito se deve ao campo magnético local (Bioc), altamente
eficiente originado pelos elétrons desemparelhados destas espécies, que possuem
momento magnético centenas de vezes maiores que 0 momento magnético nuclear (GIL;
GERALDES, 1986).

2.1 Efeito dos ions paramagnéticos sobre a relaxacédo do solvente

Em 1946, Bloch, Hansen e Packard, analisando uma solucéo aquosa contendo ions
férricos, fizeram a primeira observacdo do efeito dos ions paramagnéticos sobre a

relaxacdo dos prétons pertencentes ao solvente.

Em 1948, Bloembergen, Purcell e Pound propuseram que a forte reducdo do
tempo de relaxacdo longitudinal para os hidrogénios do solvente seja causada pelo
movimento browniano do momento magnético dos elétrons desemparelhados

pertencentes aos ions paramagnéticos, de acordo com a equacdo 1.1.

1 _ 121y uZNionn (D)
Ty 5kT

Nesta equagdo, T1 corresponde ao tempo de relaxag@o longitudinal, yp & razéo
magnetogirica do proton, Lef a0 momento magnético nuclear efetivo para o ion
paramagnético em estudo, Nion a0 nimero de ions paramagnéticos por centimetro cubico
da solugdo, n a viscosidade da solu¢do, k a constante de Boltzmann e T a temperatura em

Kelvins.
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Em 1952, Conger e Selwood avaliaram a relacdo de proporcionalidade entre os
momentos magnéticos eletrdnicos e os tempos de relaxagdo T1 e T, para uma série de
fons paramagnéticos. Todas as medidas foram realizadas empregando solu¢Ges com
elevada concentracao para o ion metalico. Estes autores observaram uma correlagéo entre
0 momento magnetico do ion paramagnético e a relaxacdo dos protons pertencentes ao

solvente.

Em 1953, Zimmerman publicou o primeiro artigo sobre o efeito de complexos
contendo ions paramagnéticos sobre a relaxacdo dos prétons pertencentes ao solvente.
Ele estudou a complexacio de V3" em diversas concentragbes de acido oxalico. Neste
estudo, ele observou que a razdo T1/T> aumenta quando o numero de coordenacdo do

metal € atingido.

Em 1954, o mesmo autor estudou o comportamento relaxométrico de solucgdes
aquosas contendo ions Mn?*. Ele propds que a forte reducéo sobre os tempos de relaxagao
do solvente ocorre devido a formagéo da espécie [Mn(H20)s]?*, a qual possui hidrogénios
capazes de serem trocados rapidamente pelos hidrogénios do solvente.

Em 1956, Bloembergen analisou a variagcdo andmala da razdo T1/T, do Mn?*
(préximo a 7,1) e Gd** (proximo a 2,5) em solugdo, em comparacéo aos ions Fe** e Cu?*
que possuem esta razdo préxima a unidade. Ele atribuiu essas discrepancias,
especialmente em alto campo, aos tempos de relaxacao associados aos spins dos elétrons,

que diminuem os valores de T> e consecutivamente aumentam a razéo T1/To.

Em 1959, Morgan & Nolle estudaram a influéncia da frequéncia do campo
magnético sobre a relaxacdo dos hidrogénios das solugdes contendo Cr3*, Mn?*, Ni?",
Cu?* e Gd®". Estes autores concluiram que os valores para os tempos de relaxagio sdo
menores em campos magneticos mais elevados, sugerindo que o momento magnético
efetivo, o tempo de relaxacdo para o spin proveniente do elétron, e a taxa de troca entre

0s spins provenientes do proton e do elétron sejam dependentes do campo.

Em 1973, Schluter & Weiss propuseram as primeiras aplicacdes em quimica
analitica. Estes autores usaram a correlagdo linear entre as taxas de relaxagdo longitudinal
(1/T1) e transversal (1/T2) e a concentragcdo de ions paramagnéticos em solucdo para
titulacdo de ions paramagnéticos e na titulacdo indireta de ions diamagnéticos
(SCHLUTER; WEISS, 1973).
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Outras aplicacbes envolvendo o uso da relaxometria no estudo de ions
paramagnéticos em quimica analitica foram recentemente introduzidas. Nunes et al.
(2012) demostraram que a relaxometria de RMN em aparelhos de baixo campo (20 MHz
para o *H) pode ser usada para monitorar in situ a eletrodeposicdo de cobre. Gomes et al.
(2014) demostraram que o campo magnético do espectrometro de RMN de baixo campo
interfere na velocidade da reacdo de eletrodeposicdo de cobre, quando esta é analisada in
situ. Finalmente, em 2015, Cobra et al. demostraram que a relaxometria pode ser um
método analitico rapido e eficiente para a determinacdo da constante do produto de
solubilidade (Kps) para ions paramagnéticos em solucado, e desta forma monitorar a sua

precipitacdo em fungédo do pH da solucao.
2.2 Estado da arte para o mecanismo de relaxacdo paramagnética

Na presenca de um agente paramagnético em solucdo, a taxa de relaxacéo
observada experimentalmente, (1 /Ti,obs) , depende tanto da contribuicdo diamagnética,
(1/T;)d, quanto da paramagnética, (1/T;)p, de acordo com a equacdo 1.2 (LAUFER,
1987).

(1/Tiops) = (1/TDd+ (1/TDp  i=12 (L2)

Como o momento magnético eletrdnico gera um campo magnético local intenso
nas vizinhangas do centro paramagnético, a relaxacdo paramagnética corresponde ao
principal mecanismo de relaxacdo para os hidrogénios (ou prétons) envolvidos em sua
solvatacdo. Uma vez que estes campos diminuem rapidamente com a distancia (1/r%), seu
efeito sobre a relaxacdo dos hidrogénios pertencentes as outras moléculas do solvente
ocorre pela troca quimica entre os hidrogénios ligados aos ions solvatados e da solucéo,
pela difusdo das moléculas do solvente e do complexo, bem como por intermédio de
interacOes quimicas especificas que mantém as moléculas do solvente ligadas ao centro
metalico (GIL; GERALDES, 1986).

Deste modo, o processo de relaxacdo paramagnética pode ser explicado, a
principio, por dois mecanismos que geram contribui¢Bes distintas: O mecanismo de
relaxacdo na esfera interna, 1S, (do inglés, Inner Sphere) e na esfera externa, OS, (do
inglés, Outer Sphere) conforme apresentado na figura 1.1.
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Figura 1.1 - Representacdo dos mecanismos de relaxacdo na esfera interna (1S) e externa
(OS) para um complexo contendo um ion paramagnético em solug@o. Nesta figura tm
corresponde ao tempo de permanéncia de uma molécula de &gua ligada ao centro
paramagnético, g ao nimero de moléculas de agua coordenadas ao metal e tr a0 tempo
de correlagdo rotacional do complexo.

?/H
H Esfera
externa
Il
% é\n
H
H’é
g 4
\
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Fonte: MANUS, L.M. et al., Analytical Methods for Characterizing Magnetic Resonance Probes.
Analytical Chemistry, 84, 6278-6287, 2012. (Adaptada e traduzida).

O mecanismo na esfera interna refere-se a troca quimica em que uma ou mais
moléculas de dgua deixam a primeira esfera de coordenacdo do ion paramagnético e sao
substituidas por outras moléculas. O tempo no qual ocorre esta troca € denominado tempo
de residéncia, simbolizado por tm. Outro pardmetro que afeta diretamente o mecanismo
da esfera interna, corresponde ao numero de moléculas de agua diretamente coordenadas
ao centro metalico, representado pela letra g. De forma ampla, quanto maiores os valores
associados aos parametros tv e ¢, mais eficiente serd a relaxividade do complexo

contendo o ion paramagnetico em solucdo (Manus et al., 2012).

A segunda contribuicdo para a relaxacdo paramagnética advém do mecanismo de
relaxacdo na esfera externa (OS). Este mecanismo, por sua vez, refere-se a interacao

dipolar (atraves do espaco) a longa distancia entre o spin do elétron pertencente ao ion
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paramagnetico e o spin nuclear dos hidrogénios pertencentes ao solvente. De forma mais
precisa, esta contribuicdo pode ser dividida, levando-se em consideracdo as moléculas de
agua que ndo estdo diretamente coordenadas ao ion paramagnético, mas encontram-se
fortemente atreladas ao complexo por interacdes de hidrogénio, com por exemplo, 0s
grupamentos carboxilicos pertencentes aos ligantes. A esta parcela de contribuicdo ao
mecanismo OS, denomina-se contribuicdo devido a relaxacdo na segunda esfera de

coordenagao.
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Capitulo 02

Analise relaxometrica de complexos de EDTA com

ions paramagnéticos em solucdo aquosa

Capitulo baseado em:

KOCK, F. V. C.; COLNAGO, L. A. Rapid and simultaneous relaxometric methods to study paramagnetic
ions complexes in solution: An alternative to spectrophotometry. Microchemical Journal, v. 122, p. 144-
148, 2015.
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1 Introducéo

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) tem sido uma
poderosa ferramenta utilizada para estudar a estrutura e a dinamica de compostos
organicos e inorganicos (ROLLA et al., 2013; FUSARO et al., 2014; KOYLU et al.,
2009). No entanto, a maioria destas aplicacfes usam espectrémetros de alta resolugédo
caros e sofisticados, baseados em iméas supercondutores, inviabilizando analises de rotina
quando comparada com as espectroscopias no ultravioleta e visivel (UV-Vis) e

infravermelho.

Nas Ultimas décadas, espectrometros de bancada baseados em iméas permanentes
foram desenvolvidos para aplicacfes em média e baixa resolucdo (ZALESSKIY et al.,
2014). Recentemente, espectrémetros de bancada de média resolucdo de 40 a 80 MHz
(Bo=1a2T) foram fabricados por varias empresas e estdo abrindo uma nova era para a
analise de rotina envolvendo a RMN (ZIENTEK et al., 2014). Estas analises em média
resolucdo sdo normalmente baseadas no espectro no dominio da frequéncia, usando
deslocamento quimico, acoplamento spin-spin e area de sinal, semelhante a analise de
RMN em alta resolugdo (KOOS et al., 2016).

Espectrometros de RMN em baixo campo, normalmente de 0,05a 0,50 T (2 a 20
MHz para *H), apresentam baixa homogeneidade (ABo>10 ppm), usam im4s permanentes
e sdo rotineiramente aplicados em analises quantitativas (de ANDRADE et al., 2011;
AZEREDO et al., 2000). Nestes espectrometros todas as amostras fornecem um Unico e
amplo sinal no dominio das frequéncias, e desta forma as analises sdo realizadas com o
sinal no dominio do tempo, usando para esta finalidade o decaimento livre de inducédo
(FID, do inglés Free Induction Decay) ou sinais de spin-eco (de ANDRADE et al., 2011;
AZEREDO et al., 2000). Esta espectroscopia de RMN é conhecida como RMN no
dominio do tempo ou RMN em baixa resolucdo (RMN-BR) (PEREIRA et al., 2015).

Os experimentos envolvendo a RMN-BR sdo muito mais simples e diretos
comparados aos experimentos empregando a técnica em média e alta resolugdo. Os
métodos envolvendo a relaxometria por RMN-BR tém sido empregados em processos
industriais e académicos hd mais de quatro décadas (CONWAY; EARLE, 1963),
substituindo métodos laboriosos e tradicionais, por exemplo em pesquisas de alimentos
(de ANDRADE; COLNAGO, 2012; COLNAGO et al., 2007) e petroquimica
(BARBOSA et al., 2013; SILVA et al., 2012).

Analise Relaxométrica para Compostos de Coordenagao Contendo fons Paramagnéticos em Solug&o



Capitulo 02: Analise relaxométrica de complexos de EDTA com ions paramagnéticos em solugéo aquosa

Adicionalmente ao uso do FID e das amplitudes provenientes dos ecos, as analises
por RMN-BR podem ser realizadas utilizando os tempos de relaxagéo longitudinal (T1),
transversal (T2) e medidas de difusdo (COLNAGO et al., 2007; SONG et al., 2009). No
entanto, T: raramente é utilizado, uma vez que a sequéncia de aquisicdo padrdo,
denominada inversdo-recuperacao (IR), é longa (dezenas de minutos) quando comparada
aos poucos segundos necessarios para a aquisi¢do de T», por intermédio da aplica¢do da
sequéncia de pulsos Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) (COLNAGO et al., 2014).
Deste modo, frequentemente as informacGes que poderiam ser adquiridas por intermédio
de T1 nédo sdo contempladas em uma analise relaxométrica, o que pode levar certamente

a uma perda significativa de informacdo acerca de um sistema.

No intuito de se contornar esta limitac&o, recentemente, foram introduzidos alguns
métodos répidos de aquisicdo simultdnea para os tempos de relaxacdo T1 e T2 em um
unico experimento (de ANDRADE, 2011; AZEREDO et al., 2000) baseados no regime
de precessao livre no estado estacionario, SSFP (do inglés, Steady State Free Precession),
como as sequéncias CWFP (do inglés, Continuous Wave Free Precession) e CP-CWFP
(do inglés, Carr Purcell Continuous Wave Free Precession). Estas sequéncias de pulsos
possibilitam uma rapida aquisi¢do de ambos o0s tempos de relaxacao, proporcionando uma

analise relaxométrica completa em campo fixo para um sistema aquoso.

Portanto, o principal objetivo deste capitulo foi demonstrar a potencialidade das
sequéncias de pulsos no estado estacionario para o estudo de compostos de coordenacgédo
contendo ions paramagnéticos em solucdo aquosa. Os resultados com o cléssico ligante
EDTA demostram que o emprego da relaxometria com RMN-BR é uma alternativa
rapida, simples e eficiente para o estudo de complexos paramagnéticos em solucdo se
comparado a outros métodos analiticos usados para esse fim, como a espectrofotometria

e titulacdo potenciométrica.

2 Materiais e Métodos

2.1 Reagentes

Os reagentes EDTA, (NH4)2SO4 e CuS0O4.5H20 com 98% de pureza minima
foram adquiridos da SIGMA-ALDRICH. O FeCl3.6H20 foi adquirido da Mallinckrodt
chemical com 97 % de pureza minima, 0 MnSO4.5H20 da Synth com 98 % de pureza

minima, o HCI e NaOH foram adquiridos da Vetec Quimica Fina, com 37 % e 99% de
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pureza minima, respectivamente. A agua foi originada em uma unidade de purificacao

Milli-Q, Millipore Corporation, com 18,00 MQ de condutividade elétrica.

2.2 Métodos
2.2.1 Medidas de pH

As medidas de pH foram realizadas usando um pHmetro, GEHAKA, modelo
PG1800. Antes da realizacdo das analises, o pHmetro foi calibrado com solucdes pH 4
(biftalato de potéssio), 7 (fosfato de potassio/fosfato de sodio) e 10 (bicarbonato de
potassio/carbonato de sodio), tendo o seu eletrodo de vidro, sempre limpo com agua milli-
Q. Para estas medidas, um volume de 3mL da solugédo contendo o complexo a ser
analisado foi inicialmente colocado em um tubo Falcon. O pH foi ajustado para o valor
desejado. Apds esta operacdo, o sistema foi diluido até 5 mL, e o pH novamente checado,
antes de ser analisado por relaxometria. Deste modo, a concentracao para o complexo em

cada ponto experimental foi mantida constante.
2.2.2 Espectrofotometria no ultravioleta e visivel (UV-Vis)

As anélises de UV-Vis foram realizadas em um espectrofotdmetro, Perkin-Elmer,
modelo LAMBDA 25. As medidas foram realizadas usando cubetas de pléastico com 1
cm de caminho dptico. Os espectros foram obtidos entre 1000 a 500 nm com uma
velocidade de 480 nm/min. Para fins de correlacionar com os valores obtidos por
relaxometria, foram sempre coletados os resultados referentes a absorbancia maxima,

para cada complexo, em cada valor de pH.
2.2.3 Medidas de relaxometria (RMN-BR)

Os experimentos de RMN foram realizados em um espectrémetro de 0,23 T (9,00
MHz para 0 *H) modelo SLK 100, Spinlock e em um espectrémetro de 0,47 T (19,90
MHz para o *H) modelo minispec mg20, BRUKER. As andlises foram realizadas a 28.0
+0.1°C.

2.2.3.1 Aquisicdo de T1 (IR) e T2 (CPMG)

Os valores para os tempos de relaxacdo longitudinal (T1) foram obtidos usando a
sequéncia de pulsos padrdo inversdo-recuperagdo (IR) com pulsos 7 e ©/2, de 4,68 ¢ 2,34
us, respectivamente. T foi calculado usando 36 experimentos de IR, com o tempo entre
pulsos distribuidos logaritimicamente entre 0,1 a 10 ms. Os tempos de relaxagdo

Analise Relaxométrica para Compostos de Coordenagao Contendo fons Paramagnéticos em Solug&o



Capitulo 02: Analise relaxométrica de complexos de EDTA com ions paramagnéticos em solugéo aquosa

transversal (T2) foram obtidos com a sequéncia de pulsos padrdo CPMG, aplicando pulsos
nemn/2,de4,68 e 2,34 us, respectivamente; tempo de eco de 0,80 ms, tempo de reciclagem
de 5's, 4 scans e 2500 (para solugBes contendo fons Mn?*) e 30000 (para solucdes
contendo os ions Fe®* e Cu?*) ecos. Tanto os valores de T quanto os valores de T2 foram
obtidos pelo ajuste monoexponencial das curvas de decaimento do sinal de RMN em

funcio do tempo (1), usando o software Origin®, versdo 9.0.
2.2.3.2 Sequéncias de pulsos rapidas (CWFP e CP-CWFP)

O meétodo CWFP consiste em uma variacao das sequéncias de pulsos de precessdo
livre no estado estacionario, SSFP (do inglés, Steady State Free Precession). O regime
CWEFP ¢ alcancado quando um trem de pulsos de radiofrequéncia igualmente espacado
com um tempo de pulso T < T2* (figura 2.1a) € aplicado ao sistema de spin (AZEREDO
etal., 2000; VENANCIO et al., 2005).

Figura 2.1 - a) Diagrama da sequéncia de pulsos CWFP com n pulsos de 90° separados
por um tempo T, e b) Sequéncia de pulsos CP-CWFP, com um pulso de 90° para
refocalizacdo, separado por um tempo Tp/2 entre o primeiro e 0 segundo pulso.

b
@ 7t/2 ®) 7t/2 /2

Fonte: KOCK. F.V.C.; COLNAGO. L.A. Rapid and simultaneous relaxometric methods to study
paramagnetic ions complexes in solution: An alternative to spectrophotometry. Microchemical Journal,
V. 122, p. 144-148, 2015. Imagem reproduzida e traduzida com permissdo da Elsevier, copyright:
4190380966183.

A figura 2.2 apresenta a magnitude do sinal de RMN-CWFP submetido a um trem
de pulsos de 90°, Tp< T2* e um angulo de precessao y = (2n+1)x, onde n € um numero
inteiro (Azeredo et al., 2000). Apo6s o primeiro pulso, a amplitude do sinal é proporcional
a Mo. A partir do segundo pulso, a amplitude do sinal oscila a cada novo pulso e decai
até um estado quasi-estacionario, QSS (do inglés, Quasi-Stationary State). O estado QSS
é observado quando a oscilagdo entre os pulsos desaparece. A partir do estado QSS, o
sinal decai continuamente com uma constante de tempo T* até atingir uma amplitude
constante Mss (do inglés, Steady State) que consiste no estado estacionario. A amplitude
de Mss e T* dependem de ambos os tempos de relaxacdo de acordo com as equagdes 1.1
el2:

Analise Relaxométrica para Compostos de Coordenagao Contendo fons Paramagnéticos em Solug&o



Capitulo 02: Analise relaxométrica de complexos de EDTA com ions paramagnéticos em solugéo aquosa

My X T,

Mgs = T +7) (1.1)

_2T.T,
T+ T,

*

(1.2)

Ao rearranjarmos as expressdes acima, podemos obter as equagdes 1.3 e 1.4:

N|"1

T, = 30 (1.3)
My

T,= —012 (1.4)

1- (Mss/Mo)

Com os valores de Mo, Mss e T* obtidos a partir do sinal de CWFP (figura 2.2a), os
valores de T1 e T2 podem ser obtidos simultaneamente usando as equacfes 1.3 e 1.4,

respectivamente.

Figura 2.2 - a) Sinal CWFP para uma amostra com T1/T» = 5. b) Sinal CP-CWFP para
uma amostra com T1/T2 = 1.
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Fonte: Kock. F.V.C.; Colnago. L.A. Rapid and simultaneous relaxometric methods to study paramagnetic
ions complexes in solution: An alternative to spectrophotometry. Microchemical Journal, V. 122, p.

144-148, 2015. Imagem reproduzida e traduzida com permissdo da Elsevier, copyright: 4190380966183.

A sequéncia CWFP ndo é indicada para a medida dos tempos de relaxagéo, quando
T1~T>, pois a diferenca na amplitude entre os estados QSS e Mssé minima, o que dificulta
0 ajuste exponencial empregado para a determinacéo de T* (de ANDRADE et al., 2012).
Para esta situacdo, o emprego da sequéncia de pulsos conhecida como CP-CWFP é mais
recomendada. Esta sequéncia difere da CWFP somente pelo uso de um intervalo Tp/2
entre o primeiro e o segundo pulso (figura 2.1b). O intervalo de tempo ap6s o segundo

pulso é igual a Tp, como ocorre na sequéncia CWFP. A figura 2.2b mostra o sinal CP-
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CWEFP para uma amostra com T1~T> com uma grande faixa dindmica entre QSS e Mss,

tornando melhor o ajuste para a obtencao de T*.

Na sequéncia de pulsos CWFP utilizou-se um trem de pulsos de 90° com duragéo
de 2,32 ps, separados por um intervalo de tempo Tp de 300 ps, uma frequéncia de offset
de 5 KHz, equivalente a um angulo de precesséo v = 3=, 5 s de tempo de reciclagem, 4
scans e 2500 (para solucdes contendo fons Mn?*) e 30000 (para solugdes contendo os ions
Fe3* e Cu?*) ecos. Por sua vez, os parametros para a sequéncia CP-CWFP foram idénticos
aos empregados na sequéncia CWFP, com excecdo do tempo entre o primeiro e 0 segundo

pulso, que foi de 150 ps.

Os valores de Ty e T foram calculados empregando as equagdes 1.3 e 1.4 e as
magnitudes dos sinais de ressonancia apos o primeiro pulso (Mo) e no estado estacionario
(Mss). O valor de T* foi obtido com o ajuste monoexponencial do decaimento do sinal

entre QSS e Mg usando para esta finalidade o software Origin®, versio 9.0.

3 Resultados e discussoes

O primeiro ligante estudado foi 0 EDTA, por este ser um dos principais agentes
complexantes aplicado em diversas finalidades na quimica analitica (SKOOG et al.,
2006) e eletroquimica (BARBANO et al., 2015; BARBOSA et al., 2005). Estudou-se o
efeito da interacdo EDTA-ions paramagnéticos sobre os valores de T1 e T2 para o solvente
(dgua) em funcdo do pH, em campo magnético e temperaturas fixas.

A figura 2.3(a) apresenta a variacdo da absorbancia maxima (H), T1 (<) e T2 (O)
medidos simultaneamente pela sequéncia de pulsos CWFP e CP-CWFP para uma solucao
aquosa contendo o complexo Cu(l)-EDTA e T2 (CJ) para uma solugio aquosa de Cu?*,
em funcdo do pH. As linhas sélidas correspondem a ajustes polinomiais de 6° ordem, e
sdo empregadas apenas para demonstrar o comportamento dos dados obtidos
experimentalmente. A linha tracejada corresponde a um ajuste sigmoide para os valores
de T» obtidos para a solugdo aquosa contendo apenas ions cupricos. A figura 2.3(b)
apresenta a variacdo de T1 (A) e T2 (O) obtidos com as sequéncias tradicionais IR e

CPMG, para a mesma solucdo abordada na figura 2.3(a) para fins apenas de comparacéo.

A partir da analise destes dados experimentais, é possivel notar que a absorbancia
apresenta um aumento de 0,12 a 0,28, entre o pH 1 e 4, respectivamente, 0 que pode ser
atribuido a uma progressiva mudanca de ligantes, [Cu(H20)]** para Cu(I1)-EDTA, na

esfera interna de coordenacdo da espécie paramagnética Cu?*. Posteriormente, a
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absorbancia se mantém praticamente constante entre o pH 4 e 10, indicando que o quelato
Cu(Il)-EDTA apresenta alta estabilidade nesta faixa de pH. Aumentando a alcalinidade,
a absorbancia diminui de aproximadamente 0,26 para 0,14 em pH 12. Além do mais, foi
também observado que os valores correspondentes a absorbancia em pH alcalino séo
préximos aos valores obtidos em meio &cido, pH 1. A baixa absorbancia em pH elevado
tem sido explicada pela hidrolise alcalina do complexo em solugéo, e possivelmente da
concomitante formacdo da estrutura, [CUEDTA.(OH)]*, conhecida como hidroxo
complexo (BHAT; KRISHNAMURTHY, 1976).

Figura 2.3 - a) Variacdo da absorbancia maxima (M), T1 (%) e T2 (O) medidos com a
sequéncia de pulsos CP-CWFP para a solucdo aquosa de Cu(ll)-EDTA e T, (L) para a
solugdo aquosa de Cu?*, em funcio do pH. Em todos os experimentos, a concentragio
inicial da espécie Cu?* foi de 3 x10° mol.L%. b) Variagdo de T1 (A) e T2 (O) para as
solucdes estudadas na figura 2.3(a), contudo empregando as sequéncias IR e CPMG,
respectivamente. As linhas solidas correspondem a ajustes polinomiais de 6° ordem e a
linha tracejada corresponde a um ajuste sigmoide. Estes ajustes foram empregados
unicamente para guiar a anélise dos dados obtidos experimentalmente.
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Fonte: Kock. F.V.C.; Colnago. L.A. Rapid and simultaneous relaxometric methods to study paramagnetic
ions complexes in solution: An alternative to spectrophotometry. Microchemical Journal, V. 122, p. 144-
148, 2015. Imagem reproduzida e traduzida com permissao da Elsevier, copyright: 4190380966183.

Tanto os valores de T1 quanto de T2 para o complexo Cu(l1)-EDTA, em funcdo do
pH, obtidos pelos métodos CWFP ou CP-CWFP (figura 2.3a) quanto aqueles obtidos com
a utilizacdo das sequéncias convencionais (figura 2.3b) foram similares. Contudo, os
métodos CWFP ou CP-CWFP fornecem ambos os tempos de relaxacdo em um tempo
consideravelmente menor se comparado com as medidas de IR, que podem levar dezenas
de minutos. Desta forma, fica evidente a vantagem em se aplicar sequéncias de pulsos de

aquisicdo simultaneas no estado estacionario para o estudo de complexos em solucdo.

Adicionalmente, os perfis relaxométricos obtidos a partir de T1 e T (figuras 2.3a

e 2.3b) mostram variagcOes similares ao perfil obtido a partir dos estudos realizados com
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a metodologia padréo (UV-Vis). T1 aumenta de 71 a 1150 ms e T, aumenta de 59 a 890
ms, entre os pH 1 e 5. Tanto os valores de T1 quanto de T, sdo praticamente constantes
entre os pH 5 e 10 e diminuem para 820 e 110 ms em pH 12, respectivamente. Estes
resultados sdo consistentes com a hipotese de mudanca na estrutura do complexo em
decorréncia da troca de ligantes em solucéo e da hidrolise em meio alcalino, formando a
estrutura  denominada  hidroxocomplexo em  consonancia com (BHAT;
KRISHNAMURTHY, 1976). Além do mais, em baixo valores de pH, o tempo de
relaxagdo para a solucio de Cu?* é proximo a metade (T2 = 250 ms) da solugdo na
presenca do ligante EDTA (T2 =600 ms). Esta observacdo pode ser atribuida ao equilibrio
entre o complexo Cu(11)-EDTA e o complexo [Cu(H20)6]?* em solugo. Devido ao efeito
quelato, o Cu?* adquire maior estabilidade ligando-se a0 EDTA (B = 6,3 x 10718) (SKOOG
et al., 2006). Deste modo, é possivel inferir que a estrutura resultante apresenta uma
menor quantidade de moléculas de &gua coordenadas diretamente ao centro
paramagnético, aumentando, portanto, os valores para o tempo de relaxacdo observado,
conforme esquematizado na figura 2.4. Nesta figura também é possivel notar que a
coordenacao do grupamento hidroxila, resultante do principio de hidrolise alcalina, ao
centro paramagnético, proporciona uma reducao sobre os valores correspondente a To,
uma vez que a taxa de troca quimica entre este grupamento e o0 meio (que apresenta alta
concentracdo para esta espécie) € muito eficiente, além de proporcionar em casos mais

extremos, a quebra do complexo.

Figura 2.4 — Possiveis estruturas assumidas em solucdo para as espécies complexas
[Cu(H20)6]?* (esquerda), Cu(ll)-EDTA (centro) e o hidroxocomplexo (direita) acima de
pH 10 (inicio da hidrolise alcalina) em relacdo a faixa de pH e os valores obtidos para o
tempo de relaxacao transversal, Ta.
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Fonte: Autoria prépria.

A figura 2.5 apresenta os valores de Ty (%) e T2 (O) obtidos com a sequéncia de

pulsos CP-CWFP para uma solucgdo aquosa contendo o complexo Mn(11)-EDTA e T (L)
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para uma solucdo aquosa de Mn2*, em funcdo do pH. As linhas sdlidas e tracejadas
correspondem ao ajuste sigmoide para os dados de T1 e T» obtidos para as solugdes
contendo o complexo Mn(11)-EDTA e [Mn(H20)s]?*, respectivamente. Esses resultados
demonstram o potencial da relaxometria para o estudo de compostos de coordenacdo em
solucdo para complexos que ndo podem ser estudados por espectrofotometria, pois ndo

absorvem no visivel.

Os valores de Ty e T2 para a solu¢do do complexo Mn(I1)-EDTA apresentam uma
répida faixa de transi¢do entre os valores de pH 2 (T1 =400 ms e T2 = 100 ms) e 4
(T1 =130 ms e T, = 70 ms). Estes aumentos de T1 e T> podem ser atribuidos a remogéo
da 4gua na esfera interna de coordenagéo do complexo [Mn(H20)s]** em decorréncia de
sua reacao com o ligante EDTA, para gerar a espécie Mn(I11)-EDTA, conforme discutido
previamente. Os valores de Ty e T» foram praticamente constantes para todos 0s outros
valores de pH, indicando que apds a complexacdo com o ligante EDTA, o quelato
resultante ndo apresenta uma hidrélise alcalina ou mesmo a formacdo de um
hidroxocomplexo, mesmo em elevados valores de pH. Além do mais, € importante
destacar que os baixos valores obtidos tanto para T1 (= 0,12 s) quanto para T2 (= 0,07 s)
em uma faixa tdo ampla de pH, é um forte indicativo de que existem moléculas de agua
diretamente coordenadas ao ion paramagnético e em uma intensa troca quimica com o
solvente. Portanto, é possivel sugerir que complexos envolvendo a espécie paramagnética
Mn?* (configuragdo eletronica d°), apresentam elevados momentos magnéticos
eletronicos que podem resultar em uma eficiente interagdo dipolar com o momento
magnético associado aos prdtons do solvente. Estas observacdes experimentais estdo em
consonancia com a literatura (ROLLA et al., 2013) e refletem também a capacidade deste
ion de formar complexos com um alto nimero de coordenacéo devido ao tamanho idnico
para este cation ser maior quando comparado aos ions clpricos. Portanto, os ions Mn?*
possivelmente assumem uma conformacao heptacoordenada, com uma molécula de dgua
ocupando a sétima posi¢do no quelato, conforme proposto na figura 2.5(b) (OAKES;
SMITH, 1981; SMITH et al., 2017). Contudo, é imprescindivel cautela neste ponto,
especialmente por se tratar de meios aquosos, no qual evidentemente a existéncia de
equilibrios entre espécies com diferentes estados de hidratacdo e consequente nimero de

coordenacdo é factualmente possivel.
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Figura 2.5 - (a) Variagéo de T (%) e T2 (O) medidos simultaneamente pela sequéncia
de pulsos CP-CWFP para uma solucdo aquosa de Mn(Il)-EDTA e T, (LJ) para uma
solugdo aquosa de Mn?*, em funcgdo do pH. Em todos os experimentos, a concentragio
inicial do Mn?* foi 3 x10° mol L. As linhas sdlidas e tracejadas correspondem ao ajuste
sigmoide para os dados relaxométricos obtidos. (b) Possivel estrutura quimica para o
complexo Mn(I1)-EDTA em meio aquoso, em consonancia com Oakes & Smith, 1981 e
Islam et al., 2017.

0.16

0.14 (O
% 0.124 E-Z[
S 0.10 N\/_Ii o
g 0.08 i \:Zl\/in’:'::-'"OHz
3 0.06 N o
é 0.04- \——é
& 0.02- 6 ©

0.00 . . . . . .

o 2 4 6 8 10 12 14
pH o)

Fonte: Kock. F.V.C.; Colnago. L.A. Rapid and simultaneous relaxometric methods to study paramagnetic
ions complexes in solution: An alternative to spectrophotometry. Microchemical Journal, V. 122, p. 144-
148, 2015. Imagem reproduzida e traduzida com permisséo da Elsevier, copyright: 4190380966183.

Na figura 2.6 encontra-se uma comparacao entre o perfil obtido com as medidas
de absorbancia e a relaxometria para uma situagdo mais complexa, desta vez, envolvendo
uma mistura de ligantes dentro de um Unico sistema. A figura 2.6(a) apresenta a varia¢ao
do valor maximo da absorbéancia ([1) e os valores para T1 (%) e T2 (O) obtidos com o
emprego da sequéncia de pulsos CP-CWFP para solucdes de [Cu(H20)6]?*, Cu(I1)-EDTA
e (NH1)2SO4 nas concentrages iniciais de 3,3 x103, 6,6 x10° e 1,0 mol L%,
respectivamente, em funcdo do pH. A figura 2.6(b) apresenta a variacdo para 0s tempos
de relaxagdo T1 () e T2 (O) obtidos com as sequéncias tradicionais, para 0 mesmo
sistema descrito anteriormente. As linhas solidas correspondem ao ajuste polinomial de
6° ordem para os dados obtidos experimentalmente, somente para guiar a analise dos
resultados.

A absorbancia apresenta um aumento de 0,13 para 0,24, entre os valores de pH 1
e 3, respectivamente. Este aumento pode ser atribuido a mudanca de ligantes na esfera
interna de coordenagéo para o fon Cu?*, de [Cu(H20)s]** para Cu(Il)-EDTA. Conforme
apresentado na figura 2.3(a), a absorbancia é praticamente constante entre os pH 4 e 6,
confirmando a presenca da estrutura complexa estavel Cu(Il)-EDTA, em solugéo. Acima
de pH 6, a absorbancia diminui de aproximadamente 0,26 para 0,13 em pH 10 e

posteriormente permanece constante até pH 12. Este decaimento nos valores de
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absorbancia em pH 6, pode estar associado a formacdao de estruturas aminicas complexas,
como [CUEDTA.NH3]%, em consonancia com a literatura (BHAT; KRISHNAMURTHY,
1976).

Interessantemente, os valores de T1 e T2 obtidos com a aplicagdo da sequéncia de
pulsos CP-CWFP (figura 2.6(a)) e com IR e CPMG (figura 2.6(b)) demonstram a
presenca de dois picos em funcdo do pH. Estes dois picos, podem ser relacionados a
diferentes estruturas complexas conforme descritas previamente. O primeiro pico, entre
opH3(T:=1,00seT>,=0,81s)e4(T1=1,17se T2 =1,05s) corresponderia a formacéo
da espécie Cu(ll)-EDTA, em solucdo. Estes resultados estdo em acordo com o patamar
obtido a partir dos dados de absorbancia na faixa compreendida entre os valores de pH 3
e pH 6, e pode ser comprovado com base nos dados obtidos a partir da espectroscopia
eletrbnica, como o aumento da absorbancia (figura 2.6(a)) e o deslocamento de
comprimento de onda de 800 nm para 600 nm. Apds o pH 4, os tempos de relaxacédo
decaem e um segundo pico em pH 7 (T: = 1,18 s e T2 = 1,04 s) atribuido a gradual

presenca do ligante amino na esfera interna de coordenagdo do Cu?* é formado.

Figura 2.6 - a) Variacdo dos valores para absorbancia maxima (H), T1: (%) e T2 (O)
medidos com a sequéncia de pulsos CP-CWFP para uma solugdo aquosa de Cu(ll)-
EDTA, na presenca de (NH4)2SO4 (1 mol.L?), em funcdo do pH. A concentracéo inicial
de Cu?* foi de 3,3 x10° mol L. b) Variacdo dos valores de T1 (%) e T2 (O) para as
solucdes da figura 2.6(a), contudo obtida empregando as sequéncias de pulsos IR e
CPMG, respectivamente. As linhas s6lidas correspondem a um ajuste polinomial de 6°
ordem dos dados experimentais, somente para guiar a analise dos dados experimentais
obtidos.
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Fonte: Kock. F.V.C.; Colnago. L.A. Rapid and simultaneous relaxometric methods to study paramagnetic
ions complexes in solution: An alternative to spectrophotometry. Microchemical Journal, V. 122, p. 144-
148, 2015. Imagem reproduzida e traduzida com permissdo da Elsevier, copyright: 4190380966183.
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A partir do pH 7 até o pH 10 os valores de T1 e T2 diminuem de forma dréstica
para 0,63 s e 0,17 s, respectivamente, similar ao decaimento observado a partir dos dados
de absorbancia. Esta reducéo tanto nos valores de T1 quanto nos valores de T», pode ser
associada a consolidacao das estruturas aminicas complexas em solucéo, resultando em
um pronunciado aumento da relaxacdo. Em meio fortemente alcalino, entre o pH 10
(T:=065seT>=0205s)epH 12 (T =059 se T, = 0,12 s), foi observado uma
progressiva redugdo nos valores para os tempos de relaxagéo. Estes resultados indicam
que as espécies em solucdo sofreram hidrolise alcalina (conforme previamente discutido),
reduzindo tanto os valores observados para T: quanto para Tz, conforme ilustrado na
figura 2.7. Por fim, estes resultados permitem sugerir uma melhor eficiéncia da RMN-
BR em distinguir os ligantes na esfera de coordenacio do Cu?* em comparacgdo a
espectroscopia eletrénica, que neste caso, ndo foi capaz de distinguir claramente a troca
de ligantes em solucdo (KOCK; COLNAGO, 2015).

Figura 2.7 — Possiveis estruturas assumidas em solucdo e em funcdo do pH, para as
espécies complexas envolvidas no estudo relaxométrico para uma mistura de ligantes.
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Fonte: Autoria prépria.

4 Consideragdes finais

A partir dos resultados alcancados ao longo deste capitulo, podemos concluir que
os tempos de relaxagdo T1 e T2 obtidos simultaneamente por intermedio da aplicacdo das
sequéncias rapidas de pulsos CWFP e CP-CWFP consistem em uma abordagem vélida
para o estudo de complexos contendo ions paramagneticos em solugdo em alternativa a
espectrofotometria no UV-Vis, como por exemplo no estudo de complexos incolores,
como a espécie Mn(11)-EDTA. Finalmente, a relaxometria também pode ser aplicada para
monitorar a troca de ligantes em solugdo para sistemas envolvendo outros agentes
complexantes comumente empregados em quimica analitica e inorgénica, como por
exemplo, aminoacidos (glicina, prolina, alanina) e halogéneos (fluoretos e cloretos),

guando estes estiverem na presenca de ions paramagneticos.
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1 Introducgéo

A quitosana (Chi) é um polissacarido constituido por unidades N-acetil-
glicosamina e glicosamina unidas por ligagdes glicosidicas do tipo B-(1,4). Este
biomaterial € comumente obtido a partir da desacetilacdo alcalina da quitina (BARAN;
MENTES, 2015; BARAN; MENTES; ARSLAN, 2015; ZOU et al., 2016). A quitosana
tem sido amplamente empregada em aplicagdes médicas e ambientais, bem como em
industrias de alimentos, farmacéuticas e de cosméticos (BHATTARAI; GUNN; ZHANG,
2010; PHILIPPOVA et al., 2012; WAN NGAH; TEONG; HANAFIAH, 2011; ZOU et
al., 2016). Para a maioria destas aplicacdes, a formacao de complexos macromoleculares
com ions metélicos é explorada, tendo em vista o carater polifuncional deste biopolimero

e a sua capacidade de formar quelatos estaveis em solugdo com diversos cations.

Embora as interacGes entre quitosanas e ions metalicos em solucgéo ja tenham sido
amplamente estudadas, 0s mecanismos precisos que governam este processo, bem como
a estrutura resultante para o complexo gerado em solugdo, ainda ndo estdo claros
(PORTNYAGIN et al., 2015; VOLD et al., 2003). Os mecanismos mais aceitos para esta
interacdo envolvem adsorcdo (WAN NGAH; TEONG; HANAFIAH, 2011),
coagulacao/floculacdo (RENAULT et al., 2009), além da evidente formacdo de quelatos
(PESTOV; BRATSKAYA, 2016; VARMA; DESHPANDE; KENNEDY, 2004). Neste
sentido, estudos experimentais e teéricos (LU; CAO; SHEN, 2008) indicaram que 0
arranjo macromolecular resultante para este complexo, envolve a presenca de um ou mais
grupamentos amino diretamente coordenados ao centro paramagnético, perfazendo dois
modelos tedricos denominados, modelo pedante e em ponte, respectivamente (PESTOV;
BRATSKAYA, 2016; PORTNYAGIN et al., 2015). As propriedades destes arranjos
macromoleculares, bem como a estabilidade destes compostos de coordenacdo em
solucdo foram investigadas utilizando varios métodos analiticos (GUIBAL; VINCENT;
NAVARRO, 2014), incluindo espectrofotometria UV-Vis (BRUNEL; EL GUEDDARI,
MOERSCHBACHER, 2013), espectrometria de absorcdo atdmica (AZAROVA et al.,
2015), potencial zeta (BORSAGLI, 2015), titulacdo potenciométrica (HERNANDEZ et
al., 2008) e espectroscopia de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado
(WEBSTER; HALLING & GRANT, 2007).
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Portanto, o objetivo deste capitulo foi o estudo relaxométrico, com medicGes
simultaneas de T1 e T2, com sequéncias de pulsos suportadas no conceito SSFP, de
solugdes aquosas de quitosanas em funcdo do pH e de compostos de coordenagdo de
quitosanas com ions paramagnéticos (Fe®*, Cu?* e Mn?*). Os resultados demonstraram
que os valores de T1 e T obtidos simultaneamente através do emprego da sequéncia CP-
CWEFP com alternancia de fase (CP-CWFPx.x) pode ser usado como um método réapido
para a estimativa do pKa dos grupamentos amino presentes na cadeia do polissacarideo
quitosana, além de proverem uma estimativa acerca dos arranjos conformacionais para 0s

quelatos resultantes da interagcdo deste polimero com ions paramagnéticos.
2 Materiais e métodos
2.1 Reagentes

A quitosana empregada neste estudo foi adquirida da SIGMA-ALDRICH. A
massa molecular viscosimétrica media para este polissacarideo foi determinada,
solubilizando o polimero em um tampé&o acetato (pH = 4,5), constituido por acido acético
0,3 mol.L ! e acetato de sodio 0,2 mol.L™2. Um viscosimetro, modelo AVS-360 acoplado
com uma bureta automatica (modelo AVS-20), ambos da Schott-Gerate, foram
empregados nestes ensaios para a determinacdo da viscosidade. Um capilar de vidro
(¢ =0.53 mm), contendo 15 mL da solucdo do biopolimero foi imerso em um banho
mantido a 25 °C £0.01 °C e volumes previamente programados do solvente foram
sequencialmente adicionados ao sistema para fornecer a diluicdo desejada. A viscosidade
intrinseca (1) foi determinada a partir da extrapolacdo do grafico ns/C versus C em uma
dilui¢do infinita, onde nsp corresponde a viscosidade especifica e C a concentragdo do
polissacarideo em solugdo. O valor (1,75 x10° g.mol) para a massa molecular foi
estimada a partir do valor obtido para a viscosidade intrinseca ([n] =716 mL.g™%),
empregando a equacdo de Mark-Houwink-Sakurada e usando os seguintes parametros
(K=0,074 e a=0,76). Estes pardmetros possuem dependéncia com a natureza do
polimero, solvente e temperatura, em consonancia com (BIROLLI; DELEZUK;
CAMPANA-FILHO, 2016; KAASAI, 2007).

O grau de desacetilagdo (DD) para este polissacarideo foi estimado por RMN-H
em consonancia com (KAASAI, 2007; KAASAI, 2010). Para estes experimentos, uma

massa apropriada de quitosanas foi solubilizada em uma solugdo HCI/D>O em uma
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proporcéo de 1% (v/v), perfazendo uma concentracdo de 10 mg/mL. Este sistema foi
submetido a uma agitacdo magnética constante a temperatura ambiente durante 24 h até
resultar em uma solugdo completamente limpida. O DD (75,50%) foi determinado
considerando a razdo entre as intensidades dos sinais relativos aos hidrogénios
provenientes do grupamento metil presente na acetamida (= 2,0 ppm) e aos hidrogénios
H>-Hs (4,1-3,4 ppm) (KAASAI, 2010). Estes espectros foram adquiridos a 80 °C,
empregando para esta finalidade um espectrometro BRUKER AVANCE Il (600 MHz
para 0 *H) e usando TMSP (TriMetilSililProprionato de sodio 2,2,3,3—ds) como referéncia

externa.

Os experimentos visando unicamente o estudo da interacdo da quitosana com o
solvente, foram realizados empregando solucdes de quitosanas na concentracao inicial de
2,2x102g.L"% 2,2x10  g.L e 2,2 g.L L. Estas solugdes foram preparadas solubilizando
uma massa apropriada de quitosanas sob agitacdo constante e a temperatura ambiente por
24 h em écido acético 0,6 mol.L! (pH = 2,34).

Por sua vez, para 0s experimentos visando a interacdo entre quitosanas e ions
paramagnéticos, preparou-se uma solucdo de quitosanas (1,5 g.L), solubilizando sob
agitacdo constante durante 48 h, uma quantidade apropriada deste polissacarideo em
acido acético 0,60 mol.L? (pH 2,34) em temperatura ambiente. Posteriormente, solugoes
contendo o0s ions paramagnéticos CuSO;.5H.0 (SIGMA-ALDRICH, 98%),
MnSO4-5H20 (Synth, 98%) e FeCls-6H.0 (Mallinckrodt Chemical, 97%), foram
preparadas nas concentragdes iniciais de 0,82 g.L?, 0,79 gL' e 089 g.L7,
respectivamente, solubilizando o sal na solucao previamente preparada de quitosanas. Por
fim, para realizar as medidas na auséncia do precipitado, as amostras foram centrifugadas
a 10,000 rpm durante 3 min, utilizando para esta finalidade uma centrifuga para

eppendorfs, modelo MiniSpin® plus.
2.2 Métodos
2.2.1 Medidas de pH

Os valores de pH para cada amostra foram medidos empregando um pHmetro
modelo PG1800 (GEHAKA), devidamente calibrado antes de cada experimento, usando
para esta finalidade solucdes pH 4 (biftalato de potassio), 7 (fosfato de potassio/fosfato

de sodio) e 10 (bicarbonato de potassio/carbonato de sodio). Para estes ensaios, um
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volume de 5,00 mL da amostra a ser analisada, foi transferido para um tubo Falcon de
capacidade de 15 mL. Posteriormente, o pH foi ajustado para o valor desejado com
solugdes de NaOH e HCI 1,0 mol.L™?, e o volume foi completado para 10 mL com é&gua
Milli-Q. Entdo, o pH foi novamente checado e o sistema foi finalmente submetido as

analises relaxométricas.
2.2.2 Titulacdo turbidimétrica

Ensaios turbidimétricos foram realizados empregando um espectrofotdometro UV-
Vis, modelo LAMBDA 25, Perkin Elmer. As medidas foram realizadas em triplicatas e

utilizando o modo de comprimento de onda fixo (420 nm) a temperatura ambiente.
2.2.3 Ensaios relaxométricos

Os tempos de relaxacdo (T1e T2) foram medidos em um espectrometro de RMN
baixa resolucdo, Minispec, modelo BRUKER mg-20 (Alemanha) equipado com um iméa
permanente de 0,47 T (20 MHz para *H) e uma sonda com didmetro de 32 mm. Todos 0s

experimentos foram realizados com a temperatura controlada em 28,0 + 0,1 °C.

Para os ensaios relaxométricos, foi empregada uma sequéncia de pulsos de
aquisicdo rapida no estado estacionario com alternancia de fases, denominada CP-
CWFPy.x. Esta sequéncia é muito similar as sequéncias de pulsos no estado estacionario
utilizadas no capitulo anterior. Contudo, neste caso existe um pulso 7/2 espagado por um
tempo entre pulsos (tp) igual a tp/2, antes de um trem de pulsos de 90° com alternancia de

fases, conforme esquematizado na figura 3.1.

Figura 3.1 - Esquema para a sequéncia de pulsos com alternancia de fases CP-CWFPy.x
empregada nesta tese, onde t, corresponde ao tempo entre pulsos.

CP-CWFP,,
l Repete n vezes
/2, /2, /2, }
T T |
I.Iﬂ% ..................... D [l P
|
I >

Fonte: Autoria propria.
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Os valores foram obtidos aplicando a sequéncia acima esquematizada e usando 0s
seguintes parametros: um trem de pulsos de 90° no valor de 2,34 ps, um intervalo de
tempo entre pulsos (tp) de 300 us, tempo de reciclagem de 5 s, 4 scans e 45,000 ecos. Para
cada medida, foram utilizados 500 pL de solucdo. Os valores de T1 e T> foram obtidos
aplicando as equacdes 1.3 e 1.4 (descritas no capitulo anterior). Todos 0s ajustes a serem
apresentados foram realizados empregando o software Origin®, versdo 9.0. Além do mais,
todos os dados experimentalmente obtidos correspondem & média de trés medidas, sendo
que a incerteza das medidas relaxomeétricas foi estimada em +£10 ms, e foram estimadas

considerando o desvio-padrdo entre as medidas individuais.
3 Resultados e discusséo

As figuras 3.2(a)-(c) apresentam os valores obtidos para T1 (H) e T2 (O) em
funcdo do pH para trés solucdes de quitosanas nas seguintes concentragdes iniciais: 2,2
x102, 2,2 x10% e 2,2 g.L!, respectivamente. Na solugcdo que apresenta a menor
concentragdo de quitosanas (figura 1a), T1 e T permanecem quase constantes a 2,8 e 2,6
s, respectivamente, na faixa de pH compreendida entre 2 e 12. Por outro lado, para a
solucdo contendo uma concentracdo intermediaria (figura 3.2b), os valores de T
alcancados nesta mesma faixa de pH também foram constantes (2,8 s). Contudo,
verificou-se que os valores de T, nesta situagdo, eram dependentes do pH. Neste caso,
T, permaneceu quase constante a 2,6 s (de forma semelhante a figura 1a) na faixa de pH
compreendida entre 2 e 6. Acima de pH > 7, os valores de T, decairam para
aproximadamente 2,2 s e permaneceram constantes até pH 12. A linha continua nesta
figura corresponde ao ajuste sigmoide para os dados de T», e possui a fungdo apenas de
guiar a andlise dos dados obtidos experimentalmente. Para o sistema mais concentrado
(figura 3.2c), ambos os tempos de relaxacdo mostraram uma forte dependéncia com o pH
da solucdo. Na faixa de pH compreendida entre 2 e 6, os valores obtidos para T1 e T>
foram praticamente constantes a 2,8 s e 2,5 s, respectivamente. Posteriormente, os valores
de T1aumentaram para aproximadamente 3,0 s na faixa de pH compreendida entre 6 e 7,
enquanto os valores de T» diminuiram para 1,2 s nesta mesma faixa de pH. Acima desta
faixa, os valores de T, foram praticamente constantes (1,2 s) entre pH 8 e 12. Contudo,
os valores de T: permaneceram constantes (3,0 s) somente até pH 10 e depois

apresentaram um acentuado aumento entre pH 10 e 12, atingindo um maximo de 4,0 s.
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Figura 3.2 - Valores para T1 (H) e T2 (O) obtidos através da sequéncia de pulsos CP-

CWFPyx para uma solucéo de quitosanas nas concentracdes de (a) 2.2 x1072, (b) 2.2 x10-

1 e (c) 2.2 g.L L. As linhas sélidas correspondem a um ajuste sigmoide para os dados

experimentais obtidos, somente para guiar a analise dos resultados.

Tempos de relaxagéo (s)

Fonte: KOCK, F.V.C.; COLNAGO, L.A. Rapid method for monitoring chitosan coagulation using low-
field NMR relaxometry. Carbohydrate Polymers, v. 150, p. 1-4, 2016. Imagem reproduzida e traduzida
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Estes resultados mostram que o tempo de relaxagdo para o solvente é fortemente
influenciado tanto pela concentracdo de quitosana quanto pelo pH. Os tempos de

relaxacdo (T1 e T2) de solugbes diamagneticas, como as abordadas neste caso, sdo
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dependentes do tempo de correlagéo (z.), que por sua vez, consiste no tempo que uma
molécula precisa para rotacionar 1 rad em torno do seu proprio eixo. Normalmente, 0s
valores de T. decaem com o tempo de correlagdo, enquanto que T: assume um valor
minimo (dentro de uma faixa de frequéncias de ressonancia) e posteriormente aumenta

para baixos valores de ().

Deste modo, a figura 3.2 demonstra que os valores de T1 e T> em meios &cidos
foram préximos aos observados para a agua pura (2,7 s) e independentes da concentracdo
de quitosanas. Estes resultados indicam que as moléculas de quitosanas ndo restringiram
a mobilidade das moléculas de &gua na faixa de pH < 6. Em meios mais alcalinos
(pH > 7), por outro lado, a concentracdo de quitosanas desempenhou um papel chave
sobre os tempos de relaxacio do solvente. A menor concentracéo de quitosanas e em pH
elevado, os tempos de relaxacdo para o solvente (mobilidade das moléculas de agua) ndo
foram afetados pela presenca do polissacarideo. Na concentracdo intermediaria (figura
3.2b), os valores de T1 também foram independentes do pH, embora os valores de T»
tenham mostrado uma transicdo acentuada entre pH 6 e 7. Dado estes resultados, €
possivel inferir que T2 foi mais sensivel do que T1 para 0 monitoramento da coagulagdo
deste polissacarideo. Além do mais, o fitting sigmoide dos dados de T (linha continua na
figura 3.2) apresenta um ponto de viragem em pH 7,2, o que pode ser associado ao pKa
do grupamento amino presente nas cadeias da quitosana, em consonancia com a literatura
(LIM et al., 2015).

Nos estudos envolvendo o sistema mais concentrado, 0 aumento de Tz e a reducéo
de T> para pH > 7 mostram que este polissacarideo interage fortemente com as moléculas
de 4gua de forma a reduzir a sua mobilidade. Neste contexto, propomos que, na auséncia
de repulsdes eletrostaticas, as moléculas de quitosanas possam adotar um arranjo
supramolecular regular (col6ide) capaz de capturar moléculas de dgua dentro de regides
confinadas (estrutura porosa), tendo em vista que se a agua estivesse em poros grandes
ou em uma estrutura ndo homogénea, os tempos de relaxacdo deveriam ter sido
multiexponenciais para refletir os diferentes ambientes de agua. Esta nossa hipétese é
consistente com a literatura (SOGIAS; KHUTORYANSKIY; WILLIAMS, 2010). De
acordo com estes autores, a conformacéo da cadeia da quitosana é fortemente dependente
do pH do meio. Em meio &cido, a cadeia para este biopolimero é linear devido as

repulsdes eletrostaticas causadas pelo grupamento amino presente no anel
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glicopiranosidico da quitosana. Em meio alcalino, a situacdo se inverte. Neste caso a
desprotonacdo dos grupos aminos possui efeito decisivo no enovelamento da cadeia da
quitosana, além da reticulagdo da cadeia devido a formacdo de interagdes
intermoleculares. Portanto neste caso, a mobilidade das moléculas de &agua e
consequentemente a sua acessibilidade a cadeia do biopolimero para a realizagdo de
trocas quimicas € menor e consequentemente o0s tempos de relaxacéo € maior, conforme

previamente discutido.

Além disto, as medidas para os tempos de relaxacdo também podem ser
empregadas como uma alternativa ao método classico baseado em turbidimetria, para
monitorar a coagulacdo destes polissacarideos em solucdo. A figura 3.3 apresenta uma
comparagao entre uma titulacéo turbidimétrica e relaxométrica (baseada em valores de
T) para uma solucéo contendo quitosanas na concentracgo inicial de 2,2 g.L ™. As linhas
continuas, correspondem ao fitting sigmoide dos dados experimentais e sdo empregadas
para a determinacdo dos pontos de viragem. A partir deste resultado, é possivel observar
que atitulagdo turbidimetrica e relaxométrica apresentam pontos de inflexdo semelhantes,
pH 6 e 7, respectivamente. Estes valores, estdo proximos ao pKa correspondente ao
grupamento amino presente nas cadeias da quitosana, conforme descrito na literatura
(LIM et al., 2015).

Figura 3.3 - Comparacdo entre a titulacdo turbidimetrica (ll) — medida a 420 nm —e a
titulagdo relaxométrica T» (O) para uma solucdo de quitosanas na concentragdo de 2,2
g.L em funcdo do pH. As linhas solidas correspondem ao fitting sigmoide para os dados
experimentais obtidos.
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Fonte: KOCK, F.V.C.; COLNAGO, L.A. Rapid method for monitoring chitosan coagulation using low-
field NMR relaxometry. Carbohydrate Polymers, v. 150, p. 1-4, 2016. Imagem reproduzida e traduzida
com permissdo da Elsevier, copyright: 4190381124991.
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As interagOes entre quitosanas (Chi) e os ions paramagnéticos Fe**, Cu?* e Mn?*
também foram estudas em funcdo do pH. Estes ions paramagnéticos foram escolhidos
porque precipitam na forma de seus respectivos hidroxidos em valores de pH 3,2, 7,0 e
9,3, respectivamente (COBRA et al., 2015). Portanto suas respectivas interacdes com

quitosanas podem ser estudadas em uma ampla faixa de pH.

As figuras 3.4a, 3.6a e 3.8a apresentam os perfis relaxométricos obtidos a partir
de T, (M) e T2 (O) decorrentes da interacdo entre o polissacarideo quitosana e 0s ions
paramagnéticos Fe*, Cu?* e Mn?*, respectivamente, em funcéo do pH. Por sua vez, as
figuras 3.4b, 3.6b e 3.8b apresentam os perfis relaxométricos para as mesmas amostras,
contudo centrifugadas e analisadas somente o sobrenadante. As linhas pontilhadas
correspondem ao fitting sigmoide para os dados obtidos experimentalmente para o

respectivo aquo complexo em acordo com (COBRA et al., 2015).

Estas figuras mostram a forte influéncia do pH sobre os perfis relaxométricos para
as solugdes contendo quitosanas na presenca de ions paramagnéticos. Esses perfis
relaxométricos foram notavelmente diferentes daqueles observados para 0 mesmo tipo de
quitosanas e concentracdo, porém na auséncia de ions paramagnéticos (figura 3.2). Por
outro lado, os perfis relaxométricos apresentaram tendéncias semelhantes as observadas
usando o mesmo ion paramagnético em solucdo aquosa (linhas pontilhadas), porém na
auséncia de quaisquer ligante. Em solucdo aquosa, ambos os tempos de relaxagéo
aumentam em funcio do pH, apresentando transicdes em pH 3, 7 e 9 para os ions Fe®*,
Cu?* e Mn?*, respectivamente (COBRA et al., 2015).

As principais diferencas foram obtidas para as solugdes na presenca dos ions Fe®*
(figura 3.4a). Os perfis relaxométricos para estas solugdes apresentaram dois pontos de
inflexdo, em pH 2,9 e 6,2. A valores de pH inferiores e superiores ao primeiro ponto de
inflexdo, os tempos de relaxacdo foram de 0,05 e 1,00 s, respectivamente. No entanto, T1
permaneceu constante em 1,0 s até pH 4 enquanto que T> permaneceu constante até pH
6. T1 aumentou novamente na faixa de pH compreendida entre 4 e 7 e posteriormente
atingiu um patamar em 2,8 s. O T, também aumentou entre pH 6 e 8 e posteriormente

atingiu um patamar em 1,5s.

Quando as solugBes contendo a espécie Chi-Fe3* (figura 3.4a) foram
centrifugadas, o perfil relaxométrico obtido a partir de T1, apresentou um anico ponto de
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viragem a pH 3,5. Os valores de T: aumentaram progressivamente de 0,11 s (pH 2) para
2,8 s (pH 8 a 12). Por outro lado, o perfil relaxométrico obtido a partir de T2 (O)
apresentou dois pontos de inflexdo a 2,9 e 6,9 (figura 3.4b), sendo, portanto, semelhante
ao da amostra antes da centrifugacdo (figura 3.4a). Contudo, o primeiro patamar em
1,2 s entre os valores de pH compreendidos entre 4 e 6,5 foi melhor definido a partir do
perfil relaxométrico alcancado por T». Os valores de pH neste patamar foram maiores (1,3
e 7,5) do que aqueles observados para a espécie [Chi-Fe]**. Além do mais, os valores de
T obtidos acima de pH 7,5 foram 2,5 s, 0 que é um indicativo de que a solucdo esta

completamente livre da presenca de ions paramagnéticos.

As amostras dentro desta faixa de pH apresentaram as mesmas alteragdes de cor
e precipitacdo. Em valores de pH inferiores, a solu¢éo apresentava uma coloragdo amarela
palida, sendo que a intensidade da cor aumentou em funcéo do pH até aproximadamente
pH 5. Na faixa compreendida entre pH 4,9 e 7, ocorreu precipitacdo, contudo o
sobrenadante permaneceu com uma coloragéo inalterada. Acima deste valor de pH, o

sobrenadante tornou-se incolor.

O primeiro ponto de viragem em aproximadamente pH 3 observado a partir do
perfil relaxométrico obtido por T: (figura 3.4a) e os pontos de viragem observados a partir
de T (figuras 3.4a e b) foram notavelmente proximos ao observado para as solugdes na
auséncia de quitosanas (linha pontilhada). Isto indica que tal viragem (em pH 3,2) esta
associada a formacao de hidroxido de ferro insolUveis. No entanto, ndo foram observadas
nenhuma precipitacdo nesta faixa de pH. Portanto, a partir destes perfis relaxométricos,
da alteracdo na coloragdo da solucdo e na auséncia de precipitado, € possivel inferir que
alguma interacio ocorreu entre o polissacarideo quitosana e os fons Fe3*. Além do mais,
estas interacdes ocorrem a partir dos grupamentos hidroxilas presentes nas cadeias de
quitosanas, uma vez que 0S grupamentos aminos estdo protonados neste valor de pH.
Além do mais, o aumento observado nos tempos de relaxacdo até pH 4,9 pode estar
associado a reducéo da acessibilidade das moléculas de dgua aos ions Fe®* - o qual estdo

parcialmente protegidos pela quitosana — tal como proposto por (SIPOS et al., 2003).
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Figura 3.4 - Perfis relaxométricos obtidos a partir de T1 (H) e T. (O) para os ions
paramagnéticos na presenca do polissacarideo quitosana. a) Chi-Fe** e o respectivo
sobrenadante (b). As linhas sélidas e pontilhadas correspondem ao fitting sigmoide dos
dados experimentais obtidos.
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Fonte: KOCK, F.V.C.; MONARETTO, T.; COLNAGO, L. International Journal of Biological
Macromolecules, v. 98, p. 228-232, 2017. Imagem reproduzida e traduzida com permissao da Elsevier,
copyright: 4190380856007.

Os segundos pontos de inflexdo observados a partir dos perfis de T1 e T2 na figura
3.4a e a partir de T> na figura 3.4b sdo semelhantes aos da solugdo contendo apenas
quitosanas (pH = 7) (KOCK et al., 2016). Esses resultados sugerem que esse ponto de
viragem ocorreu devido a coagulacdo/floculacdo da quitosana em solugdo. Esta hipétese
foi confirmada através da precipitacdo deste biopolimero que ocorreu na faixa de pH
compreendida entre 4,9 e 7. Além do mais, o0s baixos valores de T (= 1,50 s) observados
na figura 3.4a podem ser atribuidos a presenca de espécies Fe** livres na solugdo, mesmo
apos a complexacdo com o polissacarideo, 0 que é consistente com a cor amarela
observada experimentalmente no sobrenadante nesta faixa de pH. Além disso, a remocéo
de espécies Fe*" por intermédio da coagulacdo da quitosana a partir do pH 7 é responsavel
pela eliminacdo da coloracdo amarela do sobrenadante e pelo aumento dos tempos de
relaxacdo para valores préximos ao do solvente puro (T1 = T2 = 3,0 s) (figura 3.4b).
Portanto, € possivel inferir que a desprotonacdo dos grupos Chi-NHz ocorreu nessa regiéo.
Estes grupos sdo capazes de complexar os ions paramagnéticos bem como melhorar a
eficiéncia da complexacéo, o que justifica 0 aumento observado nos tempos de relaxacao.
Estes resultados estdo em consonéncia com os modelos propostos por (HERNANDEZ et
al., 2008), que sugeriram a participagéo de grupos amino desprotonados na complexagédo
dos ions Fe* dentro desta faixa de pH, com moléculas de 4gua adicionais ou jons cloreto

completando a esfera de coordenacgéo, conforme esquematizado na figura 3.5.
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Figura 3.5 — Possiveis estruturas para o complexo formado entre quitosana e as espécies
paramagnéticas Fe®*, em solucdo, em consonancia com (HERNANDEZ et al., 2008).
Nesta representacdo foi demonstrada apenas a complexacdo do ponto de vista da unidade
monomérica glicosamina, para efeitos de simplificacao.

Fonte: Autoria propria.

Por outro lado, os perfis relaxométricos para a solucdo de quitosanas na presenca
de fons Cu?* (figura 3.6a) apresentam dois patamares com uma transicéo em pH 6,2. Este
resultado foi 0,88 unidades abaixo do ponto de inflexdo observado para uma solucdo
aquosa de CuSOs (linha pontilhada). Os tempos de relaxagdo foram préximos a 0,46 s
(T1) € 0,30 s (T>) até pH 6. Acima do ponto de inflexdo, T1 e T, atingiram um patamar
com valores em 1,00 e 0,50 s, respectivamente. Por outro lado, os tempos de relaxagéo
para o sobrenadante foram bem maiores (T1 = 2,96 e T> = 2,60 s), para esta mesma
situacdo (acima do ponto de viragem) conforme observado na figura 3.6b. Estes valores

sdo semelhantes aos tempos de relaxacdo obtidos para a &gua pura (linhas pontilhadas).

Quando se compara os efeitos da adicdo de Fe** (figura 3.4a) e Cu®* (figura 3.6a)
em solucbes contendo o polissacarideo quitosanas, observa-se que, ap6s o ponto de
viragem, a amostra de cobre apresentou tempos de relaxa¢do mais curtos do que aqueles
observados para as soluc@es contendo somente o aquocomplexo, [Cu(H20)e]?* (linhas
pontilhadas). Portanto, as espécies Cu?* ainda afeta os tempos de relaxagdo da agua,
mesmo em valores de pH superiores a 7. Este resultado sugere que um complexo
[Chi-Cu]?* foi formado e que existe moléculas de 4gua diretamente coordenadas ao centro
paramagnético. Esta hipdtese estd em consonancia com (MODRZEJEWSKA, 2013;
PESTOV; BRATSKAYA, 2016), que demonstraram que as interac0es entre oS grupos

Chi-NHz e Cu?* ocorrem em dois arranjos - conhecidos como modelos pedante e ponte -
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contendo moléculas de agua diretamente ligadas ao cobre (figura 3.7), 0 que justifica os

baixos tempos de relaxamento obtidos experimentalmente e apresentados na figura 3.6a.

Figura 3.6 - Perfis relaxométricos obtidos a partir de T1 (%) e T2 (O) para 0s ions
paramagnéticos Cu?* na presenca do polissacarideo quitosana (a) Chi-Cu?* e o respectivo
sobrenadante (b). As linhas s6lidas e pontilhadas correspondem ao ajuste sigmoide para
0s dados experimentais obtidos.
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Para o sobrenadante (figura 3.6b), a maior diferenca ocorreu acima do ponto de
viragem, indicando que os tempos de relaxacdo alcangaram os valores relativos aos do
solvente puro, o que permite ser inferido que este complexo foi completamente removido
da solucdo em meio alcalino. Este resultado encontra-se em consonancia com as
observacOes experimentais, tendo em vista que se notou uma grande quantidade de
precipitado azul gelatinoso (que pode ser atribuido a remocdo do complexo da solugédo)
assim como uma concomitante presenca de um sobrenadante incolor. Resultados
semelhantes foram relatados por (COBRA et al., 2015). De acordo com estes autores,
estas espécies paramagnéticas precipitaram como hidroxidos em altos valores de pH,
alcancando tempos de relaxacdo proximos aos dos solventes puros. A partir desta
informagdo, pode-se inferir que, para um sistema contendo 0s mesmos ions, mas na
presenca de quitosanas, a alta alcalinidade do sistema favorece a remocao destas espécies

do seio da solugédo, aumentando os valores de Ty e Ta.
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Figura 3.7 - Possiveis estruturas quimicas assumidas para o complexo Chi-Cu?" em
solugéo, em consonancia com (MODRZEJEWSKA, 2013; PESTOV,; BRATSKAYA,
2016), assumindo a conformacdo ponte (esquerda) e pedante (direita). Nesta
representacdo foi demonstrada apenas a complexacdo do ponto de vista da unidade
monomeérica glicosamina, para efeitos de simplificacao.

Fonte: Autoria propria.

Os perfis relaxométricos obtidos para a espécie Chi-Mn?* (figura 3.8a) e o
respectivo sobrenadante (figura 3.9b) apresentaram baixos tempos de relaxagéo (0,06 s
para T1 e 0,02 s para T>) antes dos respectivos pontos de inflexo. Estes valores de T e
T, foram semelhantes aos observados em uma solucdo aquosa contendo apenas 0s ions
Mn?* (COBRA et al., 2015). Estes baixos valores sdo atribuidos a alta relaxividade dos
fons Mn?* quando comparados aos ions Cu®" e Fe** (COBRA et al., 2015). O perfil
relaxométrico na presenca de quitosanas apresentou um ponto de inflexdo em pH 8,90.
Este valor foi quase 0,4 unidades de pH inferior ao ponto de inflexdo correspondente ao
perfil relaxométrico obtido para uma solugéo contendo apenas os ions Mn?*. Acima do
ponto de inflexdo, os valores de T1 foram maiores que os valores para T2. Além do mais,
estes valores foram menores comparados aos valores obtidos para o sistema na auséncia
do polissacarideo (linha pontilhada). Os valores de T1 para o sobrenadante (figura 3.8b)
mostram um ponto de viragem inferior (pH = 7,6) ao obtido a partir de T> (pH = 9,0).
Outra diferenca entre os perfis relaxométricos obtidos para as espécies [Chi-Mn]** e o
respectivo sobrenadante refere-se ao pH ao qual T1 comega a aumentar. No sobrenadante,
esta grandeza comecou a aumentar em valores de pH inferiores a 6 (figura 3.8b), enquanto

que na presenca de quitosanas (figura 3.8a) isto ocorreu somente em pH = 7.
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Dados este resultado é possivel confirmar que as espécies Chi-Mn?* tiveram um
efeito menor sobre os tempos de relaxagédo para o solvente quando comparado com 0s
valores medidos numa solucdo aquosa dos mesmos ions. A maior parte das diferencas
observadas pode ser explicada pela coagulacdo da quitosana em pH superior a 6. Este
processo remove os ions Mn?* por floculagdo, o que justifica a similaridade entre os perfis
relaxométricos obtidos. Estes resultados indicam que o complexo [Chi-Mn]?* apresenta
uma baixa constante de estabilidade e que estas espécies sdo principalmente removidas
pela acdo do pH. Esta hipdtese estd em consonancia com os resultados relatados por
outros autores (WU et al., 2008; BHATIA; RAVI, 2000) e pode ser corroborada
experimentalmente através do surgimento de um precipitado gelatinoso e marrom escuro
em meio alcalino correspondente a floculacdo da espécie Mn(OH)2 em conjunto com o

polissacarideo em solucao.

Figura 3.8 - Perfis relaxométricos obtidos a partir de T1 (%) e T2 (O) para os ions
paramagnéticos na presenca do polissacarideo quitosana. a) Chi-Mn?* e o respectivo
sobrenadante (b). As linhas sdlidas e pontilhadas correspondem ao fitting sigmoide dos
dados experimentais obtidos.
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Fonte: KOCK, F.V.C.;, MONARETTO, T.; COLNAGO, L. International Journal of Biological
Macromolecules, v. 98, p. 228-232, 2017. Imagem reproduzida e traduzida com permissao da Elsevier,
copyright: 4190380856007.

Finalmente, os elevados tempos de relaxacéo (= 2,70 s) observados em todos 0s
casos para os sobrenadantes (figs. 3.4b, 3.6b e 3.8b) demonstraram experimentalmente a
alta eficiéncia da quitosana na remogéo destes ions da solucédo. Esta observacgdo concorda
com os dados previamente relatados na literatura, contudo empregando outras técnicas
analiticas (HERNANDEZ et al., 2008; MODRZEJEWSKA, 2013; WU et al., 2008;
BHATIA et al., 2000).
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4 Consideragoes finais

A partir dos resultados alcancados neste capitulo é possivel inferir que a
relaxometria através da aplicacdo de sequéncias rapidas de pulsos e de aquisi¢do
simultanea para os tempos de relaxagéo T1 e T2, como a CP-CWFPxx, constitui em um
atraente metodo analitico para o estudo da coagulacdo de polissacarideos, como por
exemplo, quitosanas, conforme abordado nesta pesquisa, em detrimento aos métodos
convencionais, mais laboriosos, como a titulagdo turbidimétrica e viscosimetria. Além do
mais, os resultados apontam que a relaxometria torna-se em uma eficiente abordagem
para o estudo de quelatos macromoleculares em solucéo, formados por biopolimeros,
permitindo inferir acerca da estabilidade destes complexos em meio aquoso. Por fim, é
possivel projetar que a RMN-BR possa ser aplicada em pesquisas envolvendo outros
polissacarideos, como por exemplo, quitina e xantanas, além de seus complexos com
outros ions paramagnéticos, demonstrando deste modo, a grande aplicabilidade desta
técnica para o estudo por exemplo da descontaminacdo de metais pesados em solugdes

aquosas por intermédio da aplicacdo de agentes complexantes.
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Capitulo 04

Analise relaxométrica e por RMN em alta
resolucao de compostos de coordenacao entre

sorbitol e ions cupricos

Capitulo baseado em:

KOCK, F. V. C.; HIGUEIRA-PADILLA, A. R.; SANTOS, M.S.; COLNAGO, L. A. D-sorbitol-Cu?*

macromolecular structure in solution characterized by magnetic resonance spectroscopies (Em preparo).
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1 Introducéo

O carboidrato sorbitol (Sorb), um estereoisémero do polidlcool hexitol (CeH140e),
pode ser encontrado naturalmente em frutas como por exemplo, macés e ameixas ou pode
ser sinteticamente obtido por intermédio da reducdo da glicose (DEJONG; HARTEL,
2016). Este poliélcool é extensivamente aplicado em diversos ramos de pesquisa, dentre
eles, eletroquimica (BARBOSA et al., 2005), medicina (GERLACH et al., 2010),
alimentos (COELHO; de JESUS, 2016) e cosmeéticos (MILLER; HENNING;
GRUNBEIN, 2001). Em muitos destes empregos, é explorada a sua capacidade para
formar complexos com diversos ions metalicos, como por exemplo, Cu?* e Fe3*. Estes
quelatos sdo majoritariamente empregados em solucdo, principalmente em banhos
eletroliticos na busca de eletrodepdsitos com menor granulometria e mais aderentes ao
eletrodo (BARBOSA et al., 2005; de ALMEIDA et al., 2015; FAN et al., 2013) e na
formacéo de polioxometalatos (KLUFERS; SCHUHMACHER, 1995).

A caracterizacdo do complexo de sorbitol com ions cupricos, em fase solida,
realizada por difracdo de raios-X (figura 4.1), revelou a presenca de uma estrutura
macromolecular similar as ciclodextrinas (KLUFERS; SCHUHMACHER, 1995). Por
outro lado, em meio aquoso, as informacGes sobre a estrutura deste complexo s&o
escassas, apesar da maioria de suas aplicacGes situarem-se neste ambiente. Imamura et al.
(1978) propuseram uma conformacdo baseada em dados coletados a partir da
espectrofotometria no UV-Vis e titulagdo potenciométrica. Estes autores propuseram trés
conformacdes distintas em fungdo da alcalinidade. Na faixa de pH compreendida entre 7
e 9,5 foi proposta a presenca de algumas moléculas de sorbitol incorporadas ao
precipitado gelatinoso formado pelo hidréxido de cobre. Aumentando a basicidade da
solucdo, na faixa de pH compreendida entre 9,5 e 13, estes autores propuseram um
aumento consideravel do nimero de moléculas de sorbitol complexadas ao precipitado,
tornando-o mais soltvel. Finalmente, em meios fortemente alcalinos, acima de pH 13, foi
proposto que o sorbitol exerce uma forte interagdo com 0s ions cupricos, tornando o

complexo final completamente soltvel.
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Figura 4.1 - Estrutura do complexo [Cu-sorb]** proposta por (KLUFERS;
SCHUHMACHER, 1995) a partir de difratometria de raios-X. (a) Visdo lateral do
complexo, onde os a&tomos de cobre, oxigénio e carbono estdo representados em azul,
vermelho e amarelo, respectivamente. (b) Visdo superior do complexo, onde as esferas
hachuradas, brancas e pretas correspondem aos atomos de cobre, carbono e oxigénio,
respectivamente.

Fonte: KLUFERS, P.; SCHUHMACHER, J. A hexadecanuclear polyolatometalate of copper(ll) ions and
multideprotonated D-sorbitol. Angewandte Chemie International, v. 34, p. 2119-2121, 1995.

Portanto, o objetivo deste capitulo foi estudar o complexo [Sorb-Cu]?*, em
solugéo, usando relaxometria de RMN em baixa resolucéo, relaxometria de RMN em alta
resolucdo, técnicas de RMN bidimensional (HMQC e DOSY) em alta resolucéo,
espectrofotometria no UV-Vis e ressonancia paramagnética eletrénica (EPR, do inglés,
Electronic Paramagnetic Resonance). Com esses estudos foi possivel propor uma
conformacdo para o complexo [Sorb-Cu]?*, em solucéo, similar a que se obteve por
cristalografia de raios X de monocristal.

2 Materiais e métodos
2.1 Materiais

Para estes estudos foram empregados os reagentes CuSO4.5H.0 e sorbitol
adquiridos da SIGMA-ALDRICH. O complexo [Sorb-Cu]?" em solucéo foi preparado
empregando diferentes solugdes contendo distintas razOes metal: ligante 3:1, 2:1, 1:1 e
1:2. Para atingir este objetivo, a concentracdo para o ion metélico foi mantida constante
(8,0 x10° mol.L'Y) e por sua vez a concentracio do ligante foi alterada para o valor
desejado. Estas solugbes foram preparadas solubilizando quantidades previamente
calculadas dos respectivos reagentes (metal e ligante) em um volume adequado de agua
Milli-Q.
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2.2 Métodos
2.2.1 Medidas de pH

Os valores de pH para cada amostra foram medidos empregando um pHmetro
modelo PG1800 (GEHAKA), devidamente calibrado antes de cada experimento, usando
para esta finalidade solucdes pH 4 (biftalato de potassio), 7 (fosfato de potéassio/fosfato
de sodio) e 10 (bicarbonato de potassio/carbonato de sddio). Para estes ensaios, um
volume de 3,00 mL da solugdo mae contendo o complexo [Sorb-Cu]?*, foi transferido
para um tubo Falcon. Posteriormente, o pH foi ajustado para o valor desejado com
solugdes de NaOH e HCI 1,0 mol.L?, e o volume foi completado para 5,00 mL com &gua
Milli-Q. Deste modo a razéo entre as concentragdes do metal e do ligante permaneceu
constante para todos os valores de pH estudados. Finalmente, apds o ajuste do volume, o
pH foi novamente checado e o sistema foi finalmente reservado para as andlises

relaxométricas.
2.2.2 Experimentos espectrofotométricos

As anélises por UV-Vis foram realizadas usando um espectrofotdmetro Perkin-
Elmer, modelo LAMBDA 25. As medidas foram realizadas empregando cubetas de
plastico com 1 cm de caminho 6ptico. Os espectros foram obtidos entre 1000 a 500 nm,

e para esta finalidade foi empregada uma velocidade de varredura de 480 nm/min.
2.2.3 Ensaios relaxométricos

Os experimentos de RMN em baixa resolucdo foram realizados empregando um
espectrometro de 0,47 T (19,90 MHz para o H), modelo minispec mg20, BRUKER a
25,0 £ 0,1 °C. Os valores para os tempos de relaxagé@o longitudinal (T1) e transversal (T>2)
foram simultaneamente obtidos por intermédio da aplicacdo da sequéncia de pulsos CP-
CWFPx.x usando pulsos /2 com duragdo de 2,34 us, tempo de reciclagem de 9,0 s, 4
scans e 28000 ecos. Para o processamento do sinal e obtencdo dos valores de Ty e T»
foram empregados ajustes monoexponenciais para as curvas obtidas, usando para esta

finalidade o software Origin®, versio 9.0.
2.2.4 Experimento de RMN em alta resolucéo

Os espectros de RMN de *H foram adquiridos em um espectrometro BRUKER
Avance de 14,1 T (600,00 MHz para o *H), empregando uma sonda de deteccdo direta
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(BBO) de 5 mm em temperatura fixa a 298,1 K e 500 pL da solugcéo no pH desejado. Um
capilar externo contendo 100 puL de uma solucdo constituida por TMSP e D2O foi
empregado como referéncia da escala de deslocamento quimico e para lock da frequéncia
do deutério. A aquisicio dos espectros de 'H foi realizada empregando a sequéncia de
pulsos da BRUKER, denominada “noesygppr”’, 32 promedia¢fes, com um tempo de
aquisicdo de 2,73 s, janela espectral de 12,019 ppm e reciclagem de 10 s. Finalmente, 0s
espectros foram processados empregando o software TopSpin®, versdo 3.7 adquirido da
BRUKER.

Para os experimentos DOSY (do inglés, Diffusion-ordered Spectroscopy e
HMQC (do inglés, Heteronuclear Multiple-Quantum Correlation) empregou-se uma
amostra contendo uma propor¢ao molar de 1:1 de sorbitol e ions Cu?* solubilizados em
D.0O. Esses experimentos foram realizados em um equipamento BRUKER, modelo
AVANCE III, de 9,4 T (400,13 MHz para o *H) empregando uma sonda de deteccédo
inversa (BBI), equipada com uma bobina de gradiente-z, produzindo um gradiente

nominal maximo de 50,0 G.cm™.

O experimento de difusdo foi adquirido a 298,1 K empregando a sequéncia de
pulsos da prépria BRUKER, denominada “ledbpgppr2”, com os seguintes parametros:
dezesseis amplitudes de gradiente nominais variando-as quadraticamente de 2,5a47,5G
cm; tempo de difusdo (d20) = 20 ms; tempo para recuperacio do gradiente (d16) = 0,2
ms e largura do gradiente de difusdo (p30) = 2,0 ms. Os valores dos coeficientes de
difusdo e o mapa de correlacdo foram obtidos no software da BRUKER Dynamics

Center®,

Por sua vez, para a realizacdo do experimento HMQC, a sequéncia empregada foi
a “hmqcphpr”, também da propria BRUKER. Os parametros utilizados foram: 160
promedia¢des com 16384 pontos no canal F2 (*H) e 256, no canal F1 (*3C); uma janela
espectral de 33,9077 ppm, na dimenséo F2, e 500 ppm na dimensdo F1; uma constante
de acoplamento média de 145 Hz (CNST2) e um tempo de reciclagem (d1) de 1,0 s. O
mapa de correlacdes foi obtido usando o software TopSpin®, da BRUKER, empregando
a fungdo de apodizacao “QSINE” e um Ib (line broadening) de 1,0 Hz, em F2, e 0,3 em
F1.

Finalmente para os experimentos relaxométricos foram empregadas as sequencias

de pulsos “tlir” e “cpmg” da propria BRUKER, para a aquisicao dos valores de Ty e To,
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respectivamente. Para estes experimentos foram utilizados 128 scans, com 524288 pontos
no canal F2 (*H) e 32 no canal F1 (IR ou CPMG); uma janela espectral de 407,4743 ppm,
na dimenséo F2, e 9,9967 ppm na dimensdo F1 e um tempo de reciclagem (d1) de 3,0 s.
Ambos os valores para os tempos de relaxacdo foram obtidos no software da BRUKER

Dynamics Center®,
2.2.5 Analise por espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrénica (EPR)

Os experimentos de EPR foram realizados empregando um espectrometro
BRUKER, modelo EMX-300. As amostras foram analisadas em tubos capilares (0,5 mm
de diametro interno) a temperatura ambiente e sob condicdes de nitrogénio liquido. Neste
ultimo caso foi usado um dispositivo dedicado para a realizacao destes experimentos. As
configuracdes instrumentais foram: frequéncia de microondas 9,50 GHz; frequéncia de
modulacdo de 100 kHz, campo central em 3472 G, amplitude de modulagédo 2,024 G,
poténcia de microondas 20 mW e 64 scans. Para o processamento do sinal foi empregado

o software Origin®, verséo 9.0.
3 Resultados e discussao

Inicialmente, estudou-se a variacdo dos tempos de relaxacdo por RMN-BR com o
intuito de se conhecer a influéncia da variacdo da razdo molar metal:ligante sobre os
valores de T1 e T associados as moléculas do solvente. As figuras 4.2 (a-d) apresentam
o perfil relaxométrico em funcdo do pH para T, (H) e T» (M) obtidos simultaneamente
por intermédio da aplicacdo da sequéncia de pulsos CP-CWFPy.x, para 0s sistemas nas

proporgdes 3:1, 2:1, 1:1 e 1:2, respectivamente.

A partir destas figuras foi possivel observar que para todas as proporcdes
estudadas ambos os tempos de relaxagdo assumem valores bem préximos de 0,07 s na
faixa de pH entre 1 e 5. Apds esta regido, os valores aumentaram em media para 2,0 s
(T1) e 1,5 s (T2) na faixa de pH entre 6 e 7, regido na qual foi observado um primeiro
ponto de viragem. Acima destes valores de pH, foi observado que os valores de Ti
permaneceram praticamente constantes (=~ 2,50 s) até pH 13. Por outro lado, 0s valores
de T permaneceram constantes até aproximadamente pH 10,3 (= 1,50 s). Ap6s este pH
os valores de T2 aumentaram até atingir um valor maximo préximo a pH 12 (= 2,20 s).
Posteriormente, os valores de T» diminuiram até atingirem, em média, o valor de

~1,50 s em pH 13. Interessantemente, uma exce¢do foi notada no perfil relaxométrico
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obtido para o complexo formado na proporcédo 3:1 (a). Neste caso, ndo foi observado um
valor maximo para T2 proximo ao pH 12. O que se observou nesta solugéo foi a formacéo

de um precipitado nesta faixa de pH.

Figura 4.2 —Valoresde T, (M) e T, (M) em funcéo do pH, determinados simultaneamente
com a sequéncia de pulsos CP-CWFPx.x. (a) Valores de Ty e T2 para as solugdes aquosas
contendo ions cupricos e sorbitol na propor¢do de 3:1 (a), 2:1 (b), 1:1 (c) e 1:2 (d),
respectivamente.
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Os baixos valores de T1 e T2 observados na faixa de pH < 5 estdo associados a
presenca majoritaria de ions clpricos em solucdo e ao efeito paramagnético destes ions
na relaxacao dos hidrogénios da dgua. Estes resultados sdo consistentes com a observagao
de uma solucdo azulada nesta faixa de pH, similar a de uma solucédo de sulfato de cobre
puro. Para confirmar esta hipGtese, realizou-se uma analise espectrofotométrica da
solucéo nesta faixa pH e foi observado um comprimento de onda maximo em 800 nm,
associada a espécie [Cu(H20)s]** (BARBOSA et al., 2005). Além do mais, com 0
aumento do pH foi observado a presenga de um precipitado gelatinoso de coloragdo azul,

especialmente préximo ao pH 5, que pode ser associada a presenca de Cu(OH)z insolavel.

Na faixa de pH compreendida entre 6 e 7, foi observado um aumento em ambos

os tempos de relaxagdo, o que permite inferir que houve uma alteracdo dos ligantes
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diretamente coordenados aos ions cupricos. Acrescentado a este fato, foi observado uma
alteragdo nos comprimentos de onda de 800 nm para 600 nm. Esta alteracdo esta
associada a interacdo do ligante sorbitol aos ions cupricos e, portanto, uma nova espécie

complexa em solucdo comeca a ser formada (BARBOSA et al., 2005).

Deste modo, torna-se possivel 0 monitoramento da formacéo desta nova espécie
complexa por relaxometria, uma vez que o aquocomplexo [Cu(H20)s]?* deixa
gradualmente de existir em solucéo, pois as moléculas de &gua sdo progressivamente
substituidas pelas moléculas de sorbitol. Essa complexacao reduz o efeito paramagnético
do Cu?* sobre a relaxagdo dos hidrogénios da agua e os tempos de relaxacio aumentam
de aproximadamente 0,3 s para 2,5 s (T1) e de 0,3 s para 1,5 s (T2), como também

observado no capitulo 02 quando se estudou complexos de Cu?* e EDTA.

Ao se aumentar a alcalinidade do sistema foi observado que a coloracdo da solugéo
gradualmente muda de azul claro para uma tonalidade mais escura. Esta alteragcéo foi
monitorada por espectrofotometria, na qual foi notado um deslocamento no comprimento
de onda de 600 nm para 650 nm. A partir do pH 11 notou-se que a solucdo passou a ter
uma coloracdo azul muito intensa, além da completa auséncia de precipitado. Nas
medic¢des de relaxometria foi observado que os valores de T2 se aproximaram aos valores

de Ty, nesta faixa de pH.

Estes resultados sugerem que apesar da espécie [Cu-Sorb]?* encontrar-se formada
em solucdo, ela altera sua estrutura ao longo da faixa de pH, conforme pode ser sugerido
a partir das observactes espectrofotométricas e relaxométricas. Além do mais, préximo
ao pH 11 pode-se concluir que esta nova conformacédo do complexo ndo exerce mais uma
influéncia paramagnética significativa sobre os prétons do solvente. Esta observagdo
sugere que apesar de ser encontrar em solugdo, o complexo de sorbitol “blinda” os ions
clpricos em relacdo ao acesso das moléculas de &gua. Uma excecdo a esta observacgédo
ocorreu para o sistema descrito na figura 4.2(a), na qual néo foi observado o surgimento
de um pico maximo de relaxacdo T2, nem tampouco a aproximacédo dos valores de Ty e
T,. Portanto nesta situacéo, a alta razdo molar entre o metal e o ligante permite que exista
uma alta concentracdo de fons Cu?* livres em solugéo, tornando o efeito paramagnético

causado por estas espécies, o fator de maior proeminéncia dentro do sistema.

Por fim, para pH > 12 foi observado a progressiva reducgéo para os valores de To.

Estas observacGes podem ser associadas a hidrolise alcalina do complexo. Deste modo,
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nestes valores de pH o complexo em solucdo pode estar sendo hidrolisado, deixando o
ion paramagnético mais acessivel as moléculas do solvente. Com isso a agua passa a ter

novamente acesso aos ions cupricos, diminuindo os valores de To.

Para confirmar a reacdo de complexacdo em meio aquoso também foram
realizados estudos com a espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrénica (EPR).
Nas figuras 4.3 (a-b) estdo os resultados obtidos por EPR para os sistemas estudados. Na
figura 4.3 (a) estéo os espectros de EPR da solugéo de sulfato de cobre sem o ligante, em
pH 4, obtido a 298K (linha preta) e 77K (linha vermelha) e o espectro de EPR do mesmo
sal, em pH 12 (linha azul) obtido a 298K. Na figura 4.3 (b) estdo os espectros de EPR
(77 K) do complexo em pH 4 (linha preta) e em pH 12 (linha vermelha).

Figura 4.3 - Espectros de EPR obtidos para o sistema contendo ions clpricos. Em (a)
estdo os espectros de EPR para o sulfato de cobre (298 K) em solucdo e em pH 4 (linha
preta) e a 77K (linha vermelha) no mesmo pH. Em azul esta o espectro de EPR do
precipitado de CuSO4 em pH 12 a 298 K. Em (b) estdo os espectros EPR para 0s ions na
presenca de sorbitol, a 77 K, em pH 4 (linha preta) e pH 12 (linha vermelha).

(a) (b)

CUSOA, pH 4, 298K
—— CuSO,, pH 4, 77K —— [Cu-Sorb]*, pH 4, 77K
—— CuSO, precipitado, pH 12 —— [Cu-Sorb]”, pH 12, 77K

2000 2400 2800 3200 3600 4000 2000 2400 2800 3200 3600 4000
Campo magnético (G) Campo magnético (G)

Na figura 4.3 (a) € possivel notar que a solubilizagdo do sulfato de cobre a pH 4
(298 K) forneceu uma Unica e larga linha no espectro de EPR (linha preta), centralizada
em 3200 G, e que pode estar associada a presenca do aquocomplexo, [Cu(H20)s]**,
conforme descrito por (RABOVSKY et al., 2010). A presen¢a do aquocomplexo foi
confirmada a 77 K, onde pode-se observar o surgimento de uma linha mais bem definida
com dois sinais (linha vermelha). Esses espectros sdo bem diferentes do espectro do
precipitado de hidroxido de cobre (linha azul). Neste caso, foi notado o surgimento de
uma linha de alta intensidade, centralizada em 3400 G e com sinais de menor intensidade
em 2705,6 G, 2844, 2 G, 2890, 4 G e 3245, 4 G. Este deslocamento indica que estes ions
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estdo presentes em um arranjo diferente do anterior. Isto € justificavel tendo em vista que
nesta situacdo (pH =~ 12), ndo temos mais a presenca do aquocomplexo em solug@ao, mas

sim da espécie solida Cu(OH).

Os espectros de EPR (figura 4.3b) de sulfato de cobre na presenca do sorbitol em
pH =~ 4 (linha preta) é muito similar ao espectro obtido para o aquocomplexo [Cu(H20)6]?*
(figura 4.3a), indicando que o complexo [Cu-Sorb]** n&o se forma em meio &cido. Por
outro lado, em pH ~ 12 e a 77 K ndo foi observado nenhum sinal para o complexo
[Cu-Sorb]?*, apenas a presenca de um sinal muito fraco (linha vermelha, figura 4.3 (b)),
correspondente a cavidade. A auséncia dos sinais de Cu?* pode ser explicada por um
arranjo estrutural que possibilita uma alta interago dipolar Cu?*-Cu?*. Com esta interago
dipolar forte ocorre um alargamento muito grande do sinal que dificulta a sua detecgéo
(PANICH et al., 2016). Este resultado indica que em solucio, o complexo [Cu-Sorb]?
pode também assumir uma estrutura polimérica, com multiplos ions Cu?* a uma distancia
aproximada de 12 A, conforme observado em fase sélida, com a difragdo de raios-X
(KLUFERS; SCHUHMACHER, 1994; KLUFERS; SCHUHMACHER, 1995).

Assim, fez-se também estudos com RMN em alta resolucdo dessas solucdes, em
funcdo do pH, para se obter maiores informacdes da estrutura do complexo. Os espectros
foram obtidos em uma solugéo 90% H>0 e 10% D»O. Na figura 4.4(a) estéo os espectros
de RMN de *H para as solucdes contendo apenas o sorbitol (linha preta) e para o complexo
[Cu-Sorb]?* nos pH 1 (vermelho), 4 (azul), 7 (rosa), 10 (verde) e 12 (azul marinho). Na
figura 4.4(b) estd a estrutura do sorbitol com destaques em azul para os nucleos de
hidrogénio da hidroxila e em verde para os demais nucleos de hidrogénio. Na figura 4.4(c)
estdo os espectros para o complexo [Cu-Sorb]?* com uma expansdo na regido negativa de
deslocamento quimico, entre -3 a -5,5 ppm. Finalmente, na figura 4.4(d) esta o espectro

para o complexo [Cu-Sorb]?* em pH 12 expandido na regi&o entre 80 e 200 ppm.

Na figura 4.4(a) estdo os espectros de *H-RMN para os hidrogénios ligados aos
carbonos discriminados (em verde) 2, 3, 5, 7, 9, e 11 presentes na estrutura do ligante
sorbitol, representado na figura 4.4 (b)). O primeiro multipleto (1) entre 3,84 — 3,86 ppm
corresponde a interacdo de dois nucleos de hidrogénio, simbolizados pelos nimeros 9 e
3 (figura 4.4 (b)). O segundo multipleto (2) entre 3,82 — 3,83 ppm corresponde a um
dubleto (J = 2,93 Hz) associado ao hidrogénio designado pelo numero em verde 2. O
terceiro multipleto (3) entre 3,74 — 3,80 ppm esta associado aos hidrogénios designados
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pelo nimero 5. Por sua vez, o multipleto (4) localizado entre 3,71 — 3,74 ppm corresponde
a um dubleto associado hidrogénios assinalados em verde pelo nimero 11. O ultimo
multipleto (5) entre 3,60 — 3,68 ppm est4 associado a interacdo entre os hidrogénios
assinalados pelos numeros em verde 7, 11 e 2. Finalmente, 0s sinais correspondentes aos
hidrogénios associados as hidroxilas ndo aparecem na expansao realizada na figura 4.4
(a), pois sdo facilmente trocaveis pelos protons da agua. Estas atribuicdes para o espectro
do sorbitol foi realizada suportada no banco de dados do site HMDB (do inglés, Human

Metabolome Database).

Figura 4.4 - (a) Espectros de *H-RMN obtidos a 600 MHz e a 25 °C para o sorbitol (linha
preta) solubilizado em uma solugdo 90% H-0 e 10% DO e na presenca de fons Cu?*, em
funcdo do pH 1 (vermelho), pH 4 (azul), pH 7 (rosa), pH 10 (verde) e pH 12 (azul
marinho). Para a aquisi¢cdo destes espectros foram empregando um capilar contendo uma
solucdo de TMSP como referéncia. (b) Estrutura do sorbitol. (c) Expanséo do espectro na
regido entre -2.0 e -5.0 ppm e em (d) Espectro de *H-RMN entre 80 e 200 ppm, do
complexo [Cu-Sorb]?* na proporc¢do 1:1 em pH 12.
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Além do mais, na figura 4.4(a) é possivel observar que 0s espectros de sorbitol na
presenca de ions cupricos e em todos os valores de pH s&o bem mais largos do que no
sorbitol puro (linha preta). Nesta mesma figura pode-se observar que no espectro da
amostra em pH 12 ocorre um maior alargamento dos sinais. Na amostra em pH 12
também sdo observados trés sinais em -2,37 ppm, -3,61 ppm e -4,96 ppm (figura 4.4(c))
e Varios sinais acima de 80 ppm (88,20 ppm, 89,07 ppm, 114,28 ppm, 124,76 ppm, 133,38
ppm, 157,91 ppm, 163,77 ppm e 188,24 ppm), conforme observado na figura 4.4(d) e que
ndo estdo presentes nas outras faixas de pH. Os valores de deslocamentos quimicos em
valores negativos e acima de 80 ppm sdo devido ao deslocamento paramagnético,
conforme similarmente observado para outros complexos contendo ions cupricos
(SATCHER JUNIOR; BALCH, 1995).

O alargamento dos sinais observado para a amostra de [Cu-Sorb]?* em todos os
valores de pHs estd associado a relaxacdo paramagnética causada pela interacdo dos
nicleos de hidrogénio com os ions Cu?*. Para demostrar esta hipotese fez-se a
determinacdo de T1 e T2 da amostra em pH 12 onde se obteve T1 = 18,80 ms e T> = 9,63
ms para o sinal em -2,37 ppm; T1=13,60 ms e T2 =6,49 ms para o sinal em -3,61 ppm
e T.=2500 mse T, = 11,70 ms para o sinal em -4,96 ppm. Estes valores séo
sensivelmente menores em relacdo aos valores médios encontrados para o ligante na
auséncia de ions paramagnéticos (T1 = 161,00 ms e T> = 116,00 ms). Para os célculos
relativos ao ligante foram levados em consideracdo os sinais entre 3,61 ppm e 3,96 ppm.
Demostrando desta forma, o forte campo magnético local oriundo do elétron
desemparelhado pertencente aos ions cupricos sobre a relaxagdo dos nucleos de
hidrogénio.

Também se realizou experimentos em solucdo 100% D,O para ver se alguns dos
hidrogénios fora da regido “normal” de deslocamento quimico, de 0 a 10 ppm,
correspondiam a hidrogénios trocaveis ou ndo. Os trés sinais negativos ndo tiveram
diferencas nos valores de area absoluta com a solubilizagcdo em D20 puro, indicando que
esses hidrogénios estéo ligados aos carbonos. De igual modo, os sinais de *H acima de 80
ppm (figura 4.4(d)), também foram observados na presenca de D20, indicando que esses
sinais podem ser atribuidos aos nucleos de hidrogénios ndo trocaveis pertencentes a

estrutura do complexo, e possivelmente vizinhos aos ions cupricos.

Para confirmar que os sinais em valores negativos eram dos hidrogénios ligados
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ao carbono, fez-se experimentos bidimensionais de correlagdo *H-'3C. Na figura 4.5 esta
um espectro HMQC (do inglés, Heteronuclear Multiple Quantum Coherence) para a
amostraem pH 12. A escolha do experimento de HMQC em relagéo ao HSQC (do inglés,
Heteronuclear Single Quantum Coherence) baseou-se no fato da sequéncia HMQC ter
um menor tempo de excitacdo/evolucdo, permitindo que sinais com curto valores de T»
possam ser detectados.

Como pode-se ver na figura 4.5 hd uma correlacdo entre o sinal em - 4,94 ppm
com o carbono em -110 ppm, marcado com um circulo vermelho. Também é possivel ser
notado, que 0s outros sinais na regido negativa do espectro de 'H ndo possuiram
correlagdo com nenhum ndcleo de carbono. A falta dessas correlagdes pode estar
associada a alguns fatores, tais como: a perda de sinal devido a relaxacdo transversal; a
ndo excitacdo dos nucleos de 3C aos quais 0s mesmos estdo ligados, uma vez que a
largura e poténcia do pulso utilizados podem ndo ter sido suficientes para excitar uma
janela espectral tdo grande, de 500 ppm, quando tradicionalmente utiliza-se 200 ppm; ou
a possibilidade desses nucleos de 3C possuirem deslocamentos quimicos fora da janela

espectral empregada.

Figura 4.5 - Espectro HMQC para o complexo [Cu-Sorb]?* em pH 12 e a 298K,
demonstrando experimentalmente a correlacio obtida para o *H em -4,94 ppm com o
niicleo de 3C em -110 ppm (circulo vermelho).
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Também foram realizados experimentos de medicéo da difusdo molecular para o
complexo [Cu-Sorb]?>" em pH 12 usando-se a sequéncia DOSY (do inglés, Diffusion
Ordered Spectroscopy) (figura 4.6), com o intuito de ser confirmar a natureza
macromolecular deste quelato. Nesta figura € possivel observar que as linhas na regido
negativa do espectro apresentam coeficientes de difusdo da ordem de 1,5 x10%° m?.s?,
menor do que o coeficiente de difusdo do sorbitol (D = 4,6 x10"2° m?.s™, medido a partir
do sinal em 3,98 ppm. No DOSY também é possivel identificar outro sinal em 4,12 ppm
com o mesmo coeficiente de difusdo do complexo. O valor de D dos sinais em valores
negativos de deslocamento quimico sdo da ordem do D atribuido a macromoléculas
(DERRRIC; McCORD; LARIVE, 2002). Estes resultados indicam que pode também
existir em solugdo uma estrutura um pouco menor que o complexo macromolecular,
talvez uma estrutura intermediaria. O sinal em O ppm corresponde ao TMSP, usado como
referéncia nos experimentos. Deste modo, é possivel inferir que o complexo [Cu-sorb]?*
formado em pH 12 apresenta um arranjo macromolecular, possivelmente dendrimerico
préximo ao discutido por Imamura et al. (1975) e confirmado até o momento apenas no
estado sélido (KLUFERS; SCHUHMACHER, 1995).

Figura 4.6- Espectro DOSY para o complexo [Cu-Sorb]?* em pH 12 e a 298K.
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Finalmente, é possivel sugerir, a partir dos dados experimentais, combinando
RMN-AR e relaxometria, arranjos conformacionais em funcdo da faixa de pH para o
complexo formado entre sorbitol e ions clpricos (figura 4.7). Deste modo, propde-se que
um complexo [Cu-Sorb]?* seja preliminarmente formado em pH préximo a neutralidade.
Neste ponto, ocorreria a existéncia de moléculas de sorbitol incorporadas ao precipitado
gelatinoso formado por hidroxido de cobre, aumentando parcialmente a solubilidade
deste precipitado em solugdo. Aumentando a alcalinidade do sistema (na faixa de pH
compreendida entre 7 e 10), propGe-se a existéncia de uma quantidade maior de moléculas
de sorbitol em interacdo com o precipitado de hidroxido de cobre, perfazendo uma
estrutura polimérica. Esta interacdo proporcionaria o surgimento de um sistema mais
solivel em comparacdo ao anteriormente descrito, contudo ainda existe em solu¢do um
pouco de precipitado gelatinoso de coloracdo azul escuro. Finalmente, proximo ao pH 12
existe a completa solubilizacdo do precipitado, e a formacdo de um complexo
macromolecular de [Cu-Sorb]?* em soluc&o, que pode ser similar & estrutura proposta na
literatura e confirmada por raios-X em estado sélido (monocristal).

Figura 4.7 - Estrutura proposta por intermédio da combinacéo dos resultados obtidos por
relaxometria e RMN-AR para o complexo [Cu-Sorb]?* em pH 12.
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Fonte: Autoria prépria.
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4 Consideracoes finais

Dado os resultados alcangados com RMN e EPR pode-se concluir que em pH 12
ha a completa formagdo do complexo macromolecular formado entre o ligante sorbitol e
ions cupricos. Deste modo, demonstrou-se o potencial da espectroscopia de RMN/EPR
para o estudo de complexos envolvendo carboidratos e ions paramagnéticos, tornando
possivel a aplicacdo desta abordagem ao estudo complexométrico envolvendo outros

polissacarideos com ions clpricos ou mesmo outras espécies paramagnéticas.
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Desenvolvimento de sondas paramagneticas
para tomografia por RMN: Uma abordagem

relaxomeétrica in vitro
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1 Introducéo

O estudo da interacdo entre ligantes organicos e ions paramagnéticos € de
fundamental importancia para o desenvolvimento de novos agentes de contrastes para
tomografia por ressonancia magnética nuclear (MRI, do inglés Magnetic Resonance
Imaging). Estes agentes de contrastes sdo frequentemente complexos contendo ions
paramagneticos que possuem elevados valores de relaxividade longitudinal
paramagnética (rip). Varios fons paramagnéticos como Mn?*, Mn®*", Fe**, Fe3* e Cr?
podem ser utilizados como possiveis agentes de contrastes para MRI, contudo o ion Gd®*
é mais comumente empregado devido aos seus sete elétrons desemparelhados e
consequente elevado momento magnético eletronico (BONNET et al., 2010). No entanto,
a administracdo destes ions livres (na forma de seu respectivo aquocomplexo) é
prejudicial para a saude humana, devido a sua répida hidrélise a pH fisioldgico, levando
auma deposicdo no figado e nos 0ssos, além de provocar a substituicao de ions enddgenos
importantes ao organismo, como Ca?* e Zn** (CARAVAN et al., 1999). Portanto, a sua
complexacdo com ligantes, fornecendo complexos altamente estaveis torna-se um passo

fundamental na busca de novos agentes de contraste.

Atualmente, os agentes de contrastes comerciais mais utilizados possuem apenas
uma molécula de &gua coordenada ao ion paramagnético, dentre estes, é possivel destacar
o DOTAREM®, nome comercial para o complexo Gd-DOTA (DOTA, corresponde a
abreviacdo para o acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacetico),
Prohance®, nome comercial para o complexo Gd-(HP-DO3A) (HP-DO3A, corresponde
a abreviacdo para o acido 10-(2-hidroxipropil)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-
triacético) e 0 MAGNEVIST®, nome comercial para o complexo Gd-DTPA (DTPA,

corresponde a abreviacdo para o acido dietilenotriaminopentacético) (AIME et al., 1998).

Apesar de ser bem conhecido que o aumento no nimero de moléculas de dgua
coordenadas ao centro paramagnético possa diminuir a estabilidade do quelato,
complexos com ligantes hepta- e hexa-dentado tém mostrado alta estabilidade com duas
ou trés moléculas de &guas diretamente coordenadas ao ion paramagnético,
respectivamente (DATTA et al., 2009; AIME et al., 2004). Neste contexto, o ligante
AAZTA (a&cido 6-amino-6-metilperhidro-1,4-diazepina-tetraacético), representado na
figura 5.1, bem como seus derivados tém sido extensivamente pesquisados. Por exemplo,

os complexos de AAZTA foram utilizados para formar macroagregados por intermédio
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de interagbes com lipideos, possibilitando a obtengdo de elevados valores de rip
(GIANOLIO et al., 2007). Outros exemplos consistem na funcionalizacdo destes
complexos com substratos hidrofébicos adequados para induzir uma interagdo com
albumina humana, HSA (do inglés, Human Serum Albumin) (GIANOLIO et al., 2014) e
modificacdo do centro de coordenacdo, através da insercdo de &cidos fosfinico
(ERMELINDO et al., 2013) e fosfonico (GUANCI et al., 2015) para obtengdo de
derivados mais interessantes para aplicagdes em MRI. Por fim, varios derivados foram
concebidos com o intuito de se incorporar grupos funcionais capazes de serem facilmente
conjugados com peptideos, conforme descrito por (MAMEDOV et al., 2012; MINAZZI
etal., 2014).

Portanto, as pesquisas neste segmento estdo direcionadas para o desenvolvimento
de potenciais agentes de contraste paramagnéticos que possam ser empregados no
diagnostico preciso, rapido e evidentemente o mais precoce possivel, para varias doencas
como por exemplo, cancer, por MRI. Assim, a busca de novos agentes de contrastes mais

especificos é de grande relevancia para diagndsticos clinicos e estudos biomédicos.

Deste modo, o objetivo deste capitulo foi o estudo termodindmico e relaxométrico
de novos derivados do complexo [Gd-AAZTA]" funcionalizados lateralmente com &cidos
carboxilicos de cadeia curta (Cz e Cas), que posteriormente possibilitara bioconjugagdes
com peptideos, reduzindo a mobilidade interna do nicleo paramagnético, e
consequentemente do quelato, permitindo a obtencdo de sistemas de alta relaxividade

para aplicagdes em tomografia por ressonéncia magnetica (MRI).

Figura 5.1 - Estruturas quimicas para os ligantes desenvolvidos e aplicados neste
capitulo.

HOOC COOH HOOC COOH HOOC COOH
N N N
HOOC N, “COOH HoOC N~ “COOH N~ “COOH
4 N 2 N N
HOOC—J Q HOOC Q HOOC Q
AAZTA-C4 AAZTA-C2 AAZTA

Fonte: Autoria prépria.
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2 Materiais e métodos

2.1 Sintese dos ligantes

A sintese dos ligantes AAZTA, AAZTAC,COOH e AAZTAC4;COOH
empregados neste capitulo, encontra-se bem descrita por (AIME et al., 2004; MANZONI
etal., 2012). O passo-chave para todas estas sinteses consiste na formacéo do anel de sete
membros (figura 5.2), através de um protocolo regido pela reacdo de nitro-Mannich.
Deste modo, para a sintese do AAZTA, por exemplo, aquece-se uma mistura de
nitroetano, formaldeido e N,N'-dibenziletilenodiamina-diacetato em acetato de etila. Este
sistema conduz a formacéo do composto 1. A reducdo do grupo nitro e a concomitante
reacdo de desbenzilacdo, foi realizada através da hidrogenacgdo catalitica do composto
previamente obtido, conduzindo ao composto 2, uma triamina fortemente basica. Uma
exaustiva alquilacdo dos atomos de nitrogénio com bromoacetato de terc-butila na
presenca de carbonato de potassio e acido trifluoracetico, foi empregada para remover 0s
ésteres terciarios, e fornecer o ligante AAZTA, conforme observado na figura 5.2. A
sintese dos ligantes foi realizada em colabora¢édo com o laboratoério de sintese orgénica
sediado no MBC (do inglés, Molecular Biotechnology Center) em Turim, Italia.

Figura 5.2 - Esquema para a sintese do ligante AAZTA.

NO, Ph
i N
PPN M s 0N+ 20H,0 L N] 1
H  H .2AcOH \
Ph
lll
COOH
HOOC/\N) COOH i, iv NH, NH
! D N
N 2
N N
L {
4 COOH NH

Fonte: AIME, S. etal. [Gd-AAZTA]: A New Structural Entry for an Improved Generation of MRI Contrast
Agents. Inorganic Chemistry, 43, 7588-7590, 2004.

2.2 Preparo dos complexos de Gd3*

Uma solugdo de GdClz (1,16 mM) em &gua deionizada foi preparada a partir da
solucéo estoque de GdCls (51,8 mM). Os ligantes sélidos (AAZTA e seus derivados),
previamente sintetizados foram solubilizados em agua para obter a concentracdo exata

desejada para complexar o metal. As amostras dos complexos foram preparadas pela
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mistura de uma quantidade adequada da solucdo contendo os ions Gd** e o ligante
desejado, na propor¢do molar de 1:1. Foi tolerado um excesso, de no maximo 2-5% de
ligante. A auséncia de fons Gd** livres em solugdo foi confirmada usando o indicador
xylenol, conforme descrito por (BARGE et al., 2006). O pH final da solucéo foi ajustado
para 7 e confirmado com um eletrodo calibrado com solugdes tampéo Metrohm, pH 4 e
7. A concentragdo de fons Gd** nos complexos foi determinada por relaxometria, apds o
complexo ter sido completamente desmineralizado com uma solugao concentrada de HCI
(37%, v/v) por 24 h a 120 °C.

2.3 Analise relaxométrica
A taxa de relaxacdo longitudinal observavel (Riohs) foi medida usando o
espectrometro Stelar Spinmaster (Mede, Pavia, Italy) operando a 0,47 T e empregando a
sequéncia de pulsos inversdo-recuperacao (IR), com pulsos de 90° de 3,5 ps, 2 scans e 16
incrementos de tempo entre os dois pulsos da sequéncia. A reprodutibilidade foi estimada

em £0,5%, a partir do desvio padréo entre trés experimentos independentes.

Os perfis em funcdo do campo magnético foram realizados empregando valores
de R1ons adquiridos em funcdo do campo magnético na faixa compreendida entre 0,01 e
20 MHz (o que corresponde a faixa de 0,00024 T e 0,47 T) empregando, para esta
finalidade um espectrdmetro Stelar automatico de campo variavel, FFC (do inglés, Fast
Field Cycling). Por outro lado, para os pontos obtidos na faixa compreendida entre
20 MHz (0,47 T) a 70 MH; (1,7 T), foram realizados empregando experimentos
independentes, aplicando a sequéncia de pulsos IR, contudo, usando um espectrémetro
modelo Stelar Spinmaster operando a campos magnéticos variaveis, porém nao-
automatico. Para ambos os experimentos, a temperatura foi controlada, empregando um
controlador de temperatura Stelar VTC-91 equipado com um fluxo de ar. A incerteza na

medicdo da temperatura usando este sistema é de +0,1°C.

2.4 Aquisicdo do espectro de *H-RMN para o complexo EUAAZTAC2COOH
Para este experimento, os dados foram obtidos empregando um espectrometro
modelo BRUKER Avance 600 MHz (14.09 T), equipado com uma sonda BBI de 5 mm
e usando 100 pL de D20 para o lock interno e 500 pL da solugdo contendo o complexo.
Os parametros experimentais foram: Janela espectral de 1000 Hz, pulso de 90° (7 ps),
tempo de aquisi¢do de 10 ms e 1000 scans.
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2.5 Relaxometria por Y’O-RMN
Para estes experimentos, os dados foram adquiridos em funcdo da temperatura
(275K — 346K) empregando um espectrometro modelo BRUKER Avance 600 MHz
(14,09 T) equipado com uma sonda BBI de 5 mm e usando um capilar contendo uma
solucéo de D>O como lock externo. Os pardmetros experimentais foram: Janela espectral
de 1000 Hz, pulso de 90° (7 us), tempo de aquisi¢do de 10 ms e 1000 scans. Solugdes
contendo 2,6% do isotopo 'O foram empregadas (Yeda, Israel). A taxa de relaxagdo

transversal observada (R2) foi calculada a partir da largura do sinal a meia altura (Avy /):

RZobs =T. (AV1/2)-

2.6 Experimentos de transmetalagdo com ions end6genos

Os experimentos de transmetalacdo foram realizados usando uma abordagem
cinética. A taxa de relaxacéo observavel (Riobs) foi medida em fungdo do tempo por 3
dias, empregando uma solugao tampao fosfato (pH 7) contendo ions Gd** na concentragao
de 0,50 mM e os sais ZnCl, e CaCl, na concentracdo de 10 mM, separados em dois
eppendorfs distintos (volume total de 1,00 mL cada). Apds preparado o sistema, Riops foi
imediamente medido usando a sequéncia de pulsos IR, e os valores obtidos foram
designados como R: (t = 0 min). Consequentemente, estes sistemas foram sempre
mantidos sob agitacdo e a temperatura foi mantida a 37°C. Os eppendorfs foram bem
fechados para evitar quaisquer perdas por evaporacdo da solucdo. Uma aliquota
representativa com volume aproximado de 80 L para cada um dos sistemas foi coletado
em intervalos de 60 min para os estudos relaxométricos. Concluida as medicdes, o volume
foi retornado ao respectivo eppendorf, garantindo uma minima variagéo na concentragdo
dos céations durante os experimentos. Os valores obtidos a partir da primeira execucao,

foram designados como R (t).

2.7 Determinacao das constantes de estabilidade para os complexos

As constantes de estabilidade para as espécies abordadas nesta pesquisa foram
realizadas em colaboragdo com o departamento de quimica analitica e inorganica sediado
na universidade de Debrecen, Hungria. Para estes experimentos, a razdo metal ligante
usada foi 1:1, sempre em constante agitacdo. Para as medidas de pH e as titulagOes
potenciométricas foram empregados um pHmetro modelo CRISON micro pH 2002, uma
auto bureta modelo CRISON micro BU2030 e um eletrodo modelo Metrohm-6.0233.100.
As titulagdes foram realizadas na faixa de pH compreendida entre pH 1,7 a pH 11,7. A
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estimativa da concentracdo de [H*] foi realizada empregando o método proposto por
(IRVING et al., 1967). Finalmente, as constantes de estabilidade foram estimadas
empregando o software PSEQUAD® conforme descrito por (ZEKANY et al., 1985). Os

resultados para estes experimentos serdo apresentados na se¢do de material suplementar.

2.8 Analise dos dados
Todos os fittings realizados nesta pesquisa foram feitos empregando o software

OrigingPro versdo 8.5.1.
3 Resultados e discussdo

A figura 5.3 apresenta os perfis relaxométricos obtidos a 21MHz e a 25°C, em
funcdo da relaxividade paramagnética (rip) € do pH para uma solugdo aquosa contendo
0s quelatos [Gd-AAZTAC,COOH] (M) e [Gd-AAZTAC4COOH] (O). Para estes
experimentos, a concentracio molar para os ions gadolinio, [Gd**] foi 0,24 mM para o
derivado C» e 0,70 mM para o derivado C4. Em pH neutro, os valores obtidos para rip
foram 8,8 mM™.s? e 9,4 mM.s para os derivados C: e Ca, respectivamente.

A partir desta figura é possivel notar que ambos os complexos apresentam perfis
relaxometricos semelhantes em funcdo do pH. Os valores correspondentes a rip
decrescem significativamente até pH 2 e depois permanecem quase constantes até pH 10-
11. Posteriormente, os valores para rip diminuem em meios extremamente alcalinos para
ambos os quelatos. Além do mais, é possivel notar que os valores correspondentes a rip

obtidos para ambos os derivados foram superiores em toda a faixa de pH aos valores
obtidos para o quelato precursor, ou seja, sem modificacdo [Gd-AAZTA] (®).

Os altos valores obtidos para a relaxividade em meio fortemente acido podem
estar relacionados a hidrolise acida sofrida por estes quelatos em solu¢do aquosa, nesta
faixa de pH. Nestas condicbes estas espécies estdo altamente protonadas com a
consequente liberacio do ion paramagnético Gd** que ¢ caracterizado por possuir maiores
valores para rip (12,98 mMst a 21MHz e 25 °C) em comparacdo aos quelatos com o
ligante AAZTA. No intervalo entre pH 2 a 10-11 estas espécies apresentam uma
estabilidade em solucdo, por uma longa faixa de pH, sendo esta uma caracteristica
relevante para aplicagdes bioldgicas, uma vez que os futuros ensaios serdo realizados a
pH fisiologico (pH = 7). Além do mais, os valores para rip S80 menores, pois nesta faixa
de pH, os complexos estdo completamente formados em solugéo. A partir do pH 11-12

estas espécies comecam a sofrer hidrélise alcalina em decorréncia da elevada
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concentracdo de hidroxilas no sistema. Consequentemente, os complexos se dissociam e
os ions Gd** livres precipitam como Gd(OH)s, decrescendo substancialmente os valores

para rip.

Figura 5.3 - Perfis relaxométricos em funcéo do pH para novos derivados do complexo

[Gd-AAZTA] (@), para [Gd-AAZTAC,COOH] (M) e para [Gd-AAZTAC4COOH] (O).
Todos os perfis relaxométricos foram realizados obtendo-se os valores correspondentes a
taxa de relaxacdo longitudinal observavel (Riobs) @ 21MHz, 25 °C e na faixa de pH 1-14,
empregando uma concentragio em [Gd®**] de 0,24 mM para o derivado Cz e 0,70 mM
para o derivado C4. Os resultados foram normalizados para a concentragéo de 1 mM para
facilitar a comparacao entre eles.
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A figura 5.4 apresenta os perfis obtidos a partir da técnica de ’O-RMN-Rz, em
funcdo da temperatura (275 K a 346 K). A partir destes perfis € possivel estimar a taxa de
troca das moléculas de agua entre a primeira esfera de coordenacéo e o seio da solucao
(tp) para os derivados [Gd-AAZTAC,COOH]™ (M) e [Gd-AAZTAC4COOH] (O). Para
estes experimentos a concentragio de [Gd®*] foi de 10,7 mM e 9,6 mM para os derivados

Cz2 e C4, respectivamente. Estes perfis foram comparados com o quelato precursor,
[Gd-AAZTA] (®). Além do mais, foi realizada uma normalizacdo para a concentragao

de 20 mM em todos os sistemas, com o Unico intuito de facilitar a comparagéo entre os

mesmaos.

A partir desta figura é possivel observar que os trés sistemas investigados
apresentam valores de relaxividade transversal paramagnética (Rzp = Ricomplexo) -

Ri(controle)) Semelhantes. Estes resultados sugerem que os dois novos derivados sdo
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caracterizados pela presenca de duas moléculas de agua na esfera interna de coordenacao,
assim como o obtido para o quelato precursor. No entanto, enquanto o complexo nao-
modificado apresenta um perfil senoidal cl&ssico para estes experimentos, no caso dos
derivados [Gd-AAZTAC,COOH] e [Gd-AAZTACsCOOH] uma tendéncia descontinua
foi observada. Nestes casos, a relaxividade de fato decai na faixa de temperatura muito
baixa (273-283 K) e entdo comeca a aumentar, alcancando um méximo em 310 K e decai

novamente em temperaturas mais altas.

O perfil obtido para estes complexos leva a inferir que estes quelatos apresentam
uma mistura de espécies em um rapido regime em relacdo a taxa de troca entre as
moléculas de adgua, 0 que pode estar associado, a principio, a presenca de duas espécies
diferentes em solucdo. Os dados foram ajustados usando as equagdes de Swift-Connick
modificadas, em consonancia com (KARIMI et al., 2016) para considerar a presenca de
duas espécies caracterizadas por dois conjuntos relaxométricos diferentes (figura 5.4 (b)
e (c) e tabela 5.1). Esta hipotese foi parcialmente confirmada para ambos os complexos.
Para o derivado [Gd-AAZTAC>COOQOH] foi possivel detectar um equilibrio entre duas
espécies com tempos de trocas distintos, 11,2 ns (49,2%) e 317 ns (50,8%). Valores muito
semelhantes foram obtidos no caso do derivado [Gd-AAZTAC,COOH]’, no qual foi
encontrado um valor de 38,6 ns (42,3%) para as espécies com troca mais rapida e de 325

ns (57,7%) para o caso da espécie que apresenta um regime mais lento.
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Figura 5.4 - (a) Comparagc&o entre os perfis relaxométricos obtidos por *’O-RMN para a
taxa de relaxacdo transversal (R2p) em funcdo da temperatura para os derivados [Gd-

AAZTAC,COOH] (M), [Gd-AAZTAC4COOH]  (O) e [Gd-AAZTA] (®) ndo
modificado, obtido a 14.09 T e em pH neutro (b e c). O fitting dos dados experimentais
obtidos para [Gd-AAZTAC,COOH] e [Gd-AAZTAC4COOH] foi realizado empregando
as equacgdes modificadas de Swift-Connick, levando em consideracéo a presenga de duas
espeécies diferentes, em consonancia com (KARIMI et al., 2016).
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Tendo em vista a necessidade de se confirmar a hipdtese levantada acerca da
presenca ou ndo de dois isbmeros em equilibrio para os derivados do complexo
[Gd-AAZTA], realizou-se uma anadlise por !H-RMN para a espécie
[Eu-AAZTAC,COOH] a 600 MHz (figura 5.5). Este nucleo foi escolhido, pois o cétion
Eu®* possui propriedades quimicas muito similares ao dos ions Gd**, contudo ndo
apresenta um paramagnetismo tdo acentuado, simplificando consideravelmente a analise

do espectro obtido.
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Figura 5.5 - Espectro obtido a 600 MHz e a 25°C para o complexo Eu®'-
AAZTAC,COOH.
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Os espectros de *H-RMN para o derivado Eu?*-AAZTAC2COOH mostraram dez
linhas de ressonancia correspondentes aos dez grupos metilénicos presentes no complexo
metalico. Este resultado (confirmado em uma grande faixa de temperaturas), ndo suporta
a presenca de dois estereoisomeros, conforme previamente haviamos levantado como
hipbtese. Portanto, é possivel inferir que o perfil descontinuo observado a partir dos
experimentos de ’O-RMN-Ry, para esta espécie pode estar associado a uma espécie
Unica na qual se distinguem diferentes regimes de trocas quimicas entre as moléculas de

agua pertencentes a esfera interna e externa.

Obteve-se maiores informacdes acerca dos fatores que influenciam ryp para estes
novos derivados, realizando perfis relaxométricos em funcdo do campo magnético. Na
figura 5.6 estdo apresentados estes perfis em funcdo do campo magnético obtidos a 25°C
(H) e 37°C (O) para os derivados C, (a) e Cs (b). Estes dados experimentais foram
ajustados usando as equacOes propostas na teoria relaxométrica de Solomon-

Bloembergen-Morgan (SBM), em consonancia com (AIME et al., 1998).

Para estes ajustes, os valores de t,, para os dois derivados foram mantidos fixos a
um valor médio entre a taxa de troca lenta e rapida determinada a partir dos experimentos
de YO-RMN-Rz,. As curvas foram bem ajustadas usando os valores dos parametros

apresentados na tabela 5.1.
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Tabela 5.1 - Principais parametros relaxométricos obtidos a partir dos ajustes realizados
nos graficos provenientes dos experimentos em fungéo do campo magnético e *’O-RMN.

lp T, (ps) [a] L q[C] qss[d]
(0.47T, (ns)e!
298K)
Gd-AAZTA 71 74 90 2 0

25°C | 94 11,2 2 0,5

Gd- 8,8 5 (49,2%)
7
AAZTAC,COOH 37°C | 52
317
(50,8%)
25°C | 112 | 38,6 2 2,4
Gd- 9.4 - (42,3%)
7
AAZTAC,COOH 37°C | 75
325
(57,7%)

[a] tempo de correlagdo rotacional, [b] tempo de troca entre as moléculas de &guas, [c] nimero de moléculas
de agua na esfera interna [d] nimero de moléculas de 4gua na segunda esfera.

Na figura 5.6 (a) € possivel observar que os valores de rip, para o derivado Cs
permanece quase constante em 14 mM=2.ste 11 mM=.st a 25°C e 37°C, respectivamente,
até aproximadamente 1 MHz. Acima desta frequéncia, os valores de relaxividade
diminuem progressivamente até 10 mM=2s? e 6 mM=2s? a 80 MHz e 25°C e 37°C,
respectivamente. Nesse sentido, a relaxividade para o derivado Cs4, mostrou valores
maiores, permanecendo constante em 16 mM=2.ste 12 mM2.s a 25°C e 37°C até 1 MHz
e similarmente ao derivado anterior, mostrou acima desta frequéncia uma diminuicao até
10 mM1ste 8 mM1tsta80MHz e 25°C e 37°C, respectivamente (Figura 5.6 (b)).

A maior relaxividade observada para o derivado C4 em relagédo ao derivado C> ndo
pode estar relacionada com os seus pesos moleculares ligeiramente diferentes, uma vez
que apenas grupamento (CH>). diferencia-os e conforme pode também ser confirmado a
partir dos valores obtidos para os tempos de correlacdo rotacional (tz) que sdo muito
proximos (94 ps versus 112 ps a 25 °C). Deste modo foi necessario ajustar os perfis
relaxométricos aplicando modelos matematicos que fossem capazes de incluir além das
contribuices classicas da esfera interna e externa, a contribuicdo de moléculas de dgua
proveniente da segunda esfera de coordenacdo. Comparando os resultados para estes
ajustes e evidente que existe uma grande diferenca na contribuicdo relativa a segunda
esfera para os dois derivados (0,5 para o derivado [Gd-AAZTAC,COOH] e 2,4 para o
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derivado [Gd-AAZTAC4COOHY]), os diferenciando substancialmente em relagdo ao
complexo precursor, que ndo apresenta moléculas de agua na segunda esfera de
coordenacdo (tabela 5.1). A contribuicdo para rip devido a presenca de moléculas de dgua
na segunda esfera de coordenacao esta bem descrita na literatura. Por exemplo Lebduskva
et al., (2007) descreveram que a influéncia dessas moléculas em complexos de gadolinio
proporciona um incremento em média 12% superior sobre os valores de ri, em
comparagao ao complexo que ndo apresenta moléculas de gua em sua segunda esfera de

coordenacao.

Figura 5.6 - Perfis relaxométricos obtidos em funcdo do campo magnético na faixa de
0,01 MHz até 80 MHz para uma solucdo 1mM de [Gd-AAZTAC,COOH] (a) e
[Gd-AAZTAC4COOH] (b) apH = 7 e 25°C (M) e 37°C (O).
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Uma desvantagem para os complexos de Gd** esta relacionada & substituicio
parcial ou completa deste metal por cétions enddgenos (por exemplo, Ca?* e Zn?),
liberando ions gadolinio, que sdo potencialmente toxicos ao corpo humano (DEBROYE
et al., 2014). Na figura 5.7 sdo apresentados os resultados sobre os estudos de

transmetalacdo envolvendo os ions endogenos Ca’* e Zn?* com os complexos

[Gd-AAZTA] (M), [Gd-AAZTAC;COOH]" (®) e [Gd-AAZTAC.COOH] (A).

Analise Relaxométrica para Compostos de Coordenagao Contendo fons Paramagnéticos em Solug&o



Capitulo 05: Desenvolvimento de sondas paramagnéticas para MRI: Uma abordagem relaxométrica in
vitro

Figura 5.7 - Avaliacdo da taxa de relaxacao longitudinal relativa (R1/Ro) para o complexo

[Gd-AAZTA] (M), [Gd-AAZTAC,COOH]" (®) e [Gd-AAZTAC.COOH] (A) na
presenca de um excesso de CaCl (esquerda) e ZnCl, (direita). Os experimentos foram
realizados em tampéo fosfato, pH 7, 37°C e 21 MHz, durante 3 dias.
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Ao longo deste experimento foi observado que o complexo [Gd-AAZTA]
comporta-se de forma semelhante ao complexo Gd-DTPA (LAURENT et al., 2001), na
qual também foi observado um ligeiro aumento para a taxa de relaxacdo longitudinal,
mesmo em presenca de baixas quantidades de ZnCl. (direita). No caso do complexo Gd-
DTPA este aumento inicial foi explicado em termos da melhor acessibilidade dos ions
Gd®" & agua durante o processo de descomplexacdo. Por sua vez, uma explicacdo
semelhante pode ser feita para a espécie [Gd-AAZTA]. Neste caso, 0 processo de
transmetalacdo pode ser explicado, através da formacdo de um complexo binuclear na
presenca de ions Zn?*. Espera-se que este Gltimo complexo exiba uma maior relaxividade
seja como resultado de um peso molecular mais elevado, seja como a ocorréncia de um

aumento da segunda esfera de coordenagdo.

Além do mais, como as concentragdes para os ions enddgenos sdo bem maiores
que as concentracBes para os fons Gd**, os ions Ca?* e Zn?* competem com este ion e
uma transmetalagéo "verdadeira”, pode ser monitorada a partir da diminuicdo dos valores
de Riobs devido a formagdo de GdPOg insolivel, uma vez que a titulagéo é realizada em
tampé&o fosfato, em decorréncia da formacgdo dos complexos [Zn-AAZTA]* (B = 16,02)
e [Ca-AAZTA]* (B = 11,75), em solucao.

Interessantemente, quando a mesma titulagéo é realizada na presenca dos novos
derivados, o aumento na relaxacao inicial observado anteriormente ja ndo é obtido. Esse

resultado sugere que possivelmente a transmetalacdo desses derivados ocorra através de
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um mecanismo diferente. Portanto, é possivel inferir que a presenca de uma cadeia lateral
externa ao anel se torne no primeiro local para a interagdo com os ions endogenos. Além
disso, a interacdo preferencial do ion metélico na cadeia lateral resulta numa redugéo
global do processo de transmetalacao, conforme observado experimentalmente através da

diminuicdo menos acentuada para os valores de Riobs (figura 5.7).

Foram também determinadas as constantes de estabilidades para todas as espécies
complexas formadas em solucéo, tanto para o derivado Cs, [Ca-AAZTAC4COOH]*
(B = 12,05) e [Zn-AAZTAC,COOH]* (B = 17,05), quanto para o derivado Co,
[Ca-AAZTAC,COOH]* (B = 11,91) e [Zn-AAZTAC,COOH]* (B = 16,93). A partir
destes resultados € possivel concluir que estas espécies Sdo menos estaveis em
comparagdo ao complexo antes de sofrer a transmetalacéo (p = 20,06 ¢ p = 20,33, para 0s
derivados C e Cs, respectivamente). Portanto, estes novos derivados aparecem menos
suscetiveis a transmetalacdo, ou seja, mais inertes, quando comparados ao complexo
precursor, [Gd-AAZTA] (B = 18,93). Deste modo é possivel inferir a partir de todas estas
propriedades apresentadas e discutidas neste capitulo, que estes novos derivados se
configuram como complexos promissores para atuarem como agentes de contraste em

aplicacdes empregando a tomografia por ressonancia magnética.
4 Consideragdes finais

Dados os resultados alcancados neste capitulo conclui-se que a presenca de uma
cadeia lateral, proporciona a estes novos derivados [Gd-AAZTAC.COOH] e
[Gd-AAZTAC4COOH], propriedades relaxométricas superiores ao complexo precursor,
[Gd-AAZTA], tais como maiores valores para ri, (mesmo em elevados campos
magnéticos), presenca de moléculas de 4gua em um regime de troca mais rapida com o
solvente e um maior nimero de moléculas de agua (0,5 e 2,4 para o primeiro e segundo
derivado, respectivamente) na segunda esfera de coordenacdo (gss) em comparacdo ao
complexo precursor, que nao apresenta nenhuma molécula de agua nesta esfera. Além do
mais, estes complexos apresentaram uma taxa de transmetalacdo menor frente a
relevantes ions enddgenos (Ca?* e Zn?*), permitindo projeta-los como importantes sondas

paramagnéticas para o diagnéstico precoce de tumores por MRI.
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1 Introducgéo

A geracdo de imagens por ressonancia magnetica nuclear, conhecida como MRI,
tem experimentado um crescente sucesso, especialmente para um diagndéstico clinico
rapido e preciso para uma ampla faixa de enfermidades (DEBROYE et al., 2014; MANUS
et al., 2012; PAGOTO et al., 2016). Contudo, um importante desafio para esta técnica
consiste na necessidade, em alguns casos, de aumentar a diferenciacdo entre tecidos
saudaveis e tumorais, por exemplo, devido a presenca de uma metastase proveniente da
reproducdo de células malignas (AIME et al., 2006; DEBROYE et al., 2014).

Para superar este desafio, o desenvolvimento de novos agentes de contrastes, mais
especificos, minimamente inertes e que sejam facilmente eliminados pelo organismo,
torna-se imprescindivel. Estas espécies sdo comumente quelatos contendo ions
paramagnéticos, frequentemente Gd®*, associados a ligantes orgénicos, que atuam na
reducdo tanto de Ti quanto de T2, permitindo o assinalamento inequivoco da regido
afetada por um tumor. Este processo é governado pela interacdo entre o complexo
contendo o ion paramagnético e proteinas presentes em processos trombaéticos, como por
exemplo a fibrina, conforme descrito por (CONSTANTINI et al., 1992; STARMANS et
al., 2013; FALANGA et al., 2013; CHAABANE et al., 2015).

Deste modo, o desenvolvimento de sondas paramagnéticas sensiveis a esta
proteina, aparece como uma abordagem promissora para o diagndstico precoce de
doencas que envolvam a formacdo de trombos, como arteriosclerose e diversos tipos de
cancer (mama, pulmao, préstata e cérebro) (STARMANS et al., 2013). Recentemente,
um macrocomplexo de [Gd-DTPA]?, foi conjugado com sucesso ao peptideo (Ac-
WQPCPWESWTFCWDPGGGK(PEG-Linker).GGGKK?), apto a se ligar com a fibrina.
Neste caso, 0s resultados demonstraram que este agente de contraste macromolecular
apresenta uma alta relaxividade paramagnética (rip = 42,0 mM™.s?), além de ter uma
elevada afinidade a células tumorais, conforme descrito por (CHAABANE et al., 2015).

Portanto, os principais objetivos deste capitulo consistirdo na avaliagao in vitro e
in vivo do macrocomplexo FibPep-[GAAAZTAC,COOH]4, que contém uma sequéncia de
aminoacidos proveniente de um anticorpo especifico para a proteina fibrina,
possibilitando a sua atuacdo como agente de contraste para o diagndstico precoce de
cancer de prostata (linhagem celular PC-3) em camundongos por tomografia de

ressonancia magnética.
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2 Materiais e métodos

2.1 Obtencdo do complexo macromolecular FibPep-dL-(Gd-AAZTACsCOOH)4

A sintese do peptideo FibPep foi realizada de acordo com STARMANS et al.,
(2013). Para a conjugacdo com o tetramero de lisina (dL)-(Gd-AAZTA)4 foi usada a
metodologia proposta por (CHAABANE et al., 2015). Por sua vez, a complexacdo com
os ions Gd**, e a consequente formacéo da estrutura final do complexo foi realizada por
titulacdo relaxomeétrica em pH fixo (pH =~ 6,5), monitorando a taxa de relaxagdo
longitudinal observavel (Rions) @ 20 MHz e a 25°C em funcéo da concentracdo de ions
Gd®*. O excesso de Gd*" em solugdo foi precipitado pela adicdo de NaOH até pH = 8.
Posteriormente, o sistema foi centrifugado e filtrado e o complexo em solucdo foi
coletado. A concentracdo residual de Gd** foi estimada, segundo o método
espectrofotométrico proposto por (BARGE et al., 2006), aplicando uma solucdo do

corante orange xylenol.

2.2 Analise relaxométrica

Os valores para Riobs Obtidos para o macrocomplexo foram adquiridos usando o
espectrometro Stelar Spinmaster (Mede, Pavia, Italy) operando a 0,47 T e empregando a
sequéncia de pulsos inversdo-recuperacao (IR), com pulsos de 90° de 3,5 ps, 2 scans e 16
incrementos de tempo entre os dois pulsos da sequéncia. A reprodutibilidade foi estimada

em £0,5%, a partir do desvio padrdo entre trés experimentos independentes.

Os perfis em funcdo do campo magnético foram realizados empregando valores
de Riops adquiridos na faixa compreendida entre 0,01 e 20 MHz (o que corresponde a
faixa de 0,00024 T e 0,47 T) empregando, para esta finalidade um espectrémetro Stelar
automatico de campo varidvel, FFC (do inglés, Fast Field Cycling). Por outro lado, para
0s pontos em altos valores de campo magnético, de 20 MHz (0,47 T) a 70 MHz (1,7 T),
foram realizados experimentos independentes, empregando a sequéncia de pulsos IR,
contudo, usado um espectrometro modelo Stelar Spinmaster operando a campos
magnéticos variaveis, porém ndo-automatico. Para ambos 0s experimentos, a temperatura
foi controlada, usando um controlador de temperatura Stelar VTC-91 equipado com um

fluxo de ar, que controla a temperatura em +0,1°C.

A determinagdo da relaxividade paramagnética (rip) para este complexo foi

realizada empregando uma desmineralizac&o do quelato com HCI concentrado (37% v/v)
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por 24h a 120°C. Estas medic¢des foram realizadas em triplicatas, e o valor utilizado neste

capitulo corresponde & média destes experimentos.

2.3 Estudos in vitro da interagdo entre o macrocomplexo e fibrina

Uma placa para cultura de tecidos com 96 pocos foi usada para formacdo de
coagulos contendo fibrina. Em cada pogo foi adicionado 90 pL de plasma sanguineo
fresco e 5 puL de CaCl, (agente ativador de plaquetas) 400 uM e 5 pL de trombina (agente
coagulante). Ap0s esta etapa, o sistema foi agitado e incubado a 37°C por 90 minutos.
Posteriormente, 50 pL da solucdo contendo o complexo peptideo-dL-(Gd-
AAZTAC4COOH)4, em diferentes concentragdes (3 uM, 5 uM, 10 uM, 15 uM, 20 uM,
30 uM, 50 uM e 100 puM) e solubilizado em PBS (do inglés, Phosphate Buffer Solution)
foi adicionado aos pogos. O sistema foi incubado novamente a 37°C por mais 60 minutos.
Cada experimento foi feito em triplicata. Apds a incubacdo os codgulos foram lavados
individualmente com solucdo tampdo fosfato, proximo ao pH 7, e removidos da placa
para andlises posteriores. Entdo, os codgulos foram digeridos em HNO3z(conc) (1 mL) e
desmineralizados a 160°C. Finalmente, as concentracdes de Gd** presente nos coagulos
foram determinadas por ICP-MS, empregando para esta finalidade um espectrémetro
modelo (Thermo Scientific ELEMENT 2 ICP-MS Finnigan, Rodano, Milano, Italy).

2.4 Cultura das células

As células de cancer de prostata, linha tumoral PC-3, foram cultivadas em meio
de cultura DMEM F-12 (Euroclone, Italia). Esta linhagem tumoral foi escolhida por
apresentar apos prévios ensaios bioldgicos, alta concentracédo de fibrina. As células foram
cultivadas em um meio contendo 10% (v/v) de FBS (do inglés, fetal calf serum) (Lonza,
Bélgica), 1% de penicilina (Lonza, Bélgica) e uma solucdo 2 mM de glutamina (Lonza,
Bélgica). O meio de cultura foi mantido a 37°C em uma atmosfera imida contendo 5%
de CO.. Finalmente, as células foram resuspendidas em tampdo fosfato para posterior
aplicacdo in vivo nos camundongos. Este procedimento foi realizado em conjunto com o
setor de biotecnologia sediado no MBC (do inglés, Molecular Biotechnology Center) em

Turim, Italia.
2.5 Procedimento cirurgico para implantacdo do tumor

Foram usados neste estudo camundongos nudes machos de 6-8 semanas, pesando

de 28 a 34g. Foi administrado aos camundongos 1 hora antes do inicio do procedimento
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de implantacdo das células tumorais, o anestésico (Rymadil, 5 mg/kg), conforme
protocolos internacionais. Apos esta etapa foi administrado o anestésico local, Lidocaina.
O procedimento de inoculacéo foi iniciado com a desinfec¢do do abddmen do animal com
Betadine®, seguido por uma incisdo de 12-15 mm ao longo da linha central e 3-4 cm
acima do canal urinario. A prostata dos camundongos foi exposta e o tecido adiposo
momentaneamente removido. 30 pL de uma suspensdo contendo 1,5 x10° células de
cancer de préstata foram injetadas com uma microseringa. Apés este procedimento, 0s
musculos e a pele do animal foram esterilizados com Betadine®. Ent4o, os animais foram
colocados em repouso para se recuperarem e o anestésico Rymadil foi novamente
administrado ao menos uma vez, apos 24h de inoculagdo. Os camundongos foram
deixados 25 dias para o desenvolvimento do tumor. Este procedimento também foi
realizado em conjunto com o setor de biotecnologia sediado no MBC (do inglés,

Molecular Biotechnology Center) em Turim, Italia.
2.6 Geracgdo e processamento de imagens por MRI

Os estudos por MRI foram realizados empregando um scanner BRUKER Biospec
7T (BRUKER, Madison, EUA). Os camundongos foram previamente anestesiados com
uma injecdo intramuscular de uma mistura de tiletamina e zolazepam na dosagem de 20
mg/kg e xilazina na dosagem de 5 mg/kg. A injec@o do agente de contraste foi feita por
uma veia na cauda do animal. Finalmente, o camundongo foi posicionado no scanner a
37°C.

Apds a aplicacdo do agente de contraste na dose de 0,02 mmolGd/kg, as imagens
foram adquiridas sequencialmente por 60 minutos. Posteriormente, as imagens foram
adquiridas ap6s 3h e finalmente 24h do inicio da administracéo do agente de contraste. A
sequéncia empregada na aquisicdo das imagens foi a MSME (do inglés, Ti-weighted
Multi-Slice Multi-Echo). A analise destas imagens foi realizada empregando o software
Bruker ParaVision 4.0. As regides de interesse foram manualmente selecionadas. O

aumento percentual do contraste (%ngg‘) (do inglés, %T1 contrast enhancement) em

funcdo do tempo foi estimado em consonéncia com a equacao 1:

SPtost_SPtRE
T = ~pms— X 100 (1)
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Nesta equacdo, SPRE e S{}‘)’“ representam a intensidade do sinal, antes e apos a

administracdo do agente de contraste, respectivamente.

2.7 Andlise Post-Mortem

Os camundongos empregados nos estudos por MRI foram sacrificados 24 h apds
a injecdo do agente de contraste para os estudos post-mortem. Estes estudos visaram a
determinacdo da concentracdo residual de gadolineo no figado, baco, rins, musculos,
bexiga e tumor. Estas amostras foram dissolvidas ao longo de 1 més em acido nitrico
ultrapuro, empregando para esta finalidade, o volume de 3 mL para o figado e 1 mL para
os demais 6rgdos. A concentracdo residual de gadolineo foi determinada por ICP-MS
(Thermo Scientific ELEMENT 2 ICP-MS Finnigan, Rodano, Milano, Italy).

3 Resultados e Discussao

A figura 6.1 apresenta a estrutura quimica para 0 macrocomplexo peptideo-dL-
(Gd-AAZTA)4 empregado nos estudos in vitro e in vivo acerca da afinidade de interacdo
com a fibrina. Este complexo apresenta uma massa molar de 5425,63 g.mol™ e uma

formula molecular empirica C215H288GdaN4sO74S3.

Figura 6.1 - Estrutura quimica para o peptideo Fib-Pep conjugado com o tetramero dL-
(Gd-AAZTAC4COOH)s, perfazendo o agente de contraste macromolecular.
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Fonte: Autoria prépria.

A figura 6.2 apresenta os perfis relaxométricos obtidos a 25°C em funcdo do
campo magnético para os complexos peptideo-dL-(GAAAZTAC4sCOOH)4 (1) e para 0
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tetrdmero dL-(GAAAZTA)4 (O). Estes perfis foram obtidos variando o campo magnético
entre 0,01 MHz a 80 MHz. Uma simples exploragdo qualitativa ja nos permite realizar
algumas consideracdes acerca do tamanho molecular destas espécies. De acordo com a
literatura, complexos com baixo peso molecular apresentam um perfil com auséncias de
picos relaxométricos, especialmente em altos valores de campos magnéticos (20-80
MHz). Por outro lado, os complexos que possuem altos valores de massa molecular
apresentam, comumente um pico relaxométrico na regido acima de 20 MHz. Esta
observacao pode ser explicada tendo em vista que nesta faixa de campo magnético, o
sistema relaxométrico é governado pelo tempo de correlacdo rotacional (t), conforme
descrito por (AIME et al., 2006). Portanto, complexos mais “pesados” apresentam um
menor tg, € deste modo um maior valor para rip sera obtido. Conclusdes similares foram
realizadas por (AIME et al., 1998), pesquisando compostos macromoleculares formados
entre Gd** e albumina humana, HSA (do inglés, Human Serum Albumin). Estes autores
demonstraram que os sistemas macromoleculares apresentam um pico de relaxividade
centrado em aproximadamente 20-30 MHz como consequéncia dos altos valores de 7.
Estes autores atribuiram estes resultados, ao fato de que 7z € 0 campo magnético
conservam uma relacdo linear, que esta estritamente relacionada ao peso molecular e
consequente tamanho dos complexos. Enquanto que, em baixo valores de campo
magnético, a relaxividade é governada pelo parametro correspondente ao tempo de

relaxacd@o do spin eletronico tg,(Aime et al., 1998).

Figura 6.2 - Comparacdo entre os perfis relaxométricos obtidos em fun¢do do campo
magnético para o tetrdmero dL-(GdAAZTA)s (O) e o complexo macromolecular,
denominado peptideo-dL-(GAAAZTAC4sCOOH)4 (M). Estes perfis foram obtidos a 25°C
com o0 campo magnético variando entre 0,01 MHz e 80 MHz.
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Portanto, a partir da observacdo destes perfis é possivel inferir que este novo
complexo apresenta uma relaxividade superior ao tetrdmero em todos os valores de
campo magnético estudados. Além do mais esta figura revela que a relaxividade deste
novo derivado é significantemente maior em comparacdo a espécie [Gd-AAZTA]
(7,1 mM1.s?) ndo modificada (AIME et al., 2004). Os perfis realizados em funcdo do
campo magnético foram ajustados utilizando a teoria de Solomon-Bloembergen-Morgan
(SBM) e considerando duas moléculas de agua na esfera interna de coordenagéo (q = 2)
e fixando os valores de tempo de troca quimica (t,,) em 100 ps, em acordo com os dados
previamente reportados para a espécie [Gd-AAZTA] (Aime et al., 2004). A tabela 6.1,
sumariza os principais resultados relaxométricos obtidos para os derivados abordados

neste capitulo, a partir da anélise em funcdo do campo magnético.

Tabela 6.1 - Principais pardmetros relaxométricos obtidos em fungdo do campo
magnético para os derivados abordados neste capitulo.

l1p TR (pS) [a] ‘[M (nS) [b] q[C] qSS[d]
(0.47T,
298K)
Gd- 19,2 297 1x107 2 3
AAZTAC,COOH-
tetramero-
peptideo
Gd-AAZTA 17,3 251 1x107 2 3
tetramero

[a] tempo de correlagdo rotacional, [b] tempo de troca entre as moléculas de &guas, [c] nimero de moléculas

de agua na esfera interna [d] nimero de moléculas de agua na segunda esfera.

O valor de relaxividade (19,2 mMs?1) encontrado para o derivado
macromolecular resulta em uma relaxividade final de 79,12 mM™.s por molécula, o que
torna este derivado particularmente interessante para aplicagdes empregando técnicas de
imagens por ressonancia. Este significativo aumento na relaxividade pode ser atribuido a
um aumento do tempo de correlacdo rotacional, T, devido ao significativo aumento da

massa molecular do complexo, em consonancia com (AIME et al., 1998).

A figura 6.3 apresenta os resultados provenientes das analises de ICP-MS
referentes aos ensaios in vitro acerca da interacdo com fibrina para o derivado
macromolecular peptideo-dL-(GAAAZTAC4COOH)4 (O) e o controle, que neste caso, foi
feito empregando somente o tetrdmero dL-(GAdAAZTA)s (A). A partir desta figura é
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possivel notar que a interacdo entre o agente de contraste proposto neste capitulo e a
fibrina é favoravel, sendo superior a obtida para o tetrdmero (controle) sob as mesmas
condicBes de andlises. Tendo em vista estes resultados, foi possivel a projecdo dos

experimentos in vivo empregando este complexo.

Figura 6.3 - Estudo in vitro referente a interacdo entre o complexo peptideo-dL-(Gd-
AAZTAC4COOH)4 com a fibrina.
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Para determinar se o complexo proposto também apresentava a mesma interacao
com a proteina fibrina in vivo foram usados camundongos, com cancer de préstata
induzido com as células da linhagem PC-3. A figura 6.4 apresenta algumas imagens dos
camundongos em trés condicgdes: antes (esquerda), apds 6,0 min (centro) e 20 min
(direita) da ministracdo de uma solucdo contendo o complexo peptideo-dL-(Gd-
AAZTAC4COOH)4, na concentragédo de 0,02 mmol Gd/kg do camundongo.

Figura 6.4 - Imagens MRI de camundongos com cancer de prdstata: antes (esquerda) e
apos 6,0 min (centro) e 20 min (direita) da administracdo do agente de contraste peptideo-
dL-(Gd-AAZTAC4COOH)4 na dose de 0,02 mmol Gd/kg do animal.

Tumor Prostata Tumor Préstata Bexiga Proéstata
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A partir desta figura é possivel observar que antes (esquerda) de ministrar o agente
de contraste ao animal, a regido delimitada pelo tumor relativo ao cancer de prostata é
indistinguivel dos tecidos saudaveis que o circundam. Apos 6,0 min (centro) existe um
significante aumento do contraste, tornando o tumor claramente visivel nas imagens de
MRI. Isto ocorre devido a interacdo entre o0 agente de contraste e as moléculas de fibrina,
as quais agem como marcador em consonancia com o discutido por (CHAABANE et al.,
2015). Segundo estes autores, este aumento no contraste esta relacionado ao tamanho
macromolecular do complexo, o qual fornece um longo tempo de permanéncia dentro do
sistema venoso do animal, permitindo um tempo suficiente de interacdo com as moléculas
de fibrina. Finalmente, na imagem coletada apds 20 min (direita) € possivel notar um
intenso contraste na regido da bexiga, evidenciando a excrecdo renal deste agente de

contraste pelo animal.

A figura 6.5 apresenta os resultados provenientes da andlise quantitativa obtida
por PRE (do inglés, Paramagnetic Relaxation Enhancement) até 60 minutos para o
complexo peptideo-dL-(GAAAZTAC4COOH)4 (preto) comparado com o controle, que
neste caso, foi realizado a partir da préstata saudavel (azul) e o tetramero dL-
(GAAAZTA)4 (verde). As analises quantitativas das imagens revelaram um forte aumento
no contraste nos primeiros 15 min, apds a ministracdo do complexo. Em consonancia ao
discutido por (CHAABANE et al., 2015), os dados obtidos experimentalmente
demonstram que a interacdo entre a fibrina localizada na matriz extracelular e o agente
de contraste € viavel para 0 monitoramento da metastase de uma linha tumoral, conforme
previamente sinalizado pelos ensaios in vitro. Além do mais, conforme esperado, este
complexo proporciona um maior contraste em relacdo aos controles, prostata saudavel
(azul) e o tetrdmero dL-(GJAAZTA)s (verde), que evidentemente apresentam uma

concentracdo muito baixa de fibrina para uma eficiente interacéo.
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Figura 6.5 - Analise quantitativa realizadas a partir das imagens de MRI para o agente
de contraste Peptideo-dL-(Gd-AAZTAC4COOH)4 (preto), prostata saudavel (azul) e o
tetramero dL-(GAAAZTA). (verde).
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Finalmente, a figura 6.6 apresenta os resultados para o estudo post-mortem
realizado a partir dos érgdos dos animais empregado nas analises in vivo. Estes resultados
evidenciam que a concentracdo de gadolineo foi mais predominante nos rins dos animais,
apos 24 h da injecdo do agente de contraste. Este dado permite assegurar que o agente de
contraste foi majoritariamente excretado na urina dos animais em consonancia com 0S

resultados de MRI previamente apresentados e discutidos.

Figura 6.6 - Andlise da concentracdo residual post-mortem de gadolineo nos
camundongos.
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4 Consideragdes Finais

Dados os resultados alcangados neste capitulo é possivel inferir que o
macrocomplexo, peptideo-dL-(Gd-AAZTAC4sCOOH)4 possui um valor de relaxividade
paramagnética (rip = 79,12 mM-.s) expressivamente maior comparado ao complexo néo
modificado, [Gd-AAZTAC,COOH] (9,4 mM?s?). A obtencdo desta elevada
relaxividade foi possivel, tendo em vista o design de um complexo com alta massa
molecular e consequente tempo de correlagdo rotacional (tr), significativamente superior.
Os resultados in vitro acerca da interacdo deste novo derivado com a fibrina, presente em
metastases para os mais diversos tipos de cancer, demonstrou que o complexo
macromolecular apresenta uma interacdo eficiente com esta proteina, permitindo
classifica-lo como um promissor agente de contraste para o diagndstico precoce de
cancer. Finalmente, os ensaios in vivo confirmaram esta afinidade, nos quais foram
obtidos uma rapida visualizacdo do tumor referente ao cancer de prostata (linhagem
tumoral PC-3), além de uma eficiente excre¢do renal do agente de contraste pelo

organismo do animal, conforme confirmado pelos ensaios post-mortem.
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Dados os resultados apresentados neste trabalho de doutorado, € possivel concluir
que a relaxometria de RMN-BR possui papel fundamental nos estudos de complexos
contendo ions paramagnéticos em solucdo. As aplicacbes proporcionadas por esta
espectroscopia permitem o seu emprego no monitoramento de reagcdes de complexacao,
através dos estudos de trocas de ligantes. Estes estudos proporcionam grande vantagem,
pois aliam respostas rapidas, atraves do emprego de sequéncias de pulsos no estado
estacionario com a possibilidade de aplicacfes a solucGes incolores, fator limitante, por
exemplo, para a espectrofotometria no UV-Vis. Andlises conformacionais para o
polissacarideo quitosana e para os seus complexos com os jons Cu?*, Fe** e Mn?" em
fungdo do pH, foram abordadas e os resultados demonstraram que este biopolimero
interage fortemente com as moléculas do solvente (&gua), especialmente em meios
alcalinos, as aprisionando entre suas cadeias poliméricas. Além do mais, foi também
possivel inferir acerca da conformacdo e estrutura dos complexos gerados a partir da
interacdo deste polimero com ions paramagnéticos. Neste sentido, também foram
estudados os complexos formados envolvendo o polialcool sorbitol com fons cupricos.
Neste caso, 0s resultados mostraram uma alta complementariedade entre a relaxometria
e a RMN-AR, permitindo inferir tanto acerca da troca de ligantes, quanto do surgimento
de espécies macromoleculares em meio alcalino. Complexos que possuem relevancia
biol6gica, também foram abordados. Neste caso, a caracterizacdo relaxométrica em
solucdo para derivados do complexo [Gd-AAZTA], permitiu extrair diversos parametros
coordenativos importantes, como por exemplo, o tempo de troca quimica entre as

moléculas de agua coordenadas ao centro paramagnético e a solucéo (z,,), 0 tempo de
correlagdo rotacional do complexo (z,), 0 nimero de moléculas de agua diretamente

coordenadas ao ion metalico (q), além da presenca ou ndo de moléculas de agua na
segunda esfera de coordenacdo (gss). Por fim, um novo complexo macromolecular
contendo um fragmento peptidico de um anticorpo para a detec¢éo de fibrina foi avaliado
para o diagnéstico de cancer de prostata em camundongos. Os resultados por MRI
indicaram que este novo complexo possui uma acgéo de contraste que possibilita a clara
visualizacdo do tumor e uma rapida excrecédo renal (conforme confirmado por ensaios
post-mortem) possibilitando um diagndstico precoce para este tipo de cancer, aumentado

as expectativas em relagdo as chances de cura e a qualidade de vida para futuros pacientes.
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Apesar dos consolidados avancos alcancados ao longo desta pesquisa de
doutorado, se faz necessario para uma maior compreensdo acerca dos compostos de
coordenacdo contendo ions paramagnéticos em solucéo, estudos complementares e outros
mais aprofundados. Neste sentido esperamos continuar os ensaios de interacdo da fibrina
com macrocomplexos, usando para esta finalidade outros modelos tumorais que
apresentem elevada concentracdo para esta proteina. Deste modo, esperamos elucidar de
forma mais consistente a acdo do agente de contraste FibPep-(GAAAZTAC4sCOOH)4, e
possivelmente expandirmos a sua aplicabilidade para outros tipos de tumores altamente
letais, como o céncer de pulmé&o, pancreas e estdbmago. Evidentemente, a titulo de
comparacdo, considera-se interessante a realizacdo dos estudos in vivo para a sonda
paramagnética FibPep-(GAAAZTAC,COOH)4, uma vez que este complexo possui
propriedades relaxomeétricas in vitro, similares a do derivado escolhido para a realizacdo
dos ensaios de tomografia por RMN apresentados neste trabalho de doutorado. Em
relagdo aos estudos relativos a analise relaxométrica e por RMN em alta resolugdo para o
quelato formado entre sorbitol e ifons cupricos, estudos mais aprofundados se faz
necessarios. Neste sentido, um estudo por ’O-RMN em funcio da temperatura poderia
ser executado, especialmente em pH 12, para a determinacdo da taxa de troca entre as
moléculas de agua diretamente coordenadas aos fons Cu?* e a solugdo. Além do mais,
sera interessante realizar um perfil relaxométrico em funcdo do campo magnético, para
conhecermos a relaxividade paramagnética (rip) para estas espécies. Uma vez que deste
modo serd possivel evidenciarmos a presenca do macrocomplexo especialmente em
frequéncia préxima a 30 MHz. Em relagdo ao monitoramento de reagdes de complexacao
por intermédio da troca de ligantes em solucdo, estudos complementares seriam
interessantes. Neste caso a aplicacdo dos métodos aqui proposto, para o estudo da
interacdo entre aminoacidos como prolina e glicina com ions paramagnéticos podera
apresentar implicagfes interessantes para a compreensdao de reacBes bioldgicas.
Finalmente, para os estudos envolvendo macromoléculas sera interessante realizar
pesquisas acerca da interacdo entre compostos bioldgicos, tais como DNA e HSA com
complexos metalicos, para desvendarmos 0os mecanismos de interacdo entre estes. Estes
estudos poderdo ser realizados empregando métodos modernos de RMN, tais como STD
(do inglés, Saturation Transfer Difference Spectroscopy) e podem possuir alta relevancia
para a compreensao da atuacao de quimioterapicos, auxiliando na projecéo de farmacos

biologicamente mais ativos.
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1 Estudos de equilibrio para o complexo AAZTA-C4 (0.15 M NaCl, 25°C)

HOOC COOH HOOC COOH HOOC COOH
N N N
HOOC N/ TCOOH HooC N/ “COOH N~ COOH
4 N 2 N N
Hooc—/ Q Hooc—/ Q Hooc—/ Q
AAZTA-C4 AAZTA-C2 AAZTA

1.1 Determinacao das constantes de protonacéo (0,15 M NaCl, 25°C):

. HL
S ThLLmT ®

Tabela 1. Constantes de protonacéo para os ligantes AAZTA-Cs, AAZTA-C, e AAZTA
(25°C)

AAZTA-C4 AAZTA-C2 AAZTAE
| 0.15 M NacCl 0.15 M NacCl 0.15 M NaCI® 0.1 M KCI®!

logK," 10.48 (1) 10.22 (1) 10.06 11.23
logK," 6.90 (1) 6.53 (1) 6.50 6.52
logK" 4.68 (1) 4.33(2) 3.77 3.78
logK4" 3.73 (1) 3.62 (1) 2.33 2.24
logKs" 2.60 (1) 2.91 (1) 1.51 1.56
logKe 1.80 (2) 2.03(2) - _
logK7H 1.09 (3) 1.23 (3) - -
>logKiH 31.27 30.86 24.16 25.33

I BARANYAI, Z.; UGGERI, F.;: MAIOCCHI, A.; GIOVENZANA, G. B.; CAVALLOTTI, C.;
TAKACS, A; TOTH, I.; BANYAI, |.; BENYEI, A;; BRUCHER, E.; AIME, S. Equilibrium, kinetic
and structural studies of AAZTA complexes with Ga®**, In®* and Cu?*. European Journal of Inorganic
Chemistry, 2013, 147 — 162.

] BARANYAI, Z., UGGERI, F., GIOVENZANA, G. B., BENYEI, A., BRUCHER, E., AIME, S.
Equilibrium and kinetic properties of the lanthanoids(l11) and various divalent metal complexes of the
heptadentate ligand AAZTA. Chemistry - A European Journal, 2009, 15, 1696-1705.
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1.2 Constantes de estabilidade e protonica (0,15 M NacCl, 25°C)

Tabela 2. Constantes de estabilidade e protonica dos complexos formados pelos ligantes
AAZTA-Cs, AAZTA-C2 e AAZTA com os fons Ca®*, Zn?*, Cu?* e Ln*" (25°C)

AAZTA-C4 AAZTA-C2 AAZTA
| 0.15M 0.15M 0.15M 0.1 M
NaCl NaCl NaCl KCI
CalL 12.05 (2) 1191 (1)  11.75(1) 12.76
CaHL 4.77 (2) 4.36 (1) 3.41 (3) 3.34
CaH:l  327(2) 3.58 (3) _ -
ZnL 17.05 (3) 16.93(3)  16.02 (1) 18.01
ZnHL 4.74 (3) 4.48 (3) 3.95 (1) 3.87
ZnH:L  3.76 (2) 3.61 (3) 2.53 (1) 2.36
ZnHsL 276 (2) 2.74 (3) - -
ZnLH.1  11.39 (4) 11.44(5)  11.36 (2) 11.25
CuL 18.94 (5) 20.71 (2) 22.27
CuHL 4.79 (2) 4.54 (3) 3.92 (1) 4.00
CuH:L  3.91(2) 3.86 (2) 2.68 (1) 2.72
CuHsL  2.88(2) 2.94 (2) 0.92 (3) _
CuHiL  1.31(2) - -
CuLH.  11.02(3) 1123(2)  10.79(2) 10.81
LaL 17.24 (2) 1698 (3)  16.48 (1) 17.53
LaHL 4.68 (1) 4.36 (1) 1.90(5) 1.97
LaH:L  2.37(2) 2.59 (2) - -
GdL 20.33 (2) 20.06 (5)  18.93 (1) 20.24
GdHL  4.74(1) 4.45 (2) 2.18 (1) 1.89
GdHoL 2,07 (1) 2.11 (3) - -
LuL 22.06 (3) 21.65(4) 2122 (4) 21.85
LuHL 4.65 (2) 4.47 (4)

“ BARANYAI, Z., UGGERI, F., GIOVENZANA, G. B., BENYEI, A, BRUCHER, E., AIME, S.
Equilibrium and kinetic properties of the lanthanoids(l11) and various divalent metal complexes of the
heptadentate ligand AAZTA. Chemistry - A European Journal, 2009, 15, 1696-1705.
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2 Autorizacdo do comité de ética para a realizagéo dos ensaios in vivo.

(" Ministero della Salute
' DGSAF
0024430-P-25/09/2015
7 ; |
7 .
Direzione Generale della Sanita Animale e dei Farmaci Veterinari . . . . .
Ufficio VI (ex DGSA — Benessere Animale) Universita degli Studi di Torino
pec: coordinamento.ricerca@pec.unito.it
Dipartimento di Biotecnologie Molecolari
e Scienze per la Salute
nec: hinfmlogie@pec wnitolt
I
c.a Dr.ssa Fiorella ALTRUDA
e-mail: fiorella.altruda@unito.it

€, per conoscenza

ASL Torino 1
Servizio Veterinario
c.a. Dr.ssa Laura GEMELLO

e-mail: laura.gemello@asl1 .to.it

OGGETTO: D.lIgs. 26/2014 in materia di protezione degli animali utilizzati a fini scientifici.
Trasmissione autorizzazioni ai sensi dell’art. 31.
Autorizzazione n° 1012/2015-PR (Risposta a DGSAF 27309-A del 23/12/2014)

Si trasmette ’autorizzazione n® 1012/2015-PR rilasciata in data 23/09/2015, ai sensi
dell’art. 31 del D.Igs. 26/2014.

IL DIRETTORE DELL’UFFICIO VI

Referenti: G. Botta e-mail: g.botta@sanita.it;
UNI TORINO Aime 09MMXV
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Mo

blREZIONE GENERALE DELLA SANITA ANIMALE E DEI FARMACI VETERINARIT
UFFICIO VI ex DGSA

Autorizzazione n. XO,( Z /2015-PR

IL DIRETTORE GENERALE

Vista la domanda di autorizzazione del progetto di ricerca “Studio di modelli sperimentali
animali mediante tecniche di imaging e valutazione dell’efficacia di trattamenti con agenti
teranostici utilizzati nello sviluppo di protocolli di medicina personalizzata per trattamenti di
patologie tumorali anche basati sull’irraggiamento”, ex articolo 31 del decreto legislativo 4 marzo
2014, n. 26, acquisita con prot. DGSAF 27309 del 23/12/2014, inoltrata dall’ Universita degli Studi di
Torino, sede legale in Torino, Via Verdi, 8, per il tramite dell’Organismo preposto al benessere degli
animali di cui all’articolo 25 del menzionato d.lgs. n. 26/2014, e finalizzata all’esecuzione del progetto
di ricerca come descritto nella documentazione allegata alla domanda;

Visto l'articolo 31, comma 1, del d.Igs. n. 26/2014, nel quale il Ministero della salute ¢ individuato
quale autorita competente al rilascio dell'autorizzazione all’esecuzione di progetti di ricerca che
prevedono I'utilizzo di animali a fini scientifici secondo le finalita di cui all’articolo 5, comma 1, in
continuita con la precedente normativa di cui al decreto legislativo 27 gennaio 1992, n. 116;

Visti gli articoli 12, 13, 14, 15, 16 e 17 del succitato d.lgs. n. 26/2014, che stabiliscono le modalita
di utilizzazione degli animali nelle procedure condotte a fini scientifici;

Visti gli articoli 31, 32, 34 ¢ 35, nonché gli Allegati IV, VI, VII e IX del d.lgs. n. 26/2014, che
fissano i requisiti generali per il rilascio di autorizzazione per progetti di ricerca;

Vista la nota n. 20210 del 08/07/2015, con cui I’Istituto Superiore di Sanita ha comunicato I’esito
positivo della valutazione tecnico-scientifica sul progetto di ricerca;

Considerato che ricorrono i requisiti stabiliti dal d.Igs. n. 26/2014 per il progetto da autorizzare;

Preso atto che il responsabile del progetto di ricerca, ai sensi dell’articolo 3, comma 1, lettera g)
del d.Igs. n. 26/2014, ¢ il Prof. Silvio AIME;

Considerato che lo stabilimento utilizzatore del Dipartimento di Biotecnologie Molecolari e
Scienze per la Salute, dell’Universita degli Studi di Torino, sito in Torino, Via Nizza, 52, ¢
regolarmente autorizzato con decreto n. 182/2010-A del 03/11/2010, ai sensi del D.lgs. 116/92;

Visto I’articolo 4, comma 2 e I’articolo 16 del decreto legislativo 30 marzo 2001, n. 165 e
successive modifiche, recanti le funzioni dei dirigenti di uffici dirigenziali;

Responsabile del procedimento: Dr. Vincenzo Ugo SANTUCCI
Referenti: Bofta: p.botta@sanita.it
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1. L’Universita degli Studi di Torino con sede legale in Torino, Via Verdi, 8, all’esecuzione del
progetto di ricerca ex articolo 31 del decreto legislativo 4 marzo 2014, n. 26, in conformita a quanto
indicato nella richiesta di autorizzazione citata in premessa ed, in particolare, con riferimento a:

“Studio di modelli sperimentali animali mediante tecniche di imaging e valutazione dell’efficacia
di trattamenti con agenti teramostici utilizzati nello sviluppo di protocolli di medicina
personalizzata per trattamenti di patologie tumorali anche basati sullirraggiamento”

2. 11 Prof. Silvio AIME quale responsabile del progetto di ricerca, ai sensi dell’articolo 3, comma
1, lettera g) del d.lgs. n. 26/2014.

3. L’Universita degli Studi di Torino con sede legale in Torino, Via Verdi, 8, all’csccuzione del
progetto di ricerca di cui al punto 1 nello stabilimento utilizzatore del Dipartimento di
Biotecnologie Molecolari e Scienze per la Salute, dell’Universita degli Studi di Torino, sito in
Torino, Via Nizza, 52, regolarmente autorizzato con decreto n. 182/2010-A del 03/11/2010, ai
sensi del D.lgs. 116/92.

Alla conclusione del progetto di ricerca, il responsabile di cui all’articolo 3, comma 1, lettera g) del
d.lgs. n. 26/2014 dovra inviare alla scrivente Amministrazione la documentazione necessaria ai fini
della valutazione retrospettiva come previsto dall’articolo 32 del citato decreto.

La presente autorizzazione ha una durata di sessanta mesi e pud essere revocata secondo quanto
previsto dall’articolo 31, comma 15 del d.lgs. n. 26/2014.

93 SET. 2015 IL DIRETTORE GENERALE

(Dott. Silvi LLO)

Responsabile dgl procedimento: Dr. Vincenzo Ugo SANTUCCI
Referenti: Botta] g botta@sanita.it
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