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Resumo

Novos ligandos do tipo pirazolo-diamina com as unidades intercaladoras alaranjado de
acridina (L1, L3), 9-acridina acido carboxilico (L2, L4) e antraceno (L5), na posicdo 4 do anel
de pirazolilo, foram sintetizados e caracterizados. A sua coordenagdo a unidade fac-[M(CO)s]*
(M=Re,**™Tc) originou complexos do tipo fac-[M(CO);(i*-L)]*/** em que: L=L1: M= Re (Rel),
PMTc (Tel); L=L2: M= Re (Re2), *"Tc (Tc2); L=L3: M= Re (Re3), ¥*™Tc (Tc3); L=L4:
M=Re (Re4); L=L5: M= Re (Re5), *"Tc (Tc5). A interaccio de L1 e L2 e dos respectivos
complexos Rel e Re2 com ADN de timo de vitela foi avaliada por varias técnicas
espectroscopicas. Os compostos L1 e Rel demonstraram afinidade para o ADN interactuando
com ele por intercalacdo, enquanto L2 e Re2 possuiam uma fraca afinidade. Os resultados de
LD mostraram que L1 e Rel se comportavam como intercaladores perfeitos. Por microscopia
confocal de fluorescéncia verificou-se que L1, L3, Rel e Re3 internalizavam em células B16-F1
e/ou PC-3, localizando-se no nucleo, comportamento confirmado e quantificado com estudos
gue envolveram as mesmas linhas celulares e o complexo Tcl. Estudos com ADN plasmidico
pucl9 demonstraram que Tcl convertia a forma superenrolada do ADN na forma circular, por
inducdo de quebras simples. Para explorar a potencial aplicacdo terapéutica do *™Tc como
emissor Auger, analogos da bombesina (BBN) do tipo X-BBN[7-14] (X=SGS, GGG, NLS) foram
ligados a L3 originando os conjugados peptidicos L6 (SGS), L7 (GGG) e L11 (NLS). Complexos
do tipo fac[®™Tc(CO);(x3-L)]** (L=L6 (Tc6); L=L7 (Tc7); L=L11 (Tcll)) foram
seguidamente isolados e caracterizados por comparacao do seu perfil cromatografico com o dos
correspondentes complexos de rénio (Re6, Re7, Rell). Estudos com células tumorais
confirmaram que Re6/Tc6 e Re7/Tc7 eram selectivos para as células PC-3 e que se
acumulavam no nucleo. A translocacao do complexo Tcll do citoplasma para o nucleo

aumentou devido a presenca da sequéncia peptidica NLS.






Abstract

Novel pyrazolyl-diamine ligands with the intercalating units acridine orange (L1, L3), 9-
acridine carboxylic acid (L2, L4) and anthracene (L5), at the 4-position of the pyrazolyl ring,
were synthesized and characterized. Coordination towards the /ac[M(CO);]* core (M = Re,
%mTc) led to complexes of the type fac-[M(CO)s(i*-L)]*/** where: L =L1: M =Re (Rel), *"Tc
(Tcl); L =L2: M =Re (Re2), *"Tc (Tc2); L =L3: M =Re (Re3), ®™Tc (Tc3); L =L4: M= Re
(Re4); L =L5: M= Re (Re5), *™Tc (Tc5). The interaction of L1 and L2 and complexes Rel
and Re2 with calf thymus DNA was investigated by a variety of spectroscopic techniques.
Compounds L1 and Rel had moderate affinity to DNA interacting with it by intercalation, while
L2 and Re2 had poor affinity. LD measurements showed that L1 and Rel acted as perfect
intercalators. By confocal fluorescence microscopy we found that L1, L3, Rel and Re3
internalized in B16-F1 and/or PC-3 cells, localizing in their nucleus, which was confirmed and
quantified in studies involving the same cell lines and complex Tcl. DNA studies with pucl9
plasmid showed that Tc1 converted supercoiled DNA to the open circular form, by induction of
single strand breaks. To explore the potential therapeutic usefulness of *™Tc as an Auger
emitter, bombesin analogues of the type X-BBN[7-14] (X=SGS, GGG, NLS) were conjugated
to L3 leading to conjugates L6 (SGS), L7 (GGG) and L11 (NLS). Complexes of the type fac
[P™Tc(CO);(1-L)]** (L=L6 (Tc6); L=L7 (Tc7); L=L11 (Tcll)) were isolated and
characterized by comparison of their chromatographic profiles with the ones of the
corresponding rhenium complexes (Re6, Re7, Rell). Studies with tumor cells confirmed that
Re6/Tc6 and Re7/Tc7 had selectivity for PC-3 cells and that they accumulated in their
nucleus. The translocation of complex Tc11 from cytoplasm to the nucleus was enhanced due

to the presence of the NLS sequence.
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Figura 3.9: Imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia de células B16-F1
incubadas durante 3 horas com 8 x 10° M do ligando pirazolo-diamina com
antraceno (B, azul) e do respectivo complexo de rénio (I) (C, azul), apds incubacdo

com DRAQ5 (vermelho). As setas a branco indicam os compostos.
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Figura 3.10: a) Imagens obtidas por microscopia confocal de fluorescéncia de
células PC-3 na presenca de 1,5 x 10° M de Rel (verde) Vermelho: dihidroetidio.
Imagens adquiridas a 5, 15, 30 e 60 minutos apo6s adicdo dos compostos. Insert:
distribuicdo celular da fluorescéncia para uma Unica célula aos mesmos tempos.
Barra: 20 pym. As setas a branco indicam a localizagdo dos compostos. b) Grafico

representativo da intensidade de fluorescéncia em fungdo do tempo.

Figura 3.11: Em cima: Internalizacdo celular de Tcl e Tc2 apods 4 horas de
incubagdo a 37°C com células PC-3 ou B16-F1. A internalizagao celular é expressa
em percentagem do composto total adicionado as células (média + desvio padrdo, n
= 3). Em baixo: Internalizacdo nuclear de Tcl e Tc2 apds 4 horas de incubacdo a
37°C com células PC-3 ou B16-F1. A internalizacdo nuclear é expressa em

percentagem do composto total adicionado as células (média + desvio padrdo, n=3).

Figura 3.12: Retengdo celular de Tcl em células PC-3 ou B16-F1 apos 1 hora de

internalizacdo e 4 horas de efluxo a 37°C (média + desvio padrdo, n=3).

Figura 3.13: Em cima: Internalizacdo celular de Tc5 e A apos 4 horas de incubacdo
a 379C com células B16-F1 ou PC-3. A internalizacao celular é expressa em
percentagem do composto total adicionado as células (média + desvio padrdo, n =
3). Em baixo: Internalizacdo nuclear de Tc5 e A apds 4 horas de incubagdo a 37°C
com células B16-F1 ou PC-3. A internalizagdao nuclear é expressa em percentagem do

composto total adicionado as células (média + desvio padrdo, n = 3).

Figura 3.14: Retencao celular do complexo A apds 2 horas de internalizacdo e 4

horas de efluxo em células PC-3 a 37°C (média + desvio padrao, n = 3).

Figura 4.1: Ligandos aciclicos e ciclicos poliaminocarboxilicos.

Figura 4.2: Estrutura de [DTPA?, Lys?, Tyr*]-BBN[2-14].

Figura 4.3: Estrutura de ’Lu-AMBA (AMBA = DOTA-Gly-(4-aminobenzoil)-GIn-Trp-
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Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH,).

Figura 4.4: Estrutura de complexos do tipo [#*Cu-NO2A-(X)-BBN(7-14)NH.].

Figura 4.5: Aproximacdo “4+1” para marcagao de analogos da bombesina (BBN)
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Figura 4.17: Espectro de massa de L10 (ESI-MS; modo positivo) (* - pico nao

identificado).

Figura 4.18: Cromatogramas de HPLC (A) e espectros de massa (B) de Re7 e Re9

(ESI-MS; modo positivo). (HPLC: coluna 100-5 C18: método: C)

Figura 4.19: Espectro de massa (A: ESI-MS; modo positivo) e cromatograma de

HPLC (B) de Rel11. (HPLC: coluna 100-5 C18; método: A)

Figura 4.20: Cromatograma de HPLC e espectro de massa de Rel12 (ESI-MS; modo

positivo). (HPLC: coluna 100-5 C18; método: C)

Figura 4.21: Imagens obtidas por microscopia confocal de fluorescéncia de uma
célula PC-3 na presenca de 1,5 x 10° M de Re6 (A) e Re7 (B). Verde: compostos.

Imagens adquiridas a 5, 15, 30 e 60 min apds adicao dos compostos.

Figura 4.22: Cromatograma de HPLC obtido apds a co-injeccdo dos complexos Re7

e Tc7. (HPLC: coluna Nucleosil 100-5 C18; método C)

Figura 4.23: Internalizagao celular de Tc6-Tc9 e Tcl1 apos 4 horas de incubacdo
a 37°C com células PC-3 (esquerda) e B16-F1 (direita). A internalizagdo celular é
expressa em percentagem do composto total adicionado as células (média + desvio

padrao, n = 3).

Figura 4.24: Internalizagao nuclear de Tc6-Tc9 e Tc11 apos 4 horas de incubagdo
a 37°C com células PC-3 (esquerda) e B16-F1 (direita). A internalizacdo nuclear é
expressa em percentagem do composto total adicionado as células (média + desvio

padrdo, n = 3).

Figura 4.25: Retengdo celular para Tc6, Tc7 e Tcll apds 1 hora de internalizagdo

e 4 horas de efluxo a 37°C em células PC-3 (média + desvio padrao, n = 3).

Figura 4.26: Viabilidade das células PC-3 na presenga de diferentes concentragGes
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radioactivas de Tc6 e Tc7 apds 36 horas de incubacdo a 37°C (média + desvio

padrdo, n = 3).

Figura 4.27: Estrutura do complexo de ®™Tc com a unidade pirazolo-diamina.

Figura 4.28: Estabilidade de Tc6 em soro humano — cromatogramas obtidos por
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Preambulo

A imagiologia molecular permite a visualizagdo ndo invasiva, caracterizagdo e
quantificacdo in vivo de processos bioldgicos ao nivel molecular e celular utilizando sondas
especificas. Os desenvolvimentos tecnoldgicos levaram a uma evolucdo das técnicas de
imagiologia permitindo a obtencdo de imagens de elevada qualidade e resolucao que ajudam a
efectuar um diagndstico diferenciado de diversas patologias. As técnicas de imagiologia
molecular disponiveis, ou actualmente em maior desenvolvimento, para a monitorizacdo dessas
patologias sao as técnicas de imagiologia nuclear, ressondncia magnética (MRI) e imagiologia
optica.

Dentro das técnicas de imagiologia ndo invasiva disponiveis para utilizagao clinica as
nucleares, nomeadamente a tomografia computorizada de emissdo de fotao Unico (SPECT) e a
tomografia de emissdo de positrao (PET), sao as mais sensiveis e por isso as mais promissoras
pois permitem fazer a quantificacao /7 vivo dos alvos moleculares bem como obter informagao
funcional do sistema que esta a ser analisado. Estas técnicas utilizam radiofarmacos, que sdo
formulagdes farmacéuticas que incluem um radionuclideo na sua composicdao que pode ser um
emissor de radiagdo gama (y) para SPECT ou de positroes (B*) para PET.

Contudo, a resolucdo espacial obtida com as técnicas de imagiologia nuclear é
relativamente baixa no que se refere a detalhes anatomicos. Com frequéncia a tomografia
computorizada (CT) ou a MRI sdo aplicadas para fornecer informacdo anatomica de alta
resolugdo que pode ser associada a informacdo molecular ou funcional obtida com as técnicas
SPECT ou PET. O desenvolvimento de sistemas hibridos, tais como SPECT/CT, PET/CT ou
PET/MRI permitem obter informagdo anatomica e molecular ou funcional sequencialmente
numa unica sessao de um exame de diagndstico.

A imagiologia molecular ou funcional é importante ndo s6 para o diagndstico precoce de
certas patologias mas também para fazer o acompanhamento evolutivo das terapias

convencionais. Destas terapias destacamos a cirurgia, a quimioterapia e a terapia com radiagao.



Inicialmente, a terapia através da utilizacao de radiagdao era apenas realizada pela
exposicdo do paciente a uma fonte externa. Mais recentemente, a utilizacdo de radiofarmacos
pode constituir, nalguns casos, uma alternativa a radioterapia externa, com varias vantagens.
Esta nova modalidade terapéutica procura utilizar radiofarmacos que tém na sua composicao
radionuclideos emissores de radiagdo ionizante. Estes compostos deverdo localizar-se em locais
especificos e induzir a morte celular de tecidos malignos.

Os radionuclideos que mais tém sido estudados para esta aplicacdo sdao emissores B, a
e Auger. Nos Ultimos 30 anos varios tém sido os esforcos que visam tirar partido das
propriedades ionizantes dos electrdes (e’) Auger com vista a uma terapéutica direccionada. Esta
aproximacao consiste em ligar emissores Auger a vectores bioldgicos (por exemplo, péptidos).
Os radionuclideos 'In (t;,, = 2,8 d), **I (ty, = 60,1 d) e *™Tc (t;,, = 6,0 h) sdo emissores de
radiacdo gama (y). A emissdo de radiagdao y por parte destes radionuclideos é também
acompanhada da emiss3o de e Auger: 14 e para o *In, 21 e para o 1*I e 4 e para o *™Tc.
Esta caracteristica tem sido o fundamento para diversos estudos efectuados com estes
radionuclideos com o intuito de aferir qual o seu potencial terapéutico. Adicionalmente, pela
emissao conjunta de radiacdo vy, estes radionuclideos podem permitir fazer em simultaneo um
acompanhamento evolutivo do tratamento do paciente por SPECT.

Os e Auger tém uma baixa penetracdo nos tecidos sendo necessaria a sua estreita
proximidade ao ADN nuclear, ou seja, o radiofarmaco dever-se-a localizar no nicleo da célula.
Para garantir esta proximidade varias abordagens tém sido estudadas. Uma delas assenta no
estudo de compostos que tém na sua constituicdo moléculas com elevada afinidade para o ADN
e com reconhecida capacidade para interactuar com ele, por intercalacao entre os pares de
base ou por ligacdo aos sulcos. Outra abordagem possivel assenta na modificacdo de
compostos pela introducao de sequéncias peptidicas conhecidas como sinais de localizagao
nuclear (NLS) que tém a fungdo de fazer a translocacdao de substancias do citoplasma para o

nucleo das células.

O trabalho apresentado nesta tese teve como principal objectivo contribuir para a

avaliacdo do potencial terapéutico de complexos de ®™Tc. Assim, concebemos, sintetizdmos e



avalidmos novos compostos trifuncionais de *™Tc. Os complexos trifuncionais sdo constituidos
por: i) um agente quelante tridentado para estabilizar a unidade tricarbonilo 2c-[*™Tc(CO);]*;
ii) vectores biolégicos para conferir especificidade ao complexo metalico e/ou promover a sua
translocacdo do citoplasma para o nucleo; iii) € uma unidade que se sabe interactuar com o

ADN.

Esta tese encontra-se organizada em seis capitulos. No primeiro faz-se uma breve
introducdo com consideragbes gerais sobre medicina nuclear e radiofarmacos, dando particular
atencao aos estudos realizados com emissores de e” Auger para aplicacao terapéutica.

No segundo capitulo, apés uma breve introdugdo sobre a quimica do rénio/tecnécio
relevante para aplicacdo em medicina nuclear, descreve-se a sintese e caracterizacao de
ligandos pirazolo-diamina contendo unidades com capacidade para interactuar com o ADN e
sem ou com um braco carboxilato para ligacdo a péptidos biologicamente activos. Neste
capitulo descrevem-se ainda os complexos modelo de rénio (I) sintetizados bem como a
interaccdo de ligandos e complexos com o ADN, que foi estudada por diferentes técnicas
espectroscopicas.

No terceiro capitulo descreve-se a sintese de complexos de *™Tc (I) com os ligandos
descritos no capitulo 2 e apresentam-se estudos /n vitro de complexos de rénio (I) e *™Tc (I)
com ADN plasmidico e com células tumorais.

No quarto capitulo faz-se uma introducdo geral a utilizacao de vectores bioldgicos com
afinidade para receptores membranares sobreexpressos em determinados tipos de células,
nomeadamente o GRPr. De seguida, faz-se a descrigao da sintese e caracterizagao de analogos
peptidicos da BBN e a sua conjugacao a agentes trifuncionais, assim como a preparagao dos
respectivos complexos de rénio e *™Tc e a avaliacio in vitro e in vivo desses complexos.
Finalmente, descrevem-se os estudos realizados para aumentar a internalizacao nuclear de
alguns dos compostos previamente descritos.

As conclusOes e sugestdes para trabalho futuro s3o apresentadas no quinto capitulo.
Finalmente, no sexto capitulo, sdo descritos detalhes experimentais sobre o trabalho

apresentado nos capitulos 2 a 4.
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1. Introducao






1. Introducéao

1.1. Consideracdes Gerais

A medicina nuclear € um ramo da medicina que utiliza radiofarmacos para a realizacao
de exames de diagndstico ou para terapia. Radiofarmacos s3o compostos que possuem na sua
constituicdo um elemento radioactivo (radionuclideo) sendo concebidos de forma a direccionar
a radioactividade para orgdos ou tecidos alvo no paciente. Estes compostos sdo, na sua
maioria, injectados intravenosamente e, dependendo das suas caracteristicas, podem ser
denominados de perfusdo ou especificos. Um radiofarmaco de perfusao fixa-se no 6rgao alvo
devido as suas caracteristicas fisico-quimicas tais como carga global, peso molecular, forma e
lipofilia. Por outro lado, um radiofarmaco especifico tem na sua composicdo um vector bioldgico

que determina a sua interaccdo com o orgdo alvo (Fig. 1.1).*°

Ligando

- o=
. i Alvo
Biomolécula Molecular

—>(
~

<« TSee—ee-
Espacador

Ligando

Figura 1.1: Representagao esquematica de um radiofarmaco contendo na sua composigao um

centro metalico: perfusao (em cima) e especifico (em baixo).

Os radionuclideos metdlicos tém um elevado interesse no desenvolvimento de
radiofarmacos devido as suas propriedades nucleares tais como tipo de radiagao emitida, tempo
de semi-desintegragao (t;;) e também por apresentarem, de um modo geral, uma quimica de
coordenacdo variada. Na concepcao de um radiofarmaco especifico contendo um radionuclideo
metalico é frequente aplicar-se a denominada aproximacdo bifuncional. Nesta aproximagao o
radionuclideo é estabilizado por um ligando bifuncional (BFCA) que devera permitir a sua
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ligagdo a um fragmento biologicamente activo (biomolécula, BM). Entre o ligando bifuncional e
a BM pode existir uma cadeia espacadora de natureza variada, que contribui para modelar a
farmacocinética do radiofarmaco e para afastar o fragmento metalico da BM, evitando que ela
perca especificidade para o alvo molecular.® A BM tem como fungdo direccionar o radionuclideo
para o alvo molecular. As BM podem ser anticorpos (AC) monoclonais, fragmentos de AC,

péptidos ou pequenas moléculas.

A escolha do BFCA é determinada pela natureza e estado de oxidacdo do metal
radioactivo. Para além disso, o BFCA pode muitas vezes ser modificado com grupos funcionais,
contribuindo também para modelar a farmacocinética do complexo final. Os radiofarmacos
especificos devem apresentar uma elevada actividade especifica, bem como elevada afinidade e
especificidade para o alvo. Estas caracteristicas sao essenciais para que com eles se possam
visualizar alvos moleculares que normalmente sdo expressos e/ou sobreexpressos em

concentragdo muito baixa.>

A escolha do radionuclideo para o desenvolvimento de um radiofarmaco depende da
aplicacao a que se destina, isto é, diagnostico ou terapia. Para cada uma destas aplicacdes o
ti, e energia das particulas e/ou radiacdo electromagnética emitidas, assim como a
disponibilidade e custo do radionuclideo sdo pardmetros importantes.*®

Os radiofarmacos com aplicagdo em diagndstico clinico s3o compostos que tém na sua
composicdo radionuclideos emissores de radiacdo gama (y), sendo utilizados em tomografia
computorizada de emissao de fotdo Unico (SPECT), ou radionuclideos emissores de positroes
(B*) e sdo neste caso utilizados em tomografia de emissdo de positrdo (PET). Para terapia os
radiofarmacos podem ter na sua constituicdo emissores beta (B), alfa (o) ou de electroes (¢€)
Auger.”

Na tabela 1.1 apresentam-se alguns dos isotopos que entram na composicao de
radiofarmacos em utilizacao clinica. Apresentam-se também outros radionuclideos com
potencial para diagnostico ou para terapia, com o0s quais decorrem varios estudos de

investigacao.
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Tabela 1.1: Isétopos em utilizacdo clinica ou com potencial para aplicagdo em medicina

nuclear.” !
Is6topo tio Tipo de Emissdo  Aplicacao
9ImTc* 6,0 h v, 4 € Auger SPECT
18Re 3,8d B Terapia
188Re 17 h B Terapia
1237 13,2 h v, 15 € Auger SPECT
131 8,0d B Terapia
18 1,8h Bt PET
ic 20,3 min gt PET
8y 14,7 h Bt PET
Ry 64,1 h B Terapia
Hn* 2,8d vy, 14 e Auger SPECT
%Ga* 3,2d v, 5 e Auger SPECT
8Ga 68,1 min Bt PET
%Cu 12,7 h B*, B, v PET
Cu 61,9 h B Terapia
15355m 46,8 d B Terapia
166Ho 26,8d B Terapia
Y7y 6,7 d B Terapia

*Emissores Auger com potencial interessa em terapia.

No caso concreto da terapia, até ao momento, s6 estdo a ser utilizados em clinica
radiofarmacos que tém na sua constituicao radionuclideos que emitem radiacdo B. O efeito
desta radiacdo sobre os tecidos ou drgaos alvo promove a destruicdo das células tumorais. A
captacdo do radiofarmaco no 6rgao alvo deve ser selectiva, de modo a minimizar os efeitos
secundarios. A escolha do emissor B vai depender da energia das particulas emitidas, das
dimensdes do tumor, da distribuicio intratumoral e da farmacocinética do radiofarmaco.!?

No que respeita a utilizacdo para terapia dos emissores o ou Auger, indicados na tabela
1.1, decorre uma intensa investigagdo no sentido de sintetizar e avaliar biologicamente
compostos com radionuclideos emissores destas particulas. As particulas o, B € € Auger tém

percursos variaveis nas células (Fig. 1.2), que dependem da sua carga, massa € energia.
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34 nm

Figura 1.2: Representacao esquematica do percurso das particulas o, p e € Auger no meio

celular e subcelular.

A LET! das particulas p é baixa e, dependendo da sua energia, podem percorrer alguns
milimetros nos tecidos alvo. Por seu lado, a LET das particulas o e dos e Auger é elevada, pelo
que o seu percurso é muito mais curto do que o das particulas p. O percurso das particulas «
tem uma ordem de grandeza equivalente a varias células, enquanto o percurso dos e Auger
tem uma ordem de grandeza que é inferior as dimensdes do nlcleo da célula.® Desta forma, os
radionuclideos emissores de particulas B s3o mais eficientes no tratamento de massas tumorais
com alguma dimens3o, enquanto os emissores o ou Auger seriam mais indicados para o

tratamento de pequenos aglomerados tumorais.'**

No caso concreto dos e Auger, o seu curto alcance torna necessario que o
radionuclideo esteja muito proximo do alvo terapéutico que, em Ultima instancia, € o ADN.
Assim, para que este tipo de terapia possa ter sucesso, € necessario encontrar compostos com
emissores Auger que sejam capazes de chegar ao nlcleo das células, e que se localizem
préximos ou incorporados no ADN. As lesdOes que podem ser induzidas no ADN por esta
radiacdo ionizante sdao as seguintes: quebra de uma Unica hélice do ADN (ssb, single strand

break), quebra das duas hélices do ADN (dsb, double strand break) ou danificacdo das bases

10 termo transferéncia linear de energia (LET) descreve a transferéncia de energia da particula (keV) ao
longo do seu percurso (um).
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nucleotidicas. As dsb sdo as lesGes com menor probabilidade de reparacdo e podem ocorrer
pela ionizagao directa do ADN (efeito directo) ou pela interaccdo com radicais livres formados a
partir das moléculas de dgua que se difundem no meio.®'>'> Os radicias formados podem
difundir-se livremente no espaco intracelular e causar danos adicionais.!'® Apesar das
dificuldades inerentes a este tipo de terapia a possivel utilizagdo de compostos com emissores
Auger tem-se revelado apelativa devido a possibilidade de se virem a utilizar compostos com
toxicidade selectiva para as células que incorporam no seu nlcleo o radiofarmaco e baixa

toxicidade nos 6rgdos n3o alvo.'’

0 I, 0 I e 0o ™In s3o0 emissores Auger (tabela 1.1) que se tém revelado
interessantes para aplicacdo em terapia, uma vez que o nimero de e Auger e a energia da
radiacdo que por eles é emitida é significativa. Para istopos como o *™Tc esta componente

corresponde a menos de 1% da energia do processo de decaimento.!!

0 *™Tc¢ é o isdétopo com maior aplicacdo em medicina nuclear sendo utilizado em cerca
de 85% dos exames de diagndstico (SPECT), devido as suas propriedades nucleares (t;;, = 6,0
h, y = 140 keV), elevada disponibilidade, baixo custo e quimica variada.”*® O periodo de semi-
desintegracdo de 6 horas é suficientemente longo para permitir a sintese dos radiofarmacos,
administracdo no paciente e aquisicao de imagem, sendo suficientemente curto para minimizar
a dose de radiacdo fornecida ao paciente. A emissao de radiacdo y com uma energia de 140

keV é adequada para deteccdo pelas camaras gama localizadas nos centros hospitalares.

Para além do seu reconhecido potencial em exames de diagnéstico, o *™Tc também

tem sido visto como um radionuclideo com potencial para aplicagdo em terapia devido a

emissdo de 4 e Auger por decaimento, com uma energia total correspondente a 960 eV.*®
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1.2. Emissores Auger com Potencial Interesse para Terapia

Como referido anteriormente, o *'2°[ e o0 ''!In t&m sido estudados como emissores de
e Auger.

O nucledsido iododeoxiuridina foi marcado com I (**I-UdR, Fig. 1.3) e o composto
radioactivo foi incubado com células do ovario de hamster tendo-se verificado uma diminuicao
da sobrevivéncia das mesmas.® Resultados semelhantes foram obtidos para o mesmo
composto marcado com I (***I-UdR). Nestes estudos foi também avaliado o efeito dos e
Auger ao nivel do ADN mitocondrial tendo sido verificado que a radiotoxicidade do composto
1257.UdR era primariamente causada por danos no ADN nuclear e ndo no ADN mitocondrial,
uma vez que o composto se localizava predominantemente no ADN nuclear.?

OH

N
S

o 3

)J\ IX/OH

HN N (0]
)\)

0

1251

Figura 1.3: Iododeoxiuridina marcada com *2°I (}*I-UdR).%

Estudos efectuados com o intercalador daunorubicina (Fig. 1.4) marcado com %I (ty,
= 60,1 d; 21 e Auger) revelaram que este composto se localizava no nlcleo das células do
adenocarcinoma humano da mama (SK-BR-3) sendo mais tdxico do que o respectivo composto
inactivo.? Também se demonstrou que um outro intercalador do tipo aminoacridina (N-(3-
(acridina-9-ilamino)-propil)-3-iodobenzamida) marcado com '*I se ligava ao ADN plasmideo

pBR322, provocando cerca de 1-1,4 dsb por decaimento.?
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OH

Figura 1.4: Daunorubicina marcada com 1.2

Balagurumoonthy e colaboradores efectuaram um estudo comparativo entre os

1231 23 Estes autotres incubaram amostras de ADN plasmideo pucl9 com

radionuclideos *I e
concentracdes radioactivas crescentes de uma molécula marcada com '*I e avaliaram a
inducdo de quebras no ADN. A molécula escolhida foi Hoechst 33342 que é reconhecida pela
sua forte interaccdo com o ADN. Os autores verificaram que a conversao da forma enrolada
(FE) do ADN na forma linear (FL), por indugdo de duplas quebras na macromolécula,
aumentava com o ndmero de decaimentos do '?’I. Estes autores concluiram ainda que o *I,
quando incorporado na mesma molécula, conseguia ser trés vezes mais eficiente na inducdo de

duplas quebras no ADN plasmideo do que o #1.%

Contudo, os processos de desiodacado /7 vivo a que os complexos de iodo se encontram
expostos, e 0 elevado tempo de semi-desintegracdo do '?°I (60,1 d) apresentam-se como
desvantagens com vista a uma possivel aplicacdo terapéutica.® Por estas razdes, tornou-se
necessario explorar outos emissores Auger que se apresentassem como mais adequados, entre

os quais o ™1In (ty, = 2,8 d) e 0 #™Tc (ty, = 6,0 h).
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Varios estudos mostraram uma elevada morte celular com os AC anti-CD74 ou anti-
CD20 marcados com !"In.?*?*> Foi entdo adoptada uma estratégia para direccionar AC
marcados com emissores Auger ao nicleo de células tumorais.?® Para tal, Chen e colaboradores
modificaram um AC monoclonal com uma sequéncia peptidica de localizacdo nuclear (NLS, Pro-
Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val) e marcaram o conjugado resultante com 'In. Neste trabalho, os
autores escolheram o acido dietilenotriaminopenta acético (DTPA) para estabilizagdo do ido
metalico. Estudos com o composto radioactivo, em células tumorais de leucemia mieldide aguda
(HL-60), revelaram que o composto se localizava no nlcleo das células parecendo ser esta uma

boa abordagem para o desenvolvimento de compostos para o tratamento desta patologia.*®

Bailey e colaboradores demonstraram também que a eficacia do composto !*In-DTPA-
hEGF (em que: hEGF = factor de crescimento epidérmico humano), actualmente em avaliacao
clinica, dependia da sua internalizagdo e localizacdo nuclear, fundamental para a accdo
terapéutica dos e Auger emitidos pelo *In.” A utilizacdo conjunta de **In-DTPA-hEGF com
gefitinibe, utilizado no tratamento de tumores sélidos, levou ao aumento da localizagdo nuclear
do composto radioactivo e ao aumento dos danos provocados no ADN. Na figura 1.5 apresenta-
se a viabilidade de células tratadas com !!In-DTPA-hEGF, com DTPA-hEGF ou com a

combinacdo de qualquer destes compostos com o citostatico gefitinibe.?”’

1.0 1
N 111 DTPA-hEGF

2 Gefitinib + 1"In-DTPA-hEGF
0.8 1 E= DTPA-hEGF
Gefitinib + DTPA-hEGF

0.6 -

0.4 1

0.2-
0 IIII-

Gefitinib (1 uM) -+
"n.DTPA-hEGF (ng/mL) 0 5 10 20 50 100 150 250
DTPA-hEGF (ng/mL) 250

Fracgao Viavel
*

*
AITHTERRURRL RN LR

Figura 1.5: Citotoxicidade de 'In-DTPA-hEGF na auséncia (preto) ou presenca (branco) de

gefitinibe a 37°C em células MDA-MB-468.%
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O Octreoscan (!!'In-DTPA-octreédtido, Fig. 1.6 A) é um radiofarmaco em aplicacdo
clinica para a visualizagdo de tumores neuroenddcrinos.”® Este composto tem na sua
composicdo um péptido andlogo da somatostatina (SST) que reconhece especificamente
receptores sobreexpressos em tumores neuroenddcrinos. Varios ensaios clinicos mostraram que
este rediofarmaco podia ter potencial terapéutico quando administrado de forma cumulativa e
em doses superiores as normalmente utilizadas nos exames de diagnostico. Este aspecto fazia-

se sentir sobretudo na remissdo ou no crescimento dos tumores.?®%

A) o
N/—\N/—\N ,—H—H— D-Phe — Cys——Phe — ||D-Trp
Thr(ol)——Cys — Thr—Lys ~111 In-DTPA-octreétido

u "Octreoscan”

jlllln ,
DTPA Anéalogo da SST

COOH COOH cooH CooH

B)
111 n—DOTA—Lys—Ahx—D—Phe—Cys—Tyr—IID—Trp

|
H-Val-Lys-Arg-Lys-Lys-Lys-Pro (o) Thr-Cys-Thr-Lys ‘ 1111n-DOTA-TOC-NLS

) \_J

Analogo da SST

Figura 1.6: Estruturas de: Octreoscan (A) e !*In-DOTA-TOC-NLS (B: andlogo da SST ligado ao

DOTA e a uma sequéncia NLS, marcado com ''In).%*

No sentido de poder avaliar o efeito terapéutico do !''In, Maecke e colaboradores
sintetizaram um composto contendo o macrociclo acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-
1,4,7,10-tetraacético (DOTA), um analogo da SST e uma sequéncia NLS (Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-
Lys-Val), marcando-o em seguida com ''!In (Fig. 1.6 B).* O NLS introduzido neste composto
tinha como objectivo potenciar a entrada do complexo metalico no nicleo de células tumorais,
0 que poderia tornar mais eficaz o efeito teraputico dos e Auger emitidos pelo !!In. De facto,
o complexo representado na figura 1.6 B face ao '!In-DOTA-TOC, que ndo possui a sequéncia

NLS, apresentou uma retencao celular, em células de rato AR4-2] de tumor do pancreas, 6
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vezes superior e uma acumulagdo no nlcleo das mesmas 45 vezes superior. Estes resultados
confirmaram que a introdugdo de uma sequéncia NLS favorecia a internalizagdo e retencdo do

emissor Auger no nucleo das células de tumores neuroenddcrinos.

No caso concreto do ®™Tc s6 recentemente se iniciaram estudos com vista a sua
possivel aplicacdo terapéutica. Schipper e colaboradores demonstraram o potencial terapéutico
do [®™Tc0.], pela primeira vez /n vivo, em ratos atimicos com tumores neuroenddcrinos que
expressavam o sistema simporte Na*/I" (NIS).*® A utilizagdo de [*™TcO,] promoveu a
diminuicdo do volume dos tumores neuroenddcrinos, enquanto os tumores controlo mantiveram
a sua taxa de crescimento. Os autores verificaram, no entanto, que existia uma elevada
toxicidade nos tecidos normais. Por esta razdo, mesmo tendo sido observado /n vivo um efeito
terapéutico do emissor Auger ®™Tc, a dose absorvida pelos tumores relativamente aos tecidos

normais necessitava ser melhorada, por forma a minimizar a toxicidade nos tecidos ndo alvo.*

Como foi referido, para aproveitar o efeito terapéutico de compostos contendo
emissores Auger, estes deverdo acumular-se no ndcleo das células tumorais e, se possivel,
interactuar com o ADN. Para atingir estes objectivos tém sido utilizadas estruturas
intercaladoras (pireno, acridina, antraceno) com reconhecida afinidade para o ADN, e/ou
sequéncias peptidicas NLS com reconhecida capacidade para translocar substancias do

citoplasma para o nicleo das células.

No caso concreto de complexos de ®™Tc, para aumentar a acumulagdo no nucleo das
células e a interaraccao com o ADN, Alberto e colaboradores sintetizaram um complexo com a
unidade /ac[M(CO);]* (M = Re, *™Tc) estabilizada por uma triamina ligada a uma sequéncia
NLS (Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-Gly-Gly) e a uma unidade intercaladora do ADN (pireno) (Fig.
1.7).3! Estudos com células B16-F1 mostraram que o composto radioactivo se localizava no
nucleo das células e que provocava um efeito radiotoxico mais forte do que complexos analogos

que ndo possuiam a sequéncia NLS.3! Estes estudos confirmaram a necessidade da localizagdo
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do radionuclideo no nucleo das células e de uma estreita proximidade ao ADN. Contudo, em
estudos com células, estes investigadores verificaram que a actividade a utilizar tinha que ser

relativamente elevada para que os complexos tivessem efeito radiotdxico.

o | +
NH
AN , NH
PKKKRKVGG N

A0

Figura 1.7: Complexo contendo o emissor Auger *™Tc, uma unidade intercaladora (pireno) e

uma sequéncia NLS (PKKKRKVGG: Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-Gly-Gly). 3!

Para compreender qual o mecanismo envolvido na morte celular, Alberto e
colaboradores estudaram a interaccao do ADN plasmidico ®X174 com um composto analogo ao
indicado na figura 1.7 mas sem a sequéncia NLS. Os investigadores observaram que o ADN na
forma superenrolada (FSE) se convertia na forma circular (FC, ssb), e que aparecia uma nova

banda correspondente a forma linear (FL), devido a inducao de dsb no ADN plasmidico (Fig.

Forma Circular
N 4=Forma Linear
— -9+ =
) | Forma Superenrolada
N \

Figura 1.8: Electroforese de ®X174 (100 ng) em tampao TRIS (50 mM, pH 7,4, 50 yL) apds

1.8).%

24 horas de incubagdo com o complexo de *™Tc representado (15 MBq).*

Posteriormente, Vitor e colaboradores sintetizaram complexos tricarbonilo de rénio (I) e
%MTc (I) contendo um derivado do antraceno como unidade intercaladora (Fig. 1.9 a).**3*
Estudos com células B16-F1 mostraram uma rapida internalizacdo nas células e uma morte

significativa das mesmas. Os investigadores verificaram que a morte celular era por apoptose.
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Esta conclusdo baseou-se em estudos de western blot do lisado de células B16-F1, apos
incubacdo com o complexo de *™Tc (I) (Fig. 1.9 b). Com efeito, estes estudos mostraram que

tinha lugar a clivagem da proteina PARP, processo indicativo de morte celular por apoptose.®

Controlo 9mTe

PARP
O " PARP (clivada)
O 47 KDa ‘- B-actina
A

Figura 1.9: A: Complexo contendo o emissor Auger *™Tc e uma unidade intercaladora

(antraceno). B: Inducdo de apoptose em células B16-F1.%

A necessidade de actividades elevadas para obtencao de efeito terapé&utico /7 vivo pode
ser o maior obstaculo a aplicacdo do ®™Tc numa terapia direccionada ao ADN. No entanto, a
utilizagdo de vectores bioldgicos que propiciem uma fixagao selectiva do composto nos tecidos
alvo podera contribuir para minimizar os danos em tecidos ndo alvo. Com este objectivo,
Alberto e colaboradores desenvolveram complexos de rénio e *™Tc que tinham uma unidade
intercaladora do ADN e um péptido analogo da bombesina (BBN[8-14]) que deveria conferir

especificidade aos complexos (Fig. 1.10 A).*
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a) b)
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Figura 1.10: a) Complexos contendo a unidade /2c[M(CO);]* (M = Re, *™Tc), uma unidade

intercaladora (alaranjado de acridina) e um analogo da bombesina (BBN[8-14]). b) Imagens
obtidas por microscopia confocal de fluorescéncia de células B16-F1 e PC-3 incubadas com o

complexo representado quando M = Re.®

Os autores verificaram que o complexo de rénio (I) era internalizado pelas células PC-3
que expressam receptores que reconhecem o péptido BBN. No entanto, o complexo permanecia
no citoplasma nao entrando no nlcleo das células como demonstraram as imagens de

microscopia confocal obtidas com o complexo de rénio (I) (Fig. 1.10 B).*

Um desafio importante a ser ultrapassado para uma possivel aplicacdo terapéutica de
complexos de *™Tc, prende-se com a sua acumulagdo apenas nas células tumorais.?? Tendo
isto em conta, um radiofdrmaco com um emissor Auger que consiga alvejar populacdes de
células de uma forma especifica e uniforme podera ser um agente eficiente no panorama da

terapia oncoldgica, principalmente para a terapia de metastases.

Com o objectivo de poder contribuir para esta area de investigacao, o Grupo de
Ciéncias Radiofarmacéuticas do ITN tem vindo a sintetizar e a analisar o comportamento
bioldgico de complexos organometalicos de rénio (I) e *™Tc (I).>**” Concretamente, o grupo

sintetizou ligandos tridentados do tipo pirazolo-diamina funcionalizados com unidades
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intercaladoras, derivadas do antraceno, na posicao 4 do anel de pirazolo ou na amina primaria
da unidade pirazolo-diamina. Com estes ligandos sintetizou complexos tricarbonilo de rénio (I) e
9MTc (I) e avaliou a sua interacdo com ADN e com células B16-F1, respectivamente.®*?* Os
resultados obtidos foram extremamente interessantes pois mostraram que alguns dos
complexos sintetizados conseguiam chegar ao nucleo de células tumorais e que a viabilidade
das mesmas era comprometida pelo efeito dos e Auger emitidos pelos complexos tricarbonilo
de #™Tc (1).2

A introducdo de especificidade nestes complexos de rénio e de *™Tc era o passo
seguinte e constituiu o objectivo fundamental do trabalho apresentado nesta tese. Procurou-se
ainda utilizar unidades intercaladoras e fluorescentes consideradas mais potentes do que as
anteriormente estudadas, para poder potenciar a intercalacdo e ao mesmo tempo aproveitar as
suas propriedades fluorescentes, utilizando os respectivos complexos de rénio (I) como sondas
histoquimicas. Estas sondas permitem utilizar a microscopia de fluorescéncia para sequir in vitro
a captacao e localizacdo subcelular dos compostos em estudo, completando a informagao que

pode ser obtida /7 vivo com os complexos analogos de *°™Tc.
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2. Ligandos e Complexos de Rénio (1) Contendo Unidades
Intercaladoras: Sintese, Caracterizacdo e Estudos de Interaccdo com

ADN

Como ja foi referido, o trabalho apresentado nesta tese visava essencialmente explorar
a quimica de rénio (I) e tecnécio (I) para uma possivel utilizagdo dos € Auger emitidos pelo
9MTc (I) em terapia dirigida. Neste capitulo comecaremos por apresentar, de um modo breve,
alguns aspectos da quimica destes dois elementos com relevancia para aplicacdo em medicina
nuclear. Em seguida, apresentam-se os novos ligandos e complexos de rénio (I) sintetizados,
bem como estudos de interaccdo de alguns desses complexos com o ADN, utilizando varias

técnicas espectroscopicas.

2.1. Quimica de Rénio (1) e de Tecnécio (1) Relevante para Aplicacao
Médica

Os compostos de *™Tc ndo tém massa suficiente para permitir fazer a sua
caracterizacdo quimica, pelo que a mesma exige que se preparem compostos analogos de *Tc
ou de rénio. Uma vez que o *Tc é um emissor B, o rénio tornou-se no elemento de eleicio para
a caracterizagdo de complexos de *™Tc. Por pertencerem ao mesmo grupo da tabela periodica,
e devido a contraccao dos lantanideos, o rénio e o tecnécio, apresentam algumas propriedades
semelhantes, e o0s respectivos complexos sdo normalmente isoestruturais. Assim, o
desenvolvimento de novos complexos de *™Tc é precedido, em geral, pela sintese dos
complexos congéneres de rénio.>® No entanto, é necessario ter em atencdo que tal s6 pode ser
feito desde que as reacgbes quimicas que tém lugar ndo envolvam processos de oxi-reducao,
uma vez que os complexos de rénio se oxidam mais facilmente do que os de tecnécio. Assim,
sempre que ndo estdo envolvidas reacgbes redox, constitui uma pratica corrente, nas ciéncias
radiofarmacéuticas, preparar complexos de rénio e caracteriza-los pelas técnicas habituais em

quimica inorganica (espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) e de infravermelho
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(IV), espectrometria de massa (MS) e/ou difracgao de raio-X de cristal Unico). O passo seguinte
consiste em co-injectar os complexos de rénio e de *™c¢ num sistema de HPLC e analisar os
respectivos perfis cromatograficos, utilizando simultaneamente dois sistemas de deteccao
diferentes: UV-Visivel para o rénio e gama (y) para o *Tc. Caso as duas espécies apresentem
0 mesmo tempo de retencdo considera-se que o complexo de *™Tc tem estrutura analoga a do

complexo de rénio.*

0 %®™Tc é obtido por eluicdo de um gerador de *Mo/*™Tc que tira partido do equilibrio
transiente entre o *Mo (ty, = 66,0 horas) e o *™Tc: a actividade do *™Tc vai aumentando a
medida que o **Mo vai decaindo. A separacdo destes dois radionuclideos é feita por eluicdo
selectiva do [*™TcO,]” de uma coluna de alumina que contém [*Mo0,], utilizando como
eluente uma solucdo estéril de NaCl a 0,9%. O *™Tc eluido do gerador ndo é “carrier-free”
porque 13% do **Mo decai directamente para o isétopo *Tc (t;, = 2,14 x 10° anos) logo, a
actividade especifica do [*™TcO4]" depende do tempo que decorre entre duas eluicdes

consecutivas. Geralmente, a concentracdo de tecnécio no eluido do gerador é da ordem de 107

-10° M.>3

O tecnécio no eluido do gerador encontra-se no estado de oxidacdo +7. O Tc (VII)
pode ser reduzido a estados de oxidacao mais baixos, nomeadamente a Tc (I), (III), (IV) e
(V).1** No caso concreto do Tc (V), os compostos mais estudados contém unidades do tipo
[TcOT*, trans[TcO,]*, Tc-HYNIC ou [Tc=N]**. No caso do Tc (I) os complexos contém a
unidade fac[**"Tc(CO);]*. Na figura 2.1 apresentam-se exemplos de estruturas possiveis para
complexos de tecnécio em estados de oxidacdo diferentes e com as unidades metalicas atras

referidas.
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Figura 2.1: Exemplos de fragmentos metalicos mais estudados para a marcagao de

biomoléculas (BM) com tecnécio.**

O Tc (I) tem uma configuracdo electrénica d® e a sua estabilizagdo é conseguida
preferencialmente por ligandos contendo como atomos doadores oxigénio, azoto ou enxofre.
Utilizando como produto de partida o complexo 7ac-[M(CO);(H,0)]* (M = Re, ®™Tc) uma série
de compostos tem sido preparada e caracterizada. As trés moléculas de agua presentes na
esfera de coordenacdo sao ligandos labeis e podem ser prontamente substituidas por ligandos
mono, bi ou tridentados nalguns casos derivatizados com grupos funcionais que permitem a
ligacdo a determinadas BM (Fig. 2.1).* A primeira sintese do complexo de Tc (I), fac
[*™Tc(CO);(H,0)5]*, foi efectuada por redugdo directa do [*™Tc0,4]” com borohidreto de sédio
em solucdo aquosa na presenca de mondxido de carbono (Fig. 2.2).** Posteriormente, a mesma
sintese tornou-se possivel por reducdo directa de [*™TcO,] com boranocarbonato de potassio

(Fig. 2.2).*?
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0,9% NaCl, H,0, pH = 11
1 atm CO, NaBH, \
30 min, 75°C
OH, +
H,0,, | JOH,
- ‘Tc
CcO CO
(6{0)
|
K,[H,BCOO]
30 min, 100°C

Figura 2.2: Sintese de fac-[*™Tc(CO);(H,0);]* a partir de [*™Tc0,].3**

Estudos posteriores indicaram que, para aplicacdes bioldgicas, agentes quelantes mono
ou bidentados formavam frequentemente complexos de tricarbonilo de Tc (I) com reduzida
estabilidade /n vitro e in vivo. Este comportamento levava a que /in vivo existisse uma forte
ligacdo as proteinas e elevada actividade circulante na corrente sanguinea. Por outro lado,
agentes quelantes tridentados originavam complexos com elevada estabilidade e rapida
depuracdo da corrente sanguinea e dos principais 6rgdos ndo alvo.** Foram varios os
ligandos tridentados explorados na quimica do Tc (I). Como exemplo, na figura 2.3 encontram-

se alguns dos que tém sido mais estudados.

R
N COOH N
| ( A A
N NN | |
\_—COOH Z N F

picolinamina-N,N-acido diacético bis-(2-piridilmetil)amina
(PADA) (BPD)
0] ||q 0 Il?
N\)J\ N N2 NG N
N NH, M M
histidina pirazolo-aminocarboxilato pirazolo-diamina

Figura 2.3: Exemplos de ligandos tridentados para estabilizagdo do fragmento metalico fac

[99mTc(Co)3]+.3,41,46-48

34



2. Ligandos e Complexos de Rénio (I) Contendo Unidades Intercaladoras: Sintese,
Caracterizagdo e Estudos de Interacgdo com ADN
O Grupo de Ciéncias Radiofarmacéuticas do ITN introduziu e tem estudado
essencialmente ligandos tridentados do tipo pirazolo-diamina ou pirazolo-aminocarboxilato (Fig.
2.3).3334363748 Egtas tdm-se mostrado versateis podendo ser derivatizados na posicdo 4 do anel
pirazolilo ou na amina central ou terminal da unidade pirazolo-diamina permitindo a ligacao a
unidades intercaladoras e/ou a biomoléculas peptidicas ou ndo peptidicas.>****>*° Prosseguindo
estes estudos, nesta tese sintetizamos ligandos pirazolo-diamina com um intercalador na
posicdo 4 do anel pirazolilo e com péptidos biologicamente activos na amina central da unidade
diamina (Fig. 2.4). Em seguida, preparamos e avalidmos biologicamente os complexos
tricarbonilo de rénio (I) e ®™Tc (I) estabilizados pelos ligandos pirazolo-diamina.

|
J

A
|
l___J
|
I
N-N N NH,
AN
v

- -

{ Intercalador }

Figura 2.4: Representa¢ao esquematica da aproximacao trifuncional explorada nesta tese.

Neste capitulo comecamos por descrever a sintese e caracterizacdo de ligandos
tridentados do tipo pirazolo-diamina com diferentes unidades intercaladoras na posicao 4 do
anel pirazolilo (L1 e L2) e alguns destes com um brago carboxilato livre (L3-IL5) para posterior
ligacdo a sequéncias peptidicas, como se vera no capitulo 4. As unidades intercaladoras
exploradas sdo derivadas da acridina (alaranjado de acridina (AO) e 9-acridina acido carboxilico
(9-ACA)) e do antraceno, modificadas por forma a se ligarem a unidade pirazolo-diamina. Em
seguida, descrevem-se os complexos de rénio (I) isolados com os ligandos L1-L5 e
apresentam-se os resultados obtidos quando se estudou a natureza e intensidade da interaccao

de alguns desses ligandos e respectivos complexos de rénio (I) com o ADN.
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2.2. Sintese e Caracterizacdo de Unidades Pirazolo-Diamina

Para sintetizar os ligando pirazolo-diamina, com uma unidade intercaladora na posicao
4 do anel pirazolilo, comegamos por preparar o composto fert-butil N-(2-{[(tert
butoxi)carbonil](2-{4-[2-(2,5-dioxopirrolidinil)-2-oxoetil]-3,5-dimetilpirazolo}etil)amino}-etil)
carbamato (8), como indicado no esquema 2.1. Este composto possui uma funcao éster
activada que devera reagir com os grupos amina das diferentes unidades intercaladoras

estudadas neste trabalho.

Esquema 2.1

O 9 o 2 7 N=N OH
)I\/”\ + Br/\n/ ~ —— L {
” — G
0 1.
o) O
o o
1 2
iv.
BIOC
N NHBOC N-N N NHBOC /~ \

. H
G Vi / 7 v ?I-N Br
-~ %
o) NHBOC
° HZN/\/
4 0

o o)
) 4 b
6 i (
L 3
vii., viii.
BOC BOC i. NaH, THF seco, 0°C
/\l// / \,!{ “heoc i- HCI 2N, 79%

iii. EtOH, 0°C, 2-hidroxietilhidrazina, 99%
iv. PBr;, tolueno, refluxo, 77%
v. CH;CN seco, K,CO;, KI, refluxo, 82%

N NHBOC

|

o} o vi. THF seco, 0°C, BOC, 73%
HO Qo 0 vii. THF, NaOH, refluxo, 1 noite
N viii. HCI 1N, 70%
o ix. NHS, EDC, CH,Cl, seco, t.a., 50%
7 8
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Inicialmente, reagiu-se 2,4-pentanodiona com bromoacetato de etilo em
tetrahidrofurano (THF) seco a 0°C na presenca de hidreto de sddio (NaH), tendo-se formado o
composto 3-acetil-4-oxopentanoato de etilo (1). A ciclocondensacdo de 1 com 2-
hidroxietilhidrazina em etanol (EtOH) a 0°C levou a formagdo de N-(2-hidroxietil)-4-
(metilpropionato)-3,5-dimetilpirazolo (2). A conversdo da funcdo alcool do intermediario 2 a
brometo foi conseguida por reacgao com tribrometo de fésforo (PBrs), numa razao molar de
1:2, em tolueno e refluxo durante uma noite, levando a formacao de N-(2-bromoetil)-4-
(metilpropionato)-3,5-dimetilpirazolo (3). O composto 3, apds reaccao com N-BOC-1,2-
aminoetano (4) na presenca de carbonato de potassio (K,COs) e de iodeto de potassio (KI),
originou o0 acetato de etil 2-(1-(2-(2-(tert-butoxicarbonilamino)etilamino)etil)-3,5-
dimetilpirazolo) (5). A proteccdo da amina secundaria em 5 com dicarbonato de di-ter-butilo
(BOC) em THF seco a 0°C levou a obtengao de acetato de etil-2-(1-(2-(fert-butoxicarbonil (2-
(tert-butoxicarbonilamino)etil)amino)etil)-3,5-dimetilpirazolo) (6). Apds hidrdlise alcalina do
grupo éster de 6 obteve-se o} 2-(1-(2-(tert-butoxicarbonil (2-( tert-
butoxicarbonilamino)etil)amino)etil)-3,5-dimetilpirazolo) acido acético (7). Este composto foi
extraido com diclorometano (CH,Cl,) do residuo seco obtido, apds neutralizagdo da mistura
reaccional com uma solugao de HCI 1N.

A reaccao de 7 com N-hidroxisuccinimida (NHS) em CH,Cl, seco na presenca de 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etil-carbodiimida hidroclorada (EDC) permitiu obter o composto 8. Neste
passo reaccional, para eliminar o excesso de NHS e a ureia formada durante a reaccdo, optou-
se por fazer a extraccao do residuo seco de 8 com CH,Cl,, em vez de uma lavagem com agua.
Deste modo, optimizou-se o rendimento da reaccao e obteve-se um produto mais limpo.
Também se eliminou a EDC em excesso, uma vez que este composto é solivel em agua e a
extraccdo do residuo sélido é feita apenas com CH,Cl,.>>

O composto 8 foi obtido com um rendimento global de 13% e a sua caracterizacdo foi
feita por RMN de 'H e '3C. No espectro de RMN de 'H (Fig. 2.5) observam-se duas ressonancias
a 2,12 e 2,16 ppm, atribuidas aos protdes dos grupos metilo do anel pirazolilo. O singuleto que

se observa a 2,77 ppm corresponde aos protoes dos grupos —CH, do anel do éster activado da
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NHS. O singuleto a 3,59 ppm corresponde aos protdes do grupo —CH, que se encontra ligado a
posicao 4 do anel pirazolilo. Os dois sinais a 1,36 ppm sdo devidos aos seis grupos —CH; dos

dois grupos protectores BOC. Finalmente, os protoes alifaticos da diamina aparecem entre 2,96

e 4,05 ppm.
d BOC g 6CH5
A/ (BOC)
I)I-N N NHBOC
7 2CH,
e (NHS) 2CH;

i i i i —
5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 PPM

Figura 2.5: Espectro de RMN de 'H em CDCl; da unidade pirazolo-diamina 8.

Para ser possivel a ligacao de 8 a analogos da bombesina (capitulo 4) procedeu-se a
introducdo de um braco butirico com uma funcdo —COOH livre, na amina central de 8.
Uma primeira abordagem para a sintese dessa unidade pirazolo-diamina derivatizada na

amina central foi a que resumidamente se mostra no esquema 2.2.

Esquema 2.2 J
(@]
(0]
N—N/_\N/_\NHBOC N—N/_\N/_\NHBOC o
// H THF, NaOH, refluxo // H Br/\/\n/\/ ﬁ NHBOC
HCl 1IN — 0 »

CH,CN seco

o O K ,CO, /\
O OH
< a refluxo 5h

12%
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Partindo do intermediario 5 (ver esquema 2.1) fez-se a hidrolise alcalina do grupo éster
presente na posicdao 4 do anel pirazolilo, para obtencdo do propil 2-(1-(2-(2-(tert-
butoxicarbonilamino)etilamino)etil)-3,5-dimetilpirazolo) acetato (a). Tentou-se entdo alquilar o
composto obtido, na amina secundaria, com 4-bromobutirato de etilo. Como se pode ver no
esquema 2.2, o produto final obtido (12%) ndo era o desejado, uma vez que ocorreu
esterificagdo no grupo carboxilico livre que se encontrava na posicdo 4 do anel pirazolilo.

Avangdmos entdo para uma outra abordagem que consistiu em escolher o grupo
benzilo para proteger o grupo carboxilico na posicao 4 do anel de pirazolo.

Como indicado no esquema 2.3, reagiu-se 2,4-pentanodiona com bromoacetato de
benzilo em THF seco a 0°C na presenca de NaH. O produto obtido 9 foi entdo ciclizado por
reaccdo com 1,2-hidroxietilhidrazina. Seguidamente, converteu-se a fungdo alcool de 10 a
brometo por reaccdo com PBr; em tolueno. O produto obtido foi o 2-(1-(2-bromoetil)-3,5-
dimetilpirazolo)acetato de benzilo (11), mas com um rendimento muito baixo (18%). Concluiu-

se entdo, que esta também nao era a estratégia de sintese mais adequada.

Esquema 2.3

\Q - i1 NN OH N-N  Br
i ) :
—
l.

(o] (e} O
B . .
)J\/U\ + r/\([)]/ i iii P iv /i P

o 0 o
o]
0 o
i. NaH, THF seco, 0°C
ii. HCl 2N, 98%
iii. EtOH, 0°C, 2-hidroxietilhidrazina, 97% 10
iv. PBr;, tolueno, refluxo, 18% 9 11

Procuramos entdo seguir a estratégia de sintese indicada no esquema 2.4, que consistiu
em reagir 10 com N-BOC-1,2-aminoetano (4) nas condicdes da reaccdo de Mitsunobu.>>* O
composto obtido foi o 2-(1-(2-(2-(fert-butoxicarbonilamino)etilamino)etil)-3,5-dimetilpirazolo)

acetato de benzilo (12), apdés remocao do grupo 2,4-dinitrofenilsulfonamida da amina

secundaria do intermediario ¢ com acido tioglicdlico.
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Esquema 2.4

NHBOC
I|DNS
N N=N \OH I}I—N N NHBOC
[ /
02;2220 7
NO, o - o
A~ _-NHBOC P + o — o
H,N
4 NO, é b
b 10 c
.
i. DNSCI, piridina, CH,Cl, seco, 55% N N eee
ii. PPh,, DEAD, 93% 4
iii. acido tioglicdlico, Et;N, CH,Cl,, 83% o
[e]
12

A morosidade da metodologia de Mitsunobu e os baixos rendimentos, levaram a que
explorassemos uma outra estratégia de sintese que esta esquematizada em 2.5.

Esquema 2.5

—_— iii.
(o) —_— —_—

NHBOC
HZN/\/

O
O
b |

O

e

iv.
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/ \ / \ / \ / \ O
N-N OH I}I—N Br I)I—N H NHBOC
// Z G /SN \
i . I}I-N N NHBOC
o Z
jb
12 13
)
/—\/8;\O

O

o]
i. CBr,, THF, PPh,, 65%
ii. CHyCN seco, K,CO;, KI, refluxo, 89% °
iii. 4-bromobutirato, Et;N, Nal, refluxo, 48 HBOC
—\ N-N N
horas, 53% : /
’ N-N N NHBOC -
iv. H,/Pd, EtOH seco, 87% I ) 7
v. NHS, EDC, CH,Cl, seco, t.a., 71% o
o) HO
Q9 14
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Sumariamente, ao composto 10 em THF seco adicionou-se tetrabrometo de carbono
(CBr4) e uma solucdo de trifenilfosfina (PPhs) no mesmo solvente. Apds uma noite de reaccao, a
temperatura ambiente, evaporagao do solvente e lavagem com éter dietilico (Et,0), verificou-se
gue o produto obtido correspondia ao intermediario  2-(1-(2-bromoetil)-3,5-
dimetilpirazolo)acetato de benzilo (11), obtido com um rendimento de 65% e sem necessidade

.>> Reagiu-se entdo 11 com N-BOC-1,2-aminoetano (4) na presenca de

de purificagdo adiciona
K,COs; e KI em CH3CN seco obtendo-se o intermediario 12. Deste modo, e comparando com a
sintese indicada no esquema 2.4, o rendimento global de 12 passou de 40% para 55%, e

foram eliminados varios passos reaccionais.

Apds optimizacdo das condicbes reaccionais, concluimos que 13 (etil-4-((2-(4-(2-
(benziloxi)-2-oxoetil)-3,5-dimetilpirazolo)etil) (2-(tert-butoxicarbonilamino)etil)amino)
butanoato) podia ser obtido fazendo reagir 12 com 4-bromobutirato na presenca de trietilamina
(EtsN) e iodeto de sddio (Nal). Apds refluxo durante 48 horas, o composto 13 foi obtido com
rendimento de 53%. Removeu-se entdo o grupo benzilico por hidrogenagao utilizando como
catalisador paladio adsorvido em carvdo activado e como solvente EtOH seco.®® O composto 2-
(1-(2-((2-(tert-butoxicarbonilamino)etil) (4-etoxi-4-oxobutil)amino)etil)-3,5-dimetilpirazolo)
acido acético (14) reagiu entdo com NHS em CH,Cl, seco, na presenca de EDC originando 15,
que foi obtido com um rendimento global de 19%. A caracterizacdo de 15 por RMN de 'H e 13C

confirmou a obtengdo do composto pretendido.
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2.3. Sintese e Caracterizacdo das Unidades Intercaladoras

As unidades intercaladoras que utilizamos nos estudos apresentados nesta tese sdo
derivadas da acridina (alaranjado de acridina (AO) e 9-acridina acido carboxilico (9-ACA)) e do

antraceno (Fig. 2.6).

(@]
OH
S
Z
\ \ 7
N
AO 9-ACA Antraceno

Figura 2.6: Estrutura do alaranjado de acridina (AO), do 9-acridina acido carboxilico (9-ACA) e

do antraceno.

A acridina e seus derivados sao uma familia de compostos cuja interaccdo com o ADN
tem sido estudada. Estes compostos encontram-se protonados no atomo de azoto da unidade
aromatica mesmo em condigdes neutras, e os catides resultantes representam uma classe
promissora de intercaladores, podendo mesmo exibir um elevado potencial para aplicagdo em
guimioterapia, como é o caso da anilinoacridina. Por esta razao, varios derivados de acridina
tém sido sintetizados e avaliados relativamente a sua actividade bioldgica e potencial clinico.>’
Neste contexto, derivados de acridina tém também sido ligados a moléculas ou complexos que
nao interagem com o ADN ou a algumas que ja interagem, com o objectivo de promover a
interaccdo das primeiras com o ADN ou de aumentar a ligacdo e selectividade das segundas.®”
63 Devido as suas propriedades fluorescentes, os derivados de acridina tém também sido
explorados como sondas para deteccdo de ADN /n vitro.%*

O AQ intercala com o seu longo eixo molecular paralelo ao local de ligacdo a molécula
de ADN e a intensidade de fluorescéncia que emite aumenta em presenca do ADN. Por essa
razdo, este composto é utilizado como corante do ADN em electroforese em gel ou para
deteccao de ADN celular. Este composto também apresenta metacromismo, emitindo uma

fluorescéncia verde (Aem = 530 nm) quando intercala em cadeias duplas de ADN (A, = 488
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nm), mas quando se associa a cadeias simples de ADN ou a ARN exibe uma fluorescéncia
vermelha (Aey = 640 nm) ao mesmo comprimento de onda (c.d.o.) de excitacdo, sendo por isso
utilizado em citometria de fluxo.>’%> O 9-ACA (Fig. 2.6) tem também sido alvo de estudos que
pretendem tirar partido das suas propriedades espectroscopicas para o desenvolvimento de

ensaios /n vitro.8%’

A semelhanca das acridinas, o antraceno é uma unidade planar hidrofdbica,
fluorescente e intercaladora que absorve na regido 320-390 nm, isto é a maiores c.d.o. do que
as bases nucleotidicas.®® Os derivados do antraceno possuem geralmente cadeias laterais ou
substituintes que se encontram protonados a pH fisioldgico, o que potencia a sua interacgdo
com o ADN. Por isso, estes compostos tém também recebido especial atencdo como potenciais
agentes antitumorais.>® Estas espécies sio também conhecidas por se ligarem ao ADN de varios
modos, sendo a intercalacdo o processo dominante. Por exemplo, o 9-antrilmetilaménio (AMAC,
Fig. 2.7) constitui um dos primeiros exemplos de um composto que intercala no ADN com uma

constante de ligagdo da ordem de =~ 1 x 10% M1,7072

AMAC

Figura 2.7: Estrutura de 9-antrilmetilamdnio (AMAC).”?

Nos esquemas 2.6 e 2.7 descreve-se a sintese das unidades intercaladoras derivadas de
acridina, que designamos por compostos 18 e 19.

O composto 18 foi sintetizado utilizando o método anteriormente descrito no Grupo de
Ciéncias Radiofarmacéuticas (esquema 2.6).”> Resumidamente, o AO foi alquilado com 2-(4-

(bromobuitil)isoindolino-1,3-diona (16), utilizando xileno como solvente e refluxo. O grupo
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protector ftalimida foi removido do composto 17, originando 10-(4-amino-butil)-3,6-

dimetilamino-acridinium (18) sob a forma de um sélido vermelho alaranjado.

Esquema 2.6

AP K
i. CH;CN seco, refluxo, 6 h, 67% l Br * N
i

ii. p-xileno, refluxo, 1 noite, 31%
iii. EtOH, H,N-NH,, t. a., 1 dia, 95%

O composto N-(4-aminobutil)acridina-9-carboxamida (19) foi sintetizado por reaccao do
9-ACA com 1,4-diaminobutano, utilizando uma razdo molar de 1:5, CH,Cl, seco como solvente e
(benzotriazol-1-iloxi)-tris-(dimetilamino)-fosfonio-hexafluorofosfato  (BOP) como  agente
acoplante (esquema 2.7). A mistura reaccional ficou em agitacdo a temperatura ambiente
durante 53 horas. O solvente foi evaporado e o produto bruto foi purificado por cromatografia

em coluna tendo sido obtido o composto 19 com um rendimento de 69%.

Esquema 2.7

o ,OH o N
W\NH2
NH
O \ HZN/\/\/ 2 B
N/ 7
CH,CIl, seco, BOP N
9-ACA 19
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A caracterizacdo de 18 e 19 foi realizada com base no RMN de 'H e 3C. O espectro de
RMN de 'H apresentava as ressonancias esperadas para os protdes aromaticos, bem como para

a cadeia butilénica e grupos substituintes do anel aromatico, no caso de 18.

2.4. Sintese e Caracterizacédo de Ligandos Pirazolo-Diamina Contendo

Unidades Intercaladoras (L1-L5)

Os ligandos L1 e L2 foram sintetizados fazendo reagir os compostos 18 e 19 com o

composto 8. O processo sintético seguido encontra-se indicado no esquema 2.8.

Esquema 2.8

BOC
A
| ‘
- O > _ N-N N NHBOC O NN~
N N i
+ \ V4 N
0
o N
H2N O\N (@] 19
i, ii od i, ii
18
8
Y Y
-N N NH, \N/
//
: ®
N\/\/\N+
/
=N
/
L1 L2

i. DMF seca, DIPEA, t.a., 5 dias
ii. TFA, CH,Cl,, t.a., 1 noite, 63% ( L1), 71% (L2)
Inicialmente, reagiu-se o composto 8 com 18 em MeOH seco a temperatura ambiente,
na presenca de diisopropiletilamina (DIPEA). Neste solvente ndo ocorreu qualquer reaccao,
provavelmente devido a polaridade do mesmo. Optou-se entdo por fazer a reaccao em
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dimetilformamida (DMF) seca, na presenca de DIPEA. Contudo, a baixa solubilidade de 18 em
DMF exigiu que a reaccdo se prolongasse por 5 dias a temperatura ambiente. A mesma
metodologia foi utilizada na reaccdo de 19 com 8. Os produtos obtidos nestas duas reacgoes
foram purificados por cromatografia em coluna, dissolvidos em CH,Cl, e tratados com uma
solucdo de TFA, durante uma noite, originando os compostos L1 e L2 com rendimentos globais
de 63% e 71%, respectivamente.

Estes compostos foram caracterizados por RMN de 'H e 3C, espectrometria de massa
(ESI-MS), HPLC e analise elementar de C, H e N,

A titulo de exemplo, apresenta-se na figura 2.8 o espectro de RMN de 'H de L2. Neste
espectro observamos dois singuletos a 2,12 e 2,16 ppm correspondentes aos grupos metilo do
anel pirazolilo. Os protdes aromaticos do cromoéforo aparecem entre 7,61 e 8,13 ppm, enquanto
os protdes metilénicos da cadeia alifatica entre o anel pirazolilo e o cromoéforo aparecem a 1,70,
3,24 e 3,61 ppm. A ressonancia a 3,24 ppm encontra-se sobreposta com o sinal do solvente. O
sinal correspondente aos protdes do grupo —CH, ligado ao carbono 4 do anel pirazolilo
encontra-se também sobreposto com o sinal do solvente a 3,24 ppm. Os protoes alifaticos da

unidade pirazolo-diamina aparecem a 2,61, 2,73, 2,88 e 4,00 ppm.

agua do |
CD,0D _;'ZCH3
CD,0D
ef
h
I
| a,b,c
K j d ‘ .
y g
/ il r J J ||! JN hk {f"‘"]\
L - fj \_ - J \_J L/ UV .\
L T T T T L
8 7 6 5 4 3 2 ppm

Figura 2.8: Espectro de RMN de 'H em CD;0D de L2.
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Os compostos L3 e L4 foram obtidos fazendo reagir o composto 15 com 18 e 19 em

DMF seca (esquema 2.9). Os compostos L3 e L4 foram obtidos apods hidrdlise basica dos
ésteres lineares presentes na amina central e remogao dos grupos protectores BOC com TFA. O
composto L3 foi obtido com um rendimento global de 25% e a sua caracterizacao foi feita por
RMN de H e 3C, ESI-MS, HPLC e anélise elementar de C, H e N. L4 foi obtido com um

rendimento global de 9% e a sua caracterizacdo foi feita unicamente por RMN de 'H.

Esquema 2.9

(0]
(@]
~
2 - NHBOC H
N N
+ \

5" o
- N
y /Z\ e
i, ii., iii. o o N
o\ 10 i, i, iii. P
HN N N
o)
18 19
15
Y Y
OH OH
o}
o

L3
i. DMF seca, t. a.

ii. THF, NaOH, refluxo, 1 noite
iii. TFA, CH,Cl,, t. a., 1 noite, 25% (L3), 9% (L4)
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Nos espectros de RMN de H de L3 (Fig. 2.9) e L4 observamos dois singuletos a campo
alto correspondentes aos grupos metilo do anel pirazolilo. As ressonancias esperadas para os
protdes aromaticos apareciam entre 6,46 e 8,49 ppm para L3 e entre 7,82 e 8,32 ppm para L4.
As ressonancias dos protes das cadeias alifaticas da unidade pirazolo-diamina e da cadeia que
liga a unidade aromatica encontravam-se entre 1,58 e 4,54 ppm. Para L3 algumas destas
ressondncias coincidiam com as ressondncias dos grupos metilénicos do cromoforo que

apareciam a 3,24 ppm.

agua do
CD,0D CD;0D

2CH,
4CHS;
e f
a,b,c,m
d h ag,n,o
| ‘ | | ‘ | | ‘ | | ‘ | | ‘ | | | ‘ | | | | ‘ | | |
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 20 PPM

Figura 2.9: Espectro de RMN de 'H em CD;0D de L3.

No espectro de RMN de '*C de L3 observdmos sete ressonancias entre 93,46 e 157,12
ppm correspondentes aos carbonos da unidade aromatica, assim como uma ressonancia a
40,89 ppm correspondente aos carbonos dos grupos metilo do AO. O carbono (4) do anel de
pirazolo aparecia a 111,61 ppm e os carbonos (3) e (5) apareciam a 139,36 e 147,44 ppm.

Observamos também duas ressondncias a campo baixo (173,95 e 182,29 ppm)
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correspondentes aos grupos C=0 das funcdes amida e do grupo —COOH. As ressonancias

devidas aos carbonos dos grupos —CH, das cadeias alifaticas apareciam entre 24,95 e 54,63

ppm e a ressonancia correspondente ao grupo —CH, ligado ao carbono (4) do pirazolo aparecia

a 31,73 ppm.

No espectro de ESI-MS de L3 (Fig. 2.10) observamos um pico a m/z 645,2, que

correspondia ao ido molecular [M]*, e que apresentava um desdobramento compativel com o

esperado teoricamente.

Intens. “MS, 100%=347742)
x105
645,2
. OH [M]*+
oi
N-N N
ge
2
H
N~ s
(o]
1 \?il
i L n L_A,jl{ A is L
I I [ | I [ [ [ [ [
400 450 500 550 600 650 700 750 800 m/z

Figura 2.10: Espectro de massa de L3 (ESI-MS; modo positivo).

O pirazolo-diamina com um derivado do antraceno na posicao 4 do anel de pirazolo

(L5) foi sintetizado como se encontra indicado no esquema 2.10.
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Esquema 2.10
i . N—N/__\Er
) —— QD - i
. 999
(0]

o}
27 29
NHBOC
o o HZN/\/
HO HO 4
V.
I;I—N N 2 viii. l}l—N N NHBOC . /—N N NHBOC
7 ) % vii, %
L5 32 30

i. PPhg, Br,, CH,CN, t.a., 2 h, 99%

ii. NaH, acacH, THF, 48%

iii. 2-hidrazinoetanol, CHCI,/EtOH, t.a., 2 h, 77%

iv. PBr;, tolueno, refluxo, 88%

v. K,CO,, KI, CH,CN, refluxo, 72%

vi. K,COj, KI, 4-bromobutirato de etilo, CH,CN, refluxo, 43%

vii. NaOH, THF, refluxo, 88%
Viii. TFA, CH,CI, (1:1), t.a., 1 noite, 40%

Prepardmos o composto 4-(antraceno-9-ilmetil)-1-(2-bromoetil)-3,5-dimetilpirazolo (29)
como previamente descrito pelo Grupo de Ciéncias Radiofarmacéuticas.®* Fez-se entdo reagir
29 com N-BOC-1,2-aminoetano (4) na presenca de K,COs; e KI em CH3CN seco. O fert-butil 2-
(2-(4-(antraceno-9-ilmetil)-3,5-dimetilpirazolo)etilamino) etilcarbamato (30) obtido reagiu entdo
com 4-bromobutirato de etilo em CH3;CN seco, na presenca de K,COs; e Kl, originando L5, apos
hidrélise béasica da fungdo éster e remog¢ao do grupo protector BOC. A caracterizacdo de L5 foi

feita por RMN de *H e *C, ESI-MS, HPLC e anélise elementar de C, H e N.

O espectro de RMN de 'H de L5 com as respectivas atribuicdes é apresentado na figura

2.11.
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o
HO
m
N CD,0D
7/ C\Vpy
I}l—N NP NH,
Z
e f

999 i
" h

8.0 7.0 6.0 5.0 40 3.0 2.0 1.0
ppm

Figura 2.11: Espectro de RMN de *H em CD;0D de L5 (* - impureza).

No espectro de RMN de **C de L5 apareciam as duas ressonancias esperadas a 9,39 e
12,22 ppm para os carbonos dos grupos —CH3 do anel pirazolilo. A unidade aroméatica originou 8
ressonancias entre 125,01 e 132,43 ppm. Aparecia ainda uma ressonancia a 178,76 ppm
correspondente ao grupo C=0 da funcdo —COOH. As trés ressonancias que apareciam entre
23,75 e 38,89 ppm foram atribuidas aos grupos —CH, do braco butirico ligado a amina central
da unidade pirazolo-diamina. O grupo —CH, ligado ao carbono (4) do anel pirazolilo originou
uma ressonancia a 23,65 ppm, enquanto as ressonancias que apareciam entre 47,31 e 54,01
ppm correspondiam aos carbonos da cadeia alifatica da unidade pirazolo-diamina.

O espectro de massa (ESI-MS) de L5 apresentava um pico a m/z 459,2,

correspondente ao i&o molecular [M+H]".
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2.5. Sintese e Caracterizacdo de Complexos de Rénio (1) (Rel-Reb)

Estabilizados pelos Ligandos L1-L5

Os complexos de rénio (1) foram preparados por reac¢do dos compostos L1-L5 com
[Re(CO)3(H,0)3]Br (esquema 2.11). Nas reac¢des com L1 e L2 utilizou-se uma relacdo molar
metal:ligando de 1:1, o solvente foi MeOH e a mistura foi refluxada durante a noite. Nas
reac¢bes com os compostos L3-L5 o solvente foi H,O e a mistura foi refluxada durante a noite.

O complexo Re5 precipitou do meio reaccional, tendo sido separado por filtracdo e
seguidamente seco em vazio. Os restantes compostos foram obtidos apds evaporacdo do
solvente e purificacdo dos sélidos obtidos por cromatografia em coluna (Rel e Re2) ou por
HPLC (Re3 e Re4). Os complexos Rel-Re5 foram caracterizados por RMN de 'H e **C, g-
HSQC, g-COSY, IV, ESI-MS, HPLC e analise elementar de C, H e N.

Esquema 2.11

o I /\ /,,’l o NH2

Ire\ HO

oc” [ co —0
"
N/ﬁ
Q

o, I /\ | « NH2

Rel /lRe\

Re4

Re2 Re5

i. MeOH, refluxo, 1 noite, 68% (Rel), 89% (Re2)
i. H20, refluxo, 1 noite, 56% (Re3), 27% (Re4), 100% (Re5)
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Nos espectros de ESI-MS dos compostos Rel-Re5 foram observados picos com valores

de m/z correspondentes aos respectivos ides moleculares e com o desdobramento esperado
para complexos de rénio. A titulo de exemplo, apresenta-se na figura 2.12 o espectro de ESI-

MS para o complexo Re5.

Intens. oo [
x108

729,1 -
o M]*

o

4000-

O 1000

0.5 %

726 728 730 732 mz

0.0 u b |“ .UL Al
[ I I | [ | | [ [ |
500 550 600 650 700 750 800 850 900 m/z

Figura 2.12: Espectro de massa de Re5 (ESI-MS; modo positivo). Insert: espectro tedrico.

O espectro de IV destes complexos, para além das bandas devidas aos ligandos,
apresentava ainda duas bandas de forte intensidade situadas entre 1890 e 2029 cm™

associadas as vibragdes de extensdo v(C=0).3*%

A titulo de exemplo, apresentam-se na figura 2.13 os espectros de RMN de H e 3C

para o complexo Re5.
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oH CHs
, CH;
m ° agua do
CD50D
€ |
c,d ¢
k
a @y bhlda | ol hm L
T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 20 PPM
CD,0D
Ar
c=0 Cy/Cs pz Capz cHe 2CH,
T / 3CH,
3cH, W cH,
3CO

B | I, J .
I I I I !
200 150 100 50 10
ppm

Figura 2.13: Espectros de RMN de 'H (em cima) e de *C (em baixo) de Re5 em CD;0OD (* -

impureza).
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Uma caracteristica comum nos espectros de RMN de 'H dos diferentes complexos
(Rel-Re5) refere-se ao perfil diastereotdpico das ressonancias devidas aos quatro grupos —
CH, das unidades pirazolo-diamina (a, b, ¢, d) e do grupo —NH, dessa mesma cadeia alifatica.
Este perfil confirma a coordenacdo das unidades pirazolo-diamina ao metal pelo azoto do anel
pirazolilo e pelos dois atomos de azoto das aminas primaria e secundaria (L1 e L2) ou terciaria
(L3-L5). As duas ressonancias esperadas para os grupos —CHs do anel pirazolilo encontravam-
se deslocadas para campo mais baixo relativamente a posicdo das mesmas nos ligandos livres,
0 que também confirma a coordenacdo do azoto do anel de pirazolilo ao centro metalico. As
ressonancias das unidades aromaticas apareciam entre 6,51 ppm e 8,68 ppm com um perfil e
desvios quimicos semelhantes aos observados nos espectros de RMN de 'H para os respectivos
ligandos livres (L1-L5), o que confirma que estes grupos nao estdao envolvidos na coordenacao
ao centro metalico.

Os espectros de RMN de *C para os complexos Rel-Re5 apresentavam as
ressonancias esperadas para as unidades aromaticas (entre 93,62 e 157,35 ppm), para o anel
pirazolilo e para os protdes das cadeias alifaticas. Também observamos as trés ressonancias
esperadas para os ligandos carbonilo da unidade fac[Re(CO)s]* que apareciam entre 193,71 e
195,02 ppm. Os compostos Re3 e Re5 apresentavam ainda uma ressonancia centrada a 176
ppm referente ao grupo C=0 da fungdo —COOH livre do braco butirico introduzido na amina

central.

2.6. Interaccao de Ligandos e dos Respectivos Complexos de Rénio

com ADN

O ADN ¢é uma molécula bioldgica que possui varios locais de ligacao disponiveis para
uma grande diversidade de compostos. A interaccao desses compostos com o ADN origina
modificagGes estruturais que podem influenciar variadas funcoes bioldgicas. Por esta razdo, os
compostos com capacidade para interactuar com o ADN possuem elevado potencial como

agentes quimioterapéuticos, podendo suprimir a replicagdo de genes ou mesmo a sua
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transcricdo. Sendo assim, um dos grandes desafios tem sido a concepcao de moléculas que se
ligam ao ADN selectivamente e com constantes de associagdo elevadas, sendo que, varios
compostos organicos (derivados da acridina e do antraceno, por exemplo) e complexos
organometalicos tém sido desenvolvidos e investigada a sua afinidade para esta
macromolécula.”

Como esquematicamente representado na figura 2.14, os modos de interaccao com a
dupla hélice do ADN podem ser de diferentes tipos:
a) stacking exterior
b) ligacdo aos sulcos maior ou menor

c) intercalacao

Ligacao
ao sulco

Stacking

: Intercalagao
exterior sa

a) b) )

Figura 2.14: Modos de interaccdo de compostos com o ADN: a) ligagdo electrostatica ou idnica
a um grupo quimico da hélice, como por exemplo, grupo fosfato; b) ligacdo electrostatica ou

idnica a grupos quimicos localizados a superficie da hélice de ADN no sulco maior ou menor: c)

intercalacdo (interac¢do hidrofébica entre um fragmento planar e as bases do ADN).”

A maioria dos corantes organicos tem tendéncia para formar agregados que
impossibilitam a sua interaccdo com o ADN ligando-se unicamente aos grupos fosfato da dupla
hélice (stacking exterior). Este modo de ligacao é favorecido por interaccOes electrostaticas,
enquanto a ligacdo aos sulcos ou a intercalacdo resultam de um conjunto de fendmenos
baseados em =n-stacking, ligacoes de hidrogénio, forcas de van der Waals ou interaccoes

hidrofobicas.
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Na molécula de ADN as bases nucleotidicas encontram-se dispostas de uma forma
coplanar, o que permite que compostos policiclicos aromaticos planares intercalem entre dois
pares de bases. As moléculas organicas podem intercalar com o seu eixo molecular mais longo
paralelo ou perpendicular relativamente ao local de ligacao (Fig. 2.15), isto &, relativamente a
direccdo das ligagdes de hidrogénio nos pares de bases. Por exemplo, derivados de acridina

ligam-se paralelamente ao local de interaccdo.®’

Figura 2.15: Representagdo esquematica de intercaladores com o eixo molecular mais longo
paralelo (a) e perpendicular (b) ao local de ligacdo. A cinzento estdo representadas as bases

nucleotidicas e a preto a molécula que intercala.®’

Contudo, deve ter-se em conta que em algumas situacdes os trés modos de interaccao
podem ocorrer em simultaneo.>’

Uma vez que as propriedades fisicas do ADN e das moléculas que com ele interactuam
se alteram apds formacdo dos respectivos complexos de associagdo, o estudo dessas
propriedades fisicas constitui uma ferramenta Util para avaliar qualitativa e quantitativamente o
processo de interacgao e para confirmar o modo de ligacdo. Entre as propriedades que podem
ser avaliadas temos: viscosidade, temperatura de fusdao do ADN e propriedades de absorgao e
emissdo. Neste Ultimo caso podem-se fazer estudos de espectroscopia de UV-Visivel e
fluorescéncia ou de dicroismo circular (CD) ou dicroismo linear (LD) em que a absorcdo de luz
polarizada circular ou linear pode ser utilizada para deduzir a orientagao de um intercalador
relativamente ao ADN.”””> No entanto, é necessario ter em conta que s6 uma combinacdo de
métodos permite muitas vezes obter informacado suficiente para determinar o modo de ligacao

entre uma molécula e o ADN.
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Como foi referido no capitulo 1, com vista a exploracao do potencial terapéutico do
9mTc é necessario que o radionuclideo se localize no nicleo das células e que o complexo
metalico que o contém tenha capacidade para interactuar com o ADN. No sentido de prever a
natureza e a intensidade da interaccdo entre os complexos de *™Tc e o ADN fomos realizar
estudos espectroscopicos com os complexos analogos de rénio.

Sabendo que as unidades intercaladoras 18 e 19 sdo derivadas da acridina, com
reconhecida afinidade para interactuar com o ADN por intercalacdo®, fomos avaliar se estas
unidades mantinham a sua afinidade para a macromolécula ap6s ligacdo a unidade pirazolo-
diamina, para o que se estudou a interacgdo de L1 e L2 com ADN. Seguidamente, estudamos a
interaccao com o ADN dos complexos Rel e Re2 para podermos avaliar de que forma o
fragmento metalico /ac-[Re(CO)s]*, apds ligagdo a unidade pirazolo-diamina, podia ou ndo
comprometer a interacgao dos intercaladores com o ADN. Estes estudos foram realizados
recorrendo a diversas técnicas espectroscopicas, nomeadamente espectroscopia de UV-Visivel,
espectroscopia de fluorescéncia, dicroismo circular (CD) e dicroismo linear (LD). Os resultados

obtidos serdo apresentados e discutidos de seguida.

2.6.1. Espectroscopia de UV-Visivel

A solugdes dos compostos L1, L2, Rel e Re2 em solugao tampao TRIS-HCI (0,1 M, pH
7,4) adicionamos quantidades crescentes de uma solugdo de ADN no mesmo solvente. Apds
cada adigao as solucdes foram deixadas a equilibrar durante cerca de 1 min seguindo-se a
medicdo da absorvancia das mesmas. Para L1 e Rel os estudos foram realizados entre 400-
600 nm enquanto para L2 e Re2 os estudos foram seguidos no intervalo 300-500 nm. A gama
de c.d.o. escolhida teve em conta o valor do c.d.o. a que ocorrem as transicoes n — n* de cada

unidade croméfora.®747>

Os espectros de UV-Visivel obtidos para os compostos L1 e Rel encontram-se

indicados na figura 2.16. Da andlise destes espectros concluiu-se que o maximo de absorcao
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que ocorre a 496 nm para os compostos livres sofria um desvio para 506 nm apods ligacdo ao
ADN. De igual forma, o ombro que se observava a 470 nm sofria um desvio para 480 nm.

Com base nestes resultados concluiu-se que a adicdo de quantidades crescentes de

ADN a solugbes de L1 e Rel em TRIS-HCl provocava um desvio batocrémico de 10 nm no

maximo da curva de absorcdo dos compostos livres. Este resultado é consistente com a

existéncia de uma interaccdo do tipo intercalagdo entre os compostos L1 e Rel e o ADN.

Resultados semelhantes foram obtidos por outros autores quando estudaram a interaccdo com

o ADN de complexos de platina (II) contendo um derivado do AO na sua estrutura.”®

W + 0,33 mM ADN

Absorvancia

0,5 1

+ 0,40 mM ADN

e e
w N

Absorvancia
o
N

o
(=

/
-\ e
400 450 500 550 600

Anm Rel

Figura 2.16: Espectros de absorcdo de L1 (4,25 x 10° M, em cima) e Rel (1,5 x 10° M,
baixo) na presenca de concentracdes crescentes de ADN (0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,13; 0,17;
0,23 e 0,33 mM para L1; 0,01; 0,02; 0,04, 0,05; 0,07; 0,10; 0,14; 0,21 e 0,40 mM para Rel)

em tampao TRIS-HCI (0,1M, pH 7,4).
Verificou-se também que quando a concentracdo de ADN aumentava o ombro a 470

nm ia perdendo intensidade. Este ombro é geralmente atribuido a presenca de espécies
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diméricas resultantes da associagdo em solucdo dos anéis aromaticos do AO, sendo a sua
formacao menos provavel quando os compostos se encontram ligados ao ADN. Esta devera ser
a razdo pela qual este ombro diminuiu de intensidade a medida que se adicionava ADN.

A forma e intensidade da banda a 506 nm permaneceram constantes, indicando que as
espécies L1 e Rel actuam provavelmente como mondmeros intercalados sem qualquer
interaccdo entre si. A existéncia de uma carga positiva no intercalador tem demonstrado ser
essencial para a intercalacdo de pequenos compostos aromaticos tal como benzeno e naftaleno,
uma vez que estes compostos sé intercalam no ADN se possuirem uma carga positiva numa
cadeia lateral substituida.®’

Para além do modo de intercalacdo dos compostos em estudo, pensamos que existe
ainda uma interaccdo electrostatica entre os compostos e o ADN. Esta interaccao devera ser
estabelecida entre as aminas alifaticas e aromaticas protonadas a pH fisioldgico, e as cargas

negativas dos grupos fosfato da dupla cadeia.

Os espectros de UV-Visivel obtidos nos estudos realizados com os compostos L2 e Re2
sdo apresentados na figura 2.17. Da analise desses espectros verifica-se que o maximo de
absorcao ocorre sempre a 359 nm. Concentragdes crescentes de ADN ndo provocaram nenhum
desvio batocromico provocando unicamente uma diminuicdo na absorvancia (hipocroismo)
nunca se atingindo a saturacdo. Estes resultados sugerem que ndo existe intercalacdo e que
devera existir unicamente uma interacgao electrostatica entre as aminas alifaticas, protonadas
ao valor do pH de trabalho, e o ADN.”” Estes resultados pareciam indicar que L2 e Re2 tinham
pouca afinidade para interagir com o ADN por intercalacdo da unidade cromofora entre os pares

de base.
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Figura 2.17: Espectros de absorcdo de L2 (6,5 x 10° M, em cima) e Re2 (4,94 x 10° M, em

baixo) na presenca de concentracdes crescentes de ADN (0,12; 0,48; 0,90; 1,29; 1,64; 1,96;
2,31; 2,79 e 3,19 mM para L2; 0,26; 0,40; 0,47; 0,54; 0,61; 0,72 e 1,01 mM para Re2) em

tampao TRIS-HCI (0,1M, pH 7,4).

2.6.2 Espectroscopia de Fluorescéncia

Nos estudos por espectroscopia de fluorescéncia foram adicionadas quantidades
crescentes de uma solucao de ADN em tampao TRIS-HCI (0,1 M, pH 7,4) a solucdes dos
compostos L1, L2, Rel e Re2 no mesmo solvente. As amostras foram deixadas a equilibrar
durante 1 min, apds o que cada uma delas foi excitada e medida a intensidade de fluorescéncia
emitida.

As solugdes com os compostos L1 e Rel foram excitadas a 470 nm e as solugdes com
0s compostos L2 e Re2 foram excitadas a 359 nm. Idealmente, o c.d.o. de excitacdo deveria
corresponder a um ponto isosbéstico, ou seja, quando a variagdo da densidade Optica é

independente da concentracdo da amostra. Contudo, tal ndo sucedeu em nenhum dos casos,
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pelo que, para além da correccdo do factor de diluicdo das amostras, fez-se também a
correccao dos valores experimentais tendo em conta a densidade optica registada apds cada

adicdo da solucdo de ADN, ao valor do c.d.o. de excitagdo dos compostos.

Os espectros obtidos para os compostos L1 e Rel sao apresentados na figura 2.18.
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Figura 2.18: Espectros de fluorescéncia de L1 (1,06 x 10° M, em cima) e Rel (1,5 x 10°M,
em baixo) na presenca de concentragdes crescentes de ADN (5,5; 8,4; 11,1; 13,9; 16,6; 21,5;
26,4; 36,0; 50,1 e 59,3 uM para L1; 4,0; 7,8; 11,7; 15,5; 19,3; 23,1; 30,1; 37,0; 50,6; 70,4 e

83,2 uM para Rel) em tampao TRIS-HCI (0,1 M, pH 7,4). Excitacao a 470 nm.

Da analise desses espectros concluimos que a adicdo de ADN provocava um aumento
da intensidade de fluorescéncia até que se atingiu a saturacdo. De acordo com o que estad
descrito na literatura, este comportamento indica que existe uma associacdo forte dos

compostos L1 e Rel ao ADN por intercalacao do AO na dupla hélice da macromolécula.
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Alberto e colaboradores descreveram resultados semelhantes quando estudaram a interaccao

com o ADN de um complexo de rénio contendo um derivado do AO.*

No caso dos compostos L2 e Re2 a adicao de quantidades crescentes de ADN levou a
uma diminuicdo da fluorescéncia emitida (quenching) (Fig. 2.19). O gquenching observado
nestes estudos podera ser devido a transferéncia rapida de um e das bases do ADN para o
cromdforo.”®”® Contudo, particularmente para Re2 observa-se apenas uma ligeira diminuigdo
da fluorescéncia emitida o que podera indicar uma fraca afinidade do composto para o ADN, tal
como observamos nos estudos de espectroscopia de UV-Visivel (secgdo 2.6.1.).

Resultados semelhantes foram descritos por outros autores.®8! Denny e colaboradores
estudaram a interaccdo com o ADN de uma diacridina com uma cadeia espagadora que
continha uma fungdo amida. Estes autores verificaram que a presenca do grupo funcional
amida afectava a geometria do complexo ADN-composto, levando a uma diminuicao da
afinidade do composto para interactuar com o ADN.%!' Dey e colaboradores observaram um
comportamento semelhante quando estudaram o composto 9-ACA. Estes autores consideraram
que tal resultado se devia provavelmente ao facto do grupo amida existente no 9-ACA adquirir
coplanaridade com a unidade aromdtica ndo havendo uma transferéncia electrénica

significativa.
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Figura 2.19: Espectros de fluorescéncia de L2 (1,3 x 10° M, em cima) e Re2 (9,9 x 10°M, em

baixo) na presenca de concentracdes crescentes de ADN (0,20; 0,29; 0,37; 0,44; 0,53; 0,61;

0,68; 0,75 e 0,81 mM para L2; 0,02; 0,06; 0,13; 0,29; 0,55 e 0,72 mM para Re2) em tampao

2.6.3. Dicroismo Circular

TRIS-HCI (0,1 M, pH 7,4). Excitagao a 359 nm.

Nos estudos de dicroismo circular (CD) foram adicionadas quantidades crescentes de

solugOes dos compostos L1 e Rel em tampao TRIS-HCI (0,1 M, pH 7,4) a uma solugao de ADN

no mesmo solvente. As amostras foram deixadas a equilibrar durante 1 min e foram registados

os respectivos espectros de CD.

Por CD sdo detectadas variacdes na conformacao tridimensional das moléculas em

estudo. A dupla hélice do ADN apresenta espectro de CD entre 200-300 nm. A ligacdo de

cromoforos aquirais a dupla hélice do ADN resulta frequentemente em dicroismo circular

induzido (CDI) devido a interaccao entre as duas entidades.
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Devido a sua natureza aquiral tanto o ligando L1 como o complexo Rel em solugao

nao apresentam qualquer sinal de CD na sua zona de absorcdo, isto é entre 400-600 nm. No
entanto, estes compostos em presenca do ADN originaram sinais de CDI, na zona de absorgao
do cromdforo, como resultado da estreita proximidade entre estes e o ADN (Fig. 2.20). Quando
se adicionaram apenas 0,2 equivalentes de L1 ou Rel ao ADN observou-se uma banda positiva
a 516 nm e duas bandas negativas a 475 nm e a 489 nm cujas intensidades aumentaram
fortemente com o aumento da concentracao do cromoforo. Estes resultados s3ao certamente
devidos a intercalacao de L1 e Rel no ADN, se tivermos em conta espectros de CDI obtidos
em estudos de interaccdo do AO com o ADN, anteriormente descritos.”” Fredericq e
colaboradores estudaram a interaccdo do AO com o ADN por CD.” Nestes estudos os
investigadores observaram uma banda positiva a 510 nm e duas bandas negativas a 470 e 485
nm. Todas as bandas estavam relacionadas com uma forte interaccdo com o ADN, que tudo

indicava ser por intercalagdo.”
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Figura 2.20: Espectros de CD induzido (CDI) para os compostos L1 (em cima) e Rel (em

CO
2E-17

Elipticidade / mdeg

baixo) em tampao TRIS-HCI (0,1 M, pH 7,4) em presenca de varias razoes composto/ADN, para

uma concentracdo de ADN de 2,5 x 10 Mnucl™: A) 0,2 eq. de composto; B) 2 eq. de composto.
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Os espectros de CD dos compostos L2 e Re2 ndo mostraram qualquer alteragdo apds a
adigao do ADN. Este resultado parece indicar que a interacgao destes compostos com o ADN é

muito fraca, ndo originando qualquer sinal de CDI.

2.6.4. Dicroismo Linear

Os estudos de dicroismo linear (LD) dao informacdo sobre a orientagdo espacial das
moléculas em estudo em relacdo a dupla hélice do ADN, sugerindo se 0os compostos estao
intercalados (perpendicular ao ADN) ou ligados aos grupos fosfato (paralelo ao ADN). O
espectro de LD reduzido (LDr) fornece ainda informagao sobre a orientagdo do composto em
estudo, relativamente as bases do ADN e permite distinguir entre uma ligagdo homogénea ou
heterogénea.

Nestes estudos foram adicionadas quantidades crescentes de solucdes de L1, L2, Rel
e Re2 em tampao fosfato (10 mM, pH 7,2) a uma solucao de ADN no mesmo solvente.

Comegamos por registar o espectro de LD do ADN na auséncia dos compostos em
estudo e posteriormente registamos os espectros para diferentes relacdes molares
composto/ADN. Verificdmos que a adicdo dos compostos L1 e Rel induzia um aumento na
intensidade do sinal para a banda do ADN (230-300 nm) o que indicava que a orientacao desta
molécula com o campo hidrodinamico era favorecida apds ligagao aos compostos (Fig. 2.21).
Estes resultados também sugeriam que os compostos interactuavam com o ADN por
intercalacdo. Adicionalmente, o valor praticamente constante do LDr entre 400-550 nm
confirmava uma intercalagao perfeita dos compostos L1 e Rel no ADN. Resultados similares
foram descritos por Alberto e colaboradores quando estudaram a interaccdo de um ligando
derivado do AO e do respectivo complexo de rénio com o ADN. Estes autores também

concluiram que os compostos interactuavam com o ADN por intercalagdo.>
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Figura 2.21: Espectros de LD e LDr dos compostos L1 (a esquerda) e Rel (a direita) para
diferentes razoes molares composto/ADN: A) sem composto; B) 0,04 eq. de composto; C) 0,08
eg. de composto; D) 0,2 eg. de composto. Os espectros foram registados em tampao fosfato

(10 mM, pH 7,2).

A adicdo de solugbes dos compostos L2 e Re2 em tampao fosfato (10 mM, pH 7,2) a
uma solucdo de ADN no mesmo solvente originou uma banda negativa na zona de absorcdo do
cromoforo (300-400 nm) (Fig. 2.22). Contudo, mesmo para a concentracdo mais baixa dos

compostos (situacdo em que idealmente todas as moléculas estariam intercaladas) a
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intensidade da banda negativa € muito menor do que a intensidade das bandas induzidas pelos
compostos L1 ou Rel. Estes resultados confirmam uma vez mais que os compostos L2 e Re2
tém uma baixa afinidade para o ADN em comparagao com L1 ou Rel. Contudo, a presenca
das bandas negativas sugere que L2 e Re2 poderdo intercalar na dupla hélice do ADN. No
entanto, o sinal de LDr nesta gama do espectro varia significativamente com o c.d.o. e
apresenta uma intensidade maior do que o sinal obtido para o ADN isolado, sugerindo uma

intercalacdo parcial. Intercalacdo parcial, por LD, foi também descrita anteriormente para um

complexo de rénio contendo um derivado do antraceno. **
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Figura 2.22: Espectros de LD e LDr dos compostos L2 (a esquerda) e Re2 (a direita) para

diferentes razoes molares composto/ADN: A) sem composto; B) 0,04 eq. de composto; C) 0,08

eg. de composto; D) 0,2 eg. de composto. Os espectros foram registados em tampao fosfato
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2.6.5. Determinacao das Constantes de Ligacdo ao ADN

Modelos para determinacao da constante de ligagcdo ao ADN

A constante de ligacdo (K) de um composto ao ADN pode ser calculada com base nos
estudos de UV-Visivel e fluorescéncia, apods correccao dos dados experimentais tendo em conta
o factor de diluicdo das solucdes e utilizando os modelos matematicos de Scatchard®,
Kaminoh® ou McGhee von Hippel.?® Utilizando o método de McGhee von Hippel é também
possivel determinar o parametro n que é a distancia, em pares de bases, entre duas moléculas
consecutivas de intercalador.

Com base nos estudos de CD podemos também determinar as constantes de ligacao de
um composto ao ADN, mas neste caso os calculos sdo realizados por ajuste de um modelo

matematico ao programa PSEQUAD.®

Modelo de Scatchard

A constante de ligacdo (K) entre as moléculas estudadas e a dupla hélice do ADN foi
calculada com base nos estudos de espectroscopia de UV-Visivel, aplicando a equacao de

Scatchard (1), na qual D é a concentragdo de ADN em pares de base, Ag,p=[€,-€F] € Ae=[€p-€F].

D D 1
Aeap - A_5+A£_K (1)

O valor de &, corresponde a razdo entre a absorvancia medida e a concentragdo do
composto em estudo (Abs.ps/[composto]); €z € & correspondem aos coeficientes de extingdo do
composto ligado ao ADN (na saturagao) ou livre em solucdo, respectivamente. A  partir da

representagao de D/Ag,, em fungao de D determinou-se o valor de K para L1 (Fig. 2.23).
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Figura 2.23: Variagdo da absorvancia de L1 em fungdo da concentragdo de ADN: ajuste ao

modelo de Scatchard (1).

Também se aplicou o modelo de Scatchard aos dados obtidos nos estudos de
fluorescéncia, utilizando a equagao 2, na qual D é a concentracdo de ADN em pares de base,

DA, =[As-Ar] € DA=[Ap-Ar].

D D 1
raap — a4 T aax (2)

Considerou-se que o valor de A, correspondia a razao entre a area do espectro de
fluorescéncia calculada e a concentracdo do composto em estudo (A.ps/[composto]); Az € Ar
correspondem as areas dos espectros de fluorescéncia do composto ligado ao ADN (na
saturagao) ou livre em solugdo, respectivamente. A partir da representacao de D/AA,, em
funcao de D determinou-se o valor de K, a semelhanca do que foi feito para as titulacdes no

UV-Visivel.

Modelo de Kaminoh

O modelo de Kaminoh é aplicado a qualquer tipo de particdo entre duas fases. Neste
trabalho considerou-se que as duas fases correspondiam aos compostos livres em solucdo e
ligados ao ADN, ndo havendo qualquer separagdo fisica entre elas. A extensdo da interacgao

dos compostos com o ADN foi ent3o avaliada de uma forma quantitativa. O pardmetro a ser
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medido engloba a contribuicdo da forma livre e ligada ao ADN. Isto implica que as medidas
sejam obtidas para varias concentracdes de ADN, o que é conseguido por adicdo de aliquotas
de uma solugdo mais concentrada. Neste caso, o parametro que é medido apresenta uma
variacao hiperbdlica com a concentracdo de ADN. De forma a ter-se uma correcta distribuicao
dos erros experimentais, e com o auxilio de programas computacionais, todas as equagoes
lineares deveriam ser submetidas a um ajuste nao linear dos dados uma vez que a linearizacao
pode contribuir para influenciar os resultados. A aplicacdo deste modelo é limitada a sistemas
em que o meio provoque pouca dispersao da luz para que se possam distinguir as fraccoes livre

e ligada que possuem diferentes coeficientes de extincao molar.

A espectroscopia de UV-Visivel baseia-se na variacao da absorvancia apds interaccao

dos compostos com o ADN, podendo os dados ser ajustados a equagdo 3.

__ AO+K[ADN]Asat
"~ 14K[ADN]

Abs (3)

A medida que a concentracdo do cromdforo e a sua absorvancia em solugdo, Ag, sdo
conhecidas, o valor limite na saturacdo, A.:, pode ser calculado a partir da representacao

grafica de Abs vs [ADN] (Fig. 2.24).

Figura 2.24: Variacdo da absorvancia de L1 em funcdo da concentracdo de ADN. A curva

representa um ajuste ndo linear a equacao 3.
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A espectroscopia de fluorescéncia é uma das técnicas espectroscopicas mais sensiveis,
uma vez que podem ser utilizadas concentracdes muito baixas de croméforos. O ajuste dos
dados obtidos a equacao 4 pode ser feito desde que ocorra variagdo nas propriedades dos

compostos quando estdo na forma livre ou ligada ao ADN.

__I0+K[ADN]Isat
"~ 1+4K[ADN]

IF (4)

A medida que a intensidade de fluorescéncia (IF) e a concentragdo do cromoforo sao
conhecidas, o valor limite na saturacdo, I, pode ser calculado a partir da representacao

grafica de IF vs [ADN] (Fig. 2.25).

IF / unidades arbitrarias

[ADN] (M)

Figura 2.25: Variacdo da intensidade de fluorescéncia de L1 em fun¢do da concentracdo de

ADN. A curva representa um ajuste ndo linear a equagao 4.

Modelo de McGhee von Hippel

O modelo de McGhee von Hippel tem sido considerado o mais adequado para
determinar constantes de ligacdo de compostos que interagem com o ADN por intercalacao.
Para a determinacdo de K e do parametro 5, que reflecte o nimero de locais de ligacao que
nao estao disponiveis devido a ligacdo de uma molécula intercaladora a cadeia de ADN,

representa-se r/C: em funcdo de r e faz-se um ajuste, ndo linear dos dados, a equacdo 5.
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r/Cr = K(L-m)[(1-mm)/[1-(n-1)r]]™ (5)

Cr representa a concentracao dos compostos livres e o valor de r é dado pela expressao
r = Cg/ [ADN], em que Cg é a concentracao dos compostos ligados ao ADN.

Primeiramente, é necessario determinar o parametro Cr pela equacdo 6 em que Cr
representa a concentracdo total de composto, sendo A e Ay, as areas dos espectros de

fluorescéncia obtidos na presencga e auséncia de ADN, respectivamente.

Cr = Gr(A/A0)/(1-P) (6)

O parametro P é obtido por extrapolacdo da ordenada na origem da representacdo de
A/A, vs 1/[ADN]. A concentragdo do composto ligado (Cg) € dada pela expressdo Cg = Cr- Cr. O
ajuste a equacao 5 encontra-se exemplificado na figura 2.26 para o composto L1. Um bom
ajuste ao modelo de McGhee von Hippel é indicacdo de que as moléculas em estudo interagem

com o ADN por um processo de intercalagao.

120.000 -
R2 = 0,9836
90.000 A <
L 60.000 A
S
30.000 A
0 T T T T T 1
0,05 0,07 009 011 0,3 0,15 0,17
r

Figura 2.26: Ajuste de McGhee von Hippel para os dados de fluorescéncia obtidos para L1.

As constantes de ligacdo ao ADN para os compostos L1 e Rel determinadas pelos
métodos acima descritos encontram-se indicadas na tabela 2.1.

Tabela 2.1: Constantes de ligacdo ao ADN para os compostos L1 e Rel.
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K x 10° (M)
Técnica
Modelo Matematico L1 Rel
Espectroscépica
] Scatchard 1,71 £ 0,01 2,50 £ 0,01
UV-Visivel
Kaminoh 1,75 £ 0,15 2,33 £0,39
Scatchard 1,53 £ 0,01 2,26 £ 0,01
Fluorescéncia Kaminoh 1,93 £ 0,22 2,36 + 0,02
McGhee von Hippel 193+086;n=27 | 1,17+ 0,68 ; n=17,8
CD PSEQUAD 2,04 £ 0,11 2,34 £ 0,11

As constantes de ligacao ao ADN para compostos organicos que intercalam variam
entre 10% - 10° M e sdo geralmente inferiores as constantes de ligacdo de compostos que se
ligam aos sulcos da macromolécula (10°- 10° M™1).%

Como ja foi referido, o AO liga-se ao ADN por duas formas diferentes: uma de energia
mais elevada, considerada intercalacdao, e outra, de energia mais baixa, que resulta da
interaccdo electrostatica entre o composto e o exterior da molécula de ADN. Este intercalador
apresenta uma constante de afinidade para o ADN que varia entre 5 x 10* M* e 1,8 x 10° M!
com um valor para o pardmetro nentre 2 e 3.748586

Para o composto L1 os valores de K e de n calculados pelo modelo de McGhee von
Hippel foram de (1,93 + 0,86) x 10° M e 2,7, respectivamente. Estes valores s30 comparaveis
aos descritos na literatura para o AO, particularmente no que se refere ao parametro n. Tendo
em conta resultados descritos na literatura, os valores de K e n encontrados para L1 sao

748586 como se tem vindo a

consistentes com a existéncia de um processo de intercalagao
discutir neste capitulo. Por outro lado, o valor de n encontrado para Rel (17,8) era muito
elevado ndo sendo consistente unicamente com intercalacdo. Este resultado pode ser devido a
presenga de diferentes modos de ligacao ao ADN na gama de concentragles necessarias para
se atingir a saturacdo. De facto, nos estudos de fluorescéncia, para o composto L1 atingiu-se a

condicdo de saturacdo para uma concentracao de ADN mais baixa (59,3 uUM) do que para Rel

(83,2 uM). Uma vez que o complexo Rel tem uma carga global de +2 pensamos que, para
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além da intercalacdo, poderdo existir também interacgGes electrostaticas entre Rel e os grupos
fosfato do ADN. Estas interacgGes adicionais poderdo ser responsaveis por ser necessaria uma
concentracdo de ADN mais elevada para se atingir a saturacdo. Rodger e colaboradores
descreveram uma situac3o analoga para um derivado do antraceno.®” Estes autores verificaram
que para atingir a condicdo de saturacdo era necessaria uma razao ADN:composto de 30:1,
sendo 77 = 8. Pyle e colaboradores também descreveram o estudo de complexos de ruténio (II),
que a semelhanga do AOQ, interactuam por intercalacao e por interaccdes electrostaticas com o
exterior da dupla hélice.® Para estes complexos os autores também encontraram para o
parametro 7 valores entre 2 e 12. Contudo, a constante de ligacao encontrava-se na gama de
valores esperados (10° < K < 10°) M.

Tendo em conta o elevado valor de n encontrado para Rel, pelo modelo de McGhee
von Hippel, fomos calcular para este complexo as constantes de ligagao (K) aplicando os
modelos matematicos de Scatchard e Kaminoh aos dados obtidos nos estudos de UV-Visivel e
fluorescéncia. Recorremos também ao programa matematico PSEQUAD para tratar os dados de
CD.

Como se pode ver na tabela 2.1, os valores de K calculados para Rel por estes
modelos matematicos encontram-se na gama (2,26 + 0,01) x 10° M - (2,50 + 0,01) x 10° M?,
valores que sd0 mais elevados do que os determinados para L1 [(1,53 + 0,01) x 10° M? <K <
(2,04 + 0,11) x 10° M']. Esta diferenca parece também indicar que Rel, para além de
intercalar, estabelece também interaccdes electrostaticas com o exterior do ADN,

comportamento que pode ser devido a sua carga global elevada (+2).

Para os compostos L2 e Re2 nao foi possivel aplicar nenhum dos modelos matematicos
referidos. Nas titulagbes de UV-Visivel e fluorescéncia, as variagdes observadas (diminuicdo da
absorvancia e da fluorescéncia) eram devidas essencialmente ao factor diluicdo das amostras.
Por CD nao se registou qualquer espectro de CDI na zona de absorcdo do cromoéforo e por LD
embora se observasse alguma interaccdo com a macromolécula ela seria fraca, ndo

predominando a intercalacao.
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Este comportamento podera ser explicado pelo facto de a unidade intercaladora comum
a L2 e Re2 possuir uma fungdo amida na posi¢cao 9 da acridina. De acordo com a literatura,
este grupo terad que sofrer uma rotacdo antes de intercalar entre os pares de base. Rotacdo que
pode ser dificultada por impedimentos estereoquimicos.”® Provavelmente, a presenca de um
substituinte amina nessa posicao, protonado a pH neutro, conferiria ao composto uma carga

positiva que ao se deslocalizar no anel iria favorecer a intercalacdo no ADN.5%%°

2.7. Conclusodes

Como indicado no esquema 2.12, foram sintetizados e caracterizados varios ligandos
pirazolo-diamina funcionalizados com diferentes intercaladores, através da posigao 4 do anel de
pirazolilo, e com ou sem um brago butirico ligado a amina secundaria da unidade pirazolo-
diamina.

Esquema 2.12
Tl
[V
’/\N \ NH,
S TN N

pirazolo-diamina
(as setas indicam os locais de coordenagédo ao centro metalico)

A
O \O ~
7
— N N~

C=0-NH-(CH,),- NH c=0

(CH,),-NH-C=0

L1:R1=H,R2=A
L2:R1=H,R2=B

L3: R1 = (CH,);CO,H, R2 = A
L4: R1 = (CH,);CO,H, R2 = B
L5: R1 = (CH,);CO,H, R2 = C
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Os intercaladores estudados foram o alaranjado de acridina (AO), o 9-acridina acido
carboxilico (9-ACA) e o antraceno, cujas caracteristicas de absorcdo e emissdo permitiram
estudar a interacgao com o ADN de alguns destes compostos e respectivos complexos de rénio,
utilizando varias técnicas espectroscopicas. O braco alifatico, introduzido na amina secundaria
da unidade pirazolo-diamina, foi o acido butirico, cuja fungdo era permitir a ligacao da unidade

pirazolo-diamina a analogos da bombesina (BBN), como se vera no capitulo 4 desta tese.

Como indicado no esquema 2.13, estudaram-se reaccbes do precursor fac
[Re(C0O)3(H,0)3]" com os ligandos L1-L5 e verificdamos que se formavam complexos do tipo
fac-[Re(CO);(>-L)]*** (L = L1 (Rel), L2 (Re2), L3 (Re3), L4 (Red), L5 (Re5)). Nestes
complexos, caracterizados pelas técnicas normais em quimica inorganica, o centro metalico
estava estabilizado pelos trés ligandos carbonilo e pelos trés atomos de azoto da estrutura base
pirazolo-diamina dos ligandos L1-L5. Os dados de RMN eram claros quanto a ndo existéncia de
qualquer interacgao entre o centro metalico e as unidades intercaladoras (Rel e Re2) e/ou
brago carboxilato (Re3-Re5).

Esquema 2.13

R1
[ -] + I/\| +/2+
OH, N\ N
H,O OH
2 ///,,' a2 L1-L5 ' Y Ny, wNH,
/Re\ E— /TE\
R2
| co | co
fac-[Re(CO),(H,0),]1"
C
()O secllvee
C=0-NH-(CH,),- NH c=0 *g

(CH2)4 NH c=0

Rel:R1=H,R2=A
Re2:R1=H,R2=B
Re3: R1 = (CH,);CO,H, R2 = A
Re4: R1 = (CH,);CO,H, R2 = B
Re5: R1 = (CH,);CO,H, R2 = C
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Utilizando diferentes técnicas espectroscopicas estudamos a interaccao dos compostos
base L1 e L2 e dos respectivos complexos de rénio Rel e Re2 com o ADN de timo de vitela.
Com base nos dados obtidos por espectroscopia de UV-Visivel e fluorescéncia, CD e LD
concluiu-se que os compostos L1 e Rel actuavam como intercaladores do ADN, enquanto os

compostos L2 e Re2 possuiam menor afinidade para a macromolécula.

Utilizando diferentes modelos matematicos, os resultados espectroscopicos foram
utilizados para calcular as constantes de ligacao ao ADN (K). Para L2 e Re2 nao foi possivel
ajustar nenhum dos modelos aos dados experimentais, provavelmente devido a fraca

interaccao destes compostos com o ADN.

Utilizando os diferentes modelos matematicos, verificAmos que os valores de K para L1
se situavam entre (1,53 + 0,01) x 10° M e (2,04 + 0,11) x 10° M. No caso concreto do
modelo de McGhee von Hippel, encontramos K = (1,93 + 0,86) x 10° M* e n = 2,7, valores que
sao semelhantes e comparaveis aos descritos na literatura para a interaccao do AO com o

ADN.74,85,86

Para Rel o valor de K calculado, utilizando o modelo matematico de McGhee von
Hippel, foi (1,17 + 0,68) x 10° M sendo 17 =17,8. O valor extremamente elevado de 7 leva-nos
a dizer que o valor de K calculado por este modelo deve ser considerado com algum cuidado,
uma vez que este parametro tdo elevado pode indicar que, para além da intercalagao, existem
outras interaccdes talvez do tipo electrostatico com os grupos fosfato do ADN, devido a elevada
carga global de Rel (+2). No entanto, a aplicagdo dos restantes modelos matematicos aos
resultados espectroscopicos obtidos para Rel conduziram a valores de K que se situavam
numa gama relativamente aceitavel: (2,26 + 0,01) x 10° M1 < K < (2,50 + 0,01) x 10° M1, O
facto de termos encontrado para Rel valores sempre mais elevados do que os determinados
para L1 pode também estar relacionado com a carga global +2 esperada para o complexo

Rel.
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A interaccao com o ADN dos compostos base indicados no esquema 2.14 que deram
origem a L5 e Re5 nao foi estudada pois ja o tinha sido anteriormente no Grupo de Ciéncias
Radiofarmacéuticas.>* No entanto, preparamos L5 e Re5 porque pretendiamos liga-los a

péptidos biologicamente activos.

Esquema 2.14

7N/ N\ .
'/\l_N N N, T}H/ﬂ

¢ ()G
[N, | oNH,
7|\
999 O ik
M = Re, 99mMT¢
K = (1,06 £ 0,01) x 10* M K = (1,95 £ 0,01) X 10* M!

A interaccdo com o ADN dos compostos e complexos descritos neste capitulo que
contém unidades intercaladoras e um brago butirico pendente na amina central da unidade
pirazolo-diamina (L3-L5, Re3-Re5) nao foi estudada, pois nao fazia qualquer sentido. Como
se vera no capitulo 4, a sintese e caracterizagao dos compostos L3-L5 foram necessdrias para
gue se preparassem posteriormente conjugados contendo andlogos da BBN. A sintese e
caracterizacao dos complexos de rénio correspondentes (Re3-Re5) foi efectuada para
confirmar que a coordenagdao dos ligandos nao era afectada pela presenca de um braco
carboxilato livre. Para além disso, como também veremos no capitulo 4, os complexos Re3-

Re5 eram necessarios para a sintese de complexos de rénio contendo analogos da BBN.
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3. Avaliacdo Biolbégica de Complexos de Rénio (I) e Tecnécio (1)

Contendo Unidades Intercaladoras

3.1. Introducéao

Neste capitulo iremos descrever a sintese de complexos de *™Tc analogos aos
complexos de rénio (Rel-Re5) isolados e caracterizados no capitulo 2. Para atingir este
objectivo, as estruturas quelantes anteriormente sintetizadas (L1-L5) irdo reagir com o

precursor fac-[*™Tc(CO);(H,0)s]* para formar complexos do tipo fac[*™Tc(CO);(13-L)]7* (L

= L1-L5). A caracterizacdo estrutural dos complexos de *™Tc é feita comparando o seu perfil
cromatografico, obtido por HPLC, com o dos correspondentes complexos de rénio.

Seguidamente, avaliamos /in vitro os complexos de rénio (I) e tecnécio (I), isto &,
estudamos a sua interaccdo com ADN plasmidico e com células tumorais. No caso dos estudos
com células tumorais avaliamos o efeito cito- e radiotoxico dos compostos e a sua localizagao
celular.

A localizacdo celular dos compostos L1, L2, Rel e Re2 foi determinada por
microscopia de fluorescéncia, em tempo real, tirando partido das caracteristicas de emissao das
diferentes unidades cromdforas presentes nas estruturas destes compostos.

A distribuicdo celular observada para os complexos de rénio (I), por microscopia de

fluorescéncia, foi quantificada em estudos realizados com os complexos analogos de **™Tc.
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3.2. Sintese e Caracterizacdo de Complexos de **™Tc (1)

O complexo de partida 7ac{*™Tc(CO);(H,0);]* foi obtido por adicdo de Na[*™TcO.],
eluido de um gerador de *Mo/**"Tc com uma solugdo de NaCl 0,9%, a um kit liofilizado que
contém K[H3BCO,], Nay(tartarato), Na,B40,-10H,0 e Na,COs. A mistura reaccional foi aquecida
a 100°C durante 30 minutos. Ao fim desse tempo, a preparacao foi neutralizada com uma
solugdo de HCI 0,1 N e a formagdo e pureza do complexo fac{**™Tc(CO)s(H,0);]* foram
confirmadas por HPLC.

Os complexos de *™Tc foram obtidos fazendo reagir o precursor fac-
[*™Tc(CO)5(H,0);]* com solugdes aquosas ou etandlicas de L1, L2, L3 ou L5 (esquema 3.1).
As condigBes experimentais utilizadas para a sintese dos complexos encontram-se resumidas na
tabela 3.1. Nesta tabela apresentam-se também os tempos de retengao dos complexos de rénio
e ®™Tc, bem como os valores de log D, calculados para os complexos radioactivos.

Esquema 3.1

R
| ;\N, TH/?“H? '
) N
~ / . oc co
H

()<
g AN Tel

OH

H0,, | o OH2

/N /N
O L3, iii. oc | co ¢ oo
‘ | 2
N

Tc3 , \ Tc5
o, Y N'T N2
7N
oc co
N co
H
O " i. H20, 100°C, 40 minutos
ii. H20, 100°C, 30 minutos
N A iii. H20, 100°C, 35 minutos
o Tc2 iv. EtOH, 100°C, 30 minutos
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Tabela 3.1: CondicOes de sintese e caracteristicas dos complexos Tcl, Tc2, Tc3 e Tc5.

Complexo c(M) t (min) tret (Min)¢ log Doyw £ s
Tcl 3,3x10° 40 17,92°(17,69) 0,56 + 0,02
Tc2 2,0x 10* 30 16,17° (15,06) 0,74 + 0,01
Tc3 1,4x 10" 35 16,67° (16,50)  -0,48 + 0,01
Tc5 1,4x10* 30 19,41°(18,93) 1,36 £ 0,01

2 Nucleosil 100-5 C18, 0,9 mL/min; ° Nucleosil 100-5 C18, 1,0 mL/min; ¢ Nucleosil 100-10 C18, 1,0

mL/min; ¢ Os valores entre paréntesis referem-se aos complexos de rénio; C = concentracdo final de

ligando; t = tempo de reacgdo; t.: = tempo de retengdo; log D = lipofilia.

Os complexos radioactivos Tcl, Tc2, Tc3 e Tc5 foram obtidos a pH fisioldgico (pH =

7,4) com rendimentos superiores a 97% apds reacgdo a 100°C durante 30 a 40 minutos. A

pureza radioquimica dos complexos de *™Tc foi determinada por HPLC e a sua estrutura foi

estabelecida comparando o seu perfil cromatografico com o dos complexos analogos de rénio.

Com base nestes resultados a estrutura proposta para os complexos de *™Tc foi fac

[*™Tc(CO)5(13-L)]*%* (L = L1 (Tel), L2 (Tc2), L3 (Tc3), L5 (Tc5)). A titulo exemplificativo,

na figura 3.1 apresentam-se os cromatogramas de HPLC obtidos quando se procedeu a co-

injeccao dos complexos Re3 e Tc3.

Re3

P, B

Tc3

M = Re (Re3), %"Tc (Tc3)

10 15

Figura 3.1: Cromatograma de HPLC obtido apds co-injecgao dos complexos Re3 e Tc3.

(HPLC: coluna Nucleosil 100-5 C18; método: A)
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O coeficiente de partigdo octanol/agua (log Dow, pH 7,4) foi determinado para os
complexos de *™Tc sintetizados utilizando o método de extracgdes mdltiplas descrito na
literatura.’® Em geral, os compostos podem ser agrupados em trés categorias, no que diz
respeito aos valores de log Doy:

- baixa lipofilia, log Doy < 1,5

- lipofilia moderada, 1,5 < log Dy < 4

- lipofilia elevada, log Dy = 4

Para os complexos estudados, Tc1-Tc3 e Tc5, encontramos sempre valores inferiores
a 1,5 o que indicava que todos estes complexos apresentavam uma baixa lipofilia, muito
provavelmente devido a presenca de varios grupos amina que se encontravam protonados ao
valor de pH estudado. No caso do complexo Tc3, o valor de log D, encontrado foi de -0,48 +
0,01 o que indicava um caracter hidrofilico significativo para este complexo, possivelmente

devido a presenca adicional de um grupo carboxilato livre.

3.3. Estudos /n vitro de Complexos de Rénio (1) e de Tecnécio (1) com

ADN Plasmidico e com Células Tumorais

3.3.1. Estudos com ADN Plasmidico

Como descrito no capitulo 2, o complexo Rel demonstrou ter uma elevada afinidade
para o ADN pelo que se decidiu avaliar se os € Auger emitidos pelo complexo analogo Tcl
provocavam danos no ADN plasmidico. Para tal, amostras dos complexos Rel, Tc1 e [*™TcO,]
foram incubadas com ADN plasmidico (puc19) e a formacdo de quebras na cadeia do ADN foi
avaliada por electroforese em gel de agarose. A accdo do complexo Rel foi avaliada utilizando
uma concentracdo de composto 10® M, uma vez que este valor corresponde aproximadamente
a concentragdo molar do complexo Tcl, cujo potencial terapéutico como emissor Auger
pretendemos avaliar. Desta forma poderemos excluir quaisquer efeitos de massa provocados

pelo complexo Tc1 no ADN. O composto [*™TcO,4] foi também avaliado para comparacdo visto
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que, ao contrario de Rel e Tcl, ndao possui uma unidade intercaladora necessaria a uma

possivel interaccdo com o ADN. Assim, comparando os resultados obtidos para Tc1 e [®™TcO4]

poderemos inferir se eventuais danos provocados pelo composto Tcl sdao ou nao devidos a

presenca do intercalador. Os compostos Tc1 e [*™TcO4] foram estudados utilizando a mesma
concentracao radioactiva para ambos (310 uCi e 150 uGi).

Como se pode observar na figura 3.2, para além da banda correspondente a forma
superenrolada (FSE), s6 se observava uma outra que, por comparagdo com o marcador de peso
molecular de ADN (1Kb plus DNA ladder), foi atribuida a forma circular (FC). Esta banda era
mais intensa para o complexo Tcl (C e D) do que para o complexo inactivo Rel (G) ou para
[®™cO,4] (E + F). Contudo, quer para Rel quer para [*™TcO,] foi possivel observar algum

efeito, ainda que ligeiro, em relacao ao que se observou para o controlo (B).

A B C D E F G
Forma Circular (FC) wd O
Forma Superenrolada (FSE) . . am
FSE /FC - 2,29 1,91 16 21,2 5,6

% FC 0 304 3433 587 4,51 15,05
% FSE 100 69,6 6567 94,13 9549 84,95

Figura 3.2: Clivagem de ADN plasmidico (puc19) apds 48 horas de incubacdo com diferentes
compostos a temperatura ambiente e em tampao Tris (pH 7,4): A — marcador de peso
molecular de ADN — 1 Kb; B — controlo (ADN + tampao); C — ADN + Tc1 (310 uCi); D — ADN +
Tcl (150 pCi); E — ADN + [*™cO,] (310 pCi); F — ADN + [**™TcO,4] (150 pCi); G — ADN +

Rel (10® M).
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Para cada um dos compostos foi quantificada a percentagem total de ADN na forma
superenrolada (FSE) que se converteu na forma circular (FC) por densitometria, utilizando o
programa AlphaView Software (Alpha Innotech). Dessa andlise concluimos que a forma circular
(FC) correspondia a mais de 30% para Tcl, cerca de 15% para Rel e menos do que 6% para
[*™cO4]. Pensamos que a forma circular (FC) encontrada para [*™TcO,] (E e F) é muito
baixa e que o seu aparecimento podera ser devido a agitagao ocasional das amostras durante o
periodo de incubagdo com o ADN.

Concluiu-se entdo que o complexo Tcl apresentou uma maior facilidade para induzir
quebras simples no ADN plasmidico o que pode reflectir a sua elevada afinidade para o ADN e a
sua capacidade para funcionar como um intercalador perfeito, conforme concluimos no capitulo
2, quando estudamos a interaccdo de Rel com ADN por espectroscopia de UV-Visivel e
fluorescéncia, CD e LD. Contudo, Tcl ndo foi capaz de induzir duplas quebras no ADN.
Provavelmente, o comprimento da cadeia butilénica entre o intercalador e o fragmento metalico
favorece uma boa intercalagdo mas é demasiado longo para que o efeito dos e Auger, emitidos
pelo ®™Tc, se faca sentir de um modo eficiente nas bases nucleotidicas, impedindo a inducdo
de duplas quebras na cadeia.

Estudos anteriores com compostos marcados com *I demonstraram que a proporcdo
de quebras simples ou duplas era significativamente afectada pela distancia entre o local onde

decorria o decaimento e as bases do ADN.?

3.3.2. Estudos com Células Tumorais Humanas (PC-3) e de Origem

Murina (B16-F1)

3.3.2.1. Estudos de Citotoxicidade e Radiotoxicidade

Os estudos de citotoxicidade tém como objectivo calcular a concentracdo de complexo
de rénio (I) que se deve utilizar na microscopia de fluorescéncia. Esta concentragao devera
permitir visualizar claramente o percurso dos compostos, mas ndo devera provocar a morte das

células. Estes estudos deverdo ainda garantir que os complexos de *™Tc (I), na gama de

88



3. Avaliagdo Bioldgica de Complexos de Rénio (I) e Tecnécio (I) Contendo Unidades
Intercaladoras

concentragdes utilizadas (10° — 10™° M), ndo tédm qualquer efeito citotdxico. Os estudos de
citotoxicidade e radiotoxicidade foram realizados utilizando células murinas B16-F1 de

melanoma e/ou células humanas PC-3 de tumor da prostata.

3.3.2.1.1. Citotoxicidade de Complexos de Rénio (1)

O efeito citotdxico dos diferentes compostos foi avaliado pelo método do brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Este método baseia-se na redugao do MTT a
formazan (cristais de cor azul insollveis) por uma enzima presente nas mitocondrias das células
metabolicamente activas.”

Solugbes dos compostos em estudo em meios de cultura, com diferentes
concentracoes, foram adicionadas as células tumorais. Apos 36 horas a 37°C, o meio foi
aspirado, as células foram lavadas com solucdao de PBS e uma solucdo de MTT foi adicionada.
Apds 3 horas a 37°C, os cristais de formazan formados foram solubilizados com DMSO e
medida a absorvancia das solugdes a 570 nm. O numero de células vidveis é proporcional a
guantidade de cristais de formazan formados, sendo o valor estimado com base na absorvancia

medida.

A titulo de exemplo, apresentamos nas figuras 3.3 e 3.4 os resultados obtidos para os

compostos Rel, L2, e Re2 em células B16-F1 e/ou PC-3.
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Figura 3.3: Viabilidade das células PC-3 na presenga de diferentes concentracoes de Rel apds
36 horas de incubacdo a 37°C (média + desvio padrao, n = 3).
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Figura 3.4: Viabilidade das células B16-F1 na presenca de diferentes concentragbes de L2 e

Re2 apds 36 horas de incubacao a 37°C (média * desvio padrdo, n = 3).

A andlise destes resultados permite-nos concluir que os compostos avaliados ndo
apresentam qualquer efeito citotoxico (viabilidade celular aproximadamente 100%) para
concentragdes iguais ou inferiores a 10® M. Convém ainda referir que estes resultados foram
obtidos ap6s periodos de incubacdo muito mais longos (36 horas) do que os que irdo ser
utilizados nos ensaios de microscopia de fluorescéncia (3 horas). De qualquer modo, avaliamos
também a viabilidade das células B16-F1 e PC-3 apds 3 horas de incubacao com os compostos
L1, L2, Rel e Re2 utilizando uma concentracio de 7 x 10° M. Nestas condigdes, que
correspondem ao valor maximo de concentracao a utilizar nos ensaios de microscopia de

fluorescéncia, também ndo verificamos qualquer morte celular.

3.3.2.1.2. Radiotoxicidade de Complexos de Tecnécio (1)

A radiotoxicidade dos complexos Tcl e Tc2 foi estudada nas linhas celulares B16-F1
efou PC-3 apods 36 horas de incubacdo dos compostos com as células. Como exemplo,
apresentam-se na figura 3.5 os resultados obtidos nos estudos realizados com as células B16-
F1. Como se pode observar, o complexo Tcl ndo provocava a morte das células mesmo

guando eram utilizadas concentracdes radioactivas relativamente elevadas (30 uCi). Estudos
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semelhantes com células PC-3 mostraram um comportamento idéntico para este complexo.
Para o complexo Tc2 verificou-se que existia uma aparente morte celular, ainda que ligeira,

quando se utilizavam actividades superiores a 3,8 uCi (Fig. 3.5).
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Figura 3.5: Viabilidade das células B16-F1 na presenca de diferentes concentragées

radioactivas de Tc1 e Tc2 apds 36 horas de incubagao a 37°C (média + desvio padrdo, n = 3).

Tendo em conta os resultados de interaccao dos compostos Rel e Re2 com o ADN,
descritos no capitulo 2, esperariamos que a viabilidade celular provocada pelo complexo Tcl
fosse inferior a observada para Tc2. Embora as diferencas encontradas para Tcl e Tc2 ndo
sejam muito significativas, a viabilidade celular é elevada para ambos ndo podendo ser

estabelecida qualquer relacdo com os resultados descritos no capitulo 2 para Rel e Re2.

Como ja referimos, no Grupo de Ciéncias Radiofarmacéuticas foram estudados
complexos de rénio (I) e tecnécio (I) estabilizados por um ligado pirazolo-diamina contendo
como intercalador um derivado do antraceno (Fig. 3.6 a).”* Estudos com ADN mostraram que o
composto de rénio (I) interactuava ligeiramente com a macromolécula, por um processo
diferente da intercalagdo, e que a essa interaccao correspondia uma constante de ligagao
relativamente fraca (1,95 x 10* M1).% Apesar disso, os estudos realizados com o composto
analogo de *™Tc (Fig. 3.6 A) e células B16-F1 conduziram a uma morte celular significativa

(~90%) para actividades da ordem dos 30 uCi (Fig. 3.6 b).
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Figura 3.6: b) Viabilidade das células B16-F1 na presenca de diferentes concentragbes
radioactivas do complexo representado em a) apos 36 horas de incubacdo a 37°C (média +

desvio padrdo, n = 3).%

Como discutido no capitulo 2 o complexo Rel (e o complexo analogo Tc1l) intercala de
um modo perfeito no ADN, parecendo ainda estabelecer interacgdes do tipo electrostatico com
a macromolécula. A constante de ligacdo calculada foi de ~ 2 x 10° M}, isto é cerca de dez
vezes superior a encontrada para os compostos com antraceno indicados na figura 3.6 a). Uma
explicacdo possivel para o facto do derivado do antraceno provocar uma morte celular muito
mais elevada do que o complexo Tcl poderd ser o comprimento da cadeia entre a unidade
intercaladora e o C4 do anel de pirazolilo que é curto no caso do complexo com o antraceno e
longo em Tc1. No caso de Tcl esta cadeia por ser longa colocara o radionuclideo relativamente
afastado das bases nucleotidicas. Esta distancia, sendo superior ao percurso dos e Auger
emitidos pelo *™Tc, ndo permitird que o efeito dos e Auger se faca sentir nas bases do ADN

sendo por isso elevada a viabilidade celular.
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3.3.2.2. Distribuicéo Celular de Complexos de Rénio (1) e Tecnécio (1)

3.3.2.2.1. Microscopia de Fluorescéncia com Complexos de Rénio (1)

De modo a determinar qual a localizacao celular dos compostos e complexos de rénio
(I) utilizdmos as propriedades fluorescentes das diferentes unidades intercaladoras em estudo e
recorremos a microscopia de fluorescéncia. Foi necessario assegurar uma concentracao de
cromdforo que permitisse a aquisicdo de imagens mas que nao comprometesse a viabilidade
das células. Este parametro foi estabelecido com base nos estudos de citotoxicidade descritos

na sec¢ao anterior (3.3.2.1.1.).

Como ja referido, para os ensaios de microscopia de fluorescéncia utilizamos uma
concentracdo de ligandos e de complexos de rénio igual a 7 x 10° M. Solugdes dos compostos
L1/Rel ou L2/Re2 em DMSO foram adicionadas a células B16-F1. Apds 3 horas a 37°C, o
meio foi aspirado e as células foram lavadas com PBS, fixadas numa solucao a 3% de
paraformaldeido e expostas a compostos que coram o nlcleo. Estes compostos emitem
fluorescéncia a c.d.o. conhecidos mas diferentes dos c.d.o. da emissdao dos compostos em
estudo, sendo utilizados como referéncia. Para os compostos L1/Rel utilizou-se o 4'-6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI), que emite fluorescéncia azul, e para os compostos L2/Re2
utilizou-se o 1,5-bis{[2-(dimetilamino)etil]amino}-4,8-dihidroxiantraceno-9,10-diona (DRAQ5),
gue emite fluorescéncia vermelha. Devido ao desaparecimento rapido da fluorescéncia por
parte dos compostos L2/Re2, que se verificou ao longo dos ensaios, foi necessario adicionar
uma solucdo de galato de propilo a lamela que continha as células, para impedir este efeito.
Verificou-se entdo a co-localizagdo dos corantes de referéncia e dos compostos em estudo. Os
compostos L1 e Rel foram detectados pela emissdo de fluorescéncia verde e os compostos L2

e Re2 foram detectados pela emissdo de fluorescéncia azul (Fig. 3.7).
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Figura 3.7: Imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia de células B16-F1 incubadas
durante 3 horas com 7 x 10° M de L1 e Rel (verde), apds incubacdo com DAPI (azul), e L2 e
Re2 (azul), apods incubacdo com DRAQS (vermelho). As setas indicam os nucléolos onde se

verifica a acumulacdo dos compostos.
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Como se pode verificar pela andlise das imagens apresentadas na figura 3.7, foi
detectada fluorescéncia verde (para L1/Rel) ou fluorescéncia azul (para L2/Re2) no
citoplasma e no nudcleo das células. Estas observagdes indicavam que os diferentes compostos
conseguiam atravessar as membranas celular e nuclear. Verificou-se também que os compostos
se acumulavam preferencialmente nos nucléolos que estao assinalados pelas setas a branco na

figura 3.7.

Embora os compostos L2 e Re2 também tenham sido detectados no citoplasma e
nacleo das células verificou-se que a intensidade da emisséo era inferior a observada para o0s
compostos L1 e Rel. A menor intensidade da emissdo por parte dos compostos L2 e Re2
exigiu um maior tempo de exposicdo para a obtengdo das imagens, diminuindo a resolucéo das

mesmas.

Para determinarmos o efeito do braco butirico, introduzido na amina central da unidade
pirazolo-diamina, fomos também analisar a distribuicdo celular dos compostos L3/Re3 nas
células B16-F1 utilizando microscopia confocal de fluorescéncia. A vantagem desta técnica
reside no facto de ser possivel fazer a aquisicdo de imagens com elevada resolucdo espacial. As

imagens obtidas para estes compostos sdo apresentadas na figura 3.8.
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Figura 3.8: Imagens obtidas por microscopia confocal de fluorescéncia de células B16-F1
incubadas durante 3 horas com 7 x 10> M de L3 e Re3 (verde) apds incubacio com DAPI

(azul). As setas indicam os nucléolos onde se acumulam os compostos.

Os compostos L3/Re3 foram detectados no citoplasma e nucleo das células pela
emissdo de fluorescéncia verde. Verificou-se que estes compostos (L3/Re3) internalizavam
menos nas células do que L1/Rel, embora possuam a mesma unidade intercaladora. O
comportamento encontrado para os compostos L3/Re3 é certamente devido a presenca do
brago butirico que os torna mais hidrofilicos. A internalizagdo de L1/Rel e L3/Re3 nas células

B16-F1 ndo é especifica dependendo por isso da lipofilia dos compostos.

No capitulo 2 descreveu-se a sintese de compostos pirazolo-diamina contendo uma
unidade intercaladora derivada do antraceno e um braco butirico na amina central (L5/Re5). A
semelhanca do que se fez com os compostos L1, L2, Rel e Re2, dever-se-ia também ter

analisado a distribuicao celular do complexo de rénio e do respectivo ligando, contendo um
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derivado do antraceno, mas sem o braco butirico (Fig. 3.9). Este estudo nado foi realizado
porque ja o tinha sido anteriormente no Grupo de Ciéncias Radiofarmacéuticas.>* Como se pode
verificar na figura 3.9, a presenca de fluorescéncia azul devida ao cromdforo permitiu localizar

0s compostos no nucleo e no citoplasma das células.**
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Figura 3.9: Imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia de células B16-F1 incubadas

C

durante 3 horas com 8 x 10®° M do ligando pirazolo-diamina com antraceno (B) (azul) e do
respectivo complexo de rénio (I) (C) (azul), apds incubagdo com DRAQ5 (vermelho). As setas a

branco indicam os compostos.3*

3.3.2.2.2. Estudos Celulares Dinamicos com Complexos de Rénio (I)

Para avaliar a cinética de internalizagdo do composto Rel realizamos estudos
dindmicos com células humanas PC-3 por microscopia confocal. Nestes ensaios as células PC-3
foram primeiramente incubadas, durante 20 minutos a 37°C, com o corante de referéncia do
nucleo, dihidroetidio, que emite fluorescéncia vermelha. Apds esse tempo, as células foram

lavadas e foi adicionada uma solucdo aquosa do composto Rel, com uma concentracado igual a
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1,5 x 10 M. De seguida foram obtidas imagens sequenciais minuto a minuto durante 1 hora.
Na figura 3.10 apresentamos as imagens obtidas nestes estudos.
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Figura 3.10: a) Imagens obtidas por microscopia confocal de fluorescéncia de células PC-3 na
presenca de 1,5 x 10° M de Rel (verde) Vermelho: dihidroetidio. Imagens adquiridas a 5, 15,
30 e 60 minutos apds adicao dos compostos. Insert: distribuicdo celular da fluorescéncia para
uma Unica célula aos mesmos tempos. Barra: 20 um. As setas a branco indicam a localizacdo

dos compostos. b) Grafico representativo da intensidade de fluorescéncia em fungdo do tempo.

Na figura 3.10 A apresentam-se imagens recolhidas ao longo do tempo que mostram a
cinética rapida de internalizacdo do complexo Rel nas células humanas PC-3. Na figura 3.10 B
mostra-se de um modo esquematico o modo como a intensidade de fluorescéncia variou ao
longo do tempo de aquisicdo das imagens.

Os resultados que se obtiveram s3o semelhantes aos anteriormente descritos nos

estudos com células B16-F1. O composto internalizava rapidamente nas células acumulando-se
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nos nucléolos. Ao fim de 15 minutos a intensidade de fluorescéncia emitida por Rel atingiu um
patamar apds o que se mantéve mais ou menos constante.

Prolongando o ensaio para além dos 60 minutos verificou-se a fragmentagao das

membranas celulares, indicando o inicio de um processo apoptotico, provavelmente devido a

presenga do corante de referéncia do nucleo (dihidroetidio) que é agressivo para as células.

3.3.2.2.3. Captacao Celular, Internalizacdo Nuclear e Efluxo de

Complexos de Tecnécio (I)

Nos ensaios de microscopia de fluorescéncia apenas obtivemos informagdo qualitativa
relativamente a localizacdo celular dos compostos. Para que possamos quantificar quanto dos
compostos e/ou complexos atinge o citoplasma ou o nucleo é necessario recorrer aos
complexos de ®"™Tc, uma vez que a medida da actividade presente em cada fracgdo celular
(citoplasma e nucleo) permite quantificar a fracgdo de complexo que fica no citoplasma e que
fica no ndcleo.

Antes de se iniciarem os estudos com células determinamos a estabilidade dos
compostos radioactivos nos meios de cultura das diferentes linhas celulares. Para as células
B16-F1 o meio utilizado foi o DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Invitrogen) e para as
células PC-3 o meio utilizado foi o RPMI (Invitrogen). Os compostos purificados foram
incubados com meio de cultura a 37°C e fomos retirando, ao longo do tempo, aliquotas das
misturas que fomos analisando por cromatografia em camada fina (TLC). Verificdamos que os
compostos Tcl, Tc2 e Tc5 eram estdveis nos respectivos meios de cultura, uma vez que nos
cromatogramas so se observava um Unico pico correspondente a espécie inicial.

Nos estudos com células B16-F1 verificamos que, apos 4 h de incubagdo, os complexos
Tcl e Tc2 internalizavam 43% e 1,1%, respectivamente (Fig. 3.11). Ao fim do mesmo tempo
de incubacdo a internalizacdo nuclear era 23% e 0,19% para Tcl e Tc2, respectivamente (Fig.

3.11).
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Figura 3.11: Em cima: Internalizacdo celular de Tc1 e Tc2 apds 4 horas de incubacdo a 37°C
com células PC-3 ou B16-F1. A internalizacdo celular é expressa em percentagem do composto
total adicionado as células (média + desvio padrao, n = 3). Em baixo: Internalizacdo nuclear de
Tcl e Tc2 apds 4 horas de incubagdo a 37°C com células PC-3 ou B16-F1. A internalizagdo
nuclear é expressa em percentagem do composto total adicionado as células (média + desvio

padrdo, n=3).

Os valores mais elevados, para a captacdo celular e internalizacao nuclear, encontrados
para o complexo Tcl podem estar relacionados com os resultados obtidos nos estudos de
interaccdo com o ADN por diferentes técnicas espectroscépicas, descritos no capitulo 2.
Efectivamente, o complexo Rel mostrou ter uma afinidade razoavel para o ADN,
aparentemente devida a presenga do intercalador. Esta podera também ser uma razdo para o

complexo andlogo Tcl internalizar significativamente nas células. A fraca afinidade da unidade
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intercaladora presente na estrutura de Tc2 podera nao favorecer a internalizagdo deste
complexo nas células. Como se pretende introduzir na estrutura de Tc1 analogos peptidicos da
BBN, com afinidade para receptores sobreexpressos em células PC-3, fomos estudar Tc1l com
células humanas PC-3. Observamos que, apds 4 h de incubagdo, 42,3% do complexo entrava
nas células (Fig. 3.11). Para o mesmo tempo de incubacdo registou-se uma internalizacao
nuclear correspondente a 14,8% do complexo (Fig. 3.11). A internalizagdo celular foi similar a
observada com células B16-F1. Contudo, nas células PC-3 o complexo Tcl apresentava uma

internalizacdo nuclear ligeiramente inferior a que apresentou nas células B16-F1.

Fomos entdo avaliar a retencdo de Tcl nas células B16-F1 e PC-3. Como se pode ver
na figura 3.12, ao fim de 4 h de efluxo cerca de 14,8% do complexo Tcl estava ainda retido

nas células PC-3 enquanto nas células B16-F1 essa retencao correspondia a 22% de composto.
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Figura 3.12: Retencgdo celular de Tc1 em células PC-3 ou B16-F1 ap6s 1 hora de

internalizacdo e 4 horas de efluxo a 37°C (média + desvio padrao, n=3).
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Como foi referido, um dos objectivos desta tese era funcionalizar o complexo indicado
na figura 3.13 A com analogos da bombesina, para que o complexo final reconhecesse de um
modo especifico as células PC-3. Para podermos a posteriori estabelecer o efeito da introducao
dos péptidos nesse reconhecimento, fomos estudar o comportamento do complexo base (Fig.
3.13 A) com células PC-3, uma vez que ele so tinha sido anteriormente estudado com células

B16-F1.%

O complexo indicado na figura 3.13 A, internalizava nas células PC-3. Verificdmos que
nestas células a internalizacao era mais elevada (32%, 4 h apds incubagao) do que nas células
B16-F1 (8,6%, 4 h apds incubacdo). **> No que diz respeito & internalizagdo nuclear, a situacdo
gue encontramos foi inversa da anteriormente descrita. VerificAmos que, apds 4 h de incubagao
com células PC-3, a internalizacdo nuclear do composto indicado na figura 3.13 A era de cerca
de 2,9%. Nas células B16-F1 o valor anteriormente registado, ao fim do mesmo tempo de
incubacdo, era superior (4,4%).2 A retengdo nas células PC-3 era moderada: 16% do

composto ainda estava internalizado, apds 2 h de incubacao e 4 h de efluxo (Fig. 3.14).
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Figura 3.13: Em cima: Internalizacdo celular de Tc5 e A apds 4 horas de incubacdo a 37°C
com células B16-F1 ou PC-3. A internalizacdo celular é expressa em percentagem do composto
total adicionado as células (média + desvio padrdo, n = 3). Em baixo: Internalizacdo nuclear de

Tc5 e A ap6s 4 horas de incubagdo a 37°C com células B16-F1 ou PC-3. A internalizacdo
nuclear é expressa em percentagem do composto total adicionado as células (média + desvio

padrao, n = 3).
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Figura 3.14: Retencdo celular do complexo A apds 2 horas de internalizagao e 4 horas de

efluxo em células PC-3 a 37°C (média £ desvio padrao, n = 3).

O complexo Tc5 analogo do composto anterior, mas com o braco butirico na amina
central da unidade pirazolo-diamina, foi estudado com células B16-F1. Nestes estudos verificou-
se uma internalizagao celular de 9% do composto apés 4 h de incubacdo (Fig. 3.13).
VerificdAmos que este valor era semelhante ao determinado para o complexo analogo sem o
braco carboxilato (A) (8,6%).%

Nos estudos com células B16-F1, apds 4 h de incubacdo, verificdAmos que cerca de
1,5% do composto Tc5 se encontrava no nlcleo das células (Fig. 3.13), sendo este valor
inferior ao determinado para o complexo A nas mesmas condicdes experimentais (4,4%).” A
presenga de um grupo carboxilato livre em Tc5 pode ser responsavel pelo facto da
internalizacdo nuclear deste composto ser inferior a do complexo sem o grupo carboxilato (A).
A entrada destes compostos nas células € um processo nao especifico e deve depender da
lipofilia dos compostos. O composto Tc5 (log Doy = 1,36 £ 0,01) tem um caracter mais
hidrofilico do que o composto A (log Dy = 2,04)** provavelmente devido a presenca do grupo

carboxilato livre.
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3.4. Conclusoes

Utilizando os ligandos pirazolo-diamina funcionalizados com unidades intercaladoras
(L1-L3, L5), descritos no capitulo 2, foram isolados varios complexos de *™Tc (I) por reaccdo

destes com o precursor fac[*"Tc(CO);(H.0);]* (esquema 3.2).

Esquema 3.2

R1
[ -1 + r\| +/2+
OH, N N
H,O OH \ |
2 "":, a2 L1-L3, L5 I /N"/,, wNH,
4 TC\ /R
R2
co ‘ co co c|:o co
Co
fac-[**™Tc(CO),(H,0),]1"
A B C
20® o®
=
_T N r\{\ =
| C=0-NH-(CH,) ,-NH-C=0 ‘g

(CH,),-NH-C=0

Tcl:R1=H,R2=A
Tc2:R1=H,R2=B
Tc3: R1 = (CH,);CO,H, R2 = A
Tc5: R1 = (CH,);CO,H, R2=C

Os complexos de *™c do tipo fac-[**"Tc(CO);(k>-L)]*?* (L = L1 (Tcl); L = L2 (Tc2);
L = L3 (Tc3); L = L5 (Tch)) foram caracterizados por comparagdo do seu perfil
cromatografico, obtido em HPLC, com o dos complexos analogos de rénio (I) (Re1-Re3, Re5)
sintetizados e caracterizados no capitulo 2.

Todos os complexos de *™Tc apresentavam uma baixa lipofilia com valores de log Do
inferiores a 1,5, provavelmente devido a protonagao das aminas alifaticas ao valor de pH
fisioldgico. Um desses complexos (Tc3) era bastante mais hidrofilico certamente devido a

presenca adicional de um braco carboxilato livre que a pH fisioldgico (7,4) deve estar ionizado.
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A interaccao de Tcl com ADN plasmideo foi estudada por electroforese em gel de
agarose. Neste estudo concluimos que este composto provocava quebras simples no ADN
plasmideo transformando o ADN na forma enrolada (FE) em ADN na forma circular (FC) e que
essa conversao correspondia a cerca de 30%. Este valor era mais elevado do que os
encontrados para Rel (15%) ou [*™TcO,]” (~6%). Estes compostos foram utilizados como
comparacdo para excluir efeitos de massa e avaliar o efeito da auséncia da unidade

intercaladora.

Estudou-se a interacgdo de alguns dos complexos de rénio e tecnécio com células
tumorais murinas B16-F1 e/ou humanas PC-3. VerificdAmos que L1, Rel, L2, e Re2 ndo
apresentavam qualquer efeito citotdxico para concentracdes iguais ou inferiores a 10°® M. Os
estudos de radiotoxicidade com Tc1 e Tc2 também mostraram uma viabilidade celular = 70%,
mesmo para actividades da ordem dos 30 uCi. Os estudos de citotoxicidade permitiram
determinar as concentracGes a utilizar nos estudos de microscopia de fluorescéncia e ainda
garantir que nos estudos com os complexos de **™Tc n3o existia qualquer efeito de massa na

viabilidade das células.

A interaccdo de L1 e Rel, descrita no capitulo 2, mostrou que estes compostos
interagiam com o ADN por intercalacdao, parecendo ainda existir uma outra interacgao adicional
do tipo electrostatico entre Rel e a macromolécula. Para os compostos L2 e Re2 verificou-se
uma fraca afinidade para o ADN. No entanto, 0s ensaios de cito- e radiotoxicidade realizados
com Rel/Tcl e Re2/Tc2 ndo evidenciaram qualquer morte celular, mesmo para Rel/Tcl,
que interactuavam mais significativamente com o ADN. Estes resultados parecem indicar que o
comprimento e natureza da cadeia butilénica entre a unidade intercaladora e a estrutura
pirazolo-diamina, nos compostos L1 e Rel, favorece uma intercalacao perfeita mas é
demasiado longo para permitir a localizagao do radionuclideo perto do ADN das células. Desta

forma o efeito dos e Auger emitidos pelo **™Tc parece ndo se fazer sentir no ADN das células
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PC-3 ou B16-F1 e dai a elevada viabilidade celular encontrada nos estudos de cito- e

radiotoxicidade.

No entanto, a elevada viabilidade celular encontrada para as células, quando em
presenga dos complexos Rel e Tcl, poderia também dever-se ao facto de estes complexos
nao serem capazes de atravessar as membranas celular e nuclear. Para eliminar esta hipotese
estudamos a distribuicdo celular dos complexos de rénio (I) por microscopia de fluorescéncia e

quantificou-se essa distribuicdo realizando estudos com os compostos analogos de *™Tc.

Nos estudos de microscopia de fluorescéncia verificdmos que os compostos L1, L2,
Rel e Re2 conseguiam atravessar as membranas celular e nuclear das células B16-F1 e/ou PC-
3, acumulando-se preferencialmente nos nucléolos. Nestes estudos verificAmos também que a
internalizacdo nas células de L2 e Re2 era menor do que a de L1 e Rel. Avalidmos também
por esta técnica a distribuigao celular dos compostos L3 e Re3 que possuem a mesma unidade
intercaladora de L1 e Rel e um brago carboxilato livre. Verificou-se que L3 e Re3 mantinham
a capacidade de atravessar as membranas celular e nuclear localizando-se nos nucléolos,
embora menos do que L1 e Rel, devido certamente ao caracter mais hidrofilico de L3 e Re3,

conferido pela presenca do carboxilato livre.

A quantificacdo da distribuicdo celular, observada por microscopia de fluorescéncia, foi
realizada utilizando os complexos analogos de *™Tc. Nos estudos com células B16-F1, verificou-
se que o complexo Tc2 apresentava uma internalizagao celular (1,1%) e nuclear (0,2%) muito
baixas, apds 4 h de incubacdo. Tcl revelou valores muito mais elevados de internalizacao
celular (~42%) e nuclear (23% e 14,8%), tanto em células B16-F1 como em células PC-3, apds

0 mesmo tempo de incubacao.

A elevada internalizacdo celular e nuclear encontrada para Rel/Tcl, bem como a

elevada afinidade de Rel para o ADN, levaram-nos a escolher os compostos L3 e Re3 para
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prosseguir os estudos de ligacdo a péptidos biologicamente activos (capitulo 4). Com efeito, os
compostos L3 e Re3 possuem como unidade intercaladora o AQ, tal como L1 e Rel, e tém um

grupo carboxilato livre na amina central para conjugacdo a moléculas biologicamente activas.

Os compostos L4 e Re4 nado foram seleccionados para serem funcionalizados com
péptidos biologicamente activos devido a baixa internalizacdo celular e fraca interaccdo com o

ADN dos compostos que lhes deram origem (L2 e Re2).

Os compostos L5 e Re5/Tc5 foram também seleccionados para posterior ligagdo a
péptidos biologicamente activos (capitulo 4) porque os compostos base que lhes deram origem
(esquema 2.14), apesar de interactuarem moderadamente com o ADN, internalizavam em

células B16-F1 e PC-3 promovendo uma morte celular significativa.
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4. Complexos de Rénio (1) e Tecnécio (l) Estabilizados por Ligandos

Contendo uma Unidade Intercaladora e Analogos da Bombesina

4.1. Consideracoes Gerais

Os péptidos sao pequenas cadeias de aminoacidos (aa) que desempenham varios
papéis bioldgicos importantes, entre os quais a regulacdo de factores de crescimento em
tecidos normais e tumorais. Estudos de biologia molecular e celular demonstraram que os
receptores de certos péptidos reguladores se encontram sobreexpressos em tecidos tumorais.
Esta caracteristica tem sido explorada com vista a concepgdo de ferramentas para diagndstico
precoce ef/ou tratamento clinico de certos tumores.>** No caso concreto das ciéncias
radiofarmacéuticas tem sido intensamente estudada a possibilidade de ligar radionuclideos,
emissores de radiacdo e/ou de particulas, a esses péptidos com o objectivo de direccionar /in
vivo a radiacdo e/ou particulas emitidas a alvos relacionados com certas patologias. Com este
objectivo varios tém sido os radionuclideos e os péptidos explorados.

A ligacdo de um péptido a um radionuclideo pode ter impacto no seu comportamento
bioldgico, uma vez que os péptidos sdo, normalmente, pequenas cadeias de aa e os locais
disponiveis para ligacao ao radionuclideo sdo reduzidos. Assim, a ligacdo ao péptido deve
realizar-se num local da sequéncia peptidica bem definido, que nao corresponda a zona
biologicamente activa: zona responsavel pela afinidade e selectividade para o respectivo
receptor.

Para que um péptido possa ter interesse clinico ele deve ligar-se quantitativamente a
um radionuclideo, manter uma elevada afinidade para o receptor e ser, preferencialmente, um
agonista para que a sua internalizacdo nas células alvo seja mediada pelo receptor. Contudo,
recentemente alguns grupos de investigagdo demonstraram que para alguns péptidos a
utilizagao de antagonistas pode constituir uma outra via promissora para o desenvolvimento de

95-101

compostos radioactivos dirigidos a receptores. O péptido apds marcacdo com o

radionuclideo devera apresentar ainda uma farmacocinética adequada: fixacdo elevada nos
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orgdos alvo e baixa nos orgaos nao alvo bem como uma rapida eliminagao, de preferéncia por
via renal.

Devido a baixa densidade dos receptores nos tecidos tumorais, os péptidos radioactivos
com o0s quais pretendemos alvejar esses receptores tém de ser preparados com elevada
actividade especifica, para evitar a saturacdo dos receptores com produto ndo radioactivo que

diminuiria a qualidade da imagem final.

Relativamente a utilizacdo de anticorpos, os péptidos apresentam algumas vantagens,
tais como: facilidade de sintese, resisténcia as condicdes reaccionais necessarias para ligacdo a
diferentes radionuclideos e rapida depuracao sanguinea. Estas caracteristicas permitem que,
uma vez identificada a sequéncia de aa responsavel pela ligagdo ao receptor, seja possivel
modificar regides do péptido que ndo participam nessa interaccao, de modo a permitir a ligagao
ao radionuclideo ou a modular a farmacocinética do composto final. No que respeita a
farmacocinética, ela pode ser modulada utilizando grupos funcionais que podem ser
introduzidos entre o péptido e o radionuclideo ou pela adicao de determinados aa a sequéncia

peptidica biologicamente activa.®!%

A maioria dos péptidos reguladores tem uma semi-vida bioldgica curta, pois
normalmente s3o metabolizados por enzimas (peptidases e/ou proteases) endogenas. Por este
motivo na concepcdo de compostos baseados em péptidos nunca se utiliza como vector o
péptido enddégeno mas sim analogos peptidicos que deverao ser concebidos por forma a serem
metabolicamente estaveis. Esta estabilidade é conseguida pela adicao ou remocdo de aa na
sequéncia biologicamente activa e/ou por alteragGes nas cadeias laterais do péptido ou ainda

por ciclizacdo.”

A exploracao de péptidos reguladores, para a concepcao de sondas radioactivas, foi
iniciada com andlogos da somatostatina (SST). Uma vez verificada a capacidade da SST em

regular a proliferacdo celular, este péptido foi explorado com vista a uma possivel aplicacao na
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imagiologia e tratamento de tumores neuroenddcrinos. Para tal, analogos da SST foram
marcados com varios radionuclideos, tais como *'In, *°Y e *’Lu. Estudos clinicos, com esses
compostos radioactivos, demonstraram a sua eficacia para a deteccao cintigrafica de tumores
neuroenddcrinos e para o seu tratamento. Estes resultados viabilizaram a utilizagdo no meio
clinico de analogos da SST, marcados com radionuclideos, para aplicacdes de diagndstico. Para
terapia dirigida encontram-se ainda em avaliacdo clinica os candidatos propostos.®%3-1%8
No entanto, a utilizacao de analogos da SST a nivel clinico s6 é util para os tumores
neuroenddcrinos que expressam 0s seus receptores. Por esta razdo, conceber e sintetizar novos
radiofarmacos contendo analogos peptidicos que reconhecam outros tumores de forma
selectiva é de extrema importancia. 1010

A bombesina (BBN) € um outro péptido regulador que também tem sido extensamente

estudado como se vera de seguida.®

4.1.1. Bombesina

A bombesina (BBN) é um péptido com 14 aa analogo do péptido humano libertador da

gastrina (GRP, gastrin releasing peptide) e possui a seguinte constituicdo:

Pyr-Gln-Arg-Leu-Gly-Asn-GIn-Trp®-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met**-NH,

A sequéncia de aa, Trp-Ala-Val-Gly-Hist-Leu-Met (residuos 8-14 da BBN) estd
directamente implicada na interaccao especifica com o receptor do GRP (GRPr) e todas as
modificagbes a realizar no péptido deverao ter em conta este facto. Para além disso,
modificagdes ou supressdes na posicao 14 (posicdo ocupada pela metionina, Met) sao

importantes para que o péptido final tenha propriedades agonistas ou antagonistas.®
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Actualmente sdo conhecidos quatro subtipos de receptores da BBN: o receptor da
neuromedina B (subtipo 1, BB1), o receptor do GRP (GRPr, subtipo 2, BB2), o receptor drfao
(subtipo 3, BB3) e o receptor anfibio da BBN (subtipo 4, BB4).111"114

O desenvolvimento de radiofarmacos direccionados para os receptores da BBN tem
como base a sobreexpressao destes receptores em varios tipos de tumores, nomeadamente:
prostata, pancreas, mama, tracto gastrointestinal, pulmdo (carcinoma de pequena célula) e em
carcinomas colorectais.™

Inicialmente, esta sobreexpressdo foi verificada para o subtipo BB2 (GRPr), mas
continuam a ser concebidos e avaliados conjugados direccionados para os subtipos BB1 e BB3,
de modo a alvejar diferentes tipos de tumores.!***” Uma vez que os tumores humanos tém
tendéncia a sobreexpressar o GRPr (BBN2), tém sido feitos esforcos para a concepcdo e sintese
de agentes especificos que reconhecam este subtipo de receptores e que portanto possam

permitir a visualizacdo de tumores humanos que os sobreexpressam. 118

4.1.2. Analogos da Bombesina Marcados com Radiometais

A marcagao de andlogos da BBN com radiolantanideos e com outros radiometais
trivalentes ou divalentes tais como *’Lu, '!In, *°Y, ®/%8Ga ou ®'Cu tem sido explorada com vista
a uma possivel aplicacdo em radioterapia ou imagiologia. A concretizacao deste objectivo exige
a utilizacdo de ligandos bifuncionais que uma vez ligados aos péptidos deverdo estabilizar os
diferentes ides metdlicos.!!**

Os ligandos aciclicos e ciclicos poliaminapolicarboxilicos, tais como derivados de acido
dietilenotriaminopenta  acético (DTPA), acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-
tetraacético (DOTA), acido 1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano-1,4,8,11-tetraacético (TETA) ou
acido 1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-triacético (NOTA), que se encontram representados na
figura 4.1, tém sido os mais explorados para a marcacdo de péptidos com os ides metalicos

acima referidos.'?*1%

114



4. Complexos de Rénio (I) e Tecnécio (I) Estabilizados por Ligandos Contendo uma Unidade
Intercaladora e Analogos da Bombesina

CO,H
( ? HO,c—\ /—\ /—CO,H
N N N
HOZC/\)N/\/ V\NK/\COZH [ j
HO,C CO,H N N
Ho,c—/ M/ \—co,n
DTPA 2 DOTA 2

HOZC—\m/—COZH HO,C

A )
C ] £
N N HO, N N COH

o,/ _N\—copn ~LY
TETA

NOTA

Figura 4.1: Ligandos aciclicos e ciclicos poliaminocarboxilicos.!!122

Nesta familia de ligandos, um dos bragos carboxilicos € normalmente ligado ao péptido.
Esta ligacao é feita geralmente através da formacao de uma ligacdo amida com as aminas
primarias de Lys existentes na cadeia peptidica ou com o N-terminal dessa cadeia.®!*® Em
alternativa, grupos funcionais para ligacdo ao péptido podem ser introduzidos na estrutura
metilénica do ligando bifuncional. Desta forma, todos os bracos carboxilicos presentes no
ligando ficam disponiveis para estabilizacio do metal.!?!®® A ligacdo ao péptido n3o deve
comprometer a estabilidade dos complexos formados.

As estruturas macrociclicas originam complexos metdlicos mais estaveis
termodinamicamente e com maior inércia cinética do que os complexos formados com ligandos
aciclicos do tipo DTPA, devido ao facto dos macrociclos adoptarem uma estrutura pré-
organizada.* Na tabela 4.1 encontram-se sumariamente apresentadas as constantes de
estabilidade (Aw.) para complexos de alguns dos ides metalicos acima referidos com ligandos

aciclicos ou macrociclicos poliaminocarboxilicos (Fig. 4.1).
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Tabela 4.1: Constantes de estabilidade (Au.)? para complexos de poliaminocarboxilatos com

ides metalicos divalentes e trivalentes.*

140 Metalico
Ligando Bifuncional Cu (1) Ga (11) In (111) Y (1) Lu (111)
DTPA 21,5 25,5 29,5 22,5 -
DOTA 22,3 21,3 23,9 24,3 25,5
TETA 21,7 19,7 21,8 14,8 15,3
NOTA 21,63 31,0 26,2 - -

° Ko = [MLY/[MI[L]

Por si so, os valores de Au. podem indicar a afinidade relativa dos diferentes ligandos
bifuncionais para um dado metal. Contudo, é necessario ter em conta que pode ser dificil
comparar constantes de estabilidade para ligandos com diferente basicidade. Para ultrapassar

esta dificuldade, tém de se considerar os valores de pM.*

A marcacdo de péptidos com ¢/%3Ga tem sido estudada utilizando derivados do DOTA
ou do NOTA.!*13! Um derivado do DOTA ligado a um analogo da BBN foi marcado com *®Ga,
®8Ga-DOTABOM. Este composto foi submetido a ensaios clinicos tendo permitido a deteccdo de
lesdes malignas de cancro da prostata em 13 de 15 pacientes.'*

A quimica do galio e do indio em meio aquoso encontra-se limitada ao estado de
oxidacdo (III).1**'** Uma vez que o raio idnico do Ga** (47-62 pm) é inferior ao do In** (62-92
pm) o nimero maximo de coordenacao dos complexos de Ga (III) é geralmente 6, enquanto
para o In (III) pode ser 7 ou 8.1%°

Para o In (III) o NOTA ndo possui locais de coordenacao em nimero suficiente para
estabilizar este iao metalico. Por esta razdo, derivados do DTPA e do DOTA tém sido explorados
para marcag3o de analogos da BBN com !![n,*136:138

O analogo da BBN ligado ao DTPA, que se encontra representado na figura 4.2, foi
marcado com !In. O complexo final revelou uma boa acumulacdo em tumores PC-3 induzidos
em ratinhos. Este estudo demonstrou que o complexo **In-[DTPA!, Lys®, Tyr*]-BBN[2-14] pode

ser um potencial agente para imagiologia de tumores que expressam o GRPr.'*

116



4. Complexos de Rénio (I) e Tecnécio (I) Estabilizados por Ligandos Contendo uma Unidade
Intercaladora e Analogos da Bombesina

h&f

NH,
o
H N
0 0 o o 0 0
H H H H H H
N N N N N N
NOALS N N N N N N NH,
H H H H H H
) ) ) 0 ) 0
o =\ =
NH
o NH, N/ s\
HN
OH

Figura 4.2: Estrutura de [DTPA!, Lys®, Tyr*]-BBN[2-14].1%®

A guimica de coordenagao em meio aquoso do itrio e do lutécio € comparavel dada a
semelhanca do raio idnico destes ibes metalicos e da sua carga. O niUmero de coordenagao dos
complexos formados com estes metais € geralmente 8 ou 9 pelo que os derivados do DOTA
tém sido explorados para a marcacdo de analogos da BBN com *°Y e !77Ly,%130136139-141 p
elevada estabilidade destes complexos metadlicos pode ser explicada pelo ajuste entre a
dimensao da cavidade do macrociclo e o raio idnico destes ides.

O Y Lu é um radionuclideo emissor de particulas p e de radiacdo y. Na figura 4.3
mostra-se a estrutura de um analogo da BBN que foi marcado com este radionuclideo utilizando
um derivado do DOTA. Com base na emissao de particulas B, este radiopéptido foi avaliado na
clinica para terapia do cancro da préstata. Em estudos de fase I, tirando partido da emissdo de

radiacdo y pelo ”’Lu, utilizando este complexo radioactivo foi possivel detectar lesdes em 5 de 7

pacientes por imagiologia SPECT. 4

giz/\ﬂwmﬁj“ﬁ*& %Mﬁuﬁ){
H(

o

Figura 4.3: Estrutura de */Lu-AMBA (AMBA = DOTA-GIly-(4-aminobenzoil)-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-

His-Leu-Met-NH,).'*°
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Na concepgao de complexos de Cu (II), com potencial para aplicacdo em medicina
nuclear, deverao escolher-se ligandos que evitem a redugao de Cu (II) a Cu (I) uma vez que a
presenca de Cu (I) aumenta a probabilidade da libertacdo do radiometal in vivo. Os complexos
de Cu (II) devem ainda resistir a reaccoes de trans-quelatacao com proteinas existentes em
organismos Vvivos e envolvidas no transporte e armazenamento do metal.'2%1%3

O cobre (II) tem um raio idnico pequeno (57-73 pm) originando complexos com
numeros de coordenacdo entre 4 e 6, sendo mais indicado na formagdo de anéis quelantes com
cinco membros.'?

O DOTA e o TETA tém sido utilizados como agentes quelantes para marcacdo de
péptidos com ®Cu.'?® Contudo, estes ligandos bifuncionais ndo sdo os mais adequadas para
estabilizar o radiometal, uma vez que os complexos formados apresentam uma certa
instabilidade /n vivo, sofrendo reaccbes de transquelatacdo com proteinas do sangue.'** Por
esta razdo, o NOTA tem sido explorado para a marcacdo de analogos da BBN com ®Cu, tendo
sido visivel a capacidade deste ligando bifuncional para formar complexos de cobre estaveis in
V/I/O. 131,145,146

Na figura 4.4 sdo apresentados exemplos de complexos de ®*Cu, com analogos da BBN,

estabilizados pelo NOTA.

N
0 HN ) \
(u\ = HN
0 0 0 0 0
&y H H H H H
N /] /\n,N\ _N . N y N . N . NH,
---Ci> | ® ol wo noll H
N
0

(
7
AT
. ~ AMBA = um—@—coou
24

COOH
B-Ala = HNT N
X= AN -C00H
5-Ava = H;N

Figura 4.4: Estrutura de complexos do tipo [®*Cu-NO2A-(X)-BBN(7-14)NH,].1*¢1%
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Como foi referido no capitulo 2, tirando partido da quimica diversificada do **"Tc
diferentes estratégias tém sido utilizadas para marcacdo de analogos da BBN com Tc (V), Tc
(I111) ou Tc (1). Estas estratégias envolveram a exploracéo do potencial das unidades Tc-HYNIC,
[TcOT®, trans-[TcO,]*, fac-[Tc(CO)s]" e da aproximacdo “4+1” em combinacdo com uma
grande variedade de ligandos bifuncionais para estabilizacdo do centro metéalico (Fig. 2.1).18!%
Os complexos de Tc (V) sdo geralmente estabilizados por ligandos que contém atomos
doadores de azoto, oxigénio ou enxofre. Sempre que esses complexos contém a unidade

[TcOI** s&o estabilizados por ligandos tetradentado do tipo NyS.'0%!8148:149

Quando os
complexos de Tc (V) contém a unidade trans-[TcO,]" sdo estabilizados por tetraaminas
aciclicas. Na aproximacdo Tc-HYNIC, a molécula HYNIC pode coordenar como ligando mono ou
bidentado, sendo necessaria a utilizacdo de co-ligandos para satisfazer a esfera de coordenacao
do metal. Estes co-ligandos tém como atomos doadores azoto e oxigénio tais como o acido
etilenodiamino diacético (EDDA), gluconato, &cido nicotinico ou tricina, por exemplo.'*%%
Contudo, a verdadeira natureza da ligacdo Tc-N envolvida na coordenacédo do HYNIC ao metal
permanece desconhecida.??

Para Tc (I11) foi desenvolvida uma aproximacédo designada por “4+1" para estabilizar o
centro metalico. Nesta aproximacdo é utilizado um ligando tetradentado do tipo NSz e um co-

ligando monodentado.™®? Os complexos formados apresentam uma estrutura do tipo indicado

na figura 4.5.

S
@im,oj s 3 o Ry

[M(NS;)(L1-BAla-BBN(7-14)] [M(NS;)(L2-BAla-BBN(7-14)]

Figura 4.5: Aproximacédo “4+1" para marcacdo de analogos da bombesina (BBN) com Tc

(.=
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A avaliacdo de diversos conjugados da BBN marcados com *™Tc levou a resultados
encorajadores, mas apenas alguns desses compostos foram testados a nivel clinico.

O radiopéptido cuja estrutura se mostra na figura 4.6, normalmente designado por
99MT¢c-RP-527, contém uma estrutura quelante do tipo N3S ligada a BBN[7-14] por um &cido Gly-
5-aminovalérico, e a sua utilizagdo permitiu a identificacdo de tumores primarios da mama e da

prostata e das respectivas metastases.'*>>*

s

HN HN™ SN ~
HO 0
o) o) o) o) o)
[ H H H H H
N o Nl N N N N N NH,
NIV S Y N N N " N
Tc H s &R ER H EOH
7°N\ 0 o) ) o) o X o)
N s
7\
HNT Y0

Figura 4.6: Estrutura de ®™Tc-RP-527 e imagem SPECT de um paciente obtida ap6s injeccdo

deste composto (as setas indicam metastases 6sseas).'**

Foi desenvolvido o composto %™Tc-Demobesina-1 ([**™Tc-N4-bzlg® (D)Phe®,Leu-
NHEt", des-Met'*]BBN(6-14)), que contém a unidade trans-[TcO,]* e uma tetraamina linear
(bzlg = 6-{p-[(carboximetoxi)acetil] aminobenzil}-1,4,8,11-tetraundecano) como ligando
bifuncional (Fig. 4.7).™ Este composto radioactivo exibiu a mais elevada acumulacdo tumoral

descrita na literatura em ratinhos com tumores PC-3 induzidos. Este radiopéptido apresentava
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ainda uma elevada estabilidade /7 vivo, um perfil farmacocinético favoravel e um caracter

antagonista.'>>*°

OQUNH,
| 0 0 0 0
\n/\o/\n/ . N y N v N/\n/ v N ~~
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()
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R = CH,-CH,-CH,-CH, (Norleucina)

Figura 4.7: Estruturas de **"Tc-Demobesina-1 e **"Tc-Demobesina-4.%°

Os resultados anteriores serviram de base para novos estudos que levaram a sintese do
complexo **"Tc-Demobesina-4 (**Tc-[N,4,Pro*, Tyr*,Nle'*]BBN) (Fig. 4.7).'%° Este composto
possui caracter agonista, uma elevada internalizacdo em células PC-3 e apresenta uma elevada
retencdo em tumores PC-3 induzidos em ratinhos. Os resultados pré-clinicos favoraveis para
este composto foram suficientes para validar a realizacdo de ensaios clinicos. Actualmente estao
a decorrer ensaios clinicos de fase | com este composto para imagiologia de pacientes com

cancro da prostata.’

Como ja referido, a introducdo do complexo fac-[*"Tc(CO)s(H,0)s]" por Alberto e

41,42

colaboradores abriu novas possibilidades para o desenvolvimento de estruturas biolégicas

especificas marcadas com *™Tc (1). A marcacdo de péptidos, com base nesta aproximacéo
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organometalica, tem sido descrita por varios grupos de investigacdo que tém recorrido a
ligandos bifuncionais bi ou tridentados.**%%3"1°%1%1 Ccom base nos dados conhecidos os
complexos estabilizados por ligandos tridentados sdo mais estaveis /7 vivo do que 0s que
envolvem agentes bifuncionais bidentados. Isto sucede porque na presenca de agentes
guelantes tridentados todos os locais de ligacdo disponiveis no fragmento metélico fac-
[*®*™Tc(CO)s]* ficam ocupados, minimizando-se a possibilidade de ocorréncia de reaccbes de
trans-metalacdo quando em presenca de proteinas séricas € minimizando a acumulacédo do

composto radioactivo em tecidos n&o alvo.*®

No Grupo de Ciéncias Radiofarmacéuticas, estudos efectuados com ligandos
bifuncionais tridentados contendo uma unidade pirazolo-diamina mostraram que estes podiam
ser facilmente ligados a andlogos da BBN e utilizados para estabilizar a unidade fac-
[**™Tc(CO)s]*.%%*" Os complexos resultantes possuiam uma elevada estabilidade cinética /n vivo
e, a introducdo de uma cadeia espacadora, de natureza peptidica, entre o metal e o péptido,
demonstrou afectar a via de excrec¢édo, a acumulacdo nos tecidos ndo alvo e a especificidade de
ligacdo aos receptores.*®*’

No seguimento destes estudos escolhemos os ligandos pirazolo-diamina para
funcionalizar com moléculas que interagem com o ADN como foi discutido no capitulo 2. Com
base nos resultados obtidos (capitulos 2 e 3) continuamos a funcionalizacdo desses ligandos

com analogos da BBN, para introduzir especificidade para células que expressam receptores

deste péptido nos complexos a estabilizar com estes ligandos.

Neste capitulo iremos descrever a ligacdo de diferentes analogos da BBN a ligandos
bifuncionais pirazolo-diamina contendo uma unidade intercaladora (Fig. 4.8). Descrever-se-8o
ainda reaccBes destas estruturas quelantes com o precursor fac-[*"Tc(CO)s(H.0)s]" para

obtenc&o de complexos de *™Tc (1) (Fig. 4.8).
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Figura 4.8: Estruturas pirazolo-diamina contendo analogos da bombesina (BBN) e uma

unidade intercaladora do ADN (R).

Tendo em conta que pretendemos explorar o potencial terapéutico do *™Tc, como
emissor Auger, seria desejavel obter complexos de *™Tc com elevada capacidade de
internalizacdo nuclear. Com este objectivo estuddmos também a possibilidade de ligar as
estruturas anteriores uma sequéncia peptidica localizadora do nucleo (NLS, nuclear localizing
sequence). Pensa-se que o NLS se liga a substancias a translocar do citoplasma para o nucleo,
acompanha-as através dos poros nucleares (PN) até ao nucleo, liberta-as e regressa novamente

ao citoplasma, como se exemplifica na figura 4.9.1°%1%
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ser translocada e chegada ao PN

. Translocacdo

. Libertagdo da substancia no ntcleo
e reciclagem do transportador
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ula” )

Figura 4.9: Transporte nucleocitoplasmético promovido pelo NLS (PN = poro nuclear).*®*

As sequéncias NLS contém aa bésicos tal como o antigénio LT do virus simio 40 (SV40,
126pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val*®?).* pretendiamos assim determinar se a accdo conjunta do
anadlogo da BBN e do NLS fornecia especificidade aos complexos de *™Tc e favorecia a

internalizacdo nuclear do complexo radioactivo.

4.2. Sintese Peptidica em Fase Sdlida (SPPS)

Todos os analogos da BBN explorados nesta tese, assim como a sequéncia NLS, foram
obtidos com base no principio da sintese peptidica, que consiste na formacéo de uma ligagdo
amida entre uma amina primaria de um aa e um grupo carboxilato do aa seguinte, com
eliminacdo de uma molécula de agua. Esta sintese foi realizada em fase sélida (SPPS, solid
phase peptide synthesis) utilizando o Fmoc como grupo protector num sintetizador automatico.
167

A sintese em fase sdlida é vantajosa uma vez que o péptido vai crescendo ligado a um
suporte insolavel, o que permite separa-lo facilmente de quaisquer outros reagentes e
impurezas existentes em solucdo. Este procedimento pode ser automatizado e as relagdes

molares utilizadas permitem que as reacg8es prossigam até serem completas num periodo de
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tempo minimo, sendo possivel obter péptidos com elevada pureza. O suporte sélido é uma
resina que deve ser estavel e insollvel nos solventes utilizados na sintese peptidica e deve ter

um grupo funcional que permita a sua ligacdo ao primeiro aa da sequéncia.'®®

A escolha da resina é extremamente importante para a sintese peptidica. No trabalho
apresentado nesta tese foi utilizada a resina rink amide MBHA que se encontra representada na
figura 4.10. Este tipo de resina consiste numa matriz de poliestireno com 1% de divinilbenzeno

e é utilizada na sintese de péptidos com uma funcéo amida no C-terminal da sequéncia.

0 NHFmoc O
T O
O/\n/

espacador

Figura 4.10: Resina rink amide MBHA (P = matriz de poliestireno).

Como se exemplifica no esquema 4.1, o péptido a construir liga-se a resina pelo
terminal -COOH e tera o terminal -NH, protegido com um grupo Fmoc. O passo seguinte
consiste na remog¢ao do grupo protector Fmoc, com uma solucdo que contém cerca de 20 a
25% de piperidina em DMF, para realizar o acoplamento do aa seguinte.*®®

O acoplamento do aa seguinte requer a activacdo da sua funcdo —COOH. A escolha do
activador deve ter em conta a facilidade de utilizacdo, rapidez das reacgbes e auséncia de
reac¢bes secundarias. Um dos activadores mais utilizados é o hexafluoro-fosfato de o-
benzotriazol-N,N,N',N’-tetrametil-uronium (HBTU). Também ¢é habitual incluir um nucledfilo
auxiliar, tal como o 1-hidroxibenzotriazolo (HOBt). Estes reagentes sdo referidos como

reagentes de activacédo /n situ. Os passos anteriormente descritos sdo entdo repetidos até ser

obtida a sequéncia peptidica desejada.
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Esquema 4.1
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O J(ltimo passo consiste na remocdo da sequéncia peptidica da resina e na

desproteccdo selectiva dos grupos protectores das cadeias laterais dos aa que a constituem. As

condicdes de reaccdo dependem do nUumero e sequéncia dos aa presentes, dos grupos

protectores que possam existir nas cadeias laterais e do tipo de espagador que liga o péptido a

resina. A quebra da ligacdo a resina é tipicamente realizada com uma solucdo de TFA contendo

sequestrantes apropriados. Estes sdo utilizados para rodear os grupos protectores das cadeias

laterais dos aa evitando que reajam com a cadeia peptidica. Neste trabalho, foi utilizada uma
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mistura constituida por tioanisolo:H,0:etanoditiol:TFA, na proporcdo 2:1:1:36.'*° Contudo,

antes de remover a sequéncia peptidica da resina é necessario lava-la com CH,Cl, para eliminar
alguma DMF residual e garantir a acidélise por parte do TFA.

Apéds a quebra da ligacédo a resina, a mistura que contém a resina e o péptido é filtrada,
obtendo-se no filtrado o péptido livre. A adicdo lenta de Et,0 gelado ao filtrado leva a
precipitacdo do péptido sob a forma de flocos brancos. Este sélido é separado por
centrifugagdo, lavado vérias vezes com Et,O gelado e seco sob vacuo. O solido obtido pode
ainda ter que ser purificado por HPLC, para remover alguns dos agentes sequestrantes ou
outras pequenas moléculas. Ap0Os purificacdo, os péptidos sdo caracterizados por HPLC e

espectrometria de massa.

4.2.1. Sintese de Analogos da Bombesina em Fase Sélida

As sequéncias peptidicas exploradas nesta tese foram preparadas num sintetizador
automatico utilizando a quimica de proteccdo Fmoc e a técnica SPPS descrita anteriormente.
Estes analogos peptidicos possuem a sequéncia de aa [7-14] da BBN natural, responsavel pela
ligacdo ao GRPr. A esta sequéncia, BBN[7-14], foram adicionados os tripéptidos SGS (Ser-Gly-
Ser) ou GGG (Gly-Gly-Gly) como possiveis modeladores da farmacocinética e/ou como forma
de evitar a conjugacéo directa da BBN[7-14] ao ligando bifuncional. Para além disso, ao péptido
BBN[7-14] adicionou-se também uma sequéncia NLS (Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val) e uma
sequéncia GGG-NLS (Gly-Gly-Gly-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val). Resumidamente, os analogos
da BBN estudados nesta tese foram os seguintes:

- Ser-Gly-Ser-BBN[7-14]: SGS-BBN
- Gly-Gly-Gly-BBN[7-14]: GGG-BBN
- Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-BBN[7-14]: NLS-BBN
- Gly-Gly-Gly-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-BBN[7-14]: GGG-NLS-BBN
A caracterizacdo das diferentes sequéncias peptidicas foi feita por ESI-MS e HPLC,

encontrando-se os resultados obtidos na tabela 4.2.

127



4. Complexos de Rénio (1) e Tecnécio (1) Estabilizados por Ligandos Contendo uma Unidade
Intercaladora e Analogos da Bombesina

Tabela 4.2: Caracterizacdo por ESI-MS e HPLC das diferentes sequéncias peptidicas.

HPLC ESI-MS
i ) ) . ] Férmula
Analogo Método* t. (Min) | Tebrico Experimental
Molecular
1171,54 1171,6 [M]"
SGS-BBN A/C 13,78 ) Cs1H77N15015S;
586,28 586,3 [M+H]“"
GGG-BBN A/C 13,91 1111,52 1111,54 [M]" C49H73N15013S;
NLS-BBN A/C 13,38 1806,06 1805,62 [M]* CgsH140N26017S1
989,07  989,3 [M+H]**
GGG-NLS-BBN A/C 11,00 659,71  659,9 [M+2H]*" | CaoH140N26020S:
495,04  495,3 [M+3H]*

*Método de HPLC utilizado encontra-se descrito na Parte Experimental (capitulo 6)

4.3. Conjugacao de Analogos da Bombesina a Ligandos Pirazolo-

Diamina Contendo Unidades Intercaladoras

Dos ligandos sintetizados e caracterizados que descrevemos nos capitulos anteriores s6
escolhemos 0s que se encontram apresentados na figura 4.11 para prosseguir os estudos de
conjugacao a andlogos da BBN. Estes compostos, 23 (L3-BOC) e 32 (L5-BOC), correspondem
aos ligandos L3 e L5 protegidos na amina terminal com um grupo BOC.

OH
HO

(@]
(o]

N—N N NN \
/ / N NHBOC
% 2
N
T 999
N
/
23 32
(L3-BOC) (L5-BOC)

Figura 4.11: Estruturas dos compostos 23 e 32.
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Esta escolha deveu-se ao facto de os compostos base que lhes deram origem

(compostos sem o braco butirico e sem o grupo protector BOC) serem aqueles que por si s6 ou

apos coordenacdo a unidade fac-[M(CO)s]* (M

interaccdo com o ADN e/ou provocaram uma morte celular mais significativa.

Re, ™Tc) mostraram ter uma maior

Neste capitulo descreve-se a conjugacdo dos compostos 23 e 32 a analogos da BBN.

Como se indica no esquema 4.2, esta conjugacdo fez-se por reaccdo do grupo carboxilato,

presente na amina central das unidades pirazolo-diamina, com o grupo —NH, terminal das

sequéncias peptidicas descritas na sec¢do 4.2.1. deste capitulo.

Esquema 4.2

Acoplamento
em Solugéo

HBTU, DMF
DIPEA, X-BBN
?OH
/N_ NN o
%
R 23 (L3-BOC): R= A
32 (L5-BOC): R =B

HBTU, DMF, DIPEA
resina-X-BBN, TFA

Acoplamento

em Fase Sélida

(CH,),-NH-C=0

]
W,
TN/
TRY,
i

[ve)

‘1111‘

~

X
l/\l—N/\/ " eoe
%
R
TFA
NH-X
N— N\/\r\H2
VY

L6: R=A, X = SGS-BBN
L7: R=A, X = GGG-BBN

L8: R=A, X = SGS-BBN(O)
L9: R=A, X = GGG-BBN(O)

L10: R =B, X = SGS-BBN
L11: R=A, X = NLS-BBN
L12: R=A, X = GGG-NLS-BBN
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Como também se encontra indicado no esquema 4.2, a conjugagao das estruturas
pirazolo-diamina, contendo unidades intercaladoras (23 e 32), as sequéncias peptidicas pode
ser realizada em solucdo ou em fase sélida. Tendo em conta 0 niUmero de passos reaccionais
envolvidos, a conjugacao em fase sodlida seria preferivel. No entanto, os varios estudos
realizados mostraram que a conjugacdo para algumas sequéncias s6 era possivel em solucdo.

Contudo, mesmo em solucdo as dificuldades experimentais encontradas exigiram que
explorassemos diferentes condicdes reaccionais, nomeadamente: diferentes solventes e
agentes activadores e de acoplamento e atmosfera normal ou de azoto. Na tabela 4.3

apresentamos, de um modo resumido, as diferentes combinacdes exploradas.

Tabela 4.3: Resumo das condigGes reaccionais estudadas para ligacdo de 23 as sequéncias

peptidicas.
Procedimento Experimental

Reagentes/Solventes | A B C D E F G H
X-BBN v N - A - A
X-BBN-Resina T IR
H,O N
DMF N A
NHS/EDC NV NN - e
N-Sulfo-NHS/EDC SV .
HBTU S
HATU A
DIPEA T A

Fmoc-Met-OH - - - - - A
2-(metiltio)etanol .

Como referido detalhadamente na parte experimental, o produto desejado sé foi obtido
qguando a reaccao de conjugacao se processou em solucdo, utilizando as condigdes reaccionais
indicadas na coluna D da tabela 4.3.

Os estudos iniciaram-se com o ligando pirazolo-diamina 23 e com a sequéncia SGS-
BBN. O produto final obtido, apds remogao do grupo BOC, foi analisado por espectrometria de
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massa (MALDI-TOF). No espectro obtido foi possivel observar a existéncia de varios picos sendo
dois deles os mais proeminentes. Um desses picos correspondia ao iao molecular esperado (L6:
m/z = 900,48 para [M+H]**) e o outro tinha uma massa que diferia em 16 unidades da do ido
molecular do composto desejado L6. Esta diferenca levou-nos a pensar que esta segunda
espécie poderia corresponder ao conjugado peptidico desejado mas oxidado (L8: m/z = 908,48
para [M+H]**). A primeira andlise por HPLC do produto obtido nestas reaccdes de conjugacdo
nao foi conclusiva, pois o cromatograma obtido apresentava um Unico pico maioritario com um

pequeno ombro com tempo de retencao inferior (Fig. 4.12 A).
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Figura 4.12: Cromatogramas de HPLC da mistura reaccional resultante da conjugacao de 23 a

SGS-BBN, obtidos com diferentes gradientes. (HPLC: coluna nucleosil 100-5 C18)

Pensou-se entao que o facto de o cromatograma de HPLC ndo mostrar a presenca
inequivoca das duas espécies, identificadas na espectrometria de massa, se poderia dever aos
solventes e/ou gradiente utilizado na analise de HPLC.

Efectivamente, pelo ajuste do método de eluicdo foi possivel separar as duas espécies

(Fig. 4.12 B). Cada uma dessas espécies foi recolhida separadamente e analisada novamente
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por ESI-MS. Da analise de ESI-MS de cada uma delas, verificou-se que o pico com menor
tempo de retengdo (16,63 min) correspondia a espécie oxidada (L8) e que o pico com maior
tempo de retencao (17,52 min) correspondia a espécie pretendida (L6).

Com base no que se encontra descrito na literatura, pensamos que a oxidagao
observada deverd ocorrer na Met da sequéncia peptidica. Resultados descritos na literatura
indicam que este aa se oxida facilmente originando um derivado sulféxido (Fig. 4.13). Este

derivado peptidico é normalmente mais hidrofilico do que o péptido original.®®

H
H
N i H,
T He N/
CH
0 0" ) 0
H H H
H,N N\|)L N\)L N NH,
N N N N
H H H H
O CH, o o
HC CH,
HN O

o

BBN[7-14]
H,N o) H,N o
oH oxidagao OH
<—I
redugao d
H3C/s H3C/ \

Met o

Figura 4.13: Metionina e respectivo produto de oxidacao.

Na tentativa de evitar ou minimizar a oxidagao observada, realizamos a reaccdo de
conjugagao de acordo com o procedimento D da tabela 4.3, na presenca de Met livre ou do
captador de radicais, (2-(metiltio)etanol). Em ambos os casos obtivemos sempre a espécie nao
oxidada e oxidada. Decidimos entdo realizar a sintese em atmosfera inerte, na presenca de
DMF seca. Nestas condicOes, embora tivéssemos observado alguma oxidacdo, o produto final
obtido apresentava-se mais limpo. Por esta razdo foi esta a metodologia aplicada na reacgao de
ligacdo de 23 as outras sequéncias peptidicas GGG-BBN e NLS-BBN e do ligando bifuncional

32 a sequéncia peptidica SGS-BBN.
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A caracterizacdo por HPLC e ESI-MS dos diferentes conjugados peptidicos encontra-se,

indicada de uma forma resumida, na tabela 4.4.

Tabela 4.4: Caracterizagdo por HPLC e ESI-MS dos conjugados peptidicos L6-L12,

HPLC ESI-MS
Formula
Conjugado Método** t,. (Mmin) | Teodrico Experimental
Molecular
L6 900,48  900,1 [M+HT**
C 17,52 Cg7H128N2301754
(L3-SGS-BBN) 600,66 600,3 [M+2H]**
L7 870,47 869,8 [M+H]**
C 17,22 CasH124N2301554
(L3-GGG-BBN) 580,65 580,4 [M+2H]3+
L8* 605,99  605,7 [M+2H]**
C 16,63 Cg7H128N2301854
(L3-SGS-BBN(0)) 908,48 908,0 [M+H]**
L9* 585,98  585,8 [M+2H]**
C 16,54 CgsH124N2301654
(L3-GGG-BBN(0)) 878,47 878,1 [M+H]**
L10 N
(L5-SGS-BBN) A 15,92 806,91 807,3 [M+2H] Cy9H109N19016S1
L11 811,83  811,5 [M+2H**
A 14,70 Ci19H191N340195¢
(L3-NLS-BBN) 609,12  609,2 [M+3H]*
112 868,85  868,8 [M+2H]**
(L3-GGG-NLS-BBN) C 14,14 651,89 651,9 [M+3H]4+ Ci25H200N3702,51
521,71  521,7 [M+4H]**

*Estes compostos correspondem aos analogos peptidicos oxidados na Met; **Método de HPLC

utilizado encontra-se descrito na Parte Experimental (capitulo 6).

Nas reacgOes de ligacao da sequéncia GGG-BBN a 23 (L3-BOC) os resultados foram
semelhantes aos anteriormente descritos, pois obtivemos o conjugado ndao oxidado L7 e o
conjugado oxidado L9.

Verificou-se também que, apds separacao das espécies oxidada e ndo oxidada, os
conjugados ndo oxidados (L6 e L7) tinham tendéncia para se oxidarem lentamente durante o
seu armazenamento originando as espécies oxidadas L8 e L9, respectivamente.

A ligacao da sequéncia NLS-BBN ao composto 23 (L3-BOC) foi também realizada em
solucao, utilizando o procedimento indicado na coluna D da tabela 4.3, e atmosfera de azoto.
Ao contrario do que foi observado para as sequéncias SGS-BBN ou GGG-BBN, durante esta

reaccao ndo teve lugar qualquer oxidacao da Met tendo resultado unicamente o composto L11,
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apos remocao do grupo BOC. O conjugado L11 foi analisado por ESI-MS e esta analise indicou

picos com valores de m/z de 609,2 e 811,5 correspondentes a [M+3H]* e [M+2HT**,

respectivamente (Fig. 4.14).

Intens.
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Figura 4.14: Espectro de massa de L11 (ESI-MS; modo positivo).

Apesar de termos isolado com sucesso o conjugado L11 ndo nos era possivel dizer se o

ligando pirazolo-diamina protegido com BOC (23) se tinha ligado a Pro do N-terminal da

sequéncia NLS-BBN ou as aminas das cadeias laterais das Lys do mesmo péptido uma vez que

todas elas estavam desprotegidas quando se procedeu a reaccdo de conjugacao em solucdo

(Fig. 4.15). "

l
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HN  NH

HN HN
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% N/
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0 CH, 0 o o
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Figura 4.15: Locais da sequéncia NLS-BBN onde poderia ocorrer a conjugacao do ligando

pirazolo-diamina L3. (* - local onde ocorreu a conjugacao).
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Para clarificar esta situagao analisou-se o conjugado L11 por MS-MS. Nesses espectros

identificdmos varios fragmentos que verificAmos corresponder as espécies indicadas na tabela

4.5.

Tabela 4.5: Andlise de MS-MS por MALDI do conjugado L11.

Espécie

Fragmento

Tedrico (Da)

Fragmento

Observado (Da)

=l

Pro-Lys(L3)-Lys-Lys (L3-PKKK)

CH,-CH,-CH,-CH, 70,1 70,0
Pro (ido imonio)
H
o
ﬁ/b
OM:F?O
OH
l/\
\ o}_)[;n N2 852,6 852,6
N— 4
N
H
Vi _//_
N—
' Pro-Lys(L3) (L3-PK)
: ?:\NHZN 1108,9 1108,8
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Como se pode verificar, pela analise dos dados apresentados na tabela 4.5, nao foi
possivel isolar um fragmento correspondente a L3-Pro, o que mostra que o composto L3-BOC
(23) se ligou a cadeia lateral de uma Lys da sequéncia NLS-BBN. Mais especificamente, ligou-

se a Lys que segue a Pro.

Tendo em conta os bons resultados /n vitro que tinhamos obtido, nos estudos que
realizamos com o complexo de *™Tc (I) que continha a sequéncia peptidica GGG-BBN (seccdo
4.5.1.1. deste capitulo), decidimos escolher esta sequéncia peptidica para ligar o NLS, isto é
preparar o péptido GGG-NLS-BBN. Desta forma pretendia-se potenciar a internalizacao
nuclear especifica ja observada para os complexos de *™Tc que continham a sequéncia GGG-

Para garantirmos a ligacdo do NLS a BBN através da Val e a sequéncia GGG através da
Pro, preparamos a sequéncia peptidica GGG-NLS-BBN por SPPS e procedemos a sua
conjugacao ao composto 23 (L3-BOC) também em fase solida.

Esta sintese foi realizada seguindo o procedimento indicado na coluna D da tabela 4.3.
Como todos os aa presentes tinham as suas cadeias laterais protegidas, assegurou-se que o
Unico aa disponivel para a formagdo da ligagdo amida com 23 era a Gly do N-terminal.

Apds clivagem do conjugado, analisou-se a mistura por HPLC e verificou-se a formagao
de uma Unica espécie que foi caracterizada por ESI-MS como correspondendo ao conjugado

L12 (Fig. 4.16).
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NH-GGG-NLS-BBN
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Figura 4.16: Cromatograma de HPLC (A) e espectro de massa de L12 (B: ESI-MS; modo

positivo). (HPLC: coluna nucleosil 100-5 C18; método: C)

O conjugado L12 foi também analisado por MS-MS (tabela 4.6).

Tabela 4.6: Analise de MS-MS por MALDI do conjugado L12.

Espécie Fragmento Observado (Da) Fragmento Teorico (Da)

L3-G 684,4 684,0
L3-GG 741,5 741,0
L3-GGG 798,5 798,1
L3-GGGP 895,6 895,1
L3-GGGPK 1023,7 1023,2
L3-GGGPKK 1151,8 1151,3

L3-GGGPKKK 1279,9 12794

G - Gly; P- Pro; K- Lys
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Como se pode ver na tabela 4.6, encontraram-se varios fragmentos que confirmaram
que:

- a ligacdo de L3 se fez ao grupo amina da Gly (L3-G) do N-terminal da sequéncia

peptidica;

- o fragmento L3-GGG ligou-se a Pro da sequéncia NLS (L3-GGGP);

- a Pro encontra-se ligada ao grupo KKK subsequente (L3-GGGPKKK).

A ligacdo do composto 32 (L5-BOC) a sequéncia SGS-BBN também foi realizada em
solucdo utilizando o procedimento indicado na coluna D da tabela 4.3 em atmosfera de azoto.
Nesta reacgao observou-se a formagdo de uma Unica espécie que, apds remogao do grupo BOC
e anadlise por ESI-MS se confirmou corresponder ao conjugado desejado L10 (Fig. 4.17).

Durante esta sintese, ndo observamos qualquer oxidacdo da Met.

Inte,;nose. * — +MS, 100%=5424968
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Figura 4.17: Espectro de massa de L10 (ESI-MS; modo positivo) (* - pico ndo identificado).
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4.4. Complexos de Rénio (I) Estabilizados por Ligandos Pirazolo-
Diamina Contendo uma Unidade Intercaladora e Analogos da

Bombesina

Os complexos de rénio (I) estabilizados por ligandos pirazolo-diamina contendo uma

unidade intercaladora e analogos da BBN foram preparados conforme indicado no esquema 4.3.

Esquema 4.3

OH NH-X
(o] [o)
Nr\N/\\—| + N\r\N/\\j .
\ Po) , /\N,,I ‘\\\‘NHZ \ fo) , /N’h, \\\NHz

g N/
Re ~

4 Acoplamento em Sol
co |\co coplamento em Solugao

co (l:;CO
0 ¥ co HBTU, DMF, DIPEA, X-BBN O N
—
L/J7 &%

Acoplamento em Fase sélida

Q HBTU, DMF, DIPEA,Resina-X-BBN Q

N\ N\

/ I
Re6: X = SGS-BBN

Re3 Re7: X = GGG-BBN

Re8: X = SGS-BBN(O)
Re9: X = GGG-BBN(O)
Rell: X = NLS-BBN
Rel2: X = GGG-NLS-BBN

Como se pode ver no esquema 4.3, em primeiro lugar sintetizamos o complexo de rénio
Re3, conforme indicado no capitulo 2. Em seguida, este complexo reagiu com as diferentes
sequéncias peptidicas. A reaccdo teve lugar em DMF e o grupo carboxilato livre do complexo de

rénio foi activado com HBTU na presenca de DIPEA.

As reacgdes para obtengao dos complexos Re6, Re7 e Rel1l foram feitas em solugao,
A reaccdo para obtencdo de Rel2 decorreu em fase solida. Destas reacgbes resultou sempre
uma Unica espécie correspondente aos produtos desejados. Apesar destes compostos serem

obtidos numa forma pura, durante o seu armazenamento verificAmos existir alguma oxidacao

139



4. Complexos de Rénio (I) e Tecnécio (I) Estabilizados por Ligandos Contendo uma Unidade
Intercaladora e Analogos da Bombesina

da Met. Esta oxidagdao ocorria unicamente para Re6 e ReZ7. Quando tal acontecia os compostos

oxidados Re8 e Re9 eram separados por HPLC dos correspondentes complexos ndo oxidados

Re6 e Re7. Na tabela 4.7 encontra-se, de uma forma resumida, a caracterizacao por HPLC e

ESI-MS dos complexos de rénio (I), bem como dos complexos oxidados Re8 e Re9.

Tabela 4.7: Caracterizacdo por HPLC e ESI-MS dos complexos Re6-Re9, Rell e Rel2.

HPLC ESI-MS
Complexo Método** t, (min) | Tedrico Experimental Formula
Molecular
Re6 c 2048 1034,94 1034,5 [M]** CotoaNnOsResS:
(fac-[Re(CO);3(x3-L6)]1**) ' 690,30 690,1 [M+H]**
Re7 c 20,63 1004,94 1004,7 [M]** CaboNnOmResS:
(fac-[Re(CO)3(x3-L7)1%%) ' 670,29 670,3 [M+H]**
Re8* 695,63 695,9 [M+H]**
(fac-[Re(CO)s(>-L8)?) c 19,00 1042,95  1043,0 [M}** CooMizsN2s0z1Res3s
Re9* c 2004 675,63 675,6 [M+H]** CaboMoOuResS,
(fac-[Re(CO)3(x3-L9)]*") ' 1012,94 1012,6 [M]**
Rell 1809,1
(e [Re(CO)(C-LIL)T) A 15,04 1809,94 OM+Na-2H C122H101N34055Re;S;
Re12 958,83 958,3 [M+HJ**
(fac[Re(CON(-L12)]) C 16,88 719,37 719,3 [M+2H]™ | CiagHa00N37025Re1S;
575,70  575,7 [M+3H]**

*Estes compostos correspondem aos analogos peptidicos oxidados na Met; **Método de HPLC
utilizado encontra-se descrito na Parte Experimental (capitulo 6).

A titulo de exemplo, mostram-se na figura 4.18 os cromatogramas de HPLC e os

espectros de ESI-MS obtidos para o complexo Re7 e para o complexo correspondente oxidado

Re9.
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Figura 4.18: Cromatogramas de HPLC (A) e espectros de massa (B) de Re7 e Re9 (ESI-MS;

modo positivo). (HPLC: coluna 100-5 C18: método: C)

A reacgdo entre Re3 e a sequéncia NLS-BBN originou o complexo Rell (esquema
4.3). No entanto, o espectro de ESI-MS de Rell era mais complexo (Fig. 4.19) do que os

observados para os restantes complexos metalicos.

Por observacao do espectro de ESI-MS de Rell (Fig. 4.19 A) verificou-se a presenca
de um pico de fraca intensidade com m/z = 1809,1 que correspondia ao iao molecular de Re11
([2M+Na-2H1**). Também identificdmos um pico com m/z igual a 593,3 correspondente ao
complexo de rénio, com a unidade pirazolo-diamina e a sequéncia peptidica, mas sem o

fragmento intercalador (18). A perda do intercalador podera ter ocorrido durante a andlise de
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ESI-MS, uma vez que no cromatograma de HPLC, do produto purificado, apenas se observava a

presenga de uma Unica espécie bem definida (Fig. 4.19 B).
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Figura 4.19: Espectro de massa (A: ESI-MS; modo positivo) e cromatograma de HPLC (B) de

Rell. (HPLC: coluna 100-5 C18; método: A)

Da reaccdo entre Re3 e a sequéncia GGG-NLS-BBN, que decorreu em fase solida,
resultou uma Unica espécie, cuja caracterizagdo por HPLC e ESI-MS mostrou corresponder a

Re12 (Fig. 4.20).
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Figura 4.20: Cromatograma de HPLC e espectro de massa de Re12 (ESI-MS; modo positivo).

(HPLC: coluna 100-5 C18; método: C)
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4.4.1, Estudos Celulares Dinamicos com Complexos de Rénio (I)

Para avaliar a cinética de internalizagdo e a localizacao celular dos complexos de rénio
(1), contendo analogos da BBN, fizemos o estudo desses complexos com células humanas PC-3
por microscopia confocal de fluorescéncia. Para isso, utilizamos as propriedades fluorescentes

das unidades intercaladoras presentes nas estruturas dos complexos.

Os compostos com que iniciamos estes estudos foram Re6 e Re7. Solucdes aquosas
destes compostos de concentracdo igual a 1,5 x 10° M foram adicionadas as células PC-3,
previamente incubadas com um corante de referéncia para o nicleo (dihidroetidio). Apos adicao
dos compostos de rénio as células, fomos registando imagens sequenciais das células durante 1

hora. Os compostos Re6 e Re7 foram detectados pela emissdo de fluorescéncia verde.

Na figura 4.21 apresentam-se as imagens obtidas nos estudos dindmicos de
microscopia confocal de fluorescéncia para os compostos Re6 e ReZ. A analise das imagens
obtidas ao longo do tempo permite-nos ter uma ideia sobre a cinética de internalizacdo dos

complexos Re6 e Re7 nas células humanas PC-3.

Verificdmos que ambos os compostos entravam nas células PC-3 e chegavam ao nucleo
das mesmas. Qualitativamente, observou-se que o complexo Re7 que contém a sequéncia
GGG-BBN, apresentava uma internalizacdo mais lenta embora mais elevada do que o
complexo Re6. A quantificagdo destes resultados foi efectuada estudando as mesmas células

(PC-3) com os correspondentes complexos de *°™Tc (seccio 4.5.1.1. deste capitulo).
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Figura 4.21: Imagens obtidas por microscopia confocal de fluorescéncia de uma célula PC-3

NH-SGS-BBN

Re?7

O

na presenca de 1,5 x 10° M de Re6 (A) e Re7 (B). Verde: compostos. Imagens adquiridas a 5,

15, 30 e 60 min apds adigdo dos compostos.
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4.5. Sintese e Caracterizacio de Complexos de Tecnécio (I)

Estabilizados por Ligandos Pirazolo-Diamina Contendo uma Unidade

Intercaladora e Analogos da Bombesina

A sintese dos complexos de *™Tc estabilizados por ligandos pirazolo-diamina, contendo

uma unidade intercaladora e analogos da BBN, foi feita por reacgdao do precursor fac

[*™Tc(CO);(H,0);]* com aliquotas de solugdes aquosas dos conjugados L6-L9 e L11. Os

conjugados oxidados L8 e L9, que foram separados dos conjugados nao oxidados L6 e L7 por

HPLC, foram aqui utilizados para a preparacdo dos respectivos complexos de *™Tc, Tc8 e Tc9.

As reacgOes eram completas ap6s 30 minutos a 100°C e a pH 7,4 (esquema 4.4). As condig0es

reaccionais para formacao dos diferentes complexos foram optimizadas e encontram-se

resumidas na tabela 4.8.
Esquema 4.4

NH-X
r °

N, N/v
\ oy_IfN HN
N

_/J_H fac[5mTc(H,0),(C0),1*
/ N\ . 5

100°C, 30 min, pH = 7,4

L6: X = SGS-BBN
L7: X = GGG-BBN
L8: X = SGS-BBN(O)
L9: X = GGG-BBN(O)
L11 X = NLS-BBN

NH-X

Tc6: X = SGS-BBN
Tc7: X = GGG-BBN
Tc8: X = SGS-BBN(O)
Tc9: X = GGG-BBN(O)
Tcll X = NLS-BBN
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Tabela 4.8: Condicoes de sintese e caracteristicas dos complexos Tc6-Tc9 e Tcll

Complexo c (M) tiet (Min)? n log Dojw £ s
Tc6 24x10° 20,67 (20,48) 8%  -0,68 + 0,07
Tc7 2,5x10° 20,88(20,63) 97%  -1,91+0,05
Tc8" 2,9x10° 19,04 (19,00) 99%  -0,83 + 0,11
Tc9" 2,2x10° 20,08 (20,04) 99%  -1,70 £ 0,02
Tcll 2,3x10° 1575(15,04) 96%  -1,51 + 0,03

2 Os valores entre paréntesis referem-se aos complexos de rénio; “ Complexos oxidados; C = concentracdo

final de ligando; t.: = tempo de retengdo; log D, = lipofilia.

Para que os complexos de *™Tc se formem é necessério utilizar concentracdes dos

respectivos conjugados da ordem 10 M. Esta é a mesma ordem de grandeza da concentracdo

utilizada para preparar o complexo base Rel em que utilizamos o ligando pirazolo-diamina com

o intercalador sem o conjugado peptidico (ver tabela 3.1 no capitulo 3). Desta forma verifica-se

gue a introdugdo das sequéncias peptidicas ndo afectou a capacidade de coordenagao dos

ligandos pirazolo-diamina face & unidade fac-[*™Tc(CO)s]*.

A titulo exemplificativo, na figura 4.22 encontram-se representados os cromatogramas

de HPLC referentes a co-injeccdo dos complexos Re7 e Tc7.
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M = Re (Re7), 29"Tc (Tc7)

Figura 4.22: Cromatograma de HPLC obtido apds a co-injeccdo dos complexos Re7 e Tc7.

(HPLC: coluna Nucleosil 100-5 C18; método C)
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Quando se prepararam os complexos de **"Tc com as sequéncias peptidicas verificou-
se que esses compostos tinham tendéncia para ficar parcialmente adsorvidos as paredes dos
recipientes onde decorriam as reacg¢Bes. Tentamos entdo encontrar condicdes experimentais
que fossem capazes de minimizar ou eliminar esta tendéncia. Tentamos preparar os complexos
de *™Tc adicionando 10% de EtOH as solugbes aquosas dos ligandos. Quando utilizamos estas
condi¢cdes experimentais para preparar Tc6 e Tc7 verificAmos que se formavam as espécies
oxidadas Tc8 e Tc9 correspondentes em propor¢des muito significativas.

Tendo em conta este resultado, decidimos preparar o complexo Tc6 em solucdo
unicamente aquosa. Apés formacdo do complexo, arrefecemos a mistura reaccional até a
temperatura ambiente e entdo adiciondmos um pouco de EtOH. Nestas condices verificAmos
que o complexo Tc6 ndo se oxidava e que minordvamos a sua adsorcédo as paredes do frasco
onde decorreu a reaccdo. Esta metodologia foi entdo adoptada na sintese dos restantes

complexos de **™Tc.

Determinou-se o coeficiente de particdo octanol/agua (log Do) para os complexos
Tc6-Tc9 e Tcll (tabela 4.8). Os valores obtidos indicaram que todos os complexos possuiam
um caracter hidrofilico significativo. Comparando os valores encontrados com o valor de log
Do determinado para o complexo base Tc3 (-0,48 + 0,01), que possui um grupo —COOH livre
(esquema 4.5), verificou-se que a introducdo das diferentes sequéncias peptidicas acentuou o
caracter hidrofilico ja observado para Tc3. A comparagdo com o valor de log D, de Tcl (0,56
+ 0,02), que contém apenas o intercalador, mostra ainda um efeito mais acentuado das

sequéncias peptidicas na hidrofilia dos complexos finais.
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Esquema 4.5
OH

\ NH,
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log Doy = 0,56 £ 0,02) (log Doy = 0,48 + 0,01)

4.5.1. Ensaios Com Células Tumorais Humanas (PC-3) e de Origem

Murina (B16-F1)

Para quantificar a internalizacdo celular e nuclear dos complexos em estudo e para
avaliar a sua selectividade para o GRPr, fomos determinar a captacdo celular, a internalizagdo
nuclear e o efluxo dos complexos Tc6, Tc7 e Tcll em células B16-F1 e PC-3.

Estes estudos foram também realizados para os complexos oxidados Tc8 e Tc9 e os
valores encontrados comparados com 0s obtidos para os complexos analogos ndo oxidados Tc6
e Tc7, respectivamente. Sabendo que a presenca da Met é fundamental para o reconhecimento
dos receptores do GRP, estes resultados permitir-nos-iam confirmar a hipdtese considerada de
que a oxidacdo de Tc6 e Tc7 tinha ligar na Met.

Os estudos em paralelo com as linhas celulares B16-F1 e PC-3 possibilitariam avaliar a
selectividade dos complexos Tc6, Tc7 e Tcll para os receptores do GRP sobreexpressos nas
células PC-3 e ausentes nas células B16-F1.

Nesta seccdo também se fard a avaliacdo da radiotoxicidade dos complexos Tc6 e Tc7

em células humanas PC-3.
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Antes de se iniciarem os estudos com células avaliou-se a estabilidade dos complexos

de *™Tc nos meios de cultura dessas células. Apés purificacdo, os complexos Tc6-Tc9 e Tcll
foram incubados a 37°C com os meios de cultura das células B16-F1 (DMEM) e PC-3 (RPMI). Ao
longo de 3 horas retiramos aliquotas das misturas que fomos analisando por TLC (eluente: 5%
HCI 6N em MeOH). VerificAmos que os radiocomplexos eram estaveis em ambos os meios de

cultura.

4.5.1.1. Captacéao Celular, Internalizacdo Nuclear e Efluxo

Os receptores do GRP sofrem internalizacdo quando ocorre /n vivo ligacdo ao seu
ligando natural enddgeno. Nos ensaios de captacdo celular que apresentamos nesta tese
pretendia-se avaliar se a unidade organometalica ligada ao analogo da BBN poderia afectar a
capacidade deste para reconhecer o receptor do GRP e para formar um complexo ligando-
receptor que deveria internalizar nas células PC-3. Também é conveniente que o conjugado
peptidico permaneca retido nas células durante o tempo suficiente para a aquisicdo de uma
imagem de qualidade ou de uma terapéutica efectiva. Por este motivo, foi também avaliada a
cinética de efluxo dos complexos Tc6-Tc9 e Tcll, apés internalizacdo. Estes estudos foram
efectuados com as preparacg@es purificadas dos compostos radioactivos.

Tendo em conta 0 nosso interesse na aplicacdo terapéutica do **"Tc, determinou-se

também a internalizagdo nuclear para os diferentes complexos em estudo.

Para os complexos Tc6 e Tc7, em células PC-3, observou-se uma internalizagéo celular
de 12,6% e 17,9% do composto inicial apds 4 h de incubacgdo (Fig. 4.23). Para a internalizacdo
nuclear foram registados valores de 2% e 10,4% de complexo internalizado para Tc6 e Tc7
respectivamente, apds 4 h de incubacdo (Fig. 4.24). Da analise dos valores encontrados
concluimos que o complexo Tc7 atravessava mais facilmente as membranas celular e nuclear,

acumulando-se muito significativamente no nucleo das células PC-3.
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Figura 4.23: Internalizagéo celular de Tc6-Tc9 e Tcll apds 4 horas de incubagédo a 37°C
com células PC-3 (esquerda) e B16-F1 (direita). A internalizacdo celular é expressa em

percentagem do composto total adicionado as células (média + desvio padréo, n = 3).
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Figura 4.24: Internaliza¢do nuclear de Tc6-Tc9 e Tcl1 apo6s 4 horas de incubagdo a 37°C
com células PC-3 (esquerda) e B16-F1 (direita). A internalizagcdo nuclear é expressa em

percentagem do composto total adicionado as células (média + desvio padrao, n = 3).

O estudo realizado com o complexo Tc11 e com células PC-3 mostrou que, apos 4 h de
incubacdo 19,9% do composto inicial era internalizado (Fig. 4.23). A internalizacdo nuclear
deste complexo era também significativa pois, 4 h apés incubacéo, 17,7% do composto inicial

estava no nucleo das células (Fig. 4.24).
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Os valores de internalizacdo celular e nuclear observados para Tcll, em células PC-3,

sdo muito mais elevados do que os valores encontrados para os complexos Tc6 ou Tc7. Este
resultado confirma que a presenca da sequéncia NLS na estrutura do complexo Tcl1 favorece

a sua entrada no nudcleo das células.

Para os complexos oxidados Tc8 e Tc9, nas células PC-3, observou-se uma
internalizacéo celular de apenas 2,29% e 3,9% do composto inicial, apés 4 h de incubacéo (Fig.
4.23). Estes valores sdo muito inferiores aos registados para os complexos analogos néo
oxidados Tc6 (12,6%) e Tc7 (17,9%). Para os complexos oxidados Tc8 e Tc9 observamos
também valores muito baixos de internalizagdo nuclear (Tc8: 0,5%; Tc9: 0,9%, apds 4 h de
incubacéo) (Fig. 4.24).

A baixa internalizagdo nas células PC-3 encontrada para os complexos oxidados Tc8 e
Tc9 pode ser explicada com base na perda de actividade biol6gica dos analogos da BBN para
interactuar com os receptores do GRP, sobreexpressos nestas células. Pensamos que este
resultado confirma a nossa hipétese de que a oxidagdo das sequéncias peptidicas ocorria na
Met. A cadeia lateral da Met é bastante flexivel, o que permite ao grupo tioéter adaptar-se a
estruturas ndo polares de regifes de reconhecimento existentes noutras proteinas. Esta é
provavelmente a razdo pela qual este aa esta envolvido na formacédo de um centro reactivo com
0 GRPr.'%

Nos estudos que realizdamos com células B16-F1 observaram-se valores de captacéo
celular para os complexos Tc6-Tc9 semelhantes entre si, ndo havendo uma diferenca
significativa entre os compostos oxidados e nao oxidados. Verificamos que a percentagem de
composto inicial internalizado apés 4 h de incubacdo era baixa variando entre 5,46% e 8,08%.
Os valores encontrados para os complexos Tc6 e Tc7 sdo muito inferiores aos registados nas
células PC-3. Este resultado confirma a selectividade dos complexos Tc6 e Tc7 para as células
PC-3, isto é para a linha celular que expressa o GRPr. Da analise dos resultados conclui-se
também que a entrada dos produtos oxidados (Tc8 e Tc9) é nado especifica ndo apresentando

grande diferenca em células PC-3 ou B16-F1.
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Nos estudos de internalizacdo nuclear, com excep¢do do composto Tc7, verificAmos
que a diferenca entre 0s complexos era pouco significativa e que os valores ndo eram muito
diferentes nas células PC-3 e B16-F1.

O complexo Tcll, nas células B16-F1, apresentou uma internalizacdo celular
semelhante (19%) a registada em células PC-3, apés 4 h de incubacdo (Fig. 4.23). A
internalizacdo de Tc1l1 no nucleo das células B16-F1 (13,4%) foi superior a registada para Tc6
(8,08%) ou Tc7 (5,46%), apdés 4 h de incubagdo (Fig. 4.24). Este resultado devera estar
relacionado com a presenca do NLS, que favorece a internalizagcdo nuclear do complexo Tc11.

Embora a sequéncia NLS no complexo Tcl1 ndo esteja intacta, uma vez que a ligagao
amida entre o ligando bifuncional L3 e a sequéncia NLS-BBN ocorreu na primeira Lys, a
translocacdo nuclear do complexo Tcll ndo parece ter sido significativamente comprometida.
Para o complexo Tcll foram sempre observados valores mais elevados de internalizacédo
nuclear, em ambas as linhas celulares, comparativamente com os restantes complexos.

A partir dos estudos de retencdo celular dos compostos Tc6, Tc7 e Tcll em células
PC-3 verificou-se que, ap6s 1 h de internalizacéo e 4 h de efluxo ainda havia 55% do composto
inicial internalizado pelas células para Tcll (Fig. 4.25). Para os complexos Tc6 e Tc7
observaram-se valores de 21% e 23,5% de composto retido, respectivamente. Com base
nestes resultados verificamos que a presenca da sequéncia NLS contribui para a retencdo do

composto Tcl1l nas células.
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Figura 4.25: Retencéo celular para Tc6, Tc7 e Tcll ap6s 1 hora de internalizacdo e 4 horas

de efluxo a 37°C em células PC-3 (média £ desvio padrdo, n = 3).
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4.5.1.2. Radiotoxicidade

Estudou-se a radiotoxicidade dos complexos Tc6 e Tc7 em células PC-3. Verificou-se
que a viabilidade celular era elevada e que mesmo utilizando actividades elevadas dos

compostos (30 uCi) 85-95% das células eram viaveis (Fig. 4.26).

B Tc6 BTc7
100 A
80 -
60 -

40 -

Viabilidade Celular (%)

7,5 3,8 1,9 0,9
Actividade (uCi)

Figura 4.26: Viabilidade das células PC-3 na presenca de diferentes concentragdes radioactivas

de Tc6 e Tc7 apos 36 horas de incubagdo a 37°C (média + desvio padréo, n = 3).

Como se pode verificar pelos dados apresentados na figura 4.26, os complexos Tc6 e

Tc7 néo tém praticamente nenhum efeito radiotoxico sobre as células PC-3.

4.5.2. Estabilidade /n vitroem Soro Humano e Ligacao as Proteinas

Os estudos de estabilidade /n vitro permitem prever a estabilidade dos complexos de
“MTc jn vivo, face & reoxidacdo e & trans-quelatacdo dos ligandos com eventuais competidores
biolégicos tais como proteinas e aa. Estes estudos permitem ainda avaliar a resisténcia
metabdlica dos complexos.

De um modo geral, estuda-se a estabilidade dos complexos de tricarbonilo de *™Tc
face a His e Cys e em soro humano ou de ratinho. Neste caso concreto nado realizamos estudos
com His e Cys. A razado pela qual ndo o fizemos prende-se com o facto de a estabilidade /n vitro
do complexo de *™Tc contendo apenas a unidade pirazolo-diamina (Fig. 4.27) ja ter sido

avaliada no Grupo de Ciéncias Radifarmacéurticas.'™ Esta avaliacdo consistiu exactamente na
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incubacdo de uma solucdo do referido complexo com excesso de Cys e His. Estes 2 aa
encontram-se presentes em varios tecidos biologicos e contém um conjunto de atomos

doadores com reconhecida afinidade para a unidade fac-[**"Tc(CO)s]".

Figura 4.27: Estrutura do complexo de **"Tc com a unidade pirazolo-diamina.

Verificou-se ndo existir qualquer trans-quelata¢do com a His ou Cys, nem foi observada
reoxidacdo a [*°™TcO,]’, apds 6 h de incubagéo. Estes resultados indicaram que a coordenacéo
do ligando pirazolo-diamina & unidade fac-[*"Tc(CO)s]* levava & formacédo de complexos com
elevada estabilidade cinética.

Os complexos de *™Tc contendo analogos peptidicos, sintetizados nesta tese, sdo
estabilizados pela mesma unidade pirazolo-diamina, pelo que assumimos que também seriam
estaveis na presenca de His e Cys e néo realizdmos estudos de estabilidade com estes dois
substratos.

No entanto, estudamos a estabilidade em soro humano e a ligagdo as proteinas
plasméticas dos complexos Tc6-Tc9 e Tcll. Para a determinacdo da estabilidade /n vitro em
soro humano adicionaram-se os complexos de *™Tc, purificados por HPLC, a este fluido
bioldgico, e mantiveram-se as amostras a 37°C. Ao longo do tempo retiramos aliquotas as quais
adicionamos EtOH para precipitacdo das proteinas. Apés centrifugacdo, o sobrenadante foi
analisado por HPLC. Nas figuras 4.28 a 4.31 apresentam-se os cromatogramas de HPLC obtidos

ao longo do tempo para os diferentes complexos estudados.

Pela analise das figuras 4.28 e 4.29 verificamos que os compostos Tc6 e Tc7 eram

instaveis em soro humano observando-se a sua oxidacdo, que originou os complexos analogos
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oxidados Tc8 e Tc9, respectivamente. Esta oxidacao era ainda acompanhada pela formacao de
produtos de decomposicao nao identificados.
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Figura 4.28: Estabilidade de Tc6 em soro humano — cromatogramas obtidos por HPLC apos 5

minutos e 3 horas de incubacao a 37°C. (* - produto de decomposicao nao identificado)
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Figura 4.29: Estabilidade de Tc7 em soro humano — cromatogramas obtidos por HPLC apds 5

minutos e 3 horas de incubacdo a 37°C. (* - produto de decomposicao nao identificado)
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Para o complexo Tcll (Fig. 4.30) verificdAmos que era também instavel em soro
humano, devido a formacdo de um produto de decomposicao nao identificado. Contudo, esta
nova espécie ndo se observava apos 5 min de incubacdo, com soro humano, ao contrario do
que se registou para os complexos Tc6 e Tc7.

Nos cromatogramas tracados para o complexo Tcll também se observou um novo
pico com um tempo de retencdo igual a 3,22 min que aumentou de intensidade com o tempo
de incubagdo. Este pico apresenta um tempo de retengdo que é coincidente com o da espécie
[*™cO,4]. Provavelmente, a manipulacdo das amostras ao longo do tempo poderd favorecer

alguma decomposicdo do complexo Tel1l originando [*™TcO,].

NH-NLS-BBN

[0

l/\

N T’ﬁ_|+ Tell
L 5 ,/N":T‘i‘NHZ
co o]
_//_ N cof Tc11
/ \N+

Tcll "

AC

5 minutos

inicial

hf Tcl1l
B 3 horas

I I | | [
0 5 10 15 20

Figura 4.30: Estabilidade de Tc11 em soro humano — cromatogramas obtidos por HPLC apds

5 minutos e 3 horas de incubacao a 37°C. (* - produto de decomposi¢ao nao identificado)
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Para os complexos oxidados na Met, Tc8 e Tc9, verificou-se serem estaveis em soro

humano, uma vez que ao longo do tempo a Unica espécie que se observava nhos

cromatogramas de HPLC correspondia aos complexos iniciais (Fig. 4.31). A elevada estabilidade

encontrada para Tc8 e Tc9 contrasta com a dos respectivos complexos nao oxidados Tc6 e

Tc7.

Tc8

Tc9

3 horas LA\\‘W‘V\A
inicial ; : ;

inicial

3 horas

[ [ | |
0 5 10 15

Figura 4.31: Estabilidade de Tc8 e Tc9 em soro humano — cromatogramas obtidos por HPLC

apos 3 horas de incubacdo a 37°C.

A percentagem de ligacao as proteinas do soro humano foi determinada unicamente

para os complexos Tc8 e Tc9, por serem os Unicos que demonstraram estabilidade muito

elevada neste fluido bioldgico. Esta percentagem foi determinada pela razao entre a actividade

presente no precipitado (fracgdo proteica) apds precipitagdo com EtOH e separacao do

sobrenadante, e a radioactividade total da amostra. Os resultados obtidos encontram-se na

tabela 4.9.

Tabela 4.9: Ligacao de Tc8 e Tc9 as proteinas plasmaticas.

Ligagdo as proteinas
plasmaticas (%)

Complexo | 5 min 1h
Tc8 22% 19%
Tc9 15% 16%

157



4. Complexos de Rénio (I) e Tecnécio (I) Estabilizados por Ligandos Contendo uma Unidade
Intercaladora e Analogos da Bombesina

Como se pode verificar pelos dados da tabela 4.9, o precipitado proteico dos complexos
Tc8 e Tc9 continha entre 15 e 22% do composto total o que sugere uma baixa ligacdo as

proteinas plasmaticas.'”*

4.5.3. Comportamento Bioldgico em Ratinhos Charles River

As caracteristicas dos complexos de *™Tc que interessam avaliar neste estudo sdo a
sua estabilidade /7 vivo e a sua farmacocinética, isto é, a velocidade e vias de eliminacdo e
fixacdo em oOrgdos que expressam naturalmente os receptores do GRP, nomeadamente o
pancreas. Estes estudos foram realizados com as preparacdes radioactivas purificadas por

HPLC, para garantirmos que os complexos apresentavam uma elevada actividade especifica.

4.5.3.1. Estabilidade /in vivo, Distribuicao e Eliminacao

Apds injeccdo intravenosa dos complexos Tcé e Tc7 verificdmos que estes
apresentavam uma excrecdo lenta com cerca de 20,3% e 17,5% da actividade total injectada
excretada 1 h p.i. para Tcé e Tc7, respectivamente. Nao se observou uma acumulacao
significativa dos complexos a nao ser nos orgaos relacionados com as vias de excregao, sendo
esta predominantemente hepatobiliar (figado e intestino). As baixas percentagens dos
compostos observadas no estdmago (Tc6: 1,41%; Tc7: 2,39%, 1 h p.i.) demonstraram a sua
estabilidade /7 vivo face a reoxidacdo a [*™TcO,]. Estes conjugados apresentavam ainda uma
rapida depuragao sanguinea com apenas 0,93% e 0,71% do composto em circulagdo 1 h p.i.
para Tc6 e Tc7, respectivamente. Verificou-se também uma elevada acumulagdo para ambos

os complexos nos pulmdes 1 h p.i. (Tc6: 18,4%; Tc7: 13,2%).

Em relagdo aos tecidos que expressam fisiologicamente o GRPr, o mais importante é o
tecido pancreatico. Por este motivo, a acumulacdo de actividade no pancreas reflecte a

capacidade de os conjugados se fixarem em células que expressam o GRPr. Os valores de
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fixagdo no pancreas determinados neste estudo sao muito baixos, sendo que 1 h p.i. variavam

entre 1,64% e 0,82% para Tc6 e Tc7, respectivamente.

A estabilidade /n vivo de Tc6 e Tc7 foi avaliada, analisando amostras de sangue e/ou
urina de ratinhos CD-1 injectados com preparagOes destes complexos. As amostras de sangue e
urina recolhidas 30 min e 1 h apds administracdo i.v. foram analisadas por HPLC apos
tratamento adequado. Os resultados obtidos encontram-se nas figuras 4.32 e 4.33.

Pela andlise da figura 4.32 verificamos que o complexo Tc6 apresentava alguma
metabolizacdo /n vivo com a formagao de um produto de decomposicao nao identificado tanto

no soro de ratinho como na urina, 30 min apds injeccdo intravenosa do complexo.

NH-SGS-BBN

o Tc6

Ni\/\ "/V_"' Tc6 &
\ o [ N, | Nh,
N IT‘E
co’>co
JJ_ N cof Tc6
/ \N+

Q Tc6 sangue
- My i
* .
s %% urina

inicial

[ |
0 5 10 15 20 25

a—

Figura 4.32: Estabilidade de Tc6 /n vivo — cromatogramas obtidos por HPLC, 30 minutos apds

administracdo. (* - produto de metabolizacao nao identificado).

Para o complexo Tc7 a estabilidade na urina 30 min e 1 h apos injecgdo intravenosa foi
determinada e os resultados encontram-se na figura 4.33. Verificou-se a oxidacao do complexo

Tc7 para originar o seu analogo oxidado Tc9, bem como outras espécies nado identificadas.
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NH-GGG-BBN Tc7
o
— Tc9
N +
N, /7NH Tc7

X
CO COCO Tco
_J inicial

* ME.{CEM\NW

30 minutos
N W Ao

Figura 4.33: Estabilidade de Tc7 na urina de um ratinho injectado com o complexo. A urina
foi recolhida 30 minutos e 60 minutos apds injeccdo do complexo (* - produto de decomposicao

nao identificado).

4.6. Conclusoes

Neste capitulo foram sintetizados e caracterizados os seguintes analogos da BBN:
- Ser-Gly-Ser-BBN[7-14]: SGS-BBN
- Gly-Gly-Gly-BBN[7-14]: GGG-BBN
- Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-BBN[7-14]: NLS-BBN

- Gly-Gly-Gly-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-BBN[7-14]: GGG-NLS-BBN

Todos estes analogos peptidicos continham a sequéncia de aa 7-14 da BBN natural
(GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH,) responsavel pelo reconhecimento dos receptores do GRP

sobreexpressos em células humanas PC-3 de tumor da préstata. Estas sequéncias foram
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preparadas num sintetizador automatico utilizando a técnica SPPS e o grupo Fmoc como

protector.

As sequéncias peptidicas Ser-Gly-Ser (SGS) e Gly-Gly-Gly (GGG) ligadas a sequéncia
BBN[7-14] ou a NLS-BBN[7-14] foram introduzidas como possiveis moduladoras da
farmacocinética dos complexos finais de **"Tc. A sequéncia NLS foi introduzida em alguns
analogos peptidicos para potenciar a internalizagdo nuclear do radionuclideo, o que poderia
permitir tirar partido do potencial terapéutico do *™Tc como emissor Auger. A caracterizagio
das diferentes sequéncias peptidicas foi realizada por HPLC e ESI-MS e os resultados

encontram-se na tabela 4.2.

Tabela 4.2: Caracterizacdo por ESI-MS e HPLC das diferentes sequéncias peptidicas.

HPLC ESI-MS
) ) ) Férmula
Analogo Método*  t. (Min) | Tedrico Experimental
Molecular
1171,54 1171,6 [M]*
SGS-BBN A/C 13,78 - Cs1H77N15015S1
586,28 586,3 [M+H]
GGG-BBN A/C 13,91 1111,52 1111,54 [M]* Ca9H73N150135;
NLS-BBN A/C 13,38 1806,06 1805,62 [M]" CaaH140N26017S1
989,07 989,3 [M+H]**
GGG-NLS-BBN A/C 11,00 659,71 659,9 [M+2H]*" | CgoH149N20020S:
495,04  495,3 [M+3H]**

*Método de HPLC utilizado que se encontra descrito na Parte Experimental (capitulo 6).

Em seguida estas sequéncias peptidicas foram conjugadas aos ligandos pirazolo-
diamina L3 e L5 protegidos com um grupo BOC na amina terminal (L3-BOC = 23; L5-BOC =
32). Para esta sintese foram experimentados varios procedimentos para evitar a formacdo de
espécies secundarias oxidadas mas tal nem sempre foi possivel. Como se indica no esquema

4.6, das reaccdes de conjugacdo entre os ligandos L3-BOC (23) e L5-BOC (32) e os
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diferentes anélogos da BBN resultaram os conjugados L6-L12, cuja caracterizacdo foi realizada

por HPLC e ESI-MS.

Esquema 4.6

OH

HBTU, DMF, DIPEA, X-BBN
NN N N T

/ ou resina-X-BBN
L

7 TFA

L3-BOC (23): R=A
L5-BOC (32): R=B

Boeol

(CH,),-NH-C=0

Q1

NH-X
N\/\N_|2
L6: R=A, X = SGS-BBN
L7: R=A, X = GGG-BBN
L8: R =A, X = SGS-BBN(O)
L9: R =A, X = GGG-BBN(O)

L10: R =B, X = SG5-BBN
L11: R=A, X = NLS-BBN
L12: R =A, X = GGG-NLS-BBN

Na tabela 4.4 apresentamos os resultados obtidos para os conjugados sintetizados, bem

como para os produtos de oxidacdo de alguns deles.
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Tabela 4.4: Caracterizacdo por HPLC e ESI-MS dos conjugados peptidicos L6-L12.

HPLC ESI-MS
Férmula
Conjugado Método** t, (min) | Teorico Experimental
Molecular
L6 900,48 900,1 [M+H]**
C 17,52 s+ | CarH128N230175,
(L3-SGS-BBN) 600,66 600,3 [M+2H]
L7 870,47 869,8 [M+H]**
C 17,22 3+ | CesH12aN230155,
(L3-GGG-BBN) 580,65 580,4 [M+2H]
L8> 605,99  605,7 [M+2H]*"
C 16,63 Ce7H128N230185;
(L3-SGS-BBN(0)) 908,48 908,0 [M+H]**
L9* 585,98 585,8 [M+2H]*"
C 16,54 CesH124N2301651
(L3-GGG-BBN(0)) 878,47 878,1 [M+H]**
L10 2
(L5-5GS-BBN) A 15,92 806,91  807,3 [M+2H]** | C7oH109N1901651
L11 811,83  811,5 [M+2H]*"
A 14,70 . C110H191N34016S1
(L3-NLS-BBN) 609,12  609,2 [M+3H]**
1o 868,85  868,8 [M+2H]*"
(L3-GGG-NLS-BBN) C 14,14 651,89 651,9 [M+3H]4+ C125H200N3702,5,
521,71  521,7 [M+4H]*"

* Estes compostos correspondem aos analogos peptidicos oxidados na Met; ** Método de HPLC utilizado

encontra-se descrito na Parte Experimental (capitulo 6).

De todas as sequéncias estudadas SGS-BBN e GGG-BBN eram as que sofriam
oxidacdo mais facilmente durante a reaccdo de conjugagdo a L3-BOC (23). Os produtos
oxidados foram isolados por HPLC e caracterizados por ESI-MS, tendo sido formulados como L8

ou L9.

A conjugacéo das sequéncias NLS-BBN e GGG-NLS-BBN ao composto L3-BOC (23)
originou os conjugados L11 e L12, respectivamente. A reaccdo para a sintese de L11 foi
realizada em solucdo e as cadeias laterias das Lys e a Pro da sequéncia NLS encontravam-se
desprotegidas. Para determinar qual destes aa estava envolvido na ligacdo de NLS-BBN a L3-
BOC, o conjugado L11 foi analisado por MS-MS. Desta analise concluimos que L3-BOC se

tinha ligado a NLS-BBN através da primeira Lys da sequéncia NLS.
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Para garantir a ligacdo do NLS & BBN através da Val e a sequéncia GGG através da Pro,
preparamos a sequéncia peptidica GGG-NLS-BBN em fase soélida e conjugamo-la
posteriormente a L3-BOC também em fase sélida. Nesta metodologia todos os aa possuiam as
suas cadeias laterais protegidas ficando apenas o aa do N-terminal disponivel para formacdo da
ligacdo amida com L3-BOC. A analise de L12 por MS-MS mostrou que a ligacdo de L3-BOC a
GGG-NLS-BBN tinha ocorrido na Gly do N-terminal da sequéncia e que o NLS se tinha ligado a

GGG pela Pro e a BBN[7-14] pela Val, tal como era esperado.

Os complexos de rénio (1), contendo analogos da BBN e unidades intercaladoras, foram

obtidos por reaccdo do complexo Re3, isolado no capitulo 2, com os diferentes analogos

peptidicos, tal como se indica no esquema 4.7.

Esquema 4.7

OH NH-X
(o] (0]
’\|I/\N/\\—I + '\|I/\N/\’\—| .
\ \
\N’ 0 I/Nl,,,Le\\\\\NHZ \N/ 0 ,/N/z,,Le\\\\\NHZ

HBTU, DMF, DIPEA, X-BBN co” Yo
CcO

0”1 Yo
O N co ou resina-X-BBN O N
—/J_ C 94

N~ ’il\

Re6: X = SGS-BBN

Re3 Re7: X = GGG-BBN

Re8: X = SGS-BBN(O)
Re9: X = GGG-BBN(O)
Rell: X = NLS-BBN
Rel2: X = GGG-NLS-BBN

Nestas reaccfes obtiveram-se os complexos Re6, Re7, Rell e Rel2 como espécies
Unicas e a sua caracterizacdo fez-se por HPLC e ESI-MS (tabela 4.7). Contudo, durante o
armazenamento destes compostos, Re6 e Re7 tinham tendéncia para se converterem nos seus
complexos analogos oxidados: Re8 e Re9. Nestas situacdes os diferentes compostos foram

separados por HPLC e caracterizados por ESI-MS.
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Tabela 4.7: Caracterizacdo por HPLC e ESI-MS dos complexos Re6-Re9, Rell e Rel2.

HPLC ESI-MS
Complexo Método  t,e (Min) Tedrico Experimental Formula
Molecular
Re6 1034,94 1034,5 [M]**
(fac-[Re(CO)5(k3-L6)]2™) ¢ 2048 690,30  690,1 [M+H]*" CooFlazaMNz3020Re151
Re7 1004,94 1004,7 [M]**
(fac-[Re(CO)s(x *-L7)]>") ¢ 20,63 67020 6703 Mty | o izNeCuRes:
Re8* 695,63 695,9 [M+H]**
(fac-[Re(CO)5(k *-L8)]?Y) ¢ 19,00 1042,95  1043,0 [M]** CooFlazaMz3021Re15s
Re9* c 2004 675,63 675,6 [M+H]*" CatiaNosOnRES:
(fac-[Re(CO)3(k 3-L9)]?") 1012,94 1012,6 [M]?*
Rell 1809,1
(F20-[Re(COY (K LI A 15,04 1809,94 2V Na-2H]™ C122H101N34025Re; S,
Re12 958,83 958,3 [M+H]**
(20-[Re(COY (K L1 o 16,88 719,37 719,3 [M+2H]** | CiagHa00Na7025Re1S;
575,70  575,7 [M+3H]**

* Estes compostos correspondem aos analogos peptidicos oxidados na Met; ** Método de HPLC utilizado

encontra-se descrito na Parte Experimental (capitulo 6).

Para o complexo Rell a caracterizacdo por ESI-MS apresentava um pico para o ido
molecular de muito fraca intensidade. Por esta razdo decidimos analisar Re11 por MS-MS mas

a analise também nao foi conclusiva.

A avaliacdo do complexo Rel2 e da respectiva sequéncia peptidica L12 ainda esta a

decorrer e por isso ndo foram descritos quaisquer estudos com estes compostos.

Para uma possivel aplicacdo terapéutica dos complexos de *™Tc, fomos avaliar se o
complexo final, com o vector biolégico e com o intercalador, era capaz de atravessar a
membrana celular e de se acumular no nucleo da célula. Esta avaliacdo foi feita num estudo
dindmico com células PC-3 por microscopia confocal de fluorescéncia para Re6 e Re7. A
caracterizacdo por ESI-MS do complexo Rell, com a sequéncia NLS-BBN, foi ambigua e por

isso este composto ndo foi avaliado nos ensaios de microscopia de fluorescéncia.
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Nos estudos de fluorescéncia verificAmos que Re6 e Re7 atravessavam a membrana
celular e localizavam-se no nucleo das células PC-3. Embora se trate de uma andlise qualitativa,
0 complexo Re7 parecia atravessar a membrana celular e nuclear mais significativamente do

que Re6.

A quantificacdo da captacdo celular observada por microscopia de fluorescéncia foi feita
com os complexos analogos de *™Tc. Nestes estudos, para além de Tc6 e Tc7, estudamos 0s
analogos oxidados (Tc8 e Tc9) e o complexo com a sequéncia NLS-BBN (Tcll). Estes
complexos foram sintetizados por reaccdo do precursor 7fac-[*"Tc(CO)s(H,0)s]* com os
respectivos conjugados peptidicos L6-L9 e L11 e foram formulados como sendo do tipo fac-

[*™Tc(CO)s(k*-L)]** (L = L6 (Tc6), L7 (Tc7), L8 (Tc8), L9 (Tc9), L11 (Tcll)) (esquema

4.4).

Esquema 4.4

NH-X NH-X
(I/go o)
2 LN
, SN HN \N/ 0 , /N"v:.TC"““ 2
4L
N o’ L co

N fac-[*™Tc(H,0),4(CO) ]+
VY L > 4
N L4
100°C, 30 min, pH = 7,4
& &
N
\ |

\ 0

S

L6: X = SGS-BBN
L7: X = GGG-BBN
L8: X = SGS-BBN(O)
L9: X = GGG-BBN(O)
L11: X = NLS-BBN

Tc6: X = SGS-BBN
Tc7: X = GGG-BBN
Tc8 X = SGS-BBN(O)
Tc9: X = GGG-BBN(O)
Tcll X = NLS-BBN

Todos os complexos de *™Tc (1) mostraram ter um caracter hidrofilico, com valores de

log Dow que variaram entre (-1,91 = 0,05) e (-0,68 = 0,07), muito provavelmente devido a

presenca do analogo peptidico.

166



4. Complexos de Rénio (1) e Tecnécio (1) Estabilizados por Ligandos Contendo uma Unidade
Intercaladora e Analogos da Bombesina

Quando se pretende obter complexos especificos de ®™Tc é também importante saber

se a presenca do vector bioldgico o torna selectivo para células que sobreexpressam receptores
que reconhecem esse vector. Por esta razdo os complexos de *"Tc foram estudados com
células PC-3, que sobreexpressam os receptores do GRP, e com células B16-F1 que nao

expressam esses receptores.

Ap6s 4 h de incubacdo com células PC-3, verificou-se que Tc7 tinha uma internalizacdo
celular (17,9%) e nuclear (10,4%) mais elevada do que Tc6 (12,6% e 2%, respectivamente),
resultados que confirmavam os previamente obtidos por microcopia confocal de fluorescéncia.
Tendo em conta que estes complexos s6 diferiam na natureza do espacador entre L3 e a
BBN[7-14] (SGS wvs GGG) os resultados indicavam que a sequéncia GGG favorecia a
internalizacdo celular e nuclear. Foi com base nesta evidéncia experimental que escolhemos o
espacador GGG para sintetizar GGG-NLS-BBN, e para avaliar o efeito do NLS na internalizacdo
nuclear.

Verificou-se que, apds 4 h de incubacgdo, a internalizacédo celular dos complexos Tc6
(8,08%) e Tc7 (5,45%) era inferior nas células B16-F1. Este resultado veio demonstrar a
selectividade destes complexos para as células PC-3 e a sua capacidade para reconhecer os

receptores do GRP.

De todos os complexos estudados, o complexo Tcl1, com a sequéncia NLS-BBN, foi o
gue apresentava maior internalizacéo celular e nuclear, tanto em células PC-3 (19,9% e 17,7%,
respectivamente) como em células B16-F1 (19% e 13,4%, respectivamente). Estes resultados
devem-se certamente a presenca da sequéncia NLS. Como se verificou por MS-MS, a
integridade da sequéncia NLS pode estar parcialmente afectada neste analogo peptidico. Por
esta razdo, os valores de internalizacdo nuclear registados podem ser inferiores aos que se

obteriam se a sequéncia NLS estivesse completamente intacta.
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Em células PC-3 o0s complexos oxidados Tc8 e Tc9 apresentaram valores de
internalizacéo celular de 2,3% e 3,9% apos 4 h de incubagdo. Estes valores sdo muito inferiores
aos observados para os complexos analogos nao oxidados Tc6 (12,6%) e Tc7 (17,9%). Estes
resultados confirmaram que a oxidacdo observada nos compostos deve ocorrer na Met, que é

um aa essencial para o reconhecimento e interac¢do com o GRPr.

Em células B16-F1, os complexos Tc6-Tc9 apresentaram valores de internalizagédo
celular e nuclear semelhantes entre si, ndo havendo uma diferenca significativa no
comportamento dos complexos oxidados e ndo oxidados. Este resultado é expectavel tendo em
conta que a entrada dos compostos nas células B16-F1 ocorre por processos nao especificos,

dependentes unicamente da lipofilia dos compostos.

Estudos de radiotoxicidade dos complexos Tc6 e Tc7 com células PC-3 mostraram uma

elevada viabilidade celular (85-95%) mesmo para concentrac¢des radioactivas elevadas (30 uCi).

Estudos /n vitro com os complexos Tc6, Tc7 e Tcll mostraram que estes possuiam
baixa estabilidade em soro humano com tendéncia para a formacdo de produtos de
decomposicdo nao identificados ou para a conversdo nos respectivos analogos oxidados (Tc8 e
Tc9). Os complexos Tc8 e Tc9 também foram avaliados. A contrastar com os resultados
obtidos para Tc6 e Tc7, os complexos Tc8 e Tc9 apresentaram uma elevada estabilidade em
soro humano com uma baixa ligacdo as proteinas plasmaticas (~20%).

Estudos preliminares /n vivo foram realizados para os complexos Tc6 e Tc7 utilizando
ratinhos normais. Estes compostos possuiam uma rapida depuracdo sanguinea, uma excre¢ao
essencialmente hepatobiliar com elevada acumulacédo de actividade no figado e intestinos. A
acumulacdo de composto no pancreas, 6rgdo que expressa naturalmente o GRPr, era baixa.

Neste momento continuam a decorrer estudos para avaliagdo da captacdo celular do
complexo de **™Tc com a sequéncia peptidica GGG-NLS-BBN assim como a sua estabilidade /n

vitro e in vivo e 0 comportamento biolégico. No seguimento deste trabalho também continuam
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a decorrer estudos para a sintese de novos compostos especificos contendo um intercalador

derivado do antraceno e anélogos da BBN.
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0 %*™Tc é o is6topo com maior aplicacdo em medicina nuclear sendo utilizado em cerca
de 85% dos exames de diagnéstico (SPECT), devido as suas propriedades nucleares (ty, = 6,0
h, y = 140 keV), elevada disponibilidade, baixo custo e quimica diversificada. Para além do seu
reconhecido potencial em exames de diagnéstico, o ®™Tc também tem sido visto como um
radionuclideo com potencial para aplicagdo em terapia devido a emissédo de 4 e Auger por
decaimento.”'81°

O principal objectivo do trabalho apresentado nesta tese era contribuir para aumentar o
conhecimento sobre o potencial terapéutico do radionuclideo **"Tc enquanto emissor de e
Auger. Com esse objectivo pretendiamos preparar e avaliar biologicamente complexos de **™Tc
que continham o fragmento metalico fac-[**"Tc(CO)s]" estabilizado por ligandos tridentados do
tipo pirazolo-diamina funcionalizados com uma unidade intercaladora, com afinidade para o
ADN, e um vector biolégico com afinidade para receptores especificos sobreexpressos em
células tumorais.

Para aproveitar o efeito terapéutico do **™Tc os seus complexos deverdo acumular-se
no nucleo das células tumorais. Esta acumulacdo pode ser fomentada utilizando estruturas
intercaladoras, com reconhecida afinidade para o ADN, e/ou sequéncias peptidicas NLS com
reconhecida afinidade para translocar substancias para o nucleo das células.®***>%3% por esta
razdo também isolamos compostos que para além do intercalador continham uma sequéncia
peptidica NLS.

A sintese do precursor fac-[*™Tc(CO)s(H.0)s]* abriu novos caminhos na quimica
radiofarmacéutica.*** Neste composto os ligandos aquo podem ser prontamente substituidos
por ligandos mono, bi ou tridentados que podem permitir fazer a ligacdo do centro metélico a
diversas biomoléculas.** No estado de oxidacdo +1 a configuracéo electrénica d® de baixo spin
do i&o metalico resulta em complexos cineticamente inertes.! Verificou-se ainda que complexos
estabilizados por ligandos bidentados eram mais facilmente retidos no figado e nos rins do que

complexos estabilizados com ligandos tridentados que mostraram ser mais estaveis in vivo.
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O Grupo de Ciéncias Radiofarmacéuticas tem vindo a estudar complexos com a unidade
fac-[*™Tc(CO)s]"* estabilizada por ligandos tridentados do tipo pirazolo-diamina.3436:48-50.170.175
Estes complexos eram muito estaveis /7 vitro e in vivo.™"® Para além disso, os ligandos
pirazolo-diamina mostraram ser versateis na medida em que podiam ser funcionalizados em
varias posi¢des por forma a permitir a ligacdo a unidades intercaladoras ou a moléculas
biologicamente activas.***>° Neste trabalho utilizamos este tipo de ligandos que foram

funcionalizados na posicdo 4 do anel de pirazolo com unidades intercaladoras e na amina

central com diferentes sequéncias peptidicas.

As unidades intercaladoras utilizadas neste trabalho foram derivadas da acridina e do
antraceno. Estes intercaladores possuem estruturas aromaticas planares e séo conhecidos pelas
suas caracteristicas de emissdo de fluorescéncia e pela reconhecida afinidade para interactuar

com o ADN por intercalacéo entre os pares de bases da macromolécula.>”®

O vector biolégico explorado foi o péptido bombesina (BBN), que consiste numa

sequéncia peptidica de 14 aa com a seguinte constitui¢do:

Pyr-GIn-Arg-Leu-Gly-Asn-GIn’-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met**-NH,

Anélogos deste vector, que mantinham a sequéncia de aa [7-14] da BBN natural, foram

conjugados a amina central de ligandos pirazolo-diamina contendo uma unidade intercaladora.

O desenvolvimento de radiofarmacos direccionados para os receptores da BBN tem
como base a sobreexpressdo destes receptores em varios tipos de tumores, nomeadamente:
préstata, pancreas, mama, tracto gastrointestinal, pulméo (carcinoma de pequena célula) e em

carcinomas colorectais.'*®

Comecgamos entédo por sintetizar os ligandos tridentados contendo a unidade pirazolo-

diamina e uma unidade intercaladora na posicdo 4 do anel de pirazolo. Para atingir este
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objectivo preparamos as duas unidades intercaladoras, 18 e 19, derivadas do alaranjado de

acridina (AO, 18) e do 9-acridina &cido carboxilico (9-ACA, 19) (Fig. 5.1).

A o N
7 \/\/\NHZ
N N N
\
| CC
Z
N

18 19

Figura 5.1: Unidades intercaladoras: 18 e 19.

Estas unidades intercaladoras foram modificadas por forma a possuirem um grupo
amina que deveria reagir com um grupo carboxilato existente na posi¢cdo 4 do anel de pirazolo
da unidade pirazolo-diamina 8, como se exemplifica na figura 5.2. Apés reaccdo de 18 e 19

com 8 obtivemos os compostos L1 (AO) e L2 (9-ACA) (Fig. 5.2).
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Figura 5.2: Sintese dos ligandos L1 e L2 e dos complexos Rel/Tcl e Re2/Tc2.
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Avaliamos a capacidade dos compostos L1 e L2 para substituirem as trés moléculas de
agua, existentes no precursor fac-[M(CO)s(H,0)s]* (M = Re, **™Tc). Nestas reaccdes verificou-
se que os ligandos L1 e L2 coordenavam ao centro metalico de um modo tridentado
conduzindo aos complexos Rel/Tcl e Re2/Tc2 (Fig. 5.2). Os complexos de “™Tc foram
caracterizados por compara¢do do seu perfil cromatografico, obtido por HPLC, com o dos

complexos anéalogos de rénio (1).

De seguida fomos avaliar se as unidades intercaladoras presentes em L1, L2, Rel e
Re2 mantinham a afinidade para o ADN, apés ligacdo a unidade pirazolo-diamina e ao
fragmento metéalico fac-[M(CO)s]" (M = Re, *™Tc). Para tal estudou-se a interaccdo com o ADN
de L1, L2, Rel e Re2 utilizando diversas técnicas espectroscopicas, nomeadamente UV-
Visivel, fluorescéncia, CD e LD. Nestes estudos verificAmos que a unidade intercaladora 18
(comum a L1 e Rel) apresentava afinidade para o ADN e que 0s compostos se comportavam
como intercaladores perfeitos. Por outro lado, a unidade intercaladora 19 (comum a L2 e Re2)
demonstrou uma baixa afinidade para o ADN. Provavelmente, a presenca da funcdo amida na
posicdo 9 das unidades aromaticas de L2 e Re2 poderd impossibilitar a intercalacdo dos
compostos entre os pares de base do ADN, possivelmente por razbes de natureza
estereoquimica.®® A baixa interaccdo com o ADN encontrada para os compostos L2 e Re2 ndo
permitiu determinar as constantes de ligacdo destes compostos ao ADN.

Para L1 e Rel foram determinadas as constantes de ligacdo ao ADN (K) por ajuste dos
dados obtidos nas titulages de UV-Visivel e fluorescéncia a modelos matematicos de
Scatchard, Kaminoh e McGhee von Hippel. Utilizando os dados obtidos no CD também se
calcularam valores de K por ajuste dos dados experimentais ao programa PSEQUAD. Para L1 os
valores de K encontrados situavam-se entre (1,53 + 0,01) x 10° M™* — (2,04 + 0,11) x 10° M™.
Concretamente, pelo modelo de McGhee von Hippel, a partir do qual também se determina a
distancia, em pares de base, entre duas moléculas intercaladas (r7), encontraram-se valores de
K = (1,93 £ 0,22) x 10° M e n= 2,7. Estes valores sdo comparaveis aos descritos na literatura
para o AO.”*#% para Rel os valores de K encontrados situavam-se entre (1,17 + 0,68) x 10°

M™* - (2,50 + 0,01) x 10° M. Pelo modelo de McGhee von Hippel encontraram-se valores de K
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= (1,17 = 0,68) x 10° M e 7= 17,8. O valor de n encontrado é bastante elevado levando-nos
a considerar que, para além do comportamento de Rel como intercalador, ele pode ainda
estabelecer interac¢bes electrostaticas com os grupos fosfato do ADN. Pensamos que esta
interaccdo adicional pode ser devida a carga global de Rel (+2) e a possivel protonacéo das

aminas alifaticas deste complexo ao valor do pH de trabalho (pH = 7,4).

Como ja referido, os ligandos L1 e L2 reagiram com o0 precursor fac-
[*®*™Tc(CO)3(H,0)s]" originando os complexos Tcl e Tc2, respectivamente (Fig. 5.2). Estes
complexos foram obtidos com elevado rendimento e actividade especifica. Para estes
complexos obtiveram-se valores de log Dy, de 0,56 + 0,02 (Tcl) e 0,74 £ 0,01 (Tc2) o que

mostra que estes compostos tinham um caracter lipofilico.

Tendo em conta a elevada interaccdo/afinidade dos compostos L1 e Rel para o ADN,
estudou-se a interac¢ao do complexo Tcl com ADN plasmidico pucl9, por electroforese em gel
de agarose. Neste ensaio verificAmos que o complexo Tcl induzia quebras simples no ADN
convertendo a forma superenrolada (FSE) em forma circular (FC), sendo esta conversdo da
ordem dos 30%. Neste estudo Rel e [*™TcO,] foram também avaliados para excluir efeitos de
massa e avaliar o efeito da auséncia do intercalador. Para estes compostos a conversdo da
forma superenrolada (FSE) do ADN em forma circular (FC) foi bastante mais baixa, podendo

este efeito ser devido a agitacdo ocasional das amostras (Rel: 15%; [*°"TcO.]: ~6%).

Ensaios de cito- e radiotoxicidade com os compostos L1, L2, Rel, Re2, Tcl e Tc2 e
células B16-F1 e/ou PC-3 mostraram que estes compostos ndo tinham um efeito significativo na

viabilidade celular.

Tirando partido das propriedades fluorescentes das unidades intercaladoras presentes
em L1, L2, Rel e Re2, foi possivel sequir, /n vitro e em tempo real, a localizacdo celular dos
diferentes compostos por microscopia de fluorescéncia. Nestes estudos de captacdo celular

verificamos que todos os compostos se localizavam no interior das células (B16-F1 e/ou PC-3)
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com acumulacdo preferencial nos nucléolos. De um modo qualitativo, parecia que L1 e Rel

internalizavam no nucleo das células de um modo mais significativo do que L2 ou Re2.

A captacdo celular foi quantificada utilizando os complexos analogos de ®™Tc (Tcl e
Tc2). Verificou-se uma baixa internalizagdo celular (1,1%) e nuclear (0,19%) para Tc2 em
células B16-F1, de acordo com o que foi observado por microscopia de fluorescéncia. Este
resultado e a fraca afinidade de Re2 para o ADN, encontrada nos estudos espectroscépicos,

levaram-nos a excluir L2 e Re2 para ligagao posterior a vectores biolégicos especificos.

O complexo Tcl mostrou uma significativa internalizacdo nuclear nas células B16-F1
(23%) e PC-3 (14,8%), apos 4 h de incubacéo. Este resultado concordava com os obtidos por
microscopia de fluorescéncia e levaram-nos a escolher L1 para posterior ligagdo a um vector
biologico. Para concretizar este objectivo, era necessaria a presenca de um grupo carboxilato
em L1 que permitisse a ligacdo a funcdo amina de um péptido biologicamente activo. Este
grupo carboxilato foi introduzido na amina central da unidade pirazolo-diamina de L1
originando a estrutura trifuncional L3 (Fig. 5.3).

Da reaccdo de L3 com o precursor fac-[Re(CO)s(H,0);]" obteve-se o complexo Re3
gue se apresenta na figura 5.3. Apds analise por RMN verificou-se que a presenca do braco
butirico na amina central da unidade pirazolo-diamina nédo afectava a coordena¢do ao centro

metalico da estrutura base pirazolo-diamina.

A captacgdo celular dos compostos L3 e Re3 foi avaliada por microscopia confocal de
fluorescéncia com células B16-F1. Verificou-se que ambos 0s compostos internalizavam nas
células acumulando-se no nucleo das mesmas. Contudo, esta internalizacdo era inferior a
observada para L1 e Rel. Tendo em conta que a entrada nas células B16-F1 dos compostos,
descritos até ao momento, ocorre por processos nao especificos, a menor internalizagdo
encontrada para L3 e Re3 deve-se provavelmente a presenca do grupo carboxilato livre. Este
grupo confere um caracter mais hidrofilico a L3 e Re3 e por isso a sua internalizacdo é mais

baixa.
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Figura 5.3: Ligacdo de anélogos peptidicos a ligandos pirazolo-diamina contendo um

intercalador e sintese dos respectivos complexos de rénio (1) e *™Tc (1).

Sintetizamos analogos da BBN que continham a sequéncia de aa 7-14 da BBN natural

(Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH,). Esta escolha baseou-se em dados da literatura que

mostraram que a BBN[7-14] é a responsavel pelo reconhecimento e interaccdo com 0s

receptores do GRP.!? Nestes analogos introduzimos cadeias espagadoras peptidicas que

permitiriam fazer a ligacdo entre o péptido e o ligando pirazolo-diamina e possivelmente

modular a farmacocinética dos complexos radioactivos finais. Também incluimos uma sequéncia
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NLS nalgumas destas cadeias peptidicas, pretendendo desta forma aumentar a entrada do
radionuclideo no nucleo das células e potenciar o efeito terapéutico dos e” Auger emitidos.

As sequéncias peptidicas sintetizadas foram as seguintes:

- Ser-Gly-Ser-BBN[7-14]: SGS-BBN
- Gly-Gly-Gly-BBN[7-14]: GGG-BBN
- Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-BBN[7-14]: NLS-BBN

- Gly-Gly-Gly-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-BBN[7-14]: GGG-NLS-BBN

Todas as sequéncias peptidicas foram preparadas num sintetizador automaético
utilizando a quimica de proteccdo Fmoc e a técnica SPPS.'®® A caracterizacdo dos diferentes

analogos peptidicos foi realizada por HPLC e ESI-MS.

Apbs varias tentativas, o composto L3 foi ligado com sucesso aos analogos da BBN
SGS-BBN e GGG-BBN resultando nos conjugados peptidicos L6 e L7 (Fig. 5.3) que foram
caracterizados por ESI-MS e HPLC. No entanto, durante estas reac¢des de conjugagdo foram
sempre obtidos, isolados e caracterizados os respectivos analogos oxidados L8 e L9,
respectivamente. Tendo em conta dados da literatura, consideramos que estas espécies
deveriam corresponder aos conjugados L6 e L7 oxidados na Met, por ser o aa que apresenta
mais facilidade em se oxidar nos sistemas biolégicos.**°

A reacgdo de L3 com a sequéncia NLS-BBN foi realizada em solugdo originando o
conjugado L11 como espécie Unica. Nesta reaccdo as cadeias laterais das Lys e a Pro na
sequéncia NLS-BBN encontravam-se desprotegidas, constituindo locais possiveis de ligagdo a
L3. Devido a este facto a conjugacdo de L3 poderia ter ocorrido em diferentes posi¢cdes da
sequéncia NLS. Para determinar qual dos aa estava envolvido na ligacdo a L3, o conjugado L11
foi analisado por MS-MS. Desta andlise concluimos que L3 se tinha ligado a cadeia lateral da
primeira Lys da sequéncia NLS-BBN.

Para melhor controlar o local de conjugacdo fez-se reagir L3 com a sequéncia GGG-

NLS-BBN em fase soélida originando o conjugado L12 como espécie Unica. Nesta reaccdo
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todos os aa da cadeia peptidica possuiam as cadeias laterais protegidas com diferentes grupos
para garantir que s6 a Gly do N-terminal ficaria disponivel para formar uma ligacdo amida com
L3. A analise por ESI-MS e MS-MS confirmou que em L12 a ligagdo de L3 a sequéncia GGG-
NLS-BBN tinha efectivamente ocorrido na Gly do N-terminal e que o NLS se tinha ligado a

sequéncia GGG pela Pro e a BBN[7-14] pela Val, tal como desejado.

Para a sintese dos complexos de rénio (I), contendo as unidades intercaladoras e os
analogos peptidicos, foi necessario preparar o complexo Re3 (Fig. 5.3), que possui um grupo
carboxilato livre na amina central necessario para fazer a ligacdo ao grupo amina do N-terminal
das sequéncias peptidicas. Da reaccdo de Re3 com os diferentes analogos peptidicos

obtiveram-se complexos do tipo fac[Re(CO);(k>-L)]** (L = L6 (Re6), L7 (Re7), L11 (Rell),

L12 (Rel2)). As reaccles para obtencdao de Re6, Re7 e Rell foram realizadas em solucdo
enquanto Rel2 foi obtido por reaccao em fase solida. A caracterizagdo destes compostos foi
realizada por HPLC e ESI-MS.

Verificou-se que durante o armazenamento de Re6 e Re7 estes sofriam oxidagao
parcial na Met convertendo-se nos seus analogos oxidados Re8 e Re9, respectivamente. Os

compostos oxidados foram separados dos nao oxidados por HPLC e caracterizados por ESI-MS.

Tendo em conta que no espectro de ESI-MS de Rell o pico correspondente ao ido
molecular era pouco intenso (ver figura 4.19), o composto foi analisado por MS-MS. Esta
andlise revelou-se inconclusiva ndo tendo sido possivel inferir qual a verdadeira estrutura de

Rell.

Por possuirem as estruturas desejadas e por estas serem bem definidas, a captacao
celular de Re6 e Re7 foi avaliada por microscopia de fluorescéncia utilizando células PC-3.
Tirando partido das caracteristicas de emissdo da unidade intercaladora presente nestes
compostos, verificou-se que eles internalizavam nas células acumulando-se nos nucléolos.
Embora se tratasse de uma analise qualitativa, o complexo Re7 parecia internalizar mais

significativamente do que Re6.
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A captacdo celular observada para os complexos Re6 e Re7, por microscopia de
fluorescéncia, foi quantificada recorrendo aos complexos analogos de *™Tc. Nestes estudos
foram também avaliados os complexos de *™Tc oxidados e o que continha a sequéncia
peptidica NLS-BBN. A sintese dos complexos de **™Tc foi feita por reaccdo dos conjugados
peptidicos L6-L9 e L11 com o precursor fac[*™Tc(CO)s(H,0);]* de que resultaram complexos
do tipo fac[*™Tc(CO);(13-L)]** (L = L6 (Tc6), L7 (Tc7), L8 (Tc8), L9 (Tc9), L11 (Tcll)).
Todos os complexos caracterizados por HPLC, demonstraram um caracter hidrofilico

significativo, com valores de log D, entre (-1,91 + 0,05) e (-0,68 + 0,07).

A captacgo celular dos complexos de *™Tc foi determinada em células B16-F1 e PC-3.
Ao contrario das células B16-F1, as células PC-3 possuem receptores que sdo reconhecidos pela
BBN. Pretendiamos desta forma avaliar a selectividade dos compostos para as células que
expressam o GRPr e verificar qual a influéncia do NLS e da oxidacao da Met observada nos

conjugados peptidicos L8 e L9.

Tc6 e Tc7 mostraram ser selectivos para as células PC-3 pois apresentavam valores de
internalizacdo celular elevados (12,6% e 17,9%) e superiores aos encontrados nos estudos com
células B16-F1 (8,08% e 5,46%) (Fig. 5.4). Destes dois complexos, Tc7, que contém o
espacador GGG, revelou uma internalizacdo nuclear selectiva e mais elevada em células PC-3
(10,4%) do que Tc6 (2%). Por esta razdo, a sequéncia espacadora GGG foi escolhida para ligar

ao NLS e para preparar GGG-NLS-BBN.
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Figura 5.4: Internalizacao celular de Tc6 (esquerda) e Tc7 (direita), apds 4 horas de
incubagdo a 37°C com células PC-3 e B16-F1. A internalizacdo celular é expressa em

percentagem do composto total adicionado as células (média + desvio padrdo, n = 3).
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Apds o mesmo tempo de incubacgdo (4 h) Tc11 internalizou muito mais no nicleo das

células PC-3 (17,7%) e B16-F1 (13,4%) do que Tc6 ou Tc7, demonstrando claramente o efeito

da sequéncia NLS.

Os complexos oxidados Tc8 e Tc9 apresentaram valores de internalizacdo celular muito

baixos (2,29% e 3,9%) em células PC-3, confirmando a hipdtese inicialmente avangada de que

a oxidacdo deveria ter ocorrido na Met. Este aa faz parte da sequéncia peptidica que reconhece

os receptores do GRPr sobreexpressos nas células PC-3, sendo evidente que a sua oxidagdo

levou a perda de afinidade do vector bioldgico para os receptores.

Para uma melhor visualizacao do comportamento dos complexos Tc6, Tc7 e Tcll nos

estudos realizados com células PC-3, mostra-se na figura 5.4 a distribuicao celular comparativa

destes compostos.
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Figura 5.5: Distribuicdo celular de Tc6, Tc7 e Tc11l em células PC-3 a 37°C.

Da analise da figura 5.4, é evidente que a fracgdo de Tc11 que se encontra no nicleo
das células é bastante elevada (~70%), mantendo-se praticamente constante ao longo do
tempo. Para Tc7 ~45% do composto €é translocado para o nlcleo das células, enquanto que

para Tc6 so6 ~10% do composto esta no nucleo.

Tendo em conta os resultados de especificidade e de internalizacdo celular obtidos para
Tc6 e Tc7, a radiotoxicidade destes complexos foi avaliada em células PC-3. Verificou-se que
estes compostos ndo tém qualquer efeito na viabilidade celular, mesmo quando sdo utilizadas

actividades elevadas dos complexos (30 uCi).

A estabilidade de Tc6-Tc9 e Tcll em soro humano e a percentagem de ligacao as

proteinas plasmaticas foram determinadas. Tc6 e Tc7 mostraram uma certa facilidade para se
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oxidarem neste fluido bioldgico e se converterem em Tc8 e Tc9. Por outro lado, Tc8 e Tc9
revelaram uma elevada estabilidade em soro e uma baixa ligacdo as proteinas plasmaticas
(~20%). Tcll apresentou também uma certa instabilidade em soro humano, embora a sua

decomposicao fosse mais lenta do que a dos complexos Tc6 ou Tc7.

Estudos preliminares /n vivo realizados para Tc6 e Tc7 mostraram que estes complexos
eram eliminados por via hepatobiliar, € que nao se fixavam em nenhum 6rgao ou tecido em

particular, com excepcao dos orgdos envolvidos na excrecdo (figado e intestinos).

A estrutura pirazolo-diamina, contendo uma unidade intercaladora derivada do
antraceno, ja havia sido explorada no Grupo de Ciéncias Radiofarmacéuticas.>* O respectivo
complexo de rénio (I) demonstrou alguma afinidade para o ADN e o complexo de *™Tc (I)
demonstrou um elevado potencial para provocar a morte de células tumorais B16-F1 por acgao
dos e Auger emitidos pelo ®™Tc.**** Por forma a introduzir selectividade nestes compostos
sintetizamos o ligando trifuncional L5, que possui um grupo carboxilato livre para ligacdo a um
vector bioldgico (Fig. 5.6). L5 reagiu com fac-[M(CO);(H,0)s]* originando Re5 (M = Re) e Tc5

(M = *"T¢) (Fig. 5.6).
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Figura 5.6: Sintese dos compostos L5, Re5/Tc5 e L10.

L10

O composto L5 foi ligado a sequéncia peptidica SGS-BBN originando L10 (Fig. 5.5)

que foi caracterizado por HPLC e ESI-MS.

Devido a limitagdes de tempo, ndo nos foi possivel sintetizar os complexos de rénio (I)
e P™Tc (I) estabilizados por L10. Consequentemente também ndo foi avaliado o

comportamento destes compostos quando em contacto com células PC-3.

Os resultados globais obtidos nesta tese, e que foram descritos sumariamente nos
paragrafos anteriores, mostraram-se bastante interessantes.

Pela primeira vez, foi demonstrado que era possivel alvejar de um modo especifico
células tumorais e respectivos nicleos com complexos tricarbonilo de rénio (I) e *°™Tc (I),

funcionalizados com uma unidade intercaladora e com um vector bioldgico. Este
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comportamento foi verificado, /in vitro e em tempo real, seguindo o percurso nas células de

complexos de rénio (I) por microscopia confocal de fluorescéncia, tirando partido das

propriedades de emissao da unidade intercaladora. Por outro lado, utilizando complexos

analogos de *™Tc (I) foi possivel confirmar e quantificar essa internalizagdo celular e nuclear.

De qualquer modo, por limitagdes de tempo, nao foi possivel completar e/ou iniciar

estudos que certamente ajudariam a compreender e a explicar melhor alguns dos resultados

descritos nesta tese. Neste contexto, gostariamos de realgar alguns estudos que consideramos

importante realizar futuramente:

1.

O conjugado L12 devera ser utilizado para sintetizar o complexo Tc12. Estudos de
internalizacdo em células B16-F1 e PC-3 deverdo ser realizados com Rel2 e Tcl2.
Caso se verificasse uma entrada especifica e mais significativa nas células PC-3 e uma
baixa radiotoxicidade, dever-se-ia sintetizar um ligando trifuncional analogo a L12 mas
com uma cadeia espacadora mais curta entre o intercalador e o pirazolo. A avaliagao
bioldgica destes novos ligandos e dos respectivos complexos de rénio (I) e #*™Tc (I)
permitiriam compreender a razdo pela qual, sendo L1 e Rel intercaladores perfeitos, o
complexo Tcl ndao promove a morte celular. Estes resultados ajudariam também a
compreender e explicar o comportamento bioldgico encontrado para Re6/Tc6 e

Re7/Tc7.

O conjugado peptidico L10 (Fig. 5.6), que contém como intercalador um derivado do
antraceno e como vector biolégico o analogo SGS-BBN devera ser utilizado para
preparar complexos tricarbonilo de rénio (I) e ®™Tc (I). O comportamento bioldgico
destes complexos em células PC-3 devera ser estudado, nomeadamente internalizacdo,
especificidade e efeito radiotdxico. Caso estes complexos tenham especificidade para as
células PC-3 e mantenham o efeito radiotdxico encontrado para a estrutura base que
lhes deu origem, o efeito bioldgico da introducao de uma sequéncia NLS, na sequéncia

peptidica, deveria ser avaliada. Caso se verificasse morte celular, a interaccdo dos
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complexos de rénio (I) com o ADN deveria ser estudada, recorrendo as técnicas

espectroscopicas ja descritas nesta tese.

Dever-se-a tentar compreender a razdo pela qual os conjugados L6 e L7 e os
respectivos complexos Re6 e Re7 sofrem oxidacdo na Met. Estudos anteriores
realizados, no Grupo de Ciéncias Radiofarmacéuticas, com o ligando pirazolo-diamina
conjugado aos analogos peptidicos GGG-BBN e SSS-BBN e sem qualquer unidade
intercaladora ndo revelaram a formacdo de espécies oxidadas.*®*’ Nesta tese também
mostramos que o ligando pirazolo-diamina com o analogo SGS-BBN e antraceno como
intercalador ndo sofria oxidacdo. Para além disso, fomos até ao momento os Unicos a
descrever na literatura a oxidacdo da BBN[7-14] durante a sua conjugacao a ligandos
bifuncionais.*® Seria interessante verificar se a oxidacdo que encontrdmos nos
compostos com AO esta relacionada com a natureza do intercalador. Para tal dever-se-
ia sintetizar novos compostos com outras unidades com reconhecida capacidade

intercaladora e significativamente fluorescentes.
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6.1. Materiais e Técnicas de Purificacao e de Caracterizacdo Quimica

- Solventes e Reagentes

Todos os reagentes quimicos e solventes utilizados eram de qualidade proé-analise e
foram usados sem qualquer purificacdao adicional, excepto quando indicado. Os solventes foram
secos e destilados de acordo com métodos descritos'”?:
- THF destilado de sdédio/benzofenona;
- CH,Cl, e CH3CN destilados de hidreto de calcio;
- MeOH destilado na presenca de magnésio metalico e iodo molecular.

Os solventes foram mantidos sob azoto e guardados com peneiros 4A (3A para

CH5CN).

- Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de 'H, *C (75,4 MHz) e '®F (281,98 MHz) foram efectuados em
CDCl; ou CDsOD e registados num espectrometro Varian Unity 300 MHz. Os desvios quimicos
sao apresentados em ppm e foram referenciados a partir das ressonancias do solvente residual,

relativamente ao tetrametilsilano, SiMe, (TMS).

- Espectroscopia de Infra-Vermelho (1V)
Os espectros de IV foram obtidos sob a forma de pastilhas de KBr, num espectrémetro

Bruker, Tensor 27.

- Espectrometria de Massa (MS)
Os espectros de massa foram obtidos num espectrometro ESI/QITMS Bruker HCT, com
ionizacdo por electrospray pelo Dr. Joaquim Margalo (ITN) ou por MALDI-TOF, no Instituto de

Tecnologia Quimica e Bioldgica, Universidade Nova de Lisboa, pela Dra. Ana Varela.
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- Analise Elementar de CHN
As andlises elementares de CHN foram efectuadas pelo Sr. Antdnio Soares no Instituto

Tecnoldgico e Nuclear (ITN), num analisador automatico EA 110 CE Instruments.

- Cromatografia em Camada Fina (TLC)

As reacgOes quimicas foram monitorizadas por TLC, utilizando tiras de silica-gel 0,25
mm, em suporte de aluminio (Merck). Os cromatogramas foram revelados com radiacao UV ao
comprimento de onda de 254 nm ou com iodo.

A estabilidade radioquimica dos compostos radioactivos foi monitorizada por TLC
utilizando tiras de silica-gel 0,25 mm, Polygram® Sil G da Macherey-Nagel. A detecgdo da
radioactividade no cromatograma fez-se com um detector Berthold LB 2723 equipado com um

cristal de cintilacao NaI(Tl).

- Cromatografia em Coluna

As cromatografias em coluna foram realizadas utilizando silica-gel 60, com
granulometria 0,060 mesh (Merck). As colunas foram cheias com uma mistura de silica-gel e
eluente, escolhido de acordo com o composto em estudo. Apds aplicacao da amostra no topo
da coluna, a eluicdo foi feita por accdo da gravidade e os compostos recolhidos em fracgdes de
volume adequado. As fraccOes recolhidas foram analisadas por TLC para determinar as que

correspondiam aos produtos pretendidos.

- Cromatografia Liquida de Alta Resolucdo (HPLC)

As anélises por HPLC dos ligandos, complexos de rénio e de **Tc foram realizadas num
sistema cromatografico equipado com uma bomba Perkin-Elmer LC 200 e com dois detectores
em série: um detector de radiacdo y (Berthold LB-507 A), e um detector UV (LC 290). Todos os
solventes utilizados foram de qualidade HPLC e foram desarejados com hélio. A agua era

bidestilada em aparelho de quartzo e filtrada utilizando filtros milipore 0,22 um.
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As condigOes cromatograficas para HPLC analitico foram as seguintes:
Coluna: Macherey-Nagel EC 250/4 Nucleosil 100-10 C18 (ou 100-5 C18)
Fluxo: 1,0 mL/min (ou 0,9 mL/min, com coluna 100-5 C18)

Deteccgéo UV: 254 nm
Eluentes: A- TFA 0,1 %; B- CHsCN
Método A:

Step t(min) 9%A %8B Curv

0 5,0 100 - -
1 3,0 100 - -
2 0,1 75 25 1
3 59 75 25 -
4 0,1 66 34 1
5 8,9 - 100 1
6 7,0 - 100 -
7 0,1 100 - 1
8 4,9 100 - -

As condigOes cromatograficas para HPLC semi-preparativo, utilizadas na purificacdo dos
compostos acima referidos, foram as seguintes:
Coluna: Macherey-Nagel EP 250/8 Nucleosil 100-7 C18
Pré-coluna: Macherey-Nagel EP 30/8 Nucleosil 100-7 C18
Fluxo: 2,0 mL/min
Deteccdo UV: 254 nm

Eluentes: A- TFA 0,1 %; B- CH;CN
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Método B:

Step t(min) 9%A %8B Curv

0 5,0 100 - -
1 3,0 100 - -
2 0,1 75 25 1
3 59 75 25 -
4 0,1 66 34 1
5 8,9 - 100 1
6 17,0 - 100 -
7 0,1 100 - 1
8 4,9 100 - -

Os analogos da BBN foram analisados e purificados utilizando o método A, descrito
anteriormente, ou o método C, que utilizou as seguintes condigdes:
Coluna: Macherey-Nagel EC 250/4 Nucleosil 100-5 C18
Fluxo: 1,0 mL/min
Deteccdo UV: 280 nm
Eluentes: A- TFA 0,1 %; B- CH3CN modificado com TFA 0,1%
Método C:

Step t(min) %A %8B Curv

0 5,0 100 - -
1 3,0 100 - -
2 0,1 75 25 1
3 5,9 75 25 -
4 0,1 66 34 1
5 43,9 10 90 1
6 2 10 90 -
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- Sintese Peptidica em Fase Sélida (SPPS)

Os analogos da BBN foram preparados num sintetizador automatico Liberty (Carolina do
Norte, CEM) usando a resina Rink amide MBHA (0,64 mmol/g; 100-200 mesh, NovaBiochem,
Merck, Alemanha) e o grupo Fmoc como protector. Todos os aa utilizados estao disponiveis
comercialmente e sdo da CEM (Carolina do Norte, USA). A clivagem das sequéncias peptidicas e
remogao simultdnea dos grupos protectores das cadeias laterais foi realizada utilizando uma
mistura de clivagem constituida por TFA:tioanisolo:H,0:etanoditiol nas proporgoes 36:2:1:1. Os
péptidos foram precipitados por adigdo de uma solugao de Et,O gelado. O sdlido resultante foi
separado e lavado varias vezes com Et,0. O produto obtido foi seco em vazio, purificado por

HPLC e caracterizado por ESI-MS.

- Medicéo da Actividade das Soluc¢des Radioactivas
A actividade das solucdes de *™Tc foi medida numa cdmara de ionizacdo (Aloka,

Curiemeter IGC-3) ou num contador gama (Berthold, LB2111).

- Medicdo da absorvancia em placas de 96 pocos
A absorvancia em placas de 96 pocos foi medida num espectrofotdmetro de placas

Power Wave Xs, Bio-Tek a 570 nm.

- Espectroscopia de UV-Visivel
Os espectros de UV-Visivel foram tracados num espectrémetro Hitachi U-2000
utilizando células de quartzo com percurso éptico de 1 cm. Os resultados foram corrigidos

tendo em conta o factor de diluigao das solugdes.

- Espectroscopia de Fluorescéncia

Os espectros de emissdo de fluorescéncia foram tracados num espectrofluorimetro LS
50B da Perkin Elmer utilizando cuvetes de quartzo de 1 cm de percurso dptico. As solugdes dos
compostos L1 e Rel foram excitadas a 470 nm e as solugOes dos compostos L2 e Re2 foram

excitadas a 359 nm. Os slits de emissao e excitacdo foram seleccionados para cada uma das
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solugbes de modo a maximizar a intensidade de fluorescéncia das mesmas. Foram obtidos os
espectros de emissao entre 400 e 700 nm para os compostos L1 e Rel, e entre 350 e 650 nm
para os compostos L2 e Re2, com uma velocidade de varrimento de 150 nm/min. Os
resultados foram corrigidos tendo em conta o factor de diluicdo das solugdes e a densidade

Optica ao valor do comprimento de onda de excitacao.

- Dicroismo Circular

Os espectros de CD foram tracados num espectropolarimetro Jasco J-720 que possui
um polarimetro com um fotomultimetro UV-Visivel (200-700 nm) utilizando cuvetes de 1 ou 2
cm de percurso Optico. O espectro do solvente no qual se encontravam solubilizados os
compostos (tampdo TRIS-HCL) foi subtraido ao espectro das amostras. Os espectros foram
tracados entre 200 e 650 nm com sensibilidade de 10 mdeg, resolucao de 0,2 nm, velocidade
de varrimento de 50 nm/min, resposta de 4 segundos, largura de banda de 0,5 nm e 3

acumulagdes por espectro.

- Dicroismo Linear

Para tracar os espectros de LD foi utilizada uma “flow-cell” num espectropolarimetro
Jasco J-500 A equipado com uma interface Jasco J e um PC IBM. A preparacao das amostras foi
efectuada com um dispositivo descrito na literatura para o estudo de solucdes de polimeros!’?
pelo Doutor Giampietro Viola da Universidade de Padua. O LD reduzido foi definido como a
razao entre os valores de LD e a absorvancia da amostra ndo orientada no estado estacionario

(Aiso): LDr = LD/Aiso.
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6.2. Sintese das Unidades Pirazolo-diamina

6.2.1. 3-acetil-4-oxopentanoato de etilo (1)*"*

o O o]
J
0 - o
0
\
1

OH

O

\

2,4-pentanodiona (15 mL, 14,355 g, 0,143 mol) foi adicionada, gota a gota, a 0°C, a
uma suspensao de NaH (6,300 g, 0,263 mol) em THF seco (200 mL). A mistura foi agitada
durante 1 h a 0°C. De seguida, fez-se a adigdo lenta, a 0°C, de bromoacetato de etilo (16 mL,
24,096 g, 0,164 mol) e a mistura ficou a agitar durante 3 h a 0°C e durante a noite a
temperatura ambiente. Apds este tempo, adicionou-se, a 0°C, 700 mL de uma solugdo HCl 2N e
extraiu-se com éter dietilico (Et,0). A fase organica foi seca com sulfato de magnésio (MgS0,)
anidro, filtrada e evaporada a pressao reduzida.

Rendimento: 21,090 g, 79% de 6leo castanho amarelado.

RMN *H (CDCl5): & (ppm) 1,13 (m, 6H, CH; enol, CH; oxo); 2,03 (s, 6H, 2CH; enol); 2,15 (s,
6H, 2CHs oxo); 2,75 (d, 2H, CH, oxo); 3,13 (d, 2H, CH, enol); 4,01 (m, 6H, 1CH oxo, 1CH enol,
1CH, oxo, 1CH; enol)

RMN *3C (CDCl5): & (ppm) 13,81 (CH; oxo, CH; enol); 23,04 (2CHs, enol); 25,93 (CH, oxo);
29.40 (2CHs, oxo); 32,989 (CH,, enol); 36,66 (CH oxo); 60,86 (CH, enol); 62,86 (CH, oxo);
104,14 (CH enol); 170,98 (C=0 oxo); 171,31 (C=0 enol); 191,66 (C-OH enol); 202,66 (C=0

0X0)
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6.2.2. N-(2-hidroxietil)-4-(metilpropionato)-3,5-dimetilpirazolo (2)*"°

N=N OH
//

O

)

2

Uma solugao de 2-hidroxietilhidrazina (7,7 mL, 8,639 g, 0,114 mol) em etanol (EtOH,
200 mL) foi adicionada, a 0°C, a uma solugao de 1 (21,09 g, 0,114 mol) em EtOH (100 mL).
Apds a adigdo, a mistura ficou a reagir a temperatura ambiente durante a noite. Ao fim deste
tempo evaporou-se o solvente a pressao reduzida.
Rendimento: 25,325 g, 99% de sdlido laranja escuro.
RMN *H (CDCl5): & (ppm) 1,22 (t, 3H, CHs); 2,15 (s, 3H, CHs); 2,17 (s, 3H, CHs); 3,30 (s, 2H,
CH,); 3,91 (t, 2H, CH,); 4,02 (t, 2H, CH,); 4,10 (q, 2H, CH,)
RMN 3C (CDCl;): & (ppm) 9,61 (CHs); 11,75 (CHs); 14,12 (CHs); 29.59 (CH.); 49,99 (CH,);

60,76 (CH,); 61,54 (CH,); 108,94 (C(4) pz); 137,68 (C(5) pz); 146,74 (C(3) pz); 171,59 (C=0)

6.2.3. N-(2-bromoetil)-4-(metilpropionato)-3,5-dimetilpirazolo (3)

I)I—N Br
G

o}

(

A uma solucao de 2 (1,000 g, 4,412 mmol) em tolueno (30 mL) adicionou-se PBr; (1

3

mL, 2,880 g, 10,639 mmol) e a mistura ficou em refluxo durante a noite. Evaporou-se o
solvente e foi feita uma extraccdo com uma solucdo aquosa saturada de hidrogenocarbonato de
sédio (NaHCOs) e cloroférmio (CHCl3). A fase organica foi separada, seca com MgSO, anidro,
filtrada e evaporada a pressao reduzida.

Rendimento: 0,981 g, 77% de 6leo castanho escuro.
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RMN *H (CDCl5): & (ppm) 1,21 (t, 3H, CHs); 2,15 (s, 3H, CHs); 2,20 (s, 3H, CHs); 3,29 (s, 2H,
CHy); 3,63 (t, 2H, CH,); 4,09 (m, 2H, CH,), 4,29 (t, 2H, CH,)

RMN *°C (CDCl;): & (ppm) 9,60 (CHs); 11,72 (CHs); 13,99 (CHs); 29,56 (CH,); 30,10 (CHy);
49,62 (CH,); 60,54 (CH,); 109,08 (C(4) pz); 137,41 (C(5) pz); 147,20 (C(3) pz); 171,25 (C=0)

6.2.4. N-ter-butoxicarbonilo-1,2-etanodiamina (4)*"°

NHBOC
N N

4

Uma solucdo de dicarbonato de di-fer-butilo (BOC) (20 g, 91,638 mmol) em dioxano
seco (100 mL) foi adicionada, gota a gota, a temperatura ambiente, a uma solugdo de 1,2-
diaminoetano (49 mL, 44,060 g, 733,104 mmol) em dioxano seco (100 mL). A mistura foi
deixada em agitacao durante 22 h e o solvente foi evaporado a pressao reduzida. Ao residuo
obtido adicionou-se agua (150 mL) e filtrou-se. O filtrado foi extraido com CHCl3 (4 x 50 mL) e a
fase organica depois de seca com MgS0, e filtrada, foi seca a pressao reduzida.
Rendimento: 10,404 g, 71 % de dleo amarelado.
RMN *H (CDCl5): & (ppm) 1,13 (s, 2H, NH,); 1,23 (s, 9H, 3CHs, BOC); 2,57 (t, 2H, CH,); 2,94
(q, 2H, CH,-NHBOC); 5,42 (s br, 1H, NH)
RMN *3C (CDCls): & (ppm) 28,03 (3CHs;, BOC); 41,49 (CH,); 43,06 (CH,); 78,51 (C-BOC);

156,00 (C=0, BOC)

6.2.5. Acetato de etil 2-(1-(2-(2-(tert-butoxicarbonilamino)etilamino)etil)-3,5-
dimetilpirazolo) (5)

N—=N N NHBOC
/k H
V

O

<

O composto 3 (0,962 g, 3,327 5 mmol) foi dissolvido em CH3;CN seco (10
mL). Foi preparada uma mistura de 4 (0,800 g, 4,992 mmol), carbonato de potassio (K,COs,

0,450 g, 3,256 mmol) e iodeto de potassio (KI, 0,030 g, 0,181 mmol) em CHsCN seco. Fez-se a
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adigao de 3 a esta mistura, gota a gota, e ficou em refluxo durante a noite. Apds esse tempo, a
suspensao foi filtrada e o solvente evaporado. O produto obtido foi purificado por cromatografia
em coluna (eluente: CHCl; 90% / MeOH 10%).

Rendimento: 1,011 g, 82% de déleo amarelado.

RMN H (CDCl;): & (ppm) 1,15 (t, 3H, CHs); 1,35 (s, 9H, 3CH; (BOC)); 1,95 (s, 1H, NH), 2,10
(m, 6H, 2CHs); 2,63 (t, 2H, CH,); 2,91 (t, 2H, CH,); 3,10 (m, 2H, CH,); 3,24 (s, 2H, CH,); 4,02
(m, 4H, 2CH,); 5,16 (s, 1H, NH-BOC)

RMN *3C (CDCl3): & (ppm) 9,57 (CHs); 11,70 (CH3); 14,01 (CHs); 28,23 (3CH; (BOC)); 29,56
(CH,); 39,78 (CH,); 48,14 (CH,); 48,38 (CH,); 60,54 (CH,); 77,20 (CH,); 78,84 (C-BOC); 108,94

(C(4) pz); 137,17 (C(5) pz); 146,51 (C(3) pz); 155,95 (C=0); 171. 41 (C=0)

6.2.6. Acetato de etil-2-(1-(2-(tert-butoxicarbonil(2-(tert-

butoxicarbonilamino)etil)amino)etil)-3,5-dimetilpirazolo) (6)

BOC

/\l

-N N NHBOC
T

<z

O

A

Uma solucdo de BOC (0,659 g, 3,018 mmol) em THF seco (25 mL) foi adicionada, gota

o

6

a gota, a 0°C, a uma solugao de 5 (1,011 g, 2,744 mmol) em THF seco (25 mL). A mistura foi
agitada durante 2 h e meia a temperatura ambiente. Evaporou-se o solvente. De seguida, foi
feita uma extraccdo com uma solugao aquosa saturada de Na,CO; e CH,Cl,. Separou-se a fase
organica, secou-se com MgSO0,, filtrou-se e evaporou-se o solvente.

Rendimento: 0,943 g, 73% de d6leo amarelado.

RMN *H (CDCl3): & (ppm) 1,19 (t, 3H, CHs), 1,39 (m, 18H, 6CHs (BOC)), 2,11 (m, 6H, 2CH;);
3,00 (m, 2H, CHy); 3,09 (m, 2H, CH,); 3,27 (s, 2H, CH,); 3,48 (t, 2H, CH,); 4,05 (m, 4H, 2CH,);

4,92 e 5,14 (1H, NH-BOC)
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RMN 3C (CDCl): & (ppm) 9,38 (CHs); 11,80 (CHs); 14,16 (CHs); 27,34 (3CH; (BOC)); 28,34
(3CH; (BOC)); 29,74 (CH,); 39,42 (CHy); 46,77 (CH,); 48,26 (CH,); 60,66 (CH,); 79,04 (C-
BOC); 80,20 (C-BOC); 85,13 (CH,); 109,12 (C(4) pz); 137,35 (C(5) pz); 146,68 (C(3) pz);

154,67 (C=0); 155,74 (C=0); 171,47 (C=0)

6.2.7. 2-(1-(2-(tert-butoxicarbonil (2-(tert-butoxicarbonilamino)etil)amino)etil)-3,5-

dimetilpirazolo) acido acético (7)

BOC
/N
I)I—N N NHBOC
F
o}
HO

Uma solugdo de NaOH (0,805 g, 20,12 mmol) em agua foi adicionada a uma solugdo de
6 (0,943 g, 2,012 mmol) em THF (20 mL) e a mistura refluxou durante a noite. Apds esse
tempo, neutralizou-se com uma solucdo de HCI 1IN e evaporou-se o solvente a pressao
reduzida. Fez-se a extracgdo do residuo seco com CH,Cl, e secou-se a fase organica.
Rendimento: 0,625 g, 70% de solido amarelado.
RMN *H (CDCl3): & (ppm) 1,35 (s, 18H, 6CH; (BOC)), 2,05 (s, 6H, 2CHs), 2,93 (m, 2H, CH,);
3,03 (m, 2H, CHy); 3,12 (s, 2H, CHy); 3,43 (m, 2H, CHy); 3,55 (m, 2H, CHy); 4,01 (m, 2H, CH,);
5,32 (s, 1H, NH-BOC)
RMN *3C (CDCl3): & (ppm) 9,25 (CHs); 11,73 (CH3); 28,27 (6CH; (BOC)); 29,61 (CH,); 39,36
(CH,); 46,86 (CH,); 48,19 (CH,); 62,07 (CH,); 78,96 (C-BOC); 80,20 (C-BOC); 112,18 (C(4) pz);

136,68 (C(5) pz); 146,81 (C(3) pz); 155,51 (C=0); 156,03 (C=0); 178,34 (C=0)
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6.2.8. Tert-Butil N-(2-{[(tert-butoxi)carbonil](2-{4-[2-(2,5-dioxopirrolidinil)-2-

oxoetil]-3,5-dimetilpirazolo}etil)amino}-etil) carbamato (8)

BOC

/|

N—N N NHBOC

(L

Z/

A uma solucao de 7 (0,667 g; 1,514 mmol) em CH,Cl, seco (20 mL), em banho de gelo,
foi adicionada N-hidroxisuccinimida (NHS) (0,193 g; 1,665 mmol) e a mistura resultante foi
agitada durante 30 min. Em seguida, adicionou-se a 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etil-
carbodiimida hidrocloretada (EDC, 0,319 g, 1,665 mmol) e deixou-se a mistura reaccional sob
agitacdo, a temperatura ambiente, durante 48 h. Decorrido esse tempo, o solvente foi
evaporado na linha de vazio e o residuo resultante foi extraido com CH,Cl,. A fase organica foi
seca com MgSOQ,, filtrada e evaporada a pressao reduzida.

Rendimento: 0,411 g, 50% de sélido amarelado.

RMN *H (CDCl;): & (ppm) 1,36 (s, 9H, 3CH; (BOC)); 1,40 (s, 9H, 3CH; (BOC)); 2,12 (s, 3H,
CHs); 2,16 (s, 3H, CHs); 2,77 (s, 4H, 2CH,, NHS); 2,96 (m, 2H, CH,); 3,05 (m, 2H, CH,); 3,47
(t, 2H, CH.); 3,59 (s, 2H, CH,); 4,05 (m, 2H, CH,); 4,92 e 5,13 (s, 1H, NH-BOC)

RMN *3C (CDCl5): & (ppm) 9,35 (CHs); 11,66 (CHs); 25,48 (2CH,, NHS); 26,47 (CH2); 28,31
(6CH; (BOC)); 29,61 (CH,); 39,35 (CH,); 46,88 (CH,); 48,02 (CH,); 78,99 (C-BOC); 80,23 (C-
BOC); 106,69 (C(4) pz); 138,38 (C(5) pz); 147,06 (C(3) pz); 155,34 (C=0); 155,74 (C=0);

166,43 (2(C=0), NHS); 169,83 (C=0)
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6.2.9. 3-acetil-4-oxopentanoato de benzilo (9)

2,4-pentanodiona (6,320 g, 63,122 mmol) foi adicionada lentamente a 0°C a uma
suspensdo de NaH (2,777 g, 69,434 mmol) em THF seco (100 mL). Apds 1 h de agitacao a 0°C,
adicionou-se bromoacetato de benzilo (14,460 g, 63,122 mmol). A mistura foi agitada a 0°C
durante 5 h e durante a noite a temperatura ambiente. Adicionou-se HCI 2N (316 mL) e extraiu-
se de seguida com Et,0 (5 x 50 mL). A fase organica foi seca com MgSQ,, filtrada e o solvente
foi evaporado a pressao reduzida.
Rendimento: 15,319 g, 98% de 6leo amarelo.
RMN *H (CDCls): & (ppm) 2,08 (m, 3H, CHs); 2,18 (m, 3H, CH;); 2,86 (t, 2H, CH,, oxo0); 3,24
(t, 2H, CH,, enol); 4,10 (g, 1H, CH, oxo); 5,05 (m, 4H, CH, oxo, CH, enol); 7,27 (m, 10H,
10CH-Ar); 16,79 (OH, enol)
RMN *3C (CDs;0D): & (ppm) 23,02 (2CHs, enol); 25,91 (CH,, oxo); 29,38 (2CHs, oxo); 32,24
(oxo0); 32,94 (enol); 36,58; 62,76 (CH, oxo); 66,54 (CH,, oxo); 104,03 (C, enol); 128,16 (10CH-

Ar); 135,23 (C-Ar); 170,83 (ox0); 171,13 (enol); 191,71 (C-OH, enol); 202,28 (2C=0, oxo)
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6.2.10. 1-(2-hidroxietil)-3,5-dimetilpirazolo) acetato de benzilo (10)

N—N OH

[

10

Uma solucdo de 2-hidroxietilhidrazina (4,695 g, 61,696 mmol) em EtOH (200 mL) foi
adicionada gota a gota a 0°C a uma solugao de 9 (15,319 g, 61,696 mmol) em EtOH (100 mL).
Apds reaccao durante a noite a temperatura ambiente, o solvente foi evaporado a pressdo
reduzida. O produto obtido foi purificado por cromatografia em coluna (eluente: CHCl; (99-
84%) / MeOH (1-16%)).

Rendimento: 17,335 g, 97 %, de 6leo amarelo.

RMN *H (CDCl5): & (ppm) 2,13 (s, 6H, 2CHs); 3,36 (s, 2H, CH,); 3,89 (t, 2H, CH,); 4,01 (t, 2H,
CH,); 5,08 (s, 2H, CH,); 7,30 — 7,33 (m, 5H, 5CH-Ar)

RMN *3C (CDCl;): & (ppm) 9,61 (CHs); 11,73 (CHs); 29,55 (CH,); 50,04 (CH,); 61,51 (CH,);
66,53 (CH,); 108,76 (C(4) pz); 128,05 — 128,48 (5CH-Ar); 135,70 (C-Ar); 137,77 (C3/C5 pz);

146,74 (C3/C5 pz); 171,38 (C=0)

6.2.11. 2-(1-(2-bromoetil)-3,5-dimetilpirazolo)acetato de benzilo (11)

N—N Br

&

11

Uma solucdo de trifenilfosfina (PPhs, 9,753 g, 37,184 mmol) em THF seco (30 mL) foi

adicionada, gota a gota, a uma solucao de 10 (4,874 g, 16,902 mmol) em THF seco (60 mL)
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contendo tetrabrometo de carbono (CBrs, 11,211 g, 33,804 mmol). Apds a adigdo obteve-se
uma suspensdo que ficou a reagir a temperatura ambiente durante a noite. Apds esse tempo
filtrou-se a suspens3ao e evaporou-se 0 solvente a pressao reduzida. O sodlido resultante foi
lavado com Et,0 e seco novamente.

Rendimento: 3,849 g, 65 % de sdlido castanho amarelado.

RMN *H (CDCl5): & (ppm) 2,13 (s, 3H, CHs); 2,16 (s, 3H, CHs); 3,33 (s, 2H, CH,); 3,64 (t, 2H,
CHy); 4,32 (t, 2H, CHy); 5,04 (s, 2H, CH,); 7,26 (m, 5H, 5CH-Ar)

RMN *3C (CDCl3): & (ppm) 9,90 (CHs); 11,53 (CH3); 29,54 (CH,); 30,13 (CH,); 49,72 (CHy);
66,61 (CH,); 109,50 (C(4) pz); 128,28 (5CH-Ar); 135,63 (C-Ar); 138,65 (C3/C5 pz); 147,01

(C3/C5 pz); 170,79 (C=0)

6.2.12. 2-(1-(2-(2-(tert-butoxicarbonilamino)etilamino)etil)-3,5-dimetilpirazolo)

acetato de benzilo (12)

N—N N NHBOC
l H
Y%
o
0
12

O composto 11 (4,543 g, 12,932 mmol) foi dissolvido em CH;CN seco (45 mL). Foi
preparada uma mistura de 4 (4,144 g, 25,864 mmol), K,CO3 (3,575 g, 25,864 mmol) e KI
(0,107 g, 0,647 mmol) em CHsCN seco (50 mL). Fez-se a adicdo de 11 a esta mistura, gota a
gota, e ficou em refluxo durante a noite. Apds esse tempo, a suspensao foi filtrada e seca a
pressao reduzida. O produto obtido foi purificado por cromatografia em coluna (eluente:
hexano (50-0%) / AcOEt (50-100%) / CHCIl; (100-0%) / MeOH (0-90%)).

Rendimento: 4,942 g, 89 % de dleo castanho escuro.
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RMN *H (CDCl5): & (ppm) 1,24 (s, 9H, 3CHs); 1,96 (s, 6H, 2CHs); 2,48 (t, 2H, CH,); 2,76 (t,
2H, CH,); 2,96 (m, 2H, CH,); 3,17 (s, 2H, CH,); 3,83 (t, 2H, CH,); 4,89 (s, 2H, CH,); 5,37 (s br,
1H, NH); 7,09 (m, 5H, 5CH-Ar)

RMN *3C (CDCl;): & (ppm) 9,06 (CHs); 11,24 (CHs); 27,82 (3CHs;, BOC); 29,07 (CH,); 47,72
(CHy); 48,01 (CH,); 65,75 (CHy); 77,22 (CH,); 78,13 (C-BOC); 108,28 (C(4) pz); 127,54 (5CH-

Ar); 135,30 (C-Ar); 136,71 (C3/C5 pz); 145,87 (C3/C5 pz); 155,55 (C=0, BOC); 170,62 (C=0)

6.2.13. Etil-4-((2-(4-(2-(benziloxi)-2-oxoetil)-3,5-dimetilpirazolo)etil)  (2-(tert-

butoxicarbonilamino)etil)amino) butanoato (13)

)

A

N
N—N" N N"SHBoc

(/

13
O composto 12 (4,346 g, 10,093 mmol) foi dissolvido em CHsCN seco (20 mL). A esta

solucdo foram adicionados trietilamina (EtsN, 8,4 mL, 60,558 mmol) e iodeto de sodio (Nal,
0,076 g, 0,505 mmol). Adicionou-se 4-bromobutirato de etilo (4,3 mL, 30,279 mmol), gota a
gota, a suspensdo anterior, dissolvido em CHs;CN seco (15 mL). Deixou-se a mistura em refluxo
durante 48 h. Apds esse tempo, filtrou-se a suspensao e evaporou-se o solvente a pressao
reduzida. Foi feita uma extraccdo com CH,Cl, e agua. A fase organica foi separada, seca com
MgS0, anidro, filtrada e evaporada a pressao reduzida. O produto assim obtido foi purificado
por cromatografia em coluna (eluente: CHCl; (100-0%) / MeOH (0-100%)).

Rendimento: 2,909 g, 53 % de 6leo amarelo claro.

RMN *H (CDCls): & (ppm) 1,16 (t, 3H, CHs); 1,36 (s, 9H, 3CHs, BOC); 1,55 (m, 2H, CH,); 2,10
(m, 8H, 2CHs, CHy); 2,36 (t, 2H, CH,); 2,42 (t, 2H, CH,); 2,68 (t, 2H, CH,); 2,98 (m, 2H, CH,);
3,30 (s, 2H, CHy); 3,91 (t, 2H, CHy); 4,02 (m, 4H, 2CH,); 5,02 (s, 2H, CH,); 5,32 (s br, 1H, NH);

7,26 (m, 5H, 5CH-Ar)
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RMN 3C (CDCl;): & (ppm) 9,58 (CHs); 11,60 (CHs); 14,10 (CH3); 22,24 (CH,); 28,33 (3CHs,
BOC); 29,58 (CH,); 31,28 (CHy); 47,14 (CHy); 53,17 (CHy); 53,44 (CH,); 53,51 (CH,); 60,08
(CHy); 66,32 (CH,); 66,33 (CH,); 78,66 (C-BOC); 108,74 (C(4) pz); 127,92-128,35 (5CH-Ar);
135,74 (1C-Ar); 136,85 (C3/C5 pz); 146,24 (C3/C5 pz); 156,04 (C=0, BOC); 171,11 (C=0);

173,42 (C=0)

6.2.14. 2-(1-(2-((2-(tert-butoxicarbonilamino)etil) (4-etoxi-4-oxobutil)amino)etil)-

3,5-dimetilpirazolo) acido acético (14)

0"
0
I;I—N N NHBOC
V.
o
HO
14

O composto 13 (0,084 g, 0,154 mmol) e cerca de 500 mg de 10% de paladio em
carvao activado foram suspensos em 25 mL de EtOH seco. A suspensao foi borbulhada com
hidrogénio durante um dia e ficou saturada em hidrogénio durante uma noite. Apds esse tempo
a mistura foi filtrada sobre celite. Evaporou-se o filtrado a pressao reduzida.

Rendimento: 0,061 g, 87% de déleo amarelado.

RMN *H (CDCl5): & (ppm) 1,21 (t, 3H, CHs); 1,39 (s, 9H, 3CH;, BOC); 1,62 (m, 2H, CH,); 2,14
(m, 8H, 2CHs, CH,); 2,43 (m, 4H, 2CH,); 2,75 (m, 2H, CH,); 3,04 (m, 2H, CH,); 3,28 (s, 2H,
CHy); 3,99 (m, 2H, CH,); 4,06 (q, 2H, CH,); 5,29 (s br, 1H, NH)

RMN 23C (CDCl5): & (ppm) 9,64 (CHs); 11,50 (CHs); 14,17 (CH3); 22,00 (CH,); 28,39 (3CH;,
BOC); 29,73 (CH,); 31,44 (CH,); 32,31 (CH,); 38,17 (CH,); 46,76 (CH,); 53,39 (2CH,); 60,32
(2CH,); 78,98 (C-BOC); 109,47 (C(4) pz); 137,27 (C3/C5 pz); 146,51 (C3/C5 pz); 156,21 (C=0,

BOC); 173,58 (C=0); 175,33 (C=0)
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6.2.15. Etil-4-((2-(tert-butoxicarbonilamino)etil) (2-(4-(2-(2,5-dioxopirrolidiniloxi)-

2-oxoetil)-3,5-dimetilpirazolo)etil)amino) butanoato (15)

0"
(@]

N=—N N NHBOC
/

Y

(@]

O\ (o)

N

O
15

A uma solucdo de 14 (0,061 g, 0,134 mmol) em CH,Cl, seco (20 mL), em banho de
gelo, foi adicionada NHS (0,017 g, 0,147 mmol) e a mistura resultante foi agitada durante 30
min. Em seguida, adicionou-se a EDC (0,028 g, 0,147 mmol), e deixou-se a mistura reaccional
sob agitacdo, a temperatura ambiente, durante 48 h. Apos decorrido esse tempo, o solvente foi
evaporado na linha de vazio e o residuo resultante foi extraido com CH,Cl,. A fase organica foi
seca com MgSQ,, filtrada e evaporada a pressa reduzida.
Rendimento: 0,052 g, 71% de déleo amarelo.
RMN *H (CDCls): & (ppm) 1,21 (t, 3H, CHs); 1,41 (s, 9H, 3CHs, BOC); 1,57 (m, 2H, CH,); 2,09
(m, 2H, CHy); 2,15 (m, 6H, 2CHs); 2,39 (t, 2H, CH,); 2,41 (t, 1H, CH); 2,78 (m, 6H, 3CH,); 3,03
(m, 1H, CH); 3,61 (m, 4H, 2CH,); 3,97 (t, 2H, CH,); 4,13 (q, 2H, CH,); 5,42 (s br, 1H, NH)
RMN *3C (CDCls): & (ppm) 9,69 (CHs); 11,70 (CHs); 14,22 (CH3); 22,35 (CH,); 25,55 (2CH,,
NHS); 26,53 (CH,); 28,46 (3CHs, BOC); 29,65 (CH,); 31,40 (CH,); 38,48 (CH,); 47,37 (CH,);
53,60 (2CH,); 60,22 (CH,); 78,84 (C-BOC); 106,60 (C(4) pz); 137,42 (C3/C5 pz); 146,49

(C3/C5 pz); 156,22 (C=0, BOC); 166,58 (C=0); 168,99 (2C=0, NHS); 173,64 (C=0)
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6.3. Sintese das Unidades Intercaladoras

6.3.1. 2-(4-bromobutil)isoindolino-1,3-diona (16)*"’
O

N\/\/\
Br

0]

16
A uma solugdo de ftalimida de potassio (32,554 g, 0,176 mol) em CH3;CN seco (100 mL)

foi adicionado dibromo butano (63 mL, 0,527 mol). Apds a adicdo a mistura ficou a reagir, em
refluxo, durante 6 h. Ao fim desse tempo, filtrou-se a mistura e deixou-se o filtrado no
frigorifico durante a noite. Filtrou-se novamente a mistura e lavou-se o sdlido com MeOH frio.
As aguas de lavagem foram colocadas no frio, concentradas e foi recuperado o produto que
precipitou.

Rendimento: 32,983 g, 67 % de sdlido amarelado.

RMN *H (CDCl3): & (ppm) 1,82 (m, 4H, 2CH,); 3,39 (t, 2H, CH,); 3,67 (t, 2H, CH,); 7,68 (m,
2H, 2CH-Ar); 7,78 (m, 2H, 2CH-Ar)

RMN *3C (CDCl3): & (ppm) 27,08 (CH,); 30,79) (CH,); 32,74 (CH,); 36,78 (CH,); 123,09 (2CH-

Ar); 131,85 (2C-Ar); 133,85 (2CH-Ar); 168,18 (2C=0)

6.3.2. 3,6-bis(dimetilamino)-10-(4-(1,3-dioxoisoindolinil)butil)acridinium (17)

° W

N\/\/\N + /
R
_—N
17 \

Foi adicionado xileno (90 mL) a um baldo que continha AO (1 g, 3,769 mmol) e 16

(3,190 g, 11,306 mmol). A mistura refluxou durante a noite. Ao fim desse tempo a mistura
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reaccional foi filtrada e o solido resultante lavado com acetona e seco em vazio. O produto foi
purificado por cromatografia em coluna (eluente: CH,Cl, (98—80%) / MeOH (2-20%)).
Rendimento: 0,597 g, 31 % de sdlido laranja avermelhado.

RMN *H (CDCls): & (ppm) 1,90 (t, 2H, CH,); 2,06 (t, 2H, CH,); 3,25 (s, 12H, 4CHs); 3,80 (t, 2H,
CH,); 4,88 (m, 2H, CH,); 6,51 (s, 2H, 2CH-Ar); 6,94 (d, 2H, 2CH-Ar); 7,68 (m, 2H, 2CH-Ar);

7,74 (m, 2H, 2CH-Ar); 7,81 (d, 2H, 2CH-Ar); 8,63 (s, H, CH-Ar)

6.3.3. 10-(4-amino-butil)-3,6-bis-dimetilamino-acridinium (18)

N N N
\
Br-

/

18

A uma suspensao de 17 (0,597 g, 1,177 mmol) numa mistura MeOH:EtOH (30 mL:10
mL) foi adicionada hidrazina (0,471 g, 9,416 mmol) e deixou-se a refluxar durante a noite. Ao
fim desse tempo foi adicionado HCl concentrado (4 mL) até formagdo de um precipitado que foi
filtrado. Ajustou-se o pH do filtrado a 9 com NaOH 3M e foi feita uma extracgdo com CHCl; e
agua. A fase organica foi separada, seca com MgSO, anidro, filtrada a evaporada a pressdo
reduzida.
Rendimento: 0,450 g, 95 % de sdlido laranja avermelhado.
RMN *H (CDs0D): & (ppm) 1,95 (m, 2H, CH,); 2,08 (m, 2H, CH,); 3,01 (t, 2H, CH,); 3.33 (s,
12H, 4CHs); 4,78 (t, 2H, CH,); 6,68 (s, 2H, 2CH-Ar); 7,26 (dd, 2H, 2CH-Ar); 7,90 (d, 2H, 2CH-
Ar); 8,66 (s, H, CH-Ar)
RMN *3C (CD;0D): & (ppm) 24,42 (CH,); 26,40 (CH,); 40,57 (CH,); 40,95 (4CHs); 47,69 (CH,);
93,61 (2CH-Ar); 115,43 (2CH-Ar); 118,38 (2C-Ar); 134,38 (2CH-Ar); 143,95 (2C-Ar); 144,30
(CH-Ar); 157,32 (2C-Ar)

HPLC tret: 14,64 min (100-10 C18, 1,0 mL/min)
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6.3.4. N-(4-aminobutil)acridina-9-carboxamida (19)

H
NH,

19

Uma suspensao de 9-ACA (0,460 g, 2,061 mmol) e (benzotriazol-1-iloxi)-tris-
(dimetilamino)-fosfonio-hexafluorofosfato (BOP, 1,000 g, 2,261 mmol) em 25 mL de CH,Cl,
seco foi agitada durante 2 h a temperatura ambiente. Ao fim desse tempo, a mistura foi
arrefecida a 0°C e 1,4-diaminobutano (1 mL, 10,275 mmol) foi adicionado gota a gota. A
mistura reaccional ficou em agitagdo durante 53 h a temperatura ambiente. Evaporou-se o
solvente e o produto seco foi purificado por cromatografia em coluna (eluente: CHCl; (95-0%) /
MeOH (5-80%) / NH3 (0-20%)).

Rendimento: 0,415 g, 69 % de sélido amarelo.

RMN *H (CDs0D): & (ppm) 1,79 (m, 4H, 2CH,); 2,85 (t, 2H, CH,); 3,65 (t, 2H, CH,); 7,67 (m,
2H, 2CH-Ar); 7,87 (m, 2H, 2CH-Ar); 8,06 (m, 2H, 2CH-Ar); 8,19 (m, 2H, 2CH-Ar)

RMN *3C (CDs0D): & (ppm) 27,72 (CH,); 29,51 (CH,); 40,76 (CH,); 41,51 (CH,); 123,65 (2C-
Ar); 126,56 (2CH-Ar); 128,21 (2CH-Ar); 129,56 (2CH-Ar); 132,05 (2CH-Ar); 132,33 (C-Ar);

149,57 (2C-Ar); 169,21 (C=0)
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6.4. Sintese dos Ligandos L1-L5

6.4.1. 10-(4-(2-(1-(2-tert-butoxicarbonil(2-(tert-

butoxicarbonilamino)etil)amino)etil)-3,5-dimetilpirazolo)acetamido)butil)-3,6-

bis(dimetilamino)acridinium (20)

20

A uma solucdo de 18 (0,045 g, 0,107 mmol) em DMF seca (20 mL), mantida em
agitacdo durante 1 h, adicionou-se uma solugdo de 8 (0,055 g, 0,102 mmol) e DIPEA (19 pL,
0,107 mmol) em DMF (5 mL). Apos 5 dias a temperatura ambiente, o solvente foi removido a
pressao reduzida e o produto foi purificado por cromatografia em coluna (eluente: CHCl; (95—
60%) / MeOH (5-35%) / NH; (0-5%)).

Rendimento: 0,054 g, 63% de sdlido de cor laranja escura.

RMN *H (CDCl;): & (ppm) 1,35 (m, 18H, 6CH; (BOC)); 1,95 (m, 4H, 2CH,); 2,07 (m, 6H,
2CHs); 3,05 (m, 4H, 2CH,); 3,31 (m, 18H, 3CH,, 4CHs); 3,99 (m, 2H, CH,); 4,70 (m, 2H, CH,);
5,27 (s br, 1H, NH), 5,73 (s, br, 1H, NH); 6,57 (s, 2H, 2CH-Ar); 6,97 (d, 2H, 2CH-Ar); 7,75 (t,
2H, 2CH-Ar); 8,47 (m, H, CH-Ar)

RMN *3C (CDCl5): & (ppm) 9,14 (CHs); 11,37 (CH5); 17,95 (CH,); 25,03 (CH,); 27,77 (3CH;,
BOC); 30,74 (CH,); 38,91 (CH,); 40,46 (4CHs); 41,68 (CH,); 47,45 (CH,); 53,23 (2CH,); 57,13
(CH,); 78,42 (C-BOC); 79,31 (C-BOC); 92,13 (2CH-Ar); 109,89 (C(4) pz); 113,55 (2CH-Ar);
116,52 (2C-Ar); 132,86 (2CH-Ar); 137,48 (C3/C5 pz); 142,05 (2C-Ar); 146,11 (C3/C5 pz);
155,08 (2CH-Ar); 155,60 (2C=0, BOC); 171,29 (C=0)
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6. Parte Experimental

6.4.2. 10-(4-(2-(1-(2-(2-aminoetilamino)etil)-3,5-dimetilpirazolo)acetamido) butil-

3,6-bis(dimetilamino)acridinium (L1)

N NH, \N/

I}l—N
Z

Uma solugdo de 20 (0,244 g, 0,290 mmol) e TFA (2 mL, 25,960 mmol) em 2 mL de
CH,Cl, reagiu a temperatura ambiente, durante uma noite. Apds esse tempo, o solvente foi
removido a pressao reduzida e o produto foi lavado com acetato de etilo (AcOEt).
Rendimento: L1(CFsCO,)-3,5TFA (0,258 g, 0,241 mmol), 83 % de sodlido vermelho
alaranjado.
RMN 1H (CDs0D): & (ppm) 1,90 (m, 4H, 2CH,); 2,03 (s, 3H, CHs); 2,15 (s, 3H, CHs); 3,23 (m,
20H, 4CH,, 4CHs); 3,50 (s, 2H, CH,); 4,31 (t, 2H, CH,); 4,70 (t, 2H, CH,); 6,64 (s, 2H, 2CH-Ar);
7,24 (dd, 2H, 2CH-Ar); 7,87 (d, 2H, 2CH-Ar); 8,62 (s, 1H, CH-Ar)
RMN *3C (CD;0D): & (ppm) 9,37 (CHs); 11,88 (CHs); 24,79 (CH,); 28,27 (CH,); 31,30 (CHy);
36,85 (CH,); 40,21 (CH,); 40,84 (4CHs); 45,06 (CH,); 45,80 (CH,); 93,62 (2CH-Ar); 112,04
(C(4) pz); 115,51 (2CH-Ar); 118,12 (Crea); 118,47 (2C-Ar); 134,37 (2CH-Ar); 140,32 (C3/C5
pz); 144,02 (2C-Ar); 144,29 (1CH-Ar); 149,15 (C3/C5 pz); 157,35 (2CH-Ar); 163,56 (Cira);
173,83 (C=0)
RMN *8F (CD;0D): & (ppm) -76.39 (TFA)
HPLC te: 14,99 min (100-5 C18, 0,9 mL/min)
ESI-MS (m/z) (calculado): 559,1 [M]* (560,39); 280,0 [M+H]** (280,69)
CHN Calculado (experimental): Cs4H47N5O,-3,5(CF;CO,H), C 45,94 (45,29); H 4,76 (5,27); N

10,46 (11,04)
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6. Parte Experimental

6.4.3. N-(4-(2-(1-(2-(tert-butoxicarbonil(2-(tert-
butoxicarbonilamino)etil)amino)etil)-3,5-dimetilpirazolo)acetamido)butil) acridina-

9-carboxamida (21)

BOC

N—N N NHBOC

A uma solucdo de 19 (0,264 g, 0,491 mmol) em DMF seca (30 mL) adicionou-se uma
solugdao de 8 (0,151 g, 0,516 mmol) e DIPEA (90 uL, 0,516 mmol) em DMF (10 mL). Apds 5
dias a temperatura ambiente, o solvente foi removido a pressdo reduzida e o produto foi
purificado por cromatografia em coluna (eluente: CHCl; (90 — 54 %) / MeOH (10 — 46 %)).
Rendimento: 0,294 g, 84 % de d6leo amarelo.

RMN *H (CDCls): & (ppm) 1,25 (s, 9H, 3CH; (BOC)); 1,37 (s, 9H, 3CH; (BOC)); 1,58 (m, 2H,
CH,); 1,68 (m, 2H, CH,); 1,98 (s, 3H, CH3); 2,00 (s, 3H, CHs); 3,08 (s, 2H, CH,); 3,14 (m, 8H,
4CH,); 3,38 (NH); 3,55 (m, 2H, CH,); 3,89 (m, 2H, CH,); 6,59 (s br, NH, amida); 6,67 (s br,
NH, amida); 7,37 (m, 2H, 2CH-Ar); 7,59 (m, 2H, 2CH-Ar); 7,82 (d, 2H, 2CH-Ar); 7,94 (d, 2H,
2CH-Ar)

RMN *3C (CDCl;): & (ppm) 9,07 (CHs); 11,17 (CHs); 26,49 (CH,); 26,71 (CH,); 27,77 (6CH;
(BOC)); 28,14 (6CH;5 (BOC)); 30,80 (CH,); 36,01 (CH,); 38,43 (CH,); 38,89 (CH,); 39,34 (CHy);
47,17 (CH,); 48,62 (CH,); 78,55 (C-BOC); 79,21 (C-BOC); 109,43 (C(4) pz); 121,62 (2C-Ar);
124,97 (2CH-Ar); 126,10 (2CH-Ar); 128,68 (2CH-Ar); 129,91 (2CH-Ar); 137,38 (C-Ar); 141,30
(C3/C5 pz); 145,77 (2C-Ar); 147,70 (C3/C5 pz); 155,05 (C=0, BOC); 155,77 (C=0, BOC);

166,59 (C=0); 170,75 (C=0)
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6. Parte Experimental

6.4.4. N-(4-(2-(1-(2-(2-aminoetilamino)etil)-3,5-dimetilpirazolo)acetamido)butil)

acridina-9-carboxamida (L2)

Uma solugdo de 21 (0,294 g, 0,411 mmol) e TFA (2 mL, 25,960 mmol) em 2 mL de
CH,Cl, foi deixada a temperatura ambiente durante uma noite. Apds esse tempo, o solvente foi
removido a pressao reduzida e o produto foi lavado com CHCls. O residuo obtido foi purificado
por cromatografia em coluna (eluente: CHCl; (95-70%) / MeOH (5-20%) / NH; (0-10%)).
Rendimento: L2:2 TFA (0,184 g, 0,247 mmol), 84 % de éleo amarelo.
RMN *H (CD;0D): & (ppm) 1,70 (m, 4H, 2CH,); 2,12 (s, 3H, CHs); 2,16 (s, 3H, CH3); 2,61 (t,
2H, CH,); 2,73 (t, 2H, CHy); 2,88 (t, 2H, CH,); 3,24 (m, 4H, 2CH,); 3,61 (t, 2H, CH,); 4,00 (t,
2H, CH,); 7,61 (t, 2H, 2CH-Ar); 7,83 (t, 2H, 2CH-Ar); 8,01 (d, 2H, 2CH-Ar); 8,13 (d, 2H, 2CH-
Ar)
RMN 23C (CD;0D): & (ppm) 9,30 (CHs); 11,56 (CHs); 27,90 (CH,); 31,04 (CH,); 36,66 (CH,);
40,04 (CH,); 40,83 (CH,); 44,88 (CH,); 45,64 (CH,); 112,45 (C(4) pz); 118,23 (CTFA); 121,44-
138,65 (8CH-Ar, 5C-Ar); 140,90 (C3/C5 pz); 148,91 (C3/C5 pz); 162,94 (TFA); 173,58 (C=0)
RMN *8F (CD;0D): & (ppm) -75,81 (TFA)
HPLC t.e: 10,95 min (100-5 C18, 0,9 mL/min)
ESI/MS (m/z) (calculado): 516,1 [M+H]* (515,30)
CHN Calculado (experimental): CygH3;N;0,-2(CF;CO,H) C 53,29 (54,48); H 5,30 (5,46); N 13,19

(14,42)
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6. Parte Experimental

6.4.5. Etil-4-((2-(4-(2-(10-(4-butilamino)-3,6-bis(dimetilamino)acridinium)-2-
oxoetil)-3,5-dimetilpirazolo)etil) (2-(tert-butoxicarbonilamino)etil)amino)
butanoato (22) O/\
¢}
N—N N NHBOC \ /
/ N
Va

A uma solucao de 18 (0,659 g, 1,578 mmol) e DIPEA (275 uL, 1,578 mmol) em DMF
seca (30 mL), mantida em agitagdo durante 1 h e meia, adicionou-se uma solucdo de 15
(0,829 g, 1,503 mmol) em DMF (20 mL). Apds 3 dias a temperatura ambiente o solvente foi
removido na linha de vazio e o produto foi purificado por cromatografia em coluna (eluente:
CHCl; (95-0%) / MeOH (5-90%) / NH; (0-10%)).
Rendimento: 0,211 g, 90 % de p6 solto vermelho alaranjado.
RMN *H (CDs0D): & (ppm) 1,22 (t, 3H, CH3); 1,41 (s, 9H, 3CHs, BOC); 1,62 (m, 2H, CH,); 1,83
(m, 2H, CH); 2,05 (s, 3H, CH3); 2,17 (s, 3H, CH3); 2,19 (t, 2H, CH,); 2,47 (t, 2H, CH,); 2,53 (t,
2H, CH,); 2,75 (t, 2H, CHy); 3,03 (t, 2H, CH,); 3,26 (s, 12H, 4CH;); 3,32 (t, 2H, CH,); 3,98 (t,
2H, CH,); 4,09 (g, 2H, CH,); 4,60 (t, 2H, CH,); 6,46 (s, 2H, 2CH-Ar); 7,11 (dd, 2H, 2CH-Ar);
7,74 (d, 2H, 2CH-Ar); 8,48 (s, H, CH-Ar)
RMN *3C (CD;0D): & (ppm) 9,82 (CH3); 11,78 (CH3); 14,61 (CH3); 18,39 (CH,); 23,48 (CHy);
24,70 (CH,); 28,34 (CH,); 28,81 (3CHs;, BOC); 31,80 (CH,); 32,30 (CH,); 39,32 (CH,); 40,09
(CH,); 40,96 (4CHs); 54,56 (CH,); 54,75 (CH,); 54,86 (CH,); 58,29 (CH,); 61,37 (CH,); 79,98
(C-BOC); 93,48 (2CH-Ar); 111,34 (C(4) pz); 115,29 (2CH-Ar); 118,17 (2C-Ar); 134,24 (2CH-Ar);
139,58 (C3/C5 pz); 143,63 (2C-Ar); 143,95 (CH-Ar); 147,62 (C3/C5 pz); 157,06 (2CH-Ar);
158,28 (C=0, BOC); 173,81 (C=0); 175,22 (C=0)

HPLC tret: 16,95 min(100-10 C18, 1,0 mL/min)
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6. Parte Experimental

6.4.6. 4-((2-(4-(2-(10-(4-butilamino)-3,6-bis(dimetilamino)acridinium)-2-oxoetil)-
3,5-dimetilpirazolo)etil) (2-(tert-butoxicarbonilamino)etil)amino) acido butandico

(23)

OH

N NHBOC \\ /
N

I}I—N
Va

Uma solugdo de NaOH (0,090 g, 2,248 mmol) em agua (2 mL) foi adicionada a uma
solucdo de 22 (0,240 g, 0,281 mmol) em agua (13 mL) e a mistura refluxou durante a noite.
Apds esse tempo, a mistura foi filtrada, o filtrado foi neutralizado com uma solugdo de HCl 3N e
evaporou-se o solvente a pressao reduzida. Dissolveu-se o produto novamente em CH,Cl, e
separaram-se 0s sais por centrifugacdo. O solvente foi evaporado na linha de vazio.
Rendimento: 0,211 g, 91 % de sdlido laranja.

RMN *H (CDs0D): & (ppm) 1,38 (s, 9H, 3CHs, BOC); 1,64 (t, 2H, CH,); 1,81 (m, 4H, 2CH,);
2,05 (s, 3H, CHs); 2,15 (m, 5H, CH;, CHy); 2,52 (m, 4H, 2CH,); 2,78 (t, 2H, CHy); 3,00 (t, 2H,
CH,); 3,21 (m, 16H, 4CH;, 2CH,); 3,98 (t, 2H, CH,); 4,49 (t, 2H, CH,); 6,38 (s, 2H, 2CH-Ar);
7,07 (dd, 2H, 2CH-Ar); 7,68 (d, 2H, 2CH-Ar); 8,39 (s, H, CH-Ar)

RMN 3C (CD;0D): & (ppm) 9,91 (CHs); 11,90 (CHs); 24,29 (CH,); 24,62 (CH,); 28,34 (CH,);
28,81 (3CHs, BOC); 31,85 (CH,); 35,20 (CH,); 39,19 (CH,); 40,00 (CH,); 40,93 (4CHs); 54,75
(CH,); 54,83 (CH,); 54,89 (CH,); 79,86 (C-BOC); 93,34 (2CH-Ar); 111,25 (C(4) pz); 115,19
(2CH-Ar); 118,04 (2C-Ar); 134,17 (2CH-Ar); 139,57 (C3/C5 pz); 143,46 (2C-Ar); 143,81 (CH-
Ar); 147,63 (C3/C5 pz); 156,92 (2CH-Ar); 159,63 (C=0, BOC); 173,80 (C=0); 180,16 (C=0)
HPLC t.e: 16,38 min (100-10 C18, 1,0 mL/min)

ESI/MS (m/z) (calculado): 745,3 [M]* (745,48)
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6. Parte Experimental

6.4.7. 4-((2-(4-(2-(10-(4-butilamino)-3,6-bis(dimetilamino)acridinium)-2-oxoetil)-

3,5-dimetilpirazolo)etil) (2-aminoetil)amino) acido butandico (L3)
O

OH

Uma solugdo de 23 (0,211 g, 0,255 mmol) e TFA (2 mL, 25,960 mmol) em 2 mL de
CH,Cl, foi deixada a temperatura ambiente durante uma noite. Apds este periodo, o solvente foi
removido em linha de vazio e o produto solido obtido foi purificado por cromatografia em
coluna (eluente: MeOH (100-0%) / NHs (0—100%)). O solvente das fracgdes correspondentes
ao produto foi evaporado na linha de vazio e obteve-se um sdlido de cor alaranjada.
Rendimento: L3(CFsC0,)-4 TFA (0,095 g, 0,078 mmol), 31 % de sélido vermelho alaranjado.
RMN *H (CDs0D): & (ppm) 1,58 (t, 2H, CH,); 1,80 (m, 4H, 2CH,); 1,97 (t, 2H, CH,); 2,05 (s,
3H, CHs); 2,15 (s, 3H, CH3); 2,44 (t, 2H, CH,); 2,69 (m, 4H, 2CH,); 2,90 (t, 2H, CH,); 3,25 (m,
16H, 4CHs;, 2CH,); 4,02 (t, 2H, CH,); 4,54 (t, 2H, CH,); 6,46 (s, 2H, 2CH-Ar); 7,14 (dd, 2H,
2CH-Ar); 7,77 (d, 2H, 2CH-Ar); 8,49 (s, H, CH-Ar)
RMN *3C (CD;0D): & (ppm) 9,74 (CHs); 11,82 (CHs); 24,70 (CH,); 24,95 (CH,); 28,33 (CHy,);
31,73 (CH,); 36,44 (CH,); 38,73 (CH,); 40,09 (CH,); 40,89 (4CHs); 47,75 (CH,); 48,09 (CHy);
52,65 (CH,); 54,26 (CH.); 54,63 (CH,); 93,46 (2CH-Ar); 111,61 (C(4) pz); 115,33 (2CH-Ar);
118,26 (2C-Ar); 134,35 (2CH-Ar); 139,36 (C3/C5 pz); 143,69 (2C-Ar); 144,10 (CH-Ar); 147,44
(C3/C5 pz); 157,12 (2CH-Ar); 161,42 (Cra); 173,95 (C=0); 182,29 (C=0)
HPLC te: 14,72 min (100-10 C18, 1,0 mL/min)
ESI/MS (m/z) (calculado): 645,2 [M]* (646,43)
CNH Calculado (experimental): C3gHs4NgOs:4(CF3CO,H) C 45,49 (45,24); H 4,74 (4,75); N 9,23

(8,96)
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6. Parte Experimental

6.4.8. Etil-4-((2-(4-(2-(4-(acridina-9-carboxamido)butilamino)-2-oxoetil)-3,5-

dimetilpirazolo)etil) (2-(tert-butoxicarbonilamino)etil)amino) butanoato (24)

O
/—\(\/\;o/\

I}I—N N NHBOC
J

ZT

24

A uma solucdo de 19 (0,029 g, 0,100 mmol) e DIPEA (18 pL, 0,100 mmol) em DMF
seca (10 mL) adicionou-se uma solucdo de 15 (0,052 g, 0,095 mmol) em DMF (5 mL). Apos 48
h a temperatura ambiente o solvente foi removido na linha de vazio e o produto foi purificado
por cromatografia em coluna (eluente: CHCl; (95-73%) / MeOH (5-25%) / NH3 (0-2%)).
Rendimento: 0,022 g, 32 % de 6leo amarelo.
RMN *H (CDCl5): & (ppm) 1,22 (m, 3H, CHs); 1,31 (s, 9H, 3CH; (BOC)); 1,53 (m, 4H, 2CH,);
1,71 (m, 4H, 2CH,); 2,08 (m, 8H, 2CHs, CH,); 2,35 (t, 2H, CH,); 2,67 (m, 2H, CH,); 2,78 (m,
2H, CHy); 3,19 (m, 4H,2CH,); 3,62 (m, 2H, CH,); 3,90 (m, 2H, CH,); 4,08 (m, 2H, CH,); 5,23 (s
br, 1H, NH); 5,81 (s br, 1H, NH); 7,44 (t, 2H, 2CH-Ar); 7,68 (t, 2H, 2CH-Ar); 7,91 (d, 2H, 2CH-
Ar); 8,12 (d, 2H, 2CH-Ar)
RMN 23C (CDCl5): & (ppm) 9,58 (CHs); 11,68 (CHs); 14, 03 (CHs); 22,24 (CH,); 22,58 (CH.);
26,78 (CH,); 27,19 (CH,); 28,33 (6CH; (BOC)); 31,39 (CH,); 31,57 (CH,); 38,40 (CH,); 38,96
(CH,); 39,62 (CH,); 47,43 (CH,); 53,58 (CH,); 60,31 (CH,); 60,54 (CH,); 79,09 (C-BOC); 109,51
(C(4) pz); 122,19 (2C-Ar); 125,22 (2CH-Ar); 126,72 (2CH-Ar); 129,54 (2CH-Ar); 130,33 (2CH-
Ar); 137,30 (C3/C5 pz); 141,21 (C-Ar); 146,54 (C3/C5 pz); 148,49 (2C-Ar); 156,13 (C=0, BOC);

167,13 (C=0); 171,06 (C=0); 173,58 (C=0)
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6. Parte Experimental

6.4.9. 4-((2-(4-(2-(4-(acridina-9-carboxamido)butilamino)-2-oxoetil)-3,5-

dimetilpirazolo)etil) (2-fert-butoxicarbonilamino)etil)amino) acido butandico (25)

OH

—N N NHBOC

Uma solugdo de NaOH (0,012 g, 0,300 mmol) em agua (5 mL) foi adicionada a uma
solugao de 24 (0,022 g, 0,030 mmol) em THF (10 mL) e a mistura refluxou durante a noite.
Apds esse tempo neutralizou-se com uma solucdo de HCl 2N e evaporou-se o solvente na linha
de vazio. Fez-se a extraccdo do residuo seco com MeOH e eliminaram-se os sais apods
purificacdo através de uma pequena coluna SEP-PAK C18. O produto obtido foi entdo purificado
por HPLC (eluente: TFA 0,1 % / CH;CN).

Rendimento: 0,011 g, 50 % de éleo amarelo.

RMN *H (CD;0D): & (ppm) 1,40 (s, 9H, 3CH; (BOC)); 1,72 (m, 4H, 2CH,); 1,80 (m, 4H, 2CH,);
1,98 (m, 4H, 2CH,); 2,20 (s, 3H, CHs); 2,26 (s, 3H, CHs); 2,44 (t, 2H, CH,); 3,32 (s, 2H,CH,);
3,41 (t, 2H,CH,); 3,66 (m, 4H, 2CH,); 4,37 (t, 2H, CH,); 7,88 — 8,34 (m, 8H, 8CH-Ar)

RMN 3C (CD;0D): & (ppm) 9,44 (CHs); 12,14 (CHs); 19,89 (CH,); 27,86 (CH,); 28,17 (CH,);
28,61 (6CH; (BOC)); 31,10 (CH,); 31,37 (CH,); 35,98 (CH,); 40,22 (CH,); 40,92 (CH,); 42,71
(CHy); 49,00 (CH,); 53,69 (CH,); 54,55 (CH,); 81,24 (C-BOC); 112,42 (C(4) pz); 123,87 (2C-
Ar); 125,30 (2CH-Ar); 127,44 (2CH-Ar); 129,32 (2CH-Ar); 135,78 (2CH-Ar); 137,86 (C3/C5 pz);
140,39 (C-Ar); 145,30 (C3/C5 pz); 149,25 (2C-Ar); 157,61 (C=0, BOC); 167,49 (C=0); 173,61
(C=0); 175,73 (C=0)

HPLC tret: 15,57 min (100-5 C18, 0,9 mL/min)
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6. Parte Experimental

6.4.10. 4((2-(4-(2-(4-(acridina-9-carboxamido)butilamino)-2-oxoetil)-3,5-
dimetilpirazoo)etil) (2-aminoetil)amino) acido butandico (L4)
O
OH
I7—N N NH,
Y
H
N
o

L4

Uma solucdo de 25 (0,011 g, 0,0149 mmol) e TFA (2 mL, 25,960 mmol) em 2 mL de
CH,Cl, foi deixada a temperatura ambiente durante a noite. Apds este periodo o solvente foi
removido a pressdo reduzida e obteve-se um dleo de cor amarela.
Rendimento: L4-17 TFA (0,020 g, 0,008 mmol), 54% de 6éleo amarelo.
RMN *H (CDs;0D): & (ppm) 1,71 (m, 4H, 2CH,); 1,82 (m, 2H, CH,); 2,17 (m, 5H, CHs, CH,);
2,46 (s, 3H, CH3); 2,65 (t, 2H,CH,); 2,85 (t, 2H,CH,); 2,99 (m, 6H, 3CH,); 3,25 (s, 2H, CH,);
3,68 (t, 2H,CH,); 4,13 (t, 2H,CH,); 7,82 — 8,32 (m, 8H, 8CH-Ar)
CHN Calculado (experimental): Cs3H43N;04:17(CF;CO,H) C 31,68 (33,88); H 2,38 (4,29); N 3,86

(3,85)

6.4.11. 9-bromometilantraceno (26)*"®

Br

26

A uma suspensao de PPh; (6,297 g, 24,008 mmol) em CH;CN seco (130 mL) adicionou-
se lentamente bromo liquido (3,837 g, 24,008 mmol) até que a solugdo apresentasse uma cor

ligeiramente alaranjada. De seguida, adicionou-se lentamente o 9-hidroximetilantraceno (5 g,
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6. Parte Experimental

24,880 mmol) na forma sodlida. A solucdo ficou amarela com formagdo de um precipitado
amarelo. A mistura reaccional reagiu 2 h a temperatura ambiente e ficou no frio durante a
noite. Apds esse tempo, a mistura foi filtrada e o sélido obtido foi seco na linha de vazio.
Rendimento: 6,460 g, 99 % de sélido amarelo.

RMN *H (CDCls): & (ppm) 5,52 (s, 2H, CH,-Ar); 7,48-7,57 (m, 2H, 2CH-Ar); 7,60-7,74 (m, 2H,
2CH-Ar); 8,00-8,03 (m, 2H, 2CH-Ar); 8,26-8,30 (m, 2H, 2CH-Ar); 8,47 (s, 1H, CH-Ar)

RMN *3C (CDCl3): & (ppm) 26,95 (CH,-Ar); 123,45 (C-Ar); 125,33 (2C-Ar); 126,75 (2CH-Ar);

127,80 (2CH-Ar); 129,05 (2CH-Ar); 129,66 (2CH-Ar); 131,53 (2C-Ar); 132,60 (CH-Ar)

6.4.12. (antraceno-9-ilmetil)pentano-2,4-diona (27)3*

o O
27

Fez-se a adicao a 0°C de 2,4-pentanodiona (2,6 mL, 24,929 mmol) a uma suspensao de
NaH (0,718 g, 29,915 mmol) em THF seco (80 mL). A mistura reaccional reagiu durante 2 h a
temperatura ambiente. Ao fim desse tempo, adicionou-se 26 (6,760 g, 24,929 mmol) a 0°C e
deixou-se a mistura reaccional a essa temperatura, por mais 40 min, e durante a noite a
temperatura ambiente. Apos esse periodo, adicionou-se 25 mL de uma solugao de HCl 1IN e
extraiu-se com Et,0. A fase organica foi recolhida, seca com MgSO, anidro, filtrada e
evaporada. O produto foi purificado por cromatografia em coluna (eluente: CHCl; (100-95%) /
(MeOH (0-5%)).
Rendimento: 3,447 g, 48 % de sdlido amarelo.
RMN *H (CDCl;): & (ppm) 1,94 (s, 6H, 2CHs); 4,08 (m, 2H, CH,-Ar); 4,21 (m, 1H, CH-
((OCHs)y); 7,39-7,52 (m, 4H, 4CH-Ar); 7,97-8,00 (m, 2H, 2CH-Ar); 8,12-8,21 (m, 2H, 2CH-Ar);

8,36 (s, 1H, CH-Ar)
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RMN *3C (CDCl3): & (ppm) 26,28 (CH); 30,54 (CHs); 30,59 (CHs); 68,25 (CH,-Ar); 123,44 (C-
Ar); 124,83 (2C-Ar); 125,11 (2CH-Ar); 126,13 (2CH-Ar); 128,81 (2CH-Ar); 129,73 (2CH-Ar);

130,17 (2C-Ar); 131,45 (CH-Ar); 204,07 (2C=0)

6.4.13. 2-(4-(antraceno-9-ilmetil)3,5-dimetilpirazolo) etanol (28)3*
OH

~
N—N
&

28

A uma solucao de 27 (3,447 g, 11,870 mmol) em 60 mL de uma mistura CHCl;:EtOH
(1:1) a 0°C foi adicionada, gota a gota, uma solucdo de 2-hidroxietilhidrazina (0,8 mL, 11,870
mmol) em EtOH (60 mL). Apds 4 h de reacgao a temperatura ambiente, evaporou-se o
solvente.
Rendimento: 3,003 g, 77 % de sélido amarelo.
RMN *H (CDCls): & (ppm) 1,57 (s, 3H, CHs); 1,87 (s, 3H, CHs); 3,87 (m, 4H, 2CH,); 4,66 (s,
2H, CH,-Ar); 7,41-7,46 (m, 4H, 4CH-Ar); 7,98-8,01 (m, 2H, 2CH-Ar); 8,12-8,15 (m, 2H, 2CH-

Ar); 8,38 (s, 1H, CH-Ar)

6.4.14. 4-(antraceno-9-ilmetil)-1-(2-bromoetil)-3,5-dimetilpirazolo (29)3**
Br

l

29

A uma solucao de 28 (3,003 g, 9,088 mmol) em tolueno (50 mL) adicionou-se PBr; (1,7

mL, 4,920 mmol) e a mistura ficou em refluxo durante a noite. Findo esse tempo evaporou-se o
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solvente e foi feita uma extraccdo com uma solucdo aquosa saturada de NaHCOs; e CHCl;. A
fase organica foi recolhida, seca com MgSQ, anidro, filtrada e evaporada.

Rendimento: 3,157 g, 88 % de sdlido amarelo.

RMN *H (CDCl5): & (ppm) 1,62 (s, 3H, CHs); 1,87 (s, 3H, CHs); 3,56 (t, 2H, CH,-pz); 4,21 (t,
2H, CHy-Br); 4,67 (s, 2H, CH,-Ar); 7,41-7,46 (m, 4H, 4CH-Ar); 7,97-8,01 (m, 2H, 2CH-Ar);

8,13-8,16 (m, 2H, 2CH-Ar); 8,39 (s, 1H, CH-Ar)

6.4.15. tert-butil-2-(2-(4-(antraceno-9-ilmetil)-3,5-dimetilpirazolo)etilamino)

etilcarbamato (30)3*

N—N N \
N NHBOC
/ H
S
30

O composto 29 (3,157 g, 8,025 mmol) foi dissolvido em CH3;CN seco. Foi preparada
uma solucao de 4 (2,571 g, 16,050 mmol), K,COs (2,218 h, 16,050 mmol) e KI (0,067 g, 0,401
mmol) em CH;CN seco (50 mL). Fez-se a adicao de 29 a esta mistura, gota a gota, e ficou em
refluxo durante a noite. Apds esse tempo, a suspensao foi filtrada e o sobrenadante seco a
pressao reduzida. O produto obtido foi purificado por cromatografia em coluna (eluente: CHCl;
(100-70 %) / MeOH (0-30 %)).
Rendimento: 2,729 g, 72 % de sdlido castanho amarelado.
RMN H (CDCl5): & (ppm) 1,40 (s, 9H, 3CHs, BOC); 1,51 (s, 3H, CHs); 1,86 (s, 3H, CHs); 2,58
(t, 2H, CH,); 2,82 (t, 2H, CHy); 3,08 (m, 2H, CH,); 3,86 (t, 2H, CH,); 4,54 (s, 2H, CH,-Ar); 5,21
(s br, 1H, NH); 7,36-7,38 (m, 4H, 4CH-Ar); 7,91-7,93 (m, 2H, 2CH-Ar); 8,06-8,08 (m, 2H, 2CH-
Ar); 8,30 (s, 1H, CH-Ar)
RMN *3C (CDCl;): & (ppm) 8,86 (CHs); 12,00 (CHs); 22,77 (CH,); 27,97 (3CHs;, BOC); 39,49
(CHy); 47,46 (CH,); 48,01 (CH,); 48,05 (CH,); 78,33 (C-BOC); 113,88 (C(4) pz); 124,12 (C-Ar);
124,34 (2C-Ar); 125,13 2CH-Ar); 125,34 (C3/C5 pz); 125,83 (2CH-Ar); 128,63 (2CH-Ar); 129,87

(2CH-Ar); 130,87 (2C-Ar); 131,11 (CH-Ar); 145,25 (C3/C5 pz); 155,63 (C=0, BOC)
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6.4.16. Etil-4-((2-(4-(antraceno-9-ilmetil)-3,5-dimetilpirazolo)etil) (2-tert-
butoxicarbonilamino)etil)amino) butanoato (31)

O
el
O
—N
Vs

N

/

N NHBOC

31

O composto 30 (2,729 g, 5,773 mmol) foi dissolvido em CH;CN seco (60 mL). A esta
solugao foram adicionados K,COs; (1,596 g, 11,546 mmol) e KI (0,048 g, 0,289 mmol).
Adicionou-se 4-bromobutirato de etilo (1,7 ml, 11,546 mmol), gota a gota, dissolvido em CHs;CN
seco (16 mL). Deixou-se a mistura em refluxo durante a noite. Apds esse tempo, filtrou-se a
suspensao e evaporou-se 0 solvente. O produto foi purificado por cromatografia em coluna
(eluente: CHCI5 (100 — 50 %) / MeOH (0 — 50%)).

Rendimento: 1,467 g, 43 % de dleo castanho amarelado.

RMN *H (CDCl5): & (ppm) 1,39 (s, 9H, 3CHs, BOC); 1,40 (t, 3H, CHs); 1,51 (s, 3H, CHs); 1,86
(s, 3H, CHs); 2,04 (t, 2H, CH,); 2,29 (t, 2H, CHy); 2,38 (t, 2H, CHy); 2,55 (t, 2H, CH,); 2,97 (m,
2H, CH,); 3,80 (t, 2H, CH,); 4,03 (q, 2H, CH,); 4,54 (s, 2H, CH,-Ar); 5,48 (s br, 1H, NH); 7,32-
7,38 (m, 4H, 4CH-Ar); 7,88-7,91 (m, 2H, 2CH-Ar); 8,07-8,10 (m, 2H, 2CH-Ar); 8,27 (s, 1H, CH-
Ar)

RMN *3C (CDCl3): & (ppm) 9,12 (CH3); 12,02 (CH3); 13,95 (CHs); 22,11 (CHy); 23,10 (CHy);
28,20 (3CHs, BOC); 31,04 (CH,); 38,24 (CH,); 46,44 (CH,); 52,90 (CH,); 53,17 (CH,); 59,85
(CH,); 68,06 (CH,); 78,43 (C-BOC); 113,99 (C(4) pz); 124,39 (C-Ar); 124,55 (2C-Ar); 125,34
(2CH-Ar); 125,99 (2CH-Ar); 128,80 (2CH-Ar); 130,16 (2CH-Ar); 131,09 (2C-Ar); 131,36 (CH-

Ar); 135,15 (C3/C5 pz); 145,17 (C3/C5 pz); 155,91 (C=0, BOC); 173,25 (C=0)
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6.4.17. 4-((2-(4-(antraceno-9-ilmetil)-3,5-dimetilpirazolo)etil) 2-(tert-

butoxicarbonilamino)etil)amino) acido butandico (32)

- — M,_OH
) N NHBOC
Y

32

Uma solugdo de NaOH (1 g, 24,99 mmol) em agua (10 mL) foi adicionada a uma
solucao de 31 (1,467 g, 2,499 mmol) em THF (30 mL) e a mistura refluxou durante a noite.
Apos esse tempo, neutralizou-se com uma solugao de HCl 1N e evaporou-se o solvente. Fez-se
extraccdo do residuo seco com CHCl; e, depois de evaporado o solvente, foram removidos os
sais por lavagens sucessivas com MeOH seco e precipitacdo no frio.

Rendimento: 1,228 g, 88 % de sdlido castanho amarelado.

RMN *H (CDCls): & (ppm) 1,38 (s, 9H, 3CHs, BOC); 1,53 (m, 5H, CHs, CH,); 1,86 (s, 3H, CHs);
2,16 (m, 2H, CH,); 2,37 (m, 2H, CH,); 2,59 (m, 2H, CH,); 2,93 (m, 2H, CH,); 3,87 (m, 2H,
CH,); 4,61 (s, 2H, CH,-Ar); 5,11 (s br, 1H, NH); 7,39-7,42 (m, 4H, 4CH-Ar); 7,94-7,97 (m, 2H,
2CH-Ar); 8,09-8,11 (m, 2H, 2CH-Ar); 8,37 (s, 1H, CH-Ar)

RMN *3C (CDCl5): & (ppm) 9,31 (CHs); 12,11 (CHs); 22,44 (CH,); 23,28 (CH,); 28,38 (3CHs,
BOC); 32,84 (CH,); 38,26 (CH,); 46,67 (CH,); 53,14 (CH,); 78,87 (C-BOC); 114,38 (C(4) pz);
125,63 (C-Ar); 125,92 (2C-Ar); 126,76 (2CH-Ar); 127,47 (2CH-Ar); 130,24 (2CH-Ar); 131,66
(2CH-Ar); 132,59 (2C-Ar); 132,84 (CH-Ar); 135,64 (C3/C5 pz); 145,41 (C3/C5 pz); 155,11
(C=0, BOC); 178,31 (C=0)

HPLC t.e: 18,95 min (100-10 C18, 1,0 mL/min)

ESI/MS (m/z) (calculado): 581,1 [M+Na]* (581,31); 559,1 [M+H]* (559,33)

226



6. Parte Experimental

6.4.18. 4-((2-aminoetil) (2-(4-(antraceno-9-ilmetil)-3,5-dimetilpirazolo)etil)amino)

acido butandico (L5)

OH

Uma solugdo de 32 (0,866 g, 1,550 mmol) e TFA (2 mL, 25,960 mmol) em 2 mL de
CH,Cl, foi deixada durante a noite a temperatura ambiente. Apds esse tempo o solvente foi
removido e o produto foi purificado por cromatografia em coluna (eluente: CHCl; (50-0%) /
MeOH (50-100%)).
Rendimento: L5-7TFA (0,782 g, 0,622 mmol), 40 % de dleo castanho amarelado.
RMN H (CD;OD): & (ppm) 1,51 (t, 2H, CH,); 1,63 (s, 3H, CHs); 1,69 (s, 3H, CHs); 1,86 (t, 2H,
CH,); 2,31 (t, 2H, CH,); 2,59 (m, 4H, 2CH,); 2,88 (t, 2H, CH,); 3,89 (t, 2H, CH,); 4,51 (s, 2H,
CH,-Ar); 7,39 (m, 4H, 4CH-Ar); 7,96 (m, 2H, 2CH-Ar); 8,07 (m, 2H, 2CH-Ar); 8,33 (s, 1H, CH-
Ar)
RMN 23C (CD;0D): & (ppm) 9,38 (CHs); 12,22 (CHs); 23,60 (CH,); 23,79 (CH,); 32,07 (CH,);
38,99 (CH,); 47,37 (CH,); 52,18 (CH.); 53,85 (CH,); 54,12 (CH,); 116,32 (C(4) pz); 118,26
(Cirn); 125,64 (C-Ar); 125,94 (2C-Ar); 126,78 (2CH-Ar); 127,49 (2CH-Ar); 127,84 (2CH-Ar);
130,27 (2CH-Ar); 131,66 (2C-Ar); 132,59 (CH-Ar); 137,46 (C3/C5 pz); 146,40 (C3/C5 pz);
162,93 (Crra); 178,04 (C=0)
RMN 8F (CD;0D): & (ppm) -75,34 (TFA)
HPLC t: 15,96 min(100-10 C18, 1,0 mL/min)
ESI/MS (m/z) (calculado): 459,2 [M+H]* (459,28)
CHN Calculado (experimental): CygH34N40,:7(CF3CO,H) C 40,14 (39,07); H 2,71 (2,77); N 4,46

(4,67)
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6.5. Complexos de Rénio (1) Estabilizados por Ligandos Pirazolo-

Diamina Contendo uma Unidade Intercaladora

O precursor [Re(H,0)3(CO);]Br foi preparado segundo um método publicado na
literatura e foi usado sem purificagdo adicional.”® A caracterizaco foi realizada por HPLC e IV.

Os complexos de rénio foram obtidos fazendo reagir o complexo [Re(H,0)s(CO);]Br
com os respectivos ligandos na razdo molar 1:1. Apds refluxo durante uma noite, em MeOH ou
agua, o solvente foi evaporado em vazio originando os complexos cuja caracterizacdo se

apresenta.

6.5.1. fac-[Re(CO)3(k>-L1)](CF5CO,),-2TFA (Rel)
e |
N

sNH,

\\
/ Y, . "M

I

Rel

Apos refluxo em MeOH durante a noite, o solvente foi evaporado e o produto sdlido
obtido foi purificado por cromatografia em coluna (eluente: CHCl; (80-37%) / MeOH (20-45%)
/ NH3 (0—18%)). O solvente das fracgdes que correspondiam ao produto foi evaporado na linha
de vazio obtendo-se um sélido vermelho alaranjado.
Rendimento: 90 mg (0,070 mmol), 68%.
RMN *H (CDs0D): & (ppm) 1,84 (m, 2H, CH,); 2,04 (m, 2H, CH,); 2,25 (s, 3H, CHs); 2,32 (s,
3H, CH3); 2,54 (m, 3H, 3CH); 2,84 (m, 3H, 3CH); 3,33 (s, 12H, 4CH5); 3,38 (s, 2H, CH,); 3,52
(m, 1H, 1CH); 3,86 (s br, 1H, 1NH); 4,09 (t, 1H, 1CH); 4,50 (d, 1H, 1CH); 4,77 (t, 2H, CH,);
5,41 (s br, 1H, 1NH); 6,71 (s, 2H, 2CH-Ar); 6,91 (s br, 1H, 1NH); 7,29 (d, 2H, 2CH-Ar); 7,93 (d,

2H, 2CH-Ar); 8,68 (s, 1H, CH-Ar)
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RMN *3C (CD3;0D): & (ppm) 10,38 (CHs); 14,57 (CHs); 24,89 (CH,); 28,27 (CH,); 31,30 (CHy);
40,95 (4CHs); 43,22 (CHy); 48,72 (3CH,); 55,86 (CH,); 93,62 (2CH-Ar); 113,98 (C(4) pz);
115,52 (2CH-Ar); 118,47 (2C-Ar); 134,37 (2CH-Ar); 143,72 (C3/C5 pz); 143,97 (CH-Ar); 144,29
(2C-Ar); 153,46 (C3/C5 pz); 157,30 (2C-Ar); 162,93 (GCra); 172,91 (C=0); 194,14-194,71
(3C0)

HPLC t.e: 17,69 min (100-5 C18, 0,9 mL/min)

IV (KBr, cm™): 1890,4 (v CO); 2024 (v CO)

ES1/MS (m/z) (calculado): 414,9 [M]** (415,16)

CHN Calculado (experimental):CsgH47FsNgOgRe;-2(CF;CO,H) C 40,22 (40,77); H 3,85 (3,17); N

8,73 (9,31)

6.5.2. fac-[Re(CO)s(K3-L2)](CFsCO,)-2TFA (Re2)

N
[ |
Q gy, SN
Re
co’l\co
co

Iz

Qe

N

N o)

! Re2

Apds refluxo em MeOH durante a noite, o solvente foi evaporado em vazio, e obteve-se
um solido de cor amarela.
Rendimento: 49 mg (0,043 mmol), 89%.
RMN *H (CD;0D): & (ppm) 1,75 (m, 2H, CH,); 1,81 (m, 2H, CH,); 2,32 (s, 3H, CHs); 2,41 (s,
3H, CHs); 2,51 (m, 1H, 1CH); 2,62 (m, 1H, 1CH); 2,81 (m, 3H, 3CH); 3,43 (m, 3H, CH, CH,);
3,67 (m, 2H, CH,); 3,90 (s br, 1H, NH); 4,08 (t, 1H, 1CH); 4,50 (d, 1H, 1CH); 5,39 (s br, 1H,
NH); 6,88 (s br, 1H, NH); 7,78 (t, 2H, 2CH-Ar); 8,05 (t, 2H, 2CH-Ar); 8,14 (m, 2H, 2CH-Ar);
8,26 (d, 2H, 2CH-Ar)
RMN *3C (CDs0D): & (ppm) 10,45 (CHs); 14,58 (CHs); 27,83 (CH,); 28,04 (CH,); 31,34 (CH,);

40,25 (CH,); 40,89 (CH,); 43,26 (CH,); 55,86 (CH,); 114,16 (C(4) pz); 118,00 (Crea); 123,78
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(2C-Ar); 126,62 (2C-Ar); 127,18 (2CH-Ar); 129,00 (2CH-Ar); 134,77 (2CH-Ar); 143,75 (C3/C5
pz); 146,77 (2C-Ar); 147,63 (C-Ar); 153,52 (C3/C5 pz); 162,50 (Cira); 167,96 (C=0); 172,89
(C=0); 194,14-194,63 (3CO)

RMN *C (CD;0D): & (ppm) -75,87 (TFA)

HPLC t;e: 15,06 min (100-5 C18, 0,9 mL/min)

IV (KBr, cm™): 1922,1 (v CO); 2024,4 (v CO)

ESI/MS (m/z) (calculado): 786,0 [M]* (786,24); 393,4 [M+H]** (393,62)

CHN Calculado (experimental): CssHssN,05F;Re;.2(CF5CO,H) C 38,36 (38,04); H 3,49 (2,70); N

8,70 (8,83)

OH

6.5.3. fac-[Re(CO)3(k*-L3)](CF5C0O,), 4TFA (Re3) H/go

| Re3

Apds refluxo em agua durante uma noite, o solvente foi evaporado na linha de vazio e
o residuo sdlido obtido foi extraido com MeOH. Apos evaporagao do solvente o sélido foi
purificado por HPLC (eluente: A - TFA 0,1 %, B - CH3CN). O solvente das fraccdes
correspondentes ao produto foi evaporado em vazio e obteve-se um sdlido vermelho
alaranjado.
Rendimento: 34 mg (0,021 mmol), 56%.
RMN *H (CDs0D): & (ppm) 1,88 (m, 6H, 3CH,); 2,27 (s, 3H, CHs); 2,34 (s, 3H, CHs); 2,43 (t,
2H, CHy); 2,65 (m, 2H, 2CH); 2,77 (m, 1H, CH); 2,88 (m, 2H, 2CH); 3,28 (m, 14H, 4CHs, CH,);

3,40 (s, 2H, CH,); 3,51 (m, 2H, CH,); 3,68 (m, 1H, CH); 4,00 (s br, 1H, NH); 4,21 (m, 1H, CH);
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4,51 (m, 1H, CH); 4,61 (t, 2H, CH,); 5,50 (s br, 1H, NH); 6,51 (s, 2H, 2CH-Ar); 7,14 (dd, 2H,
2CH-Ar); 7,77 (dd, 2H, 2CH-Ar); 8,51 (s, H, CH-Ar)

RMN *3C (CD;0D): & (ppm) 10,51 (CH3); 14,59 (CHs); 20,54 (CH,); 24,84 (CH,); 28,23 (CHy);
31,17 (CH,); 31,51 (CH,); 40,34 (CH,); 40,86 (4CHs); 43,56 (CH,); 48,08 (CH,); 49,00 (CH,);
53,75 (CHy); 62,42 (CH,); 66,97 (CH,); 93,61 (2CH-Ar); 114,22 (C(4) pz); 115,35 (2CH-Ar);
118,47 (2C-Ar); 134,23 (2CH-Ar); 143,68 (C3/C5 pz); 144,00 (CH-Ar); 144,26 (2C-Ar); 153,91
(C3/C5 pz); 157,35 (2C-Ar); 162,23 (TFA); 172,82 (C=0); 176,12 (C=0); 193,83-195,02 (3CO)
HPLC te: 16,50 min (100-10 C18, 1,0 mL/min)

IV (KBr, cm™): 1896,1 (v CO); 2026,0 (v CO)

ES1/MS (m/z) (calculado): 458,00 [M]** (458,18)

CNH Calculado (experimental):Cs3Hs3NgO19FsRe;-4(CF;CO,H) C 38,32 (38,37); H 3,60 (3,68); N

7,01 (7,73)

OH

6.5.4. fac-[Re(CO)s(k3-L4)](CF3CO,) (Red)
’/l/go
N
N N/v
I \N,,, WNH,
o) 78
CO/|\
N co®©
H
O Hf
N
N\
N o)

Re4

Apds refluxo em agua durante a noite, o solvente foi evaporado e o residuo sodlido
obtido foi purificado por HPLC (eluente: A - TFA 0,1%, B - CH3CN). O solvente das fraccoes
correspondentes ao produto foi evaporado na linha de vazio e obteve-se um sélido amarelado.
Rendimento: 4,4 mg (0,0044 mmol), 27%.

RMN *H (CD;0D): & (ppm) 1,82 (m, 4H, 2CH,); 2,00 (m, 1H, CH); 2,11 (m, 1H, CH); 2,34 (s,
3H, CHs); 2,42 (s, 3H, CHs)); 2,78 (m, 1H,CH); 3,06 (m, 1H,CH); 3,43 (s, 2H, CH,); 3,53 (m,

1H, CH); 3,68 (m, 2H,CH,); 4,07 (s br, 1H, NH); 4,19 (m, 1H,CH); 4,50 (m, 1H,CH); 5,48 (s br,
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1H, NH); 7,782 (m, 2H, 2CH-Ar); 8,04 (m, 2H, 2CH-Ar); 8,14 (m, 2H, 2CH-Ar); 8,27 (m, 2H,
2CH-Ar)
HPLC te: 15,08 min (100-5 C18, 0,9 mL/min)

ESI/MS (m/z) (calculado): 872,2 [M]* (872,28); 436,5 [M+H]** (436,64)

6.5.5. fac-[Re(CO)3(k3-L5)](CF3CO,)-1,5TFA (Re5)

OH |+
o)

Re5

Apds refluxo em agua durante a noite, o complexo desejado precipitou e foi separado
do sobrenadante por filtragdo. O solido obtido foi entdo seco em vazio originando um sdlido
castanho amarelado
Rendimento: 0,241 g (0,237 mmol), 100%.

RMN *H (CD;0D): & (ppm) 1,69 (s, 3H, CHs); 1,97 (m, 2H, CH,); 2,10 (m, 1H, CH); 2,20 (s,
3H, CH3); 2,39 (t, 2H, CH,); 2,58 (m, 1H, CH); 2,83 (m, 2H, 2CH); 3,14 (m, 1H, CH); 3,46 (m,
2H, CHy); 3,63 (m, 1H, CH); 4,03 (s br, 1H, NH); 4,14 (m, 1H, CH); 4,40 (m, 1H, CH); 4,80 (s,
2H, CH,); 5,50 (s br, 1H, NH); 7,49 (m, 4H, 4CH-Ar); 8,07 (m, 2H, 2CH-Ar); 8,16 (m, 2H, 2CH-
Ar); 8,50 (s, 1H, CH-Ar)

RMN *3C (CD;0D): & (ppm) 9,96 (CHs); 15,01 (CHs); 20,42 (CH,); 24,08 (CH,); 31,50 (CH,);
43,69 (CH,); 48,02 (CH,); 53,78 (CH,); 62,25 (CH,); 67,02 (CH,); 118,26 (Crra); 118,47 (C(4)
pz); 125,33 (C-Ar); 126,16 (2CH-Ar); 127,32 (2CH-Ar); 128,18 (2CH-Ar); 130,48 (2CH-Ar);
131,08 (2CH-Ar); 131,85 (2C-Ar); 132,99 (CH-Ar); 142,57 (C3/C5 pz); 153,14 (C3/C5 pz);
162,93 (Crea); 176,14 (C=0); 193,71-194,94 (3CO)

HPLC t: 18,93 min(100-10 C18, 1,0 mL/min)

IV (KBr, cm™): 1930,0 (v CO); 2029,3 (v CO)
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ESI/MS (m/z) (calculado): 729,1 [M]* (729,21)
CHN Calculado (experimental): Cs3H34N40,FsRe;-1,5(CF;CO,H) C42,64 (41,55); H 3,64 (3,12);

N 5,53 (5,55)

6.6. Complexos de Tecnécio (l) Estabilizados por Ligandos Pirazolo-

Diamina Contendo uma Unidade Intercaladora

As manipulagdes das substancias radioactivas foram efectuadas em condigGes de
seguranca radioldgica. Todas as reaccoes foram realizadas numa hotte com extraccdo,
utilizando luvas de protecgao e barreiras de chumbo com visor de vidro impregnado de sais de
chumbo. Os frascos que continham os produtos radioactivos foram sempre manuseados dentro
de contentores de chumbo, com espessura adequada a actividade manipulada. A exposicao a
dose de radiacdo foi monitorizada por leitura de dosimetro individual de mao e peito.

O pertecnetato de sddio (Na[**™TcO,]) foi obtido por eluicdo de um gerador **Mo/**"Tc
com uma solugao NaCl 0,9% e foi utilizado para sintetizar o produto de partida 7ac
[*™Tc(H,0)5(CO)5]*, tal como descrito na literatura.*

Num frasco de vidro selado, em atmosfera de N,, foram introduzidos 100 pl de uma
solugdo de ligando, em dgua ou EtOH, e 900 ul de uma solugdo de fac[*™Tc(H,0)5(CO)s]* em
NaCl 0,9%. A mistura reagiu a 100°C durante 30 a 40 min e, apds arrefecimento, foi analisada

por HPLC.

6.6.1. fac-[*°™Tc(CO)s(k3-L1)]*" (Tcl)

Tcl

Condig8es reaccionais: treaccso = 40 min; T = 100°C; Solvente: agua; [L1] = 3,3 x 10° M
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HPLC t.e: 17,92 min (100-5 C18, 0,9 mL/min)

|Og (POAN): = 0,56 + 0,02

6.6.2. fac-[**"Tc(CO)3(k3-L2)]" (Tc2)

N

N 0

®

Tc2

Condig8es reaccionais: treaccso = 30 min; T = 100°C; Solvente = agua; [L2] = 2,0 x 10% M
HPLC t.e: 16,17 min (100-5 C18, 0,9 mL/min)

|Og (POAN): 0,74 + 0,01

6.6.3. fac-[**"Tc(CO)3(k3-L3)]** (Tc3) H/LH
(0]
NS

Aol

N N
’ N, \
0 p e N
Tc
\N/ CO/| N
//J’” o
(Y.
I n
N/
| Tc3

Condig8es reaccionais: treaccio = 35 min; T = 100°C; Solvente: agua: [L3] = 1,4 x 10*M
HPLC t.e: 16,67 min (100-10 C18, 1,0 mL/min)
log (Posw): -0,48 £ 0,01
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6.6.4. fac-[*°™Tc(CO)s(K3-L5)]* (Tc5) o

Tc5

Condi¢Bes Reaccionais: treaccio = 30 min; T = 100°C; Solvente: EtOH; [L5] = 1,4 x 10% M
HPLC t.e: 19,41 min (100-10 C18, 1,0 mL/min)

log (Posw): 1,37 £0,01

6.7. Sintese das Sequéncias Peptidicas

Os péptidos analogos da BBN foram sintetizados no ITN ou no Harry S. Truman
Memorial Veterans’ Hospital, Research Division, Columbia, EUA, em colaboracao com o Doutor

Charles J. Smith.

6.7.1. Analogos da Bombesina

A sintese foi realizada num sintetizador automatico Liberty (CEM) utilizando a técnica
SPPS e o Fmoc como grupo protector. As sequéncias peptidicas foram escolhidas por forma a
possuirem a sequéncia de aa [7-14] da BBN natural (GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH,) por
ser a parte biologicamente activa do péptido, logo a que é responsavel pelo reconhecimento e
interaccdo com o GRPr. Também foram estudadas sequéncias peptidicas NLS ligadas aos
analogos da BBN. Pretendia-se fornecer especificidade aos compostos e favorecer a sua

internalizagdo nuclear.
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contendo, tioanisolo, agua, 1,2-etanoditiol e TFA, numa razdo 2:1:1:36. A mistura foi filtrada e
a sequéncia peptidica foi precipitada da solugdo por adicdo de Et,O gelado. O sdlido resultante
foi sucessivamente centrifugado e lavado com Et,0 gelado. O produto sodlido obtido foi

purificado por HPLC e seco em vazio. As sequéncias peptidicas foram analisadas por ESI-MS ou

Parte Experimental

Os diferentes analogos sintetizados foram os seguintes:

- Ser-Gly-Ser-BBN[7-14]: SGS-BBN

- Gly-Gly-Gly-BBN[7-14]: GGG-BBN

- Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-BBN[7-14]: NLS-BBN

- Gly-Gly-Gly-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-BBN[7-14]: GGG-NLS-BBN

Apds a sintese peptidica, a ligagdo a resina foi quebrada por reacgdo com uma mistura

MALDI-TOF (tabela 6.1).

Tabela 6.1: Caracterizagdo por HPLC e ESI-MS dos analogos da BBN.

HPLC ESI-MS
Férmula
Analogo Método  tee (Min) Tedrico Experimental
Molecular
1171,54 1171,6 [M]*
SGS-BBN A/C 13,78 5 Cs1H77N150455;
586,28 586,3 [M+H]**
GGG-BBN A/C 13,91 1111,52 1111,54 [M]* C49H73N15013S;
NLS-BBN A/C 13,38 1806,06 1805,62 [M]* Ca3H140N260175:
989,07 989,3 [M+H]**
GGG-NLS-BBN A/C 11,00 659,71 659,9 [M+2HT?* | CgoHi140N2902S;
495,04 495,3 [M+3H]*

236

S: Ser; G: Gly; NLS: Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val.
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6.7.1.1. SGS-BBN (Ser-Gly-Ser-BBN[7-14])

§ H
///N S/CH3
VY N/
HO HO HC _cH,
0 o) o) 0 0
H H H H H
N N N N N NH,
H,N N N N N N
H H H H H
o] o] o) CH, o) 0 o]
He CH
H,N O

6.7.1.2. GGG-BBN (Gly-Gly-Gly-BBN[7-14])

N H
///N . ,CH,
> N
HsC_CH,
o 0 0 o 0
H H H H H
N N N N N NH,
N N N N N
H,N N H H H H
u o O  CH, 0 0 0
He CHs
HN ©O

6.7.1.3. NLS-BBN (Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-BBN[7-14])

H,N H,N NH, H
N H
IrN . CH,
/ N /
H,C_ ,CH, HCL  ch
HN o) o) o) 0 3 0 0
0 H H H H H H
N N N N N N NH,
N N N N N N N N
H H H H H H H H
o) o) o) o) CH, o) o) o)
e CHs
HN, H,N (o]
H,N
H,N NH
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6.7.1.4. GGG-NLS-BBN (Gly-Gly-Gly-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-BBN[7-14])

H,N HoN, A H ;
N CH
r &
I s
Q Va N/
H\)L i} H,C_ ,CH, HC _cH,
o o o o o o
H N N o H H H H H H
NN H/\]/ N N N N N\)I\ N NH,
o N N NT N N N N N
H H H H H H H H
0 o o 0  CH, o o 0
CH
He CHa
HN N O
H N >\

H

H,N NH

6.7.2. Ligandos Pirazolo-Diamina Contendo uma Unidade Intercaladora e
Analogos da Bombesina

Os estudos para a preparagao destes conjugados foram iniciados com o ligando
pirazolo-diamina 23 e com a sequéncia SGS-BBN. Foram varias as condi¢des experimentais
estudadas até ter sido possivel a sintese do composto desejado. As varias metodologias
exploradas sao descritas (A — H) nesta parte experimental e foram sumarizadas na tabela 4.2

do capitulo 4.

A: Dissolveu-se 23 (2 eqg. ou 15 eq.) em agua e adicionou-se NHS (50 eq.) e EDC (38 eg.) em
tampao MES (pH 4,7) para formacdo do éster activado de 23. Apds 15 min a temperatura
ambiente (pH: 4-6) adicionou-se a sequéncia SGS-BBN (1 eq.) dissolvida em tamp3ao PBS (pH
7,4). Ajustou-se o pH da mistura reaccional a 7-9 e deixou-se a reaccdo progredir durante a
noite a temperatura ambiente. Filtrou-se a mistura reaccional, analisou-se e purificou-se o
sobrenadante por HPLC. A analise por ESI-MS das varias espécies separadas no HPLC indicou

gue nao se tinha formado o composto pretendido.

B: Dissolveu-se 23 (2 eq.) em DMF, adicionou-se NHS (50 eq.) ou N-sulfo-NHS (50 eq.) em
DMF e EDC (38 eq.) em DMF/tampdo MES, 2:1, para formacao do éster activado de 23. Apds
30 min a temperatura ambiente (pH: 4-6) adicionou-se SGS-BBN (1 eq.) dissolvido em

NaHCOs; 0,1M (pH 8,5) e ajustou-se o pH a 7-9. A reacgdo progrediu durante a noite a
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temperatura ambiente. A mistura reaccional foi filtrada e purificada por HPLC. Apds analise por

ESI-MS verificou-se que ndo tinhamos obtido o composto desejado.

C: Dissolveu-se 23 (4,2 eq.) em DMF e adicionou-se NHS (50 eq.) e EDC (38 eq.) para
formacdo do éster activado de 23 a pH 4-6. Apds 2 a 4 h de reacgdo a temperatura ambiente,
adicionou-se a resina com a sequéncia peptidica SGS-BBN (1 eg.) em DMF. Ajustou-se o pH a
7-9 e a reaccdo progrediu durante a noite a temperatura ambiente. Filtrou-se a mistura
reaccional, separou-se a resina que foi lavada com DMF, CH,Cl, e Et,0. Retirou-se entdo o
produto obtido da resina. Filtrou-se a mistura e separou-se o sobrenadante ao qual se
adicionou Et,O gelado para precipitar o conjugado peptidico. Apds centrifugacao purificou-se o
produto obtido por HPLC. A analise por ESI-MS das fracgdes recolhidas indicou que ndo tinha

havido reacgao.

D: Dissolveu-se 23 (1 eq.) em DMF, adicionou-se HBTU (2,2 eq.) e deixou-se a reagir durante
30 min a temperatura ambiente. Dissolveu-se a sequéncia peptidica SGS-BBN (2,5 eq.) em
DMF, adicionou-se DIPEA (9,5 eq.) e deixou-se reagir a temperatura ambiente durante 30 min.
Adicionou-se a mistura que continha o péptido a mistura que continha 23. Ajustou-se o pH a 8-
9 com DIPEA e deixou-se a reaccao progredir durante 2 h a temperatura ambiente. Analisou-se
a mistura reaccional por HPLC e recolheu-se a fraccdo que consideramos ser a pretendida. Essa
fraccao foi entdo analisada por MALDI-TOF. Esta analise confirmou tratar-se do produto
pretendido. Também se observou a presenga de um pico cuja massa diferia em 16 unidades da
massa do produto pretendido. Apds andlise cuidada consideramos tratar-se do produto
desejado oxidado.

Esta reacgdo também foi feita em atmosfera de azoto com DMF seca e desarejada em
corrente de azoto durante 10 a 15 min. Apods purificacdo por HPLC verificou-se que se tinha

obtido o composto pretendido, com uma contaminagao mais baixa de produto oxidado.

E: Dissolveu-se 23 (1 eq.) em DMF, adicionou-se HBTU (2,2 eq.) e deixou-se a reagir durante

30 min a temperatura ambiente. Adicionou-se DIPEA (9,5 eq.) a resina que continha SGS-BBN
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(2,5 eq.) em DMF e deixou-se a reagir durante 30 min a temperatura ambiente. Adicionou-se a
mistura com a resina a solugdo de 23, ajustou-se o pH a 8-9 e deixou-se a reagir durante 2 h a
temperatura ambiente. Clivou-se o conjugado peptidico da resina e purificou-se por HPLC. Apds
andlise por ESI-MS, do pico recolhido na purificacdo por HPLC, verificou-se que ndo se tinha

obtido o produto desejado.

E: Dissolveu-se 23 (1 eq.) em DMF, adicionou-se HATU (2,2 eq.) e deixou-se a reagir durante
30 min a temperatura ambiente. Dissolveu-se 0 SGS-BBN (2,5 eq.) em DMF, adicionou-se
DIPEA (9,5 eq.) e deixou-se a temperatura ambiente durante 30 min. Adicionaram-se as duas
misturas reaccionais, ajustou-se o pH a 8-9 e deixou-se a reaccao progredir a temperatura
ambiente durante a noite. Apds purificacao por HPLC e andlise por ESI-MS, das fraccoes
correspondentes as espécies maioritarias do cromatograma de HPLC, verificou-se que nao se

obteve o composto pretendido.

G: Dissolveu-se 23 (1 eq.) em DMF, adicionou-se HBTU (2,2 eq.) e deixou-se a reagir a
temperatura ambiente durante 30 min. Dissolveu-se 0 SGS-BBN (2,2 eq.) em DMF, adicionou-
se DIPEA (9,5 eq.) e deixou-se 30 min a temperatura ambiente. Adicionaram-se as duas
misturas reaccionais, adicionou-se Fmoc-Met-OH (3,75 eq.) em DMF e ajustou-se o pH a 8-9.
Deixou-se a reaccao a temperatura ambiente durante 2 h. Purificou-se a mistura reaccional por
HPLC e analisou-se a fraccdo correspondente a espécie maioritaria por ESI-MS. Verificou-se que

se obtinham ambas as espécies, oxidada e ndo oxidada.

H: Dissolveu-se 23 (1 eq.) em DMF, adicionou-se HBTU (2,2 eq.) e deixou-se a reagir durante
30 min a temperatura ambiente. Ao mesmo tempo dissolveu-se 0 SGS-BBN (2,5 eq.) em DMF,
adicionou-se DIPEA (9,5 eq.) e também se deixou a temperatura ambiente durante 30 min. Ao
fim deste tempo, adicionaram-se as duas misturas reaccionais e 2-(metiltio)etanol (19 eq.).
Ajustou-se o pH a 8-9 e deixou-se a reaccao progredir durante 2 h a temperatura ambiente. No

entanto, apods analise da fracgdo de HPLC recolhida, por ESI-MS verificou-se que se continuava
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a ter oxidagao do composto e que o produto de reaccdo apresentava muitas impurezas quando

comparado com os resultados obtidos pelo procedimento D.

Com base nos estudos anteriores aplicdmos o método D nas reacgdes de conjugacao
dos ligandos pirazolo-diamina 23 e 32 as sequéncias SGS-BBN, GGG-BBN e NLS-BBN. A
caracterizacao por HPLC e ESI-MS, dos diferentes conjugados peptidicos sintetizados, encontra-

se na tabela 6.2.

Para podermos controlar o local do péptido onde se ligou o pirazolo-diamina 23 a

sequéncia GGG-NLS-BBN fizemos esta conjugacdo em fase sdlida com as cadeias laterais das

Lys protegidas.

Sintese em fase sdlida: A uma solugdo em DMF seca contendo o composto 23 (5 eq) na

presenga de HBTU (5 eq), em agitacdo a temperatura ambiente durante 15 min, adicionou-se
DIPEA (10 eq) e a resina contendo a sequéncia peptidica GGG-NLS-BBN (1 eq). Deixou-se a
reaccdo progredir a temperatura ambiente durante 1 noite, com controlo do valor do pH
(8<pH<10) por adicdo de DIPEA. Apods este periodo filtrou-se a mistura reaccional e lavou-se a
resina com 10 ml de DMF, 10 ml de CH,Cl, e 10 ml de Et,0. Apds secagem durante 15 min em
vazio fez-se a clivagem da resina segundo a metodologia ja descrita em 6.7.1.. Fez-se analise

por HPLC e posterior caracterizagdo por ESI-MS do conjugado obtido L12 (tabela 6.2).
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Tabela 6.2: Caracterizagao por HPLC e ESI-MS dos conjugados peptidicos.

HPLC ESI-MS
Férmula
Conjugado Método tret (MinN) Tebrico Experimental
Molecular
1898,19 1897,9 [M]*
23—SGS—BBN A 14,99 949 59 949 8 [M H]2+ C92H136N2301951
I I +
920,50  920,0 [M+H*
23‘GGG‘BBN A 15,66 614 00 613 8 [M 2H]3+ C90H132N23017SI
I I +
32-SGS-BBN A 18,08 857,44  856,9 [M+2H]** | Cg4H117N19015S:
23-NLS-BBN A 14,81 845,18  845,1 [M+2HT** | Ciz4H109N3402S;
L6 900,48 900,1 [M+H]**
C 17,52 Ca7H128N2304754
(L3-SGS-BBN) 600,66  600,3 [M+2H]**
L7 870,47 869,8 [M+H]**
C 17,22 CesH124N230455;
(L3-GGG-BBN) 580,65  580,4 [M+2H]**
L8> 605,99  605,7 [M+2H]**
C 16,63 Cg7H128N2301851
(L3-SGS-BBN(0)) 908,48 908,0 [M+H]**
LO* 585,98  585,8 [M+2H]*"
C 16,54 CgsH124N2304654
(L3-GGG-BBN(0)) 878,47 878,1 [M+H]**
L10 )y
(L5-5GS-BEN) A 15,92 806,91  807,3 [M+2H] CyoH109N1501651
L11 811,83  811,5 [M+2H]**
A 14,70 Ci10H191N34016Sy
(L3-NLS-BBN) 609,12  609,2 [M+3H]*"
1o 868,85  868,8 [M+2H]**
(L3-GGG-NLS-BEN) B 14,14 651,89  651,9 [M+3H]* | CizsH00N3702S;
521,71 521,7 [M+4H]>*

*Estes compostos correspondem aos analogos peptidicos oxidados na Met.

6.7.2.1. L6 (L3-SGS-BBN)
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6.7.2.2. L7 (L3-GGG-BBN)
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6.7.2.5. L10 (L5-SGS-BBN)
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6.7.2.7. L12 (L3-GGG-NLS-BBN)
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6.7.3. Complexos de Rénio (1) Estabilizados por Ligandos Pirazolo-Diamina
Contendo uma Unidade Intercaladora e Analogos da Bombesina

A sintese dos complexos de rénio (I) estabilizados pelos ligandos pirazolo-diamina
contendo diferentes sequéncias peptidicas e unidades intercaladoras, do tipo Re3-X-BBN (X =
SGS, GGG, NLS, GGG-NLS), foi feita manualmente em solucdo ou em fase sélida por reaccao

do complexo Re3, com os diferentes analogos peptidicos, em DMF seca.

Genericamente, as sinteses em solucdo ou em fase sélida foram realizadas como segue:

Sintese em solucdo: A uma solucdo de Re3 em DMF seca contendo HBTU (2,5 eq), em

agitacdo durante 30 a 40 min, adicionou-se uma solucdo do analogo peptidico da BBN (2,5 eq)
em DMF, contendo também DIPEA (4,6 eq). O pH da mistura reaccional foi ajustado a 8-9 por
adigdo de DIPEA. A analise da mistura reaccional, por HPLC, mostrou que ao fim de 2 h a
reaccdo tinha sido completa. Apds este periodo, a mistura reaccional foi purificada por HPLC e
recolhidas as fracgbes que pensamos corresponder aos compostos desejados. Essas fraccoes
foram secas em vazio e o sdlido obtido foi analisado por ESI-MS. Na tabela 6.3 apresentam-se
os resultados obtidos por ESI-MS que nos confirmaram a formagao dos complexos de formula
geral Re3-X-BBN (X = SGS, GGG, NLS).

Durante a purificagdo por HPLC dos complexos Re3-X-BBN foram também isolados os
complexos andlogos oxidados que foram caracterizados sem qualquer ambiguidade por ESI-MS

(tabela 6.3).

Sintese em fase sélida: A uma solugdo em DMF seca contendo o complexo Re3 (5 eq) e HBTU

(5 eq), em agitacao a temperatura ambiente durante 15 min, adicionou-se DIPEA (10 eq) € a
resina (1 eq) contendo a sequéncia peptidica GGG-NLS-BBN. Deixou-se a reacgdo progredir a
temperatura ambiente durante 1 noite, com controlo do valor do pH da mistura reaccional
(8<pH<10), por adicao de DIPEA. Apods este periodo filtrou-se a mistura reaccional e lavou-se a
resina com 10 ml de DMF, 10 ml de CH,Cl, e 10 ml de Et,0. O produto foi seco em vazio

durante 15 min. O composto formado foi retirado da resina, utilizando a metodologia ja descrita
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em 6.7.1. para a sintese em fase sdlida. A solucdo obtida foi entdo analisada por HPLC e
posteriormente caracterizada por ESI-MS. A analise dos espectros de massa indicou tratar-se de

Rel2.

Tabela 6.3: Caracterizagdo por HPLC e ESI-MS dos complexos de rénio (I) com analogos

peptidicos.
HPLC ESI-MS
Complexo Método tret (MiN) Tedrico Experimental Formula
Molecular
Re6 c 2048 1034,94 1034,5 [M]** CoHloaNosOnRES:
(fac-[Re(CO)3(k3-L6)1%) ' 690,30  690,1 [M+H]**
Re7 c 20,63 1004,94 1004,7 [M]** CaPooaORES,
(fac-[Re(CO)3(k*-L7)]*") ' 670,29 670,3 [M+H]**
Re8* c 19,00 695,63 695,9 [M+H]** CaoaOsResS:
(fac-[Re(CO)3(k>-L8)]1%") ' 1042,95 1043,0 [M]**
Re9* c 2004 675,63 675,6 [M+H]** CattinNosOmReS:
(fac-[Re(CO)3(k3-L9)]1%") ' 1012,94 1012,6 [M]**
Rell A 15,04 1809,94 18091 Ci22H191N3402:R€: Sy
(fac-[Re(CO)3(x3-L11)]1%") [2M+Na-2H]**
Re12 958,83 958,3 [M+HJ**
(20-[Re(COY (L 12)]) C 16,88 719,37  719,3 [M+2H]* | CyzHi00N37025Re;S;
575,70  575,7 [M+3H]>*

*Estes compostos correspondem aos analogos peptidicos oxidados na Met.
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6.7.3.2. Re7 (fac-[Re(CO)s(k3-L7)]%")
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6.7.3.5. Rell (fac-[Re(CO)s(k3-L11)]*")
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6.7.4. Complexos de Tecnécio (l) Estabilizados por Ligandos Pirazolo-
Diamina Contendo uma Unidade Intercaladora e Analogos da Bombesina

A sintese dos complexos de **™Tc (I), estabilizados por ligandos pirazolo-diamina
contendo as diferentes sequéncias peptidicas e unidades intercaladoras, do tipo Tc3-X-BBN (X
= SGS, GGG, NLS), foi feita do seguinte modo:
Num frasco de vidro selado, em atmosfera de N,, foram introduzidos 100 pl de uma solucao
aquosa do conjugado peptidico (L3-X-BBN), e 100 pl de uma solugdo de fac

[*™Tc(H,0)5(CO)s]* (5-7 mCi) em NaCl 0,9% (pH 7,4). A mistura reaccional foi aquecida a
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100°C durante 30 min. Apos este periodo a mistura reaccional foi arrefecida a temperatura

ambiente e analisada por HPLC (tabela 6.4).

Tabela 6.4: Caracterizagdo por HPLC e log Doy dos complexos de #™Tc com analogos

peptidicos.
HPLC

Complexo Método trer (MiN) Log Do/w £ s

Tc6 (fac-[Tc(CO)s(k3-L6)]%") C 20,67 -0,68 + 0,07
Tc7 (fac-[Tc(CO)s(k3-L7)]1M) C 20,88 -1,91 + 0,05
Tc8* (fac-[Tc(CO)s(k3-L8)]%") C 19,04 -0,83 £ 0,11
Tc9* (fac-[Tc(CO)s(k3-L9)]?) C 20,08 -1,70 £ 0,02
Tcll (fac-[Te(CO)s(k3-L11)]%) A 15,75 -1,51 + 0,03

*Estes compostos correspondem aos analogos peptidicos oxidados na Met.
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6.7.4.3. Tc8 (fac-[Tc(CO)s(k3-L8)]*)
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6.8. Lipofilia

A lipofilia dos complexos de *™Tc foi avaliada por determinacdo do coeficiente de
particdo (log Do) dos complexos no sistema bifasico n-octanol/PBS 0,1M (pH 7,4). Esta
determinago utilizou o método de extracgdes multiplas.* De um modo breve:

Adicionou-se 1 mL de PBS (0,1M, pH 7,4) a tubos de centrifuga contendo 1 mL de n-octanol.
Misturaram-se durante 1 min, utilizando um agitador vortex. De seguida, foram adicionados 25
ML da preparagao radioactiva em estudo. A mistura foi novamente agitada em vortex por 1 min
e centrifugou-se a 3000 rpm durante 5 min, de forma a obter uma separagao eficiente entre a
fase organica e a fase aquosa. De cada uma das fases retiraram-se aliquotas de 100 WL, e a
actividade das mesmas foi medida numa cdmara de ionizagdo. Em seguida, retiraram-se 25 pL
da fase que possuia uma maior concentragdo do composto e repetiu-se novamente o processo
inicial: reparticao entre n-octanol/PBS, tal como descrito anteriormente. Finalmente, retiraram-
se aliquotas de 25 YL de ambas as fases e mediu-se a actividade num contador gama. O
coeficiente de partigao (log Do) foi calculado por aplicagdo da seguinte expressao:

log (Do) = log (C4/C)
em que:
C; — actividade na fase organica (cpm)

C, — actividade na fase aquosa (cpm)

6.9. Estudos Espectroscopicos de Interaccao de Ligandos e Complexos

de Rénio (1) com ADN

As solucSes dos compostos em estudo em TRIS-HCI 0,1 M (pH 7,4) foi-se adicionando
quantidades variaveis de uma solucdo de ADN até ndo se registar qualquer alteracdo nos
espectros resultantes analisados por espectroscopia de UV-Visivel e fluorescéncia. Para os
estudos de dicroismo circular (CD) e dicroismo linear (LD) foram adicionadas quantidades

variaveis dos compostos em estudo a uma solugdo de ADN. Para o CD as amostras foram
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dissolvidas em tampao TRIS-HCI (0,1 M, pH 7,4); para o LD as amostras foram dissolvidas em
tampao fosfato (10 mM, pH 7,2).

O ADN de timo de vitela (calf thymus DNA, Sigma) encontrava-se na forma de sal de
sddio e foi utilizado sem qualquer purificacdo adicional. O sal de ADN foi dissolvido numa
guantidade minima de solugdo tampao TRIS-HCL (0,1M, pH 7,4) para obter uma solucdo com 1
mg/mL. Apos agitacdo, durante 24 a 48 h em banho de gelo, a concentragdo da solugdo de
ADN, expressa por nucledtido, foi determinada por espectrometria de UV-Visivel (g0 nm=6600
Mecm™). A pureza das solucdes de ADN foi verificada por medicdo da absorvancia a 260 e 280
nm, aplicando a razdo Absysonm/AbS280nm-

As solugdes de ADN podem encontrar-se contaminadas com outras moléculas, como
por exemplo, proteinas aromaticas que absorvem a 280 nm. Para solugdes de ADN puras a
razdo das absorvancias a 260 e 280 nm ¢ igual a 1,8. Para amostras contaminadas com
proteinas esse valor sera inferior. Os valores por nds determinados para as diferentes solucdes
de ADN estavam sempre acima de 1,8 verificando-se assim que as solugbes de ADN ndo se
encontravam contaminadas com proteinas.®®®° Todas as medidas foram efectuadas a 25°C em
tampao TRIS-HCL (0,1M, pH 7,4).

Os estudos espectroscopicos de UV-Visivel, fluorescéncia e CD foram realizados no
Centro de Quimica Estrutural do Instituto Superior Técnico com a colaboracdo do Professor
Jodo Pessoa e da Doutora Ana Isabel Tomaz. Os estudos de LD foram efectuados pelo Doutor

Giampietro Viola no Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Padua, Italia.

6.10. Ensaios com ADN Plasmidico

A indugdo de quebras no ADN foi avaliada pela conversdo do ADN plasmidico da forma
superenrolada (FSE) para a forma circular (FC). Os complexos Rel, Tcl e [*™TcO,] foram
incubados com ADN plasmidico (300 ng, pucl9) durante 48 h a temperatura ambiente. Apos
este tempo, adicionou-se 5 pL de tampao de amostra (Ficoll 400, 20%, EDTA, SDS, azul de
bromofenol) e as amostras foram aplicadas em gel de agarose a 0,8% (AppliChem) em tampao

TBE 1x (Tris-borato-EDTA) contendo 15 uL de brometo de etidio (10 mg/mL, AppliChem) para
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visualizagdo do ADN. Controlos de plasmideo ndo incubado e linearizado foram incluidos em
ambos os extremos do gel de agarose com 18 pogos. A electroforese decorreu durante 18 h a
20 mV. As bandas foram visualizadas sob luz UV e as imagens capturadas digitalmente com
AlphaImager EP (Alpha Innotech). As imagens utilizadas para quantificagdo foram obtidas todas
na mesma corrida. A quantificacdo foi realizada por densitometria usando o programa
AlphaView Software (Alpha Innotech). O valor obtido para a forma superenrola (FSE) foi
corrigido com um factor de 1,42 para contabilizar a baixa capacidade corante do brometo de
etidio para este tipo de conformacdo do ADN.!! Apds esta correccdo foi calculada a
percentagem de cada forma (FSE e FC), e a razao FSE/FC. Estes estudos foram realizados em
colaboracdo com a Doutora Filipa Mendes (investigadora do grupo onde o trabalho apresentado

nesta tese foi realizado).

6.11. Estudos de Ligandos e Complexos de Rénio (1) e Tecnécio (1)

com Células Tumorais B16-F1 e PC-3

Nestes estudos utilizaram-se as linhas celulares B16-F1 de melanoma de ratinho e PC-3
do cancro humano da proéstata. Para a cultura destas linhas celulares aplicou-se o procedimento
que a seguir se descreve.

O meio de cultura utilizado para as células B16-F1 foi o DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium, contendo Glutamax-I, Invitrogen ref. 61965) com 10% de soro fetal bovino
(Invitrogen, ref. 10270) e 1% de solucao de antibidtico (100 UI/mL de penicilina € 100 pug/mL
de estreptomicina, Gibco, ref. 15140). O meio de cultura utilizado para as células PC-3 foi o
RPMI (contendo L-glutamina, Invitrogen ref. 21875042) com 10% de soro fetal bovino (Gibco,
ref. 10270). As células foram mantidas numa estufa a 37°C, numa atmosfera com 5% de CO..

Sempre que as células em cultura atingiam uma confluéncia (preenchimento do fundo
do frasco) entre 70 e 80%, foram subcultivadas pelo método padrdo: aspirou-se o meio de
cultura, lavaram-se as células com PBS e adicionou-se uma solucdo de tripsina — 0,5% EDTA

(Invitrogen ref. 25300). Apds 2 min a 37°C, as células soltaram-se do fundo do frasco e a
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tripsina foi inactivada por adicao de meio de cultura (4 vezes o volume de solucado de tripsina).
A suspensdo celular foi homogeneizada e as células distribuidas para novo frasco de cultura. A
cultura prosseguiu com mudanca do meio de 2 em 2 dias.

Os estudos com células foram efectuados com a colaboragdo da Doutora Fernanda

Marques (investigadora do grupo onde o trabalho apresentado nesta tese foi realizado).

6.11.1. Viabilidade celular

Os ensaios de citotoxicidade e radiotoxicidade foram realizados por um teste
denominado MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5-difeniltetrazdlio) que avalia a
viabilidade das células apds a sua exposicdo aos compostos em estudo. As células que se
mantém viaveis reduzem o MTT a formazan, durante a respiracdo celular, nas mitocondrias. A
deteccdo do formazan formado é uma indicacdo da integridade das mitocondrias e da

viabilidade celular.®?

6.11.1.1. Citotoxicidade de Ligandos e Complexos de Rénio (1)

As células foram cultivadas em placas de 96 pocos (cerca de 9000 células/200 uL/pogo)
durante 16 h para garantir a sua ades3o. Apos este periodo adicionaram-se solucdes dos
compostos em estudo preparadas em meio de cultura por diluicbes sucessivas de uma solugao
mae. Utilizaram-se 8 pogos para cada concentracdo estudada. As solugdes ficaram 36 h a 37°C
nos pocos, apds o que as células foram lavadas com PBS e posteriormente adicionada uma
solucdo de MTT (0,5 mg/mL). Ao fim de 3 a 4 h a 37°C as células foram lavadas com PBS e
adicionados 200 yL de DMSO, para dissolver os cristais de formazan formados. A absorvancia

das solucdes foi medida a 570 nm num espectrofotometro de placas.

6.11.1.2. Radiotoxicidade de Complexos de Tecnécio (1)

As células foram aplicadas em placas de 96 pogos (cerca de 7000 células/200 uL/pogo)
durante 16 h para garantir a sua adesdo. Apds este periodo adicionaram-se as solucdes dos
complexos de **Tc, previamente purificados por HPLC. Para o mesmo complexo de *™Tc
utilizaram-se quantidades diferentes, obtidas por diluicdo sucessiva de uma solugao mae. Os
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complexos de *™Tc ficaram a reagir com as células durante 36 h a 37°C, apds o que as células
foram lavadas com PBS. Utilizamos 8 pogos para cada concentracdo de um mesmo composto.
De seguida, adicionou-se uma solugdo de MTT (0,5 mg/mL) as células e deixou-se reagir
durante 3 a 4 h a 37°C. Apds lavagem com PBS, adicionou-se 200 uL de DMSO, para dissolver
os cristais de formazan formados e leu-se a absorvancia a 570 nm, num espectrofotémetro de

placas.

6.11.2. Captacado Celular e Internalizacdo Nuclear de Ligandos, Complexos
de Rénio (1) e Complexos de Tecnécio (1)

De modo a determinar a localizacao celular de compostos e complexos de rénio (I)
utilizamos as propriedades fluorescentes das diferentes unidades intercaladoras em estudo e
recorremos a microscopia de fluorescéncia. Foi necessario assegurar uma concentracao de
cromdforo que permitisse a aquisicdo de imagens mas que ndo comprometesse a viabilidade
das células. Este parametro foi estabelecido com base nos estudos de citotoxicidade.

Nos ensaios de microscopia de fluorescéncia apenas obtemos informacao qualitativa
relativamente a localizacdo celular dos complexos. Para que esta localizacao possa ser
quantificada é necessario recorrer aos complexos de *™Tc uma vez que a medida da actividade
presente em cada fraccao celular (citoplasma e nucleo) permite quantificar a fracgdo de

complexo que fica no citoplasma e que fica no nicleo.

6.11.2.1. Estudos de Captacao Celular e Nuclear de Ligandos e Complexos de
Rénio (1) por Microscopia de Fluorescéncia

Foram cultivadas 5 x 10* células B16-F1 em lamelas estéreis, colocadas em placas de 6
pocos. Apds uma noite de incubagao o meio foi aspirado e foi adicionado novo meio contendo
0s compostos a estudar (L1, L2, Rel e Re2) numa concentracdo de 70 UM e incubou-se
novamente por 3 h a 37°C. Em seguida, as células foram lavadas com PBS, fixadas em 3% de
paraformaldeido em PBS, durante 20 min a temperatura ambiente. Apds 3 lavagens com PBS as

células foram incubadas durante 20 min a temperatura ambiente com solugdes 5 UM de
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compostos de referéncia que coram o nucleo das células, emitindo fluorescéncia a
comprimentos de onda conhecidos: DAPI (4'-6-diamidino-2-fenilindol) para L1 e Rel; DRAQ5
(1,5-bis{[2-(di-metilamino)etil]Jamino}-4, 8-dihidroxiantraceno-9,10-diona) para L2 e Re2. A
seguir, as lamelas foram lavadas 3 vezes com PBS e montadas em laminas de microscépio em
glicerol. Para os compostos L2 e Re2 foi necessario adicionar uma solucao a 3% de galato de
propilo ao meio de montagem para impedir o rapido desaparecimento de fluorescéncia emitida
por estes compostos e melhorar as condicOes de visualizacao das amostras.

As amostras foram observadas num microscopio de fluorescéncia Leica DMRA2,
utilizando uma objectiva de 100x 1,2 NA e um filtro UV Chroma +A4 para avaliar a
fluorescéncia do DAPI (Ae;max = 359 nm, Aemmax = 461 nm) e de L2 e Re2, um filtro Y5 Cy5
para o0 DRAQ5 (Aexkmax = 647 nm, Aeymax = 670 nm) e um filtro L5 FITC para L1 e Rel. As
imagens foram obtidas com uma maquina fotografica CoolSNAP HQ 1,3 Mpixel cooled CCD e
tratadas com o software MetaMorph.

A avaliacao da captacdo celular por microscopia de fluorescéncia foi efectuada pelos

Doutores Fernanda Marques e Gabriel G. Martins no Instituto Gulbenkian da Ciéncia.

6.11.2.1.1. Microscopia Confocal de Fluorescéncia com Células Fixadas

Células B16-F1 e PC-3 foram preparadas tal como se encontra descrito no ponto
anterior e foram incubadas com os compostos L1, L3, Rel e Re3 (70 yM) e uma solucdo de
DAPI 5 pM. Apos lavagem, as lamelas foram montadas em laminas e as amostras foram
observadas num microscépio confocal Zeiss LSM 510 META (Carl Zeiss, Germany) equipado
com uma objectiva 63x 1,4 Apochromat. A fluorescéncia dos compostos foi avaliada com um
laser Argon/2 de 488 nm e um filtro de emissao BP 505-550 nm. A fluorescéncia do DAPI foi
avaliada com um laser Diode 405 nm e um filtro de emissao BP 420-480 nm.

A avaliacao da captacao celular por microscopia confocal de fluorescéncia foi efectuada

pelos Doutores Fernanda Marques e José Rino no Instituto de Medicina Molecular.
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6.11.2.1.2. Microscopia Confocal de Fluorescéncia com Células Vivas

Foram aplicadas células PC-3 numa densidade 10° células/mL em placas de Petri
(MatTek Corporation, USA). Apds 24 h de incubagao a 37°C adicionou-se uma solugdo de
dihidroetidio (Molecular Probes, USA) a 1 pg/mL. O dihidroetidio € uma sonda neutra que
atravessa a membrana celular de células vivas. Uma vez no interior das células, o corante é
oxidado a brometo de etidio.'®® Apés 20 min a 37°C as células foram lavadas 3 vezes e
mantidas em DMEM/F12 sem o indicador vermelho de fenol. As células foram visualizadas num
microscopio confocal Zeiss LSM 510 META (Carl Zeiss, Germany) equipado com uma incubadora
para controlo de temperatura a 37°C (Pecon, Germany) utilizando uma objectiva
PlanApochromat 63x/1.4. A fluorescéncia do brometo de etidio foi detectada com um laser
Argon de 514 nm (45 mW nominal output) e um filtro de emissdo LP 615 nm. A fluorescéncia
dos compostos Rel, Re6 e Re7 foi detectada com o mesmo laser a 488 nm e um filtro BP
500-550 nm. O pinhole (abertura confocal) foi ajustado em ambos os canais para se ter a
mesma espessura optica da amostra (1 pm). Apds adicdo das solugdes dos complexos de rénio
(15 M) ao meio celular, foram obtidas imagens sequenciais em verde (complexos de rénio) e

vermelho (brometo de etidio) minuto a minuto durante 1 h.

6.11.2.2. Captagcao Celular e Internalizacdo Nuclear de Complexos de
Tecnécio (I)

Nos estudos de captacao celular e internalizagdo nuclear foram cultivadas células PC-3
ou B16-F1 em placas de 24 pogos (cerca de 2 x 10° células/500 pL/pogo). As células ficaram a
aderir as placas durante 16 a 18 h. Apds este periodo, foram adicionadas solucbes dos
compostos radioactivos em estudo, purificados por HPLC, diluidos nos meios de cultura das
células: RPMI para células PC-3 e DMEM para B16-F1. As células foram mantidas numa
atmosfera himida com 5% de CO, a 37°C. Esta incubacdo foi interrompida ao fim de tempos
seleccionados (5 min, 15 min, 30 min, 1, 2, 3 e 4 h) por remogao dos meios de cultura e
lavagem das células, duas vezes, com uma solucdo de PBS com 0,2% de BSA a 4°C.

Em seguida, foram adicionados 500 pL de uma solucdo de glicina-HCl (50 mM, pH 2,8)
e deixou-se a incubar com as células durante 3 min a temperatura ambiente. Repetiu-se este
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passo por mais 3 min, com nova adicao de solugdo glicina-HCI, com a finalidade de se retirar o
complexo radioactivo associado a membrana das células (lavagem acida). As fraccOes
correspondentes ao meio de incubacdo, as lavagens com solugdo de PBS e as lavagens com
solucdo acida foram recolhidas para contagem da radioactividade.

Apos lavagem das células com 500 L de uma solucdo de PBS procedeu-se a destruicao
da membrana celular pela adicao de 500 uL de tampao de lise (Tris 10 mM pH 8,0, MgCl, 3
mM, NaCl 10 mM) e 2,5 pL de Nonidet NP-40 a 10%. Apds 1 h a suspensao de células lisadas
foi retirada dos pocos e centrifugada a 1300 g durante 5 min. O precipitado obtido (que contem
o nucleo das células) e o sobrenadante (com o restante contetido celular) foram separados e a
actividade de cada um deles medida. A actividade medida no precipitado corresponde a
percentagem de composto internalizado no nicleo das células. A captacdo celular total
corresponde a soma das actividades medidas no precipitado e no sobrenadante. Para cada
tempo foram efectuados ensaios em triplicado. Os resultados foram expressos como
percentagem da actividade total nos pogos (actividade ndo ligada a célula + actividade

associada a membrana das células + actividade internalizada pelas células).

6.11.2.3. Efluxo de Complexos de Tecnécio (1)

Procedeu-se ao estudo do efluxo que permite avaliar como se processa a libertacao dos
complexos radioactivos ao longo do tempo, apds a sua captacao pelas células. Para avaliar o
efluxo, foram aplicadas células PC-3 ou B16-F1 em placas de 24 pocos (cerca de 2x10°
células/500 pL/poco) e deixadas a aderir durante 16 a 18 h. Ao fim deste tempo adicionaram-se
solugdes dos compostos radioactivos, purificados por HPLC, e diluidos em meio de cultura das
células: RPMI para PC-3 e DMEM para B16-F1. Apds 1 h a 37°C, em atmosfera himida com 5%
de CO,, o meio de cultura das células foi aspirado e lavaram-se as células com solucao de PBS
com 0,2% de BSA, solucdo de glicina-HCl (50 mM, pH 2,8) e novamente com solu¢do de PBS
com 0,2% de BSA. Em seguida, foram adicionados 500 pL de meio de cultura e ao fim de
tempos seleccionados (5 min, 15 min, 30 min, 1, 2, 3, e 4 h) foi avaliada a quantidade de
complexo libertado pelas células. Procedeu-se a lavagem das células tal como referido na

seccao anterior (6.11.2.2). Neste caso, as células foram solubilizadas com uma solucao de
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NaOH 1 N para determinagao da radioactividade internalizada. Para cada tempo foram
efectuados ensaios em triplicado. Os resultados foram expressos como percentagem da
actividade total nos pogos (actividade ndo ligada as células + actividade associada a membrana

das células + actividade internalizada pelas células).

6.12. Estudos Biolb6gicos / Farmacocinética

6.12.1. Estudos de Biodistribuicado

A biodistribuicdo dos complexos de *™Tc foi estudada em ratinhos fémea CD-1, sendo
o peso de cada animal aproximadamente de 20-25 g. Os animais foram injectados
intravenosamente (iv) na veia da cauda com 100 pL (2,5-12,5 MBq) da preparagao radioactiva
e foram mantidos com dieta normal ad /ibitum. Apds 1 e 4 h de administragdo iv (ou 30 min e 1
h), os ratinhos foram sacrificados por deslocagao cervical. A actividade administrada e a
actividade no animal sacrificado foram medidas numa cdmara de ionizacdo. Foi assumido que a
diferenca de actividade no animal apos injeccdo e sacrificio era devida a excrecdo. Os 6rgdos
principais foram entdo removidos, pesados e contados hum contador gama. A acumulagao de
actividade nos tecidos foi calculada e expressa em percentagem da dose injectada por 6rgao
(% DI/dérgao) e/ou por grama de tecido (% DI/g de 6rgao). Para o sangue, osso € musculo, a
actividade total foi calculada assumindo que estes érgaos representam, respectivamente, 6, 10
e 40% do peso total do animal. A urina foi também recolhida no momento do sacrificio.

As condicdoes experimentais de realizacdo dos ensaios bioldgicos satisfaziam as
orientacOes técnicas relativas ao alojamento e cuidados a prestar a pequenos roedores,
aprovadas na Portaria 1131/97 para aplicagdo dos Decretos-Lei n® 129/92 de 6 de Julho e
197/96 de 16 de Outubro, que transpdem para a ordem juridica interna a Directiva Comunitaria
n° 86/609/CEE a qual estabelece as normas minimas relativas a proteccdo de animais para fins

experimentais e outros fins cientificos.

259



6. Parte Experimental

6.12.2. Estabilidade /n vivo / Metabolizacédo

A estabilidade /n vivo foi avaliada por andlise da urina e do soro de ratinhos utilizando
para tal HPLC. A recolha da urina e do sangue foi realizada 1 € 4 h (ou 30 min e 1 h) apds a
injeccdo intravenosa do composto em estudo. A urina foi recolhida no momento do sacrificio e
centrifugada durante 10 min a 2000 rpm, e o sobrenadante foi analisado por HPLC.
Relativamente ao soro, o sangue recolhido dos ratinhos foi imediatamente centrifugado durante
10 min, a 3000 rpm e a 4°C. O soro foi separado e aliquotas de 75 pL foram tratadas com 150
WL de EtOH frio, para precipitacdo das proteinas. As amostras foram novamente centrifugadas a

4000 rpm durante 15 min a 4°C. O sobrenadante foi recolhido e analisado por HPLC.
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