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RESUMO

Atualmente, uma das ferramentas de diagndstico clinico mais
comumente utilizada € a imagem por ressonancia magnética (IRM). Porém, para
se obter imagens com maior definicdo, € necesséario o uso de um agente de
contraste (AC), que geralmente sdo quelatos paramagnéticos, constituidos por
um ligante organico e tendo como ion metélico central o gadolinio. Os ACs
clinicamente aplicados fornecem imagens com contraste bem definido suficiente
para diagnoésticos precisos. No entanto hd um potencial para otimizagdo da
eficacia observada, a qual € dada em termos da relaxividade. Esta otimizacéo
pode ser alcancada através da conjugacdo de quelatos paramagnéticos a um
nanomaterial. Além disso, sendo um sistema nanoparticulado fluorescente, é
possivel obter sonda capaz de responder a uma segunda técnica de imagem,
permitindo dessa forma investigacfes de eventos bioquimicos a nivel celular, os
quais sao limitados na IRM. Assim, o0 objetivo desse trabalho foi o
desenvolvimento de uma nanossonda bimodal resultante da conjugacéo de
pontos quanticos (PQs) de CdTe estabilizados com cisteamina (CTM)
sintetizados em agua a complexos paramagnéticos contendo ions gadolinio,
Gd(lll). PQs estabilizados com cisteamina foram conjugados covalentemente, a
partir da amina na CTM, a dois quelatos de Gd(lll) contendo como ligantes o
DOTA e DTPA, em diferentes propor¢gbes PQ:ligante. Entre 47 a 90% dos
complexos foram conjugados. Para as proporcbes adequadas, os PQs
mantiveram-se estaveis. Os sistemas apresentaram relaxividades de até 11,36
mM-1st a 20 MHz por Gd(lll), e até de 199,44 mMist a 20 mHz por
nanoparticula. Além disso os sistemas com o ligante DTPA apresentaram
interacdo inespecifica com hemacias, evidenciada em microscopia de
fluorescéncia e um percentual de marcacgéo de 74%, equivalente ao observado
para o PQ sozinho. Deste modo os sistemas obtidos sé&o potenciais agentes de
contrastes bimodais para IRM e imagem oOptica.

Palavras-chave: Agentes de contraste bimodais. Imagem por ressonancia

magnética. Pontos quanticos. Relaxividade. Fluorescéncia.



ABSTRACT

Currently, one of the most commonly used clinical diagnostic tools is
the magnetic resonance imaging (MRI). However, in order to obtain images with
greater definition, it is necessary to use a contrast agent (CA), which are generally
paramagnetic chelates, constituted by an organic ligand and having as central
metallic ion the gadolinium. Clinically applied CAs provide well-defined contrast
images sufficient for accurate diagnosis. However there is potential for
optimization of observed efficacy, which is given in terms of relaxivity. This
optimization can be achieved by conjugating paramagnetic chelates to a
nanomaterial. In addition, being a fluorescent nanoparticulate system, it is
possible to obtain a probe capable of responding to a second imaging technique,
thus allowing investigations of biochemical events at the cellular level, which are
limited in MRI. Thus, the objective of this work was the development of a bimodal
nanoprobe resulting from the conjugation of CdTe quantum dots (CdTe),
stabilized with cysteamine and synthesized in water, to paramagnetic complexes
containing gadolinium ions, Gd (lll). Cysteamiine stabilized QDs were covalently
conjugated, from the amine in the CTM, to two chelates of Gd (Ill) containing as
ligands the DOTA and DTPA, in different proportions QD: ligand. Between 47 and
90% of the complexes were conjugated. For the appropriate proportions, the QDs
remained stable. The systems exhibited relaxivities of up to 11.36 mM-1st at 20
MHz per Gd (lll), and up to 199.44 mM-s?t at 20 mHz per nanopatrticle. In
addition, the systems with DTPA ligand showed non-specific interaction with red
blood cells, evidenced by fluorescence microscopy and a percentage of labeling
of 74%, equivalent to that observed for QD alone. In this way the obtained

systems are potential of bimodal contrasts agents for MRI and optical image.

Keywords: Bimodal contrast agents. Magnetic resonance imaging. Quantum

dots. Relaxivity. Fluorescence.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 PONTOS QUANTICOS

Em nanoescala, diversos materiais tém suas propriedades diferenciadas
em relagcdo ao material macroscopico, e esta € uma das razfes pelas quais a
nanotecnologia € atualmente uma das areas da ciéncia e tecnologia que tem
despertado amplo interesse de muitos pesquisadores. Uma das classes de
materiais que tem suas propriedades alteradas em funcdo do tamanho sdo os
denominados pontos quanticos (PQs) (PEREIRA, et al., 2016).

Nanocristais de semicondutores com tamanhos variando entre 2 — 10 nm
sdo chamados de pontos quanticos (PQs) (em inglés: Quantum dots). Os PQs
sdo diferenciados de outros materiais devido ao regime de confinamento
guantico no qual se encontram, o que lhes confere propriedades 6pticas Unicas,
que permitem sua ampla aplicabilidade em: dispositivos optoeletronicos e
fotovoltaicos, biomarcacdo, construcdo de superestruturas, amplificadores
Opticos para redes de telecomunicacdes (GAPONIK, et al., 2002; GUO, YANG e
WANG, 2005; PEREIRA, et al., 2016).

Para compreender as razbes que conferem aos PQs as propriedades
Opticas Unicas, € necessario que se compreenda um pouco mais de sua estrutura
eletrbnica. Como para todo sdlido cristalino, é possivel entender a estrutura
eletrbnica dos PQs na forma de bandas de energia. Quando se estabelecem as
ligagbes quimicas para formar esses nanocristais, todos os muitos elétrons em
um certo nivel de energia, de todas as espécies no cristal, ocupam orbitais
energeticamente semelhantes. Quanto maior o nimero de atomos no cristal,
mais préximos estdo esses niveis de energia, até que ndo seja mais possivel
diferenciar cada um desses estados energéticos, que passam a ser
compreendidos entdo como uma regido de energia continua, ou seja uma banda
de energia. Existem limites importantes nessas estruturas de bandas: os
estados eletrbnicos ocupados de maior energia e 0s estados excitados
permitidos de menor energia, 0S quais correspondem aos extremos entre a
banda de valéncia (BV) e banda de conducéao (BC), respectivamente (BRUS,
1984; TAKAGAHARA e TAKEDA, 1992; OLIVEIRA, 1995; ALIVISATOS, 1996).
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Entre a BV e a BC existem estados energéticos proibidos. Esse intervalo
de energia é denominado de regido de energia proibida (ou band gap) e a
separacao energética entre o estado ocupado mais energético e o estado
excitado de mais baixa energia é denominada de Eg, como no esquema nha
Figura 1. De outro modo, para que o sistema seja excitado € necessério que seja
fornecido um minimo de energia igual a Eg. Os semicondutores sao

caracterizados por valores de Eg menores ou iguais a 3 eV.

Figura 1 — Esquema de estrutura de bandas em semicondutores macroscopicos.

BC

e

BV

Fonte: Autoria propria.

Quando um féton de energia superior a Eg interage com um elétron na
BV do semicondutor, este elétron migra para a BC, gerando uma vacancia (um
buraco virtual na camada de valéncia). Esse buraco (h+) possui carga igual a do
elétron (e-), mas de sinal oposto. Esse par € normalmente referido como par
elétron-buraco, sendo o estado ligado que surge em decorréncia desse par €
denominado éxciton, e a fluorescéncia observada em semicondutores deve-se
a interacdo da radiacdo com essa espécie. Uma vez fornecida energia hv,
elétrons (e’) sdo excitados e ocupam a banda de conducéo (BC) deixando um
buraco (h*) na banda de valéncia (BV), este par comporta-se como uma espécie
ligada, o éxciton. Apés um curto periodo de tempo, ocorre o relaxamento com a
consecutiva emissao de fluorescéncia. (E = hv, onde h é a constante de Planck
e v é a frequéncia da luz) (Figura 2) (BRUS, 1984), (TAKAGAHARA e TAKEDA,
1992), (OLIVEIRA, 1995).
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Figura 2 — Representacdo esquematica do processo de emissdo de fluorescéncia em um
semicondutor.
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EgI s | VA
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Fonte: Autoria prépria.

De modo analogo a Eg, o raio do éxciton representa a distancia entre BV
e BC no cristal, € uma propriedade dependente da composi¢do e do tamanho
das particulas do semicondutor. Nessa situacao, nem o elétron e nem o buraco,
constituintes do éxciton, se movem de maneira independente devido a forcas
coulombianas presentes. Uma vez que o par elétron-buraco é tratado como uma
espécie hidrogendide, € possivel utilizar das descricdes de Bohr para o atomo
de hidrogénio para calcular o raio aproximado do éxciton (ag- EqQuacéo 1), ou raio
de Bohr do éxciton, considerando também a aproximacdo de massa efetiva
(EFROS e EFROS, 1982):

__Amhegge | 1 1
aB - maoe2 * *
o€ Mme My

1)

Onde h é a constante de plank reduzida, € € a constante dielétrica para
o semicondutor, € é a constante de permissividade do vacuo, mp é massa do
elétron em repouso, e € a carga do elétron, me* e mp* sdo as massas efetivas do
elétron e do buraco, respectivamente. As constantes &, me* € my* sdo medidas
que dependem da composi¢do, sendo assim cada semicondutor apresenta
diferentes valores. As massas efetivas sdo valores relacionados ao
comportamento da massa das particulas carregadas em movimento no interior
do cristal.

Ao entrar na escala nanométrica, quando as dimensfes das particulas
passa a ser menor que o raio de Bohr do éxciton, estas se encontram em
confinamento quantico, que pode ocorrer em uma, duas ou nas trés dimensdes
(Figura 3), no qual os limites entre as BV e BC passam a ser determinados pelos
limites da particula. Em outros termos, é possivel entender o confinamento

guantico de modo anélogo a ideia da particula numa caixa de potencial externo
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infinito, onde a particula funciona como uma caixa esférica (BRUS, 1984),
(TAKAGAHARA e TAKEDA, 1992), (PEREIRA, et al., 2016).

Figura 3 — Representacéo esquematica dos tipos de confinamento quéantico.
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Fonte:Autoria propria

Quando em confinamento quantico, a estrutura de bandas passa entédo a
apresentar niveis discretos e quantizados de energia, semelhante a espécies
simples, como atomos, e por isso algumas vezes os PQs sdo chamados de
atomos artificiais. E possivel perceber, entdo, que variando o tamanho da
particula, mesmo sem variar sua composicao (Figura 4), obtém-se nanocristais
com estados eletrdnicos distintos energeticamente, e, portanto, as propriedades
Opticas tais como absorcéao eletrénica e fotoluminescéncia, por exemplo, alteram
drasticamente com a quantizacdo de semicondutores. Esta € uma das mais
importantes caracteristicas particulares dos PQs (BRUS, 1984; TAKAGAHARA
e TAKEDA, 1992; PEREIRA, et al., 2016).
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Figura 4 — Representacdo do comportamento das bandas de valéncia (BV) e conducgéo (BC)
com a variagdo do tamanho do semicondutor.
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Fonte: Autoria propria.

Os espectros eletrénicos dos PQs apresentam algumas diferencas em
relacdo ao material macroscopico de mesma composicdo. No espectro de
absorcado dos PQs onde o primeiro maximo esta relacionado a primeira transicao
permitida para o nanocristal; esta transi¢do € quantizada dado o confinamento,
guanto mais homogéneos os tamanhos das particulas, mais estreita € essa
banda (Figura 5). Modelos matematicos permitem o calculo aproximado do
diametro das particulas a partir deste primeiro maximo de absor¢do (EFROS e
EFROS, 1982; OLIVEIRA, 1995). Além disso, o espectro de absorcdo dos PQs
permite estimar também a concentracao aproximada, pela lei de Beer-Lambert,
uma vez que ha uma relacdo entre o coeficiente de extincdo e a concentracao
(YU, QU e PENG, 2003).

Figura 5 — Esquema ilustrativo de absor¢do em sistemas com: distribuicdo de tamanhos
homogénea (linha continua) e com distribuicdo de tamanhos pouco homogénea (linha tracejada).
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Fonte: Autoria propria
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J& o espectro de emissdo, mais precisamente a largura a meia altura
(FWHM- do inglés full width at half maximum) da banda, esta diretamente
relacionada a defeitos na superficie dos PQs. Estes defeitos levam ao
surgimento de estados eletrénicos intermediérios, entre a BV e a BC, que podem
competir com a emissao principal esperada para o sistema, podendo ocorrer
alargamento e/ou diminuicdo de intensidade da banda de emissao (Figura 6).
Uma vez que PQs sejam obtidos em suspenséao coloidal, devido as dimensdes
nanomeétricas, a area superficial € bastante grande, logo o nimero de espécies
na superficie contribui para a diminuicdo da tenséo superficial (PEREIRA, et al.,
2016; EYCHMULLER, LESNYAK e GAPONIK, 2013).

Figura 6 — Esquemailustrativo de emisséo de fluorescéncia em PQs livre de defeitos superficiais
(A) e com defeitos superficiais (B). Em A, observa-se um pico simétrico e estreito muito bem
definido. Em B h& diminui¢éo deste pico e surgimento de uma nova emisséo, menos energética
correspondente a transicoes a partir de “armadilhas” que surgem no intervalo entre BV e BC.
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Fonte: Autoria propria.

A composicao dos PQs é geralmente uma combinacédo de elementos dos
grupos Il e IV, ou lll e V, que pode apresentar montagens de nlcleo e casca
(core-shell), onde no nudcleo estda o PQ de menor band gap e, portanto,
responsavel pelas propriedades 6pticas, sendo este coberto por uma ou mais
camadas de um segundo semicondutor de band gap maior. Essa estrutura
nacleo e casca além de proteger o nucleo da degradacgéo, tem também a funcao
de eliminar os defeitos superficiais do nucleo que ocorrem devido a vacancia de
atomos, descontinuando a rede cristalina e permitindo o surgimento de
armadilhas entre as BV e BC, como demonstrado na Figura 6. Destes grupos

citados, alguns dos PQs mais amplamente estudados séo os calcogenetos de
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cadmio - os nucleos: CdTe, CdSe, CdS, e em montagens nucleo-casca:
CdTe/CdS, CdSe/CdS. Diversos outros ganham espaco a cada dia, como os que
contém zinco, como por exemplo: ZnSe, ZnTe, ZnS, ZnSe/ZnS, CdTe/ZnS. Ha
ainda relatos de sintese de PQs compostos por metais nobres como Au, Ag, Cu,
Pd e Pt. Desde que comecaram a ser sintetizados, na década de 80, as rotas
sintéticas para obtencdo dos PQs evoluiram na direcdo de tamanhos mais
homogéneos, maior estabilidade, superficies livres de defeitos, rendimentos
quanticos mais altos, facilidade e menor custo de obtencdo. E, uma vez
conhecido seu potencial para aplicacbes biologicas, obtencdo de PQs
estabilizados em meio aquoso tem-se destacado (EKIMOV e ONUSHCHENKO,
1982; GAPONIK, et al., 2002; LI, et al., 2005; PEREIRA, et al., 2016).

A sintese de PQs em meio aquoso teve seu inicio ainda na década de 80,
mas foi na década de 90 que foram relatadas as primeiras sinteses de PQs
coloidais em meio aquoso (ROGACH, et al., 1996; GAPONIK, et al.,, 2002;
NOZIK, RAJH e MICIC, 1993). Das metodologias de sintese aquosa, cabe
destacar a sintese de PQs estabilizados com alquiltiis, primeiramente relatada
por Nozik et al. (1993). Através dessa metodologia sdo fornecidas suspenstes
coloidais de PQs relativamente resistentes a oxidacdo, conservando suas
propriedades Opticas com uma distribuicdo de tamanho estreita. Tal metodologia
consiste essencialmente na injecdo do calcogénio reduzido em uma solugéo
aquosa do metal oxidado com o alquiltiél, em pH que promova a desprotonacao
do grupo SH, a partir de entdo o aquecimento da mistura permite a precipitacao
controlada de nanocristais que aumentam de tamanho de acordo com o tempo
em aquecimento. E possivel obter, por exemplo, PQs de CdTe luminescentes
em quase todo espectro visivel, variando a razdo molar dos reagentes e tempo
de aquecimento. Alguns dos aspectos em otimizacdo para esta sintese sao
principalmente relativas a facilidade de oxidac&do de alguns dos tidis utilizados
para recobrir os PQs, assim como tentativas de aumento do rendimento quéantico
observado (NOZIK, RAJH e MICIC, 1993; ROGACH, et al., 1996; GAPONIK, et
al., 2002; EYCHMULLER, LESNYAK e GAPONIK, 2013).

Diversos tidis de cadeia curta séo utilizados como estabilizantes para os
PQs, o é&cido tioglicolico (TGA) e o acido 3-mercaptopropionico (MPA)
encontram-se entre os mais utilizados, fornecem uma superficie de carga

negativa, assim como o acido mercaptossuccinico (MSA) ao contrario de
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cisteina (Cys) e cisteamina (CTM) (Figura 7), sendo esses Uultimos menos
utilizados. A superficie do PQ contendo esses estabilizantes torna-se, além de
estavel, uma vez que recobre o nucleo complementando as ligacGes
anteriormente vacantes, e carregada, atribuindo estabilidade coloidal,
funcionalizada pelos grupos amino e/ou carboxila. Essa funcionalizagao facilita
a conjugacao de biomoléculas possibilitando aplicacdes bioldgicas, uma vez
que a ligacdo covalente, através de grupos funcionais, € a estratégia de
bioconjugacdo mais utilizada, podendo ocorrer também através de adsorcéo,
quelacdo ou troca de ligantes (GAPONIK e ROGACH, 2010; EYCHMULLER,
LESNYAK e GAPONIK, 2013; KAIRDOLF, et al., 2013; LI e ZHU, 2013).

Figura 7 — Estrutura e pKa para alguns tiéis comumente utilizados para estabilizar PQs.
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HO\H/\KU\OH HO\n/\SH HZN\/\SH HZN;(KOH
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MSA MPA CT™M CYS
pkacgon= 3,30;  pka= 3,55 pkay,,= 10,75  pkacgo,= 1,71;
pPKaoon= 4,94 pKa,,,= 8,33

Fonte: Autoria propria a partir de ACD/ChemSketch.

Imageamento e marcacdo de espécies biolégicas sdo importantes
aplicacbes de PQs, possiveis gracas a possibilidade de funcionalizacdo da
superficie dos PQs que permite a conjugacéo destes a sistemas biologicos de
interesse. Para que sejam possiveis tais aplicacdes, os PQs devem apresentar
estabilidade no meio bioldgico (seja in vitro, in vivo ou ex vivo) e capacidade de
interagir com biomarcadores associados ao alvo a ser analisado (6rgao, tumor,
bactéria etc.). Algumas estratégias bem-sucedidas consistem no direcionamento
do PQ a proteinas e &cidos nucléicos biomarcadores, ou mesmo para a
membrana de células metabolicamente alteradas. Tais estratégias geralmente
envolvem a funcionalizacdo do PQ a espécies bioativas capazes de direcionar o
sistema ao alvo (KAIRDOLF, et al., 2013; LI e ZHU, 2013). Uma vez que o
marcador fluorescente encontra o alvo é possivel realizar o imageamento
através de técnicas de Imagem optica (I0), onde tipicamente cromoforos
organicos sao utilizados para obtencdo de imagem ou marcacédo. No entanto,

PQs séo candidatos a substitutos desses compostos uma vez que apresentam
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melhor (i) fotoestabilidade, (i) bandas de emissdo estreitas, (ii) elevado
rendimento quantico, (iv) espectro de absorgéo largo que permite excitacdo com
fontes de diferentes comprimentos de onda (Figura 8) (RESCH-GENGER, et al.,
2008).

Figura 8 — Perfis tipicos de espectros de emissado e absorcado de PQs (esquerda) e corantes
organicos (direita). Os largos espectros de absorcdo permitem que fontes com diferentes
comprimentos de onda sejam usados para excitar os PQs, enquanto que para o corante organico
a excitacdo ocorre para cada comprimento de onda especifico.
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Fonte: (SANTOS, FARIAS e FONTES., 2008).

Em 1998 dois importantes grupos, Bruchez et. al e Nie et. al, foram os
primeiros a relatar o uso de PQs como marcadores de sistemas bioldgicos.
Desde entdo diferentes estudos vém explorando aplicacdes bioldgicas para os
PQs (BRUCHEZ, et al., 1998), (NIE e CHAN, 1998). Mais recentemente, temos
o exemplo do estudo de Cabral-Filho et al. onde PQs de CdTe foram conjugados
covalentemente a transferrina (Tf- proteina de transporte de ferro no sangue),
para quantificar e avaliar a distribuicdo dos receptores desta proteina em trés
linhas de células distintas, HeLa (células tumorais de cancer cervical), DBTRG-
O5MG e U87 (células de glioblastoma). A marcacdo das células ocorreu
principalmente nas linhas HeLa e DBTRG-05MG e com alta especificidade
(CABRAL-FILHO, et al., 2016). Em 2017 Guo et. al descrevem o uso de PQs de
CdTe/CdS estabilizados com MPA e covalentemente conjugados a anticorpos
para deteccdo de um microorganismo em leite, utilizando luz UV (Ultravioleta)
em um método cromatografico. Os autores destacam a simplicidade,
sensibilidade e rapidez do teste como uma alternativa para os métodos ja
estabelecidos (GUO, et al., 2017). Estas possibilidades de modificagcdo na
estrutura superficial dos PQs sdo uma grande chave para a diversidade de

aplicacdes destes nanocristais.
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1.2 IMAGEM POR RESSONANCIA MAGNETICA (IRM)

A imagem por ressonancia magnética (IRM) € uma das mais importantes
técnicas de obtencdo de imagem para diagnéstico clinico j& desenvolvidas,
principalmente pelo fato de ser uma técnica considerada como sendo nao-
invasiva, ndo-destrutiva e capaz de fornecer visualizacdo de tecidos moles como
cérebro, coracdo e musculos, assim como de tumores. Baseada no sinal de
ressonancia magnética nuclear (RMN) dos nucleos de hidrogénio (*H) da agua
(comumente chamado de prétons), apresenta importantes diferenciais em
relacdo a outras técnicas, tais como: (i) melhor resolucdo espacial - podendo
atingir milimetros, e em alguns casos a cerca de 10 um; (ii) auséncia de radiacéao
ionizante; (iii) pode diferenciar tecido doente do tecido saudéavel; (iv) obtencéo
da imagem em qualquer dire¢cdo do corpo (PEREIRA e GERALDES, 2007;
ZHANG, et al., 2016).

Em 1971, Damadian propds o uso da ressonancia magnética para
deteccdo de tumores através de medidas de tempos de relaxacao nuclear, onde
0 autor baseava-se nas recentes descobertas acerca do comportamento dos
prétons da agua nas células (DAMADIAN, 1971).

Em 1973 Lauterbur publicou o primeiro relato de obtencdo de imagem
através da técnica de ressonancia magnética, obtendo uma imagem
bidimensional de dois capilares contendo agua foi obtida (LAUTERBUR, 1973).

Em 1974, novamente Damadian, recebia patente devido ao seu trabalho
(entregue em 1972) no desenvolvimento de equipamento e método (0 FONAR-
Field focused nuclear magnetic resonance) para deteccao de cancer em tecidos,
0 equipamento era capaz de escanear todo corpo (DAMADIAN, 1974).

A partir do trabalho de Lauterbur, Hinshaw, Bottomley e Holland em 1977,
gue demonstrou a obtencdo de uma imagem de um punho esquerdo, a qual
ocorria a partir do deslocamento simultaneo de dois gradientes de campo
ortogonais uniformes com diferentes dependéncias de tempo. Na presenca de
um terceiro campo estatico, a imagem gerada trata-se de um mapa
bidimensional da distribuicdo da medida de RMN na amostra (HOLLAND,
BOTTOMLEY e HINSHAW, 1977).
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Ainda em 1977, mais uma vez Damadian, em colabora¢cdo com Goldsmith
e Minkoff, comunicam o uso do método FONAR na obtencdo de uma imagem de
uma secao transversal de um térax em um humano vivo, a obtencdo da imagem
consistia numa distribuicdo do sinal relacionado a densidade de spins com
diferentes tempos de relaxacao spin-rede (T1), mais um dos conceitos os quais
trataremos a seguir (1.4) (DAMADIAN, GOLDSMITH e MINKOFF, 1977).

Como em média 70% da massa corpOrea humana é constituida de agua,
€ possivel obter imagens de todo o corpo através da RM (HENDERSON, 1983),
(CARAVAN, 2006), (PEREIRA, 2008). Existe uma relacdo entre o sinal e a
posicdo, em trés dimensdes (3D), visto que os equipamentos de RM apresentam
trés gradientes de campo, em trés direcdes perpendiculares entre si. E possivel
selecionar um corte bidimensional (um plano), deste modo é possivel obter
imagens (em escala de cinza) onde cada unidade de volume da imagem
corresponde a uma frequéncia espacial, as quais séo tipicamente geradas por
transformada discreta de Fourier (DFT). As diferentes intensidades de sinais que
permitem o contraste na imagem, sdo moduladas pelo tempo relacionado ao
desaparecimento do vetor M., ou seja, ao tempo para que os prétons de
moléculas de agua ‘percam magnetizacao’. Esses tempos sdo denominados
tempos de relaxacao, dos quais trataremos na secao 1.4 (PEREIRA, 2008).

Atualmente IRM é uma das técnicas de imagem para diagnéstico mais
amplamente utilizadas. Segundo a OMS, em 2014, em alguns paises da Europa,
e 0 Canada possuiam aproximadamente entre 5,5 e 132,2 equipamentos de IRM
por milhdo de habitantes, enquanto em paises da Africa os nimeros estavam
entre 0 e 0,07 (WHO, 2014) No Brasil, a recomendacéo vigente é de 0,5
equipamentos por milh&o de habitantes (BAHIA, 2002).

1.2.1 Relaxacao Nuclear

Para compreender do que se trata o fendbmeno de relaxacdo nuclear
podemos partir do fendmeno da ressonancia magnética. Propriedades
magnéticas existem para quaisquer particulas carregadas, no entanto, em
pequena escala tais propriedades ndo podem ser compreendidas de acordo com
a mecanica classica (EISBERG e RESNICK, 1979; FEYNMAN, LEIGHTON e
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SANDS, 2008). Na técnica de IRM o sinal que da origem as imagens obtidas é
proveniente de cada proton no ndcleo dos atomos de hidrogénio das moléculas
de agua do organismo, comumente se refere ao atomo de hidrogénio como
proton.

No caso dos prétons (0 que aqui podemos estender para os nucleos de
hidrogénio, assim como para toda particula elementar carregada) seu
movimento em torno de seu préprio eixo apresenta um momento angular
intrinseco (J), na presenca de um campo magnético externo (Bo). O numero
méaximo de estados permitidos para J é quantizado por (2S +1), onde S é o spin
total), através do namero quantico de spin (s), que assume valores de +s a -s,
variando de uma unidade.

O spin do préton é de Y2, existem, portanto, dois valores para o nimero
quantico de spin (s) do proton: %2 e -%2. Sua direcdo exata nao pode ser definida,
mas € possivel quantificar J ao longo de um eixo determinado. Por

consequéncia, ha também um momento magnético intrinseco (W) (Equacéo 2).
_ o4
Hz = g(%)]z (2

Onde, q €é carga do préton, m sua massa, g € o fator de Landé
(caracteristico para cada espécie).

Num campo fraco (livre de perturbacdo dos movimentos internos), pode-
se relacionar uma componente do momento magnético (Jz) e angular (pz) com a
variacao de energia por (Equacéo 3) (EISBERG e RESNICK, 1979), (FEYNMAN,
LEIGHTON e SANDS, 2008):

AE = —g(;-)], " Bo 3)

Os dois valores de s para o préton refletem os dois estados de energia de
seu momento angular, os quais s&o normalmente denominados « (relacionado a
s=%2) e B (relacionado a s=-%2) (PEREIRA, 2008).

O movimento dos protons, assim como um giroscépio, consiste num
movimento de precesséo, decorrente da interagdo entre 0 campo e 0 momento

magneético, consequentemente, a componente do momento angular (Jz) “move-



27

se” também em precessao, entre os estados permitidos (HENDERSON, 1983),
(FEYNMAN, LEIGHTON e SANDS, 2008).
A frequéncia de precessao, novamente considerando um campo fraco é

dada por (Equacgéao 4):
w = g%Bo (4)

Que é o chamado Teorema de Larmor, quando g=1. O conjunto de
constantes que multiplicam o valor de Bo é a constate giromagnética y
multiplicada por A (FEYNMAN, LEIGHTON e SANDS, 2008), (PEREIRA, 2016).

Na auséncia de um campo magnético externo, 0s spins nucleares
distribuem-se aleatoriamente sem orientacao definida. Porém, na presenca de
Bo, sendo este intenso e homogéneo, 0s spins magnéticos tendem a assumir
determinadas orientacdes. Estas orientacfes séo definidas pelo nimero de spin
S, segundo a mecanica guantica, onde o niumero de orientacdes possiveis €
igual a 2S+1. Por exemplo, o préton de um atomo de hidrogénio, que possuli
namero de spin S igual a ¥2, ao sofrer a acdo de um campo magnético externo
pode orientar-se de duas formas com relagcdo ao campo externo aplicado Bo: (i)
paralelo com Bo e (ii) antiparalelamente a Bo. As duas orientacdes representam
diferentes estados energéticos, sendo o estado de menor energia aquele que se
encontra paralelamente alinhado com Bo e é denominado estado « (ou +%2), e 0
estado de maior energia, o antiparalelo a Bo, € denominado estado £ (ou -¥2). A
distribuicdo dos spins nos dois niveis é regida pela distribuicdo de Boltzmann
(Equacgéo SError! Reference source not found.) (FEYNMAN, LEIGHTON e
SANDS, 2008):

—HB
NaouB=aaouBekT )

Onde, N é o numero de espécies no estado correspondente; k é a
constante de Boltzman; T a temperatura em kelvin e a € uma constante que

correlaciona Na € Ng de modo que (Equagéo 6):
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N = Na+ Np (6)

No equilibrio, um niimero um pouco maior de spins (em torno de 1/108
espécies a mais) se alinha paralelamente a Bo (em um estado de menor energia)
do que em sentido oposto (estado de maior energia). Esse predominio cria uma
pequena magnetizacdo resultante de equilibrio (Mo). Tomando como base os
eixos X, y e z, sendo 0 eixo z como 0 eixo paralelo ao campo magnético que sera
aplicado e o plano xy como o plano transversal, no equilibrio Mo = M.
Rigorosamente falando, é importante compreender também que os prétons ndo
se alinham precisamente ao longo do eixo z, mas sim se movimentam em torno
deste, de forma analoga a um pido, que gira em torno do seu eixo gravitacional,
movimento conhecido como precessao. A frequéncia de precessao é tanto maior
quanto maior for o campo magnético. Logo, maior sera a frequéncia de
precessao do spin, que é conhecida como frequéncia de Larmor. Para que o
sinal seja detectado é necessario fazer com que a resultante se alinhe com o
plano transversal (xy). Para que isso ocorra € necessario aplicar outro campo
magnético Bi, perpendicular a Bo de curta duracao, ou seja, um pulso na regiao

de radio frequéncia (rf) (Figura 9).

Figura 9 — (A) Representacdo esquemética dos protons em um sistema na auséncia de um
campo magnético externo (Bo); (B) Alinhamento dos protons apds serem colocados sob Bo,
criando uma pequena magnetizacdo resultante de equilibrio (Mo); (C) Representacdo em
ampulheta da precessao dos protons ao redor do eixo z de Bo.
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Fonte: Autoria propria.
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Quando o pulso Bo € acionado, a magnetizacao resultante M; se posiciona
no plano transversal e logo apds o pulso ser cessado a resultante volta a seu
estado longitudinal. O tempo que leva este processo se chama tempos de
relaxacdo. A magnetizacéo, pode ser estimada matematicamente (Equacéo 7),
considerando que o campo nédo é alto o suficiente para provocar saturacao na
magnetizacdo, e a temperatura ndo perturbe os movimentos das espécies
(FEYNMAN, LEIGHTON e SANDS, 2008):

+1) p
M = Ng?*EDLE 7)

Um dos processos de relaxacao esta relacionado a redistribuicdo dos
spins nucleares do sistema ao estado de equilibrio, 0 que chamamos de
relaxagdo spin-rede. Esse processo esta relacionado a uma constante de tempo
exponencial, Ti, que & o tempo necessario para que 0 sistema tenha
“recuperado” 63% do equilibrio. T1 é influenciado por toda a “rede” em torno do
ndcleo paramagnético e, portanto, diferencas na rede provocam variacdes em
T1. T1 € normalmente referido como tempo de relaxacdo longitudinal, em
analogia com um sistema onde mede-se a magnetizacdo no eixo z (PEREIRA,
2016; PAVIA, et al., 2010).

Um outro processo redistribui sem perdas, qualquer energia
possivelmente adquirida, entre os nucleos, alterando os tempos de vida dos
ndcleos num dado estado sem alterar a populacdo de nucleos. Este processo
também ocorre exponencialmente de acordo com a constante de tempo To,
tempo de relaxacao spin-spin. De modo semelhante a T, T2 € referido como
tempo de relaxagéo transversal, uma vez que se relaciona com o comportamento

da magnetizag&o no plano transversal (xy) (PAVIA, et al., 2010).

1.3 AGENTES DE CONTRASTE PARA IRM

Apesar de naturalmente existir uma diferenca nos tempos de relaxagao
de prétons de tecidos saudaveis e doentes, o uso de agentes de contraste (ACs)

permite a obtencdo de imagens com mais qualidade, em termos de diferenciacao
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entre tecidos em condigbes metabdlicas distintas. Tais ACs comegaram a ser
desenvolvidos desde que os parametros que afetam o processo de relaxacdo
paramagnética foram explorados. Os ACs sdo baseados em espécies
paramagnéticas ou superparamagnéticas, que sao capazes de modificar os
tempos de relaxagdo dos nucleos de H das moléculas de dgua presentes nos
tecidos, de modo que na presenca destes, os prétons tém seus tempos de
relaxacdo (T1 e T2) diminuidos. No entanto é possivel classificar os ACs em
positivos: afetam principalmente T: e negativos: afetam principalmente T»
(CARAVAN, 2006; PEREIRA, 2008).

O grupo de pesquisa de Lauterbur, em 1978 foi o primeiro a descrever o
uso de um sal paramagnético para otimizacdo nos tempos de relaxacao
longitudinal dos prétons em Orgdos e tecidos, e consequente obtencdo de
imagens com melhor qualidade, ou seja, com melhor contraste. Neste trabalho
foi utilizado um sal de manganés (sulfato de manganés) para distinguir entre
areas infartadas ou saudaveis de coracoes (LAUTERBUR, MENDONCA-DIAS e
RUDIN, 1978). Realizou-se em 1981 estudo in vivo de uso um agente de
contraste exdgeno para IRM, cloreto férrico em uso oral, que reduzia T1, em
estbmagos, de 730 ms (milisegundos) a 285 ms. E a inalacdo de oxigénio em 5
voluntarios demonstrou reduzir discretamente Ti1 no sangue nha cavidade
ventricular esquerda (YOUNG, et al., 1981). Mais tarde, em 1982 foi realizada
IRM de coracgbes caninos com infarto agudo do miocéardio induzido, um grupo
utilizando contraste de manganés apresentou diferentes intensidades de sinal
entre areas isquémicas e normais (BRADY, et al.,, 1982). No mesmo ano, 0
mesmo grupo utilizou cloreto de manganés para determinar a extenséo da area
infartada de 6 coragdes caninos, havendo boa correlacdo entre medidas feitas a
partir das imagens de IRM e imagens obtidas por fotografias dos 6rgaos corados
(GOLDMAN, et al., 1982).

Em 1981, um importante estudo, que mais tarde tornou-se também uma
patente, que utilizava como ACs uma série de substancias compostas de duas
partes especificas: um ion metalico central e um acido complexante capaz de
formar um quelato com o metal. No estudo os autores listam uma série de
possiveis metais - cromo, manganés, gadolinio e ferro. Das espécies listadas no
estudo um quelato de gadolinio (acido de dietilenotriaminapenta-acético (DTPA))

apresentou os melhores resultados na diminuicdo dos tempos de relaxacéo.
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Logo o grupo seguiu a estudar, testar e otimizar este composto, e publicar seu
relatorio final acerca do mesmo, o qual veio a ser o primeiro AC aprovado pela
FDA para uso médico em humanos (Magnevist®), em 1988 (GRIES,
ROSENBERG e WEINMANN, 1987), (LANIADO, et al., 1984), (WEINMANN, et
al., 1984). A partir de entdo os compostos, sobretudo quelatos, contendo
gadolinio sdo os candidatos a ACs mais estudados, apresentando os melhores
resultados conhecidos até entdo (LOHRKE, et al., 2016), (PIERRE, ALLEN e
CARAVAN, 2014), (CARAVAN, et al., 1999).

1.3.1 Quelatos Paramagnéticos Contendo lons Gadolinio

Desde o estudo do grupo de Weinmann e outros importantes grupos,
inumeros trabalhos foram realizados com os ACs conhecidos até entdo, Carr et
al. administraram de forma intravenosa Gd-DTPA para obter imagens de RMN
de tumores cerebrais, obtendo resultados semelhantes a tomografia
computadorizada, e relatando auséncia de efeitos colaterais ou anormalidades
significativas na ureia, creatinina e eletrdlitos, funcdo hepdtica, coagulacéo
sanguinea ou em teste de urina (CARR, et al., 1984). Em colaboracdo com o
grupo de Weinmann, Runge et. al estudaram abcessos cerebrais em caes,
utilizando Gd-DTPA como contraste, e obtendo imagens em que apenas no caso
do uso do agente, foi possivel a visualizacdo das areas afetadas, com resultados
superiores aos observados por tomografia computadorizada. O grupo foi
premiado pelo trabalho (RUNGE, et al., 1985).

Atualmente a maior parte dos ACs para IRM autorizados para uso, séo
guelatos de gadolinio (Figura 10Error! Reference source not found.) havendo
muitos mais em fase de investigacdo. Os ACs baseados em Gd3* apresentam
contraste positivo, embora sejam capazes de afetar T1 e T2 a diminuicdo em Ti
ocorre em maior propor¢cao (CARAVAN, et al., 1999; ZHANG, et al., 2016). A
eficiéncia com que o ion Gd** melhora a relaxividade dos sistemas se deve aos
7 elétrons 4f desemparelhados, que conferem um alto momento magnético,
combinados com a simetria do termo espectroscoépico (8S) do ion, a qual permite
gue o movimento dos spins dos elétrons possa afetar os prétons das moléculas

de agua diretamente coordenadas ao ion metalico central, ou seja, moléculas de
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Agua que estdo na primeira esfera de coordenacéo. O Gd3* é téxico, e ndo pode
ser administrado diretamente em organismos vivos. Desta forma, os ligantes
organicos capazes de quelar o ion, diminuem 0s riscos, uma vez que permitem
a rapida excrecdo do organismo sem que haja a possibilidade de interagdo do
ion paramagnético com espécies biologicas (CARAVAN, et al., 1999; ZHANG, et
al., 2016; SHERRY, CARAVAN e LENKINSKI, 2009).

Figura 10 — Estruturas de alguns ACs baseados em Gd.
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Fonte: (TAN e LU, 2011).

A estabilidade, cinética e termodinamica, dos quelatos de Gd3*
asseguram que o AC sera administrado sem que haja liberacdo do lantanideo
no organismo. Os ligantes utilizados coordenam-se ao Gd3* através dos elétrons
livres dos atomos doadores presentes na estrutura molecular. Além disso, tais
ligantes podem ser lineares ou ciclicos, resultando em quelatos paramagnéticos
com diferentes constantes de estabilidade (LOHRKE, et al., 2016; SHERRY,
CARAVAN e LENKINSKI, 2009). A flexibilidade dos ligantes lineares permite
uma rapida formacdo do complexo, uma vez que assim que as forcas

eletrostaticas permitam a aproximacao ion-ligante, a molécula se conforma de
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modo a envolver rapidamente o metal. Nos ligantes ciclicos, mais tempo é
necessario até que o metal interaja adequadamente com todos os atomos
doadores. Termodinamicamente, € sabido que ligantes com atomos doadores
mais basicos fornecem quelatos mais estaveis, sendo as aminas ciclicas mais
bésicas que as lineares. Além disso, o pH e a presenca de metais concorrentes
também sao fatores a considerar. De um modo geral em pH neutro ligantes mais
basicos apresentam menor estabilidade, e a pH mais acido o numero de prétons
disponivel no meio dificulta a ligacdo entre os atomos doadores e o metal,
diminuindo a estabilidade (SHERRY, CARAVAN e LENKINSKI, 2009). Os ions
Zn?*, Na*, K*, Mg?* e Ca?* podem formar complexos com os ligantes tipicamente
utilizados nos ACs com Gd3*. Ocorrendo a troca de metais num complexo
(processo conhecido como transmetala¢do), um quelato de gadolino libera o ion
Gd** para o meio. Processos de transmetalacdo podem correr facilmente com
fons Zn?*, dada a alta concentracdo deste ion no organismo e estabilidade
termodinamica dos complexos formados. Os ligantes lineares apresentam altos
indices de transmetalacédo quanto mais altas sdo as concentracdes de Zn?*. Para
os ligantes ciclicos, menos suscetiveis que os lineares, a dissociacdo do
complexo é decisiva para que ocorra a transmetalacdo (SHERRY, CARAVAN e
LENKINSKI, 2009; LAURENT, et al., 2010) .

Um importante problema relacionado com a instabilidade de complexos
de gadolinio, e consequente liberacdo deste metal, em meio biolégico é a
coordenacdo de ifons Gd3* em sitios de determinadas enzimas originalmente
ocupados por Ca?*, uma vez que os raios de ambos os ions sdo préximos,
dificultando os processos bhioldgicos associados as mesmas. Além disso, o ion
Gd3* estd associado a uma condicdo rara denominada fibrose sistémica
nefrogénica (FSN). A FSN atinge principalmente pele e musculos, o
aparecimento de fibroses é caracteristico. A gravidade da doenca € variavel, e
nos casos mais severos ocorre morte devido a mobilidade limitada ou
insuficiéncia respiratoria. Em individuos saudaveis os rins eliminam por volta do
terceiro dia todo AC utilizado para um exame, a FSN tem indices de ocorréncia
maiores nos pacientes em didlise ou algum grau de insuficiéncia renal. Nesses
individuos os ACs permanecem por mais tempo. Apesar de ndo se conhecer
detalhadamente os mecanismos dessa doenca, ha indicativos de que o tempo

de exposicao elevado combinado com concentracdes mais altas de ions fosfato
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(PO4?%) tornam mais facil a dissociacdo dos quelatos, liberando o ion Gd3*. O
fosfato de gadolinio € insoluvel e dificilmente excretado e, de alguma forma, se
deposita em tecidos e 6rgaos tomando o lugar de outros metais biologicamente
ativos. Para individuos com funcionalidade renal limitada os ACs mais estaveis
(macrociclicos) e em doses reduzidas sdo normalmente a opgcdo mais segura,
no entanto também se faz necessario levantar o histérico de uso de ACs assim
como o grau de insuficiéncia. Essas medidas tem contribuido para uma
diminuicdo dos casos de FSN relacionados a administragdo de ACs com
gadolinio (SHERRY, CARAVAN e LENKINSKI, 2009; BIRKA, et al.,, 2015),
(SIEBER, et al., 2009; KAEWLAI e ABUJUDEH, 2012).

Apesar de todos os pontos positivos da técnica de IRM associada com o
uso de ACs baseados em Gd*" convencionais, ha algumas limitacGes
associadas a técnica que devem ser citadas, tais como a baixa sensibilidade,
falta de especificidade e os longos tempos de exame s&o as principais, 0s quais
sao atualmente o ponto de partida de diversos estudos para minimizacdo dessas
limitagBes. A pouca sensibilidade faz necesséria a administracdo de grandes
quantidades (cerca de 10 mol L) de quelatos de gadolinio durante um exame.
Essa limitacdo encontra possiveis solucfes como por exemplo nas tentativas de
aumentar a concentracdo local de AC (através do uso de sistemas
nanoparticulados), ou ainda melhorando a eficiéncia dos ACs através de
modificacdes estruturais dos mesmos, como a formulacéo de quelatos com mais
moléculas de agua coordenadas (aumento de (). Ainda pode se considerar
aumento da massa molecular dos ligantes, que altera alguns parametros
associados aos mecanismos de relaxacdo paramagnética, como o tempo de
residéncia da agua coordenada ao centro paramagnético (tm), 0 qual determina
a taxa de troca da mesma, o tempo rotacional da molécula (tr) € o tempo de
difusdo de moléculas de agua nas proximidades do ion metalico (tp), 0S quais
serdo melhor compreendidos na secdo 1.4 . Outra estratégia para superar as
limitacbes da IRM € a multimodalidade, ou seja, o uso de combinacgéo da IRM
com pelo menos outra técnica como a tomografia computadorizada de raios X
(TC), a tomografia computadorizada de emissdao de féton Unico (SPECT), a

tomografia por emisséo de pésitrons (PET), imagem 6éptica (Ol) e ultra-som. Na
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secdo 1.5 trataremos de exemplos desta estratégia (ZHANG, et al., 2016;
LOHRKE, et al., 2016; RAYMOND e PIERRE, 2004).

14 MECANISMOS DE RELAXACAO PARAMAGNETICA E
RELAXIVIDADE

As constantes de tempo T1 e T2, como todo o processo de relaxagao, sao
dependentes de diversos fenbmenos que afetam os centros paramagnéticos. Ha
modelos que descrevem todo o processo de relaxacdo, baseiam-se em trés
contribuicdes: (i) de esfera interna; (ii) de esfera externa e (iii) segunda esfera.
Trataremos a seguir das contribuicdes i e ii, uma vez que a contribuicdo de
segunda esfera é dificil de estimar, sendo normalmente “inclusa” na contribuigéo
de esfera externa. A partir destas contribuicbes € possivel quantificar a
relaxividade (ri— Equagbes 8 e 9) (PEREIRA, 2008; DEBROYE e PARAC-
VOGT, 2014):

1 1
r;|C,| =— —— ondei=1ou?2 8
l[ p] Tio Tiqg ®
1 1 1 1

AR A ©)

Onde [Cp] € a concentracdo da espécie paramagnética em mM, 1/Tiq e
1/Ti, sdo as taxas de relaxacédo diamagnética (na auséncia de qualquer espécie
paramagnética) e a contribuicdo paramagnética observada, respectivamente.
T!s e TPS s&o as contribuicbes paramagnéticas de esfera interna e externa para
o tempo de relaxacdo observado, estes termos estdo relacionados com as
moléculas de agua em torno do centro paramagnético, como esquematizado na
Figura 11 (PEREIRA, 2008; DEBROYE e PARAC-VOGT, 2014):
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Figura 11 — Representacao esquematica dos ‘trés tipos’ de moléculas de 4gua em um complexo
paramagnético alguns dos parametros relacionados que contribuem para a relaxividade total.

Fonte: Autoria propria

i. Relaxacdo de esfera interna: E descrita pelo modelo de Solomon-
Bloembergen Morgan (BLOEMBERGEN e MORGAN, 1961; SOLOMON, 1995;
BLOEMBERGEN, 1957), esta relacionada com as trocas entre moléculas de
adgua ligadas ao centro paramagnético e as moléculas de agua no meio

(Equacbes 10 e 11):

1 q(Cp]
TS = 555(Ty + (10)
1 PU1m T Tm)

1 alCpl [Tam(ti +Tsm) +hwh (11)

IS — 2
T35 555Tm | (r7l+T51)  +Aw?,

Onde g é o numero de moléculas de agua diretamente coordenadas ao
centro paramagnético. 7m € o tempo médio de residéncia dos prétons da dgua
coordenada. [Cy] é a concentracdo molar da espécie paramagnética. Tim € Tom
sdo respectivamente os tempos de relaxacdo eletrdnica longitudinal e
transversal dos prétons de moléculas de agua. E Awm é a diferenca de
deslocamento quimico entre moléculas de agua livres e coordenadas (PEREIRA,
2008), (LAUFFER, 1987). Os mecanismos de esfera interna tornam-se
significativos quando ha condigédo de “troca rapida” (zm <<T1m), Neste cenario o
aumento da taxa de relaxacdo experimentado pelas moléculas de agua no meio
dependera do aumento da taxa de relaxacdo para a molécula de agua
coordenada (PEREIRA, 2008; CARAVAN, et al., 1999). Novamente atraves da
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abordagem das equacdes de Solomon-Bloembergen Morgan é possivel calcular
as taxas de relaxacdo Tim € T2m (Equagdes 12-16), as quais tem contribuicbes
devido interacdes, através do espaco, entre o dipolo nuclear e o dipolo dos
elétrons desemparelhados e contribuicbes escalares (através das ligacdes)
resultantes deslocalizagdo da densidade de spin desemparelhada no nucleo:

L= % + % onde i=1 ou 2, DD=dipolar, SC= escalar (12)
Tim T T}
1 _ 2 VIQ KB (ﬂo) Tc2 Tc1
T1DD - 15 erH S (S + 1) [7 1+w§‘r§2 +3 1+a),2131] (13)
1 _ 25(s+1) (é)z Tes
5¢C 3 h) |1+wit?, (14)
1 _ 1 VIQ KB ﬂo Tc2 Tl
o= ipehs 5+ 0 () [ + 3y + el 13
1 S(s+D) (ﬂ) Tes
5¢ 3 h [1+wsrgz + Tel] (16)

Onde, S é o numero quantico de spin eletrénico y1 € a constante
giromagnética nuclear, g é o fator de Landé eletrénico, B € o magneton de Bohr,
rean € a distancia entre o ion Gd®* e o préton da agua, o é a permeabilidade
magnética no vacuo, A/h é a constante de acoplamento hiperfina entre os
elétrons do metal e os protons da agua, m e ws sdo as frequéncias de Larmor
nuclear e eletrénica respectivamente (a,s = y#1,s.B, onde B € o campo magnético).
Por ultimos, é possivel observar que os tempos de correlacdo = e z definem a
contribuicdo dipolar e a contribuicdo escalar, respectivamente, e podem ser
definidos por (Equacbes 17 e 18) (PEREIRA, 2008; CARAVAN, et al., 1999;
HELM, MERBACH e TOTH, 2013):

1 1 1 1

—=—+—+— e (17)
Tci TR Tie Tm

1 .

=141 ,ondei=1ou?2 (18)
Tei Tm ie

Onde == é o tempo de correlacdo rotacional da molécula/complexo, zm € 0
tempo médio de residéncia dos protons da agua coordenada, € vtie € a taxa de

relaxacao eletronica do ion metalico. Para complexos paramagnéticos com o ion
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Gd** as contribuicdes escalares sdo menores devido as distancias entre o ion
metalico e as moléculas de agua coordenadas, portanto os parametros na

contribuicéo dipolar sdo mais importantes.

ii. Relaxacdo de esfera externa: dependente das moléculas de agua
difundindo nas proximidades do centro paramagnético durante sua translacao.
Modulada pela relaxacéo eletrénica e pela difusdo de moléculas de agua proximo
do centro paramagnético, normalmente proximas a atomos eletronegativos do
ligante via ligacdo de hidrogénio, é resultante da intera¢@o entre o spin nuclear |
do proton da agua e o spin de elétron do gadolinio S. E comumente descrita
como nas Equacbes 19-21 (FREED, 1978; KOENIG e BROWN I, 1991;
CARAVAN, et al., 1999):

s 0)2 A
55 = RYS = (i) ' (“_) YRVEN?S(S +1) - —A— [3](w;;Tie) + 7/ (ws; Tze)]

Ty 405 41 acduDecdy
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| N Tje |
](wﬂ"je) = Re T 3 (20)
. T 2 4. T 1. T 2
1+(lwiTGdH+%> +9—(lwi10dy+%>+9—<lwin;dy+ gf:)
j=lou2,i=lousS
2
a
Toay = & (21)

Dgan

Onde Tje € 0 tempo de relaxacao eletronico, J(wi;Tie) € uma fungédo de
densidade espectral ndo-Lorentziana, Na € a constante de Avogadro, ys é a
constante giromagnética do elétron, acsn € a menor distancia entre os protons
do solvente na esfera externa e o centro paramagnético, Dean € @ soma dos
coeficientes de difusdo dos protons da agua e do complexo e g+ € 0 tempo de
correlagdo da difusdo. Todos o0s outros termos se repetem nas equagdes
anteriores. Uma vez que a difusdo € a principal variavel para esta contribuicao,
complexos com tamanhos e estruturas semelhantes apresentam também
semelhanca nos valores da relaxacéo de esfera externa (CARAVAN, et al., 1999;
HELM, MERBACH e TOTH, 2013; PEREIRA, 2008). Além dos parametros

citados, ha diversos outros que influenciam diretamente no processo de
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relaxacao, apesar de nao se conhecer exatamente a relacdo entre todos estes e
a estrutura da espécie paramagnética, € possivel obter melhoras na relaxividade
considerando trés desses parametros: g, w e w (PEREIRA, 2008; DEBROYE
e PARAC-VOGT, 2014; CARAVAN, 2006).

e Numero de moléculas de agua diretamente ligadas ao centro
paramagnético (q)

O numero de moléculas coordenadas ao centro paramagnético € um dos
fatores mais diretamente relacionados com altera¢cfes na relaxividade, de modo
que, maior niumero de moléculas implica numa melhor relaxividade, como fica
demonstrado pelas equacdes 10 e 11. No entanto para muitas espécies
paramagnéticas, um aumento desta quantidade pode implicar negativamente em
sua estabilidade cinética e termodindmica. Quando se esta no limite de
estabilidade para um dado niumero de moléculas de agua coordenadas tanto o
namero de moléculas de agua na segunda esfera, quanto o aumento no tempo
de residéncia na primeira esfera tornam-se importantes (PEREIRA e
GERALDES, 2007; PEREIRA, 2008; LAUFFER, 1987; DEBROYE e PARAC-
VOGT, 2014).

e Tempo médio de ‘residéncia’ dos protons coordenados (zv)

E um dos termos que compdem o tempo de correlagéo total (zc, como
demonstrado na equacéo 17), pode ser compreendido em termos do inverso da
taxa de troca da agua (1/kex), diz respeito a troca quimica entre moléculas de
agua ligadas ao centro paramagnético e o meio. Esta troca deve ocorrer num
intervalo de tempo apropriado para que haja a transferéncia e ainda assim nao
prejudique as interacdes dipolo-dipolo entre as moléculas. Um valor pequeno de
= implica num valor alto para ri, ajustes nesse parametro podem ser feitos de
modo a inserir grupos que provoguem impedimento estérico, surgimento de
cargas ou permitam ligacdes de hidrogénio (LAUFFER, 1987; PEREIRA, 2008;
DEBROYE e PARAC-VOGT, 2014).
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e Tempo de correlacao rotacional da molécula ()

Estando ligado ao tempo de reorientacdo da espécie, varia de acordo
com: tamanho e do peso molecular, presenca de ligacdes covalentes com grupos
volumosos, assim como da viscosidade do meio (apesar de se conhecer pouco
sobre 0s mecanismos que permeiam este fator), e € nestes fatores que
trabalham as estratégias de otimiza¢do. Quanto maior o tempo que a espécie
paramagnética toma para reorientar-se maior a relaxividade (LAUFFER, 1987;
PEREIRA, 2008; DEBROYE e PARAC-VOGT, 2014).

A campo baixo, no caso dos estudos clinicos, = € umas das contribuicbes
mais importantes para a correlacdo geral, sobretudo quando as espécies
paramagnéticas apresentam baixo peso molecular, para espécies maiores a
reorientacdo é mais complexa, e a relacdo entre o tamanho e 0 r néo é tado
direta (LAUFFER, 1987; PEREIRA, 2008; DEBROYE e PARAC-VOGT, 2014).

15 SISTEMAS BIMODAIS BASEADOS EM PONTOS QUANTICOS
CONJUGADOS A QUELATOS DE Gd®*

Uma das alternativas encontradas para superar as limitacdes da IRM tem
sido a possibilidade de uma abordagem bimodal de imagem. Para que isso seja
possivel é necessario o uso de uma sonda que apresente resposta a pelo menos
duas técnicas. Nesse sentido, tém sido desenvolvidos diversos sistemas que
respondem a IRM e a alguma outra técnica, sendo uma das mais promissoras
as sondas bimodais que integram a IRM e a IO, uma vez que a IO apresenta
sensibilidade alta, possibilidade de deteccdo de uma Unica molécula e a
obtencdo de imagens ao nivel celular e em tempo real a partir da fluorescéncia,
apesar da baixa capacidade de penetracdo. Tais caracteristicas sé&o
complementares a IRM, a qual possui excelente definicdo anatdmica (ZHANG,
et al., 2016; KIM, et al., 2015; LOUIE, 2010).

No desenvolvimento de sondas bimodais, 0s quelatos de gadolinio ja em
uso clinico, ou quelatos derivativos dos ligantes clinicos, sdo as escolhas mais
usuais para conjugagdo com nanomateriais. Normalmente os parametros que

permitem a melhoria da resposta paramagnética sdo w1 € =, 0S quais Sao
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dependentes da estrutura e do movimento da espécie paramagnética. Para uma
abordagem em que se tenha uma sonda de imagem bimodal, os PQs sédo
excelentes candidatos para essa finalidade. Os PQs conjugados a um quelato
paramagnético permite um aumento do tempo de correlacéo rotacional () do
AC, além de poder alterar av, 0 que tem consequéncia direta na relaxividade
observada desses sistemas (KIM, et al., 2015; VILLARAZA, BUMB e
BRECHBIEL, 2010; CAOQ, et al., 2017).

Diversos sdo 0s sistemas ja propostos para atuarem como sondas
bimodais IRM/IO, e mais variados sdo os métodos de obtencdo dos mesmos. A
composicao dos PQs assim como da espécie paramagnética de interesse, sdo
determinantes na escolha do método de conjugacdao a ser utilizado. Dos métodos
de associacdo entre PQs e quelatos de gadolinio destacam-se: a encapsulacao
em lipossomas e polimeros ((TAN e ZHANG, 2005; LIU, et al., 2011), o
recobrimento dos PQs com lipideos paramagnéticos (MULDER, et al., 2006;

TILBORG, et al., 2006)), e a ligacdo covalente entre PQs e os quelatos de Gd3*.

1.6 ASSOCIACAO DE PQs E QUELATOS DE GADOLINIO POR
CONJUGACAO COVALENTE

Existem ainda poucos exemplos, na literatura, da preparacéo de sondas
bimodais contendo PQs por conjugacao covalente. A ligacao covalente pode ser
promovida de diversas formas, tendo sido utilizados no caso destas
nanossondas essencialmente duas metodologias: (i) utilizacdo de ligantes
tiolados que se ligam diretamente na superficie do PQ, e (ii) conjugacao de
ligantes com o estabilizante através da utilizacdo de agentes de acoplamento. O
protocolo com uso de EDC (N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida), uma
carbodiimida, € o mais utilizado para este fim, reage com carboxilas e aminas
promovendo uma ligacdo amida, o protocolo pode ser otimizado com uso de
NHS (sulfo-NHS (N-hidroxisulfo-succinimida) ou ésteres de NHS) para aumentar
a solubilidade e a reatividade do intermediério ativo, de acordo com o mecanismo

na Figura 12.
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Figura 12 — Mecanismo de formacéo de ligacdo amida a partir da reacéo assistida com EDC e
Sulfo-NHS.

Acigo ili EDC Formacgao da
carboxiiico | ligagdo amida
0 N N 0 +
+
OH HCI “NH TR 0:8-0
o
N
O OH
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+
rL N. _NH Na' o 2
N N Y 7 o @ 0:5-0
HCl 0:5-0 © ot
j\ + ﬁo N o + R—NH;
N ©C o
o—Acilisourea o R © OCH _/<R Molécula contendo
intermediario reativo Sulfo-NHS Sulfo-NHS Ester amina primaria
Intermediario

Fonte: Autoria prépria a partir de ACD/ChemSketch.

Na preparacdo de sondas bimodais baseadas em PQs e quelatos de
gadolinio, apés a conjugacdo entre as duas espécies, é importante analisar
algumas das propriedades da nanossonda final. Numa conjugagé&o eficiente as
propriedades Opticas e magnéticas, do sistema bimodal, devem ser mantidas ou
melhoradas quando comparadas com os sistemas individuais. Algumas das
principais propriedades de sondas deste tipo -PQ conjugado a quelato de Gd3*,
obtidos ou tranferidos para meio aquoso- ja descritas na literatura, estao
resumidas na Tabela 1.

Em 2008, Jin et al. (JIN, et al., 2008) obtiveram uma sonda composta por
PQ de CdSeTe/CdS funcionalizado com GSH (glutationa - um peptideo que
contém cisteina) conjugado a DOTA-Gd (onde DOTA é o é&cido 1,4,7,10-
tetraazociclododecano-1,4,7,10-tetracético). O PQ utilizado neste trabalho é
originalmente disperso em meio organico, a funcionalizagcdo com GSH garante a
dispersdo em meio aquoso. O ligante DOTA é ativado com éster-NHS e
solubilizado em tampéao fostato (PBS), a esta solucdo sao acrescidos os PQs
funcionalizados com GSH sob agitacdo, deste modo ocorrendo a ligacdo amida
(carboxila do DOTA + amina de GSH), ligantes que nao reagiram sao removidos
por dialise. Uma solugéo de gadolinio € adicionada sob agitacdo, e novamente
didlise é utilizada para remover excessos que nao reagiram. Ap0os a conjugacao,

os sistemas bimodais apresentaram-se fluorescentes (Amax=800 nm) e com uma
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relaxividade (r1) de 365 mM-1s1 por nanoparticula e, em média, 4,74 mM-1s por
fon Gd®*,

Stasiuk et al. conjugaram o acido 6,6 '- ((7- (13-12-ditiolanil-5-pentaamido-
1-carboxipentil)-1,4,7-triazaciclononano-1,4-diil)bis(metileno))dipicolinico  (um
derivado do ligante bpatcn (1- (carboximetil) -4,7-bis [(6-carboxipiridin-2-il) metil]
- 1,4,7-triazaciclononano)) a um PQ de InP/ZnS (Amax=620 nm). O PQ utilizado
foi sintetizado previamente em fase organica, e funcionalizado com penicilina
(acido (2S) -2-amino-3-metil-3-sulfanil-butandico) para ser disperso em agua.
Para conjugagdo do quelato ao PQ o agente redutor TCEP
(tris(carboxietil)fosfina) foi utilizado em excesso sob agitacéo, a pH 9 e 20 °C,
para quebrar as ligacbes dissulfeto do ligante e permitir que os atomos de
enxofre se liguem covalentemente a superficie de ZnS. A sonda obtida
apresentou r1 de 13 e 900 mM-1s por Gd3* e por nanoparticula, respectivamente
(STASIUK, et al., 2011).

Novamente Stasiuk et al., utilizaram o mesmo PQ, e 0 mesmo protocolo
de conjugacéao para sondas com trés ligantes derivados do DPAA ((S) -2- [bis(6-
(carboxilato)piridin-2-il)metil-amino]-4-aminobutanoato), contendo acido lipdico,
mercaptopropidnico ou mercaptobenzoico, substituindo um dos hidrogénios do
grupo amino do DPAA. Neste caso os complexos eram coordenados a trés
moléculas de agua, as nanoparticulas bimodais apresentaram r1 por ion Gd3* de:
20,9; 8,9 e 31,5 e por nanoparticula: 240, 585 e 2523 mM1s! (STASIUK, et al.,
2013).

PQs nucleo-casca CdSe/ZnS foram conjugados a Gd-DTPA (Amax=680
nm) por Xing et al., a sintese dos PQs ocorreu em meio organico. Neste trabalho
o ligante foi conjugado inicialmente a BSA (albumina de soro bovino) em meio
aguoso e o gadolinio foi posteriormente complexado. Esse conjugado foi
submetido a agitador ultra-sénico e os PQs em cloroférmio foram adicionados
com uma seringa, uma emulsdo foi obtida e a fase organica posteriormente
rotoevaporada, além disso o excesso de quelatos foi removido por
ultracentrifigucédo. As nanoparticulas apresentaram r1 por ion Gd® de 16,56 mM-
sl (XING, et al., 2015).

Em 2017, Yang et al. relataram a obtengdo de uma sonda contendo um
ligante ditiolado derivado de DTPA (DTDTPA) conjugado a PQs CulnS2/ZnS
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(Amax = 680 nm), mais uma vez os PQs utilizados s&o sintetizados em meio
organico. Para conjugagdo o PQ disperso em cloroformio é gotejado em
DTDTPA dissolvido em metanol em pH 10 e temperatura ambiente, sob agitacao
durante 4 h, os atomos de enxofre do DTDTPA ligam-se covalentemente a
superficie do PQ. Os solventes organicos séo retirados por destilacdo a pressao
reduzida e o produto é redisperso em solucdo tampao fostato (PBS), apds
lavagem e filtracdo em centrifuga, uma solucdo de Gd3** é adicionada sob
agitacao, o produto final é obtido apds uma nova etapa de lavagem e filtracdo.
As nanoparticulas apresentaram r1 por ion Gd3 de 9,91 mMs? (YANG, et al.,
2017).

Gadolinio complexado ao ligante produzido pela condensacdo de 4-
aminotiofenol com bis(anidrido) de DTPA foi conjugado a PQs, também
hidrofobicos, de CdSe/CdS/ZznS, como descreveram McAdams et al. A
conjugacao do quelato ao PQ ocorreu através da agitacdo destes componentes
em solucdo 1:1 metanol/cloroférmio em atmosfera inerte durante 24h, apés isso
foram feitas lavagens e filtragdes em centrifuga e o produto foi ressuspenso em
metanol e tampé&o fosfato. Os valores de r1 nas sondas resultantes foram: 11 mM-
st por fon Gd3** e 800 mM*s! por nanoparticula (MCADAMS, et al., 2017).

Tabela 1 — Propriedades de sondas bimodais baseadas em pontos quanticos e quelatos de
Gd3* descritas na literatura.

ferénci ri (mM-ts—1) | / )
Estrutura e Referéncia Por Gd | Por PQ Quelatos/PQ | Parametros
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nd) B (11,7 7T)
4,74 365 77+18 25 °C
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PQs com superficie funcionalizada por estabilizantes tiolados terminados
em aminas ou acidos carboxilicos, e agentes de contraste baseados nos ligantes
convencionais, geralmente com grupos carboxila disponiveis, sdo espécies com

potencial para conjugacdo covalente. No entanto, estas sondas vém sendo
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obtidas em sua maioria a partir de sintese de PQs em meio organico. Neste
sentido ha uma lacuna na possibilidade do uso de PQs preparados em meio
aguoso. Sendo assim, essa dissertacdo aborda a possibilidade de se obter
sondas bimodais eficientes para aplicacdo em imagem Optica e por ressonancia
magnética, através de métodos de sintese relativamente simples. Foram
utilizados PQs hidrofilicos, o que pode permitir um caminho mais facil para o

desenvolvimento de agentes de contraste biocompativeis.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento e caracterizacdo fisico-quimica de diferentes sistemas
bimodais constituidos de pontos quanticos de CdTe estabilizados com

cisteamina (CTM) conjugados a quelatos de gadolinio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar PQs de CdTe estabilizados com cisteamina (CTM);

e Conjugar ligantes do tipo DOTA e DTPA com os PQs, testando diferentes
rotas sintéticas;

e Complexar os sistemas PQ-ligantes preparados com Gd?3*;

e Otimizar as etapas de conjugacdo e de complexacdo de forma a
maximizar o numero de complexos na superficie dos PQs, e melhorar a
estabilidade dos sistemas bimodais;

e Caracterizar opticamente os sistemas;
e Quantificar concentracdo de Gd3* nos sistemas preparados, através de

ICP-OES;

e Estudar o comportamento relaxométrico dos sistemas em dois diferentes
campos magnéticos 20 e 60 MHz (0,47 € 1,4 T);

e Avaliar a estabilidade dos complexos preparados a partir de medidas de
transmetalacdo do ion Gd®*;

e Estudar marcacao célular inespecifica em hemacias.
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

SINTESE DE PONTOS QUANTICOS DE TELURETO DE CADMIO
ESTABILIZADOS COM CISTEAMINA (CdTe- CTM)

O método de sintese consiste na precipitacdo controlada dos nanocristais

seguindo a estratégia de injecdo rapida do calcogénio reduzido (teltrio) na

solugdo do metal oxidado contendo o agente estabilizante, de acordo com

protocolo, esquematizado em Figura 13, ja descrito pelo grupo anteriormente

com algumas modificacdes (SANTOS, et al., 2008).

1.

Para reducéo de teldrio, 0,46 mmol de teldrio metalico em pé (99,997%
Sigma-Aldrich) disperso em 5 mL de &agua ultrapura foi submetido a
aguecimento em torno de 90 °C, sob atmosfera inerte (N2, White Martins)
e agitacdo, na presenca de 2,5 mmol de borohidreto de sédio (NaBHa,
99,99% Sigma-Aldrich). A reacéo foi catalisada pela adicdo de 200 pL de
uma solucdo de hidréxido de sédio 2 M (NaOH em p6 =98% Sigma-
Aldrich).

Em um segundo baldo, uma solucdo contendo 4,7 mmol de cloreto de
cadmio (CdClz 99.99% Sigma-Aldrich) e 5,7 mmol de hidrocloreto de
cisteamina (CTM, HSCH2CH2NH2-HCI, 298% Sigma-aldrich) foi
preparada em 125 mL de &gua ultrapura, e o pH ajustado para 5,8 com
NaOH 1 M. A solucdo foi aquecida a 90 °C, sob atmosfera inerte e
agitacao.

Apés a reducdo do telario (evidenciada pela obtencdo de solucao
transparente e limpida), o mesmo foi adicionado ao baldo de duas bocas,
gue continha a solucado de ions cadmio e cisteamina.

Imediatamente apds a mistura das duas solugcbes, observa-se uma
coloracao laranja, caracteristica da formacgéo dos nanocristais de CdTe.
A suspenséo coloidal foi mantida sob aquecimento e atmosfera inerte por
um total de 330 minutos (5h30m).

Com os PQs sintetizados, o pH foi reajustado para 5,6-5,8 com

hidrocloreto de cisteamina.
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6. Posteriormente, aliquotas dos PQs foram lavadas e filtradas em

Vivaspin® 10 kDa MWCO (GE Healthcare) em centrifuga, por dois ciclos

de 2500 rpm durante 3 minutos a 25 °C, para remocao de espécies que

Nao reagiram oOu em excesso e posterior execucdo dos demais

procedimentos experimentais.

Figura 13 — Sintese de PQ de CdTe estabilizado por cisteamina.

3.2

Fonte: Autoria prépria a partir de ACD/ChemSketch.

PREPARACAO DOS SISTEMAS BIMODAIS

Cada metodologia a seguir descrita foi realizada em triplicata para cada

um dos sistemas. Para pontuar quais e como 0s sistemas seriam obtidos, foram

feitas as seguintes consideracbes acerca das reacdes que envolvem a

conjugacéao ao PQ:

O anidrido do DTPA reage com aminas terminais em pH préximo
da neutralidade formando ligacbes amida através dos grupos
carboxila. A reacdo entre o anidrido de acido DTPA e a amina
primaria da cisteamina seguem um mecanismo de adigcdo-
eliminacdo de poucas etapas, ocorrendo rapidamente mesmo a
temperatura ambiente (SOLOMONS e FRYHLE, 2002;
HERMANSON, 2008).

Nas reag6es com uso de EDC/Sulfo-NHS o ligante é ativado por
EDC/Sulfo-NHS para tornar-se reativo, e assim conjugar-se a
amina terminal na superficie do PQ (HERMANSON, 2008). A
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conjugacao envolve etapas de ataque nucleofilico, eliminagédo e
rearranjos (SOLOMONS e FRYHLE, 2002; MA e SU, 2011; WANG,
et al., 2010; HERMANSON, 2008).

Deste modo foi definido as quatro possiveis rotas para a obtencdo dos

sistemas:

S1: Complexacdo DOTA-Gd** seguida de conjugacédo ao PQ, assistida por EDC
e Sulfo-NHS
S2: Conjugacéo do ligante DOTA ao PQ, assistida por EDC e Sulfo-NHS, e

posterior complexacédo de Gd3*

S3: Conjugacéao do ligante DTPA ao PQ e posterior complexacédo de Gd3*
S4: Conjugacéo do ligante DTPA ao PQ, assistida por EDC e Sulfo-NHS, e

posterior complexacéo de Gd*

Posteriormente, foram definidos os seguintes pontos:

1.

2.

O volume total a ser obtido foi fixado em 2 mL, sendo 0,5 mL da
suspensao de PQs.

A partir da concentracdo de PQs calculada (a partir de dados
espectroscopicos, como descrito em 3.3), foi estimado o numero de
equivalentes dos PQs em um volume de 0,5 mL.

Sabendo o numero de equivalentes dos PQs, foram calculados os
volumes das solu¢des dos ligantes ou do complexo (para o sistema em
gue Gd3* é complexado a DOTA antes da conjugacéo) que contenham
10, 20, 30, 40, 50 e 60 equivalentes por PQ.

Para o niumero de equivalentes dos ligantes foram calculados os volumes
da solucdo contendo 90% de equivalentes de Gd3* para cada ligante

adicionado.

A partir de entdo, tomando a concentracédo estimada para os PQs e as

diluicbes a serem realizadas, foi determinada também a concentragao total

(Tabela 2) de complexos paramagnéticos nos sistemas:



51

Tabela 2 — Concentracdo de complexo de gadolinio presente em cada sistema.

N° de ligantes por PQ [Gd-L]i (mM)
10 0,04
20 0,08
30 0,12
40 0,16
50 0,20
60 0,24

5. Quando necessério, também foram calculados os volumes necessarios
das solucbes dos agentes de conjugacdo, mantendo pelo menos 1
equivalente de cada agente por ligante.

6. Solucdes a 10 mM do ligante DOTA (297% Sigma-Aldrich), dos agentes
de acoplamento EDC (298% Sigma-Aldrich), sulfo-NHS (=98% Sigma-
Aldrich) e de cloreto de gadolinio (99.9% Alfa-Aesar) foram preparadas.
Isto se faz necesséario uma vez que nao € possivel pesar cada reagente
em vidraria volumétrica e completar o volume com agua, devido ao fato
de gue as massas seriam muito pequenas e erro associado a cada

pesagem tornariam inviavel o processo.

3.21 Sistemas com ligante DOTA

Duas metodologias foram executadas para obtencdo dos sistemas com
PQ conjugado a Gd-DOTA:

3.2.1.1 Complexagédo Gd-DOTA antes da conjugacéo ao PQ (S1):

1. Preparou-se uma solugéo contendo o ligante DOTA, os reagentes
EDC e sulfo-NHS com uma concentragéao final de 10 mM de todos
os reagentes (Etapa 1) na Figura 14). A mistura foi deixada a agitar
por 30 min.

2. O pH foi ajustado para aproximadamente 8 utilizando solugéo de
NaOH a 0,05 M.
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3. Foi adicionado um volume de uma solu¢do 10 mM com gadolinio
suficiente para que se tenha 90% de Gd3* para cada ligante
disponivel (Etapa 2) na Figura 14). A solucao resultante seguiu
para refluxo a 90 °C por 1 h, sob agitacao.

4. Teste com Xilenol (BELLEZA e VILLARAZA, 2014) confirmou a
estabilidade deste complexo.

5. Em frascos de vidro contendo 0,5 mL dos PQs, adicionou-se agua
(o suficiente para que o total final fosse 2 mL) e o complexo Gd-
DOTA, nos volumes previamente calculados de modo a se obter
sistemas na proporc¢do molar de 10, 20, 30, 40, 50 e 60 em relacao
ao PQ. A mistura foi deixada a agitar a temperatura ambiente

durante a noite.

Figura 14 — Esquema de conjugac¢do do complexo Gd-DOTA ao PQ de CdTe através da reacao
assistida por EDC e sulfo-NHS.
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Fonte: Autoria prépria a partir de ACD/ChemSketch.

Os sistemas foram purificados por ultrafiltragcédo usando os filtros de 10
kDa da Vivaspin®, como esquematizado na Figura 15. Uma vez que a membrana
permite apenas a passagem de espécies de dimensdes ibnicas e moleculares,
todo excesso de ligantes, reagentes para conjugacdo e gadolinio livre séo
retirados da amostra, e essa deve ser a composi¢cado dos descartes (que foram
analisados por ICP-OES e relaxometria (secdes 3.4 e 3.5), consequentemente

as amostras passam a conter apenas PQs, conjugados ou ndo aos quelatos.
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Figura 15 — Esquema de purificacdo dos sistemas bimodais obtidos.
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Fonte: Fonte: Autoria préopria a partir de ACD/ChemSketch.

Complexacdo Gd-DOTA apds conjugacao ao PQ (S2):

. Para ativacdo de uma das carboxilas do ligante DOTA, para

posterior conjugacdo do mesmo na superficie dos PQs via
formacdo de ligacdo covalente, adicionou-se 0s volumes
previamente calculados das solucdes de DOTA, EDC e sulfo-NHS
de modo a se obter sistemas na propor¢cao molar de 10, 20, 30, 40,

50 e 60 em relacéo ao PQ.

. Adicionou-se agua Mili-Q para completar um volume de 1,5 mL.

Essas misturas seguiram para agitacdo durante 30 min.

. Foram adicionados 0,5 mL dos PQs sintetizados (Etapa 1) na

Figura 16).

. Os sistemas foram levados a agitacéo durante a noite.

5. Cada sistema recebeu um volume da solu¢cdo com ions gadolinio

correspondente a 90% de Gd3* em relacdo aos ligantes (Etapa 2)

na Figura 16).

. Novamente, os sistemas foram agitados durante a noite com

temperatura ambiente.
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Figura 16 — Esquema de conjugacdo do ligante DOTA ao PQ de CdTe através da reacéo
assistida por EDC e sulfo-NHS, seguida da complexacao de Gd3*.
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Fonte: Autoria propria a partir de ACD/ChemSketch.

3.2.2 Sistemas com ligante DTPA

Novamente, duas metodologias foram executadas para obtencdo dos
sistemas com o PQ conjugado a Gd-DTPA, utilizando o dianidrido do DTPA
(dianidrido dietillenotriaminapentaacético, Ci4H19N30s, 98% Sigma-aldrich) para

formar o ligante em solucéo apos reacdo com CTM da superficie dos PQs:

3.2.2.1 Complexacdo Gd-DTPA apdés conjugacao ao PQ, sem EDC e
sulfo-NHS (S3):
A metodologia seguida foi semelhante a descrita na se¢éao 3.2.1.2,
excluindo as etapas de adicdo de EDC e sulfo-NHS (Figura 17),
novamente com tempo de agitacéo de 4 h para a complexacéo do
Gd (etapa 7).

Figura 17 — Esquema de conjugacao do ligante DTPA ao PQ de CdTe seguida da complexacéo
de Gds3+.
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Fonte: Autoria prépria a partir de ACD/ChemSketch.

3.222 Complexacéo Gd-DTPA ap0s conjugacéo ao PQ, com EDC e
sulfo-NHS (S3):
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A metodologia seguiu de acordo com a descrita na secdo 3.2.1.2
para a preparacao do PQ-(Gd-DOTA), utilizando-se o anidrido do
DTPA (Figura 18) e um tempo de agitacdo de 4 h para a

complexacao do Gd (etapa 7).

Figura 18 — Esquema de conjugacdo do ligante DTPA ao PQ de CdTe através da reacao
assistida por EDC e sulfo-NHS, seguida da complexacao de Gd3*,
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Fonte: Autoria propria a partir de ACD/ChemSketch.
3.3 CARACTERIZAC}AO OPTICA

Apoés lavados e filtrados, aliquotas dos PQs (diluidos) e dos sistemas
bimodais foram caracterizados opticamente através de espectroscopia eletronica
de absorcdo (espectrofotdmetro UV-1800 shimadzu), onde o primeiro maximo
de absorcao esta relacionado ao diametro médio das particulas, de acordo com
a equacdo abaixo proposta por Dagtepe et al. e aproximacdo sugerida por
Rogach et al. (Equacéo 22) (DAGTEPE, et al., 2007; ROGACH, et al., 2007). A
diluicdo da aliquota dos PQs foi feita de modo que a concentragdo nessa amostra
fosse a mesma, ou a mais proxima da concentracdo nos sistemas bimodais,
assim como para que a o sinal a ser observado estivesse dentro do intervalo em

gue a intensidade de sinal (absorbancia) é proporcional a concentracao.

1.38435-0.000661
r= (22)
1-0.001212

Onde r é o diametro médio das nanoparticulas e A é o comprimento de
onda do primeiro maximo de absor¢cdo. A concentracdo de nanoparticulas foi
estimada pelas equagdes abaixo, considerando o coeficiente de extingdo molar
de acordo com Yu et al.(23) e através da Lei de Lambert-Beer (

(24) (YU, QU e PENG, 2003).
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£ = 10043 - r212 (23)

=4
€= (24)

Onda A é a absorbancia I, € o caminho 6ptico (largura da cubeta), r € o
didmetro médio, calculado pela equacdo 22, e € € o coeficiente de extingao
molar. Das mesmas amostras foram obtidos os espectros de emissdo
(Espectrofotbmetro LS55 Perkin Elmer), usando comprimento de onda de

excitacao de 365 nm.

3.4 ICP-OES

O ion gadolinio presente nos sistemas foi quantificado a partir de medidas
de espectrometria de emisséo oOptica de plasma acoplado indutivamente ICP-
OES (Icap 6300, Thermo Scientific). Aliquotas dos sistemas foram digeridas em
solucdo com &cido nitrico (65%, FMaia), e posteriormente diluidas a fim de obter
solugdes com concentracdes na faixa de ppm (partes por milhdo), e de modo a

manter todas com aproximadamente o mesmo teor (5%) de HNOs.

3.5 CARACTERIZACAO RELAXOMETRICA

A caracterizacao relaxométrica dos complexos paramagnéticos e dos
sistemas bimodais obtidos (secéo 3.2), foi realizada a partir das medidas dos
tempos de relaxagdo longitudinal e transversal (T1 e T2) dos nucleos de *H das
moléculas de agua das solucdbes e suspensbes coloidais aquosas,
respectivamente. Valores de Ti e T2 foram medidos a 25 e 37 °C em
relaxdbmetros, operando em campos magnéticos de 0,47 e 1,41 T (Bruker,
Minispec mg20 e mq60, respectivamente). Os valores de Ti foram obtidos
usando uma sequéncia de pulso de inversdo-recuperacao (IR) sendo a média de
duas medidas consecutivas, com 20 pontos de dados coletados e 4 varreduras

para cada. Enquanto os valores de T. foram medidos utilizando a sequéncia de
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pulsos Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) sendo a média de duas medidas
consecutivas, com 1500 pontos de dados e separacéo de pulsos de 1 ms.

Além das medidas das amostras supracitadas, medidas de T1 (37 °C, 1,41
T, 60 MHz) foram também obtidas em diferentes diluigbes tanto dos complexos
paramagnéticos (0,2 a 0,04 mM) quanto dos sistemas bimodais (0,1 a 0,03 mM),
ja que é esperada uma dependéncia linear entre a taxa de relaxacao (1/Ti, i = 1,
2) dos nucleos de 'H das moléculas de agua do meio e a concentracéo de ions
gadolinio, de acordo com a equacao 25, abaixo (PEREIRA, 2008; PEREIRA e
GERALDES, 2007) :

1

=~ + 7;[Gd] (25)

Tiobs Tio

Onde Tiobs (i = 1, 2) s@&o os tempos de relaxacdo medidos
experimentalmente na presenca dos sistemas paramagnéticos, Tio Sao 0S
tempos de relaxacdo da agua ultrapura (contribuicdo diamagnética), [Gd] € a
concentracéo do ion gadolinio (em mM) e ri s&o as relaxividades longitudinal (i =
1) ou transversal (i = 2), ou seja é o incremento da taxa de relaxag¢éo dos nucleos

de 'H das moléculas de agua por mM de Gd?3*.

3.6 ENSAIO DE TRANSMETALACAO

De modo a avaliar a estabilidade dos complexos paramagnéticos, foi
realizado o experimento de transmetalacdo do Gd3** com Zn?* em todos os
complexos paramagnéticos obtidos. Para tal, é avaliada a evolugéo da taxa de
relaxagédo longitudinal paramagnética (Rip = 1/T1p) dos nucleos *H das moléculas
de agua em condicdes fisiologicas (pH = 7,4 e 37 °C) de uma solucéo contendo
o0 complexo paramagnético na presenca de ions zinco. Dispondo do dianidrido
do DTPA, utilizamos CTM a fim de promover a formacao do ligante desejado e
mimetizar o sistema com PQs. Para o ligante DOTA isso néo se fez necessario
uma vez que dispunhamos do ligante assim como desejado. O procedimento foi

realizado seguindo protocolo descrito por Laurent et al. (LAURENT, et al., 2010):
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1. Solugbes dos complexos contendo Gd3* com concentracéo final de 2,5
mM em solucao tampéao fosfato (a partir de NazHPO4 e KH2PO4, anidros,
=299% Sigma-Aldrich) foram preparadas.

2. Aliquotas de 1 mL foram retiradas.

3. Cada aliquota foi acrescida de 10 pyL de uma solucao de cloreto de zinco
(a partir de ZnClz, 99,999% Sigma-Aldrich) 250 mM.

4. A Solucao resultante foi agitada.

5. Imediatamente, uma fragcdo de 0,3 mL foi retirada e foram medidos os
tempos de relaxagdo longitudinal dos nudcleos *H das moléculas de agua
das solucdes em estudo em funcéo do tempo.

6. Mediu-se o T; a t=0 (instante em que se adiciona o Zn?* ao meio),
coletando 20 pontos de dados com 4 varreduras para cada um, em um
intervalo de pulsos de 50 a 20000 ms.

7. Medidas consecutivas de Ti foram realizadas (em duplicata) entre O e
7200 min, em intervalos de tempo inicialmente curtos, por volta de 20 min,
durante a primeira hora, aumentando posteriormente o intervalo de
medida para 24 h

8. Sdo determinados entdo dois indices que avaliam de forma semi-
guantitativa a termodinamica e a cinética da transmetalacao: R1(t)/R1(0) e
o tempo t para Ri(t)/R1(0)=0,8 ou seja, o intervalo em que permanecem
80% dos complexos sem haver transmetalacao.

Medidas de T1 (T1obs) foram realizadas no relaxémetro Minispec mq 60 da
Burker (60 MHz, 1.41 T, 37 °C). A taxa de relaxacdo paramagnética € obtida
apos subtracdo da contribuicdo diamagnética (Ridia = 1/Tidia) da taxa de
relaxacdo H observada (Riobs = 1/T1obs).
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MARCACAO CELULAR E CITOMETRIA DE FLUXO

Os sistemas bimodais S1 e S3 nas propor¢cfes 1:20 e 1:30 foram

avaliados para marcacao celular inespecifica em hemacias, de acordo com as

etapas seguintes:

1.

Coletou-se sangue em um tubo contendo EDTA (acido etilenodiamino
tetra-acético)

1 mL da amostra de sangue foi transferido para um eppendorf e
centrifugado durante 5min a 679 xg (mini Spin, Eppendorf AG), para
remocdo do plasma com a precipitacdo de eritrécitos. Todos o0s
procedimentos executados neste projeto foram apoiados pelo comité de
ética em pesquisa (CAAE 41109115.6.0000.5208).

As hemacias foram entdo diluidas em solucdo salina 0,9%, para obter
uma suspensao de hemacias a 1%.

As hemacias foram incubadas com os sistemas bimodais por 5 minutos,
em uma concentragao final de 1,5 uM.

Apés a incubacgédo, as amostras foram centrifugadas por 30 s a 679 xg.

O sobrenadante foi retirado e adicionou-se 100 L de salina a 0,9% antes
da leitura.

As heméacias incubadas com os sistemas bimodais foram avaliadas por
microscopia de fluorescéncia (Leica DMI 4000B), a emissao dos PQs foi
excitada usando o filtro em 560/40 nm e adquirida usando o filtro em
645/75 nm.

Para citometria de fluxo (realizada em citdbmetro BD Accuri™ C6 (Becton
Dickinson)) as hemacias foram preparadas usando a mesma
metodologia.

Foram adquiridos 20000 eventos sob excitagcdo a 488 nm, e a emissao foi
detectada usando o filtro FL2 (585/20 nm).

10.0s dados foram tratados usando o software Accuri C6TM (Becton

Dickinson).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS PQs (CdTe-CTM)

Os PQs de CdTe estabilizados por cisteamina foram obtidos, conforme a
metodologia previamente descrita na secao 3.1, resultando em suspensdes
coloidais, de coloracdo e aspecto visual caracteristicos, conforme observado
abaixo na Figura 19.

Figura 19 — Suspenséo coloidal aquosa contendo PQs de CdTe-CTM (A) sob ilumina¢gdo comum
(luz branca) e (B) sob lampada UV (A= 365 nm).

Fonte: Autoria propria.

Os perfis de absorcéo eletronica e de emissao das suspensdes coloidais
de CdTe-CTM séao apresentados na Figura 20. A partir do primeiro maximo de
absorcdo localizado em 530 nm, estimou-se o diametro médio das
nanoparticulas como sendo aproximadamente 3,1 nm, a partir da utilizagdo da
Equacao 22 (secéo 3.3). Este tamanho corresponde a hanoparticulas com band
gap (Eg, onde Eg =hc/L) em torno de 2,34 eV, evidenciando o confinamento
guantico, uma vez que o CdTe macroscopico apresenta Eg de 1,44 eV e raio do
éxciton de Bohr de 7,3 nm (EYCHMULLER, LESNYAK e GAPONIK, 2013;
KAPITONOV, et al., 1999). Também foi possivel obter a concentracdo
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aproximada de nanoparticulas dispersas (~0,02 mM) através das equacdes 23 e
24.

Figura 20 — Espectros absorcéo eletronica (linha continua) e de emisséo (linha tracejada) de
uma suspenséao coloidal contendo de CdTe-CTM (Aexc = 365 nm)
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De acordo com o espectro de emissédo (Figura 20 linha tracejada), os
nanocristais apresentaram um maximo de emissdo em torno de 578 nm. A
largura a meia altura (FWHM- do inglés full width at half maximum) de
aproximadamente 25 nm € um indicativo de poucos defeitos em sua superficie.
PQs descritos na literatura sintetizados de forma bem semelhante a estes aqui
descritos, apresentam valores de FWHM entre 38 e 81 nm (WANG, et al., 2012;
YANG, et al., 2008; KUANG, et al., 2010). O maximo de emissao esta situado no
laranja, a simetria observada no espectro de emisséo reflete a auséncia de
muitos defeitos nos PQs, 0 que se pode atribuir a uma efetiva passivacéo da
superficie através de interagdes (formacao de ligacdo) do enxofre da cisteamina
(CTM) com ions cadmio (WANG, et al., 2012; GAPONIK, et al., 2002).
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4.2 PREPARACAO DOS SISTEMAS BIMODAIS

Os PQs de CdTe encontram uma importante limitacdo em sua
estabilidade devido a facil oxidagdo dos anions de teldrio, particularmente os
sistemas estabilizados com CTM parecem apresentar um numero menor de
ligacbes Cd-S em comparacdo com outros estabilizantes tidis. Sendo assim
estes nanocristais, mesmo demonstrando uma efetiva passivacéo da superficie
logo apoés a sintese, podem perder a estabilidade a depender da disponibilidade
de estabilizantes livres em solugdo, assim como da quantidade de oxigénio
solubilizado (GAPONIK, et al., 2002). A partir da metodologia aplicada para
preparacao de sistemas com diferentes proporcdes PQ:Complexo, (descrito em
3.2) observou-se 0 comportamento em relacdo a estabilidade das
nanoparticulas, sendo o0s sistemas contendo PQs com sinal de
precipitacdo/oxidacdo eliminados. Nas Figura 21 e Figura 22 sdo mostradas as

imagens de todos os quatro sistemas obtidos, onde € possivel perceber

visualmente quais os que apresentam melhor estabilidade coloidal.

Figura 21 — Acima: sistemas fotografados 6-7 dias apos preparo, sem lavar. Abaixo: sistemas
lavados logo apos obtencéo, fotografados 3 meses depois.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 22 — Sistemas 1:10 ap6s 5 meses; Todos 0s sistemas passaram previamente por etapas
de lavagem e transferéncias de aliquotas para relaxometria. Acima em luz branca e abaixo sob

lampada A=365 nm.

Fonte: Autoria propria.

Os sistemas com 50 e 60 ligantes por PQ, para todas as metodologias,
oxidaram e/ou precipitaram durante a preparacédo, ou em menos de 6 dias apos
a preparacao, e por isso nao foram replicados ou caracterizados. De acordo com
a observacao visual da estabilidade, os sistemas selecionados foram: S1 e S3
0s quais demonstraram apresentar uma melhor estabilidade coloidal e auséncia

de sinais caracteristicos de oxidacdo, portanto foram replicados e

caracterizados.

4.3 CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS BIMODAIS: CdTe-CTM/L-
Gd

4.3.1 Caracterizacao optica

Os sistemas S1 e S3 foram opticamente caracterizados de forma
semelhante e comparativa a caracterizacao feita na secéo 4.1 para o PQ, como

se observa nas Figura 23 e
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Figura 24. Com a conjugacao dos quelatos o perfil de emissdo do PQ é
praticamente inalterado pela presenca dos mesmos sugerindo a possibilidade de
que a interacdo destes se da exclusivamente pela extremidade -NH:2 da
cisteamina, preservando o ndcleo de CdTe. A variacdo na FWHM é praticamente
inexistente, enquanto que o deslocamento do maximo de emissdo é de no
maximo 1,5 nm para os sistemas S3 e 3 nm para o0s sistemas S1.

Os espectros de absorcdo também nao sofreram alteracdo, uma vez que
ndo houve deslocamento na posi¢cdo do primeiro maximo de absorcao, o que
sugere que ndo houve alteracdo no tamanho médio das nanopatrticulas.

Figura 23 — Espectros de emisséo e absor¢do (normalizados) dos sistemas S1 comparados ao

PQ.
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Figura 24 — Espectros de emissédo e absor¢do (normalizados) dos sistemas S3 comparados ao

PQ.
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4.3.2 Caracterizacao relaxométrica

A concentracdo de gadolinio foi estimada por ICP-OES para amostras
pré-selecionadas de acordo com o comportamento relaxométrico observado, de
modo a excluir amostras de mesma composicdo com comportamentos muito
parecidos, sendo esse o caso das amostras contendo 20 ligantes para cada PQ,
tanto nos sistemas com DOTA como naqueles com DTPA. Nestas amostras as
medidas relaxométricas se assemelhavam muito com as amostras com 10
ligantes por PQ. Tomando o total de gadolinio adicionado no sistema é possivel
obter um comparativo, na Tabela 3, com o total encontrado nas amostras apos

todo processo de conjugacéao e lavagem.
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Tabela 3 — Comparativo entre a concentracdo de gadolinio e entre as propor¢des PQ:Ligante
adicionados aos sistemas e as concentracdes finais, obtidas por ICP-OES nos sistemas
bimodais.

Proporcéo tedrica [Gd®*] mM Prfiggrr](iZ?Prsal
PQ:Ligante s3 s1 33 S1
1:10 0,04 0,03 9 6
1:30 0,07 0,06 15 14
1:40 0,11 0,11 24 25

Apesar das diferencgas estruturais e nas reacdes (demonstradas na se¢ao
3.2.1 e 3.2.2) que envolvem as conjugacdes dos dois diferentes complexos, os
valores obtidos por ICP-OES demonstram que o rendimento das duas
metodologias utilizadas foi semelhante, obtendo-se quantidades bastante
parecidas de complexo por PQ, variando de 47% a 90% de ligantes conjugados
(Tabela 3).
De forma geral, os sistemas nos quais a adicdo de complexos foi menor
(10 ligantes: PQ), houve maior sucesso na conjugacéo, isto implica que, com o
aumento do numero de complexos o impedimento estérico, uma vez que 0S
ligantes sdo volumosos, torna-se limitante para a conjugacdo. Isto e as
observacdes na instabilidade dos sistemas com 50 e 60 ligantes adicionados,
relatadas em 4.3, indicam que provavelmente o limite de complexos conjugados
a este PQ deve estar muito préximo dos 24-25 (Tabela 3).

Uma vez que o objetivo principal € o desenvolvimento de potenciais agentes
de contraste para IRM, torna-se necessario avaliar a resposta destes sistemas
ao campo magnético. Os primeiros dados relaxométricos a serem analisados
sdo as curvas que relacionam a concentracdo de gadolinio com a taxa de
relaxacdo longitudinal (R1) dos nicleos de 'H das moléculas de agua do meio.
Os ACs a base de gadolinio oferecem contraste positivo devido ao mecanismo
de esfera interna ser a contribuicdo dominante para a relaxividade longitudinal
total observada, uma vez que esta diretamente relacionado com moléculas de
agua coordenadas ao centro paramagnético, bem como a respectiva taxa de
troca com as moléculas de agua do meio (CARAVAN, 2006; CARAVAN, et al.,
1999) . Os valores de R1 foram obtidos para algumas diluicbes das solugdes
contendo os complexos e outras contendo os sistemas (Figura 25).

As medidas a 20 MHz demonstram um comportamento préximo da

linearidade de R1 na faixa de concentracdes analisada para os complexos e para
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0s sistemas, permitindo que mesmo as amostras dos sistemas bimodais menos
concentradas podem ser submetidas a estas mesmas medidas. Deste modo os

coeficientes angulares fornecem os valores para relaxividade

Figura 25 — Variagc&o da taxa de relaxacéo longitudinal (R1=1/T1) em func&o da concentracdo
de ions Gd®* dos complexos paramagnéticos (20MHz, 37°C).
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Ambas solugcbes contendo os complexos sintetizados apresentam uma
resposta linear para os valores de Ri. A partir dos coeficientes angulares nos
gréficos, é possivel obter os valores de r1 (mM1s™) de 4,47 e 4,17 para as
solugdes contendo o complexo com DOTA e DTPA respectivamente, 0os quais
sdo bastante préximos dos valores relatados para os complexos comerciais
(ROHRER, et al., 2005). Além disso, as medidas realizadas permitem obter um
paralelo das taxas de relaxacdo dos complexos antes e apds a conjugacao, a
partir de diluicbes dos sistemas mais concentrados: S1 e S3 foram obtidas as
curvas da Figura 26. Observa-se certa linearidade entre a concentragao de ion
gadolinio e 0 aumento da taxa de relaxacdo. A partir dos coeficientes angulares
dos gréficos, é possivel perceber que para o sistema com DTPA a 20 MHz, ha
um aumento da relaxividade, enquanto que o sistema com DOTA a relaxividade

praticamente se mantém como no complexo antes da conjugacéo. No entanto,
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veremos que isso nao se estende para sistemas com propor¢des PQ:complexo

diferente.

Figura 26 — Comparagéo entre variagdo da taxa de relaxacao longitudinal dos sistemas bimodais

com maior numero de complexos por PQ com os complexos correspondentes de acordo com a
concentracdo de Gd3* a 20 MHz e 37 °C.
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Os valores de Ti1 (Tabela 4) para os descartes das amostras com 40

ligantes adicionados, sao baixos, indicando uma concentragédo relativamente alta

das espécies paramagnéticas (neste caso, complexos de gadolinio ou o ion),

comparada com aguela presente nos sistemas. Estes valores evidenciam a

efetividade na filtrac&do realizada, assim como a deficiéncia na conjugacao dos

complexos aos PQs quantificada nos dados de ICP-OES (Tabela 3).

Tabela 4 — Valores de T1, 20 MHz e 37 °C, nas amostras de descarte dos sistemas, proveniente
das lavagens realizadas.

Ligante Amostra T1(s)
DTPA ‘ 40x 0.73
1.05

DOTA ‘ 40x
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Na Tabela 5 estdo resumidos os dados relaxométricos obtidos a 20 e 60
MHz a 37 °C para os sistemas bimodais com as diferentes propor¢cdes
PQ:ligantes, calculadas através dos dados de ICP-OES. Os dados obtidos para
0s sistemas bimodais sdo comparados com os valores da literatura para o0s
complexos em suas formas ja em uso clinico, a fim de observar a efetividade

nesta tentativa de otimizacéo das relaxividades.

Tabela 5 — Relaxividades obtidas para os sistemas bimodais a 37 °C a 20 MHz (0,47 T) e 60MHz
(1,41 T) em comparacdo com as relaxividades para os complexos de gadolinio correspondentes
em sua forma comercial.

37°C S3 S1
(mMts?!) | Gd-DTPA 1:9 1:15 1:24 | Gd-DOTA 1:6 1:14 1:25

60 |n 3,30 3,46 4,37 6,82 2,90* 6,07 3,61 3,07
MHz | r2 3,90 3,89 6,70 9,51 3,20 7,63 4,65 4,49

20 |n 4,17 6,71 9,16 8,31 4,47 11,36 4,06 3,61
MHz | r2 4,00 6,66 8,01 7,41 4,10 6,89 5,70 4,55

*Dados para o complexo em sua forma comercial, fonte: (ROHRER, et al., 2005).

A 60 MHz r1 e r2 para os sistemas com o ligante DTPA aumentam de
acordo com o numero de complexos conjugados, ja a 20 MHz os sistemas com
24 complexos apresentam valores menores que aqueles com 15 complexos.

Para os sistemas com o ligante DOTA o aumento do numero de
complexos diminui as relaxividades r1 e r. em ambos os campos medidos,
comportamento que nao seria o esperado se houvesse conjugacédo efetiva dos
quelatos paramagnéticos na superficie dos PQs. E nestes sistemas, porém, que
se encontra o melhor valor para r; a 20 MHz, 11,36 mM1 s para o sistema com
6 complexos por PQ, o que corresponde a um aumento de 2,5 vezes em relacao
ao valor do complexo nao conjugado ao PQ.

Conforme descrito na fundamentacao tedrica desse trabalho, o processo
de relaxacdo paramagnética em quelatos de Gd(lll) é governado pela
contribuicdo de esfera interna (IS), relacionada com troca entre 4gua coordenada
ao centro metalico e as aguas do meio e a contribuicdo de esfera externa (OS)
resultante de moléculas de agua que difundem préximas ao quelato
paramagnético. Considerando o efeito de esfera interna, é possivel manipular
determinados parametros associados ao aumento da relaxividade, que sdo: o
namero de moléculas de agua coordenadas ao centro metalico (q), seu tempo

de troca (zv) com aguas do bulk e o tempo de correlacdo rotacional do complexo
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() (CARAVAN, 2006; PEREIRA, 2008; DEBROYE e PARAC-VOGT, 2014).
Assim, uma das abordagens usadas para aumentar r1 na faixa de frequéncia de
10 - 60 MHz é reduzir a mobilidade (consequentemente aumentando ) de
quelatos paramagnéticos, ligando-0s, como no N0Sso caso, a nanoparticulas que
sao pelo menos uma ordem de grandeza maiores que os quelatos. No entanto,
a taxa de troca da 4gua coordenada (kex=1/2v) se torna importante e pode limitar
do aumento de r1 quando o movimento rotacional é retardado (CARAVAN, 2006).
Com relagcdo ao numero de aguas coordenadas ao complexo apdés conjugacao
desse com os PQs, apesar de um dos grupos carboxilas ter sido usado para
formar ligacdo amida com a cisteamina durante processo de conjugacao, ja foi
demonstrado em outros estudos com derivados monoamida do Gd-DOTA e Gd-
DTPA que o 4&tomo de oxigénio da amida ainda coordena com o ion Gd(lll),
mantendo o valor de g = 1 (CARAVAN, et al., 1999), (PETERS, et al., 2013).
Além disso, espera-se também que kex Ndo seja alterado de modo significativo
apos conjugacdo dos quelatos a superficie dos PQs, uma vez que a
acessibilidade das moléculas de agua do meio ao quelato paramagnético
mantém-se irrestrita. Valores de kex previamente reportados para complexos
monoamidas conjugados a dendrimeros (TOTH, et al., 1996) apresentaram-se
ainda menores do que os calculados para Gd-DOTA e Gd-DTPA (POWELL, et
al.,, 1996). Logo, sendo o0s quelatos paramagnéticos conjugado ao PQ
monoamidas, é de se esperar que Kex para 0s nanosistemas estudados sejam
semelhantes, o que pode estar limitando o aumento de r1 esperado para quelatos
paramagnéticos com  lento advindos da conjugacgéo destes com os PQs.
Analisando a diminui¢cdo de r1 dos nanosistemas obtidos em funcédo do
campo magnético, sabe-se que a 60 MHz (correspondente ao campo clinico) o
tempo de correlagcdo dominante para r1 € a difusédo rotacional, que governa a
contribuicdo de IS (CARAVAN, 2006) e, para um w mais lento, observa-se um
ri maior. No entanto, estudos prévios com diferentes quelatos de Gd (lll)
mostraram que, se w € retardado significativamente (por exemplo, quando
quelatos moleculares estdo ligados a proteinas), ri diminui em campos
magnéticos mais altos com o aumento de k. Assim, pode-se supor que 0S
valores de w dos n0ossos nanosistemas sao lentos o suficiente para diminuir r1 a

60 MHz quando comparado a 20 MHz. A interac&o de tr (assim como zm) com
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as diferentes intensidades de campo sdo bastante distintas, podendo a melhor
combinacdo de valores a 20 MHz resultar na pior relaxividade em 60 MHz
(CARAVAN, et al., 2009; DE LEON-RODRIGUEZ, et al., 2015; PEREIRA, 2008).

E possivel observar que a mudanca do ligante é acompanhada de uma
mudanc¢a do comportamento da relaxividade, o que pode ser uma evidéncia que
0os parametros de maior relevancia foram alterados de formas distintas nos
diferentes sistemas (aqueles com DOTA e aqueles com DTPA). Isto se deve
principalmente as diferencas estruturais existentes entre esses ligantes,
sobretudo apo6s a conjugacdo, uma vez que o numero de cada um dos ligantes
em cada sistema é bastante semelhante. Dessa forma, deve-se ainda considerar
a flexibilidade distinta para cada um dos quelatos paramagnéticos na superficie
do PQ, que pode limitar a relaxividade, pois no movimento rotacional, tanto o
movimento global do quelato imobilizado (= global) como sua capacidade de
movimento interno (w local) deve ser levada em conta, de acordo com o
tratamento Lipari-Szabo (FERREIRA, et al., 2012; LIPARI e SZABO, 1982).

A partir da razéo r2/r1 (Tabela 6) é possivel observar como ocorreram as

alteracdes nas relaxividade de forma relativa.

Tabela 6 — Valores de r2/r1 a 37 °C, para os sistemas bimodais, em campos de 20 MHz (0,47 T)
e 60MHz (1,41 T) em comparacdo com os complexos de gadolinio correspondentes em sua
forma comercial.

S3 S1
(mM-1s) DTPA-Gd 1:9 1:15 1:24 |DOTA-Gd 1:6 1:14 1:25
60MHz |r2/r1 |1,18 1,12 1,53 1,39 |1,10 126 1,29 1,46
20MHz (r2/r1 (1,18 0,99 0,87 0,89 |1,21 0,61 1,40 1,26

O mecanismo de esfera externa resulta da difusdo das moléculas de agua
a volta do centro metalico e, portanto, tempo de difuséo e distancia das mesmas
ao ion paramagnético sao parametros relacionados a taxa de relaxacao
transversal observada. Os dados apresentados na Tabela 6 mostram que para
ambos os sistemas a razao rz2/ri aumentou no campo clinico de 60 MHz (com
excecdo para o sistema S1 1:14), devido ao comportamento esperado de
diminuicdo de r1 e aumento de r2 & 60 MHz quando comparados a 20 MHz. Logo
0s nanosistemas obtidos podem potencialmente ser aplicados como agentes de

contrastes ponderados em T1 (T1-weighting CA) desde que as razdes r2/r1 séo
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muito baixas (CARAVAN, et al., 1999), (CARAVAN, et al., 2009), (DE LEON-
RODRIGUEZ, et al., 2015).

Estes sistemas bimodais aqui descritos apresentam algumas melhorias
na relaxividade de forma discreta. No entanto, uma vez que ha diversos sistemas
como estes j4 caracterizados, uma analise comparativa, resumida na Tabela 7,

se faz necessaria a fim de avaliar a viabilidade destes sistemas frente a outros.

Tabela 7 — Comparativo de propriedades relaxométricas de diversos sistemas bimodais.

r. (mM-1s-1) Parametros
Referéncia Por Gd Por PQ Quelatos/PQ das medidas
S31:15 4,37 65,54 15
S31:24 6,82 163,61 24
60 MHz 37 °C
S11:14 3,61 50,48 14
S11:25 3,07 76,82 25
(JIN, et al., 500 MHz *
2008) 4,74 365 77+18
(STASIUK, 35 MHz 25 °C
etal., 2011) 13 900 75-80
Gd.2: 20’9 Gd.2: 2406 115 Gd.2 35 MHz 25 °C
(STASIUK’ Gd.3: Gd.3: Gd.3 z ’
et al., 2013) 8.9 585 66
Gd.4: 31’5 Gd.4: 2523 80 Gd.4
(XING, et 60 MHz 37 °C
al., 2015) 16,56 - **
(YANG, et 9.91 o " 127,5 MHz 37 °C
al., 2017) :
(MCADAMS, 42,5 MHz 37 °C
et al., 2017) 11 6800 +/-1300 550 +/-130 ’

*Temperatura ambiente; ** ndo informa.

Apesar de os parametros adotados para as medidas serem bastante
diferentes, é possivel verificar que a maioria das sondas bimodais apresentadas
tem um numero bastante elevado de complexos por PQ, em comparacdo com
as sondas relatadas no presente trabalho. Neste sentido consequentemente, ha
uma limitagdo nos valores de relaxividade por PQ. As relaxividade por ion
gadolinio sdo, na maioria das demais sondas, pelo menos o dobro, neste sentido

cabe destacar que, na maioria dos trabalhos os ligantes sdo de maior peso
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molecular em relacdo a DOTA e DTPA, este fator ja garante melhores
relaxividades.

Apesar dos resultados ainda discretos os sistemas obtidos a partir deste
trabalho apresentam uma diferenca importante em relacdo a sintese, os PQs
aqui utilizados séo dispersos em agua, 0 que torna mais viavel ecologicamente
e de modo a diminuir etapas no processo de preparacdo dos sistemas para
aplicacdes biomédicas. Além disso, por se tratar de um estudo inicial com PQs
em meio aquoso, abre a possibilidade para uso de outras nanoparticulas como
estas.

Cada sistema paramagnético se comporta de diferentes formas, uma vez
que 0s parametros que estdo associados aos mecanismos que governam O
processo de relaxacdo paramagnética podem ser alterados de modo distinto em
cada um dos sistemas estudados. Portanto faz-se necessario um estudo
guantitativo do comportamento de relaxacdo paramagnética de n0Ss0S
nanosistemas bimodais, o0 que exige um estudo relaxométrico completo,
incluindo medidas de 'O, medidas da dependéncia r1 com o campo magnético
em (medidas de NMRD- Nuclear Magnetic Relaxation Dispersion).

4.4 TRANSMETALACAO

O comportamento observado nas medidas de transmetalacdo refletem a
estabilidade relatada para estes complexos, ou seja, 0s sistemas lineares
apresentam uma menor estabilidade frente aqueles com ligantes ciclicos
(LOHRKE, et al., 2016; SHERRY, CARAVAN e LENKINSKI, 2009). As curvas e
os valores apresentados na Figura 27 e Tabela 8 sdo muito semelhantes aos
encontrados na literatura para os complexos em suas formas usuais (LAURENT,
ELST e MULLER, 2006).
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Figura 27 — Evolugdo de Ru(t)/R1(0) para Gd-DOTA e Gd-DTPA ao longo de aproximadamente
5 dias.
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Tabela 8 — indices em tempo total de analise e cinético para transmetala¢do do ion Gd3*.

Complexo R1(t)/R1(0) t (min) para R1(t)/R1(0)=0,8
Gd-DOTA 10,99 >7200
Gd-DTPA 1 0,58 1500

O indice relacionado ao tempo total de andlise R1(t)/R1(0) onde t = 7200
min informa a extensédo em que a transmetalacao ocorre, neste caso proximo da
metade de todos os complexos com ligante DTPA tem os sitios do metal
ocupados por Zn?*, o que se aproxima do indice de 0,49 para o complexo
comercial (LAURENT, ELST e MULLER, 2006; LAURENT, et al., 2010).
Enquanto que para o ligante DOTA ha uma estabilidade muito alta, uma vez que
praticamente a totalidade dos complexos permanece com o Gd®* coordenado,
novamente semelhante ao indice de 0,99 relatado para o complexo comercial
(LAURENT, ELST e MULLER, 2006; LAURENT, et al., 2010).

O indice cinético indica por quantos minutos a maior parte do complexo
permanece relativamente estavel, ou seja, 80% dos complexos nao sofrem
transmetalagdo com o fon Zn?*, ressaltando a instabilidade do complexo com
DTPA apdés 25 h (1500 min), que em sua forma comercial ocorre em
aproximadamente 250 min (LAURENT, ELST e MULLER, 2006; LAURENT, et
al., 2010). Apos 5 dias de analise o complexo com DOTA se manteve estavel,

semelhante ao que ocorre com o complexo na forma comercial, onde este tempo
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€ superior a 3 dias (LAURENT, ELST e MULLER, 2006), (LAURENT, et al.,
2010).

Estes indices apenas fornecem indicios a respeito da estabilidade dos
complexos sintetizados, uma vez que ndo permitem analisar outros mecanismos
gue comprometam a estabilidade, ou predizer o comportamento dos complexos
apo0s a conjugacdo com o PQ. Portanto, é possivel concluir que: (1) a
complexacdo Gd-DOTA ocorre de acordo com as expectativas; (2) para o ligante
DTPA, onde a complexa¢éo ocorre apds a conjugacao, a diminuicdo do numero
de 4tomos doadores ndo altera a estabilidade frente a transmetalacao.

4.5 MARCACAO CELULAR

Os sistemas S1 e S3 foram avaliados como marcadores fluorescentes
inespecificos através de incubacdo com heméacias. A partir de imagens obtidas
por microscopia de fluorescéncia, verificou-se que os sistemas bimodais S3 se
mostraram melhores marcadores fluorescentes inespecificos quando
comparados com os sistemas S1 (Figura 28). Esta marcacdo inespecifica é
possibilitada pela interacédo eletrostatica entre os PQs aminados (uma vez que
sao funcionalizados com cisteamina, de carga positiva) e a carga negativa da
membrana celular.

E também possivel observar uma diminuicdo na marcacdo utilizando o
sistema S1 na proporcdo 1:30 (considerando o total adicionado) quando
comparado com o sistema na proporcdo 1:20. Possivelmente esta diferenca
obtida na marcagdo celular com os dois sistemas preparados, podera estar
relacionada com a quantidade de complexos de Gd3* na superficie do PQ. Ainda
gue os sistemas 1:30 ndo tenham sido avaliados por ICP-OES (Tabela 3), é
possivel supor que eles tenham um maior nimero de complexos na superficie,
uma vez que os dados para os demais sistemas permitem inferir que quanto
maior a adicdo de complexos mais conjugagcao ocorre. Uma vez que um maior
de numero de complexos na superficie do PQ, levara a diminuicdo da carga
superficial do PQ, diminuindo a interag&o eletrostatica com a membrana celular.

Em relagdo a baixa marcagdo observada com os sistemas S1, o fato do

grupo DOTA ser maior em relacdo ao DTPA pode ter dificultando a interagéo
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entre os grupos amina do PQ com a membrana celular, ja que, como os dados
de ICP-OES demonstram, ndo ha diferenca significativa entre os sistemas S1 e

S3 no numero de complexos conjugados a superficie do PQ.

Figura 28 — Anélise por microscopia de fluorescéncia da marcagdo de hemacias com o sistema
bimodal S3 na proporg¢éo (A) 1:20 e (B) 1:30.

4.6 CITOMETRIA DE FLUXO

Os resultados observados pela citometria de fluxo (Figura 29) confirmam

os resultados da microscopia de fluorescéncia.
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proporcdes 1:20 e 1:30.
Hemaécias incubadas com CdTe-CTM

Figura 29 — Citometria de fluxo para os sistemas S1 e S3 nas
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A Figura da esquerda para cada amostra representa o dot plot (SSC vs.
FCS), o que informa sobre mudancas na morfologia e complexidade da célula.
Dentro da janela R1 é definida a populacdo saudavel de células, assim estes
resultados mostram que os sistemas bimodais ndo provocaram consideravel lise
nas hemacias.

A Figura da direita, para cada amostra, apresenta o histograma. Foram
utilizadas hemacias como controle, e a populacdo M1 representa a populacdo
nao fluorescente, enquanto que M2 representa a populacdo fluorescente,
correspondente as hemacias marcadas pelos PQs. Assim, é possivel observar
gue o sistema S3 1:20 apresenta uma percentagem de marcacao semelhante ao
CdTe-CTM (74 %), com o provavel aumento do numero de quelatos na superficie
do PQ a percentagem de marcacao diminui, diminuindo também quando sao
utilizados os sistemas com DOTA, pelas razfes ja mencionadas nos resultados
de marcacao celular.

Apesar de se esperar que 0s sistemas bimodais interagissem de forma
inespecifica com as hemécias, devido a interacfes eletrostéticas, estes
resultados sdo promissores para o0 desenvolvimento de sistemas bimodais

especificos. Uma vez que, ndo havendo interacdo inespecifica entre as
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nanossondas e as células, apds a conjugacdo com uma biomolécula, ndo sera
necessaria uma etapa adicional para bloquear as aminas livres do PQ e eliminar
a interacao inespecifica.

Estes resultados mostram a potencialidade destes sistemas bimodais
serem utilizados como agentes de contraste para imagem O&ptica e por
ressonancia magnética, especialmente o sistema S3 1:20 (cuja proporcao real €
de 1:16), uma vez que este sistema também apresenta um dos melhores valores
para relaxividade a 20 MHz r;, por ion Gd3*. Os PQs além de comportarem um
nimero maior de complexos de gadolinio (Gd3*), apresentam uma superficie
ativa para conjugacdes com biomoléculas, possibilitando, no futuro, o

desenvolvimento de agentes de contraste para marcacgao celular especifica.
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5 CONCLUSAO

De modo geral, através deste trabalho, foi possivel obter e caracterizar
sistemas bimodais baseados em pontos quanticos de CdTe e quelatos de
gadolinio. Dos resultados obtidos até entdo, concluimos inicialmente que a
superficie do PQ nado sofreu alteracdoes significativas ap0s processo de
conjugacao destes ao quelatos paramagnéticos, conservando assim suas suas
propriedades Opticas.

Os melhores aumentos na relaxividade longitudinal foram encontrados
nos sistemas S3 (constituido por Gd-DTPA conjugado ao PQ) com
aproximadamente 15 complexos por PQ e S1 (composto por Gd-DOTA
conjugado ao PQ) com estimativa de 6 complexos por PQ (de acordo com 0s
dados de ICP), com aumentos de 2 e 2,5 vezes em relacdo aos complexos
correspondentes, respectivamente.

Dados de transmetalacdo mostraram comportamento esperado
previamente reportado para a estabilidade cinética e termodindmica dos dois
complexos estudados, mostrando que os complexos utilizados tem estabilidades
semelhantes aos correspondentes encontrados em uso comercial.

Através dos resultados de ICP-OES, que demonstraram que ha um limite
de conjugacéo de quelatos na superficie dos PQs, pois 0 aumento do nimero de
complexos no meio reacional ndo otimizou a quantidade de complexos
conjugados.

Os sistemas também apresentaram potencial em marcacao inespecifica
e possibilidade para direcionamento especifico, o que fornece perspectivas
positivas para a bimodalidade de nanosondas semelhantes a estas.

Como se trata de um dos poucos estudos como este realizados a partir
de nanoparticulas em meio aquoso, com etapas de conjugacao relativamente
simples, o principal objetivo aqui foi cumprido, sondas bimodais foram obtidas, e
além disso os resultados nos fornecem informacfes importantes para a

continuidade do estudo de sondas bimodais para IRM e Ol.
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6 PERSPECTIVAS

Com os resultados encontrados neste trabalho, a metodologia de
conjugacdo adotada pode ser estendida a nanoparticulas diferentes dos PQs
aqui utilizados, como aqueles livres de cadmio e outros metais pesados. Uma
vez que a mudanca de nanoparticula pode fornecer conjugacoes
quantitativamente melhores, além da possibilidade de melhor interacdo com
células.

Além disso, uma vez que sejam feitos estudos mais detalhados dos
mecanismos de relaxacao presentes nestas sondas, como NMRD e RMN de 170,
e da estabilidade dos sistemas, otimizacdes para o uso dos complexos
paramagnéticos Gd-DOTA e Gd-DTPA em sistemas semelhantes podem ser

encontradas.
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