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RESUMO

O cancro representa maior a causa de morte no mundo e, tanto a incidéncia como a taxa
de mortalidade tém vindo a crescer rapidamente. Uma grande parte dos doentes sdo tratados
com recurso a radiagcdo ionizante, mas sabe-se também que tumores agressivos apresentam
ainda muita resisténcia aos tratamentos, nomeadamente aos tratamentos de radioterapia.
Consequentemente, o uso de agentes radiosensibilizadores tem despertado o interesse da
comunidade cientifica e médica.

Com este trabalho pretende-se estudar os mecanismos fisicos e quimicos que sao de-
sencadeados apds a interacdo dos eletrdes de baixa energia com o radiosensibilizador te-
mozolomida. Os estudos foram desenvolvidos usando um dos metabolitos finais da cadeia de
acao da temozolomida, a molécula 5-aminoimidazol-4-carboxamida (AIC). Os trabalhos foram
realizados com recurso a um equipamento de feixes cruzados de colisdes eletrdo-molécula,
composto por um monocromador trocoidal de eletrdes acoplado a um espectrometro de
massa tipo tempo-de-voo refletrdo. Foi possivel estudar em fase gasosa, os canais dissociativos
para a formacgao de ides negativos e positivos da molécula AIC em diferentes gamas de energia
de eletrdes (0-100 eV) Através deste estudo foi possivel obter o padrdo de fragmentagdo da
molécula AIC a 70 eV, e determinar a energia de ionizagdo experimental (8.17+0.02 eV). Veri-
ficou-se a formacdo do aniao pai (C4HsN4O") com duas ressonancias a 0 e 0.7 eV. Estes resul-
tados sugerem que o papel radiosensibilizador da temozolomida pode estar associado a agdo

do seu metabolito AIC ap0s a interagdo com a radiagao.

Palavas chave: Cancro, Radiosensibilizador, Eletrées de baixa energia, Temozolomida, 5-ami-

noimidazol-4-carboxamida, Captura eletronica dissociativa, lonizagdo
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ABSTRACT

Cancer represents a major cause of death in the world, and both incidence and mortality
rate have been growing rapidly worldwide. A large proportion of patients are treated with ion-
izing radiation, but it is also known that aggressive tumors are still very resistant to treatments,
particularly radiotherapy. Consequently, the use of radiosensitizing agents has aroused the in-
terest of the scientific and medical community.

With this work we intend to study and understand the physical and chemical mechanisms
that are triggered after the interaction of low energy electrons with the radiosensitizer te-
mozolomide. In the present thesis, the studies were developed using one of the final metabo-
lites of the action chain of temozolomide, the molecule 5-aminoimidazole-4-carboxamide
(AIC). The work was carried out using a crossed beam electron-molecule collision setup, com-
posed of a trochoidal electron monochromator coupled to a time-of-flight reflectron mass
spectrometer. It was possible to study the dissociative channels for the formation of negative
and positive ions of the AIC molecule in different electron energy ranges (0-100 eV) in the gas
phase. Through this study it was possible to obtain the fragmentation pattern of the AIC mol-
ecule at 70 eV, and determine the experimental ionization energy (8.17+0.02 eV). The for-
mation of the parent anion (C4HsN4O") was observed with two resonances at 0 and 0.7 eV.
These results suggest that the radiosensitizing role of temozolomide may be associated with

the action of its metabolite AIC after interaction with radiation.

Keywords: Cancer, Radiosensitizer, Low energy electrons, Temozolomide, 5-aminoimidazole-

4-carboxamide, Dissociative electron attachment, lonization
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Avaliacao da temozolomida como agente radiosensibilizador em estudos de interacédo de

eletrGes de baixa energia

1

INTRODUCAO

Neste capitulo é introduzida uma contextualizacao do trabalho desenvolvido, bem como

a motivacdo e objetivos. Por fim, é descrita de forma sumaria a organizacdo da dissertagao.

1.1 Motivacao

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) [1], estima-se que em 2040 exis-
tam 30,2 milhdes casos de cancro a nivel mundial, um aumento de aproximadamente 36%
relativamente a 2020. Em Portugal, a incidéncia de novos casos de cancro tem aumentado
cerca de 3% por ano [2]. Os dados mais recentes divulgados pela Organizacao para a Coope-
racao e Desenvolvimento Econdmico (OCDE) [3], indicam uma incidéncia de 492 por 100 mil
habitantes, ultrapassando os 50 mil novos casos, em 2018. Esta previsao impulsiona a cons-
tante procura de novos tratamentos e a melhoria dos ja existentes.

De acordo com o Comité BEIR VII da Academia Nacional de Ciéncias dos Estados Unidos
da América (EUA) [4], aproximadamente 50% dos doentes com cancro sdo tratados com radi-
acdo ionizante. Por outro lado, tumores agressivos apresentam ainda muita resisténcia aos
tratamentos, nomeadamente, aos tratamentos de radioterapia [4],[5]. Deste modo, estudos
com radiosensibilizadores tém despertado o interesse da comunidade cientifica e médica, uma
vez que o seu uso permite uma melhoria significativa dos tratamentos com radiagao. A utiliza-
cdo do radiosensibilizador como agente quimioterapéutico em quimioradioterapia, trata-
mento combinado de quimioterapia e radioterapia, torna as células tumorais mais sensiveis a
radiacao, potenciando assim os resultados da radioterapia [1].

Na radioterapia, particulas de alta energia sdo depositadas aquando da interacdo da ra-
diacao ionizante com o meio biolégico. Uma grande porcao da energia é canalizada para a
libertacdo de eletrdes secundarios com distribuicdo de energia cinética inferior a 20 eV,
eletrdes de baixa energia (EBE) [6]. Apds a sua formagdo, os EBE perdem energia cinética

1
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através de uma série de colisdes inelasticas com o meio envolvente, antes de atingirem um
estado de solvatagao e se tornarem quimicamente inativos [6].

Os EBE desempenham um papel fundamental no dano ao nivel dos constituintes macro-
moleculares das células, sendo capazes de induzir quebras nas liga¢gdes simples e duplas da
cadeia da molécula de acido desoxirribonucleico (ADN) [7]. Atualmente, propde-se que o me-
canismo associado ao dano do ADN ¢ iniciado com a ligagdo de um EBE a uma das bases da
molécula, através de um processo ressonante que leva a formacao de um ido transiente nega-
tivo (ITN) com um tempo de vida ~107'® segundos [8]. O ITN é muito instavel, e consequente-
mente, pode decair levando a dissociacdao, com quebra das ligacdes entre os atomos, o que
resulta na formacdo de um ido negativo e, uma ou mais espécies neutras. Este processo é
conhecido como captura eletrénica dissociativa (CED) [9].

Recentemente, o farmaco temozolomida (TMZ) tem sido alvo de estudo em tratamentos
de quimioradioterapia para doengas oncoldgicas. Os ensaios clinicos tém revelado um au-
mento na taxa de sobrevivéncia em doentes com gliomas devido a capacidade da TMZ em
maximizar os efeitos da radiacado [10],[11],[12]. Partindo do interesse cientifico desta molécula
e, da previsdao do aumento dos casos de cancro nos proximos 20 anos, constroi-se a motivagao
para o presente tema de tese.

O tema “Interagao de eletrbes de baixa energia com radiosensibilizador temozolomida”
surge da necessidade de compreender quais os mecanismos fisicos e quimicos desencadeados
pela interagdo dos EBE com o radiosensibilizador TMZ. E, deste modo, perceber de que forma
os EBE contribuem para o efeito radiosensibilizador da TMZ em tratamentos de radioterapia.

Deste modo, o objetivo principal desta tese é o estudo de processos de captura eletré-
nica dissociativa e de ionizacdo dissociativa da molécula 5-aminoimidazol-4-carboxamida
(AIC), um dos metabolitos finais da cadeia de acdo da TMZ no organismo humano. O trabalho
experimental serd realizado num equipamento de feixes cruzados de colisdes eletrdo-molé-
cula, composto por um monocromador trocoidal de eletrées (TEM) acoplado a um espectro-
metro de massa tipo tempo-de-voo refletrdo (ToF-Ref). Através deste sistema experimental,
foram analisados os canais dissociativos em fase gasosa para a formagdo de ides negativos da

molécula AIC numa gama de energia de 0 a 12 eV, e a formagdo de ides positivos entre 11 e
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100 eV. Desta forma, é possivel caracterizar a molécula em estudo, e aferir sobre o seu caracter

como agente radiosensibilizador.

1.2 Organizagao da dissertacao

A presente dissertacdo encontra-se subdivida em cinco capitulos: Introducdo, Conceitos
Teoricos, Equipamento Experimental, Resultados e Discussao, Conclusdes e Recomendacdes.

No capitulo de Conceitos Tedricos (capitulo 2) sdo descritos os conceitos tedricos neces-
sarios para a integracdo do leitor na temética do estudo. E também introduzida uma pequena
contextualizacdo de estudos de impacto de eletrdes em radiosensibilizadores ja realizados por
diferentes autores, bem como um resumo de ensaios clinicos com TMZ.

No terceiro capitulo é feita uma breve descricdo do equipamento experimental que foi
utilizado ao longo do trabalho.

No capitulo 4 sdo apresentados e discutidos os resultados experimentais obtidos, supor-
tados por calculo tedrico, bem como as condi¢des experimentais em que os mesmos foram
alcangados.

No ultimo capitulo, Conclusdes e Recomendacdes, sdo descritas as conclusdes retiradas

através do presente estudo e apresentadas hipdtese de continuagdo do mesmo.







CONCEITOS TEORICOS

No presente capitulo serdo apresentadas as principais tematicas ao longo deste docu-
mento: o0 cancro e respetivos tratamentos, os efeitos bioldgicos da radiacdo, a interacdo de
eletroes de eletrdes de baixa energia (EBE) com o meio biolégico e os radiosensibilizadores. E

também feito um enquadramento do estado da arte.

2.1 Cancro

Cancro pode ser definido como um conjunto de doencas, podendo ter origem em qual-
quer érgao ou tecido do corpo humano, caracterizado pelo crescimento anormal de células
que sofreram uma ou mais mutacdes (células tumorais) [1]. As células tumorais podem migrar
para diferentes partes do organismo humano através da corrente sanguinea ou da linfa num
processo denominado metastase. Estas células proliferam rapidamente no organismo e con-
somem nutrientes e oxigénio em competicdo com as células saudaveis, sendo mais dificeis de
controlar, e por isso, conduzindo a morte [1],[13].

Tanto a incidéncia como a taxa de mortalidade devido a doencas cancerigenas tém vindo
a crescer rapidamente em todo o mundo, sendo que o cancro representa a maior causa de
morte todo o mundo [14]. Na Figura 2.1 esta representada a taxa de incidéncia de cancro por
100 000 habitantes, a nivel mundial.

A probabilidade de desenvolver cancro pode estar a associada tanto a fatores genéticos,
como a fatores externos ou até mesmo uma combinacao de ambos. Os fatores externos po-
dem ser divididos em trés tipos de carcinogénicos: fisicos, onde se inclui a radiagdo ultravioleta
e ionizante; quimicos, como por exemplo o fumo de tabaco e contaminagdo de dgua e comida;

e por fim os biologicos, tais como infe¢des de certos virus, bactérias ou parasitas. E também
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relevante referir que a taxa de incidéncia aumenta com a idade, uma vez que os riscos para
cancros especificos aumentam com a idade, e também porque os mecanismos de reparagao

celular tendem a ser menos eficazes com o avancar da idade [1],[15].

B NEoaphcivel

Sem dados

Figura 2.1 - Taxas de incidéncia de novos casos de cancro a nivel mundial em 2020, para ambos os sexos e todas

as idades. Imagem adaptada da referéncia [1].

2.1.1 Tratamentos

Atualmente, o tratamento do cancro inclui diferentes tipos de terapéuticas, tais como
hormonoterapia, imunoterapia, terapéutica-alvo, quimioterapia, cirurgia e radioterapia, sendo
que as trés Ultimas sdo as terapias oncoldgicas mais utilizadas. A escolha do tratamento varia
de caso para caso, sendo uma decisdo que se baseia em diversos fatores, entre os quais o
tamanho, tipo e localizacao do tumor, idade do doente, estado de saude e, existéncia ou nao
de metastizacao [16]. Independentemente do tipo de tratamento, o objetivo principal de todas
as terapéuticas é destruir e impedir a proliferacdo de células cancerigenas.

A cirurgia é o tratamento oncoldgicos mais comum, na qual se remove, total ou parcial-
mente, o tumor. O segundo tratamento mais utilizado é a radioterapia, onde se faz uso da
radiacdo para destrui¢do das células cancerigenas, podendo a radiacdo ser aplicada externa-
mente ao paciente (radioterapia externa) ou através de pequenos implantes com material ra-
dioativo (radioterapia interna ou braquiterapia). A quimioterapia faz também parte das tera-
péuticas as quais mais se recorre para o tratamento do cancro e consiste na administragdo de
farmacos que tém como objetivo a destruigdo das células cancerigenas [11],[12].

Por vezes, sdo necessarias diferentes estratégias para melhorar a terapia e o seu resul-

tado final, podendo passar pela combinacdo da quimioterapia com radioterapia. Ao
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tratamento combinado da-se o nome de quimioradioterapia, onde se faz uso de agentes qui-
mioterapéuticos (radiosensibilizadores) para a sensibilizacdo das células tumorais a radiagdo
[18]. Varios ensaios clinicos e estudos cientificos tém demonstrado a eficacia desta terapéutica,
levando a um aumento da taxa de sobrevivéncia em pacientes que recebem este tipo de tra-

tamento [10],[11],[12].

2.2 Efeitos Bioldgicos da Radiacao

O ser humano é exposto, ao longo da sua vida, a uma constante dose de radiagao ele-
tromagnética, quer devido a presenca de radioatividade natural, mas também a radiagdo de
origem artificial. Desta Ultima sao exemplos os tratamentos e métodos de diagndstico médico,
testes nucleares, guerras, producao de energia nuclear, e acidentes nucleares, tais como Fu-
kushima e Chernobyl [9]. As fontes de radiagdo naturais sdo diversas e podem ser provenientes
de radiacdo cdsmica, sol, minerais e materiais do solo, ou até mesmo de comida, como é o
caso do potassio-40 presente nas bananas [6],[14]. Apesar de poder ser utilizada para beneficio
do ser humano, a radiacdo pode apresentar efeitos negativos na salde, mesmo quando as
doses utilizadas sdo reduzidas [20].

Os efeitos causados pela radiacao no corpo humano podem levar a dois tipos diferentes
de danos, sendo eles classificados como deterministicos e estocasticos [21]. No caso dos efei-
tos deterministicos, abaixo de um limiar de dose, a quantidade de células afetadas ndo é sufi-
ciente para que a fungdo dos 6rgdos seja comprometida e consequentemente ndo existirdo
efeitos visiveis. No entanto, se o limiar for ultrapassado, sera possivel observar efeitos, e a sua
severidade aumenta rapidamente com o aumento da dose [16],[17]. No segundo caso, efeitos
estocasticos, a alteracdo de apenas uma célula pode resultar em cancro, ou até mesmo em
danos transmitidos geneticamente a geragdes seguintes (efeito hereditario) se o dano ocorrer
numa célula reprodutiva [21]. Para estes efeitos, embora a probabilidade de resultarem em
cancro aumentar de forma linear com a dose de radiacdo a que o individuo € sujeito, a sua

gravidade é independente da dose de radiacao [22].
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Efeitos deterministicos
Limiar

Efeitos estocasticos

------------ Incidéncia espontinea

Efeitos do dano por radiagao

——= Dose de radiagao

Figura 2.2 - Classificacdo dos efeitos da radiacdo em fungdo da dose de radiacdo. Imagem adaptada da referéncia
[23].

No grafico presente na Figura 2.2 encontra-se representada a relagdo, para os dois tipos
de efeitos, entre a dose a que o individuo é exposto e os efeitos que surgem do dano celular
provocado pela radiacdo. E possivel concluir que os efeitos estocésticos por vezes manifestam-
se espontaneamente, e que apresentam uma resposta linear em relacdo a quantidade de radi-
acao. No que diz respeito aos efeitos deterministicos, verifica-se a existéncia do limiar de dose,
tal como referido anteriormente [23].

Os processos fisicos e quimicos, ao nivel molecular, resultantes da interacao da radiacao
envolvidos no dano do tecido bioldgico, tém representado um grande topico de investigacao
para comunidade cientifica [9]. Quando o tecido bioldgico absorve radiagcdo desencadeiam-se
processos de excitacao e ionizagdo nos atomos e moléculas que o compdem. A excitacdo ele-
tronica é definida pela transicdo de um eletrdo, num atomo ou molécula, para um nivel de
energia superior sem que exista a libertacdo de um eletrdo. Enquanto o processo de ionizagao
acontece quando a energia absorvida pela interacdo da radiacao é suficiente para provocar a
libertacdo de um ou mais eletrées da orbital do &tomo ou molécula, sendo esta radiacdo de-
signada por radiagao ionizante [22]. A exposicdo de tecido biolégico a radiacao ionizante,
como é o caso de raios-X, particulas «, protdes, i0es e eletrdes, pode causar danos celulares
que sdo resultado de uma sequéncia de mecanismos desencadeados desde o instante inicial
da exposicdo a radiacdo [9].

Na Figura 2.3 estao apresentados de forma esquematica os estagios dos danos biolégi-

cos causados pela irradiagdo da matéria biologica desde o primeiro contacto. Nos primeiros
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instantes, na ordem dos 10™°-107"? s, sdo desencadeados os processos fisicos e fisico-quimicos,
tais como a formagdo de radicais livres, ionizacdo e excitacao eletrdnica, que podem levar a
danos nas biomoléculas, como por exemplo o ADN. Como consequéncia, ocorrem processos
ao nivel biolégico que, a longo prazo, podem levar a morte celular, ao desenvolvimento de

cancros e/ou mutagoes [9].

o Irradiagdo
Fisicos
1043 Excitagao e [0nizagdo wemp Efeitos diretos
Fisico-Quimicos  qpus Formagao de radicais e Termalizagao
10%s Reacdes radical-molécula == Efeitos indiretos
Quimicos
segundos Reagdes bioquimicas
Bioquimicos
minutos
horas Reparacao celular
Biologicos dm Morte celular

meses Cancro

- Mutagoes

Figura 2.3 - Estagios dos efeitos da radiacdo na matéria. Imagem adaptada das referéncia [24],[25].

A interagdo da radiagdo com o meio bioldgico pode ser utilizada para beneficio médico,
como é o caso dos tratamentos de cancro, uma vez que as interagdes desencadeadas a nivel
celular podem culminar em apoptose celular. Este tipo de tratamento com recurso a radiagao,
tem como finalidade a destruicdo local das células tumorais, evitando ao maximo danificar os
tecidos saudaveis que envolvem o tumor. Contudo, apesar da evolugao cientifica e tecnoldgica

que se tem observado nos ultimos anos, o tecido saudavel acaba também por ser parcialmente
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danificado. O crescente e melhor conhecimento da interacdo da radiacdo com a matéria, con-
tribui para a diminuicdo e melhoria do racio de tecido tumoral e tecido saudavel danificado
nos tratamentos de cancro com radiacao [8],[25].

A relacdo que existe entre o aparecimentos de novos casos de cancro e a dose de radi-
acdo absorvida nos érgdos, foi comprovada através de estudos epidemiologicos realizados
com sobreviventes das bombas atdmicas de Hiroshima e Nakasaki [27]. As consequéncias da
exposicao a altas doses de radiacdo a longo prazo, foram estudadas também através da relacao
de outros desastres nucleares, Chernobyl e Fukushima, com o aparecimento de doengas on-
colégicas [28].

As lesdes mais frequentes e também mais letais que acontecem ao nivel celular, pertur-
bando ou parando a fungéo celular, sdo aquelas que mais afetam o genoma humano e incluem
quebras simples e duplas da cadeia de ADN. O dano pode ser causado pela interacdo direta
da radiagdo com a matéria bioldgica, ou entdo por efeitos indiretos, que dizem respeito a
interacdo da radiagdo com ambiente molecular que rodeia a molécula de ADN [29]. Os efeitos
indiretos da interacdo da radiagdo ionizante de alta energia com o meio bioldgico sdo essen-
cialmente causados pelas espécies secundarias que se formam ao longo do percurso da irra-
diacdo. Os EBE, espécies radioativas de oxigénio, e radicais livres resultantes da radidlise da
agua, enquadram-se nas espécies secundarias, onde os primeiros representam o produto mais
abundante dessa interacdo. Sabe-se que 70% dos danos na molécula de ADN estdo relaciona-
dos com os efeitos causados pelos EBE e radicais livres [7].

Os EBE podem interagir com outras moléculas presentes no ambiente bioldgico, tais
como agua e oxigénio, e gerar radicais livres (por exemplo H*, OH" e O°), que por sua vez sao
conhecidos por serem altamente reativos e responsaveis por danificar o ADN de forma muitas
vezes irreversivel [30],[31]. Na Figura 2.4 encontra-se esquematizado o mecanismo de agdo da
radiacdo ionizante. No caso dos efeitos diretos, a radiacdo ionizante danifica diretamente o
ADN, o que pode resultar em morte celular ou paragem permanente do crescimento. No caso
de efeito indireto, sdo formados radicais livres, resultantes essencialmente da interagdo de EBE
com moléculas de agua ou oxigénio presentes no ambiente celular, que irdo depois provocar
dano no ADN. Existem muitos tipos de danos na molécula de ADN, tais como mudanga de
base, quebra simples ou dupla, ligacdo covalente com proteinas ou com outras moléculas de
ADN [31].

10
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Figura 2.4 - Esquema dos efeitos diretos e indiretos da interacdo da radiacdo ionizante. Imagem adaptada da refe-
réncia [31].

2.3 Interacao de eletrbes de baixa energia com o meio biologico

Tal como referido anteriormente, o produto mais abundante que resulta da irradiagéo
da matéria bioldgica com radiagdo ionizante, sdo os EBE que possuem uma distribuicao de
energia de 0 a 20 eV, sendo que a maioria das energias se encontra abaixo do limiar de ioni-
zacdo (~10 eV) [7]. A producdo de eletrdes secundarios &, tipicamente, de 5x10* eletrdes por
MeV de radiacao primaria [32].

Os eletroes secundarios gerados pela interacdo da radiagdo com o meio bioldgico vao
perdendo a sua energia cinética durante as sucessivas colisdes ao longo do seu percurso de
irradiacao, até atingirem uma energia préoxima de 0 eV (termalizacao). Durante um curto peri-
odo de tempo, na ordem dos 10°"? segundos, desencadeiam diversas reacdes quimicas e fisicas
no meio celular [24],[29]. Estas reacBes irdo resultar na fragmentacdo de estruturas celulares

fundamentais aos sistemas vivos, como é o caso das moléculas de ADN.

11
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Boudaiffa et al. [7] verificaram que os EBE podem causar a quebra de liga¢des simples e
duplas do ADN, bem como a perda da dupla hélice da molécula, para energias abaixo do limiar
de ionizagdo. Neste mesmo estudo, foi verificado que os mecanismos de dano em ADN de-
pendem tanto da energia absorvida como da natureza da particula que deposita energia [7].
Este estudo pioneiro, desencadeou um crescente interesse na investigacao detalhada dos me-
canismos ao nivel atdmico e molecular resultantes da interagdo dos EBE em diferentes tipos
de compostos moleculares [29],[33],[34].

Durante a interacdo dos EBE com uma molécula existem diversos processos fisicos que

podem causar a fragmentacao da molécula alvo, desde CED, excitagao eletronica e ionizagao.

2.3.1 Captura eletrénica dissociativa (CED)

A captura de um eletrdo por uma molécula é um processo ressonante onde o eletrdo é
capturado durante um determinado periodo de tempo numa orbital molecular vazia com ca-
rater anti-ligante, levando a formagéo de um ITN, com um tempo de vida de aproximadamente
107 s. O ITN é termodinamicamente instavel, e pode decair, libertando o excesso de energia
interna, por emissao do eletrdo adicional (autolibertacao), ou através de fragmentacdao com
producdo de um anido, e uma ou mais espécies neutras (num processo designado por CED).
Este processo é considerado ressonante, uma vez que a quantidade de energia do eletrdo
incidente deve ser exatamente a energia necessaria para formar o ITN, ou seja, a energia da
orbital. Desta forma, este processo representa uma transicao eletronica do estado continuo
(MX + €) para o estado discreto ("quas/ bound” do anidao (MX). Por esta razao, os termos ITN
e ressonancia sdo usados como sinénimos [35],[36],[37].

O processo de CED é responsavel pela maioria dos danos causados em meio biologico
e compete diretamente com o processo de autolibertagdo. A equacéo 2.1 representa o pro-

cesso de CED, onde *indica que o ITN é formado num estado eletrénico excitado.
e+ MX—> (MX)*->X +M (2.1

Este processo pode ocorrer a valores de energia muito baixos, podendo acontecer a
energias perto de 0 eV, numa escala temporal de 10™s a 10™"%s, com uma probabilidade de-
nominada de secc¢do eficaz da CED. Esta seccdo eficaz pode ser consideravelmente maior do
que as seccOes eficazes de outros processos, o que reflete a alta eficacia da dissociacao indu-
zida pelos EBE [32],[34].

12
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No processo concorrente, autolibertagdo, ITN tende a perder a sua energia através da
libertacao do eletrdo adicional, e encontra-se representado na equacao 2.2. Este é um processo
inelastico, onde o eletrdo se liberta da molécula deixando-a num estado excitado (eletrénico

e/ou vibracional) diferente do fundamental. [37].

e + MX — (MX)* — (MX)* + e (2.2)

O processo de CED pode ser compreendido como um cruzamento das fun¢des de onda
da molécula neutra e do estado dos ido negativo, dentro de uma gama de energia definida na
regido de Franck-Condon (regido delimitada a cinzento na Figura 2.5), e pode ser representado
num diagrama bidimensional de energia potencial (Figura 2.5) [33],[37],[38]. Na figura 2.5, o
processo de CED é representado ao longo da curva de energia potencial puramente repulsiva
para o estado eletronicamente excitado MX™, levando a formacao de um anido estavel (X) e
um fragmento radical neutro (M). O estado fundamental aniénico, MX", por outro lado, é re-
presentado como um estado ligado, com seu estado fundamental abaixo do estado funda-
mental da molécula neutra.

A captura do eletrdo numa orbital molecular vazia resulta numa quebra de ligacao, se a
energia de ligagdo do eletrdo (eletroafinidade) é suficientemente elevada para compensar a
energia de dissociagao da ligagdo, D(M-X). Por conseguinte, a energia minima para que ocorra
CED é dada pela equacao 2.3 [33],[37],[38].

AHo = D(M-X) - EA(X) (2.3)

Considerando as transicdes eletrdnicas, é possivel fazer a aproximacgdo de que elas ocor-
rem sem alteragcdes na posicdo dos nucleos envolvidos, preservando a geometria molecular.
Esta aproximagdo é conhecida como a aproximacao de Born-Oppenheimer.

No caso da autolibertacdo, esta pode ocorrer para distancias internucleares menores que

r., que é o ponto de cruzamento das duas curvas de energia potencial [33],[37].

13
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Figura 2.5 - Diagrama de energia potencial para a molécula MX. Estdo representadas as curvas de energia poten-
cial para a molécula neutra (MX), para o ido pai (MX') e para o ITN (MX™). A seta vertical espessa representa o pro-
cesso de transicio dentro da regido Franck-Condon, assinalada pela area sombreada. A direita: a 4rea sombreada

escura assinala a seccao eficaz do processo de CED. Imagem adaptada da referéncia [38].

2.3.2 lonizacao

Quando a transferéncia de energia do eletrdo incidente leva a remocdo de um eletrdo
ligado da molécula alvo (AB), e subsequentemente, a formagdo de um catido (AB*), este pro-
cesso é denominado ionizacdo. Se a energia incidente na colisdo eletrdo-molécula exceder a
energia de ionizacdo da respetiva molécula, o excesso de energia ird ser transferido para a
molécula, deixando assim o catido num estado vibracional excitado, que posteriormente po-
dera levar a sua dissociacao, resultando na formacao de um fragmento carregado positiva-
mente (A*), e um ou mais fragmentos neutros (B) [37]. Este processo é denominado ionizacdo

dissociativa (equacao 2.4) [37].
e +AB— (AB")* + 2e" > A" + B + 2¢° (2.4)

Na ionizagao dissociativa de uma molécula diatomica AB, o limiar de energia para que

ocorra a quebra de uma ligagao atémica, é geralmente dado pela soma da respetiva energia
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de dissociacdo da ligacdo (D) e energia de ionizacdo (El) da molécula neutra. Desta forma, o

limiar de energia para a formacao de A" é dado pela equacao 2.5.
Ein = D(A — B) + EI(A) (2.5)

O limiar de energia para a ionizacao dissociativa esta por norma ligeiramente acima da
energia de ionizacdo da molécula alvo. A medida que a energia aumenta, é possivel o apare-
cimento de mais canais dissociativos, uma vez que o catido pai é formado com excesso de
energia interna. A Figura 2.6 representa a secgao eficaz total de ionizagdo em fungdo da energia
dos eletrdes para diferentes compostos moleculares, onde é possivel observar um plateau em
cerca de 70-100 eV, que vai decaindo gradualmente. Em experiéncias de espectrometria de
massa, é usual medir o padrao de fragmentacao das moléculas para identificar os diferentes

compostos formados a 70 eV [39].
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Figura 2.6 - Seccédo eficaz total de ionizacdo de diferentes compostos aromaticos. Imagem adaptada da referéncia
[39].
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2.4 Radiosensibilizadores

Grande parte das doengas oncoldgicas recorrem ao uso da radiacdo numa determinada
fase do tratamento. No entanto, existem tumores soélidos que apresentam muita resisténcia ao
tratamento de radioterapia, causada por células estaminais tumorais, heterogeneidade do tu-
mor, angiogénese e vasculogénese, alteracdes metabdlicas e outras complica¢des [40]. Con-
sequentemente, existe necessidade na pratica clinica de potencializar o efeito da radiagdo em
tecidos tumorais. Isto pode ser alcancado pelo uso de agentes quimicos (designados por radi-
osensibilizadores) que aumentam o dano causado pela radiacao no tecido tumoral. Mesmo
que a radioterapia concentre a radiagdo na massa tumoral, a dose que pode ser administrada
ainda é limitada, uma vez que as células do tecido normal circundante também sdo afetadas
pela radiacdo. Logo, qualquer que seja o radiosensibilizador, este deve ser mais eficaz nas cé-
lulas tumorais [41].

Os radiosensibilizadores podem ser definidos como agentes quimicos utilizados para
potenciar e aumentar a resposta celular a radiacdo, promovendo quer os efeitos diretos, quer
os efeitos indiretos [41]. Na maioria dos casos, a terapia combinada de radiagdo e compostos
radiosensibilizadores (quimioradioterapia) tem menos efeitos nos tecidos normais quando
comparada com o tratamento de radioterapia. Atualmente, tém sido exploradas diferentes es-
tratégias para desenvolver radiosensibilizadores altamente eficazes e com baixa toxicidade
[31].

A eficacia de um radiosensibilizador é medida através do racio entre a dose de irradiacao
para um determinado efeito bioldgico na auséncia do sensibilizador e a dose de irradiacdao
para alcancar o mesmo efeito na presenca do sensibilizador, traduzindo-se na equacgdo 2.5
[42].

Eficicia = Dose de irradiagdo para um determinado efeito biolégico na auséncia do sensibilizador (2.5)
Dose de irradiagdo para alcangar o mesmo efeito na presenca do sensibilizador
Dentro da etapa fisico-quimica de dano por radiacdo (Figura 2.3), os radiosensibilizado-
res podem ser ativados por EBE libertados devido a irradiacdo do meio biologico. Apesar do
modo exato de a¢ao da radiossensibilizagdo a nivel molecular ainda ndo estar completamente
esclarecido, a sinergia observada entre a radiacao e o radiosensibilizador pode ser atribuida as

reacdes conduzidas pelos EBE, especialmente através de CED [25].

16



Avaliacao da temozolomida como agente radiosensibilizador em estudos de interacédo de

eletrGes de baixa energia

Os tumores sélidos podem conter areas deficientes em oxigénio, também designados
por tumores hipoxicos, sendo que a existéncia destas células podem tornar o tumor resistente
aradiacao [43]. A hipdxia esta diretamente relacionada com a agressividade tumoral e também
a resisténcia aos tratamentos [44]. Este tipo de tumores esta, por isso associado a resisténcia a
radioterapia, tornando-a menos eficiente visto que a producao de espécies reativas de oxigé-
nio e radicais livres apds a interagdo com EBE é muito diminuta, e também a tipos de quimio-
terapia que sdo baseados na geragdo de espécies oxidante [45]. No caso dos tumores que
crescem em ambientes hipoxicos, os radiosensibilizadores podem desempenhar um papel fun-
damental semelhante ao oxigénio, e, portanto, o seu uso pode aumentar a sensibilidade para
a radioterapia [45].

Os radiosensibilizadores podem ser divididos em diferentes categorias dependendo do
seu mecanismo de acao. Podem atuar como sensibilizadores de células hipdxicas, aumentando
a sensibilidade a radiagdo das células tumorais deficientes em oxigénio, e por consequéncia
induzir a formagdo e estabilizagdo de radicais toxicos do ADN, mimetizando o efeito do oxigé-
nio, onde se inclui por exemplo o nimorazol [18],[46]. A radiossensibilizacdo pode também
atuar levando a apoptose seletivamente das células hipoxicas, que sdo geralmente mais resis-
tentes a radiacdo, sendo estes radiosensibilizadores incluidos na categoria de citotoxinas hi-
poxicas, que parte o radiosensibilizador tirapazamina. Existem também radiosensibilizadores
nao hipodxicos, por exemplo as piridinas halogenadas, que funcionam como analogos de base
de ADN, incorporando-se no ADN recentemente sintetizado, e tornando os tumores mais sen-
siveis a radiagdo ionizante [46]. A temozolomida (TMZ), molécula que motivou a presente tese,
é um agente alquilante. Estes sdo compostos que funcionam através da adicdao de um grupo
alquilo a base de guanina da molécula de ADN, impedindo que as cadeias da dupla hélice se
liguem como deveriam, causando a quebra das cadeias de ADN e por consequéncia afeta a
capacidade da célula cancerigena de se multiplicar [46].

A melhor compreensao dos mecanismos fisico-quimicos subjacentes a radiosensibiliza-
cdo resulta na eficiente otimizagdo e formulagdo de novos agentes radiosensibilizadores utili-

zados nos tratamentos para o cancro [47],[48].
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2.4.1 Temozolomida e AIC

TMZ é uma molécula lipofilica que tem a capacidade de atravessar a barreira hematoen-
cefalica (barreira protetora do cérebro), propriedade que juntamente com a sua estabilidade a
valores de pH acidos, facilitam a sua administragdo oral. A sua estrutura quimica encontra-se

representada na Figura 2.7 [49],[50]. A TMZ e os seus metabolitos sdo excretados através dos
rins [51].
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Figura 2.7 - Estrutura quimica TMZ [46].

Esta molécula é um farmaco anticancerigeno que em pH fisiolégico se converte espon-
taneamente no composto 5-(3-Metil-1-triazeno)imidazol-4-carboxamida (MTIC). Posterior-
mente, o MTIC reage com moléculas de agua, levando a formacdo dos metabolitos finais da
cadeia de acdo da TMZ, a molécula 5-aminoimidazol-4-carboxamida (AIC) e ao ido metildiazé-

nio, tal como esquematizado na Figura 2.8 [7],[49],[50].
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Figura 2.8 - Cadeia de hidrolisagdo da TMZ para MTIC e os seus metabolitos AIC e ido metildiazénio. Imagem

adaptada da referéncia [52]
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O ido metildiazénio é a espécie alquilante ativa que atua através da metilagdo das bases
da molécula de ADN, preferencialmente, nas posi¢des N7 da guanina, mas também no atomo
N3 da adenina e Os da guanina [50]. A formacao de Os-metilguanina pode resultar no empa-
relhamento incompativel com a timina durante os ciclos subsequentes de replicacdo do ADN,
levando a quebra de ligacdes do ADN e, eventualmente morte celular. Deste modo, a atividade
antitumoral da TMZ é atribuida a metilagdo do ADN que, tal como descrito anteriormente,
depende da formacdo do ido reativo metildiazonio, uma vez que os mecanismos de reparacao
celular ndo tém capacidade de se ajustar, resultando em ultima analise na apoptose celular

[42],[43]. O mecanismo de agdo descrito pode ser ilustrado através da Figura 2.9.

: Apoptose
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Figura 2.9 - Mecanismo de agdo da molécula TMZ. Imagem adaptada da referéncia [51].

A TMZ (Figura 2.7) tem sido bastante estudada em tumores de células gliais, células que
circundam e suportam neuronios cerebrais, também designados por gliomas. Glioblastoma,
tumor de células gliais do tipo astrocitoma, é o glioma mais comum e maligno, e apresenta
uma taxa de sobrevivéncia de 2 anos pds-diagnostico inferior a 40% e de 5 anos inferior a 10%
[53]. O facto de este tipo de tumor apresentar taxas de sobrevivéncias tdo baixas, representa
um impulso para o estudo da TMZ e da sua agdo como agente radiosensibilizador.

Esta molécula pode ser administrada apenas como composto quimioterapéutico e, neste
caso, atua através do seu efeito citotoxico metilando as bases da molécula de ADN, ou pode
também atuar como radiosensibilizador, através da inibicdo da reparacdo das quebras simples
e duplas na cadeia de ADN, potenciando o fenédmeno de catastrofe mitotica [49],[50]. Na pre-
sente tese, pretende-se investigar e compreender qual o papel dos EBE nos mecanismos fisico-

quimicos que sao desencadeados no processo de radiossensibilizagao.
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2.5 Estado da arte

Tal como foi referido no subcapitulo anterior, em quimioradioterapia os radiosensibili-
zadores sao administrados ao doente para aumentar a sensibilidade das células tumorais a
radiacdo ionizante. Comparativamente a radioterapia isolada, o uso de radiosensibilizadores
promove o controlo do tumor sem maiores danos ao tecido saudavel. Apesar do mecanismo
de agdo da radiossensibilizagdo a nivel molecular ainda ndo estar esclarecido, a sinergia obser-
vada entre a radiacao e o radiosensibilizador pode ser atribuida a rea¢des conduzidas por EBE,

especialmente através de CED.

2.5.1 Estudos de impacto de eletrdes em radiosensibilizadores

Num estudo publicado por Zheng et al. [54], filmes solidos de ADN com e sem o agente
quimioterapéutico cisplatina ligado a guanina, foram bombardeados com eletrées de 1, 10,
100 e 60000 eV, levando a quebras simples e duplas na cadeia de ADN das células cancerige-
nas. Verificou-se que na presenca de cisplatina o dano foi aumentado por fatores que vao de
1,3 a 4,4, devido ao aumento da dissociacdo de ligacdes desencadeadas pela formacdo de
anides transientes. O aumento na seccao eficaz de ionizacao do eletrdao secundario, devido a
presenca dos atomos de platina também aumenta a quantidade de EBE junto a cisplatina e,
portanto, contribui indiretamente para um enorme aumento dos danos locais. Os autores pro-
pdem este mecanismo como a base da eficiéncia da terapia com uso simultaneo de radiacao
e cisplatina [54].

Num estudo realizado por Kopyra et al. [47] foram observados experimentalmente dife-
rentes canais competitivos para captura eletrénica em bases e agucares da molécula de ADN.
Para isso, compararam o espectro de CED em trés moléculas diferentes, 2'-deoxicitidina, 2'-
deoxi-5-fluorocitidina e gemcitabina. As trés moléculas em estudo fazem parte do grupo de
radiosensibilizadores mais amplamente aplicados em quimioradioterapia, sendo o seu efeito
bioldgico a inibicao da replicacdo de ADN. Apesar da gemcitabina, um derivado da 2'-deoxi-
citidina, ser bastante utilizada na pratica clinica devido a sua abrangéncia para diversos tipos
de tumores, o seu efeito radiosensibilizador causado pela interacdo direta com eletrdes secun-
darios nunca foi considerado. Para a molécula gemcitabina, os autores esperavam uma radi-
ossensibilizacao especifica da unidade de acgucar, ao contrario das purinas e pirimidinas halo-
genadas, nas quais é sensibilizada a nucleobase. Foi também demonstrado, pela primeira vez,

uma maior reatividade da molécula gemcitabina em relagdo aos EBE, o que pode explicar as
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suas propriedades como radiosensibilizador. Neste estudo publicado em 2013, Kopyra et al.
[47] concluiram que a fluoragé@o origina um aumento nas taxas de fragmentacao, que é atribu-
ido a um melhoramento da secgdo transversal da captura de eletrdo correspondente. O estudo
representa um ponto de partida para a compreensdo molecular e fisico-quimica, do efeito
radiosensibilizador dos agentes terapéuticos [47].

Derivados de pirimidina, em particular pirimidinas halogenadas, foram também propos-
tos como potenciais agentes radiosensibilizadores. Num estudo publicado em 2001 com dife-
rentes 5-halouracilos, Abdoul-Carime et a/. [55], demonstraram que a natureza radiosensibili-
zadora destas moléculas esta diretamente relacionada com a dissociacao ressonante que leva
a formacao de varios radicais genotoxicos durante o processo de captura de eletrées com
energias entre 0 e 3 eV. A substitui¢do da timina pelo 5-halouracilo na sequéncia genética do
ADN leva a um aumento da sensibilidade a radiagao ionizante, sem alterar a expressao gené-
tica das células que nao sao irradiadas. Embora as potenciais aplicagdes clinicas dos 5-halou-
racilos como radiosensibilizadores prometam terapias contra o cancro em doses significativa-
mente reduzidas e, portanto, com menos efeitos colaterais para o doente, os mecanismos sub-
jacentes aos efeitos da radiagdo nas biomoléculas ainda nao sao inteiramente conhecidos [55].

Em 2015, num estudo realizado por Tanzer et a/ [30] de interacao de eletrées com a
molécula 4-nitroimidazol (4NI) observou-se que sdo formados ides negativos via CED com alta
eficiéncia a energias abaixo dos 2 eV. A interagdo de eletrdes a este conjunto de moléculas
desencadeia uma variedade de reacdes unimoleculares incluindo a quebra de ligagdes simples,
e reagdes complexas que envolvem toda a molécula, gerando assim novos compostos. Por
outro lado, a metilacao do 4Nl bloqueia por completo as reacdes de CED para gamas de ener-
gia abaixo de 2 eV. Os autores verificaram ainda que, apenas os compostos metilados formam
ides negativos progenitores metaestaveis com uma ressonancia bem definida a O eV. Este es-
tudo veio demonstrar a capacidade desta molécula em formar eficazmente radicais a energias
muito baixas, o que é uma possivel chave para a compreensdo dos mecanismos moleculares
subjacentes ao papel como radiosensibilizador [30].

No seguimento deste estudo, surge mais recentemente uma investigagao levado a cabo
por Meissner et al [56]. Os autores reportam que os EBE causam, de forma eficaz, a redugéo
do radiosensibilizador nimorazol através de um processo de CED, com uma seccao eficaz su-
perior a maioria das moléculas conhecidas. Isto suporta a tese de que o nimorazol é seletiva-
mente citotdxico para as células tumorais devido a redugdo da molécula como pré-requisito
para a acumulagdo da molécula nas células neoplasicas. Deste modo, estes resultados demons-

tram que a formacao do radical anido livre pela ligacdo de um eletrdo de baixa energia, pode
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ser o processo chave para a radiossensibilizacdo das células tumorais hipoxicas por radiosen-
sibilizadores [56].

Nos ultimos anos, a tirapazamina tem sido também utilizada em ensaios clinicos de qui-
mioradioterapia devido ao seu carater de toxicidade altamente seletiva em tumores hipoxicos.
Num estudo recente realizado por Baidoo et a/. [6], foi gerado um feixe de eletrdes bem defi-
nido utilizando um monocromador de eletrbes, com o objetivo de investigar as reacdes qui-
micas subjacentes a ligacdo de um eletrdo a tirapazamina em fase gasosa. Baidoo et al. [6]
observaram que a formacdo do anido (tirapazamina-OH)” acompanhada da dissociacdo do ra-
dical hidroxilo, é o caminho de reacao predominante. Foi ainda proposto um novo mecanismo
de reacao, ainda pouco estudado atualmente, que designaram de mecanismo "OH roaming’,
um processo competitivo com a dissociacdo direta de OH. Resumidamente, este mecanismo
refere que quando o OH se forma apds interagdo de um eletrdo com a tirapazamina, pode
permanecer na vizinhanga da molécula e ligar-se a outro atomo. Quando se liga a um atomo
de carbono, por exemplo, forma um complexo mais estavel e, apos reacdes de transferéncia
de protdes pode dissociar o &tomo de hidrogénio, ficando o oxigénio no anel de benzeno.
Neste estudo concluiu-se que a natureza eletrofilica da tirapazamina € a chave do seu potencial

como agente radiosensibilizador [6].

2.5.2 Temozolomida

Em 2005, foi conduzido um estudo com o objetivo de determinar se a combinacdo de
TMZ com o tratamento de radioterapia produz melhores resultados, no que diz respeito a
probabilidade de sobrevivéncia, em comparacdo com o uso apenas de radioterapia [10]. Este
ensaio clinico foi realizado para doentes com glioblastoma primario multiforme recentemente
diagnosticado, os quais no prazo de seis semanas apos o diagndstico foram aleatoriamente
atribuidos para receber apenas radioterapia focal padrdo (o grupo de controlo), ou radiotera-
pia padrdao mais TMZ. Foi concluido que a utilizagdo de TMZ combinada com tratamento de
radioterapia, traduz-se num aumento significativo de sobrevivéncia em comparagdo com
aqueles tratados apenas com radioterapia [10].

Os gliomas malignos estdo entre os cancros mais incontrolaveis e fatais. Por isso, Parisi
et al [11] publicaram também, em 2014, um outro estudo com o objetivo de comparar a so-
brevivéncia a longo prazo (>10 anos) de doentes com glioma tratados apenas com radiotera-
pia, e com radioterapia e TMZ. Foram incluidos os resultados de 128 doentes com diagnéstico

de glioma entre 1994 e 2001, sendo que metade recebeu apenas tratamento de radioterapia
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e a outra metade radioterapia com TMZ. Neste estudo, os autores confirmaram que o trata-
mento combinado de radiagdo com o radiosensibilizador TMZ pode prolongar a sobrevivéncia
a longo prazo dos pacientes com glioma [11].

Adicionalmente, em 2017, Nachbichler et a/ [12] realizaram um estudo onde foram com-
parados os resultados, em termos de sobrevivéncia, num total de 432 doentes diagnosticados
entre 2002 e 2021, divididos em trés grupos. O primeiro grupo que nao recebeu TMZ, o se-
gundo que recebeu TMZ durante os tratamentos de radioterapia apenas em dias de trata-
mento, e ao Ultimo grupo de doentes, que também realizou radioterapia, foi administrada TMZ
durante os sete dias da semana. Apds apenas 6 meses, no grupo que recebeu TMZ todos os
dias, 82% dos doentes sobreviveram, em comparagdao com 79% do grupo que apenas recebe
TMZ em dias de tratamento, e 56% no grupo que ndo recebeu TMZ. As taxas de sobrevivéncia
registadas ao fim de 30 meses eram de 21%, 10% e 8% respetivamente. Nachbichler et a/. [12]
concluiram que a administracdo de TMZ diaria em conjunto com radioterapia pode ser usada

como terapia padrao para o glioblastoma.
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EQUIPAMENTO EXPERIMENTAL

Este capitulo é dedicado a descricdo do equipamento experimental que foi utilizado ao
longo do trabalho.

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Colisdes Atomicas e Moleculares, CEFITEC,
FCT/UNL utilizando um sistema de feixes cruzados de colisdes eletrao-molécula, composto por
um monocromador trocoidal de eletrdes (TEM) acoplado a um espectrometro de massa tipo
tempo-de-voo refletrdo (ToF-Ref) (Figura 3.1).

O TEM e o ToF-Ref estdo colocados em duas camaras diferentes, em alto vacuo, separa-
dos por um orificio de 1 mm de diametro, responsavel pelo bombeamento diferencial, garan-
tindo seguranca no controlo da pressao (Figura 3.2).

Resumidamente, um feixe de eletroes de energia bem definida é gerado a partir de um
filamento de tungsténio e direcionado através de um conjunto de lentes de focagem e disper-
sdo, que constituem o TEM, até a zona de interagdo onde se cruza ortogonalmente com um
feixe molecular efusivo da molécula alvo. Na zona de dispersdo, os eletrdes atravessam uma
regido onde existe a combinacdo de um campo elétrico e um campo magnético externo uni-
forme, produzido por um par de bobinas de Helmholtz. Desta forma os eletrées adquirem um
movimento circular em torno de um ponto fixo (movimento trocoidal) criando um feixe de
eletrées com uma baixa dispersdo energética, melhorando a resolugdo em energia do feixe
original. Na zona de interagao, os ides negativos e positivos, formados apds a colisdo, sao
extraidos por um pequeno campo elétrico em direcdo a entrada do espetrémetro de massa
ToF-Ref, onde sdo separados de acordo com a sua razdo massa/carga (m/z) e detetados num

detetor do tipo microchannel plate.
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Figura 3.1 - Equipamento experimental. A) Esquemético do equipamento experimental: monocromador trocoidal
de eletrdes acoplado ao espetrémetro de massa; (B) Esquema amplificado do monocromador trocoidal de
eletrées [57].

Figura 3.2 - Equipamento experimental. Cdmaras de alto vacuo.

26



Avaliacao da temozolomida como agente radiosensibilizador em estudos de interacédo de

eletrGes de baixa energia

Este equipamento possui ainda um sistema de introducdo de amostras, que é constituido
por duas entradas separadas da camara de vacuo por valvulas de agulha, uma entrada direta
de gas na camara, onde podem ser introduzidos os gases de calibragdo (CCls e SFe), e uma
outra entrada, onde é introduzida a amostra em estudo, diretamente na zona de colisdo. Este
sistema foi dimensionado e montado para as moléculas que sdo adquiridas em estado gasoso
ou liquido. Quando as amostras em estudo sdo adquiridas em estado sélido (p6 ou cristais),

estas sdo colocadas num forno de sublimagdo dentro da camara de vacuo (Figura 3.3).

Figura 3.3 - Equipamento Experimental. Forno de sublimag¢do molecular.

3.1 TEM

O TEM é constituido por trés conjuntos de lentes eletrostaticas, M, C e F. O conjunto de
lentes M é responsavel pela focagem, colimacgéao e dispersao do feixe de eletrdes desde o fila-
mento até a zona de colisdo. Os eletrbes sdao produzidos por emissdo termionica a partir de
um filamento de tungsténio com formato em V invertido. Apos emissao, os eletrées sdo foca-
dos através de um conjunto de trés lentes eletrostaticas (M2-M4) até a zona de dispersao
delimitada pelas lentes M5 e M6. Na zona de dispersao a trajetoria do feixe de eletrdes €
alterada devido a acdo de um campo elétrico (E) ortogonal a um campo magnético uniforme
(B) de 40 G de intensidade, tal como ilustrado na Figura 3.1, criado por um par de bobinas de

27




Capitulo 3.

Equipamento Experimental

Helmholtz de raio 70 cm. Nesta zona os eletrdes movem-se com uma trajetéria trocoidal de-
vido a combinagao dos dois campos, levando a diminuigdo da dispersdao em energia do feixe,
garantindo um feixe monoenergético colimado.

Depois de passarem pela Ultima lente do conjunto M, a M8, os eletrdes atravessam a
lente C1, atingindo a zona onde interagem com o feixe molecular alvo em fase gasosa. Esta
zona, constituida pelas lentes C2 e C3, é denominada de zona de coliséo, e é onde ocorre a
producdo de espécies idnicas, resultado de processos de CED e ionizagdo dissociativa. A mo-
lécula em estudo é introduzida a partir de um sistema de introdugdo de amostras que esta
alinhado de forma perpendicular com as lentes C2 e C3. Os ides formados na zona de colisdo
sao extraidos através da aplicagdo de um campo elétrico (~1V/cm), por uma pequena abertura
na lente C3, e de seguida focados pelo conjunto de trés lentes F (F1-F3), em direcdo ao espe-
trometro de massa.

ApOs a zona de colisdo, existe um conjunto de lentes (C4-C5), que sdo responsaveis por
focar e direcionar o feixe de eletrdes até a gaiola de Faraday (C6), que esta conectada a um

eletrometro, onde é possivel monitorizar a corrente de eletrdes.

3.2 ToF-Ref

Um espetrometro de massa é composto por um analisador, uma fonte de ionizagao, um
detetor e um sistema de aquisicdo. A espetrometria de massa do tipo tempo de voo é um
método em que a relacao entre a massa e a carga do ido é determinada através da medigéo
do tempo de voo que o ido leva a atingir o detetor desde o instante em que é extraido. Os
ides sdo acelerados por um campo elétrico aplicado na zona de extracdo. A velocidade atingida
pelo ido depende da relacao entre a sua massa e carga, sendo que ides mais pesados adquirem
velocidades mais baixas [58]. Os espectrémetros de massa do tipo tempo de voo, podem di-
vidir-se em duas categorias, do tipo linear ou do tipo refletrdo. A vantagem do ultimo, é o
aumento da resolucdo em massa, uma vez que este principio de reflexdo diminui a distribuicdo
de tempo de voo para cada razdo m/z, e aumenta a distancia percorrida no mesmo tempo de

voo, tal como esta representado na Figura 3.4 [59].
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Figura 3.4 - Representagdo esquematica do funcionamento do refletrdo. Os circulos coloridos representam dois

fragmentos anidnicos da mesma espécie e com a mesma massa, formados com diferentes energias cinéticas inici-
ais. Os potenciais repulsivos aplicados através dos defletores retardam os anides e focam-nos para chegar ao de-
tetor ao mesmo tempo, aumentando a resolucdo de massa. As setas negras sdo representativas da velocidade

relativa de cada fragmento ao longo da trajetéria. Imagem adaptada da referéncia [60].

No presente equipamento experimental, no interior do ToF-Ref, a regido de extracdo é
composta por dois elétrodos circulares localizados a 245 mm da entrada da zona de guia de
i0es. Estes elétrodos produzem um campo elétrico pulsado transversal ao feixe de ides. O pulso
aplicado tem uma frequéncia de 80 kHz, +400V de amplitude e 3 ps de largura. Através deste
pulso, os ides sdo defletidos para a regido livre de campo, em direcdo a zona de reflexdo (ou
refletrdo), composta por 24 elétrodos circulares. Apds serem refletidos, os ides atingem o de-
tetor do tipo microchannel plate (MCP). O sinal resultante é pré-amplificado, e depois trans-

mitido para o sistema de aquisicao de dados [57].

3.3 Sistema de vacuo

Em estudos de colisdes eletrao-molécula, é essencial garantir que o livre percurso médio
dos eletroes seja superior ao tamanho da camara para que ocorram apenas colisdes binarias.
Para isso, é necessario que as medidas experimentais se realizem em condi¢des de alto vacuo
(1x107°-1x10® mbar), alcancado através de bombas turbomoleculares. No presente sistema
experimental, o regime de alto vacuo foi conseguido através de duas bombas turbomolecula-
res, Pfeiffer Hjpace 80 (velocidade de bombeamento a 67 I/s) para a camara do TOF, e Pfeiffer
7C400 (velocidade de bombeamento de 260 I/s) para a camara do TEM, atingindo-se desta

forma uma pressdo base na ordem de 1x10® mbar. O vécuo priméario é atingido através de
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uma bomba rotatéria com velocidade de bombeamento de 6 I/s, e de uma bomba membrana,
Pfeiffer MVP 0175-4 (velocidade de bombeamento a 0,15 I/s). A pressao de trabalho apés in-
troducdo de gas foi de ~5x10® mbar. O sistema de introducdo de amostras para gases e li-
quidos é bombeado através de uma bomba rotatéria (velocidade de bombeamento de 6 I/s)
O esquema do sistema de vacuo do equipamento experimental esta representado na Figura

3.5.
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Figura 3.5 - Esquema do sistema de vacuo. 1-Camara TOF; 2-Camara TEM; 3-Mandmetro Penning; 4-Valvula; 5-
Bomba Turbomolecular; 6-Bomba Membrana; 7-Bomba Rotatéria; 8-Mandmetro Pirani; 9-Mandmetro cabeca

mista.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados experimentais obtidos, su-
portados por célculo tedrico, bem como as condi¢Ses experimentais em que os mesmos foram

alcangados.

4.1 AIC - Caracterizacao da molécula

A molécula AIC foi adquirida no laboratério Biosynth Carbosynth® com um grau de pu-
reza > 95%, sendo identificada com o numero CAS 360-97-4, e pelo nome 5-amino-TH-imi-
dazole-4-carboxamide. A molécula tem a férmula quimica C4HeN4O, um peso molecular de
126,12 g/mol, e apresenta-se como um po cristalino entre o branco, o roxo e o cinzento. A sua

estrutura quimica encontra-se representada na Figura 4.1.

NH,
H
N
T
H,N N

Figura 4.1 - Estrutura quimica AIC.
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Uma vez que o composto AIC é adquirido em estado sélido, é necessario garantir a pas-
sagem ao estado gasoso para realizar as medidas experimentais. Para tal, é utilizado um forno
de sublimacao que se encontra dentro da camara de alto vacuo, em que o aquecimento é feito
de forma resistiva com recurso a um filamento de tungsténio. No interior da camara existe
também uma lampada de halogéneo com a finalidade de manter a temperatura da camara e
do TEM o mais préxima possivel da temperatura do forno, de forma a evitar a condensagao da
molécula nas lentes do TEM. O processo de aquecimento é gradual e controlado, sendo a
molécula aquecida até a sua temperatura de sublimacdo. As medidas feitas com a molécula
AIC foram realizadas a aproximadamente 100°C. Através de uma fonte de corrente, a tempe-
ratura no interior do forno molecular é aumentada gradualmente, e simultaneamente a tem-
peratura da camara através da lampada de halogénio. Durante o progressivo aumento de tem-

peratura sao adquiridos espetros de massa, e € controlada a pressao na camara.

4.2 Formacao de ides positivos por processos de ionizacdo em

impacto eletrénico

A interacao eletrdao-molécula desencadeia um conjunto de processos moleculares, como
referido em 2.3, sendo um deles a ionizacdo. Tal como concluido na seccao 2.3.2, através da
Figura 2.6, o maximo da secc¢ao eficaz de ionizacao da generalidade dos compostos varia entre
50 e 100 eV de energia de eletrdes incidentes, sendo que em experiéncias de espectrometria
de massa, é usual medir o padrdo de fragmentagdo das moléculas para identificar os diferentes
compostos formados a 70 eV [39].

Para os estudos de ionizagao eletrénica reportados na presente dissertacao foram reali-
zadas medidas a 70 eV com o objetivo de identificar o padrdo de fragmentacao da molécula
em estudo. As energias de aparecimento para os diferentes catides formados foram determi-
nadas experimentalmente por varrimento de energia entre 5 eV e 50 eV, com passos de 0,01

eV, adquirindo espetros de massa em cada passo de energia.
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4.2.1 Moléculas de calibracao

4.2.1.1 Calibracdo em massa

A calibracdo em massa foi realizada utilizando a molécula hexafluoreto de enxofre (SFe)
em fase gasosa, procedendo-se a interacdo eletronica e extragdo dos ides positivos resultantes
dessa interagdo. A escolha desta molécula reside principalmente no facto de ser uma molécula
bastante estudada e reportada na literatura, bem como pelo nimero elevado de fragmentos
produzidos a 70 eV. Deste modo, conhecendo bem o perfil de fragmentacdo do SFsa 70 eV,
bem como a identificacdo de todos os catides formados, conseguimos uma calibracdo em
massa fiavel e precisa. A conversao do tempo de voo para massa é feita através da equagao

4.1, onde to e Cpsdo os parametros de calibragdo do ToF-Ref.

t—tg 4.1)

A Figura 4.2 representa o espetro de massa adquirido por interacao de eletroes acelera-
dos a 70 eV com SFe.
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Figura 4.2 - Espetro de massa de ionizagéo de interagdo de eletres acelerados a 70 eV com SFe.
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Através da analise do espetro de massa, apresentado na Figura 4.2, é possivel verificar
que o ido SFs* é o pico com maior intensidade, resultando da rutura da ligacao S-F. Podemos
também observar a formacdo dos ides SF4*, SF3*, SF2*, SF4**, SF*, S* e N,*. Este Gltimo é devido

a uma pequena fuga no sistema.

4.2.1.2 Calibracdo em energia

A calibracdo em energia foi feita utilizando argon (Ar), sendo que esta escolha se deve
ao facto dos valores experimentais para a energia de aparecimento do ido Ar* terem sido
exaustivamente estudados e reportados na literatura por diferentes métodos de espectrosco-
pia.

O ajuste exponencial implementado para determinar o limiar de ionizagdo do ido Ar* foi
o modelo matematico de Wannier [61], apresentacdo na equacao 4.2, onde b representa o
sinal de fundo experimental do espetro. De acordo com os parametros a e dfoi aplicada uma
evolucao exponencial aos dados experimentais, sendo £ a energia de eletrdes incidentes e AE

a energia de aparecimento de um dado ido.

_(b+a(E—-AE)* E=AE 4.2)
fE) {b E < AE

A Figura 4.3 representa o espetro de aparecimento obtido experimentalmente, usado
para determinar a energia de aparecimento do Ar* através do ajuste de Wannier.

A energia de aparecimento determinada experimentalmente foi de (15,26+0,03) eV, en-
contrando-se bastante préxima dos valores experimentais reportados na literatura (ver Tabela
4.1). E relevante referir que pressdo utilizada em ambos os gases de calibracdo foi de cerca de
6x10° mbar.
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Figura 4.3 - Energia de aparecimento do ido Ar".

A Tabela 4.1 apresenta o valor experimental da energia de ionizacao de Ar* (coluna da

esquerda) e comparagao com valores experimentais reportados na literatura (coluna direita).

Tabela 4.1 - Energia de aparecimento do gas de calibragdo Ar. Valor experimental da energia de ionizagdo de Ar+

(coluna da esquerda) e comparacdo com valores experimentais reportados na literatura (coluna direita).

Energia de aparecimento Ar+  Energia de aparecimento da literatura Ar+
(eV) eV)
15,763 (K.Weitzel,1994) [62]
15,760 (Lide,1992) [63]
15,82 (Wetzel, 1987) [64]
15,760 (Kelly, 1987) [65]

15,26+0,03
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4.2.2 AIC

Neste estudo procedeu-se a interagdo eletronica com a molécula AIC em fase gasosa, e
a extragdo dos ides positivos resultantes dessa interagdo. Desta forma foi possivel estudar os
processos de ionizagao e ionizagao dissociativa do AIC por impacto eletronico. Na Figura 4.4
esta representado o espetro de massa e respetivo padrao de fragmentacao do AIC ap6s colisdo

com eletroes acelerados a 70 eV.

126

+ 77
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Figura 4.4 - Espetro de massa de ionizagao de interagdo de eletrbes acelerados a 70 eV com AIC.

Analisando o espetro acima representado, verifica-se que o ido progenitor, C4HsN4sO™" e
0 ido C4HsN4* (109 m/z), sdo os fragmentos com maior intensidade. Este Ultimo corresponde a
perda de um radical OH'. Todas as espécies iGnicas presentes no espetro de massa foram iden-
tificadas e analisadas. Esta analise esta resumida na tabela apresentada Tabela 4.2. Foram iden-
tificados alguns ides (92 m/z, 93 m/z, 94 m/z e 121 m/z), que aparecem no espetro, mas que
durante o processo de aquecimento da molécula a sua intensidade foi caindo drasticamente
sugerindo tratar-se de contaminacéo. E também importante referir que para algumas massas

é apresentada mais do que uma possivel atribuicdo para o ido correspondente.
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Tabela 4.2 - Identificagdo dos ides positivos formados ap6s interagdo de eletrées com a molécula AIC a 70 eV.

m/z Identificagdo m/z Identificagdo m/z Identificagdo

27 CHN* 55 C2HsN2*; CHNO* 81 C4H3Ns*

28 N2*; CHoN? 56 CoHaN2"; CHaNO? 82 C4HaN3*

29 CHsN*; CHO? 65 C3HN? 83 C3HsN3*

38 CoN* 66 CsHaN2" 84 C3HeNs*

39 CoHN* 67 C3HsNL* 97 C4HsN2O"; C3H3N3O*
40 CoHaN* 68 C3HaNL" 98 C4HeN2O™; C3H4N3O*
41 CoH3N™; CH2NR* 69 C3H3NO* 108 CaHaN4"

42 CNO"; CH2N2" 70 CsHsNO* 109 CaHsN4*

43 CHNO" 71 CsHsNO* 110 C4HaN3O"; C4HeN4"
44 CH:NO" 72 C3HeNO™; CHaN2O™ | 111 C4Hs5N3O™

45 CHsNO* 77 C4HN? 126 C4HeN4O™

53 CHN,* 78 CaHaN2" 127 Isétopo

54 CoHaN* 80 C4H2N3™; CGNLO™ 128 Isdtopo

Na Tabela 4.3, estdo listados os ides formados com maior intensidade relativa (>2%).
Estas intensidades foram calculadas atribuindo 100% ao ido pai, sendo as intensidades dos

restantes ides calculadas relativamente a este ido.

Tabela 4.3 - Intensidades relativas dos iGes formados por interagdo de eletroes acelerados a 70 eV com AIC.

m/z Identificacdo Intensidade
relativa (%)

28 Nz*; CHN* 518

a4 CH.NO" 204

54 CoHaNL* 2 80

1 CsHsNO* 259

81 C4HsN3* 437

109 CaHsN4" 44,60

110 C4HaN3O*: C4HgN,* 171

126 C4H6N4O+ 100
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Para os ides acima descritos foram determinadas as energias de aparecimento, utilizando
o ajuste exponencial de Wannier, de forma analoga a descrita em 4.2.1.2, e os resultados ob-

tidos sdo apresentados e discutidos seguidamente.

5000 -

126 m/z
C,HN,0"
4000
3000 4
[72]
C
()
(@]
Y
& 2000 4
O
- EA = (8,17 £ 0,02) eV
0 T | T f ' T y |
4 6 8 10 12

Energia dos eletrbes (eV)

Figura 4.5 - Energia de aparecimento do ido 126 m/z (CsHsN4O*/ido pai). Calibracdo feita com Argon.

A Figura 4.5 diz respeito ao resultado experimental obtido para a energia de apareci-
mento do fragmento mais abundante, correspondente ao ido C4HsN4O™ (ido pai), e para o qual
o limiar de formacao obtido foi (8,17+0,02) eV. Os calculos tedricos foram realizados usando
a metodologia Outer Valence Green's function (OVFG), implementada no programa Gaus-
sian09, com a solucao Hartree-Fock (HF), e indicam um valor de energia de ionizacao de 8,18

eV, concordante com o valor experimental. A equacao 4.3 descreve o processo de formacao

do ido pai.

C4HeN4O + &0 — CHgN4O™ + 2€ 4.3)
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Para os restantes fragmentos com intensidade relativa superior a 2%, as reagdes propos-

tas podem ser descritas pelas equagdes 4.4 a 4.12.

CiHeNLO + e N N2" + C4HgN.O™ + 2e” 4.4)
ou

CHoN*+ C3HiNO™ + 2e” (4.5)

— CHoNO™ + C3HaN3 + 2e° (4.6)

— C2oH2N2* + CoHaN20 + 2e” 4.7)

— C3HsNO™+ CHN; + 2e (4.8)

N C4H3Ns* + 2e (4.9)

— C4HsN4* + OH + 2e (4.10)

N C4H4N3O*+ HoN + 2e 4.11)
ou

CsHeN4s"+ O + 2e° 4.12)

Relativamente as Figuras 4.6 a 4.12, estas representam a formacdo dos ides obtidos com
intensidade superior a 2% (os ides referentes as equacdes acima descritas) em funcdo da
energia de electrdao incidente, e que foram usados para determinar a energia de aparecimento

dos mesmos (valor indicado).

39



Capitulo 4.

Resultados e Discussao

Contagens

350

300

28 m/z
E s +
N,’ ; CHN
250 - =_¢:
R
LR

EA =(16,92 + 0,08) eV

— T T T T
8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

Energia dos eletrdes (eV)

Figura 4.6 - Energia de aparecimento do ido 28 m/z (N»*; CH,N*). Calibracdo feita com Argon.
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Figura 4.7 - Energia de aparecimento do ido 44 m/z (CH,NO*). Calibracéo feita com Argon.
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Figura 4.8 - Energia de aparecimento do ido 54 m/z (C;H2N,*). Calibracéo feita com Argon.
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Figura 4.9 - Energia de aparecimento do ido 71 m/z (CsHsNO*). Calibragéo feita com Argon.

41



Capitulo 4.

Resultados e Discussao

320
280 4

240

—_ N
(o2} o
o o
| K |

Contagens

120

81 miz
C4H3N3+

EA = (12,69 + 0,05) eV

10 12 14 16
Energia dos eletrdes (eV)

Figura 4.10 - Energia de aparecimento do ido 110 m/z (C4H3Ns*). Calibragéo feita com Argon.
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Figura 4.11 - Energia de aparecimento do ido 109 m/z (C4HsN4*). Calibragéo feita com Argon.
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Figura 4.12 - Energia de aparecimento do ido 110 m/z (C4HsN30*; C4HsN4*). Calibragéo feita com Argon.

A Tabela 4.4 sumariza as energias de aparecimento calculadas para os ides (coluna cen-
tral), com maior intensidade relativa formados no processo de ionizagdo em impacto eletro-

nico.

Tabela 4.4 - Energias de Aparecimento experimentais.

Energia de aparecimento (eV)

m/z |dentificacao

Experimental
28 N>"; CHaN? 16,92 + 0,08
44 CH2NO* 14,03 + 0,03
54 CaHaN2* 13,75 + 0,03
71 CsHsNO* 12,00 + 0,46
81 CaH3Ns™ 12,69 + 0,05
109 C4HsN4* 10,57 + 0,01
110 C4HaN3O™; CaHeN4" 10,76 + 0,05
126 C4HgN4O* 8,17 + 0,02

43



Capitulo 4.

Resultados e Discussao

4.3 Formacado de ides negativos em colisdes com eletrdes de

baixa energia

Nesta seccao sao apresentados e discutidos os resultados das medidas de impacto ele-
trénico com a molécula AIC em fase gasosa, na gama de energias de 0 a 12 eV. Os iGes nega-
tivos formados por captura eletrdnica dissociativa apds a interacdo com o AIC sdo descritos

nesta seccao, bem como o processo de calibragdo em energia.

4.3.1 Calibragdo em energia

A primeira molécula de calibragdo utilizada foi o SFe, especificamente com foco na for-
macao do ido SFe". A escolha desta molécula, como ja referido anteriormente, justifica-se pelo
facto de estar muito estudada e reportada na literatura, sendo por isso possivel garantir a
correta calibragdo através da comparagdo dos resultados experimentais com os resultados da
literatura. O ido SFs apresenta uma ressonancia muito bem definida e uma elevada seccao
eficaz a 0 eV (ver Figura 4.13), e, portanto, quando utilizamos o gas SFs para calibragdo e oti-
mizagdo do sistema experimental, garantimos que estamos com um feixe de eletrdes com

aproximadamente 0 eV de energia [8].
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Figura 4.13 - Seccdes eficazes para formacado de SF¢™ e outros fragmentos aniénicos produzidos através de CED.

Imagem adaptada da referéncia [8].
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O processo de CED resultante da interacdo de eletrdes com SFs e que leva a formacdo

do ido SFe, é descrito pela equagdo 4.13.
SFe + e — SF¢ 4.13)

O espetro bidimensional apresentado na Figura 4.14 representa a energia de eletroes
incidentes em fungdo da intensidade de ides SFs” formados num varrimento em energia de 0
a 10 eV. Os resultados experimentais apresentados foram obtidos com uma resolugdo em
energia de 180 meV. No espectro verifica-se a formagado do fragmento de massa 146 (SFs) a 0
eV com uma ressonancia muito bem definida e de seccao eficaz alta, tal como referido anteri-

ormente,
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Figura 4.14 - Grafico da intensidade de SFs” medido por captura eletrénica dissociativa em funcdo da energia para

a massa 146, resolucdo em energia de 180 meV.

A molécula tetracloreto de carbono, CCls, foi também utilizada para calibragdo em ener-
gia. Esta é uma molécula amplamente usada como composto de calibracdo, devido a elevada
seccao eficaz de formagdo do anido Cl, a 0 eV. Foi obtido um espetro da energia de eletrdes
incidentes em func¢do da intensidade de ides ClI,, com uma resolugdo de 210 meV, para o gas

CCls, como observado no grafico da Figura 4.15.
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Figura 4.15 - Gréfico da intensidade de CCls medido por captura eletrénica dissociativa em funcdo da energia para

a massa 35, (CI), com uma resolucao de 210 meV.

Analisando o espetro, foi possivel identificar duas ressonancias, que correspondem a
formacao de Cl, a energias de 0 eV e de 0,7 eV. Os resultados estdo em concordancia com os

reportados no estudo de Matejcik et al. [66]. O processo de CED no CCls com formagdo de CI°

pode ser descrito pela equacao 4.14.
CCly + e — CI + CCl3 (4.14)

O facto de o ido CI" se formar a 0 eV e a 0,7 eV significa que existem dois canais de

dissociagdo possiveis para a formagdo deste fragmento, sendo que a 0 eV a seccdo eficaz é

mais elevada.

4.3.2 AIC

Apos calibracdo em energia e optimizagdo do sistema experimental, foi estudada a
molécula AIC na gama de energia dos 0 aos 12 eV. Foram detectados os canais de dissociagao

para a formacdo de ides negativos, e obtidos os espetros da energia de eletrdes incidentes em

funcao da intensidade de ides.
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Figura 4.16 - Grafico da intensidade de AIC medido por captura eletronica dissociativa em fungdo da energia para
a massa 126 (ido pai/ CsHsN4O").

Na Figura 4.16 esta representado o espectro da intensidade de ides formados em funcao
da energia dos eletrdes para o anido de massa 126 (ido pai). E possivel ver que o espectro
apresenta duas ressonancias, localizadas a 0 eV e a 0,7 eV, o que significa que o mesmo se
pode formar por dois canais distintos. A formacao do ido pai por processo de captura eletro-

nica, é descrito pela equacdo 4.15.

CaHeN4O + & —> (CaHsN4O") —> CaHeNO (4.15)

Nesta equacao percebe-se que, apds captura eletrdnica, o anido pai que se forma é ener-
geticamente estavel para manter o eletrdo ligado durante um periodo de tempo suficiente
para ser detetado pela técnica de espetrometria de massa, antes de dissociar.

Os estudos tedricos ajudam a perceber os mecanismos subjacentes a formacgdo do ido
pai. Os calculos teoricos verificaram que em fase gasosa (T=373 K = 100 °C) a molécula de AIC
é estavel na forma de dois isdbmeros que diferem na rotacao do grupo carboxamida (ver Figura
4.17), sendo que um dos isbmeros possui 20% de abundancia (isémero 1) e o segundo isbmero

80% de abundancia (isdmero 2).
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Isomero 1 Isomero 2

Figura 4.17 - Isémeros da molécula AIC. A esquerda o isémero 1 e a direita o isomero 2.

O isbmero 1 possui um momento dipolar de 4,2 D. Sabe-se que quando as moléculas
apresentam um momento dipolar superior a 2,5 D estdo estabelecidas condi¢es para que o
eletrdo seja capturado através de um estado ligado (dipole bond state) [67]. Isto significa que
o eletrdo é capturado numa orbital difusa, dando origem a formagdo de uma ressonancia (~0
eV) do tipo vibrational feshback ressonance (VFR). A formacao desta ressonancia é também
favorecida pelo facto do isdbmero 1 possuir uma eletroafinidade positiva (0,41 eV). Neste caso,
o estado fundamental do ido pai (MX) esta abaixo do estado fundamental da molécula neutra
(MX), o que permite a formagdo de um anido molecular com tempo de vida suficiente para ser
detetado. Segundo os calculos tedricos, os dois isomeros apresentam uma ressonancia a 0,7
eV, mas apenas o isomero 1 possui a ressonancia a 0 eV. Esta conclusao tedrica explica a maior
intensidade da ressonancia a 0,7 eV verificada experimentalmente, uma vez que a esta energia
temos a formacado do ido progenitor pelos dois isémeros, e por isso uma maior probabilidade
do ido pai se formar. A 0 eV apenas o isomero 1 (menos abundante) apresenta ressonancia,
deste modo, a probabilidade de se formar o ido progenitor € menor, tal como verificado ex-
perimentalmente. O isémero 2, apresenta um momento dipolar de 1,6 D, inferior a 2,5 D e por
isso ndo admite estados ligados do anido. Este isomero tem uma eletroafinidade negativa (-
0,12 eV), logo nao tem anido estavel a 0 eV.

Estes resultados sugerem que os EBE sdo altamente eficientes na reducdo da molécula
AIC através de captura eletrénica, com intensidade superior aos outros ides observados. Isto
suporta a hipotese que a molécula AIC pode ter um papel central no mecanismo de acao da

TMZ enquanto agente radiosensibilizador.
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eletrGes de baixa energia

Neste estudo, foi também detetado o canal de dissocia¢do para o ido de massa 108
(C4H4Ny) ainda que com abundancia bastante reduzida, que se pode representar pela equagao

4.16 que se apresentam de seguida.
C4HgNLO + e — (C4H6N40_)*—) C4H4sN4 + HO (4.16)
Na Figuras 4.18 esta representado o espetro da intensidade de ides obtidos

experimentalmente para o ido referente a equagdo acima descrita em fungdo da energia de

eletrdes incidentes.

— 108 m/z
14 C4H4N4—

Contagens

0 g T T T T T T 5 T . T Y T y T Y T g 1

——
-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 35 4.0 45 50

Energia dos eletrées (eV)

Figura 4.18 - Gréfico da intensidade de AIC medido por captura eletronica dissociativa em fungdo da energia para
a massa 108 (C4HaNy).

Pela equacao 4.16, verifica-se que através de CED, a molécula de AIC pode também levar
a formacgéo do ido C4HsN4™ (108 m/z), com libertagcdo da sua contraparte, que poder ser uma
molécula de 4gua ou a formagdo de radicais como (OH+H). Esta molécula de agua, com ex-
cesso de energia, pode interagir com as moléculas que constituem o ambiente celular, e tam-
bém com EBE, levando a producdo de radicais livres (por exemplo H', OH" e O"), que por sua
vez sdo espécies altamente reativas e que podem provocar danos irreversiveis na cadeia de

ADN das células tumorais [30],[31]. Estes danos provocados pelos radicais livres provenientes
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da reacdo da molécula de dgua com EBE, justificam a importancia que a formacdo do ido

C4H4N4 tem para o efeito radiosensibilizador do AIC.

50



CONCLUSOES

5.1 Conclusoes

O presente estudo termina com a certeza de uma contribui¢do positiva para a compre-
ensdo dos mecanismos fisicos e quimicos desencadeados pela interacdo dos EBE com o radi-
osensibilizador TMZ, investigado através do metabolito final da sua cadeia de acao, a molécula
AIC. O estudo focou-se na formacdo de ides positivos por processos de ionizacdo eletronica,
bem como na formacdo de ides negativos através de captura eletronica dissociativa, que se
revela importante para o efeito radiosensibilizador da molécula. O estudo dos mecanismos
fisico-quimicos subjacentes a radiosensibilizacdo continua a ser uma area que desperta o in-
teresse cientifico, uma vez que o aumento de informacao e descobertas resultam na otimiza-
cdo e formulacdo de novos agentes radiosensibilizadores utilizados nos tratamentos para o
cancro.

Durante o estudo da formacdo de ides positivos por processos de ionizagdo em impacto
eletronico, foi possivel identificar o padrdo de fragmentagdo da molécula, tendo-se obtido o
respetivo espetro de massa a 70 eV. Foram identificados os ides formados, bem como as res-
petivas intensidades relativas, tendo sido verificados os valores das energias de aparecimento
de formacao dos fragmentos positivos com maior intensidade relativa (C4HsN4+O/ido pai,
N2+/CH2N+, CH2N0+, C2H2N2+, C3H5NO+, C4H3N3+, C4H5N4+ e C4H4N30+/C4H6N4+). O resultado
experimental obtido para a energia de aparecimento do ido C4HsN4O™ (ido pai) permitiu obter
pela primeira vez a energia de ionizacdo da molécula AIC (8,17+0,02) eV, que se revelou con-
cordante com o valor tedrico de 8,18 eV.

Através de medidas de impacto eletronico com a molécula AIC em fase gasosa, na gama

de energias de 0 a 12 eV, foi possivel analisar a formacdo de ides negativos em colisdes com
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eletrbes de baixa energia. Foram detectados os ides negativos C4HsN4O" (ido pai), bem como
o iao C4H4N4', e obtidos os espetros da intensidade de ides em fungdo da energia de eletrdes
incidentes. Na formacéao do ido pai, foi possivel detetar duas ressonancias (0 eV e 0,7 eV), sendo
que a ressonancia com maior intensidade acontece a 0,7 eV. Para o ido C4HsN4, apenas foi
detetado um canal de ionizacdo a 0,5 eV, e verificou-se que na formagao do referido ido é
libertada uma molécula de agua. Este mecanismo é muito relevante ao nivel do efeito da radi-
acdo nas moléculas que constituem o ambiente celular, uma vez que, através da interacao da
molécula de dgua com EBE podem ser gerados radicais livres, que por sua vez podem provocar
danos irreversiveis na cadeia de ADN.

A questdo que motivou o presente tema de tese foi a compreensdo dos mecanismos
fisicos e quimicos desencadeados pela interacdo dos EBE com radiosensibilizador TMZ. Apés
o desenvolvimento dos trabalhos laboratoriais e respetiva analise de dados, foi possivel con-
cluir que os radicais e ides, gerados pela interacdo com os EBE com o potencial radiosensibili-

zador podem contribuir significativamente para a acao do radiosensibilizador.

5.2 Trabalho Futuro

A cronologia de execucao de trabalhos comegou pelo estudo da molécula AIC e tinha
como objetivo seguir-se da analise da TMZ, infelizmente este segundo objetivo ndo pode ser
concluido devido ao prazo de realizacdo da presente dissertagdo, e devido a problemas técni-
cos que surgiram no equipamento. O objetivo de entender de que forma os EBE contribuem
para o efeito radiosensibilizador da TMZ em tratamentos de radioterapia foi alcangado através
do AIC, que é um dos metabolitos finais da cadeia de acdo, uma vez que a TMZ é metabolizada
assim que atravessa a barreira hematoencefalica.

Em trabalhos futuros seria de especial interesse a medicao e estudo da TMZ, de forma a
perceber se esta reage com a radiacao antes de ser metabolizada e tentar compreender de
que forma isto tem impacto na radiossensibilizacao.

Adicionalmente seria interessante realizar o estudo de outra molécula de AIC existente
no mercado, onde a posi¢do do carboxamida difere relativamente a molécula utilizada no pre-
sente estudo. Este trabalho seria importante para perceber se ambas tém ou ndo o mesmo

comportamento na interagao com os EBE.
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