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RESUMO

O cancer é uma das principais causas de obito em todo o mundo, sendo a
quimioterapia uma alternativa valiosa para o tratamento desta doenga. O
desenvolvimento de novos compostos mais ativos contra o cancer e menos toxicos,
que possam vir a ser utilizados como medicamentos antitumorais, constitui uma area
de pesquisa de grande relevancia. O uso da nanobiotecnologia representa uma
alternativa inteligente que auxilia no desenvolvimento de novas formulacdes
farmacéuticas disponibilizando outras vias de administracdo mais favoraveis a
qualidade de vida dos pacientes.

Complexos de platina sdo agentes antitumorais bem estabelecidos no uso
clinico, sendo a cisplatina o composto mais amplamente utilizado desta classe.

O presente trabalho mostra a obtengcdo de novos complexos de platina(ll) e
platina(lV) com ligantes N-alquilados de cadeia longa derivados da 1,2-etanodiamina
e da 1,3-propanodiamina. Estes complexos foram devidamente caracterizados por
espectroscopia na regido do IV, RMN de 'H, de "*C e de '*°Pt e analise elementar e
tiveram sua citotoxicidade investigada em células tumorais e células normais.

Tendo em vista as propriedades anfifilicas dos complexos devido a presenca
da cadeia carbdbnica longa, alguns deles foram incorporados em lipossomas furtivos
e apresentaram boas taxas de encapsulacéao.

Um dos complexos, que se mostrou mais promissor do ponto de vista de
obtencao, rendimento e taxa de incorporagcdo em lipossomas, foi selecionado para
testes in vivo visando a avaliagdo da sua atividade antitumoral em camundongos
com melanoma induzido, em comparagao com a cisplatina. Também foi investigada
a farmacocinética deste complexo livre e incorporado em lipossomas. Para tal estudo
foi feita a adaptagdo da metodologia de determinacao de platina em plasma e tecidos
de camundongos por absorgdo atdbmica em forno de grafite. Os parédmetros
farmacocinéticos mostraram niveis de concentracdo plasmatica elevados para a
formulagdo do complexo incorporado em lipossomas. Esta formulagdo também
apresentou maior atividade antitumoral e menor toxicidade em comparagdo com o

complexo livre.



ABSTRACT

Cancer is one of the leading causes of death in the world, with chemotherapy
being a valuable tool for the treatment of the disease. The development of novel
compounds which are more active and less toxic and which could become eventual
anti-tumor drugs constitutes a research area of great relevance. The use of
nanobiotechnology represents an intelligent alternative to assist in the development of
new pharmaceutical formulations which may permit other administration routes
thereby elevating the quality of life of cancer patients.

Platinum complexes are well established anti-tumor agents in clinical use, with
cisplatin being the most widely used compound of this class.

The present work demonstrates the preparation of novel platinum(ll) and
platinum(lV) complexes employing long chain, N-alkyl derivatives of 1,2-
ethanediamine and 1,3-propanediamine as ligands. These complexes were
characterized by IR, 'H, "*C and Pt NMR spectroscopies, elemental analysis and
had their cytotoxicities investigated in both normal and tumor cells.

Considering the ambiphilic properties of the complexes due to the presence of
the long carbon chain, several of them were incorporated into furtive liposomes and
presented a good degree of encapsulation.

One of the complexes, which showed the most promise in terms of both ease
of preparation and degree of incorporation into liposomes, was selected for in vivo
testing and evaluation as an anti-tumor agent against induced melanoma in mice
using cisplatin as a reference. The pharmacokinetics of the liposomes prepared with
this complex were also investigated. For this study, an adaptation of methodology for
the determination of platinum in plasma and tissue samples from the test mice by
graphite furnace atomic absorption spectroscopy was employed. The
pharmacokinetic parameters showed elevated plasma concentrations for the
liposomal formulation. This formulation also presented greater anti-tumor activity and

reduced toxicity relative to the free complex.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

1.1. CANCER E QUIMIOTERAPIA

O cancer é uma doenca caracterizada pela multiplicagdo e disseminacao
descontroladas de formas andmalas de células do préprio corpo’. Tumor ou
neoplasia, que significa “novo crescimento”, pode ser caracterizado como benigno
ou maligno. Céancer, tumor maligno e neoplasia maligna sdo sinénimos. Os
tumores benignos ou malignos manifestam proliferacdo descontrolada, mas os
altimos distinguem-se pela sua capacidade de manter a proliferacdo,
diferenciacéo, invasédo e metastase (difusdo para outras partes do corpo).

Trata-se de uma das principais causas de 6bito no mundo todo. Em 2005,
de um total de 58 milhbes de mortes ocorridas no mundo, o céncer foi
responsavel por 7,6 milhdes, o que representou 13% de todas as mortes. Os
principais tipos de cancer com maior mortalidade foram: pulméo, estémago,
figado, colon e mama. Estima-se que em 2020 o nimero de casos NoOvos anuais
seja da ordem de 15 milhdes. No Brasil, as estimativas para o ano de 2008 e
vélidas também para o ano de 2009 apontam que ocorrerdo 466.730 casos novos
de cancer. Estima-se que o cancer de pele do tipo ndo melanoma (115.000 casos
novos) sera 0 mais incidente na populacéo brasileira, seguido pelos tumores de
préstata, mama feminina, célon e reto, estbmago, pulméo e colo do utero dentre
outros mostrados na tabela 1.1.

Diante deste cenario fica clara a necessidade de continuidade em
investimentos no desenvolvimento de ac¢des abrangentes para o controle do
cancer, nos diferentes niveis de atuagdo, como: na deteccdo precoce, na
formacao de recursos humanos, na comunicacao e mobilizagdo social visando a

prevencao, na pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos?.



Tabela 1.1. Estimativa de novos casos de cancer para 2008.

Percentual em

Localizacdo Primaria Incidéncias* _ _
incidéncias totais. (%)

Prostata 49530 10,8
Mama Feminina 49400 10,6
Colon e Reto 26990 58
Estdbmago 21800 4.8
Traquéia, Bronquio e Pulméao 21620 4,7
Colo do Utero 18680 4,1
Cavidade Oral 14160 3,2
Esb6fago 10550 2,4
Leucemias 9540 2,1
Pele (melanoma) 5920 1.4
Pele (ndo melanoma) 115010 24,7
Outras Localizacoes 117880 25,4
TOTAL 466730 100

Fonte: INCA (*)Numeros arredondados para 10 ou multiplos de 10.

Existem trés formas estabelecidas do tratamento do cancer: a excisédo
cirdrgica, radioterapia e quimioterapia. A quimioterapia pode ser usada como
monoterapia ou como adjunta a outras formas de terapia. O objetivo priméario da
quimioterapia € destruir as células neoplésicas, preservando as normais.
Entretanto, a maioria dos agentes quimioterapicos atua de forma nao-especifica,

lesando tanto células malignas quanto normais. Isto explica a maior parte dos



efeitos colaterais da quimioterapia: nauseas, perda de cabelo e susceptibilidade
maior as infecgdes®.

Os farmacos usados na quimioterapia do cancer podem ser divididos nas
seguintes categorias dentre os citotoxicos: agentes alquilantes e substancias
relacionadas que formam ligacdes covalentes com o DNA e assim impedem sua
replicacdo, como os complexos de platina; antimetabdlitos que blogueiam ou
subvertem uma ou mais vias metabdlicas envolvidas na sintese do DNA;
antibiéticos citotoxicos, ou seja, substancias de origem microbiana que evitam a
divisdo celular nos mamiferos e os derivados de plantas que podem ser alcaldides

da vinca, taxanos e campotecinas’.

1.2. COMPLEXOS DE PLATINA NO TRATAMENTO DO CANCER
1.2.1. Cisplatina e seus derivados

O estudo do potencial anticancerigeno de complexos metalicos tem sido
mais difundido desde o fim dos anos 60 do século XX, quando Barnett
Rosemberg® descobriu acidentalmente a atividade inibitéria do complexo de
platina cis-[PtCl,(NHs),], chamado cisplatina, na divisdo da Escherichia coli. Até
entdo, compostos contendo metais eram estudados biologicamente a fim de se
reconhecer seu potencial carcinogénico e ndo seu potencial anticancerigeno’. A
eficacia da cisplatina em cancer de pacientes humanos foi estabelecida em 1970,
tendo sido aprovada para uso contra o cancer de testiculos e bexiga em 1978°.

A cisplatina, cis-diaminodicloroplatina(ll), (figura 1.1), apresenta grande
sucesso no combate ao cancer de testiculo, ovario, pesco¢co e importante

colaboracéo no tratamento da neoplasia em seio e pulmao””.

H3N\ /CI
Pt
VRN
HsN cl

Figura 1.1. Cisplatina



No entanto, a cisplatina apresenta alguns inconvenientes como o
surgimento de resisténcia celular, baixa solubilidade em agua, além de graves
efeitos colaterais. Os mais comuns sdo: ototoxicidade, nome dado a toxicidade no
ouvido interno, em que o paciente sofre de deficiéncia auditiva e vertigem;
neurotoxicidade na forma de depressao, sonoléncia, dorméncia nas extremidades
e diminuicdo dos reflexos; nefrotoxicidade identificada pela diminuicdo da
producdo de urina, aumento do nivel plasmético de uréia e perda de proteinas
pela urina; toxicidade no trato intestinal, que se manifesta através de nauseas e
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vomitos intensos Estes efeitos adversos surgem principalmente devido a

interacdo da cisplatina com proteinas e peptideos, como a glutationa, o que leva
ao seu actimulo no organismo gerando toxicidade®**2.

Dos andlogos posteriormente obtidos, poucos tém avancado até os testes
clinicos. Além da cisplatina, apenas alguns compostos tém sua comercializacao
autorizada.

A carboplatina, [diamino(1,1-ciclobutanodicarboxilato)platina(ll)], (figura
1.2a), aprovada para uso contra o cancer de ovario em 1989, vem sendo usada
em todo o mundo. Apesar de ndo atuar em células resistentes a cisplatina e ser
menos citotoxica, a carboplatina apresenta menor nefrotoxicidade (toxicidade

renal)***°

, mas pode apresentar mielo-supresséao, principalmente trombocitopenia
(diminuicdo do numero de plaquetas no sangue).

A oxaloplatina, cis-[1,2-diaminocicloexanooxalatoplatina(ll)], (figura 1.2b),
originalmente descrita no fim dos anos 70, entrou em testes clinicos em 1992 e foi
aprovada pelo FDA para uso contra o cancer colo-retal em 2002 em associacao
com 5-fluorouracila. A oxaloplatina demonstra atividade antitumoral contra células
resistentes & cisplatina®®2.

A nedaplatina, cis-[diaminoglicolatoplatina(ll)], (figura 1.2c), € utilizada no
Japéao contra tumores de cabeca, pescoco, ovario e pulméo. Apresenta resultados
promissores quando administrada juntamente com gemecitabina ou paclitaxel* %°.

A lobaplatina, cis-[1,2-diaminometilciclobutanolactatoplatina(ll)], (figura
1.2d), tem seu uso clinico aprovado na China para alguns casos de cancer de
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ovario, cabeca, pescoco e pulméao com resisténcia a cisplatina, mas causa

trombocitopenia®.



(a) Carboplatina (b) Oxaloplatina

H,N 0 O
AN N
Pt
/7
(c) Nedaplatina (d) Lobaplatina

Figura 1.2. Anélogos da cisplatina comercializados.

A picoplatina (IM473), cis-[PtCl,(NH3)(3-picolina)], (figura 1.3), estd na
fase de testes clinicos em administracdo por via venosa e oral em diversas
associacfes’ e apresenta atividade intermediaria & da cisplatina e carboplatina in
vitro?*. Este complexo é ativo em tumores resistentes a cisplatina e oxaloplatina,
mostrando-se mais estavel em presenca de glutationa. O fato de nenhum dos
efeitos colaterais comumente apresentados por estas drogas ter sido observado,

torna-o bastante promissor®>%°,

HaN cl
AN
/Pt
| Y Cl
/

Figura 1.3. Picoplatina (JM473)



1.2.2. Complexos de Platina(lV)

Além dos complexos de platina(ll), os complexos de platina(lV) constituem
outra linha de compostos de grande interesse, devido a sua melhor solubilidade
em agua e ao fato de serem mais inertes, 0 que 0s torna mais resistentes a
acidez do estdmago podendo vir a ser administrado oralmente®. Como a maior
atencdo hoje esté voltada para a qualidade de vida do paciente, a quimioterapia
oralmente administrada tem sido bastante investigada.

A atividade anticancerigena de complexos de platina(lvV) como cis-
[PtCI4(NH3)2] € conhecida desde a descoberta da atividade antitumoral da
cisplatina® %’. Véarios complexos de platina(lV) tém se mostrado suficientemente
promissores para a triagem clinica, como discutimos a seguir.

Satraplatina (JM216), (figura 1.4a), € uma droga racionalmente formulada,
mais estavel em meio acido, podendo resistir as condicbes apresentadas pelo
estdmago®® ?°. Estudos pré-clinicos mostraram boa atividade antitumoral contra
cancer de ovario quando administrado por via oral, comparado a cisplatina e
carboplatina administrada por via endovenosa®. A satraplatina mostrou atividade
clinica promissora em combinagcdo com predinisona, mas teve sua
comercializacdo negada pelo FDA em 2007 por n&o apresentar melhora
significante na sobrevida dos pacientes.

Iproplatina, (figura 1.4b), foi selecionada dentre uma série de complexos
sintetizados por Tobe® por sua alta solubilidade em &gua, porém é menos ativa
que a cisplatina e nao foi aprovada para uso clinico®.

Tetraplatina, (figura 1.4c), mostrou-se altamente promissora em estudos
pré-clinicos, mas causou severos efeitos neurotoxicos no tratamento com

pacientes e foi abandonada na triagem subsequente*3.
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Figura 1.4. Complexos de Platina(lV)

Nenhuma das triagens clinicas in vivo dos compostos de platina(lV) tem
revelado maior atividade significante em humanos do que a cisplatina e isto &
particularmente decepcionante diante do fato reportado por Kelland de que
analogos do JM216 sdo 840 vezes mais ativos que a cisplatina nos ensaios in
vitro®,

A alta atividade in vitro foi atribuida a grande apoptose observada, mas a
reducdo do complexo de platina(lV) a platina(ll) in vivo altera as propriedades
farmacoldgicas e, portanto, a eficacia da droga.

Complexos de platina(lv) tém enorme potencial como agente
anticancerigeno em termos de alta atividade e baixa toxicidade, mas este
potencial ndo tem sido observado nas drogas investigadas até o momento,
provavelmente porgue elas sao reduzidas rapidamente na corrente sanguinea.

A principal vantagem dos complexos de platina(lv) é a sua baixa
reatividade que pode diminuir a perda da droga ativa e também a incidéncia de

reacOes paralelas indesejadas que geram efeitos colaterais toxicos®.



1.2.3. Complexos Polinucleares de Platina

Outra linha de compostos de platina que vem sendo investigada é a dos
compostos polinucleares, onde o complexo possui dois ou trés nucleos metalicos.

Os compostos polinucleares de platina foram introduzidos por Farrell e se
mostram promissores, com atividade citotbxica comparavel a cisplatina e até
mesmo maior em células resistentes®. Os primeiros complexos desenvolvidos
dentro desta classe foram complexos dinucleares, designados bis(platina)*’. O
complexo representado na figura 1.5a foi reportado em 1988. Dentre os
complexos polinucleares, destaca-se o composto BBR-3464, um derivado
trinuclear de platina que consiste de duas unidades monofuncionais trans-
[PtCI(NH3),] ligadas através de uma unidade de platina tetra-amina trans-
[Pt(NH3)o(NH2(CH2)sNH,),]**, figura 1.5b. Podemos citar ainda o complexo
trinuclear AH78, (figura 1.5c), analogo ao BBR-3464, que possui carga 8+, se
diferenciando do primeiro pela substituicio dos cloretos por uma
hexanodiamina®.

O BBR-3464, depois de ensaios pré-clinicos bem sucedidos, alcancou a
fase Il de ensaios clinicos®. Vale ressaltar que este composto mostrou-se pelo
menos 20 vezes mais eficaz que a cisplatina em sistemas pré-clinicos tumorais,
inclusive resistentes, além de ser sollvel em agua, podendo ser administrado
oralmente®. Este complexo ainda est4d em testes clinicos e existem intensas
investigacbes sobre as diferencas no seu mecanismo de acdo, reatividade,

transporte, efluxo e influxo em comparagéo a cisplatina.



Cl NH HsN Cl

NN
t

CI/ \NHZ(CHZ)E,HZV\/ \CI

(@) Complexo dinuclear (bis-platina)

cl NH H3N NH,(CH,)eH NH.] 4+
\/ 3 3\/ 2 262’\\/ 3

Pt

Pt Pt
AN
H3N/ \NHZ(CHZ)BHZN/ NH; H3N/ \CI

(b) BBR3464

HSN(HZC)GHZN\ /NHs H3N\ /NHz(CHz)eHzN\ /NH3 8+
Pt Pt Pt
H3N NHz(CHz)stN/ NH3 H3N NH,(CH,)gNH;
(b) AH78

Figura 1.5. Complexos polinucleares de platina.



1.3. RELACAO ENTRE ESTRUTURA E ATIVIDADE

A literatura apresenta estudos que sugerem requisitos importantes para a
atividade destes complexos®, como sua estrutura, configuracdo, carga e ligantes
que contribuam para um aumento da afinidade pelo DNA, principal sitio de acao
destes complexos no meio biolégico, conforme discutiremos mais adiante. Estas
regras séo antigas e aplicam-se principalmente para analogos da cisplatina. Hoje,
outros compostos estruturalmente distintos e ativos sdo conhecidos e nao
obedecem a essas regras.

Apesar de a literatura apresentar alguns complexos trans com atividade
biolégica, os complexos cis sdo ainda os mais visados. Uma das razfes para isto
pode ser o fato de complexos trans formarem trans-adutos com o DNA e destes
serem facilmente reparados. A ligacdo ao DNA gera tais lesdes que sé&o
determinantes na atividade da droga*’ Outra razdo pode estar no fato de
complexos trans serem mais reativos e por iSso reagirem rapidamente com outras
biomoléculas antes mesmo de atingirem o alvo farmacolégico®.

Nos anos 70, ao se comparar 0os complexos de platina com atividade, cerca
de 97% deles eram neutros®. Apesar desta evidéncia da importancia da
neutralidade para atividade bioldgica, ha exemplos na literatura de complexos
cationicos ou sais complexos que apresentam atividade, como os complexos
polinucleares citados no item 1.2.3.

A natureza do grupo abandonador esta diretamente ligada a atividade
anticancerigena dos compostos de platina, devido a sua influéncia na reatividade
do complexo**. Este grupo deve ter uma labilidade moderada, sendo o cloreto
(Cl) o mais amplamente utilizado®. Isto esta relacionado ao mecanismo de
hidrolise do complexo. A hidrolise ocorre antes que o complexo entre na célula
pela dissociacdo dos ligantes abandonadores, conforme discutiremos mais
adiante. Complexos com ligantes fortemente coordenados, como NO, ou SCN°
sdo inativos**. Complexos com ligantes muito labeis, tornam-se muito reativos,
podendo entdo ocorrer reacdes com outras biomoléculas antes de atingir o alvo (o
DNA no interior da célula), gerando alta toxicidade e nenhuma atividade

antitumoral*,
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Os complexos que contém ligantes bidentados dicarboxilatos sdo menos
labeis e, portanto, menos reativos. Por exemplo, a carboplatina (figura 1.2a)
também mostra excelente atividade e devido a sua menor reatividade, causa
menos efeitos colaterais®.

A vasta maioria dos complexos de platina ativos possui como grupo nao-
abandonador, ou seja, aquele grupo de ligantes que permanece ligado a platina
mesmo apods sua interagdo com o DNA, ligantes aminados que podem ser mono
ou bidentados, estes ultimos devendo formar com o nucleo de platina, anéis
energeticamente favoraveis de cinco ou seis membros.

A possibilidade de formacao de ligacdes de hidrogénio entre o grupo amino
e 0s grupos polares do DNA*® pode explicar o fato de complexos com aminas
substituidas serem menos ativos.

Os ligantes ndo abandonadores podem interferir na atividade da droga
como no caso de grupos intercaladores que tém essa denominacdo devido a
capacidade de se intercalar entre dois pares de bases vizinhos do DNA (figura
1.6). Isto gera uma deformacéo na estrutura tridimensional do DNA, causando um
diferente nimero de voltas helicoidais®’. Complexos com o0 grupo n&o
abandonador de cadeias longas, como é o caso dos compostos apresentados
neste trabalho, podem apresentar poder surfactante. Esta caracteristica pode
contribuir para o aumento da afinidade dos complexos pela membrana celular,

facilitando sua entrada na célula®.

Figura 1.6. Complexo de Platina com ligante intercalador.
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Para os complexos de platina(lV), sua reducdo a complexos de platina(ll)

parece ser essencial para a atividade anticancerigena*™!

e por isto eles séo
considerados uma pro-droga.

O potencial de reducdo dos diaminocomplexos de platina(lv) é
dependente da natureza dos ligantes axiais e equatoriais, mas os ligantes axiais
geralmente exercem uma maior influéncia®.

A reducédo ocorre mais rapidamente quando o ligante axial € cloro, menos
rapidamente quando é o ligante hidroxo e € intermediaria quando se trata de

5354 como mostrado na tabela 1.2.

ligantes carboxilato
A facilidade de um complexo de platina(IV) ser reduzido pode influenciar na
atividade biolégica. A inércia cinética dos complexos de platina(lV) aumenta a

oportunidade do complexo chegar intacto no alvo celular.

Tabela 1.2. Potencial de reducdo com variacdo dos ligantes axiais para o

complexo genérico mostrado.

Ligante X Ep (MV) Estrutura genérica
Cl -4
OC(O)CHs -326
OC(O)CH,CHs -301 HNy,, | A
OC(O)CH,CH2CHjz -173 [HZN\\\‘ ‘T\Cl
OH -664 X
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1.4. REATIVIDADE E MECANISMO DE ACAO

Um grande banco de dados sugere que a reatividade dos complexos de
platina passa por um mecanismo de hidrolise resultando em compostos com agua
ou grupos OH™ coordenados, que produzem metabdlitos ativos>>.

A reacdo de hidrélise ocorre inicialmente com substituicdo dos ligantes

abandonadores, no caso da cisplatina os ligantes cloro®’®

, por moléculas de
dgua originando espécies carregadas positivamente (figura 1.7). Esta
substituicdo é favorecida devido a diferenca de concentracéo de ions cloreto’ (de
103 mM no plasma sanguineo para 4 mM no citoplasma) e da alta concentracao

de moléculas de agua.

+ - +2
H3N\ /CI HaN OH, H3N OH,
HsN Cl H3N Cl HsN OH,
+
HsN\ /OH H3N\ OH
Pt\ Pt
H3N cl HsN OH,
H3N OH
Pt
H3N OH

Figura 1.7. Hidrélise da Cisplatina
Este mecanismo de hidrélise estad envolvido no mecanismo de transporte

da droga (figura 1.8). Para a cisplatina este transporte envolve dois passos: (1) a

hidrolise da espécie dicloro em ambiente deficiente em CI” no nivel da membrana
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plasmatica; (2) o transporte por difusdo passiva, porém existem trabalhos que
relatam o transporte ativo da espécie aquo®®.

A absor¢cdo celular da cisplatina é influenciada por fatores como a
concentracdo de ions sodio e potassio, pH e a presenca de agentes redutores.
Mais recentemente, em adicdo a difusdo passiva, foi mostrada a influéncia de
transportadores de cobre, CTR1, e sistemas de efluxo (transportador de ATP)
diretamente relacionados ao actmulo celular da cisplatina®. Em células
resistentes a cisplatina o transporte transmembrana é ineficiente e a regulacéo do

transportador CTR1 é diminuida.

ol Hidrilise  NHj.,

Pr
NH*"

Figura 1.8. Mecanismo de acéo da cisplatina, influxo e efluxo.

Os metabdlitos diaquo podem reagir com outras moléculas além do DNA,
como RNA e proteinas®. Estes metabdlitos tém grande afinidade por moléculas
contendo o grupo tiol, como a cisteina, glutationa reduzida, metionina,
metalotioneina e tioredoxina. Isto pode ser explicado pelo fato da platina ser um
metal macio, tendo grande afinidade por 4&tomos de enxofre. A ligacdo destas
moléculas a glutationa, que ocorre em altas concentracdes na célula®, cerca de

0,5 a 10 mM, pode ser um dos fatores responsaveis pela resisténcia adquirida da
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droga®. Quando as espécies de platina estdo ligadas a estas biomoléculas, a
excrecao da droga é dificultada, o que aumenta a incidéncia de efeitos colaterais.

Como ja mencionado brevemente, a acdo citotoxica de compostos de
platina deve-se a formacdo de adutos com o DNA celular, o que pode ndo apenas
inibir a transcricao e replicacdo do DNA, como também induzir a morte da célula.

O acido desoxirribonucléico, DNA, é um oligonucleotideo no qual cada
unidade monomeérica é constituida basicamente por trés tipos de estruturas: uma
molécula de acucar, a 2-desoxi-D-ribose, um grupo fosfato e uma base
nitrogenada, que pode ser purica (guanina, G e a adenina, A) ou pirimidica
(citosina, C e a timina, T) mostradas na figura 1.9.

Estes nucleotideos se organizam estruturalmente em duas fitas através de
ligagbes glicosidicas entre 0s aclUcares e as bases. As bases nitrogenadas
adjacentes ainda contribuem para a manutencdo da estabilidade estrutural da
dupla hélice do DNA, pois propiciam a formacdo de ligac6es de hidrogénio em
toda a biomolécula (ligacdes de Watson e Crick)®*.

Os complexos Pt-DNA que sédo formados envolvem principalmente os
atomos de nitrogénio das bases nitrogenadas, mais especificamente os atomos
designados N7 das bases puricas (guanina e adenina) que estdo estruturalmente
mais disponiveis para a coordenacdo. Os outros atomos de nitrogénio estao
envolvidos em ligagBes de hidrogénio inter e intramoleculares e sdo responsaveis
pela manutencdo estrutural do DNA e pelas ligagcdes glicosidicas com as

unidades de ribose.
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Figura 1.9. Estrutura do DNA: grupos fosfatos, acucares, bases

nitrogenadas e suas ligacdes de hidrogénio.

As espécies aquo-platina ligando-se as bases do DNA formam os
chamados adutos (figura 1.10) que podem ocorrer na mesma fita do DNA,
chamados de intrafitas, ou em fitas opostas, chamados de interfitas®>®*.

Em alguns casos estudados, a formacao dos adutos leva a célula a gerar
sistemas de dificil reparacdo do DNA modificado. Uma vez percebida a ineficacia
do mecanismo de reparacdo, a célula morre de forma “programada’. Este

16,65

falecimento da célula é chamado de Apoptosis (“suicidio celular”). Outro

mecanismo de extincdo celular observado é a necrose celular.
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Figura 1.10. Representacdo dos modos de interacéo

da platina com o DNA.

A eficacia de complexos de platina contra células cancerigenas pode ser
comprometida pela sintese do DNA ou pela saturacdo da capacidade celular de
formar adutos de platiha com o DNA®®. Adutos trans sdo mais facilmente
reparados que os adutos cis e, por esta razdo, o intermediario diagquo de
configuracao cis é 30 vezes mais toxico do que aquele de configuracdo trans®’. A
inibicdo da sintese e reparo do DNA pode resultar numa modificacdo da estrutura
tridimensional do mesmo, induzida pelos adutos formados®. Células com
acentuada atividade de reparo do DNA séao resistentes a cisplatina confirmando a
importancia da inibicéo do reparo®.
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1.5. LIPOSSOMAS

Tendo conhecimento do modo de acdo dos complexos de platina e das
necessidades atuais de novos medicamentos para a quimioterapia do cancer,
mais ativos e menos toéxicos, diversas alternativas sdo propostas e investigadas
como o0 uso de carreadores bioldgicos capazes de reduzir a interacdo indesejada
no organismo antes que a droga atinja o alvo desejado como é o0 caso dos
lipossomas.

H& 40 anos, Alec Bangham’® acidentalmente observou que determinados
lipideos em meio agquoso podem se organizar espontaneamente em bicamadas
formando estruturas esféricas circundando uma cavidade aquosa interna e um
meio aquoso externo, semelhante as membranas biolégicas. Estas estruturas, a
partir de entdo, sédo utilizadas como modelo de membrana ou carreadores e sao
chamadas de lipossomas’*.

As aplicacbes praticas dos lipossomas’® sdo bastante conhecidas e
altamente visadas por diversos cientistas a fim de verificar sua potencialidade
terapéutica explorando caracteristicas interessantes, tais como:

e Biocompatibilidade.

e Capacidade de encapsular substancias hidrofilicas em seu compartimento
aguoso interno e substancias hidrofébicas dentro de sua membrana.

e Compostos incorporados em lipossomas sdo protegidos de efeitos
externos e ndo atacam sitios de reacao indesejaveis.

e Fornecem a oportunidade de distribuicdo seletiva dentro da célula ou
dentro de compartimentos celulares.

e Formato, carga e propriedades superficiais dos lipossomas podem ser
facilmente alterados pela adicdo de novos componentes na formulacao
lipidica antes da preparacao dos lipossomas e/ou por variacdo de métodos

de preparacéo.
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1.5.1. Propriedades Fisico-Quimicas

Lipossomas séo estruturas esféricas fechadas e podem ser formadas por
uma ou mais bicamadas lipidicas concéntricas ou ndo, com compartimentos
aguosos interno, externo e entre as bicamadas lipidicas. Os lipossomas tém
chamado bastante atencédo dos pesquisadores devido a diversidade de utilizacao
destas estruturas. Sao formados por componentes com caracteristicas anfifilicas,
ou seja, que apresentem uma cabeca polar e uma cauda apolar (figura 1.11), em
geral combinados com fosfolipidios, tendo afinidade por meios hidrofilicos e
hidrofobicos.

@ (abeca Polar
Cauda Apolar

Honocamats g S5 dbESSSUTHTHR bbb

Lipidica

Fosfolipideo

Compartimento

aquoso internux“‘*

Bicamada -
Lipidica

Figura 1.11. Representag¢éo das unidades formadoras de um lipossoma.

Existem varios tipos de vesiculas lipossomais, que sdo escolhidas de
acordo com o objetivo de aplicagéo. Estes diferentes modelos de lipossomas séo
obtidos variando-se os métodos de preparacdo e normalmente apresentam
diametro médio entre 20 e 5000 nm. Podem ser classificados’®"* (figura 1.12)

como.
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e SUV — Small unilamellar vesicles: com tamanho entre 20 e 100 nm e
formada por uma Unica bicamada.

e LUV — Large unilamellar vesicles: com tamanhos entre 100 e 1000 nm
formadas por uma Unica bicamada.

e MLV — Multilamellar vesicles: com tamanhos superiores a 100 nm e
consiste de varias bicamadas concéntricas.

e MVV — Multivesicular vesicles: vesiculas ndo concéntricas com tamanhos

superiores a 100 nm.

Q.
il
L

Figura 1.12. Diferentes disposicdes das bicamadas lipidicas nos lipossomas

Os lipossomas sao compostos formados  geralmente  pelo
glicerofosfolipideo, fosfatidilcolina (PC) e suas variagbes’* (figura 1.13). Quando
formados de lipideos que apresentam temperatura de transi¢do de fase (T;) menor
que a temperatura do meio estudado, a membrana dos lipossomas se encontra
na fase cristal-liquido ou “fluida” e os lipideos e suas cadeias de hidrocarboneto
tém grande liberdade de movimento. Quando formados de lipideos com T; maior
gue a temperatura do meio estudado, a membrana dos lipossomas se encontra

na fase gel ou “rigida” e os lipideos tém movimento restrito e suas cadeias de
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hidrocarboneto apresentam conformacédo “trans” (Figura 1.14). Vesiculas
formadas de diestearoilfosfatidilcolina (DSPC - T; = 55 °C) representam um
exemplo deste tipo de lipossoma rigido sendo este o lipideo base deste trabalho
(figura 1.13).

Um componente lipidico importante, que entra muitas vezes na composi¢ao
dos lipossomas, € o colesterol (Figura 1.13). Este aumenta a rigidez das
membranas no estado “cristal-liquido” e reduz a rigidez e os defeitos estruturais

das membranas no estado “gel” (Figura 1.14).

P. +
/\¢‘<\°/|\o/\/N\
CHo(CHien ", O
Y o

DSPC Colesterol

CH3(CHy)16

Figura 1.13. Estrutura molecular de componentes de membrana dos

lipossomas
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Figura 1.14. Transicado de fase das membranas lipidicas e efeito do

colesterol

Os lipossomas convencionais ou classicos sdo sistemas simples
geralmente compostos por fosfolipideos naturais ou derivados deles e que, como
ilustrado na figura 1.15A, podem incorporar um composto hidrofilico (a) no
compartimento aquoso interno, ou um composto hidrofébico (b) incorporado na
bicamada lipidica. Este tipo de lipossoma apresenta algumas desvantagens como
a rapida eliminacdo do sangue (depuracdo ou clearance) provavelmente
resultante da opsonizacdo no sistema circulatério que facilita o reconhecimento e
captura pelos macréfagos do sistema fagocitario mononuclear, particularmente no
figado, baco e medula 6ssea’"".

Os lipossomas direcionados, com ligantes imobilizados na sua superficie,
capazes de reconhecerem e se ligarem as células de interesse tem sido bastante

estudados, (figura 1.15B), onde (c) esta covalentemente ligado em fosfolipidios na
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membrana, ou entdo, hidrofobicamente ligado (d) dentro da membrana do

lipossoma’®

Figura 1.15. Lipossomas convencionais

Entretando, esses lipossomas sdo também rapidamente eliminados da
circulacdo pelos macrofagos do sistema fagocitario mononuclear. A partir dos
anos 90, as pesquisas envolvendo lipossomas tinham como objetivo reduzir a
captura dos lipossomas convencionais pelo sistema fagocitario e permitir um
maior tempo de circulagcdo na corrente sanguinea.

Lipossomas de longo tempo de circulacdo’, também chamados
furtivos, registrados pela Liposome Technology Inc como Stealth®, compdem
uma nova geracdo de lipossomas que possuem superficie de membrana alterada
pela inclusdo de polimeros biocompativeis (e) (figura 1.16) inertes como PEG
(polietilenoglicol) de alto peso molecular. Esta alternativa protege a camada
lipidica superficial do lipossoma de uma interacdo com proteinas opsonizantes (f),
evitando a captura por macréfagos, o que resulta num maior tempo de circulagcéo

na corrente sanguinea.

Figura 1.16. Lipossomas com polimeros protetores
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Um exemplo € o DSPE-PEG2000, utilizado neste trabalho, que € composto
de um fosfolipideo de fosfatidiletanolamina ligada ao polietilenoglicol de 2000
Daltons (figura 1.17).

(0]

o)
/“\ u N
N O(CH,CH,)4sNH
CH3(CHo)16 o 3 O/|\O/\/ (CH2CHo)45NH;
CHa(CH,) S ©
3 2)16
Yo NH,* 0

o}
Figura 1.17. Formula estrutural DSPE-PEG2000.

Ha um continuo interesse no uso de lipossomas de longa circulagdo como
carreadores e a evolucao destas estruturas promove diferentes possibilidades de
variacdo, o que leva a uma nova geracao de lipossomas, que pode ser modificada
(separada ou simultaneamente) de diversas maneiras.

Uma das principais areas de interesse para aplicacado dos lipossomas € em
quimioterapia do cancer, além de diversas outras utilizagdes, como por exemplo,
carreadores de agentes de imagem (lipossomas radiomarcados - suplemento no
diagnéstico de infecgdes), anticorpos (imunolipossomas), proteinas, peptideos e
genes (vacinas), proteinas virais (virosomas), material ferro-magnético
(lipossomas magnéticos — direcionados por campo magnético Tesla) e agentes
foto sensiveis (terapia fotodinamica de tumores superficiais)”®.

As diversas aplicacdes dos lipossomas sédo realizadas por diferentes vias
que influenciam a biodistribuicdo e farmacocinética, como transdérmica, nasal,
pulmonar, oral e, principalmente, intravenosa. O tamanho da vesicula, a
composicdo, balanco hidrofilico/hidrofébico e a capacidade de encapsulagdo séo

fatores limitantes dessas vias’>%°,
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1.5.2. Lipossomas e Complexos de Platina

A cisplatina, apesar do largo espectro de atividade, apresenta sérios
problemas de toxicidade. Na tentativa de driblar estes problemas, diversas
formulacdes lipossomais que encapsulem melhor a cisplatina tém sido testadas.

Sao conhecidas formulacfes que possibilitam a encapsulacdo de mais de
80% de cisplatina em lipossomas do tipo MLV®!. As taxas de encapsulacdo de
drogas em lipossomas sdo bastante variaveis bem como a estabilidade dos
mesmos®.

Os lipossomas SPI-077 contém cisplatina, sdo estaveis no plasma, e
apresentam longo tempo de circulacéo. Eles exibem alta eficacia contra tumores e
baixa toxicidade em comparacdo com a cisplatina livre®®%*. Entretanto, em testes
clinicos de fase | e fase Il, tem apresentado baixa eficacia antitumoral, o que
reflete o desafio de se desenvolver ndo apenas um carreador da droga para o
tumor numa forma relativamente inativa, mas também a necessidade de boa
capacidade de liberacao e ativacdo®.

Além da cisplatina, a carboplatina também tem sido encapsulada, e mostra
atividade superior a da carboplatina livre®. Estudos sugerem a utilizacdo de
lipossomas com polissacarideos aumentando a estabilidade do lipossoma e a
especificidade da droga®’.

Diversas outras drogas’®, como a doxorubicina, sdo encapsuladas em
lipossomas e tém sido continuamente testadas e os resultados sdo bastante
promissores, especialmente administrados em associa¢do com carboplatina®®.

Aroplatina (DACH-L-NDDP) (figura 1.18a) é uma formulag&o de lipossoma
contendo o complexo de platina lipofilico, cis-bis(neodecanoato)trans-(R-R-1,2-
diaminociclohexano)platina(ll), com adicdo de duas cadeias longas de nove
carbonos no dicarboxilato. Foi observada grande eficacia na encapsulacao e boa
estabilidade. Formulagfes lipossomais com este complexo estdo em fase Il de
testes clinicos em pacientes com cancer no pancreas e colo-retal avancado®.

AP5346, figura 1.18b, é um complexo de platina encapsulado em
lipossomas®, que contem o ligante diaminocicloexano (DACH) e o polimero
biocompativel hidroxipropilmetacrilamida (HPMA), explorando o carater EPR

(enhanced permeability and retention) dessa macromolécula em tumores. Sua
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formulacdo lipossomal (ProLindac™) em estudos pré-clinicos mostrou atividade
superior a oxaloplatina. Este composto encontra-se atualmente em triagem clinica

contra tumores metastaticos e/ou recorrentes de ovario, cabeca e pesco¢o®
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(a) Aroplatina

Na*
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/Y \)]\ /YN_Pt—_NHZ
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OH

(b) AP5346 (Prolindac™)

Figura 1.18. Complexos de platina incorporados em lipossomas atualmente

em testes clinicos.
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1.6. ENSAIOS BIOLOGICOS

7

Ensaio biolégico é a determinacdo da poténcia de um farmaco
desconhecido a partir da magnitude do efeito biolégico que ele produz,
normalmente em comparacéo a um farmaco de acéo conhecida®.

O planejamento e desenvolvimento de novos compostos com atividade
biol6gica requerem investigacfes a cerca do meio biolégico ao qual se pretende
emprega-lo. No caso de novas drogas, essas investigacfes podem ser divididas
em etapas que consistem desde a sintese e caracterizacdo fisico-quimica de
novas moléculas, passando por testes bioldgicos in vitro e in vivo até chegar a
testes com seres humanos®.

Os testes in vitro s@o testes de citotoxicidade em culturas celulares
isoladas de tecidos de animais ou seres humanos, mantidas sob condicfes
especiais em laboratério. Esta etapa precede estudos considerados pré-clinicos,
que sao estudos in vivo onde sao verificadas a toxicidade, farmacocinética e
biodistribuicdo da droga em cobaias como camundongos, ratos e coelhos.
Finalmente, os estudos envolvendo seres humanos sao realizados, com alto rigor,
a principio em pacientes em fase terminal da doenca investigada.

A literatura apresenta grande diversidade de testes bioldégicos que
envolvem os complexos de platina que estdo em desenvolvimento na atualidade
para o tratamento do cancer. Estes testes sao realizados em comparacao aos trés
compostos de platina aprovados mundialmente para uso clinico (cisplatina,
carboplatina e oxaloplatina) e serdo citados no decorrer da discussao deste
trabalho. Os principais testes in vitro realizados séo testes de citotoxicidade contra
linhagens celulares de diversos tumores e também células normais (nao
tumorais), estudos de acumulo celular, principalmente a absorcéo celular, influxo
e efluxo da droga e a interacdo com DNA e proteinas, dentre outros componentes
importantes nas células. Os testes in vivo de primeira necessidade sdo testes de
toxicidade aguda para determinacdo da dose letal, variacdo comportamental e
efeitos indesejaveis; ensaios de sobrevida, onde se avalia a capacidade de
prolongar o tempo de vida do animal acometido pela doenca em questdo;

atividade antitumoral especifica, como inibicdo do crescimento do tumor; estudos
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de biodistribuicdo para determinacdo do acumulo e efeito sobre os tecidos do
organismo e a farmacocinética da droga que visa determinar a capacidade de
absorcéo e velocidade de liberacdo, essencial para o entendimento da relacao
droga/organismo.

1.7. CONSIDERACOES FINAIS

O cancer assusta a cada dia devido ao grande numero de pessoas que
atinge sem distingcdo de raca ou poder socio-econémico. A quimioterapia do
cancer ainda apresenta grandes inconvenientes, como os efeitos adversos
apresentados pela droga, comprometendo a qualidade de vida do paciente.

Muitos esforcos se concentram no desenvolvimento de novas drogas de
platina com o objetivo de melhorar a terapia a base de cisplatina, em particular,
diminuindo ou eliminando a nefrotoxicidade severa e promovendo a
biodisponibilidade oral.

O conhecimento do mecanismo de acao da cisplatina e, mais importante
ainda, como se desenvolve a resisténcia a droga, renovou o otimismo e interesse
pelas novas geracdes de complexos de platina. Uma das alternativas mais
interessantes para driblar os inconvenientes desse tipo de anticancerigeno € a
encapsulacdo em lipossomas. Um dos motivos que ndo permitiu que a cisplatina
encapsulada (SPI-077) fosse aprovada € a baixa solubilidade em agua e a baixa
lipofilicidade que torna a incorporagcéo menos eficiente.

Diante disso, é importante a sintese de novos compostos lipofilicos de
platina e a investigacdo de sua atividade antitumoral, principalmente influenciada

por sistemas nanoestruturados que modificam esta atividade.
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1.8. OBJETIVOS DESTE TRABALHO

Este trabalho tem como objetivos:

A sintese e caracterizacdo de complexos de platina(ll) contendo
ligantes N-alquilados de cadeia longa, derivados da 1,2-
etanodiamina e 1,3-propanodiamina, e os respectivos complexos de
platina (IV) com hidroxilas e cloretos nas posi¢des axiais.

A preparacao e caracterizacdo de lipossomas de longo tempo de
circulacdo na corrente sanguinea contendo os complexos de
platina.

A realizacdo dos testes in vitro da atividade citotoxica dos
complexos sintetizados, livres e encapsulados em lipossomas,
contra linhagens de células tumorais e normais.

A escolha de um composto promissor para testes in vivo de
atividade antitumoral, toxicidade e farmacocinética comparada a

formulacdo encapsulada em lipossomas.

29



CAPITULO 2

SINTESE E CARACTERIZACAO DOS LIGANTES N-ALQUILADOS DE CADEIA
LONGA DERIVADOS DA 1,2-ETANODIAMINA E DA 1,3-PROPANODIAMINA E
DE SEUS RESPECTIVOS COMPLEXOS DE PLATINA(Il) E PLATINA(IV)

2.1. INTRODUCAO

O primeiro trabalho publicado descrevendo a presenca de compostos
poliaminados em tecidos de cancer foi em 1958 no Japdo®®. Desde entéo diversas
moléculas poliaminadas foram encontradas em todas as formas de vida e
exercem multiplas funcbes essenciais, como a proliferacao celular, diferenciacao
e replicacdo do DNA*®. Além disso, tem sido observado que combinacdes de
certas poliaminas com agentes citotoxicos, como a cisplatina, apresentam
sinergismo contra células de cancer de mama®.

Ligantes diaminados N-alquilados de cadeia longa foram utilizados
recentemente para obtencdo de complexos de platina e apresentaram atividade
antitumoral®’. A obtenc&o deste tipo de complexo se mostra bastante interessante
visto que apresenta carater anfifilico devido a lipofilia causada pela longa cadeia
carbbnica e hidrofilia gerada pelo nacleo de platina. Esta caracteristica permite a
utilizacdo destes complexos em sistemas de incorporacéo e biodistribuicdo como
os lipossomas®.

Nosso grupo de pesquisa tem trabalhado com complexos de platina com
ligantes diaminados N-benzilados com cloretos ou carboxilatos, além de
complexos dinucleares de platina que tém mostrado atividade citotoxica em
diversas linhagens tumorais®. Neste capitulo, apresentamos a sintese e a
caracterizacdo de 10 ligantes N-alquilados diaminados, derivados da 1,2-
etanodiamina e da 1,3-propanodiamina, com cadeias carbénicas de 8, 10, 12, 14
e 16 carbonos. A partir destes ligantes, sintetizamos 10 complexos de platina(ll) e
20 complexos de platina(lVV) com hidroxilas ou cloretos nas posi¢cdes axiais.
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2.2. PARTE EXPERIMENTAL

2.2.1. Reagentes e Métodos Instrumentais

1,2-etanodiamina (Vetec)
1,3-propanodiamina (Fluka)
1-decanol (Aldrich)
1-dodecanol (Aldrich)
1-hexadecanol (Vetec)
1-octanol (Vetec)
1-tetradecanol (Aldrich)
Cloreto de mesila (Aldrich)
lodo (Vetec)

Ninidrina (Vetec)

Piridina (Vetec)

Solucéo de peroxido de hidrogénio a 30% (Vetec)
Tetracloroplatinato(ll) de potassio (Aldrich)
Acetato de etila (Quimex)
Cloroformio (Merck)
Cloroférmio-d; (Spectrum)
Diclorometano (Quimex)
Dimetilsulféxido-dgs (Spectrum)
Hexano (Quimex)

Metanol (Quimex)

Acido Cloridrico (Merck)

e Espectros de Absorcéo na Regido do Infravermelho
Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos num
espectrofotdometro Bomem FT IR MB-102, no Departamento de Quimica da UFJF.
Para os ligantes, os espectros foram obtidos em discos de Csl, na regiao
de 4000 a 300 cm™.
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Para os complexos, os espectros foram obtidos em pastilhas de KBr, na
regido de 4000 a 300 cm™ e em nujol e pastilhas de KRS-5 de 600 a 300 cm™.

e Espectros de RMN de 'H, *C, *°Pt

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos dissolvendo-
se os ligantes em CDCIl; e os complexos em DMSO-ds em espectrofotdmetro
Bruker (300 MHz para os espectros de RMN de 'H, 75 MHz para os espectros de
RMN de *C e 64 MHz para os espectros de RMN de *Pt) no Departamento de
Quimica da UFJF. Os deslocamentos quimicos foram expressos em & (ppm).
Para RMN de **°Pt foi utilizado como referéncia uma solucéo de K,PtCls em D,O
(6=0).

e Anélise Elementar
A andlise elementar de C, H e N dos compostos foi realizada na Central

Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo — USP.
e Faixas de decomposicao

As faixas de temperatura de decomposicdo foram determinadas em um

aparelho digital MQAPF-Microquimica, no Departamento de Quimica da UFJF.
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2.2.2. Sintese dos ligantes

A uma solucdo de 100 mmol de cada alcool em 30 mL de CH.CI,
adicionou-se lentamente excesso de cloreto de mesila (120 mmol) sob agitacdo a
0 °C. Adicionou-se a seguir 10 mL de piridina gota a gota. Apds aproximadamente
24 horas, o consumo completo do alcool de partida foi evidenciado por CCDS
(eluente: hexano/acetato de etila 9:1; revelador iodo). Apdés evaporacdo do
solvente em rotaevaporador, foi realizada uma extracéo liquido-liquido em hexano
e agua e a fase organica foi concentrada sob pressao reduzida conduzindo aos
mesilatos desejados que foram usados sem prévia purificacao.

A seguir, a uma solugdo etandlica (40 mL) com excesso de 1,2-
etanodiamina ou 1,3-propanodiamina (100 mmol) sob agitacdo e refluxo,
adicionou-se lentamente o alquilmesilato (50 mmol). Apds aproximadamente 24
horas, a formacdo do produto desejado (ligante) foi evidenciada por CCDS
(eluente: diclorometano/metanol 9:1 e duas gotas de hidréxido de aménio;
revelador iodo/ninidrina). O solvente foi evaporado e o excesso da diamina de
partida foi eliminado por extracdo com diclorometano e agua. Em seguida, a fase
organica foi concentrada sob pressao reduzida e o residuo purificado em coluna
cromatografica em Silica Gel 60 (0,063 — 0,200 mm Merck) utilizando-se uma
mistura de metanol e diclorometano como eluentes e iodo e ninidrina como

reveladores.
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2.2.3. Dados de caracterizagéo dos ligantes

Os ligantes obtidos estdo apresentados a seguir, com o0s dados de
caracterizacdo por RMN de *H, *3C e espectroscopia na regido do infravermelho.

I~

H,N NH(CH,);CHj

Formula Molecular: C1oH24N>
Massa Molar: 172 g/mol
Caracteristicas Fisicas: 0leo, incolor
Rendimento: 41 % (7,05 g)

L.V. v KBr (cm™): 3369, 2951, 2922, 2851, 1566, 1469, 1321, 817, 722.
RMN H (CDCls) §: 0,92 (t, 3H, J = 6,0 Hz, CH3); 1,27 (m, 12H, CH,); 1,60 (m, 2H,
CH,CH,CH,-NH): 2,28 (s, 3H, NH e NHy): 2,65 (t, 2H, J = 7,0 Hz, CH,CH,CH,-

NH); 2,81; 2,92 (2 t, 4H, J = 7,0 Hz, CH2-NH e CH-NH)).

RMN *3C (CDCls) 8: 13,8 (CHs); 22,5 a 31,6 (CHy); 41,4 (CH,-NH,); 49,6; 51,3
(CH,-NH).
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[\S}

HoN NH(CH,)9CH3

Formula Molecular: C;2H2sN;
Massa Molar: 200 g/mol
Caracteristicas Fisicas: 6leo, incolor
Rendimento: 46 % (9,2 g)

V. v KBr (cm™): 3385, 2955, 2923, 2853, 1565, 1469, 1316, 819, 722.
RMN H (CDCls) &: 0,79 (t, 3H, J = 7,0 Hz, CH3); 1,17 (m, 16H, CH,): 1,39 (m, 5H,
NH, NH, e CH,CH>CH.-NH); 2,50 (t, J = 7,0 Hz, 2H, CH,CH,CH.-NH); 2,56; 2,70

(2t, 4H, J = 5,0 Hz, CH>-NH e CH,-NHy).

RMN 3C (CDCls) &: 13,9 (CHs); 22,5 a 31,7 (CH,); 41,6 (CHa-NHy); 49,8; 52,4
(CH2-NH).
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[0V

H,N NH(CH,),,CH3

Formula Molecular: C14H32N,

Massa Molar: 228 g/mol
Caracteristicas Fisicas: sélido, branco
Ponto de Fuséo: 36 - 40°C
Rendimento: 39 % (8,9 g)

V. v KBr (cm™): 3373, 2955, 2922, 2853, 1568, 1468, 1321, 820, 721.
RMN *H (CDCls) &: 0,83 (t, 3H, J = 7,0 Hz, CHas); 1,21 (m, 20H, CHy); 1,44 (m, 2H,
CH>CH,CHa-NH); 2,02 (s, 3H, NH e NHy); 2,55 (t, 2H, J = 7,5 Hz, CH,CH,CH,-

NH); 2,63; 2,76 (2t, 4H, J = 5,0; 5,0 Hz, CHo-NH e CHa-NH>).

RMN %3C (CDCl3) &: 13,9 (CHs); 22,5 a 31,7 (CH,); 41,1 (CHp-NHy): 49,6; 51,7
(CH2-NH).
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I~

HoN NH(CH,)13CH;

Formula Molecular: Ci6H3sN2

Massa Molar: 256 g/mol
Caracteristicas Fisicas: soélido, branco
Ponto de Fuséo: 53 -57 °C
Rendimento: 36 % (9,2 g)

V. v KBr (cm™): 3376, 2956, 2919, 2850, 1573, 1468, 1318, 820, 720.
RMN H (CDCls) &: 0,86 (t, 3H, J = 6,8 Hz, CHs); 1,24 (m, 24H, CH,): 1,48 (m, 2H,
CH,CH>CH»-NH); 2,44 (sl, 2H, NH,); 2,59 (t, 2H, J = 7,0 Hz, CHCH,CH,-NH);

2,66; 2,80 (2t, 4H, J = 6,0; 6,0 Hz, CHo-NH e CH,-NH,); 3,41 (s, 1H, NH).

RMN %3C (CDCl3) &: 14,2 (CHs): 22,8 a 32,0 (CH,); 41,5 (CHa-NHy): 49,9; 52,2
(CHa-NH).
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o1

H,oN NH(CH,),5CH3

Formula Molecular: C1gHaoN>

Massa Molar: 284 g/mol
Caracteristicas Fisicas: solido, branco
Ponto de Fuséo: 58 - 60 °C
Rendimento : 55 % (15,6 g)

V. v KBr (cm™): 3358, 2917, 2850, 1560, 1467, 821, 721.

RMN 'H (CDCls) & 0,85 (s, 3H, CHs): 1,23 (m, 28H, CHy); 1,46 (m, 2H,
CH,CH,CH,-NH); 2,01 (sl, 3H, NH, NH,); 2,57 (sl, 2H, CH,CH,CHo-NH); 2,63;
2,78 (2 sl, 4H, CHo-NH e CHa-NH,).

RMN *3C (CDCls) &: 14,3 (CHs); 22,8 a 32,1 (CH,); 41,1 (CH,-NH,); 49,8; 51,8
(CH,-NH).
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(o)}

NH, NH(CH,);CH3

Formula Molecular: C11H26N2
Massa Molar: 186 g/mol
Caracteristicas Fisicas: 0leo, incolor
Rendimento: 44 % (8,2 g)

L.V. v KBr (cm™): 3386, 2929, 2858, 1634, 1563, 1468, 1121, 722.
RMN *H (CDCls) &: 0,87 (t, 3H, CHs); 1,27 (m, 12H, CH,); 1,49 (m, 2H -CH,-CHy-
NH); 1,68 (quint., 2H, N-CH»-CH»-CH-N); 2,60 (t, 2H, J = 7,0; CHa-NHy): 2,69;

2,79 (2t 4H, J = 7,0, CH»>-NH) 3,10; 3,39 (2s, NH e NHy).

RMN *C (CDCls) &: 14,3 (CHs); 22,8 a 33,1; (CH,); 40,4 (CH»-NH,); 47,9; 50,2
(CHa2-NH).
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1~

NH, NH(CH,)9CH3

Formula Molecular: Ci3H30N2
Massa Molar: 214 g/mol
Caracteristicas Fisicas: 0leo, incolor
Rendimento: 39 % (8,3 g)

L.V. v KBr (cm™): 3369, 2923, 2852, 1634, 1568, 1468, 1112, 721.

RMN H (CDCls) §: 0,85 (t, 3H, J = 7,0 Hz, CHs): 1,23 (m, 16H, CH,); 1,44 (m, 2H -
CH.-CH,-NH); 1,63 (quint, 2H, J = 7,0; 7,0 Hz, N-CH»-CH-CH,-N); 2,56 (t, 2H, J =
6,7 Hz, CH>-NH,); 2,64; 2,74 (2 t, 4H, J = 6,7 Hz, CHo-NH); 2,93 (s, 3H, NH e

NH,).

RMN %3C (CDCls) &: 14,3 (CHs3); 22,8 a 39,4 (CH,); 40,5 (CHa-NHy): 47,9; 50,2
(CHp-NH).
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100

NH» NH(CH,),,CH3

Formula Molecular: C;5H34N»

Massa Molar: 242 g/mol
Caracteristicas Fisicas: soélido, branco
Ponto de Fuséo: 45 - 48 °C
Rendimento: 45 % (10,9 g)

V. v KBr (cm™): 3400, 2923, 2852, 1633, 1564, 1467, 1113, 721.
RMN *H (CDClg) &: 0,84 (t, 3H, J = 7,0 Hz, CHa): 1,21 (m, 20H, CH); 1,47 (m, 2H -
CHa-CH»-NH): 1,66 (quint, 2H, J = 6,8; 7,0 Hz, N-CH,-CH»-CH,-N); 2,57 (t, 2H, J =

7,0 Hz, CH>-NH,); 2,67; 2,77 (21, 4H, J = 6,8; 7,0 Hz, CH,-NH).

RMN %3C (CDCl3) &: 14,2 (CHs); 22,7 a 32,5 (CH,); 40,4 (CHa-NHy): 47,9; 49,9
(CH2-NH).
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1©

NH» NH(CH,),3CHj3

Formula Molecular: C;7H3sN,

Massa Molar: 270 g/mol
Caracteristicas Fisicas: soélido, branco
Ponto de Fuséo: 47 - 52 °C
Rendimento: 38% (10,3 g)

V. v KBr (cm™): 3455, 2917, 2849, 1638, 1566, 1468, 1116, 721.

RMN *H (CDCls) &: 0,86 (t, 3H, J = 7,0 Hz, CHa); 1,23 (m, 24H, CH,): 1,46 (m, 2H -
CH.-CH,-NH): 1,66 (quint, 2H, J = 7,0 Hz, N-CH,-CHo-CH»-N); 2,57 (t, 2H, J = 7,2
Hz, CH,-NH,); 2,65 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CHp-NH); 2,75 (m, 2H, CH»-NH e sl, 3H, NH

e NH2)

RMN *3C (CDCls) &: 14,3 (CHs); 22,8 a 33,4 (CH,); 40,5 (CH,-NH,); 47,9; 50,2
(CH,-NH).
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NH» NH(CH,)15CH3

Formula Molecular: C19H42N»

Massa Molar: 298 g/mol
Caracteristicas Fisicas: solido, branco
Ponto de Fuséo: 72 - 75 °C
Rendimento: 42 % (12,5 g)

V. v KBr (cm™): 3450, 2917, 2850, 1640, 1561, 1468, 1111, 721.
RMN *H (CDCl) &: 0,87 (t, 3H, J = 7,0 Hz, CHa): 1,25 (m, 28H, CH,); 1,49 (sl, 2H -
CH,-CH,-NH); 1,67 (quint, 2H, J = 7,0 Hz, N-CH,-CH,-CH,-N); 1,86 (sl, 3H, NH e

NH,); 2,61 (t, 2H, J = 7,0 Hz, CH-NH,); 2,71; 2,79 (2 t, 4H, J = 6,8 Hz, CH,-NH).

RMN *3C (CDCls) &: 14,3 (CHs); 22,8 a 33,4 (CH,); 40,5 (CH,-NH,); 47,9; 50,2
(CH2-NH).
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2.2.4. Sintese dos complexos de platina(ll)

A uma soluc¢do com 0,415 g (1 mmol) de K,PtCl, em 5 mL de agua, sob
agitacdo e temperatura ambiente, foi adicionada uma solugcdo do respectivo
ligante (Lmmol) em 5 mL de agua/metanol. A adicdo do ligante ao sal de platina €
feita de forma lenta, gota a gota por 4 horas. Para a obtencédo do complexo 20 foi
utilizado THF (tetraidrofurano) e agua como solventes da reacdo. Ao término da
adicao do ligante, a reacdo permaneceu sob agitacao por 24 horas. O precipitado

obtido foi entéo filtrado sob presséo reduzida e lavado com agua e metanol.

2.2.5. Dados de caracterizacdo dos complexos de platina(ll)
Estes complexos foram devidamente caracterizados e estdo apresentados

a seguir com os dados de RMN de *H, *C e *°Pt, espectroscopia na regi&o do

infravermelho e anélise elementar.

44



NH(CH.,);CHj

H,N
AN

Pt
c:|/ \CI

Formula Molecular: C1oH24N,Cl,Pt

Massa Molar: 438 g/mol

Caracteristicas Fisicas: solido amarelo palido
Faixa de decomposicéo: 184 — 259 °C
Rendimento: 84 % (0,368 Q)

l.V. v KBr (cm™): 3257, 3188, 2958, 2927, 2858, 1575, 1463, 1384, 769, 576, 318,
316.

RMN *H (DMSO-dg) &: 0,85 (t, 3H, CHs): 1,24 (m, 10H, CH,); 1,47: 1,75 (2m, 2H,
CH2-CHx-NH); 2,27; 2,42; 2,72; 2,82 (4m, 6H, 2CH,-NH e CH,-NH,); 5,30; 5,37

(2sl, 2H, NHy); 6,19 (sl, 1H, NH).

RMN *3C (DMSO-dg) &: 14,3 (CHs); 22,4 a 31,6 (CH,); 46,9 (CHa-NH,); 52,3; 55,4
(CHp-NH).

RMN '%°Pt (DMSO-dg) &: -2334.

Andlise Elementar (%): Calculado C, 27,40; H, 5,48; N, 6,39
Encontrado C, 27,76; H, 5,34; N, 6,19
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H,N NH(CH,)oCHj
N/

Pt
CI/ \CI
Formula Molecular: C12H23N,Cl,Pt
Massa Molar: 466 g/mol
Caracteristicas Fisicas: solido amarelo palido

Faixa de decomposicéo: 178 — 266 °C
Rendimento: 79 % (0,368 Q)

V. v KBr (cm™): 3243, 3200, 3133, 2957, 2922, 2853, 1574, 1466, 1378, 770,
721,577, 321, 318.

RMN H (DMSO-dg) &: 0,84 (t, 3H, CHa); 1,23 (m, 14H, CH,); 1,45; 1,74 (2m, 2H,
CHo-CHo-NH); 2,27; 2,43; 2,71; 2,82 (4m, 6H, 2CH,-NH e CHp-NH,); 5,28; 5,35

(2sl, 2H, NHy); 6,19 (sl, 1H, NH).

RMN °C (DMSO-dg) &: 13,9 (CHs); 22,1 a 31,3 (CH.); 46,7 (CH-NH,); 52,0;
55,1(CH,-NH).

RMN '*°Pt (DMSO-dg) &: -2353.

Andlise Elementar (%): Calculada C, 30,90; H, 6,01; N, 6,01.
Encontrada C, 30,70; H, 5,85; N, 6,02.
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HoN NH(CH,)11CH3
\Pt/
CI/ \CI
Formula Molecular: C14H3,N,Cl,Pt
Massa Molar: 494 g/mol
Caracteristicas Fisicas: sélido amarelo palido

Faixa de decomposic¢éo: 181 — 262 °C
Rendimento: 81 % (0,400 g)

V. v KBr (cm™): 3245, 3196, 3133, 2957, 2922, 2852, 1578, 1466, 1378, 721,
577,322, 321.

RMN 'H (DMSO-dg) &: 0,86 (t, 3H, CHa); 1,25 (m, 18H, CH,): 1,47; 1,76 (2m, 2H,
CHo-CHo-NH): 2,29; 2,45: 2,74; 2,84 (4m, 6H, 2CHo-NH e CH»-NH,); 5,31; 5,38

(2s], 2H, NH>); 6,20 (s, 1H, NH).

RMN 3C (DMSO-dg) &: 13,6 (CHs); 21,7 a 30,9 (CH,); 46,3 (CHx-NH,): 51,6; 54,7
(CH2-NH).

RMN '%°Pt (DMSO-dg) &: -2353.

Andlise Elementar (%): Calculado C, 34,00; H, 6,48; N, 5,67.
Encontrado C, 34,61; H, 6,45; N, 5,78.
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HoN NH(CH,)13CH3
\Pt/
CI/ \CI
Formula Molecular: C16H3sN2Cl,Pt
Massa Molar: 522 g/mol
Caracteristicas Fisicas: sélido amarelo palido

Faixa de decomposicgéo: 186 — 263 °C
Rendimento: 80,6 % (0,421 q)

V. v KBr (cm™): 3243, 3198, 3134, 2956, 2920, 2851, 1467, 721, 578, 315, 313.
RMN 'H (DMSO-dg) &: 0,84 (t, 3H, CHa); 1,23 (m, 22H, CH,): 1,47; 1,74 (2m, 2H,
CHo-CH»-NH): 2,27; 2,43; 2,71: 2,82 (4m, 6H, 2CH,-NH e CH,-NH,): 5,29: 5,36

(2sl, 2H, NHy); 6,19 (sl, 1H, NH).

RMN 3C (DMSO-ds) &: 13,9 (CHs); 22,1 a 31,3 (CH.); 46,6 (CH»-NH,); 52,0; 55,1
(CHp-NH).

RMN '%°Pt (DMSO-dg) &: -2353.

Andlise Elementar (%): Calculado C, 36,78; H, 6,90; N, 5,36.
Encontrado C, 37,65; H, 6,84; N, 5,51.
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HoN NH(CH,)15CH3
\Pt/
CI/ \CI
Formula Molecular: C1gH4oN2Cl,Pt
Massa Molar: 550 g/mol
Caracteristicas Fisicas: sélido amarelo palido

Faixa de decomposic¢éo: 181 — 252 °C
Rendimento: 62,2 % (0,342 q)

V. v KBr (cm™): 3134, 2955, 2918, 2851, 1660, 1467, 1378, 721, 576, 325, 322.
RMN 'H (DMSO-dg) &: 0,84 (t, 3H, CHa); 1,23 (m, 26H, CH,): 1,48: 1,74 (2m, 2H,
CH,-CH»-NH): 2,08; 2,26; 2,71: 2,83 (4m, 6H, 2CH,-NH e CH,-NH,): 5,26: 5,35

(2sl, 2H, NHy); 6,16 (sl, 1H, NH).

RMN *3C (DMSO-dg) &: 13,9 (CHs); 22,1 a 31,3 (CH,); 45,4 (CHa-NH,); 51,0; 56,1
(CHp-NH).

RMN '%°Pt (DMSO-dg) &: - 2353.

Andlise Elementar (%): Calculado C, 39,27; H, 7,27; N, 5,09.
Encontrado C, 41,98; H, 7,30; N, 4,91.
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H,N /NH(CH2)7CH3

Pt
CI/ \CI
Formula Molecular: C11H26N2Cl,Pt
Massa Molecular: 452 g/mol
Caracteristicas Fisicas: s6lido amarelo palido

Faixa de decomposic¢éo: 189 — 263 °C
Rendimento: 73,0 % (0,329q)

V. v KBr (cm™): 3206, 3142, 2955, 2923, 2853, 1599, 1456, 722, 333, 317.
RMN 'H (DMSO-de) &: 0,85 (m, 3H, CHs): 1,26 (m, 10H, CH,); 1,67; 1,98 (2m, 4H,
2CH,-CH,-NH): 2,37; 2,69; 2,85; 3,00 (4m, 6H, 2CH,-NH e CH,-NH); 4,81; 5,08

(2m, 2H, NH); 5,73 (sl, 1H, NH).

RMN 3C (DMSO-dg) &: 14,1 (CHs); 22,1 a 31,2 (CH, e N-CHp-CH,-CH,-N); 42,8
(CH2-NH5); 50,5; 53,3 (CH,-NH).

RMN %°Pt (DMSO-dg) &: -2248.

Andlise Elementar (%): Calculado C, 29,20; H, 5,75; N, 6,19.
Encontrado C, 28,60; H, 5,46; N, 6,01.
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HzN\ /NH(CH2)9CH3
Pt
cl / \CI

Formula Molecular: C13H3oN2Cl,Pt

Massa Molecular: 480 g/mol

Caracterisiticas Fisicas: solido amarelo palido
Faixa de decomposicéo: 170 — 232° C
Rendimento: 69,7 % (0,335Q)

V. v KBr (cm™): 3206, 3142, 2955, 2922, 2853, 1599, 1455, 722, 331, 317.
RMN 'H (DMSO-de) &: 0,88 (m, 3H, CHs); 1,28 (m, 14H, CH,); 1,71; 1,88; 2,01
(3m, 4H, 2CH,-CH,-NH); 2,39; 2,73; 2,88; 3,03 (4m, 6H, 2CH,-NH e CHx-NH,);

4,86; 5,08 (2m, 2H, NH,); 5,75 (sl, 1H, NH).

RMN 3C (DMSO-dg) &: 13,9 (CHs); 22,1 a 31,2 (CH, e N-CH,-CH,-CH,-N); 42,8
(CH2-NHy); 50,3; 53,3 (CH,-NH).

RMN *°Pt (DMSO-dg) 8: -2252.

Andlise Elementar (%): Calculado C, 32,50; H, 6,25; N, 5,83.
Encontrado C, 32,34; H, 5,99; N, 5,53.
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H,N NH(CH;)1,CH3

Formula Molecular: C15H34N,Cl,Pt

Massa Molar: 508 g/mol

Caracteristicas Fisicas: solido amarelo palido
Faixa de decomposicéo: 201 — 244 °C
Rendimento: 65,8 % (0,334 qg)

V. v KBr (cm™): 3205, 3140, 2955, 2922, 2851, 1599, 1466, 722, 321, 317.
RMN 'H (DMSO-de) &: 0,84 (m, 3H, CHs); 1,23 (m, 18H, CH,); 1,61; 1,68; 1,96
(3m, 4H, 2CH,-CH,-NH); 2,39; 2,70; 2,86; 2,97 (4m, 6H, 2CH,-NH e CHx-NH,);

4,85; 5,02 (2m, 2H, NH,); 5,72 (sl, 1H, NH).

RMN 3C (DMSO-dg) &: 13,9 (CHs); 22,1 a 31,3 (CH, e N-CH,-CH,-CH,-N); 42,8
(CH2-NHy); 50,4; 53,3 (CH,-NH).

RMN *°Pt (DMSO-dg) 8: -2252.

Andlise Elementar (%): Calculado C, 35,43; H, 6,69; N, 5,51.
Encontrado C, 35,52; H, 6,65; N, 5,40.
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NH(CH,)13CHs

NS
Pt
CI/ \CI
Formula Molecular: C17H3sN2Cl,Pt
Massa Molar: 536 g/mol
Caracteristicas Fisicas: sélido amarelo palido

Faixa de decomposigéo: 171 — 253 °C
Rendimento: 74,7 % (0,4009)

1.V. v KBr (cm™): 3206, 2955, 2922, 2852, 1598, 1466, 721, 321, 318.
RMN *H (DMSO-de) &: 0,80 (m, 3H, CHs); 1,19 (m, 22H, CH,); 1,64; 1,95 (2m, 4H,
2CH,-CH,-NH): 2,35; 2,69; 2,82; 2,96 (4m, 6H, 2CH,-NH e CH,-NH,); 4,78; 5,04

(2m, 2H, NHa); 5,69 (sl, 1H, NH).

RMN *3C (DMSO-dg) 8: 13,9 (CHs); 22,1 a 31,3 (CH, e N-CH,-CH»-CH,-N); 42,8
(CH2-NHy); 50,4; 53,3 (CH,-NH).

RMN '*°Pt (DMSO-dg) &: - 2252.

Andlise Elementar (%): Calculado C, 38,06; H, 7,09; N, 5,22.
Encontrado C, 38,26; H, 7,18; N, 5,08.
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NH(CH,),5CH3

H,N
\Pt/
CI/ \CI
Formula Molecular: C19H42N,Cl,Pt
Massa Molar: 564 g/mol
Caracteristicas Fisicas: solido amarelo palido

Faixa de decomposicgéo: 172 — 230°C
Rendimento: 70,4 % (0,396 Q)

V. v KBr (cm™): 3204, 3132, 2920, 2851, 1617, 1466, 721, 333, 327.
RMN 'H (DMSO-dg) 5: 0,85 (m, 3H, CHa); 1,23 (m, 26H, CH,); 1,59; 1,68; 1,85;
1,98 (4m, 4H, 2CH,-CH,-NH); 2,38; 2,86; 2,97; 3,11 (4m, 6H, 2CH,-NH e CHo-

NH,): 5,03; 5,24 (2m, 2H, NH,); 5,72 (s, 1H, NH).

RMN 3C (DMSO-dg) 8: 13,9 (CHs); 22,1 a 31,2 (CH, e N-CH,-CH»-CH,-N); 42,8
(CH2-NHy); 50,4; 53,3 (CH,-NH).

RMN *°Pt (DMSO-dg) &: -2251.

Andlise Elementar (%): Calculado C, 40,43; H, 7,45; N, 4,96
Encontrado C, 40,15; H, 7,14; N, 4,91
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2.2.6. Sintese dos complexos de platina(lV) com hidroxilas

Em um baldo de 50 mL foi feita uma suspensdo com 1 mmol do respectivo
complexo de platina(ll) precursor em 5 mL de agua. Adicionou-se em seguida,
durante 30 minutos, a 50°C, 5 mL de solucédo de H,0O, a 30%. Apds a adicdo de
peroxido, o aquecimento foi desligado e a reagdo permaneceu sob agitacdo por
24 horas a temperatura ambiente. O precipitado obtido foi entdo filtrado sob

presséao reduzida e lavado com agua.
2.2.7. Dados de caracterizacdo dos complexos de platina(lV) com
hidroxilas
Estes complexos foram devidamente caracterizados e estdo apresentados

a seguir com os dados de RMN de 'H, °C e Pt, espectroscopia na regi&o do

infravermelho e analise elementar.
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HZN\OH/NH(CH2)7CH3
Pt

ClI” OH Cl
Formula Molecular: C1oH26N2CIl,02Pt
Massa Molar: 472 g/mol
Caracteristicas Fisicas: sélido amarelo palido
Faixa de decomposicgéo: 164 — 230°C
Rendimento: 62,7 % (0,296 Q)

V. v KBr (cm™): 3479, 3191, 2960, 2929, 2860, 1637, 1458, 1054, 547, 339, 335.

RMN *H (DMSO-de) &: 0,86 (t, 3H, CHs); 1,25 (m, 10H, CH,); 1,68; (m, 2H, CHo-
CHa-NH); 2,20 a 2,90 (m, 6H, 2CH,-NH e CHo-NH,).

RMN C (DMSO-dg) 8: 13,9 (CHa); 22,1 a 31,2 (CH,); 45,3 (CH,-NH,); 50,9 (CH,-
NH).

RMN %°pPt (DMSO-dg) : + 789.

Andlise Elementar (%): Calculado C, 25,42; H, 5,51; N, 5,93
Encontrado  C, 25,46; H, 4,91; N, 5,46
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H,N_ OH NH(CH,)sCH;

N\
c:|/ C:)H\ cl
Formula Molecular: C12H30N2Cl,O,Pt
Massa Molar: 500 g/mol
Caracteristicas Fisicas: sélido amarelo
Faixa de decomposicéo: 168 — 256 °C
Rendimento: 82,5 % (0,413 qg)

l.V. v KBr (cm™): 3479, 3166, 2922, 2852, 1617, 1466, 1034, 561, 337, 332.

RMN 'H (DMSO-de) &: 0,79 (sl, 3H, CHs); 1,19 (m, 14H, CH,); 1,63 (m, 2H, CH,-
CH,-NH); 2,20 a 2,90 (m, 6H, 2CH»-NH e CH»-NH).

RMN *3C (DMSO-dg) 8: 14,4 (CHs); 22,5 a 31,7 (CH,);

Andlise Elementar (%): Calculado C, 28,80; H, 6,00; N, 5,60.
Encontrado C, 29,93; H, 5,41; N, 5,60.
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HZN\OH/NH(CHZ)MCHg
Pt

Cl" OH CI
Formula Molecular: C14H34N2CIl,O,Pt
Massa Molar: 528 g/mol
Caracteristicas Fisicas: solido amarelo
Faixa de decomposicdo: 168 — 258 °C
Rendimento: 94,7 % (0,500 g)

V. v KBr (cm™): 3482, 3166, 2921, 2853, 1634, 1466, 1040, 557, 334, 329.

RMN 'H (DMSO-dg) &: 0,81 (t, 3H, CHs); 1,20 (m, 18H, CHy); 1,63 (m, 2H, CHy-
CH,-NH); 2,20 a 2,90 (m, 6H, 2CH»-NH e CH»-NH5).

RMN 3C (DMSO-dg) &: 13,7 (CHs); 22,5 a 31,1 (CH,); 45,1 (CH»-NH,): 50,8; 53,5
(CH2-NH).

RMN '°Pt (DMSO-d¢) &: + 788

Andlise Elementar (%): Calculado C, 31,82; H, 6,44; N, 5,30.
Encontrado C, 31,87; H, 5,73; N, 5,21.
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HZN\OH/NH(CH2)13CH3
Pt

Formula Molecular: C16H3sN2Cl,O,Pt
Massa Molar: 556 g/mol
Caracteristicas Fisicas: sélido amarelo
Faixa de decomposicéo: 172 — 275 °C
Rendimento: 78,1 % (0,434 q)

l.V. v KBr (cm™): 3480, 3169, 2920, 2851, 1636, 1466, 1061, 555, 335, 331.

RMN 'H (DMSO-dg) &: 0,81 (t, 3H, CHs); 1,20 (m, 22H, CH,); 1,65 (m, 2H, CHy-
CH,-NH); 2,20 a 2,90 (m, 6H, 2CH»-NH e CH»-NH).

RMN *3C (DMSO-dg) 8: 14,0 (CHs); 22,1 a 31,3 (CH,).

Andlise Elementar (%): Calculado C, 34,53; H, 6,83; N, 5,04.
Encontrado C, 33,52; H, 5,91; N, 4,63.
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HZN\OH/NH(CH2)15CH3
Pt

Formula Molecular: C1gH42N2Cl,O,Pt
Massa Molar: 584 g/mol
Caracteristicas Fisicas: sélido amarelo
Faixa de decomposicéo: 167 — 247 °C
Rendimento: 68,8 % (0,402 q)

l.V. v KBr (cm™): 3468, 3171, 2920, 2851, 1637, 1467, 1039, 720, 559, 337, 335.

RMN 'H (DMSO-dg) &: 0,81 (t, 3H, CHs); 1,20 (m, 25H, CH,); 1,65 (m, 2H, CHy-
CH,-NH); 2,20 a 2,90 (m, 6H, 2CH»-NH e CH»-NH).

RMN *3C (DMSO-dg) 8: 13,9 (CHs); 22,1 a 31,3 (CH,).

Andlise Elementar (%): Calculado C, 36,99; H, 7,19; N, 4,79.
Encontrado C, 40,29; H, 7,15; N, 4,81.
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H NH(CH,),CHs

0
N1/
Pt

HoN

Formula Molecular: C31H23N2Cl,02Pt

Massa Molar: 486 g/mol

Caracteristicas Fisicas: sélido amarelo palido

Faixa de decomposicéo: 169 — 245 °C

Rendimento: 72,5 % (0,352 Q)

V. v KBr (cm™): 3492, 3191, 2960, 2927, 2858, 1631, 1461, 1018, 552, 335, 333.

RMN *H (DMSO-dg) &: 0,81 (t, 3H, CHs): 1,25 (m, 10H, CH,); 1,67; 1,81 (2m, 4H,
2CH,-CHa-NH); 2,20 a 2,90 (m, 6H, 2CH»-NH e CHy-NH,).

RMN C (DMSO-de) &: 13,9 (CHs); 22,1 a 31,3 (CHy).
RMN %°pPt (DMSO-dg) &: + 885

Andlise Elementar (%): Calculado  C, 27,16; H, 5,76; N, 5,76
Encontrado C, 25,38; H, 5,21; N, 5,11
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H,N C'>H H(CH,)oCHj
\Pt
Cl SH Cl
Formula Molecular: C13H32N2Cl,O,Pt
Massa Molar: 514 g/mol
Caracteristicas Fisicas: solido amarelo palido
Faixa de decomposic¢ao: 146 — 230°C

Rendimento: 77,6 % (0,399 Q)
V. v KBr (cm™): 3485, 3142, 2914, 2850, 1628, 1470, 1047, 550, 333, 327.

RMN *H (DMSO-dg) &: 0,85 (t, 3H, CHa); 1,24 (m, 14H, CH,); 1,66; 1,83 (2m, 4H,
2CH,-CH,-NH); 2,20 a 2,90 (m, 6H, 2CH,-NH e CHa-NH,).

RMN *3C (DMSO-dg) 8: 13,9 (CHs); 22,1 a 31,3 (CH,).
RMN **°Pt (DMSO-de) &: + 901

Andlise Elementar (%): Calculado  C, 30,35; H, 6,23; N, 5,45
Encontrado C, 29,75; H, 5,63; N, 4,85
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H,N_ OH NH(CH,);;CHs

\F!t/
Cl- OH CI
Formula Molecular: C15H3sN2Cl,O,Pt
Massa Molar: 542 g/mol
Caracteristicas Fisicas: sélido amarelo
Faixa de decomposigao: 144 - 239 °C
Rendimento: 81,5 % (0,442 g)

V. v KBr (cm™): 3484, 3416, 3134, 2921, 2849, 1618, 1471, 1053, 553, 335, 333.

RMN 'H (DMSO-dg) &: 0,86 (s, 3H, CHs): 1,25 (m, 18 H, CH); 1,68; 1,85 (2m, 4H,
2CH,-CHa-NH); 2,20 a 2,90 (2m, 6H, 2CH»-NH e CH,-NH,).

RMN *3C (DMSO-dg) 8: 13,9 (CHs); 22,1 a 31,3 (CH,).
RMN '°Pt (DMSO-d¢) &: + 815

Andlise Elementar (%): Calculado C, 33,21; H, 6,64; N, 5,17.
Encontrado C, 33,18; H, 6,45; N, 4,96.
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H,N_ OH NH(CH,);3CHs
\V/
Pt
cl” OH cl

Formula Molecular: C17H40N2Cl,0O2Pt
Massa Molar: 570 g/mol
Caracteristicas Fisicas: solido amarelo
Faixa de decomposicgéo: 143 — 241 °C
Rendimento: 82,6 % (0,471 )

V. v KBr (cm™): 3482, 3203, 2922, 2851, 1619, 1468, 1055, 561, 335, 332.

RMN *H (DMSO-dg) 8: 0,85 (sl, 3H, CHs): 1,24 (m, 22 H, CH,): 1,69; 1,85 (m, 4H,

2CH,-CH,-NH); 2,20 a 2,90 (m, 6H, 2CH,-NH e CHp-NH,).

RMN 3C (DMSO-dg) &: 13,9 (CH3); 22,1 a 31,3 (CHy).

Andlise Elementar(%) : Calculado C, 35,79; H, 7,02; N, 4,91.
Encontrado C, 32,10; H, 6,28; N, 4,15.
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H,N_ OH NH(CH,);5sCHs
\V/
Pt
cl” OH cl

Formula Molecular: C19H44N2Cl,0O2Pt

Massa Molar: 598 g/mol

Caracteristicas Fisicas: sélido amarelo palido
Faixa de decomposigao: 142 — 235°C
Rendimento: 84,5 % (0,505 q)

V. v KBr (cm™): 3446, 3143, 2922, 2852, 1620, 1468, 1062, 567, 340, 336.

Andlise Elementar(%) : Calculado C, 38,13; H, 7,36; N, 4,68
Encontrado C, 36,20; H, 6,81; N, 4,80
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2.2.8. Sintese dos complexos de platina(lV) com cloretos

Em um baldo de 50 mL, sob agitacdo magnética, foi feita uma suspenséao
com 1 mmol do respectivo complexo platina(lV) precursor com hidroxilas em 5 mL
de agua. Adicionou-se, em seguida, durante 30 minutos, a 50 °C, 5 mL de solucdo
de HCI a 0,1 mol/L. Apos a adicdo do acido cloridrico, a reacdo permaneceu sob
agitacdo e aquecimento por 24 horas. O precipitado obtido foi ent&o filtrado sob

presséao reduzida e lavado com agua.
2.2.9. Dados de caracterizacdo dos complexos de platina(lV)
com cloretos
Estes complexos foram devidamente caracterizados e estdo apresentados

a seguir com os dados de RMN de 'H, °C e Pt, espectroscopia na regi&o do

infravermelho e analise elementar.
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H,N_ Cl' NH(CH,),CHs

Formula Molecular: C1oH24N2Cl4Pt

Massa Molar: 509 g/mol

Caracteristicas Fisicas: sélido amarelo palido
Faixa de decomposic¢éo: 186 — 203 °C
Rendimento: 92,5 % (0,471 )

l.V. v KBr (cm™): 3205, 3083, 2930, 2860, 1614, 1460, 1032, 343, 341.

RMN 'H (DMSO-dg) &: 0,87 (t, 3H, CHs); 1,26 (m, 10H, CH,); 1,73 (m, 2H, CHy-
CH.-NH); 2,75; 2,86, 2,99 (3m, 6H, 2CH»-NH e CHa-NHa).

RMN 3C (DMSO-d) 5: 13,9 (CHs); 22,1 a 31,2 (CH>); 47,2 (CH,-NH,); 52,9; 55,9
(CH,-NH).

RMN %°Pt (DMSO-dg) 8: -268

Andlise Elementar (%): Calculado C, 23,58; H, 4,72; N, 5,50
Encontrado C, 25,27; H, 4,69; N, 4,95
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H,N CI/NH(CHZ)QCH3

Formula Molecular: C12H28N2Cl4Pt

Massa Molar: 537 g/mol

Caracteristicas Fisicas: s6lido amarelo palido
Faixa de decomposic¢éo: 187 — 211°C
Rendimento: 88,6 % (0,476 Q)

L.V. v KBr (cm™): 3159, 2924, 2854, 1632, 1456, 1034, 347, 337.

RMN 'H (DMSO-dg) &: 0,86 (t, 3H, CHs); 1,25 (m, 14H, CH,); 1,73 (m, 2H, CHy-
CH.-NH); 2,73; 2,86, 2,97 (3m, 6H, 2CH»-NH e CHa-NH,).

RMN 3C (DMSO-d) 5: 14,1 (CHs); 22,2 a 31,4 (CH>); 47,2 (CH,-NH,); 53,1; 55,9
(CH,-NH).

RMN °Pt (DMSO-dg) &: - 270

Andlise Elementar (%): Calculado C, 26,82; H, 5,21; N, 5,21
Encontrado C, 28,25; H, 4,17; N, 5,13
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H,N_ €l NH(CH,);;CHs

Formula Molecular: C14H3,N,Cl4Pt

Massa Molar: 565 g/mol

Caracteristicas Fisicas: sélido amarelo palido
Faixa de decomposicéo: 186 — 210°C
Rendimento: 63,2 % (0,357 Q)

V. v KBr (cm™): 3159, 2924, 2853, 1620, 1466, 1036, 347, 337.

RMN H (DMSO-dg) &: 0,85 (t, 3H, CHs); 1,24 (m, 18H, CHy); 1,72 (m, 2H, CHo-
CH.-NH); 2,73; 2,83, 2,99, (3m, 6H, 2CH2-NH e CH2-NH).

RMN 3C (DMSO-dg) &: 13,9 (CHs); 22,1 a 31,3 (CHy); 47,1 (CH,-NH,); 52,9; 55,8
(CHp-NH).

RMN **°Pt (DMSO-de) &: -269

Andlise Elementar (%): Calculado C, 29,73; H, 5,66; N, 4,96
Encontrado  C, 29,74; H, 5,54, N, 4,87
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H,N_ €l NH(CH,);5CHs

Formula Molecular: C16H3sN2Cl4Pt

Massa Molar: 593 g/mol

Caracteristicas Fisicas: sélido amarelo palido
Faixa de decomposicéo: 147 — 215°C
Rendimento: 88,4 % (0,524 q)

V. v KBr (cm™): 3159, 2922, 2853, 1632, 1468, 1030, 347, 341.

RMN *H (DMSO-dg) &: 0,79 (t, 3H, CHas); 1,18 (m, 22H, CH,); 1,63 (m, 2H, CHo-
CHa-NH); 2,67; 2,78, 2,98 (3m, 6H, 2CH»-NH e CH»-NH,);

RMN 3C (DMSO-dg) &: 14,0 (CHs); 22,1 a 31,3 (CHy); 47,1 (CH2-NH,); 52,9; 55,9
(CHp-NH).

RMN **°Pt (DMSO-dg) &: - 270

Andlise Elementar (%): Calculado C, 32,38; H, 6,07; N, 4,72
Encontrado C, 33,28; H, 6,03; N, 4,70
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H,N_ €l NH(CH,);sCHs

Formula Molecular: C1gH4oN2Cl4Pt

Massa Molar: 621 g/mol

Caracteristicas Fisicas: sélido amarelo palido
Faixa de decomposicéo: 185 — 205 °C
Rendimento: 83,2 % (0,517 )

l.V. v KBr (cm™): 3159, 2922, 2853, 1630, 1468, 1034, 347, 341.

RMN *H (DMSO-dg) &: 0,79 (t, 3H, CHas); 1,18 (m, 26H, CH,); 1,60 (m, 2H, CHo-
CHa-NHy); 2,67; 2,76, 2,99 (3m, 6H, 2CH,-NH e CHa-NH).

RMN 3C (DMSO-dg) &: 14,0 (CHs); 22,1 a 31,3 (CHy); 47,2 (CH2-NH,); 52,9; 55,9
(CHp-NH).

RMN **°Pt (DMSO-dg) &: - 269

Andlise Elementar (%): Calculado C, 34,78; H, 6,44; N, 4,51
Encontrado C, 36,08; H, 6,63; N, 4,59
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H,N C'/NH(CH2)7CH3

Clh c ¢l

Formula Molecular: C11H26N2Cl4Pt

Massa Molar: 523 g/mol

Caracteristicas Fisicas: sélido amarelo palido
Faixa de decomposicgéo: 177 — 202°C
Rendimento: 81,1 % (0,424 q)

L.V. v KBr (cm™): 3199, 2924, 2854, 1578, 1468, 1192, 343, 335.

RMN H (DMSO-dg) &: 0,86 (m, 3H, CHs): 1,25 (m, 10H, CH,): 1,69; 1,87 (2m, 4H,
ZCHQ-CHz-NH); 2,2 a 2,9 (m, 6H, 2Cﬂ2-NH e Cﬂz-NHz).

RMN *3C (DMSO-dg) &: 14,0 (CHs); 22,1 a 31,2 (CH; e N-CH»-CH,-CH,-N); 46,2
(CH2-NHy); 54,3 (CH2-NH).

RMN *°Pt (DMSO-dg) &: -75

Andlise Elementar (%): Calculado C, 25,24; H, 4,97; N, 5,35
Encontrado C, 26,07; H, 5,15; N, 5,36
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H,N CI/NH(CHZ)QCH3

Clh c ¢l

Formula Molecular: C13H30N2Cl4Pt

Massa Molar: 551 g/mol

Caracteristicas Fisicas: sélido amarelo palido
Faixa de decomposicgéo: 178 — 207 °C
Rendimento: 66,2 % (0,365 Q)

I.V. v KBr (cm™): 3198, 2924, 2854, 1622, 1465, 1192, 339, 329.

RMN H (DMSO-dg) &: 0,84 (m, 3H, CHs): 1,23 (m, 14H, CH,): 1,68; 1,84 (2m, 4H,
ZCHQ-CHz-NH); 2,2 a 2,9 (m, 6H, Cﬂz-NH e Cﬂz-NHz).

RMN *3C (DMSO-dg) &: 14,0 (CHs); 22,1 a 31,3 (CH, e N-CH,-CH,-CH,-N); 46,2
(CH2-NHy); 54,3 (CH2-NH).

RMN *°Pt (DMSO-dg) &: -74

Andlise Elementar (%): Calculado C, 28,31; H, 5,44; N, 5,08
Encontrado C, 30,01; H, 5,64; N, 5,19
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H,N_ €l NH(CH,);;CHs

Ccl c cl

Formula Molecular: C15H34N2Cl4Pt

Massa Molar: 579 g/mol

Caracteristicas Fisicas: sélido amarelo palido
Faixa de decomposicgéo: 174 — 203°C
Rendimento: 90,3 % (0,523 q)

V. v KBr (cm™): 3191, 2923, 2852, 1629, 1466, 1068, 343, 337.

RMN H (DMSO-dg) &: 0,83 (m, 3H, CHs): 1,24 (m, 18H, CH,): 1,69; 1,86 (2m, 4H,
ZCHQ-CHz-NH); 2,2 a 2,9 (m, 6H, 2Cﬂ2-NH e Cﬂz-NHz).

RMN *3C (DMSO-dg) &: 13,8 (CH3); 21,9 a 31,1 (CH; e N-CH,-CH,-CH,-N); 46,0
(CH2-NHy); 54,1 (CH2-NH).

RMN °Pt (DMSO-dg) &: - 75

Andlise Elementar (%): Calculado C, 31,09; H, 5,87; N, 4,84
Encontrado C, 33,70; H, 6,19; N, 4,80
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H,N_ €l NH(CH,);3CHs

Ccl c cl

Formula Molecular: C17H3sN2Cl4Pt

Massa Molar: 607 g/mol

Caracteristicas Fisicas: sélido amarelo palido
Faixa de decomposic¢éo: 181 — 200 °C
Rendimento: 76 % (0,461 Q)

V. v KBr (cm™): 3205, 3140, 2922, 2853, 1599, 1466, 331, 324.

RMN H (DMSO-dg) &: 0,86 (m, 3H, CHs): 1,24 (m, 22H, CH,): 1,70; 1,85 (2m, 4H,
ZCHQ-CHz-N); 2,2 a 2,9 (m, 6H, ZCﬂz-NH e Cﬂz-NHz).

RMN *3C (DMSO-dg) &: 13,8 (CH3); 21,9 a 31,1 (CH; e N-CH,-CH,-CH,-N); 46,0
(CH2-NHy); 54,1 (CH2-NH).

RMN *°Pt (DMSO-dg) &: -73

Andlise Elementar (%): Calculado C, 33,61; H, 6,26; N, 4,61
Encontrado C, 34,29; H, 6,31; N, 4,58
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H,N_ €l NH(CH,);5CHs

Ccl c cl

Formula Molecular: C19H42N2Cl4Pt

Massa Molar: 635 g/mol

Caracteristicas Fisicas: sélido amarelo palido
Faixa de decomposi¢éo: 170 — 200°C
Rendimento: 77,5 % (0,492 q)

l.V. v KBr (cm™): 3188, 2922, 2850, 1620, 1468, 343, 335.

RMN H (DMSO-dg) &: 0,86 (m, 3H, CHs): 1,24 (m, 26H, CH,): 1,69; 1,85 (2m, 4H,
ZCHQ-CHz-N); 2,6 a 2,9 (m, 6H, ZCﬂz-NH e Cﬂz-NHz).

RMN *3C (DMSO-dg) &: 13,8 (CH3); 21,9 a 31,1 (CH, e N-CH»-CH,-CH,-N); 46,1
(CH2-NHy); 54,3 (CH2-NH).

RMN *°Pt (DMSO-dg) &: -75

Andlise Elementar (%): Calculado C, 35,91; H, 6,61; N, 4,41
Encontrado C, 37,59; H, 6,72; N, 4,17
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1. Ligantes

Os ligantes foram obtidos em duas etapas. A primeira etapa consiste na
obtencdo de um mesilato de alquila, que é feita pela reacdo dos respectivos
alcoois com cloreto de mesila. Esta etapa ocorre com rendimento excelente, por
volta de 95 %. Na etapa subsequente foram obtidas as diaminas N-alquiladas, a
partir da reacdo do correspondente mesilato de alquila com a 1,2-etanodiamina ou
1,3-propanodiamina (Figura 2.1). O Odleo resultante da segunda etapa foi
submetido a extracdo liquida utilizando-se agua e diclorometano a fim de eliminar
0 excesso de 1,2-etanodiamina ou 1,3-propanodiamina, procedendo-se em

seguida, a purificacdo dos ligantes por coluna cromatogréfica.
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Primeira Etapa:

O

’ Piridina, CH,Cl, O
>

o)
0° C 24h \ I
\S—O(CHZ)nCHg

/

CH3(CH,),OH + O\s o

/
HsC

H

Segunda Etapa (derivados da 1,2-etanodiamina):

O]
O\Q—O(CHZ)nCH3 + NH,(CH,),NH, %, H2N NH(CH),CHg
ch/
1 n=7
2 =9
3 n=11
4 n=13
5 n=15
Segunda Etapa (derivados da 1,3-propanodiamina):
I
@)
§S|_O(CH2)nCH3 * NHp(CHp)sNH, ——— 5 NHp NH(CH,),CHj;
HsC
6 =7
7 =9
8 n=11
9 n=13
10 n=15

Figura 2.1. Esquema de sintese dos ligantes derivados da 1,2-etanodiamina

e da 1,3-propanodiamina
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Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em discos de Csil,
na regido de 4000 cm™ a 400 cm™ e podemos observar bandas largas na regido
entre 3400 cm™ e 3100 cm™ referentes & deformacédo axial do grupo N-H. Entre
2990 cm™ e 2850 cm™ ocorrem bandas atribuidas ao estiramento simétrico e
assimétrico dos grupos CH, e CH3z Notam-se também bandas na regido de 1650
cm™ a 1450 cm™, referentes & deformacado angular de N-H e deformagcéo axial de
C-H respectivamente. Em 1300 cm™ observa-se uma banda atribuivel a
deformacdo axial da ligacdo C-N. Observa-se na regido de 720 cm™, banda de
deformacé&o angular assimétrica do grupo CH,. A figura 2.2 apresenta o espectro

de infravermelho de um dos ligantes.

Transmitancia

. 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 .
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de Onda (cm™)

Figura 2.2. Espectro naregiao do Infravermelho para o
ligante 2 derivado da 1,2-etanodiamina.

79



A figura 2.3 mostra os espectros de RMN de 'H, que foram obtidos em
CDCl3, para os ligantes 2 e 6 que serdo discutidos a seguir. Os demais ligantes
apresentaram espectros semelhantes.

O espectro do ligante 2 apresenta sinal em & 0,79 na forma de um tripleto,
gue se refere aos 3 hidrogénios do grupo CHs. Em 6 1,17, um multipleto pode ser
atribuido aos hidrogénios de grupos CH, da cadeia lateral. Em & 1,39 observamos
um multipleto referente a hidrogénios de CH,CH,CH,NH e também aos
hidrogénios de NH e NH,. Para os hidrogénios do CH,CH,CH,;NH, o espectro
mostra um tripleto em & 2,50 e dois tripletos em & 2,56 e 2,70 sdo atribuidos aos
hidrogénios de CH; da etilenodiamina. Para os demais ligantes observamos
simpletos largos referentes aos hidrogénios de NH e NH, que variam entre & 1,30
a 6 4,50. Para o ligante 6, derivado da 1,3-propanodiamina, podemos observar um
quinteto em 6 1,68 que se refere aos hidrogénios do segundo carbono da 1,3-
propanodiamina.

A figura 2.4 mostra os espectros de RMN de **C para os ligantes 2 e 6. O
espectro de RMN de **C do ligante 2, derivado da 1,2-etanodiamina, apresenta
sinais em & 14 referente ao carbono do grupo CHs3 e entre 6 20 a 39 referentes
aos carbonos da cadeia lateral. Entre & 40 e 53, observam-se os sinais de

carbonos vizinhos aos nitrogénios de NH; e NH.
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2.3.2. Complexos de platina(ll)

A obtencao dos complexos de platina(ll) em questdo envolve reagdes de
substituicdo do complexo quadratico plano onde dois ligantes cloretos sé&o
deslocados por um ligante diaminado N-alquilado de cadeia longa. A obtencéo do
complexo é favorecida pelo efeito trans dos cloretos e pela formacao do quelato
de 5 ou 6 membros formado entre o ligante diaminado e a platina.

Os complexos de platina(ll) foram obtidos a partir do tetracloroplatinato(ll)
de potéassio dissolvido em agua e dos ligantes sintetizados, derivados da 1,2-
etanodiamina e 1,3-propanodiamina, dissolvidos em uma mistura de agua e
metanol (Figura 2.5). Para o complexo 20 foi necessario utilizar THF e 4gua como
solventes devido a dificuldade em manter a homogeneidade do meio reacional
nas condicdes antes descritas, visto que o ligante com 16 carbonos na cadeia
lateral, derivado da 1,3-propanodiamina, € muito apolar, ndo permanecendo
solavel nessa mistura. O precipitado amarelo resultante foi separado por filtragéo
e os complexos foram devidamente caracterizados por espectroscopia ha regiao

do infravermelho, RMN de *H, 13C e °°Pt, e analise elementar de C, H e N.
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Derivados da 1,2-etanodiamina:

KoPtCl, + HoN NH(CH,),CHg _oor Mo HZN NH(CH,),CHj
ta.24h Pt
Cl \CI
1 n=7
12 n=9
13 n=11
14 n=13
15 n=15
Derivados da 1,3-propanodiamina:
MeOH, H,O
KPCls +  NHz  NH(CH).CHs  ———» HoN_ NH(CHz),CHg
Pt
Cl Cl
16 n=7
17 n=9
18 n=11
19 n=13
20 n=15

Figura 2.5. Esquema de sintese dos complexos de platina (ll)
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O espectro de infravermelho do complexo 14 esta apresentado na figura
2.6. Os espectros de infravermelho de todos os complexos sintetizados
apresentam bandas entre 3250 e 3100 cm™ referentes & deformacdo axial do
grupo N-H. Nas regides proximas de 2959, 2927, 2872 e 2859 cm™ temos bandas
referentes ao estiramento simétrico dos grupos CH, e CH3; e estiramento
assimétrico dos grupos CH, e CHg, respectivamente. Nota-se também uma banda
na regido de 1620 cm™ referente & deformacdo angular de N-H, caracteristica de
cadeias carbénicas longas. Em 1300 cm™ ocorre uma banda de deformacéo axial
da ligacdo C-N. Observa-se também na regido de 720 cm™ uma banda de
deformacé&o angular assimétrica do grupo CH,. O espectro apresenta ainda banda
na regido de 570 cm™ referente ao estiramento Pt-N e bandas na regido de 320-
315 cm™ atribuidas ao estiramento Pt-Cl que aparecem de forma larga ou

desdobrada, caracteristica da configuracao cis dos complexos.

Transmitancia

1 l 1 l 1 l 1 l 1 l 1 l 1 l
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de Onda (cm™)

Figura 2.6. Espectro de Infravermelho do complexo 14.
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A figura 2.7 mostra os espectros de RMN *H para os complexos 11 e 17
qgue foram obtidos em solvente DMSO-ds. Estes e 0os demais complexos possuem
espectros semelhantes e apresentam um sinal em torno de & 0,85 na forma de
tripleto referente aos trés hidrogénios do grupo CHs;. Em & 1,24,
aproximadamente, ocorre um multipleto atribuivel aos hidrogénios de grupos CH,
da cadeia lateral. Entre & 1,3 e 2,2 podem ser observados dois multipletos de
hidrogénios do grupo CH, ligado a CH;NH. Entre 6 2,2 e 3,2 podem ser
observados quatro multipletos referentes a hidrogénios dos grupos CH ligados a
NH e NH,. Para os hidrogénios de NH e NH, o0s espectros apresentam trés
simpletos largos entre 6 4,8 a 6,2.

Os espectros de RMN de *3C dos complexos apresentam sinais em § 14
aproximadamente, referente ao carbono CHgs e sinais entre 6 20 a 32 referentes
aos carbonos da cadeia lateral. Entre 6 42 a 55 observam-se o0s sinais de
carbonos vizinhos a nitrogénio de NH, e NH. A figura 2.8 mostra os espectros de
RMN de *3C para os complexos 11 e 17.
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Espectros de RMN de **°Pt foram realizados para os complexos de
platina(ll). Estes possuem na esfera de coordenacéo da platina, dois atomos de
nitrogénio e dois atomos de cloro, gerando um sinal Unico na regido de 4 -2300, o
que esta de acordo com dados da literatura para este tipo de esfera de
coordenacao. Por exemplo, para a cisplatina o sinal ocorre em -2097 ppm e para
o composto analogo com etilenodiamina ocorre em -2345 ppm®*%.

Os valores de deslocamento quimico para estes complexos estdo
apresentados na tabela 2.1. A figura 2.9 mostra os espectros de RMN de *°Pt

para os complexos 11 e 17.

Tabela 2.1. Deslocamentos quimicos em RMN de **°Pt dos complexos de
platina(ll) em DMSO.

Complexo 8, RMN de %Pt
11 2353
12 2353
13 2353
14 -2353
15 - 2353
16 2248
17 - 2252
18 - 2252
19 - 2052
20 - 2251
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Figura 2.9. Espectros de RMN de **Pt para os complexos 11 e 17.
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2.3.3. Complexos de platina(IV) com hidroxilas.

A reacdo de obtencdo dos complexos de platina(lV) com hidroxilas sao
reacfes de adicdo oxidativa de perdxido de hidrogénio, onde dois ligantes
hidroxila s&o inseridos ao complexo quadratico plano de platina(ll) resultando em
um complexo de geometria octaédrica. O peréxido de hidrogénio promove a
oxidacéo da platina de 2+ para 4+.

Os complexos de platina(lVV) foram obtidos a partir dos correspondentes
analogos de platina(ll) sintetizados, pela oxidacdo destes com solucdo de
peréxido de hidrogénio a 30% (Figura 2.10). Os complexos obtidos, de coloracao
amarela mais intensa, foram separados por filtracdo e devidamente
caracterizados por espectroscopia na regido do infravermelho, RMN de *H, *C e

195pt e analise elementar de C, H e N.
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Derivados da 1,2-etanodiamina:

/ on\

H,N /NH(CHz)nCHg H:0 HoN, | NH(CH2),CHs
Pt + H20: 50 °C (30") )

— > 7, |
Pt
24h
CI/ \CI CI/ | \CI
OH

21 n=7
22 n=9
23 n=11
24 n=13
25 n=15

Derivados da 1,3-propanodiamina:

+ HzOz —>H20 '/O?|
H,N NH(CH,),CHs 50C (30 HoN, | (NH(CH),CHs
Pt/ 24h /,"Pt‘\\\
Cl Cl CI/(|)H\CI

26 n=7
27 n=9
28 n=11
29 n=13
30 n=15

Figura 2.10. Esquema de sintese dos complexos de platina(lV) com
hidroxilas
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Nos espectros de infravermelho dos complexos de platina(lV) podemos
notar uma significativa diferenca em relacdo aos espectros dos analogos de
platina(ll). Observa-se o aparecimento de uma banda intensa na regido de 3400
cm™ que corresponde ao estiramento axial da ligagdo O-H, além de uma banda
relativa ao estiramento da ligacdo Pt-O na regio de 550 cm™.

Os espectros do complexo de platina(lV) com hidroxilas (24) e do seu
respectivo analogo de platina(ll) (14), estdo apresentados na figura 2.11. As
principais absorcdes na regiao do infravermelho para os complexos de platina(lV)

com hidroxilas sintetizados encontram-se na tabela 2.2.

NH(CH,)13CH3

HZN\ y
Pt
CI/ \CI

Complexo 14

H,N_ OH NH(CH,);5CH;

N4

Transmitancia

Complexo 24

. I . I . I . I . I . I . I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de Onda (cm™)

Figura 2.11. Espectros de Infravermelho para os complexos 14 e 24
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Tabela 2.2: Principais absorcdes na regido do I.V. dos complexos de
paltina(lV) com hidroxilas.

Complexo VO-H VN-H VC-H VPt-0 Vpt-C
21 3479 3191 2860 547 339; 335
22 3479 3166 2852 561 337; 332
23 3482 3166 2921 557 334; 329
24 3480 3169 2920 555 335; 331
25 3468 3171 2920 559 337; 335
26 3492 3191 2960 552 335; 333
27 3485 3142 2914 550 333; 327
28 3484 3134 2921 553 335; 333
29 3482 3203 2922 561 335; 332
30 3446 3143 2922 567 340; 336

A figura 2.12 mostra o espectro de RMN 'H para o complexo 21. Os
espectros foram obtidos em solvente deuterado DMSO-ds, sdo semelhantes para
os demais complexos dessa série e apresentam um sinal em torno de 6 0,80 na
forma de tripleto referente aos trés hidrogénios do grupo CHs. Em & 1,20,
aproximadamente, ocorre um multipleto atribuivel aos hidrogénios de grupos CH,
da cadeia lateral. Na regido de 6 1,6 podem ser observados multipletos de
hidrogénios do grupo CH, ligados a CH;NH. Para os derivados da 1,3-
propanodiamina observamos também um multipleto em torno de 1,9 referente aos
hidrogénios do CH, da propanodiamina ligado a CH;NH. Entre 6 2,0 e 2,9 podem
ser observados trés multipletos referentes a hidrogénios dos grupos CH, ligados a
NH e NH,. Os hidrogénios diretamente ligados a nitrogénio e oxigénio destes
compostos ndo puderam ser observados nos espectros obtidos.

Os espectros de RMN de *C dos complexos apresentam sinais em & 14
aproximadamente, referente ao carbono CHs e sinais entre 6 20 a 32 referentes

aos carbonos da cadeia lateral. Os sinais dos carbonos vizinhos a NH e NH», nao
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puderam ser observados, possivelmente por apresentarem tempo de relaxacao
superior aos demais carbonos neste tipo de complexo. Para os complexos 21 e
23 realizou-se os espectros utilizando RD (tempo de relaxagdo) duas vezes maior
e assim foi possivel observar os sinais na regido entre 5 40 e 55. A figura 2.13
mostra o espectro de RMN de *C para o complexo 21 que foi obtido nessas

condicoes.
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Figura 2.13. Espectro de RMN de *3C para o complexo 21
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Os espectros de RMN de %Pt foram obtidos em DMSO-g. Estes
complexos possuem na esfera de coordenacdo da platina, dois atomos de
nitrogénio, dois &tomos de cloro e dois &tomos de oxigénio, tendo sido
observados sinais na regidao de & 800, o que esta de acordo com dados da
literatura®®. Os valores de deslocamento quimico para estes complexos estdo
apresentados na tabela 2.3 e a figura 2.14 mostra o espectro de RMN de %Pt
para o complexo 26. Os espectros de RMN de %Pt para estes complexos
também séo de dificil aquisicdo, provavelmente também pelo maior tempo de
relaxacdo. Diante disso, ndo foi possivel obter os espectros para todos os

complexos.

Tabela 2.3. Deslocamentos quimicos em RMN de **° Pt dos complexos

de platina(lV) com hidroxilas em DMSO.

Complexo 8, RMN de %Pt
21 + 789
23 + 788
26 + 885
27 + 901
28 + 815
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Figura 2.14: Espectro de RMN de **°Pt para o complexo 26.
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2.3.4. Complexos de platina(IV) com cloretos

A reacao de obtencdo dos complexos de platina(lV) com cloretos é uma
reacdo de substituichio na qual as hidroxilas sdo substituidas por cloretos
provenientes do &cido cloridrico preservando o niumero de oxidacdo do metal e a
geometria octaédrica do complexo.

Os complexos de platina(lV) com cloretos foram obtidos a partir dos
analogos de platina(lv) com hidroxilas, pela adicdo de &cido cloridrico a
suspensado destes (figura 2.15). Os complexos obtidos foram separados por
fillracdo e devidamente caracterizados por espectroscopia na regidao do
infravermelho, RMN de *H, **C e '°Pt, e anélise elementar de C, H e N.
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Derivados da 1,2-etanodiamina:

/ on\ /o \

HZN////, \\\\\NH(CH)nCH3 o HzN/,/ \\\\NH(CHZ)nCHg
Pt + HCl ———» oS
/ | \ 50 °C (307) /Pt\
Cl Cl 24h |
OH Cl Cl
Cl
31 n=7
32 n=9
33 n=11
34 n=13
35 n=15

Derivados da 1,3-propanodiamina:

HN, | SNH(CH)ACH3 H,N SNH(CH2),CH;
/, \ \)

7,
Hzo //I

’0

R}

t + HCI e Pt

oP W
AN o 7,
OH

Cl Cl
C

n=7
n=9
n=11
n=13
n=15

5 1818 1< I8

Figura 2.15. Esquema de sintese dos complexos de platina(lV) com cloretos
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Os espectros de infravermelho dos complexos de platina(lVV) com cloretos
se diferem dos espectros dos precursores analogos de platina(lV) com hidroxilas
pela auséncia das bandas referentes ao estiramento O-H e Pt-O e se diferem dos
analogos de platina(ll) quanto a banda Pt-Cl, que ocorre de forma mais intensa,
devido a presenca de 4 ligacbes Pt-Cl. Esta banda € deslocada de
aproximadamente 316 cm™ para até 347 cm™.

A Figura 2.16 mostra os espectros de trés complexos analogos, onde o
complexo 11 é um complexo de platina(ll), o complexo 21 é um complexo de
platina(lV) com hidroxilas e o complexo 31 € um complexo de platina(lV) com
cloretos. As principais absorcdes na regido do infravermelho para os complexos

de platina(IV) com cloretos estdo apresentadas na tabela 2.4.

Complexo 11

H,N_ OH NH(CH,),CH,

\J(/

Complexo 21

Transmitancia

Cl NH(CH,);CHs

AN

Complexo 31

T I T T T T
4000 3500

T T T T T
3000 2500 2000 1500 500

NUmero de Onda (cm™)

Figura 2.16. Espectros de Infravermelho dos complexos 11, 21 e 31.
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Tabela 2.4. Principais absor¢cdes na regidao do I.V. dos complexos de
platina(lV) com cloretos

Complexo VN-H VC-H VPt-Cl
31 3205 2930 343; 341
32 3159 2924 347; 337
33 3159 2924 347; 337
34 3159 2922 347; 341
35 3159 2922 347; 341
36 3199 2924 343; 335
37 3198 2924 339; 329
38 3191 2923 343; 337
39 3205 2922 331; 324
40 3188 2922 343; 335

A figura 2.17 mostra os espectros de RMN *H para os complexos 33 e 36
que foram obtidos em solvente DMSO-ds e sdo semelhantes para os demais
complexos. Os espectros apresentam um sinal em torno de & 0,85 na forma de
simpleto largo referente aos 3 hidrogénios do grupo CHs. Em & 1,22
aproximadamente, ocorre um multipleto atribuivel aos hidrogénios de grupos CH,
da cadeia lateral. Entre 6 1,5 1,9 podem ser observados dois multipletos
referentes a hidrogénios do grupo CH; ligado a CH,NH. Entre 3 2,2 e 2,9 observa-
se multipletos correspondentes a hidrogénios dos grupos CH; ligados a NH e
NH». Os sinais dos hidrogénios diretamente ligados a nitrogénio ndo puderam ser
observados nos espectros obtidos.
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Os espectros de RMN de *C dos complexos apresentam sinais em & 14
aproximadamente, referente ao carbono CHs e sinais entre 5 20 a 32 referentes
aos carbonos da cadeia lateral. Entre 6 45 a 56 observam-se os sinais de carbono
vizinho a nitrogénio de NH; e NH. A figura 2.18 mostra os espectros de RMN de
B3¢ para os complexos 33 e 36.

Os espectros de RMN de '®°Pt foram obtidos para os complexos de
platina(lV) em DMSO-ds. Estes complexos contém na esfera de coordenacao dois
atomos de nitrogénio e quatro atomos de cloro e foram observados sinais na
regido de o -200 para derivados da 1,2-etanodiamina e na regido de § -70 para
derivados da 1,3-propanodiamina, o que esta de acordo com dados da
literatura'®. Os valores de deslocamento quimico para estes complexos estdo
representados na tabela 2.5 e a figura 2.19 mostra o espectro de RMN de Pt

para os complexos 33 e 36.

Tabela 2.5. Deslocamentos quimicos em RMN de **°* Pt dos complexos

de platina(lV) com cloretos em DMSO.

Complexo 5, RMN de **°Pt
31 - 268
32 - 270
33 - 269
34 - 270
35 - 269
36 _75
37 _74
38 .75
39 73
40 - 75
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2.4. CONCLUSAO

Os ligantes diaminados N-alquilados foram sintetizados através da reacdo do
respectivo alcool e cloreto de mesila, quando se obtem o mesilato de alquila.
Posteriormente, a reacdo do mesilato com a diamina em questdo resultou nos
compostos desejados. Foi realizada purificacdo através de extracdo liquido-
liquido e colunas de cromatografia. Os rendimentos variaram entre 36 e 55 %.
Os ligantes obtidos foram caracterizados por espectroscopia na regido do
infravermelho e ressonancia magnética nuclear de *H e *C.

Os complexos de platina(ll) foram sintetizados pela adicdo do ligante
diaminado ao sal de K,PtCl, com rendimentos entre 62 e 84 %. Os complexos de
platina(lV) com hidroxilas foram obtidos através da reacdo de oxidacdo do
precursor platina(ll) com peréxido de hidrogénio. Os rendimentos variaram entre
62 e 95 %. Os complexos de platina(lV) com cloretos foram obtidos a partir dos
complexos precursores através da reacdo de substituicdo das hidroxilas com
adicdo de acido cloridrico. Os rendimentos variaram entre 63 e 93 %. Os
resultados de caracterizacdo por espectroscopia na regido do infravermelho,
ressonancia magnética nuclear de *H, **C e **°Pt, além de microanélise de C, H e

N comprovam a obtencéo destes compostos.

107



CAPITULO 3

PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS CONTENDO OS
COMPLEXOS DE PLATINA

3.1. INTRODUCAO

A lipofilicidade de agentes antitumorais pode ser um fator determinante na
absorcédo celular e na distribuicdo celular e tecidual (habilidade de atravessar
membranas). Entretanto, a baixa solubilidade dos compostos em agua dificulta
sua administragcdo por via endovenosa, 0 que impede muitas vezes sua
aprovacdo dentre os anticancerigenos atualmente utilizados. Diante disso,
diversos grupos de pesquisa tém investigado o uso de lipossomas como
carreador de drogas anticancerigenas como a cisplatina e a adriamicina®. O uso
de lipossomas como carreadores de agentes antitumorais lipofilicos tem sido uma
estratégia bastante promissora para melhorar a acdo de drogas na quimioterapia
do cancer.

Os maiores beneficios dos carreadores de drogas sdo o aumento da
solubilidade, o longo tempo de exposi¢cdo, 0 direcionamento seletivo ao sitio de
acdo, o aumento do indice terapéutico e a diminuicdo da resisténcia de agentes
anticancerigenos. A farmacocinética desses carreadores depende das
caracteristicas fisico-quimicas como tamanho, carga superficial, lipidios
formadores de membrana, biopolimeros estabilizadores, dose e via de
administrac&o™*.

Neste intuito, mostramos a preparacdo de diversas formulagbes de
lipossomas incorporando os complexos lipofilicos de platina sintetizados no
decorrer deste trabalho e sua viabilidade que depende da estrutura molecular dos
complexos, principalmente pela variacdo do balanco hidrofilico/hidrofébico.

As caracteristicas estruturais dos complexos de platina unidas as
caracteristicas das formulacdes lipossomais escolhidas viabilizam sua preparacao

e utilizacdo em sistemas bioldgicos principalmente in vivo.
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3.2. PARTE EXPERIMENTAL

3.2.1. Reagentes e métodos instrumentais

DSPE-PEG-2000: 1,2- diestearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-
[metoxi(polietilenoglicol)-2000] (Avanti)

DSPC: 1,2-Diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (Avanti)

Argbnio (Alphagaz Arl)

Cloreto de sédio (Aldrich)

Colesterol (Aldrich)

Cloroformio (Merck)

DCP: dihexadecilfosfato (Sigma)

SPE-PEG-2000: Fosfatidiletanolamina[metoxi(polietilenoglicol)-2000]
(Lipoid)

e Liofilizacao
A liofilizacdo foi realizada em um aparelho Labconco, Freezone 4.5, no
Laboratorio de Biofisica e Sistemas Nanoestruturados (Lab-Nano) ICB/UFMG.

e Homogeneizacdo do tamanho dos lipossomas
A homogeneizacdo do tamanho dos lipossomas foi realizada em extrusora

Lipex Biomembrane Inc Canada, no Lab-Nano ICB/UFMG.

e Medidas de tamanho dos lipossomas
A espectroscopia de correlacdo de fétons foi realizada em equipamento

Zeta Sizer 3000Hs, Malvern instruments na Escola de Farméacia/UFMG.

e Determinacéo e Quantificagcédo de Platina
Espectrometro de Absorgdo Atdmica de Forno de Grafite Perkin Elmer
(B.3120080) Modelo Analyst 600 com forno THGA no Lab-Nano ICB/UFMG.
Espectrodmetro de Absorcédo Atdémica de chama Hitachi 8200 no DQ/UFMG.

109



3.2.2. Preparacgéo dos lipossomas contendo complexos de platina(ll) e
complexos de platina(IV) com hidroxilas

Para 4 mL de suspensao de lipossomas incorporando cada complexo foi
usado 102 mg de DSPC (32,3 mmol/L), 30 mg de CH (19,3 mmol/L), 21,2 mg de
DSPE-PEG-2000 (1,9 mmol/L) e a massa respectiva de cada complexo (6,5
mmol/L). Os componentes foram solubilizados em aproximadamente 4 mL de
cloroférmio. O solvente foi entdo evaporado em rotaevaporador com pérolas de
vidro, para obtencdo do filme lipidico. O filme lipidico passou por liofilizacdo
durante 24 h para garantir a eliminacdo do solvente. A hidratacdo do filme foi
subsequentemente realizada com 4 mL de solug¢do aquosa de NacCl (0,15 mol/L),
sob agitacdo mecénica em vortex e aquecimento a 55 °C (temperatura de
transicdo de fase do lipidio DSPC). Apés a hidratacdo, a solucdo lipossomal
apresentou aspecto leitoso. As etapas de preparacdo estdo ilustradas na figura
3.1.

3.2.3. Calibragdo do tamanho dos lipossomas e eliminagdo do

complexo n&o incorporado

A suspensdo de lipossomas foi submetida a filtracdes repetidas (pelo
menos 5 vezes), através de membranas de policarbonato com poros de diametro
de 200 nm para reduzir e homogeneizar o tamanho dos lipossomas a fim de obter
uma solugcdo coloidal monodispersa (figura 3.1). Esta etapa, chamada de
extrusao, foi realizada sob alta pressao de arg6nio (800 psi), a 60 °C, usando um

sistema de extrusao (Lipex Biomembrane Inc. Canada).
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Figura 3.1. Preparacéao e calibracdo da solucéo de lipossomas e

representacao da possivel forma de incorporacédo dos complexos.

3.2.4. Caracterizagdo das formulagdes de lipossomas contendo o0s
complexos de platina

3.2.4.1. Medida de distribuicdo de tamanho das vesiculas

Para medir o tamanho dos lipossomas, foi utilizado espectroscopia de
correlacdo de fotons, realizada a partir de uma dispersdo de 5 uL de solucéo
lipossomal em 1 mL de solucdo aquosa de NaCl (0,15 mol/L), sendo possivel
obter o diametro hidrodindmico das vesiculas.

A mesma técnica fornece informacdo sobre a homogeneidade da
distribuicdo de tamanho das vesiculas através do indice de poli-dispersdao. As

medidas foram feitas em triplicata e foi utilizada a média dos valores obtidos.
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3.2.4.2. Determinacgao da Taxa de Encapsulagéo e Estabilidade da

Formulacéao

Foram determinados dois parametros caracteristicos das formulagcbes dos
complexos em lipossomas: taxa de encapsulacao, que nos fornece a eficiéncia de
incorporacdo do complexo nos lipossomas e a porcentagem complexo liberado
em condi¢éo de didlise, que informa sobre a habilidade da formulacdo de reter o
complexo de platina encapsulado. A quantificacdo da concentracédo de platina na
formulacdo exige alguns procedimentos prévios como dialise, liofilizacdo e

abertura da amostra para a dosagem final por absor¢cédo atémica de chama.

e Didlise e Liofilizacao

A dialise nesta etapa nos permite avaliar a estabilidade da incorporacéo
dos complexos nos lipossomas, onde verificamos a possivel liberacdo dos
complexos em solucao salina fisioldgica.

A didlise foi realizada com aproximadamente 1 mL das amostras de
solucéo lipossomal. Estas solu¢des foram colocadas em membranas de celulose
(Spectra/Por® Biotech, MSCO:15000 Daltons), devidamente lacradas, imersas em
1 litro de solucdo aquosa de NaCl (0,15 mol/L), em recipientes distintos, por 48
horas, sob agitacdo mecéanica, a temperatura ambiente, com trés trocas desta
solugéo a cada 12 horas.

A liofilizac&o consiste em eliminar a agua da formulacédo de lipossomas por
sublimacdo sem afetar a composicdo quimica da formulacdo para posterior
quantificacdo de platina. A liofilizacao foi realizada de um dia para o outro apos
prévio congelamento (nitrogénio liquido) de amostras das solucdes lipossomais

dialisadas e nao dialisadas.
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e Aberturada Amostra e Dosagem de Platina

A abertura da amostra foi feita pela queima da matéria organica a 700° C
em mufla por 2 horas. Apés a queima, foi feita dissolucdo da platina em agua
régia a 60 °C. Para tal foi usado aproximadamente 40 mg de cada amostra
liofilizada.

A dosagem de platina foi feita por absorcdo atdbmica de chama em
colaboracdo com o Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas
Gerais onde foram preparadas solu¢cbes aquosas das amostras tratadas em baldo
volumétrico de 50 mL. A curva de calibracdo foi construida utilizando solugéo
padrdo de K;PtClg em diferentes concentracbes e as medidas foram feitas em

duplicata, tendo sido utilizada a média dos valores obtidos.

3.2.5. Determinacéo do Coeficiente de Particdo dos Complexos

Os coeficientes de particdo dos complexos de platina foram determinados
em duplicata em sistema n-octanol/agua. Cada complexo foi dissolvido em n-
octanol e a um volume igual de &gua com concentracao final de 1 x 10 mol/L. A
mistura foi agitada mecanicamente e mantida em repouso por 24 h para a
distribuicdo das duas fases do sistema. ApOs separacdo, amostras das 2 fases
foram diluidas entre 5 e 100 vezes dependendo do complexo, e entdo a
concentragcdo de platina foi determinada por Absor¢cdo Atdomica em Forno de
Grafite. Os resultados sdo expressos pelo coeficiente de particdo aparente (P),
com a concentracdo de platina na fase organica dividida pela concentracdo de

platina na fase aquosa.
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3.3.RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Preparacdo e selecdo das formulacbes de lipossomas

contendo os complexos.

Diferentes formulacdes lipidicas contendo os complexos de platina foram
investigadas com diferentes caracteristicas quanto a composicao lipidica, a fluidez
da membrana e a presenca de componentes poliméricos capazes de influenciar a
interacdo entre vesiculas e seu destino in vivo. Foram observadas a viabilidade do
processo de preparo e a estabilidade macroscépica da suspensao coloidal, com
finalidade de selecionar a formulacdo que apresentasse as caracteristicas mais
favoraveis. As diferentes formula¢cdes avaliadas estdo apresentadas na tabela 3.1.

O processo de preparo consistiu na etapa de hidratacdo do filme lipidico
seguida da etapa de extrusdo visando a calibracdo e uniformizagédo do tamanho
das particulas. Nesta ultima etapa também foi possivel eliminar o complexo ndo
incluso que apresenta insolubilidade em meio aquoso.

A formulacdo lipidica ideal dos complexos foi obtida usando os
componentes DSPC, CH, o complexo em questdo e DSPE-PEG-2000, na razao
(5:3:1:0,3). Essa composicdo lipidica resulta em membrana rigida (fosfolipideos
de temperatura de transicdo de fase superior a 55 °C) e em vesiculas
estabilizadas estericamente devido a presenca de polimeros de etilenoglicol na

superficie dos lipossomas (PEG-2000)"11%2,

O recobrimento da superficie dos
lipossomas com o PEG-2000 impede a fusdo das vesiculas e garante uma maior
estabilidade fisica da suspensao, além de permitir um tempo de vida prolongado
na circulacéo sanguinea’'%.

Com o método de preparo e a composicao lipidica escolhidos, obtem-se
uma suspensao de vesiculas multilamelares com diametro médio inferior a 200
nm, distribuicdo de tamanho homogénea, elevada estabilidade fisica e elevada
taxa de encapsulacédo do complexo, o0 que sera mostrado no item 3.3.3.

Este experimento foi realizado com os complexos de platina(ll) 16, 17, 18,

19 e os complexos de platina(lV) 26, 27, 28, 29.
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Tabela 3.1. Caracteristicas das diferentes formulac¢des lipidicas

investigadas.

Composicao lipidica

(razdo molar)

Caracteristica da

formulacéo

Viabilidade do

processo

Complexo/CH (7:3)

Complexo/CH/DCP
(5:3:2)

SPC/CH/Complexo
(3:5:1)

SPC/CH/Complexo/
SPE-PEG-2000
(5:3:1:0,3)
DSPC/CH/Complexo
(5:3:1:0,3)

DSPC/CH/Complexo/
DSPE-PEG-2000
(5:3:1:0,3)

Complexo (base da

formulacao)

Complexo (base da
formulacado) associado a

fosfolipideos carregados

Lipossomas fluidos

Lipossomas fluidos e

furtivos

Lipossomas rigidos

Lipossomas rigidos e

furtivos

Hidratag&o do filme
lipidico ineficiente

Hidratacdo do filme

lipidico ineficiente

Formacéao de agregados
impedindo o processo

de extrusao

Formacéao de agregados
impedindo o processo

de extrusao

Disperséo coloidal

instavel

Disperséao coloidal

estavel

3.3.2. Distribuicédo de tamanho das formulacfes de lipossomas

A distribuicdo do tamanho das vesiculas € um parametro importante na
caracterizacdo de uma formulacdo baseada em lipossomas, devido a sua grande
influéncia na biodistribuicdo do farmaco encapsulado. Lipossomas relativamente
grandes (diametro médio maior que 200 nm) sdo rapidamente reconhecidos e
capturados por macréfagos e retidos no figado e outros tecidos do sistema

monocitico fagocitario sendo desviados do percurso pretendido’’.
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A tabela 3.2. mostra os valores de diametro hidrodindmico médio das
vesiculas e do indice de polidispersdo determinados para as diferentes
formulacdes.

O indice de polidispersdo da suspensédo reflete a homogeneidade da
distribuicdo de tamanho das vesiculas, sendo que valores inferiores a 0,2
correspondem a uma populacdo monodispersa.

As suspensdes de lipossomas mostraram distribuicdo de tamanho bastante
homogénea com excecgédo das formulagbes dos complexos 17 e 27. Os diametros
hidrodindmicos meédios foram menores que 160 nm para 0s complexos de
platina(ll) e entre 179 e 248 nm para os complexos de platina(lV) com hidroxilas.
O tamanho dos lipossomas foi novamente aferido apos 30 dias da preparacéo da
formulacdo e nao foi observada variacao significativa, confirmando a estabilidade

da formulacdo em funcéo do tempo.

3.3.3. Determinacdo da Taxa de Incorporacdo e Estabilidade

da Formulacéao

A taxa de incorporacdo dos complexos de platina nos lipossomas foi obtida
através da determinacdo da concentracdo final de platina na suspensdo de
lipossomas, previamente desidratados por liofilizacdo e tratados com acido nitrico
concentrado para abertura da amostra e queima da matéria organica. A
determinacao da concentracdo de platina foi realizada por Absorgéo Atdmica por
chama e os resultados obtidos encontram-se na tabela 3.2. Os valores de taxa de
encapsulacao ficaram entre 18,5 e 86,3 % para os complexos de platina(ll) e 17,8
e 37,1 % para os complexos de platina(lV). Estes valores sdo comparaveis a
formulaces j& existentes de outras drogas na literatura™®.

Da quantidade inicial de complexo utilizada, uma parte ndo incorporada
nos lipossomas precipita e fica retida na membrana de policarbonato durante o
processo de extrusdo sendo assim eliminada. A diferenca de solubilidade dos
complexos provavelmente devido a diferenga de tamanho da cadeia carb6nica ou
no caso dos complexos de platina(lV), devido a presenca das hidroxilas, mudam

o balanco hidrofilico/hidrofébico e justificam a perda de material e a incorporacao
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incompleta durante o preparo da formulacédo. Considerando o carater anfifilico dos
compostos estudados € provavel que as moléculas do complexo incorporam-se
nas bicamadas lipidicas na interface entre a regido hidrofilica e a hidrofébica.
Observa-se um aumento da faixa de incorporagcdo com o aumento do tamanho da
cadeia hidrofébica (com excecdo do complexo 29).

O efeito do estado de oxidacdo da platina e do comprimento da cadeia
hidrofébica na taxa de incorporacdo pode ser explicado pela influéncia desses
pardmetros no balanco hidrofilico/hidrofobico dos complexos, portanto, o0s

complexos mais hidrofébicos apresentam taxas de incorporacdo mais elevadas.

Tabela 3.2. Dados de Caracterizagdo dos Lipossomas.

. Diametro indice de Taxa de Taxa de
Lipossoma- hidrodinami i %0 d retencao de
Complexo [ rpd_lnamlco N poli- relter_lgaoo e platina apés

medio (nm) ispersdo  platina (%) dialise* (%)

MLV - 16 157 0,084 18,5 7,1

MLV - 17 158 0,260 46,0 39,5

MLV — 18 159 0,045 82,4 71,0

MLV - 19 157 0,047 86,3 72,0

MLV - 26 179 0,123 21,3

MLV - 27 233 0,265 29,3

MLV — 28 248 0,090 37,1

MLV — 29 195 0,092 17,8

* 48 h a temperatura ambiente contra NaCl 0,15 mol/L (troca a cada 12h).

A correlacdo entre a taxa de incorporagdo e o0 balanco
hidrofilico/hidrofobico dos complexos é discutida no item 3.3.4. através da
determinacao do coeficiente de particao.

A estabilidade da formulacdo foi investigada através da diadlise da
suspensao lipossomal em solugdo NaCl 0,9% v/v (concentragdo fisiologica) por 48
horas a temperatura ambiente, com trocas da solugéo externa a cada 12 horas e

observamos a possivel liberagcdo do complexo pelos lipossomas. Dessa forma, foi
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determinada a concentracdo de platina por Absorcdo Atdbmica de chama nas
amostras dialisadas. Os resultados, apresentados na tabela 3.2, sdo bastante
favoraveis, com elevadas taxas de retencdo (maior que 30%). Pode-se observar
um aumento da taxa de retencdo com o aumento do tamanho da cadeia
hidrofobica. A explicagcdo mais provavel para este resultado é que complexos de
cadeia mais longa apresentam uma menor solubilidade na fase aquosa e maior

particdo na membrana dos lipossomas.

3.3.4. Coeficiente de Particdo dos complexos

O coeficiente de particdo entre dgua e octanol [P] € frequentemente
usado para determinar o balanco hidrofilico/hidrofébico de farmacos. Compostos
hidrofébicos possuem alto valor de [P] enquanto compostos hidrofilicos possuem
baixo valor de [P]. NG6s podemos observar pelos valores mostrados (figura 3.2 e
tabela 3.3) que os complexos de platina possuem diferentes valores de [P] que
aumentam com o aumento da cadeia carbdnica o que lhes confere maior carater

hidrofébico.
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Figura 3.2. Balanco hidrofilico/hidrofébico dos complexos de platina.
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Tabela 3.3. Coeficientes de Particdo [P] agua/octanol

Cadeia Complexos Complexos
. Complexos
carbbnica de de
de [P] . [P] . [P]
(n°de ) platina(lV) platina(lV)
platina(ll)
carbonos) com OH com ClI
8 11 2,53 21 1,44 31 11,79
10 12 20,40 22 12,47 32 20,04
12 13 34,97 23 2,14 33 57,72
14 14 36,69 24 16,38 34 49,56
16 15 35,83 25 65,50 35 49,50
8 16 2,21 26 10,83 36 4,92
10 17 20,05 27 34,72 37 20,57
12 18 33,70 28 70,44 38 12,03
14 19 46,42 29 58,02 39 12,49
16 20 93,35 30 78,17 40 47,67

O coeficiente de particdo explica a diferenca nas taxas de incorporagéo
dos complexos de platina(ll) nas formulacfes de lipossomas. Os compostos mais
hidrofébicos tiveram maior taxa de incorporacdo e esta tendéncia pode ser
visualizada na figura 3.3. Essa caracteristica sugere que 0s compostos estejam
alocados nas membranas formadoras dos lipossomas, regido de maior filia por
compostos hidrofobicos, favorecida pela presenca de membranas multilamelares
do tipo de formulacdo escolhida. Para os complexos de platina(lV), apesar do
carater hidrofobico, a taxa de incorporagdo ndo acompanha esta caracteristica e
isto pode ser devido a presenca de duas hidroxilas na esfera de coordenacédo de
platina que altera a carga e consequentemente o tamanho da regido polar do

complexo alterando a estabilidade da membrana e impedindo sua incorporacao.
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Figura 3.3. Relacéo entre a taxa de incorporacao dos complexos em

lipossomas e o seu coeficiente de particao [P].
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3.4. CONCLUSAO

Diferentes formulagbes de lipossomas incorporando os complexos de
platina, que sdo alvo deste estudo, foram preparadas e foi determinada a
formulacdo que apresentou caracteristicas de tamanho, encapsulacao e retencao
mais favoraveis. O modelo de lipossomas furtivos garante uma maior estabilidade
fisica da formulacdo e permite esperar uma permanéncia mais prolongada na
circulacdo sanguinea e um maior direcionamento para 0s sitios tumorais.

Demonstramos que o tamanho da cadeia hidrofébica e o estado de
oxidacdo da platina influenciam no balanc¢o hidrofilico/hidrofébico do complexo e
sugerimos que este Ultimo parametro determina as taxas de encapsulacdo e de

retencdo dos complexos nos lipossomas.
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CAPITULO 4

AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DE COMPLEXOS DE
PLATINA(Il) E PLATINA(IV) E DE SUAS FORMULACOES EM
LIPOSSOMAS

4.1. INTRODUCAO

Os compostos de platina atualmente utilizados no tratamento do cancer
atuam de forma citotéxica, tendo como mecanismo de agao principal a ligagéo
as bases do DNA com consequente dano irreversivel a célula. A avaliacao da
atividade citotoxica de novos complexos de platina € o primeiro passo na
investigagdo de sua agdo antitumoral®.

As culturas de células sdao empregadas como sistemas modelo em
testes de citoxicidade, além de serem usadas em virologia, produgdo de
vacinas, proteinas e horménios, na engenharia genética e, principalmente, na
investigagdo e desenvolvimento de novos farmacos'®.

A citotoxicidade pode ser avaliada aplicando-se varias metodologias
como, por exemplo, a citometria de fluxo que utiliza um aparelho de deteccéo
Optico-eletronico que, dentre varias aplicagdes, realiza a contagem de células
viaveis'®. Outras técnicas utilizadas sdo as colorimétricas e fluorimétricas que
podem ser exemplificadas pela dosagem da lactase desidrogenase (LDH), que
€ baseada na integridade da membrana; o alamar blue (AB), que ¢é
metabolizado na mitocéndria das células produzindo um composto
fluorescente; o CFDA-AM que também tem principios fluorimétricos, baseado
na integridade da membrana celular; e principalmente técnicas colorimétricas
que usam sais de tetrazolio como o MTT, XTT e WST'%.

A técnica do MTT é um ensaio colorimétrico amplamente utilizado para
avaliagao de citotoxicidade. A reducao do sal de tetrazélio, brometo de 3-(4,5-
Dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT), inicialmente amarelo, pela
enzima succinato desidrogenase mitocondrial gera o produto de cor violeta

chamado Formazan, figura 4.1. Uma vez que a redugdo somente ocorre em
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células viaveis, a quantidade de formazan formado € diretamente proporcional

a quantidade de células vivas '7’.

) v// S N=N7//S

Figura 4.1. Reduc¢éo do MTT ao composto Formazan.
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4.2 PARTE EXPERIMENTAL

4.2.1. Reagentes e métodos instrumentais

MTT: Brometo de 3-(4,5-Dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2H-tetrazdlio
Ampicilina (Sal de sodio — Sigma)

Anfotericina B (Cristalia)

EDTA (Reagen Quimibras)

Dimetilsulfoxido (Vetec)

ATV (Associagao Tripsina 0,2 % Versene EDTA 0,02 %)

FBS — Soro Fetal Bovino (Cultilab)

HEPES acido 4-(2-hidroxietil)-1-(piperazinetanosulfénico) (Aldrich)
PBS — Tampao fosfato-salina: NaCl 0,14 mol/L; KCI 2,7 mmol/L;
Na;HPO4 8 mmol/L e KH,PO4 2 mmol/L

RPMI 1640 (Aldrich)

Sulfato de Streptomicina (Sigma)

e Esterilizacdo do material
O material plastico e as solugdes utilizadas nos experimentos com
células foram previamente esterilizados em auto-clave vertical Phoenix AV50

120 °C por 30 minutos no Laboratério de Substancias Antitumorais ICB/UFMG.

e Quantificacdo das células
Para quantificacdo das células nos experimentos in vivo com MTT foi
utilizado um espectrofotdbmetro na regido do Visivel Stat Fax 2100 préprio para
microplacas com l|lampadas de 492 nm e filtro diferencial de 630 nm no
Laboratério de Substancias Antitumorais ICB/UFMG.

e Manipulagéo das culturas de célula
As culturas de célula foram manipuladas em ambiente estéril, em Capela
Fluxo Laminar Veco com lampada germicida de radiagdo ultra-violeta no
Laboratério de Substancias Antitumorais ICB/UFMG.
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e Manutencao das culturas de célula
Durante os experimentos as culturas de células foram mantidas em
Estufa Sanyo Incu Safe com suplementagédo de 5 % de CO, a 37 °C no
Laboratério de Substancias Antitumorais ICB/UFMG.

e Observacao das células
Para observacdo e contagem de células das culturas utilizadas nos
experimentos in vitro e in vivo, foram utilizados microscopios Olympus CK2 e
Nikon-YS2 no Laboratério de Substancias Antitumorais ICB/UFMG.

4.2.2. Linhagens Celulares

Neste trabalho foram utilizadas linhagens de células ndo tumorais e de
células tumorais, sendo B16-F1, célula de melanoma murino ndo-metastatico,
B16-F10, célula de melanoma murino metastatico e MDA-MB-231
adenocarcinoma de mama humano, cedidas por Ludwing Institute for Cancer
Research — Sdo Paulo. Ainda foram utilizadas a linhagem A549, carcinoma de
pulmao humano, obtida do Banco de Células da Universidade Federal do Rio
de Janeiro e as linhagens de células n&do tumorais, BHK-21, célula normal de
rim de hamister e CHO, célula normal de ovario murino cedidas pelo Centro
Pan-americano de Febre Aftosa — Rio de Janeiro.

As diferentes linhagens celulares utilizadas foram devidamente
propagadas em meio de cultura RPMI 1640, pH 7,4, suplementado com soro
fetal bovino (FBS-Fetal Bovine Serum) 10% v/v, Hepes (4,0 mmol/L), NaHCO3
(14,0 mmol/L), ampicilina (0,27 mmol/L) e estreptomicina (0,06 mmol/L) em
garrafas de 25 mL, na temperatura de 37 °C em estufa com atmosfera umida e
contendo 5 % (v/v) de didéxido de carbono.

As células foram recolhidas da garrafa apds serem lavadas com tampéao
PBS/EDTA pH 7,4 e desprendidas da superficie da garrafa de cultivo com
solugdo de tripsina 0,02 % (v/v). A tripsina foi inativada com adi¢céo de 1,5 mL
de meio de cultura (10% FBS).

125



4.2.3. Preparo das solucbes de complexos de platina e de

lipossomas contendo os complexos.

As solucdes estoque (102 mol/L) dos 30 complexos de platina(ll) e
platina(lV) testados foram preparadas a cada experimento usando DMSO como
solvente. Estas solugdes foram adequadamente diluidas em meio de cultura,
suplementado conforme descrito no item 4.2.2., para as concentracdes 10,
10, 10® e 10”7 mol/L evitando-se exceder 1 % de DMSO na solugdo de maior
concentracdo testada (10 mol/L).

Para as formulagdes de lipossomas, estes foram diretamente diluidos,
da mesma maneira como descrito acima, para as concentragdes 10, 10°, 10
e 107 mol/L do complexo. Os padrdes de comparagdo utilizados foram
cisplatina e carboplatina nas mesmas concentracbes e condi¢des

experimentais.

4.2.4. Clsp dos complexos de platina em linhagens de células

tumorais e ndo tumorais, determinada pelo método MTT

Para a determinagdo da concentragao inibitéria de 50 % da viabilidade
celular (Clsp), as células foram distribuidas em meio de cultura em densidades
que variaram conforme a linhagem celular entre 0,5 x 10® e 2 x 10°
células/pogo/100 uL numa placa com 96 pocos e foram devidamente incubadas
a 37 °C em atmosfera umedecida e 5 % CO; por 48 horas para ideal aderéncia.

Nos pogos da placa contendo as células ja aderidas, foram distribuidos
100 pL de concentragdes decrescentes da substancia a ser testada, em
sextuplicatas. Para controle negativo, 100 yL de meio de cultura suplementado
com 10% de FBS, foram adicionados a doze pogos da placa. As células foram
expostas aos compostos por 120 h sendo realizada uma troca do meio de
cultura apds as primeiras 48 h, contendo 10 % v/v de FBS e os compostos
testados nas devidas concentragoes.

ApoOs a exposigao das células ao composto de investigagao, as ceélulas
foram incubadas com MTT (5ug/10uL/pogo) durante 4 h. A seguir, todo o

liquido sobrenadante foi removido por aspiracédo e foram adicionados 100 pL de
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DMSO/pocgo, sendo a viabilidade celular (proporcional a concentragao dos sais
de formazan) determinada pela medida de absorvancia a 492 nm num
espectrofotdbmetro de microplacas.

A concentracéo inibitéria de 50 % da viabilidade celular (Clsp) para os 30
complexos de platina(ll) e platina(lV) aqui descritos foi determinada nas seis
linhagens celulares distintas. Os dados obtidos foram normalizados
considerando-se a viabilidade celular do controle negativo como 100%. As Clsg
foram calculadas usando regressao linear sobre os valores de concentragao
em escala logaritmica versus a porcentagem de viabilidade celular em cada

concentracao. Para tal foi utilizado o programa Sigma Plot 10.0.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A representagdo grafica da determinagdo da Clsp estd mostrada na
figura 4.2., onde podemos observar a diminuicdo da viabilidade celular com o

aumento da concentragédo do composto 15, por exemplo, e a regressao linear.

100 -

@ Complexo 15
—— Regresséao Linear

80 @

60

Viabilidade (%)

40 -

20

1e-7 1e-6 1e-5 1e-4

Concentragao (mol/L)

Figura 4.2. Perfil citotéxico representativo dos complexos de platina(ll).
Viabilidade celular (%) versus as concentragdes (mol/L) do complexo em
escala logaritmica. Este grafico se refere a determinacdo da Clso do complexo
15 sobre a linhagem B16-F10.

Na tabela 4.1 estdo apresentados os valores de Clsp dos compostos de
platina(ll) determinados sobre as diferentes linhagens celulares. Podemos
observar que os compostos 13, 14 e 15 apresentam maior ou igual
citotoxicidade (3,1 a 4,2 umol/L) que a cisplatina (4,2 umol/L) contra células de
melanoma metastatico (B16-F10). Em outras linhagens estes compostos n&o

apresentaram maior citotoxicidade do que a cisplatina.
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Em relagao a atividade citotdxica da carboplatina podemos observar que
os complexos 13, 15, 18, 19 e 20 apresentam maior citotoxicidade contra
células B16-F1, melanoma ndo metastatico (4,1 a 5,5 umol/L), que a
carboplatina (6,3 umol/L). Todos os compostos desta série sdo até 4 vezes
mais toxicos (4,6 a 16,6 umol/L) que a carboplatina (20,1 umol/L) em células
tumorais de pulm&o (A549). Quanto a linhagem celular de tumor de mama
(MDA-MB-231) apenas os compostos 15 (7,2 umol/L) e 18 (4,2 umol/L),
apresentaram citotoxicidade maior que a carboplatina (8,3 umol/L). E
importante observar que o complexo 18 foi mais citotoxico nas 4 linhagens

tumorais testadas.

Tabela 4.1. Clso* (umol/L) dos Complexos de Platina(ll).

Células
Complexos Celulas Tumorals N&o tumorais
B16-F1 B16-F1I0 MDA A549 | BHK-21  CHO
11 25,1 6,3 28,8 10,9* 12,6 25,1
12 9,6 6,3 38,0 16,6" 19,1¢ 9,6
13 5,5 42" 16,6 5,5 10,9% 2,6
14 12,6 3,6 28,8 12,6 5,5 2,4
15 4,8" 3,1 7,2% 14,5 3,14 2,4
16 7,2 19,1 20,8 10,9* 42" 1,8%
17 16,5 15,8 16,5 16,5" 12,5 9,5%
18 4,1° 6,3" 42" 15,8% 7,6 6,3
19 5,1% 8,3 8,5 4,6" 5,5 5,2
20 5,4% 15,1 20,9 8,7% 16,2" 10,9
Cis-Pt 3,5 4,2 1,4 2,7 3,6 5,5
Carbo-Pt 6,3 6,3 8,3 20,1 50,6 9,8

* Todos os valores de Clsq estdo representados como média (SD<10% do valor da média)
“Clso menor ou igual a carboplatina
#Clso menor ou igual a cisplatina
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Todos os compostos desta série, exceto o composto 15, sdo menos
téxicos que a cisplatina (3,6 umol/L) em células ndo tumorais de rim (BHK-21),
porém, todos sdo mais toxicos que a carboplatina (50,6 umol/L). Em células
ndo tumorais de ovario (CHO) 50 % dos compostos foram menos toxicos (6,3 a
25,1 umol/L) que a cisplatina (5,5 umol/L).

A influéncia do tamanho da cadeia carbdnica pode ser notada em
algumas linhagens como, por exemplo, em se tratando dos complexos 11, 12 e
13, o aumento da cadeia aumenta a atividade citotoxica contra B16-F1 e CHO.
Para os complexos 16, 17 e 18, esta influéncia é observada em células B16-
F10 e MDA. Esta caracteristica ndo é observada em todas as linhagens e nem
ao longo de toda série. Em um trabalho em colaboragao, os complexos 16, 17,
18 e 19 foram estudados quanto a influencia do comprimento da cadeia
carbdnica na entrada na célula'®. Foi possivel observar que o aumento da
cadeia carbbnica lateral favorece a absor¢cdo do composto pela célula e
aumenta a sua citotoxicidade na linhagem GLC4 (cancer de pulméo) e K562
(leucemia mielogénica). Esta tendéncia deixou de ser observada para os
complexos com ligantes de cadeias carbdnicas maior, provavelmente porque a
grande massa molecular pode interferir estericamente na habilidade de
absorgao celular do composto.

Diversos complexos de platina estdo descritos na literatura
apresentando atividade citotdéxica bastante variada, mas poucos apresentam
maior atividade que a cisplatina e, muitos deles sdo melhores do que a
carboplatina. Para ilustrar essa colocagao, podemos citar os compostos com
carboxilatos de formula geral [PtA2(OCOCH20R);] (A2 = duas monoaminas ou

199 & compostos lipofilicos''® derivados de

uma diamina, R = grupo alquila)
salicilato que foram estudados contra células A549.

Um composto bastante similar aos descritos aqui, que possui uma
cadeia lateral longa ligada ao carbono da diamina, foi investigado em células
de rim (E39), pulmdo (NSCLC-N6), e melanoma (M96) e apresentou maior
citotoxicidade nas células de melanoma e também se mostrou mais citotdxico
quando comparado a compostos analogos com duas cadeias alifaticas

laterais™"".
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Para os complexos de platina(lV) com hidroxilas, de acordo com os

resultados de Clsp apresentados na tabela 4.2, podemos observar maior

citotoxicidade dos compostos 21, 27 e 29 (2,4 a 4,2 umol/L) em relagao a

cisplatina (4,2 umol/L) contra células de melanoma metastatico (B16-F10) e

para o composto 26 contra células de melanoma, tanto metastatico (2,9 umol/L)

quanto ndo metastatico (2,8 umol/L) (B16-F1).

Tabela 4.2. Clsp* (umol/L) dos Complexos de Platina(IV) com Hidroxilas.

Células Tumorais

Células

Complexos N&o tumorais

B16-F1 B16-F10 MDA A549 | BHK-21  CHO

21 8,51 2,4%% 16,6 12,0% 15,8% 12,6

22 10,7 5,3% 14,5 11,5% 13,8% 9,6%
23 13,2 6,3 14,8 12,6% 20,4" 7,6%

24 6,3" 6,3 19,1 28,8 28,8% 14,5

25 7.6 4,2% 21,9 16,6" 25,1% 12,6

26 2,8 2,9% 3,9 3,2¢ 4,2" 2,8

27 3,6 3,9 4,5" 3,6% 2,44 2,8

28 15,5 7,2 9,6 5,5 1,4“ 2,8

29 8,5 4,2 9,6 7,2% 6,3" 2,4

30 7,2 6,3 14,5 16,6" 19,5% 8,7
Cis-Pt 3,5 4,2 1,4 2,7 3,6 5,5
Carbo-Pt 6,3 6,3 8,3 20,1 50,6 9,8

* Todos os valores de Cls, estdo representados como média (SD<10% do valor da média)

“Clsp menor ou igual a carboplatina

#CI50 menor ou igual a cisplatina
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Em relagcdo a carboplatina, praticamente todos o0s compostos
apresentaram maior citotoxicidade em linhagem celular B16-F10 (<6,3 umol/L)
e linhagem celular A549 (<20,1 umol/L). Apenas os compostos 26 (3,9 umol/L)
e 27 (4,5 umol/L) apresentaram melhor citotoxicidade contra linhagem celular
de céancer de mama (MDA-MB-231) do que a carboplatina (8,3 umol/L).

Apesar da maior citotoxicidade de alguns complexos nas linhagens
celulares de tumor testadas, os mesmos também apresentaram maior
citotoxicidade as células ndo tumorais de ovario, porém, apenas 0s compostos
27 e 28 foram mais toxicos que a cisplatina em células ndo tumorais de rim.

Alguns complexos de platina(lV), citados na literatura, foram submetidos
a testes citotéxicos em células A549 e MDA-MB-231 e mostraram atividade
melhor que a cisplatina e a carboplatina e outros ndo foram ativos contra este
tipo de linhagem celular''?.

E importante ressaltar que os valores de referéncia para cisplatina e
carboplatina, determinados neste trabalho, diferem dos encontrados em alguns
trabalhos na literatura devido a diferengas metodoldgicas de avaliacdo da
citotoxicidade, o que é bastante usual. Por exemplo, no trabalho de Kwon''?
foram encontrados os valores de Clsy para a cisplatina (A549 = 4,6 umol/L;
MDA = 13,9 umol/L) e para a carboplatina (A549 = 40,8 umol/L; MDA = 68,3
umol/L), diferentes também do valor encontrado por Marzano'™ para a
cisplatina (A549 = 34,3 umol/L).
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Os resultados de Clsg para os complexos de platina(lV) com cloretos

estdo apresentados na tabela 4.3, onde observamos que os compostos 33 (4,2

umol/L) e 34 (3,3 umol/L) tém citotoxicidade igual ou maior que a cisplatina (4,2

umol/L) em linhagem celular de melanoma metastatico (B16-F10) enquanto os

compostos 38, 39 e 40 (1,7 a 2,8 umol/L) sdo mais citotdxicos que a cisplatina

(3,5 umol/L) em células de melanoma ndo mestastatico (B16-F1).

Tabela 4.3. Clsp* (umol/L) dos Complexos de Platina(IV) com cloretos.

Células Tumorais

Células

Complexos N&o tumorais
B16-F1 B16-F10 MDA A549 | BHK-21  CHO

31 4,8" 9,6 12,6 12,6% 16,6" 10,9

32 6,3 9,6 11,0 5,5 11,0% 5,9

33 8,3 4,24 13,2 9,6% 11,0 18,6

34 7,2 3,3% 21,9 9,8% 14,5 19,1

35 12,6 8,3 16,6 14,8 11,0% 5,5

36 47" 4,5% 12,6 9,8 6,3 3,9

37 3,6 12,6 21,9 12,2% 6,3" 3,3

38 2,8 6,3" 27,5 14,4% 8,3% 4,8

39 1,7 8,3 20,9 10,9 19,1¢ 10,5

40 2,8% 6,0 14,5 19,1% 25,1 8,3
Cis-Pt 3,5 4,2 1,4 2,7 3,6 5,5
Carbo-Pt 6,3 6,3 8,3 20,1 50,6 9,8

* Todos os valores de Cls, estdo representados como média (SD<10% do valor da média)

“Clsp menor ou igual a carboplatina

#CI50 menor ou igual a cisplatina
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Em comparagdo a carboplatina (20,1 umol/L), todos os compostos
sintetizados desta série sdo mais citotoxicos (5,5 a 19,1 umol/L) em linhagem
tumoral de pulm&o (A549), mas n&do foram mais citotoxicos em células de
cancer de mama (MDA-MB-231). Os compostos 36, 38 e 40 (4,5 a 6,3 umol/L)
apresentaram toxicidade maior ou igual comparada a carboplatina (6,3 umol/L)
em células de melanoma metastatico.

Todos os compostos desta série foram menos toxicos que a cisplatina
em células nao tumorais de rim (BHK-21), mas a carboplatina ainda apresenta
menor citotoxicidade em células renais. Quanto as células ndo tumorais de
ovario (CHO) os compostos 36, 37 e 38 foram mais toxicos que a cisplatina
(5,5 umol/L) e os compostos 31, 33, 34 e 39 (10,5 a 19,1 umol/L) tiveram
menor citotoxicidade que cisplatina e que a carboplatina (9,8 umol/L).

De forma geral, podemos notar que os complexos de platina(ll) e
platina(lV) aqui investigados se mostraram mais ativos em linhagens celulares
de melanoma do que em células de cancer de mama e pulmdo. Esta
observacédo é bastante interessante do ponto de vista da grande dificuldade em
conseguir um tratamento quimioterapico eficiente para este tipo de tumor que,
hoje em dia, é contornado por intervengao cirurgica como primeira escolha
terapéutica’®. Além disso, estes complexos foram menos citotoxicos em
células n&o tumorais de rim, sugerindo que possa haver in vivo uma possivel
diminuicdo da nefrotoxicidade que € apresentada de forma severa pela

cisplatina™".
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Os resultados de Clsp para os complexos 17, 18 e 19 livres e
incorporados em lipossomas (MLV-17, MLV-18 e MLV-19) estdo apresentados
na tabela 4.4. A formulagcdo de MLV-17 apresentou maior citotoxicidade em
relacdo ao composto 17, mas ndo foi maior que o mostrado pela cisplatina,
além disso, teve citotoxicidade comparavel a carboplatina sobre a linhagem de
melanoma metastatico. A formulacdo MLV-18 apresenta maior citotoxicidade
contra células de melanoma metastatico (B16-F10) e ndo metastatico (B16-F1)
comparada a cisplatina e foi menos tdxica que esta em células ndo tumorais de
rim. A formulagdo de MLV-19 teve sua citotoxicidade diminuida e nao teve
resultados melhores que a cisplatina ou carboplatina em nenhuma das

linhagens tumorais testadas.

Tabela 4.4. Clsp* (umol/L) dos Lipossomas MLV contendo complexos de

Platina(ll)
Células

Formulacdes Células Tumorais N&o tumorais
B16-F1 B16-F10 MDA A549 | BHK-21  CHO

17 16,5 15,8 16,5 16,5" 12,5 9,5
MLV-17 14,4 6,3% 25,1 14,4% 22,9 3,6%
18 41" 6,3" 42" 15,8% 7,6 6,3"
MLV-18 2,7 4,24 3,9% 42" 7,2% 3,9%
19 5,1% 8,3 8,5 4,6" 5,5 5,2
MLV-19 14,5 9,8 15,9 19,1% 19,0 6,2
Cis-Pt 3,5 4,2 1,4 2,7 3,6 5,5
Carbo-Pt 6,3 6,3 8,3 20,1 50,6 9,8

* Todos os valores de Clsy estéo representados como média(SD<10% do valor da média)
“Clso menor ou igual a carboplatina

#CI50 menor ou igual a cisplatina
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A formulagdo MLV-18 promoveu maior citotoxicidade comparada ao
composto 18 nas quatro linhagens tumorais testadas, ressaltando uma
diferenga maior em células de cancer de pulméao (A549). Mesmo promovendo
aumento da citotoxicidade em células tumorais, a formulagdo de lipossomas
MLV-18 ndo aumentou a toxicidade em células renais ndo tumorais.

Os lipossomas tém mostrado melhora na atividade citotoxica de
complexos de platina lipofilicos especialmente contra células A2780 (carcinoma
de colon). Este aumento da atividade citotdxica varia entre 2 a 4 vezes em
comparagdo ao composto livre, atingindo a eficacia da cisplatina’®'"®. Outras
formulagcbes de lipossomas contendo cisplatina mostraram aumento da
atividade citotoxica em células As31 sem aumentar a toxicidade a células n&o
tumorais de rim (BHK-21)""°. Este perfil de atividade corresponde ao observado
em nossos resultados, onde o complexo 18 tem sua atividade citotoxica
aumentada pela formulagdo MLV-18 atingindo niveis comparaveis aos da

cisplatina.
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4.4, CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos podemos concluir, de modo geral, que os
compostos testados apresentam maior atividade citotoxica contra células de
melanoma metastatico em comparacdo com as demais linhagens e menor
atividade citotoxica em células ndo tumorais de rim, sugerindo que possam ter
uma menor nefrotoxicidade, quando comparados a cisplatina. Quando
comparados a carboplatina, os compostos aqui investigados se mostraram
mais ativos em células de cancer de pulmdo humano, além das linhagens de
melanoma. Os complexos quando inclusos em lipossomas mostraram atividade
citotdéxica pouco maior, sem aumentar sua toxicidade em células ndo tumorais
de rim. Observou-se em alguns casos que esta citotoxicidade sofreu influéncia
relacionada ao tamanho da cadeia carbdnica dos ligantes devido ao aumento
da lipofilicidade que favorece a interagdo destes com a membrana celular e

facilita a entrada na célula.
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CAPITULO 5

ATIVIDADE ANTITUMORAL E FARMACOCINETICA DO COMPLEXO 18 E DE
SUA FORMULACAO EM LIPOSSOMAS (MLV-18)

5.1. INTRODUCAO

Este capitulo trata da atividade antitumoral do complexo 18 e sua
formulacdo em lipossomas (MLV-18) em camundongos com melanoma nao
metastatico induzido. O complexo 18 foi escolhido porque reune caracteristicas
favoraveis, como bom rendimento na sintese de obtencéo (capitulo 2) e boa taxa
de incorporacdo em lipossomas multilamelares furtivos (capitulo 3). Este
composto apresentou, também, maior citotoxicidade em comparagédo a
carboplatina nas quatro linhagens tumorais testadas, inclusive quando
incorporado em lipossomas (MLV-18) (capitulo 4). O modelo de tumor escolhido
utiliza camundongos C57BL/6 e linhagem celular B16-F1, é descrito na literatura
e comumente utilizado na investigagao da atividade antitumoral e farmacocinética
de diversos compostos potenciais para a quimioterapia do cancer®'%3114,

A investigacdo da atividade antitumoral envolve varios estudos, dentre os
quais destacamos os principais. (1) A determinacado da dose letal minima, através
da administracdo de dose unica em diferentes concentragées, onde se observa
inclusive o comportamento sintomatico apés a administragdo do composto em

investigacao'"®

. (2) O estudo da inibicdo do crescimento do tumor através da
medida comparativa da massa tumoral de animais tratados e n&o tratados e
também em referéncia a animais tratados pelo farmaco atualmente utilizado em
clinica. (3) A avaliagdo da perda ou ganho de massa corporal dos animais, que
receberam ou ndo o tratamento, devido a administracdo dos compostos e
formulagdes em estudo como forma de avaliar além da atividade antitumoral, a

sua toxicidade'’

. (4) Estudos farmacocinéticos através da determinacdo da
concentragdo de platina no plasma e tecidos de camundongos, em diferentes
tempos apds administracdo das formulagbes, para avaliacdo da absorcgao,

eliminagao e biodisponibilidade, além de sua implicagao na atividade antitumoral.
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5.2. PARTE EXPERIMENTAL

5.2.1. Reagentes e métodos instrumentais

Heparina sédica 5.000 U.I. (Roche)

PBS — Tampao fosfato-salina: NaCl 0,14 mol/L; KCI 2,7 mmol/L; 8 mmol/L
Naz;HPO4 e 2 mmol/L KH;PO4

Cloridrato de xilazina (Colier S.A.)

Cloridrato de quetamina (Vetbrands)

Dimetilsulfoxido (Vetec)

Oleo de ricino (Farmax)

Cloreto de sodio (Aldrich)

e Separacao do plasma
Para a separacao do plasma nos experimentos de biodistribuicao, foi
utiizada centrifuga Jouan MR23i no Laboratério de Biofisica e Sistemas

Nanoestruturados ICB/UFMG.

e Esterilizagcdo do material
O material plastico, bem como as solugdes e instrumentos cirurgicos
utilizados nos experimentos in vitro e in vivo foram previamente esterilizados em
auto-clave vertical Phoenix AV50 120 °C por 30 minutos no Laboratério de
Substéncias Antitumorais ICB/UFMG.
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5.2.2. Animais de Experimentacéo e Solug¢des Utilizadas

Nos experimentos in vivo foram utilizados camundongos machos C57BL/6
adquiridos do CEBIO/UFMG, com idade entre 6 e 8 semanas, que foram
previamente adaptados ao ambiente por 7 dias e mantidos em ciclo claro/escuro
de 12 h com alimentagao de sdlidos e liquidos a vontade por todo o experimento.

As solugdes do complexo 18 foram utilizadas em 6leo de ricino e 2% v/v de
DMSO como diluente. A formulacdo de lipossomas MLV-18 e as solugdes de
cisplatina foram preparadas com solugao de NaCl (0,15 mol/L) como diluente.

Quando houve a necessidade de anestesia, 0os animais receberam xilazina
(15 mg/Kg) e quetamina (40 mg/Kg) por via intramuscular (i.m.)
(aproximadamente 20 pL).

Os experimentos in vivo estdo de acordo com os Principios Eticos da
Experimentacdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimentacdo
Animal (CETEA/UFMG) sob os protocolos n° 103/2007 e n° 236/2008.

5.2.3. Toxicidade Aguda

A toxicidade aguda foi analisada e comparada entre o complexo 18 e o
complexo 18 incorporado em lipossomas (MLV-18). Os animais utilizados foram
distribuidos em oito grupos (n = 40; 5/grupo), sendo dois grupos controle que
receberam 6leo de ricino 2% DMSO v/v (veiculo utilizado na administragao do
complexo) ou solugdo NaCl 0,15 mol/L (veiculo utilizado na formulagdo MLV-18) e
outros seis grupos que receberam doses de 10, 25 e 50 mg/Kg de animal das
duas formulagdes. Estes animais foram mantidos em jejum por 4 h apds a
administragao por via intraperitoneal (i.p.) e observados durante as primeiras 8 h e
em intervalos de 12 h até 14 dias. O comportamento sintomatico que consiste na
alteracdo da locomocéo, frequéncia respiratoria, piloerecéo, diarréia, convulsdes,
hiperexcitabilidade, contor¢des abdominais, dentre outros eventos, foi observado,
aléem da variagdo de massa corporal e a dose letal, comparados ao grupo

controle.
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5.2.4. Atividade Antitumoral - Variagdo da Massa Corporal e Tumoral

As células de melanoma nao metastatico (B16-F1) utilizadas para inéculo
nos animais foram previamente cultivadas como descrito no item 4.2.2. Os
animais (n = 50) foram anestesiados e receberam o in6culo das células B16-F1, e
inoculadas por via subcutdanea (s.c.) na porcdo direita do flanco dos
camundongos, na densidade de 1 x 10° células/100 uL de meio de cultura. O
complexo 18 foi administrado i.p. nas doses de 1, 5 e 10 mg/Kg (n = 30; 10/grupo)
nos dias 1, 5 e 9. Outros dois grupos foram utilizados como controle, onde estes
animais receberam solugédo de NaCl 0,15 mol/L ou déleo de ricino 2% DMSO como
grupo controle negativo (n = 10) e cisplatina em dose de 5 mg/Kg (n = 10) como
grupo controle positivo.

Outros animais (n = 50) receberam por via i.p., 0 complexo 18 em dose de
5 mg/Kg (n = 8), a formulagdo MLV-18 nas doses de 1, 5 e 10 mg/Kg (n = 24;
8/grupo). Outros dois grupos foram utilizados como controle, onde estes animais
receberam solugédo de lipossomas sem o complexo 18 (n = 5) ou oOleo de ricino
com 2 % DMSO (n = 5) como grupo controle negativo e cisplatina em dose de 5
mg/Kg (n = 8) como grupo controle positivo. Os animais foram observados até o
15° dia do indculo.

A massa corporal de cada animal foi aferida individualmente a cada 2 dias,
e comparada ao longo de 15 dias a contar do dia 0, quando os camundongos
foram devidamente sacrificados em camara de CO, para posterior extracdo do

tumor. As massas dos tumores foram mensuradas utilizando-se balanga analitica.
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5.2.5. Estudos Farmacocinéticos

5.2.5.1. Estudos famacocinéticos por via parenteral

Os animais (n = 45) foram anestesiados e receberam o inéculo das células
B16-F1. Apds 2 semanas, quando os tumores apresentavam tamanho de
aproximadamente 1,5 cm de didmetro, o complexo 18 (n = 15), a formulagéo de
lipossomas MLV-18 (n = 15) ou a cisplatina (n = 15), todos em 5 mg/Kg de animal,
foram administrados via i.v. (exceto o composto 18 em dleo de ricino que foi
administrado i.p.) em dose unica. Apoés 10 e 30 min, 2, 8 e 24 h amostras de
sangue foram coletadas da artéria braqueal com seringas heparinizadas estando
0s animais sob anestesia. O sangue foi centrifugado a 12.000 x g por4 mina 4 °C
para a separagao do plasma. Em seguida, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical. Tumor, figado, rins e bago foram extraidos, tiveram sua
massa medida e foram homogeneizados em solu¢do de PBS numa proporgéo 1:2
(g de tecido: mL de PBS) e armazenados a -80 °C para posterior digestéo e
determinagcdo da concentracdo de platina por Espectroscopia de Absorgao

Atébmica com Forno de Grafite (EAA-FG) (descrito no capitulo 6).

5.2.5.2. Estudos farmacocinéticos por via oral

Os animais (n = 36) foram mantidos sob jejum de liquidos e sdlidos 3 h
antes e depois da administragdo oral do complexo 18 (n = 18) ou da formulagéo
de lipossomas MLV-18 (n = 18) em doses de 10 mg/Kg de animal. A
administragao foi realizada por gavage, diretamente no eséfago de cada animal.
Os animais foram anestesiados e amostras de sangue foram coletadas da artéria
braqueal com seringas heparinizadas apés 10 e 30 min, 1, 2, 8 e 24 h. Em
seguida, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. O sangue foi
centrifugado a 12.000 g por 4 min a 4 °C para a separagdo do plasma. A
concentracido de platina no plasma foi determinada apds diluicdo 1:50 em HNO;
0,2 % (v/v) por EAA-FG (descrito no capitulo 6).
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5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. Toxicidade Aguda

O ensaio de toxicidade aguda nos permitiu observar a dose letal do
complexo 18, administrado via i.p. e da formulagdo MLV-18 em camundongos,
estando os resultados observados apresentados na tabela 5.1. Constatamos a
morte de 100% dos animais dos grupos nas primeiras 24 h apos terem recebido
as duas maiores doses (25 e 50 mg/Kg) do complexo 18, enquanto que para a
formulagdo de lipossomas MLV-18, a morte de 100% dos animais s6 ocorreu para
a maior dose (50 mg/Kg). Esses animais apresentaram intensas contor¢des
abdominais, dificuldade de locomocao, prostracdo e isolamento entre eles.
Observamos a pelagem arrepiada (piloere¢cao) decorrente também da toxicidade
dos compostos. Esses sintomas perduraram por até 8 h nas doses de 50 mg/Kg e
por até 4 h nas doses de 25 mg/Kg e apds estes periodos os sintomas persistiram
em menor intensidade até a morte dos animais.

Notamos tolerancia dos animais a dose intermediaria (25 mg/Kg) de MLV-
18. Essa melhora é constatada pela diferenca de intensidade dos eventos tipicos
de toxicidade e, principalmente, pela auséncia da ocorréncia de mortes de todos
0s animais do grupo no tempo de observagdo, comparado a mesma dose do
composto 18 que, como ja mencionado, causou a morte de 100% dos animais do
grupo. Observamos tolerancia a menor dose (5 mg/kg) em ambas formulag¢des
administradas, onde os animais apresentaram contor¢ées abdominais apenas nas
2 primeiras horas. A observagdo dos animais dos grupos controle ndo mostrou
comportamento sintomatico caracteristico de toxicidade.

Os animais seguiram sob observacgédo diaria durante 14 dias, tendo sido
medida a variagdo de massa corporal (tabela 5.1), que foi caracterizada pelo
ganho de massa no grupo controle (+3%), pela leve perda nos grupos tratados
com a menor dose (-1,5% a -3%) e maior perda de massa do grupo MLV-18;
25mg/Kg (-10 %).

De modo similar ao resultado obtido neste estudo, a literatura mostra que a

formulagao lipossomal AP5346 que deriva da oxaloplatina, citada no item 1.5.2,
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foi estudada a cerca da sua atividade antitumoral no modelo animal de B16 e
apresentou menor efeito téxico, possibilitando a administracdo de doses mais

elevadas em comparacéo a dose maxima toleravel de oxaloplatina’'®.

Tabela 5.1. Avaliacdo comportamental como medida de toxicidade aguda do
complexo 18 e MLV-18.

Formulacéo TIM* Variagdo  Periodo de Sinais de toxicidade

(Dose mg/Kg) da massa observacao observados
corporal dos sinais (intensidade)
Controle NaCl 5/0 + 3% - (-)
0,9%
Controle OR- 5/0 + 3% - (-)
DMSO 2%
18 (5) 5/0 -1,5% 2h Contorgbes abdominais
(+)
18 (25) 5/5 - 4 h Contorgdes abdominais,

piloerecao, dificuldade
de locomogéao,

prostacao, isolamento.
(++)

18 (50) 5/5 - 8h Contorgdes abdominais,
piloerecao, dificuldade

de locomogéao,
prostacao, isolamento.

(+++)
MLV-18 (5) 5/0 -3% 2h Contorgbes abdominais
(+)
MLV-18 (25) 5/0 -10 % 4 h Contorgcbes abdominais,

piloerecao, dificuldade
de locomocgao,
prostacao, isolamento.

(+)

MLV-18 (50) 5/5 - 8h Contorgdes abdominais,
piloeregao, dificuldade
de locomocéao,

prostacao, isolamento.
(++)

*T/M = nidmero de animais / nimero de mortes
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5.3.2. Atividade Antitumoral

5.3.2.1. Determinacao da variacdo da massa tumoral

A variagdo da massa tumoral de camundongos que receberam tratamento
com o complexo 18 esta representada na figura 5.1, onde podemos observar
diferencas significativas entre o grupo controle e os grupos tratados com
cisplatina na dose de 5 mg/kg (0,108 = 0,04) e com o complexo 18 em dose de 10
mg/kg (0,004 + 0,002 ). Com o ultimo tratamento mencionado, observa-se uma
reducéo de 99% (p<0,004) da massa tumoral em relagao ao controle, mostrando
uma eficacia bastante favoravel na inibigdo do crescimento do tumor enquanto a
cisplatina reduziu 73 % (p<0,02). Porém, nas doses de 1 e 5 mg/Kg n&o houve
diferenca estatistica em relagao ao grupo controle.

Outros trabalhos descrevem resultados para compostos de platina,
também em outros modelos tumorais, como cancer de pulmé&o, onde € necessaria
dose 5 vezes maior que a cisplatina para atingir o mesmo efeito mostrado por

ela'®,

0.5+
E= Controle

E= 18 (1mg/Kg)
E= 18 (5mg/Kg)
[ 18 (10mg/Kg)
Cisplatina (5mg/Kg)

o o
K *

Massa do tumor (g)
o
"

o
i

0.0-

Figura 5.1 Massa do tumor de camundongos tratados com complexo 18.
Analise estatistica: One way ANOVA/Bonferroni; * p<0,05; ** p<0,01.
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Os resultados obtidos para variagdo da massa tumoral de camundongos
tratados com a formulagao MLV-18 estao representados na figura 5.2, bem como

as imagens dos mesmos tumores extraidos estdo na figura 5.3.

B Controle
EE MLV-18 (1mg/Kg)
Bl MLV-18 (5mg/Kg)
1.5- EE MLV-18 (10mg/Kg)
E= Cisplatina (5mg/Kg)
=
S 10-
= 1.0
2
o
o
T 0.5+
%)
©
=
0.0-

Figura 5.2. Massa do tumor de camundongos tratados com MLV-18. Analise
estatistica: One way ANOVA/Bonferroni; * p< 0,05; ** p< 0,01.

Al a. c. D‘ E

I'..‘.‘
..g.o»
& o @ o™\ ¢op

Sesgoe

Figura 5.3. Imagem dos tumores extraidos dos animais. (A) Controle; (B)
MLV-18 1mg/Kg; (C) MLV-18 5mg/Kg; (D) MLV-18 10mg/Kg; (E) Cisplatina
5mg/Kg
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E interessante observar que a formulacdo MLV-18 apresenta uma agdo
antitumoral dose dependente com redugdo da massa tumoral de 3,9, 43,8 %
(p=0,02) e 58,7 % (p<0,006) para 1, 5 e 10 mg/kg, respectivamente . A cisplatina
reduziu 78,2 % (p<0,001) da massa tumoral sendo a mais eficiente para este

modelo tumoral.

Na figura 5.4, mostramos a comparagdo realizada dentro do mesmo
ensaio, onde foi avaliada a capacidade de inibicdo do crescimento do tumor para
as formulagdes MLV-18, complexo 18 e cisplatina, por via i.p. na mesma dose de

5 mg/Kg em comparagao ao grupo controle negativo.

1.54
E=E Controle
== MLV-18
E=E Cisplatina
— E=E Complexo 18
=
f- 10_
o
e
2
o
o
© *
§ 0.5-
=
0.0-

Figura 5.4. Massa do tumor (B16) de camundongos C57BL/6, tratados por
via i.p. com as formula¢gdes: MLV-18, cisplatina, e 0 complexo 18 na dose de
5 mg/Kg. Analise estatistica: One way ANOVA/Bonferroni; *p<0,05; *** p<0,001.
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Como podemos observar, a formulagao de lipossomas MLV-18 aumentou
em torno de 51% (p<0,05) a atividade antitumoral do composto 18 que foi
administrado na forma livre em o6leo de ricino sob a mesma via (i.p.) e dose
(5mg/Kg).

Na literatura consta a diferenca de atividade antitumoral da cisplatina e de
sua formulacao incorporada em lipossomas (SPI-077) em modelos tumorais de
cblon (C26) mostrando resultados parecidos com o observado em nossos
estudos. A formulagao SPI-077 reduziu pouco mais da metade do tamanho médio
dos tumores de animais tratados em comparagdo ao grupo tratado com a
cisplatina em solugdo de NaCl 0,15 mol/L®. Outro exemplo de formulagdo de
lipossomas contendo complexos de platina que consta na literatura € o AP5346
que contém oxaloplatina. Esta formulagao apresentou maior variagcdo de massa
tumoral quando estudada no modelo melanoma B16-F10 e inibiu o crescimento

do tumor em comparacdo aos que receberam apenas oxaloplatina''®.

148



5.3.2.2. Determinacao da variacao da massa corporal

A avaliagdo de variagdo de massa corporal dos camundongos com tumor
durante o tratamento nos permite observar a agdo tdéxica gerada pela
administracdo das formulagcbes em investigagcdo. Nessa avaliagéo
desconsideramos a massa do tumor, levando em conta apenas a massa do
animal que é aferida no primeiro dia do experimento e no ultimo dia. Os animais
tratados com cisplatina (5mg/Kg) tiveram perda da massa corporal de 25,4 % e os
animais tratados com o complexo 18, na mesma dose, perderam
aproximadamente 14,5 %, enquanto que os grupos tratados com MLV-18 (5 e 10
mg/Kg) tiveram perda da massa corporal de 1,03 % e 18,94 %, respectivamente.
Os grupos controle e MLV-18 (1 mg/kg), tiveram aumento da massa corporal de
4,04 e 8,85 %, respectivamente, como mostrado na tabela 5.2.

Diversos estudos analisam esse parametro como um dos principais fatores
da toxicidade de novas drogas em estudos pré-clinicos''® 12°.

Diante desses resultados, notamos que a formulacido de lipossomas, além
de aumentar a agao antitumoral do composto 18, ndo aumentou sua toxicidade no
que diz respeito a massa corporal, correspondendo as expectativas de diminuir os

efeitos toxicos do composto em investigacao.

Tabela 5.2. Variacdo da massa corporal de camundongos tratados com

complexo 18 e MLV-18 comparada a cisplatina.

Variacdo de massa

Formulagcdo Dose (mg/Kg) corporal (%)

+ 8,85

MLV - 18 5 - 1,03
10 - 18,94

Complexo 18 5 -14,49
Cisplatina 5 - 25,44
Controle - + 4,04
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5.3.3. Estudos Farmacocinéticos

5.3.3.1. Estudos farmacocinéticos por via parenteral

Visando interpretar os resultados obtidos no estudo de atividade
antitumoral das diferentes formulagdes contendo platina, foram realizados estudos
farmacocinéticos a partir das mesmas.

O estudo farmacocinético foi realizado em camundongos C57BL/6 com a
formulagcdo MLV-18 e a cisplatina em administragao i.v., sendo que o complexo
18, soluvel em OR/DMSO foi administrado via i.p., todos em 5 mg/Kg. No estudo
de farmacocinética, utiliza-se o modelo de compartimento, onde consideramos um
compartimento unico bem homogeneizado de volume de distribuicdo V4onde uma
quantidade do farmaco é introduzida e pode ter a concentragao diminuida por
metabolismo ou eliminagdo. Um modelo mais complexo é o modelo de dois
compartimentos onde um compartimento “periférico” representando os tecidos em
comunicagcdo com o compartimento plasmatico “central” se aproxima da situacao
real. A determinacdo do melhor modelo depende da cinética de absorgdo e
eliminacéo de cada droga em cada situagéo'?".

A figura 5.5 mostra as curvas de concentragdo de platina em plasma de
camundongos em fungdo do tempo a partir de diferentes formulagdes: MLV-18
(i.v.), Cisplatina (i.v.) e Complexo 18 (i.p.) administradas na dose de 5 mg/Kg de
massa corporal. Podemos notar, apds a administracdo de MLV-18, um pico na
concentragdo plasmatica de Pt (28,3 ug/mL) em 0,16 h que decresce até a
metade da concentragdo em 4,6 h (tempo de meia vida - tq2). Para a cisplatina,
observa-se um pico na concentragao plasmatica de Pt (6,6 ug/mL, coerente com a

literatura'#212%)

em 0,16 h e ty» de 0,55 h, o que nos mostra a maior permanéncia
na corrente sanguinea do complexo de Pt encapsulado em lipossomas furtivos'®*
(MLV-18). O complexo 18, administrado por via i.p., diferentemente dos demais,
nos fornece um perfil de absorgdo lenta que é mostrado na figura 5.5, e ndo de

eliminagao.
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-~ MLV-18
= (Cisplatina
-~ Complexo 18
- Regressao ndo linear

Concentragao Pt [ug/mL]
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Figura 5.5. Curva de concentracdo plasméatica de Pt em camundongos
C57BL/6 para as diferentes formulagbes em funcao do tempo: MLV-18 (i.v.),
Cisplatina (i.v.) e Complexo 18 (i.p.) administradas na dose de 5 mg/Kg. Os

valores mostrados correspondem a média £ SD (n = 3).

Através da avaliacdo da concentracédo plasmatica em relagdo a quantidade
do farmaco administrado € possivel calcular o volume de distribuicdo aparente, Vy4
que é definido como o volume liquido necessario para conter a quantidade total
do farmaco na mesma concentragao. O volume de distribuicdo € influenciado pelo
carater lipofilico da droga, bem como a capacidade de se ligar as proteinas do
plasma. Uma passagem rapida pela membrana plasmatica (favoravel para
compostos lipofilicos) causa um aumento do volume de distribuigao aparente'?.
O volume de distribuicao (V4) da formulagao MLV-18 foi de 0,20 L (tabela 5.3), o
que indica uma distribuigcdo preferencial no compartimento vascular, reduzindo a
disponibilidade da droga para o “compartimento periférico”, enquanto a cisplatina
nessas condi¢gdes apresentou V4 3 vezes maior (0,63 L). O maior valor de V4
indica que a distribuicdo nao fica restrita ao compartimento vascular.

Outro parédmetro farmacocinético importante é a depuragdo total
(“Clearance” — CL) que é definido como o volume de plasma contendo a

quantidade total do farmaco que é removida do organismo na unidade de tempo.
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Quanto menor o clearance maior o tempo gasto pelo organismo para eliminar a
droga por excrecao renal. Na tabela 5.3, podemos observar o valor de CL para a
formulagdo de MLV-18 que é 11 vezes menor que o valor de CL da cisplatina.

A area sob a curva (Area Under the Curve — AUC) é um parametro
importante, usado para auxiliar na determinagcdo da dose, posologia e
toxodinamica de drogas''’. A AUC nos informa quanto, e por quanto tempo a
droga permanece na circulagado sanguinea e em tecidos. Essa medida produz um
importante parametro de comparacéo entre farmacos e também nos fornece a
biodisponibilidade em diferentes formulacbées ou vias de administragdo. Os
resultados apresentados na figura 5.5 e na tabela 5.3 nos mostram que a
formulagdo MLV-18 apresenta AUC plasmatica aproximadamente 12 vezes maior
(266,2 pg/mL.h) em comparagao a cisplatina (22,5 ug/mL.h) e pouco mais que o
dobro do complexo 18 (117,6 ug/mL.h).

O conjunto desses resultados indica niveis mais elevados e mais
prolongados do complexo de platina na circulagdo sanguinea quando

administrado na forma encapsulada em lipossomas furtivos (MLV-18).

Tabela 5.3. Parametros* farmacocinéticos de biodistribuicéo plasmatica e
tecidual de Pt para o complexo 18, MLV-18 e cisplatina em camundongos na
dose de 5 mg/Kg

AUC.24n

T CL Vg

Formulagdo | plasma Tumor Bago Figado  Rim MmO

(ug/mL).h  (ug/g).h  (uglig).h  (H9/@)-h  (ug/g).h

MLV-18
(iv) 266,2 341 2609 6083 4478 (463 18,8 0,20
V.

Cisplatina
(iv) 22,5 276 1473 1743 2151 [ 0,55 2222 0,63
V.

Complexol8
(ip) 117,6 21,6 100,8 6,1 1,6 - - -
i.p.

*AUC = (Area Under the Curve — area sob a curva)
T4 = Tempo de meia vida

CL = Clearance

Vg4 = Volume de distribuicdo
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A figura 5.6 mostra as curvas de farmacocinética tecidual (bago, figado e
rim) de Pt em camundongos apds a administracdo em dose de 5mg/Kg de MLV-
18 (i.v.), Cisplatina (i.v.) e Complexo 18 (i.p.). Os parametros farmacocinéticos

relacionados sao mostrados na tabela 5.3.
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Figura 5.6. Curvas da concentracdo tecidual de platina em camundongos
C57BL/6 em funcédo do tempo. (A)baco, (B)figado e (C) rim, apdés administragao
em dose de 5 mg/Kg de MLV-18 (i.v.), Cisplatina (i.v.) e Complexo 18 (i.p.). O

valores mostrados correspondem a média £ SD (n = 3).
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Podemos observar diferengas quantitativas no parametro AUC teciduais
entre as formulagdes investigadas. Observam-se maiores valores em todos os
tecidos quando o farmaco em investigagao foi administrado na forma encapsulada
em lipossomas furtivos (MLV-18). Vale ressaltar que, no caso complexo de platina
administrado da forma livre por via i.p. a distribuicado tecidual foi reduzida.

Perfis de distribuicao tecidual diferentes sdo também observados entre as
diferentes formulagdes, sendo que o complexo encapsulado (MLV-18) apresenta
uma distribuicdo preferencial no bago e figado e a cisplatina mostra maior
distribuicdo nos rins. Provavelmente esta diferenca € causada pela captura dos
lipossomas pelos macrofagos do sistema mononuclear fagocitario que se
acumulam no bago e no figado redirecionando o acumulo tecidual. Uma diferenca
de distribuicdo tecidual semelhante foi relatada previamente no caso da
formulagdo SPI-077 que consiste de cisplatina encapsulada em lipossomas
furtivos (citado no item 1.5.2)%2%°,

Outro resultado importante deste estudo esta representado na figura 5.7
que mostra as curvas de farmacocinética de Pt em tumor (melanoma B16) de

camundongos para as diferentes formulagdes investigadas.

-~ MLV-18
-= Cisplatina
34 -+ Complexo 18

-
.

0 5 10 15 20 25
Tempo (h)

Concentracéo Pt [ug/g tecido]
N

0

Figura 5.7. Farmacocinética tumoral de Pt em camundongos C57BL/6 para
as diferentes formulagfes: MLV-18 (i.v.), Cisplatina (i.v.) e Complexo 18 (i.p.)
administradas na dose de 5 mg/Kg. Os valores mostrados correspondem a média
1+ SD (n = 3).
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O perfil das curvas mostra a rapida diminuicdo da concentracao de platina
no tumor em fungdo do tempo no caso da cisplatina, 0 que ndao ocorre com o
MLV-18 para o qual a concentragdo tende a se manter constante ao longo do
tempo (segundo analise estatistica, One-way ANOVA, verifica-se que a
concentragdo nao varia com o tempo). A comparagdo dos valores médios de
concentracdo de platina entre os diferentes grupos mostra niveis
significativamente maiores nos grupos que receberam MLV-18 e cisplatina,
quando comparados aquele que recebeu o complexo 18 (P < 0,05 nos tempos de
0,16 e 0,5 h, Two-way ANOVA, com Bonferroni post test). Por outro lado, nao foi
encontrada diferenga significativa nos niveis de platina entre os grupos que
receberam MLV-18 e cisplatina. Os valores de AUC, mostrados na Tabela 5.3,
indicaram a seguinte sequéncia: AUC (MLV-18) > AUC (cisplatina) > AUC
(complexo 18).

Podemos concluir que ha uma boa correlagcdo entre os resultados do
estudo de atividade antitumoral (figura 5.4) e aqueles do estudo farmacocinético
no tumor (figura 5.7), sendo que as formulagbes mais eficazes s&o aquelas que
promoveram 0Ss maiores niveis de platina no tumor. Os paradmetros
farmacocinéticos determinados nesse trabalho indicam também que os elevados
niveis alcangados no tumor a partir da formulacdo MLV-18 s&o resultado dos
niveis plasmaticos elevados e mantidos por tempo prolongado pela forma

lipossomal.
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5.3.3.2. Estudos farmacocinéticos por via oral

A administracao oral de quimioterapicos no tratamento do cancer é um dos
maiores desafios no desenvolvimento de novas drogas. Ja € bem estabelecido
que farmacos pouco soluveis em agua, tais como o complexo em estudo,
apresentam muitas vezes baixa biodisponibilidade por via oral, sendo necessario
o desenvolvimento de sistema carreador para aumentar sua solubilidade aparente
em agua'®. Os lipossomas, além de melhorar a atividade antitumoral e diminuir
os efeitos tdéxicos das drogas, podem incorporar na sua membrana farmacos
pouco soluveis em agua e favorecer assim outras vias de administragdo como a
oral, transdérmica, nasal e pulmonar’?. Neste contexto, avaliamos o impacto da
encapsulacdo do complexo MLV-18 em lipossomas sobre a biodisponibilidade por
via oral.

A figura 5.8 mostra as curvas de farmacocinética obtidas apos
administragdo do complexo 18 por via oral, seja na forma livre ou na forma
encapsulada como MLV-18. No caso da formulagdo MLV-18, observamos um pico
de absorgcdo apdés 1 h de administragdo que € mantido por até 2 h na maior
concentracido no plasma, o que n&do ocorre para o composto 18.

Com base nos valores de AUC, podemos inferir ainda que a encapsulacao
em lipossomas (MLV-18) proporcionou um aumento da biodisponibilidade do

complexo na ordem 5,6 vezes.
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Figura 5.8. Farmacocinética plasméatica de Pt em camundongos apos
administracdo oral das seguintes formulacdes: MLV-18 e Complexo 18 na

dose de 10 mg/Kg. Os valores mostrados correspondem a média + SD (n = 3).

Através dos valores obtidos de AUC no plasma para a formulagdo MLV-18
administrado por via endovenosa (266,2 ug/L, tabela 5.3) e administrado por via
oral (8,121 ng/L, figura 5.8), calculamos a biodisponibilidade (F) da formulagao na
dose (d), onde F = d.AUC,./d.AUC;,, expresso em porcentagem. Esta analise
nos forneceu o seguinte resultado: Fyiv.is = 6,10 %. Estes dados mostram a
habilidade da formulagdo em lipossomas de aumentar a biodisponibilidade da

droga administrada pela via oral apesar de ainda ser mais viavel a via
endovenosa.
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5.4. CONCLUSAO

A partir dos estudos in vivo, o complexo 18 na forma encapsulada em
lipossomas (MLV-18) mostrou resultados bastante favoraveis, apresentando
menor efeito toxico e possibilitando a administracdo de doses mais elevadas em
comparagao ao complexo administrado na forma livre. Através da avaliacdo do
crescimento do tumor (B16) induzido em camundongos (C57BL/6), concluimos
que a formulacdo MLV-18 aumentou a atividade do complexo 18 cerca de 51%
quando administrados pela mesma via (i.p.) e mesma dose (5 mg/Kg). Observa-
se também uma diminuigao da toxicidade de MLV-18 comprovada pela diminuigao
da perda de massa corporal do animal, correspondendo as expectativas de
diminuir os efeitos toxicos do composto em investigagao.

Dentre as vantagens apresentadas, o lipossoma permitiu a administragao
por via i.v. do complexo lipofilico, a principio impossibilitada pela baixa
solubilidade, e melhorou a biodisponibilidade da via oral que € mais favoravel a
qualidade de vida do paciente. Os resultados obtidos com o estudo de
farmacocinética por essas duas vias mostraram um maior tempo de permanéncia
do complexo de platina na formulagcdo MLV-18 na corrente sanguinea quando
comparada ao composto livre e a cisplatina, corroborando com as observacgoes
apresentadas, de que a formulagdo MLV-18 tem maior atividade antitumoral do

que o complexo 18.
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CAPITULO 6

DETERMINACAO DE PLATINA EM PLASMA E TECIDOS DE
CAMUNDONGOS POR ABSORCAO ATOMICA DE FORNO DE GRAFITE

6.1. INTRODUCAO

Para garantir que um método analitico forneca dados confiaveis e
interpretaveis sobre a amostra, ele deve ser submetido a uma validacdo. Segundo a
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) “a validacdo deve garantir,
através de estudos experimentais, que o meétodo atenda as exigéncias das
aplicacées analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados™?.

Para a implementacdo de um método com um determinado equipamento em
um determinado laboratério € preciso estabelecer alguns parametros de
desempenho analitico tais como: linearidade, preciséo, exatidao, limite de deteccéo e
quantificacdo que serao discutidos ao longo deste capitulo.

A determinacdo quantitativa de farmacos em amostras clinicas é um pré-
requisito para determinacao da farmacocinética dos compostos baseados em platina.
A Espectroscopia de Absorcdo Atdmica por Forno de Grafite (EAA-FG) € uma das
técnicas espectroscopicas mais amplamente utilizadas para a determinacdo de
elementos, inclusive platina, em materiais biolégicos. A EAA-FG tem mostrado boa
sensibilidade e necessita de apenas 20 uL de amostra’®’. Métodos em EAA-FG tém
sido desenvolvidos e validados para a determinacéo de platina em fluidos biolégicos
128,129

de pacientes que receberam cisplatina
(SP1-077)™°.

e cisplatina incorporada em lipossomas
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6.2. PARTE EXPERIMENTAL

6.2.1. Reagentes e métodos instrumentais

Padréao hexacloroplatinato de potassio 1000 ug/mL (K,PtClg - Perkin Elmer)
Acido Nitrico concentrado (Merck) purificado por sub-ebuli¢éo.

Peroxido de Hidrogénio (30% v/v)

Argonio 99,997% (Alphagaz Arl)

e Determinacao e Quantificacédo de Platina
Espectrometro de Absorcdo Atdbmica de Forno de Grafite Perkin Elmer
(B.3120080) Modelo Analyst 600 com forno THGA no Laboratério de Biofisica e
Sistemas Nanoestruturados ICB/UFMG.

e Digestado da amostra
Em uma das etapas de digestdo da amostra foi utilizado bloco digestor para
tubos de ensaio DryBlock modelo MA 400425DQO, no Laboratério de Biofisica e
Sistemas Nanoestruturados ICB/UFMG.

6.2.2. Amostras de plasma e tecidos para determinacdo da

concentracdo de Platina — Abertura da amostra

As amostras de plasma recolhidas foram diluidas na proporcao 1:50 em HNO3
0,2 % v/v sem tratamento prévio e levadas diretamente ao Espectrémetro de
Absorcéo Atdmica de Forno de Grafite.

As amostras de tecidos passaram por digestao prévia realizada com aliquotas
de 0,15 g do homogeneizado de cada amostra de tecido seguida da adicdo de 1 mL

de HNO3; concentrado, previamente purificado por sub-ebulicdo. As amostras foram
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mantidas em tubos de ensaio individuais a temperatura de 70° C por 2 horas em
bloco digestor. A seguir realizou-se o resfriamento a temperatura ambiente
(aproximadamente 27° C), seguido da adicdo de 200 uL de H,O, e aquecimento por
2 horas a 70° C. As condicbes ideais foram determinadas variando-se cada
parametro, temperatura, quantidade de amostra, concentracdo do acido, tempo de
aguecimento, volume de peroxido, até a obtencdo de uma solucdo visualmente
limpida e translicida.

O volume de cada amostra foi entdo completado para 10 mL em baldo
volumétrico e a determinacdo direta da concentracdo de platina foi feita por

Espectrometria de Absorcao Atémica de Forno de Grafite.

6.2.3. Espectrometro de Absorcao Atomica de Forno de Grafite

O sistema EAA-FG da Perkin Elmer foi utilizado com lampada de catodo oco
para Platina (Perkin EImer), que operou a 30 mA, argbnio como gas de purga e tubos
de grafite com aquecimento transversal (THGA-Perkin Elmer). As absorvancias
foram medidas no comprimento de onda 265,9 nm com largura de fenda de 0,7 nm e
20 pL de volume de amostra. O manual do equipamento sugere como referéncia o
valor de absorvancia de 0,14 para uma amostra padrao a 400 pg/L de platina.

A otimizacdo das condi¢cdes de andlise para a determinacdo de platina foi
iniciada a partir das condicbes de operagcdo do forno sugeridas no manual do
equipamento, onde estdo estabelecidas as temperaturas, o tempo das etapas de
secagem, pirélise, atomizacao, limpeza e o fluxo do gas de purga, conforme mostra a
tabela 6.1. As condicdes foram ajustadas através da obtenc&o das curvas de pirdlise

e atomizacgao.
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Tabela 6.1. Condicdes de uso do Espectrometro de Absorcao Atdomica

_ _ Fluxo de
Temperatura “ramp time”  “hold time” ]
Etapa . Gas
Q) (s) (s) :
(mL/min)
Secagem 110 1 30 250
Secagem 130 15 30 250
Pirdlise 1500 10 20 250
Atomizacéao 2400 0 6 0
Limpeza 2500 1 3 250

6.2.4. Temperatura de Pirolise e Atomizacéo

As curvas de temperatura de pirdlise e atomizacédo foram realizadas com as
amostras de plasma de camundongo C57-BL/6, na razdo de 1:50 em HNO; 0,2% v/v,
adicionadas do padréo, tendo concentracao final de 400 ug/L de Pt.

A curva de pirdlise foi realizada com valores de temperatura variando de 1000
°C a 1900 °C com intervalos de 100 °C. A temperatura de atomizacao foi mantida a
2200 °C.

A curva de atomizacdo foi realizada com intervalos de 100 °C entre as
temperaturas de 1900 °C a 2700 °C mantendo-se a temperatura de pirélise em 1300
°C. As temperaturas de pirdlise e atomizacdo otimizadas foram utilizadas para os

demais experimentos considerando a faixa linear de trabalho.
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6.2.5. Padronizacéo

As curvas de calibracdo foram construidas em dexaplicata, nas concentragfes
de 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200 ug Pt/L de plasma de camundongo
(1:50) em HNO3 0,2% v/v. Estas solu¢des foram diluidas a partir da solucdo estoque
do padrdo de K;PtClg 400 ug/L preparada nas mesmas condicfes de diluicdo da

matriz.
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6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1. Temperatura de Pirélise e Atomizacao

A temperatura ideal de pirélise foi selecionada buscando uma alta temperatura
que garanta a queima total da matéria organica sem perder a deteccdo do sinal de
absorvancia. De acordo com o grafico apresentado na figura 6.1, podemos observar
a constancia do valor de absorvancia entre as temperaturas de 1000 e 1600 °C bem
como a sua diminuicdo a partir de 1700 °C até 1900 °C. A temperatura escolhida,
1500 °C apresenta boa margem de seguranca dentro da faixa de absorvancia

constante e € satisfatoria para a queima da matéria organica.

0,16 1
0,14 1
0,12 4

0,10 A

Absorvancia

0,08 A

0,06 -

0-04 T T T T T T T T T T 1
900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000

Temperatura de Pirdlise (°C)

Figura 6.1. Grafico de Absorvancia x Temperatura de Pirdlise.
Obtido através do padrao de K;PtClg (400.g/L em HNO3 0,2 %).

A temperatura ideal de atomizacdo, 2400°C, é aquela capaz de atomizar o

elemento em questdo com eficiéncia de deteccao e foi selecionada observando as
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temperaturas mais altas capazes de atingir um platd de absorvancia mantendo um
comportamento estavel (2200 a 2600 °C) do valor de absorvancia medido. Como
mostra o grafico da figura 6.2, observamos uma crescente determinacdo da
absorvancia entre 1900 e 2200 onde inicia-se um platd de constancia relativa da
absorvancia entre as temperaturas de 2200°C e 2600°C. A temperatura de
atomizacdo de 2400 °C satisfaz a necessidade de atomizacdo preservando a

integridade do forno de grafite e mantendo o maior nivel de absorvancia detectado.

0.18 ~
0,16 4
0,14 4
0,12 A

0,10 4

Absorvancia

0,08 4

0,06 4

0,04 4

0-02 T T T T T T T T 1
1800 1900 2000 2100 2200 2300 2400 2500 2600 2700

Temperatura de Atomizacao (°C)

Figura 6.2. Grafico de Temperatura de Atomizacado x Absorvancia.
Obtido através do padrao de K;PtClg (400u4g/L em HNO3 0,2 %).
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6.3.2. Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analito, dentro de uma faixa de
aplicacdo™''%, A linearidade do método foi avaliada através da determinacdo dos
coeficientes de correlacéo (r) da curva de calibracdo mostrada na figura 6.3(A). Outro
método utilizado para verificar se todos os pontos da curva estdo inseridos numa
faixa linear dindmica corresponde a resposta relativa. Neste caso a absorvancia
medida € dividida por sua respectiva concentracdo fornecendo respostas relativas.
Um grafico é construido com as respostas relativas no eixo dos Y e as
concentragcbes correspondentes no eixo X. A linearidade abrange os pontos que
estiverem entre 95 % e 105 % da linha da faixa linear**2.

Os resultados de linearidade calculados através do r e da resposta relativa
estdo apresentados na figura 6.3(B) e mostram linearidade satisfatoria e dentro de
uma estreita faixa entre 98,1 % e 101,4 % superando a linearidade minima (95 -

105%).
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Figura 6.3. Determinacdo Gréfica das curvas de linearidade. (A) Curva analitica
classica; (B) Grafico da resposta relativa (razdo/concentragdo) x concentracao.
Dados obtidos das leituras das diferentes concentracdes dos padrées de K,PtClg em

plasma de camundongo (1:50) em HNO3 0,2 %.
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6.3.3. Precisao e Exatidao

A precisdo representa a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos para uma mesma amostra, amostras semelhantes ou

padrBes, sob condi¢Bes definidas™>"**

. A precisdo foi determinada através da
estimativa do desvio padrdo relativo (RSD), também conhecido como coeficiente de
variacdo (CV) (equacao 6.1) onde S é o desvio padrdo e X é a concentragdo media
determinada. Foram realizadas 10 medidas para cada nivel de concentracdo, os

resultados estdo apresentados na tabela 6.2.

Equag&o 6.1. RSD(%) ou CV(%)z%xlOO

Tabela 6.2. Determinagéo do desvio padrao relativo para cada ponto da

curva analitica

Concentracao Desvio
Média Padréao ey
0,5625 0,5907 105
20,875 0,7772 4
43,31 0,2500 0,6
65,75 1,1365 1,7
85,13 1,2332 1,4
105,06 1,8413 1,8
130,63 0,1443 0,1
153,44 1,4343 0,9
176,25 1,8819 1,1
193,5 1,6955 0,9
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A exatidao é definida como a propor¢cao da quantidade da substancia de
interesse, presente ou adicionada na porcdo analitica do material teste, que é
extraida e passivel de ser quantificada como na equacdo 6.2'%'%. A exatiddo foi
determinada através de ensaios de recuperacdo. Para as amostras analisadas sao

133 e o0s resultados estdo

considerados aceitaveis valores entre 80 e 120%
apresentados na tabela 6.3. O percentual de recuperacdo encontrado variou entre
101,56 e 109,80 %, o que esta dentro da faixa aceitavel, mostrando a exatiddo do

método.

-C

< C
Equ agéo 6.2. % Re cuperagéo = [ encontrada amostra ) %100

adicionada

Tabela 6.3. Porcentagem de recuperacdo através da adi¢cdo de analito a

matriz.
. _ Concentracéo
Concentracdo Concentracao
o o média %
adicionada média
subtraidado recuperacao
(ng/L) (ng/L)
branco
0 0,56 - -
20 20,87 20,31 101,56
40 42,75 42,19 105,47
60 65,75 65,19 108,65
80 85,12 84,56 105,70
100 105,06 104,5 104,50
120 129,91 129,35 107,79
140 153,43 152,88 109,19
160 176,25 175,69 109,80
180 193,5 192,94 107,18
200 219,5 218,94 109,47
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6.3.4. Limite de Deteccao e Quantificagéo

O Limite de Deteccao (LD) representa a menor concentragdo de platina que
pode ser detectada, mas n&o necessariamente quantificada™"**?,

O LD foi calculado (equacéo 6.3) baseado na estimativa do desvio padrédo da
resposta (S) que foi determinado através de 10 leituras do branco do padrdo na

matriz que estdo mostrados na tabela 6.4 abaixo.

Equacéao 6.3. LD =33-5=3-0,639=211

Tabela 6.4. Leituras do branco do padréo e Desvio padréo

Concentracao Desvio
média (ug/L) Padréo (S)
-025 05 10 10 075 10 0,0 025 -05 15 0,53 0,639

Replicatas (ug/L)

O Limite de Quantificacdo (LQ) representa a menor concentracao de platina
que pode ser medida®****?. LQ também pode ser calculado através dos parametros
da curva analitica pela equacdo 6.4. Utilizamos o valor de LD acima calculado,

obtivemos valores de LD e LQ iguais a 2,11 e 6,33 ug/L respectivamente.

Equacéao 6.4. LQ=3-LD=3-211=6,33
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6.4. CONCLUSAO

Os parametros de validacdo do método avaliado obedeceram aos limites de
variacdo permitidos pelos 6rgédos de controle como a Anvisa. O método proposto
pode ser utilizado para a determinacdo da concentracdo de Pt em amostras de
plasma e tecidos (rim, figado, bago e tumor) dos camundongos C57BL/6 submetidos
aos experimentos de farmacocinética (descritos no capitulo 5).
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CONCLUSOES FINAIS

Este trabalho descreveu a sintese de dez ligantes N-alquilados de cadeia
longa derivados da 1,2-etanodiamina e da 1,3-propanodiamina. As reacdes de
obtencdo destes ligantes foram realizadas em condicbes brandas e sua
purificacdo e rendimento foram bastante eficientes. A partir dos ligantes
sintetizados foi possivel obter novos complexos de platina(ll), cujas sinteses
tiveram rendimentos satisfatorios. A oxidacdo destes complexos com peroxido de
hidrogénio resultou nos respectivos complexos de platina(IV) com hidroxilas, que
por sua vez foram precursores para a sintese dos complexos de platina(lV) com
cloretos, obtidos através da adicdo de acido cloridrico. Os compostos preparados
foram caracterizados por espectroscopia na regido do infravermelho, RMN de H,
de *C e de '*°Pt, além de anélise elementar de C, H e N.

Alguns destes complexos de platina, submetidos & encapsulacdo em
lipossomas pelo método de hidratacdo do filme lipidico, apresentaram tamanhos
uniformes e inferiores a 200 nm. As taxas de incorporacdo se mostraram
dependentes do numero de oxidacdo e da lipofilicidade. Todos os complexos
obtidos foram submetidos a testes de citotoxicidade em células tumorais e células
normais. Alguns dos compostos testados apresentaram citotoxicidade comparavel
ou melhor do que a da cisplatina, principalmente em linhagens de melanoma. Em
comparacao a carboplatina, os compostos se mostraram mais ativos em células
de cancer de pulmdo, além das linhagens de melanoma. O complexo 18 foi
selecionado e passou por testes pré-clinicos in vivo onde foi possivel verificar o
aumento da tolerancia da dose, aumento da atividade antitumoral e a diferenca da
biodistribuicdo plasmatica e tecidual da formulacdo em lipossomas quando
comparada a formulag&o néo incorporada.

Este trabalho apresentou importante contribuicdo para a quimica inorganica
medicinal, tratando desde a sintese e caracterizacdo de complexos de platina
bem como o desenvolvimento de novas formula¢gdes para os mesmos através da
encapsulacado em lipossomas e a determinacdo da atividade biologica in vitro e in

Vivo.
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