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RESUMO

O céncer, atualmente, é considerado um problema de saude publica, sendo
responsavel por cerca de 12% de todas as causas de 6bito no mundo. O tratamento desta
doenca pode ser realizado através da quimioterapia, uma alternativa muito importante.
Desde a descoberta da atividade antitumoral da cisplatina, a investigacdo a respeito do
uso de complexos metalicos na quimioterapia do cancer cresceu de forma relevante, isto
porque a cisplatina possui elevada atividade, mas em contrapartida, severos efeitos
colaterais. Portanto, visando a melhoria do espectro de atividade antitumoral,
diminui¢do dos efeitos colaterais e a resisténcia celular, a sintese de complexos de
platina tém sido de grande interesse em pesquisas cientificas. Neste cenério, 0 presente
trabalho visa obter novos complexos de platina com potencial atividade biologica, sua
incorporagdo em lipossomas, visando um aumento desta potencial atividade. Os
complexos apresentam ligantes diaminados N-alquilados com cadeia carb6nica longa.
Uma série de complexos apresenta um grupo hidroxila terminal no ligante e a outra
série consiste de complexos dinucleares de platina. Os compostos sintetizados foram
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
ndo tumorais. Tendo em vista que nosso grupo de pesquisa tem investigado complexos
de platina com ligantes diaminados N-alquilados com cadeias carbénicas longas, nosso
objetivo € estudar a atividade bioldgica destes novos compostos, ja que a presenca da
hidroxila terminal podera afetar a polaridade do complexo e, conseqlientemente, sua

interacdo com biomomoléculas e a membrana celular.

Palavras chave: Ligantes aminados. Complexos de Platina. Lipossomas. Agentes

Antitumorais.



ABSTRACT

Cancer is considered a public health problem, accounting for about 12% of all
causes of death around the world. The treatment of this disease can be achieved using
chemotherapy, a very important alternative. Since the discovery of the antitumor
activity of cisplatin, studies involving the use of metal complexes as drugs have grown
substantially, since cisplatin shows high activity, but on the other hand, severe side
effects. Therefore, aiming to improve the spectrum of antitumor activity, reduce these
side effects and cellular resistance, the synthesis of platinum complexes have been of
great interest in scientific research. Within this context, the principal objective of the
present work is to obtain novel platinum complexes with potential biological activity, to
incorporate these complexes into liposomes, and hoping for a potential increase in their
biological activity. The complexes present long alkyl chain diamine as ligands. The first
series of complexes incorporates a terminal hydroxyl substituent and the second series
are constituted of dinuclear complexes. The synthesized complexes were characterized
by IR, H, C and '**Pt NMR spectroscopies, elemental analysis and their
cytotoxicities have been investigated in both normal and tumor cells. Our research
group has previously studied complexes employing long chain, N-alkyl derivatives of
diamines as ligands. We are interested in investigating the impact of the new ligands on
the activity of the complexes, considering that the presence of the hydroxyl group could
affect the polarity of the complex and consequently, its interaction with biomolecules

and the cellular membrane.

Keys-words: Diamines Ligands. Platinum Complexes. Liposomes. Antitumor Agents.
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1 Introducado

1.1 Cancer

O céncer é um importante problema de satde publica em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, sendo responsavel por mais de seis milhdes de dbitos a cada ano, o
que representa cerca de 12% de todas as causas de morte no mundo. Embora as maiores
taxas de incidéncia de cancer sejam encontradas em paises desenvolvidos, dos dez
milhdes de casos novos anuais de cancer, cinco milhdes e meio sdo diagnosticados nos
paises em desenvolvimento (Guerra, Gallo, Azevedo, Mendonga, 2005).

A epidemiologia do cancer no Brasil nos mostra uma transicdo em andamento,
envolvendo um aumento entre os tipos de cancer que normalmente estdo associados ao
alto status socio-econémico, como por exemplo, o cancer de mama, prostata e colon e
reto e, simultaneamente, a presenca de taxas de incidéncia relativamente elevadas de
tumores normalmente associados a pobreza, como céncer de colo de Utero, pénis,
estdbmago e cavidade oral (Koifman, Koifiman, 2003). Estes dados estdo certamente
ligados a exposicdo a um grande numero de diferentes fatores de risco ambientais
relacionados ao processo de industrializagcdo — agentes quimicos, fisicos e bioldgicos - e
de exposicdo a outros fatores ligados as desigualdades sociais.

O nome cancer é dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum 0
crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e 6rgdos, podendo espalhar-
se para outras regides do corpo, a chamada metastase (INCA, 2010). Estas células por
se dividirem muito rapidamente determinam a formacdo de tumores, que sdo o acimulo
destas células cancerosas. Por outro lado, um tumor benigno significa uma massa
localizada de células que se multiplicam e se assemelham ao seu tecido original, o que
raramente consiste em risco de vida. As causas do cancer sdo diversas, podendo ser
externas ou internas ao organismo, estando ambas diretamente correlacionadas. As
causas externas referem-se a0 meio ambiente e aos habitos ou costumes proprios de
uma sociedade ou individuo, sendo responsavel por 80% a 90% de todos 0s casos de
canceres. J& as causas internas sdo, na sua grande maioria, geneticamente pré-
determinadas, estando ligadas a capacidade do organismo de se defender das agressoes
externas (INCA, 2010).
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O cancer pode ser classificado de acordo com o 6rgdo ou tipo de célula no qual ele
iniciou, podendo ser agrupado por categorias, sendo que as principais incluem:
carcinoma, sarcoma, leucemia, linfoma e mieloma, e glioma (Guerra, Gallo, Azevedo,
Mendonga, 2005).

Sem ddvida o carcinoma € o tipo mais comum de céncer, originando-se de células
que revestem o corpo, incluindo a pele e uma série de revestimentos internos, como 0s
da boca, garganta, bronquios, es6fago, estbmago, intestino, bexiga, Utero e ovarios, e 0s
revestimentos dos dutos mamarios, prostata e pancreas. O sarcoma origina-se de tecidos
de suporte, tais como 0ssos, tecido gorduroso, musculo e tecido fibroso de reforco,
encontrados na maior parte do corpo. A leucemia esta relacionada a células da medula
6ssea que produzem as células sangiineas brancas. Linfoma e mieloma sdo canceres
que se originam das células do sistema imunoldgico. Por fim o glioma é um tipo de
cancer que se origina a partir de células do tecido de suporte cerebral ou da medula
espinhal (Guerra, Gallo, Azevedo, Mendonca, 2005).

A Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC)/OMS (World Cancer
Report 2008) em um recente relatorio, estimou que ocorreriam 12,4 milhdes de casos
novos e 7,6 milhdes de Obitos por cancer no mundo. No Brasil, estima-se para 0s anos
de 2010 e 2011, a ocorréncia de 489.270 casos novos de cancer, sendo 0s tipos mais
incidentes, com excecdo do cancer de pele do tipo ndo melanoma, 0s canceres de
prostata e de pulméo no sexo masculino e os canceres de mama e do colo do Utero no
sexo feminino (INCA, 2010).

Em 2010, séo esperados 236.240 casos novos para o sexo masculino e 253.030 para
sexo feminino. Estima-se que o cancer de pele do tipo ndo melanoma (114 mil casos
novos) serd 0 mais incidente na populacédo brasileira, seguido pelos tumores de prostata
(52 mil), mama feminina (49 mil), c6lon e reto (28 mil), pulm&o (28 mil), estdmago (21
mil) e colo do utero (18 mil) (INCA, 2010) (Figura 1).

Diante desse cenario, com cada vez mais novos casos sendo diagnosticados, fica
nitida a necessidade de investimentos cada vez maiores no desenvolvimento de acGes
abrangentes para o controle do céancer, nos diferentes niveis de atuacdo, como: na
promocdo da salde, na detec¢cdo precoce, na assisténcia aos pacientes, na vigilancia, na
formacdo de recursos humanos, na comunicacdo e mobilizacdo social, na pesquisa e na
gestdo do Sistema Unico de Saude (SUS) (INCA, 2010).
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Figura 1: Tipos de cAncer mais incidentes estimados para 2010, exceto pele ndo melanoma, na

populacdo brasileira (Fonte: Instituto Nacional de Cancer - INCA/ MS)

As alteracbes que geram as neoplasias podem ocorrer em genes especiais
denominados protooncogenes, que a principio sao inativos em células normais. Quando
ativados, esses genes transformam-se em oncogenes, responsaveis pela malignizacao
(transformacéo) das células normais (Figura 2). Estas células diferentes sdo, entdo,
denominadas cancerosas, ou melhor, tumorais (Almeida, Leitdo, Reina, Montanari,
Donnici, Lopes, 2005).

Membrana celular

Citoplazma _Miclen

o

—arcinogénes

Agernte
cancerigeno

Célula Mormal Célula Cancernsa

Figura 2: Transformacdo de uma célula normal em uma célula cancerosa
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Essas células que se encontram alteradas passam a se comportar de forma anormal,
multiplicando-se de maneira descontrolada. Devido a constante multiplicagdo celular,
h& a necessidade de que novos vasos sanglineos sejam formados para que haja a
nutricdo destas células, em um processo denominado angiogénese. A manutencao e o
acumulo de massa dessas células formam os tumores malignos e elas também podem
adquirir a capacidade de se desprenderem do tumor e de migrarem, invadindo
inicialmente os tecidos vizinhos, podendo chegar ao interior de um vaso sangiineo ou
linfatico e, através destes, disseminarem-se, chegando a érgdos distantes do local onde o
tumor se iniciou, formando as metastases (Almeida, Leitdo, Reina, Montanari, Donnici,
Lopes, 2005).

As células cancerosas sdo, geralmente, menos especializadas nas suas fungdes que
as suas correspondentes normais. Conforme as células cancerosas vao substituindo as
normais, os tecidos invadidos vao perdendo suas funcgdes; assim, por exemplo, a invaséo
neoplasica dos pulmdes gera alteracOes respiratérias; com isto ha a disfuncédo orgéanica
que pode levar a faléncia do 6rgdo ou, em casos mais graves, leva a morte do paciente
(Almeida, Leitdo, Reina, Montanari, Donnici, Lopes, 2005).

Este processo de carcinogénese (INCA, 2005; Spence, Jonhston, 2001; Chabner,
Longo, 1996; Foye, Sengupta, Lemke, Willians, 1996) geralmente ocorre lentamente,
podendo até levar varios anos para que uma célula cancerosa origine um tumor
detectavel. 1sso acontece, pois este processo passa por Varios estagios antes de chegar ao
tumor, que séo: estagio de iniciacdo, de promogéo e de progressao.

O primeiro estagio da carcinogénese é a iniciagdo, onde as células sofrem o efeito de
um agente carcinogénico, oncoiniciador, que provoca modificacdes em alguns de seus
genes. Nesta fase as células encontram-se geneticamente alteradas, porém ainda néo é
possivel se detectar um tumor clinicamente (Spence, Jonhston, 2001; Chabner, Longo,
1996).

O segundo estagio € o de promocdo, onde as céelulas que ja estdo geneticamente
alteradas sofrem o efeito dos agentes cancerigenos classificados como oncopromotores.
Esta célula € entdo transformada em célula maligna, de forma lenta e gradual. Para que
essa transformacdo ocorra, é necessario um longo e continuado contato com o agente
cancerigeno promotor. A suspensdo do contato muitas vezes interrompe 0 processo

nesse estagio (Spence, Jonhston, 2001; Chabner, Longo, 1996).
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O ultimo estagio é o de progressdo, onde ocorre a multiplicacdo descontrolada,
sendo um processo irreversivel. Neste caso, o cancer ja esta instalado, evoluindo até o
surgimento das primeiras manifestacdes clinicas da doenca. Os fatores que promovem a
iniciacdo ou progressdo da carcinogénese sdo chamados de carcindgenos (Spence,
Jonhston, 2001; Chabner, Longo, 1996). O fumo, por exemplo, € um agente
carcinégeno completo, pois possui componentes que atuam nos trés estagios da
carcinogénese.

Hoje em dia, sdo considerados basicamente trés tipos de tratamento no combate ao
cancer: cirurgia, radioterapia e quimioterapia (Foye, Sengupta, Lemke, Willians, 1996;
Murad, Katz, 2000). No entanto, recentemente tem-se usado a terapia de fotorradiacao
com derivados hematoporfirinicos (Machado, 2000) e a imunoterapia (Salmonm,
Katzung, 1998), sendo que o objetivo de cada um destes tratamentos é erradicar o
cancer, normalmente por meio da terapia combinada, onde é associado mais que um
tipo de tratamento.

A cirurgia pode levar a remogéo de tumores com eficacia, caso ndo haja metéstase,
uma excec¢do € a leucemia, pois neste caso costuma ser necessario o0 uso de outros tipos
de terapia (Murad, Katz, 2000), incluindo o transplante de medula. A radioterapia €
usada geralmente em conjunto com a cirurgia, como alternativa para uma maior
eficiéncia do tratamento, mas isoladamente, a radioterapia também pode diminuir
tumores de grande tamanho, diminuir a recorréncia € a chance de metastase, sendo,
portanto uma metodologia antineoplasica muito usada; entretanto, o tratamento por
radiacdo € sujeito a severas limitacGes, mesmo com a utilizacdo de sensitizadores, que
servem para diminuir os efeitos colaterais (Murad, Katz, 2000).

No caso da quimioterapia, sdo utilizados farmacos que podem ser divididos nas
seguintes categorias dentre o0s citotoxicos: a primeira categoria forma ligacdes
covalentes com o DNA, consequentemente impedindo sua replicacdo, sendo um
exemplo os complexos de platina; antimetabdlitos que atuam bloqueando uma ou mais
vias metabolicas envolvidas na sintese do DNA; antibioticos citotdxicos, que sdo
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 (Rang,
Dale, Ritter, Flower, 1997).

De acordo com as categorias de farmacos usados na quimioterapia citados acima,

pode-se dividir ainda em compostos organicos e complexos metalicos, sendo alguns
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exemplos ilustrados nas figuras 3 e 4, onde se observa o Taxol e Vimblastina
(compostos organicos) (figura 3) e a Cisplatina e Carboplatina (complexos metalicos)
(Fontes, César, Beraldo, 2005; Fontes, de Almeida, Nader, 1997) (figura 4).
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Figura 3: Compostos utilizados no tratamento contra o cancer - A: taxol e B: vimblastina.
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Figura 4: Compostos utilizados no tratamento contra o cancer - A: cisplatina e B: carboplatina

1.2 Complexos de Platina no Tratamento do Cancer

Na primeira metade do seéculo passado houve um grande impulso no
desenvolvimento da quimica organica. Quanto a quimica inorganica, os estudos
realizados nesta época estavam mais voltados ao estudo da toxicidade dos ions
metéalicos para 0 homem. No entanto, sabe-se que os ions metalicos desempenham papel
crucial na vida dos seres vivos (Najjar, 1992; Orvig, Abrams, 1999), executando uma
grande quantidade de tarefas no sistema biol6gico, como transportar oxigénio (ferro) e
cobre, zinco, ferro e manganés que fazem parte de uma série de reacdes quimicas

fundamentais para a vida (Orvig, Abrams, 1999).
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Alguns tipos de compostos inorganicos também foram testados no combate a certas
doencas, porém, esporadicamente e com pouco esclarecimento sobre as relagdes
envolvendo estrutura-atividade. Os aspectos ligados aos mecanismos de agéo, por outro
lado, eram abordados muito raramente ou de modo bastante superficial (Birch, Sadler,
1979).

Os derivados metalicos ndo eram utilizados como medicamentos no combate ao
cancer, no entanto, na década de 60, o fisico Barnett Rosenberg (Rosenberg, VVan Camp,
Trosko, Mansour, 1969) descobriu acidentalmente a atividade inibitoria ao crescimento
de  microorganismos do complexo de platina cis-[PtCI;(NH3),]  (cis-
[diaminodicloroplatina(ll)] (figura 4 A), mais conhecido como cisplatina (Fontes,
César, Beraldo, 2005; Fontes, de Almeida, Nader, 1997; Najjar, 1992; Orvig, Abrams,
1999; Wong, Giandomenico, 1999; Faggiani, Lippert, Lock, 1980). A eficicia da
cisplatina no tratamento do céncer de pacientes humanos foi estabelecida em 1970,
tendo sido aprovada para uso contra o cancer de testiculos e bexiga em 1978 (Kelland,
2007).

Esse complexo foi primeiramente descrito por Reiset (complexo cis) no ano de
1844, e um ano apds, Peyrone descreveu outro composto com mesma férmula
molecular (complexo trans), sendo que apenas em 1893 Werner prop6s serem os dois
compostos isdmeros (Alderden, Hall, Hambley, 2006).

Rosenberg descobriu a atividade antitumoral da cisplatina quando estudava o efeito
do campo elétrico em cultura de bactérias do tipo Escherichia coli. Ele observou que
ocorria um crescimento dos filamentos de bactérias ao mesmo tempo em que a
multiplicacdo dos microorganismos era inibida (Fontes, César, Beraldo, 2005; Najjar,
1992; CHEMICASES, 2010).

A partir desses resultados, uma série de complexos de platina foi sintetizada e
submetida a testes em camundongos portadores de sarcoma-180, um modelo de tumor
usado para ensaios farmacoldgicos. Os compostos que se mostraram mais eficazes eram
todos neutros e de configuracéo cis e, dentre eles, 0 que apresentou maior atividade foi a
cisplatina, que provocou a regressao total do tumor em 36 dias, enquanto o seu isOmero
transplatina se mostrou inativo (Fontes, César, Beraldo, 2005).

Apesar de sua eficacia, a cisplatina apresenta como inconvenientes o surgimento de
resisténcia celular, baixa solubilidade em agua e também severos efeitos colaterais,
como elevacdo da pressdo sanguinea, nefrotoxicidade, nauseas, vOmitos,
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neurotoxicidade e ototoxicidade. Estes efeitos adversos surgem principalmente devido a
interacdo da cisplatina com proteinas e peptideos, como a glutationa, o que leva ao seu
acumulo no organismo gerando toxicidade (Kelland, 2007; Hall, Mellor, Callaghan,
Hambley, 2007; Bernard, Cleare, Hydes, 1986; Pasini, Zinino, 1987; Appleton, Connor,
Hall, Prenzler, 1989; Van der Veer, Reedijk, 1988).

O grande sucesso da cisplatina ocorre principalmente no combate aos canceres de
testiculo, ovario, pescoco e este composto representa também uma importante
colaboracdo no tratamento da neoplasia em seio e pulmédo (Squibb, Matthey, 1990;
Loeher, Eighorm, 1984; Fiorentino, Ghiotto, 1987).

Apbs observacdo dessa excelente atividade apresentada pela cisplatina, novos
compostos, principalmente seus anélogos, foram e ainda sdo estudados, no entanto,
poucos tém avancado até os testes clinicos, ndo tendo, portanto sua comercializacdo
permitida. Podemos citar quatro compostos que foram estudados e que também sao
comercializados.

A CARBOPLATINA, [diamino(1,1-ciclobutanodicarboxilato)platina(ll)] (figura
4B), que é menos citotoxica que a cisplatina, apresentando menor nefrotoxicidade, no
entanto ela ndo atua em células que séo resistentes a cisplatina (Cvitkovic, Sapulding,
Bethune, Martin, Whitmore, 1977; De Lena, Larusso, Paradiso, Tommasi, 1987).

Um deles é a NEDAPLATINA, cis-[diaminoglicolatoplatina(ll)] (figura 5), que
apresenta excelentes resultados quando administrada com gemcitabina ou paclitaxel, e é
utilizada contra tumores de cabeca, pescoco, ovario e pulmao, no Japdo (Bolelikas,
Vougiouka, 2003; Hirose, Horichi, Ohmori, Shirai, Sohma, Yamaoka, Ohnishi, Adachi,
2003).

HBN\F‘I.'/D ﬁ
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Figura 5: Estrutura da Nedaplatina

A LOBAPLATINA, cis-[1,2-diaminometilciclobutanolactatoplatina(ll)] (figura 6), é
usada na China para casos de cancer de ovario, cabeca, pescoco e pulmdo (Gietema,

Veldhuis, Guchelaar, Willemse, Uges, Cats, Boosntra, Van der Graof, Sleijfer, Devuies,
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Mulder, 1995; Fiebig, Heuss, Vonpawel, Gatzemeier, Manegold, Edler, Berdel, 1996)

com resisténcia a cisplatina.

Figura 6: Estrutura da Lobaplatina

Por fim a OXALOPLATINA, cis-[1,2-diaminocicloexanooxalatoplatina(ll)] (figura
7), é utilizada para o tratamento de cancer colo-retal, e também possui atividade para
células resistentes a cisplatina (Fuertes, Alonso, Pérez, 2003; Kidani, Inagaki, ligo,
Hoshi, Kuretani, 1978; Raymond, Faivre, Chaney, Woynarowski, Cvitkovic, 2002).

NH2 O~ O
N
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Figura 7: Estrutura da Oxaloplatina

Outro complexo bastante promissor, que estd em estudo é a PICOPLATINA, cis-
[PtClx(NHs)(3-picolina)] (figura 8). Por enquanto nenhum efeito colateral comum a
drogas com platina foi observado, além de apresentar atividade intermediaria entre a
cisplatina e carboplatina in vitro (Wheate, Collins, 2003; Kelland, Sharp, Neil,
Raynaud, Beale, Judson, 1999; Perez, Kelland, Montero, Boxall, Fuertes, Alonso,
Ranninger, 2003).
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Figura 8: Estrutura da Picoplatina
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1.3 Relagéo Estrutura e Atividade dos Complexos de Platina

Observando a atividade comprovada de alguns complexos de platina e também a
atividade promissora de tantos outros analogos, é importante entender a relacéo entre a
estrutura e a atividade desses compostos.

Vérios artigos reportam requisitos fundamentais para a atividade dos complexos de
platina (Fontes, de Almeida, Nader, 1997), podendo-se citar sua estrutura, carga,
configuragdo e ligantes com alta afinidade pelo DNA (Fontes, de Almeida, Nader,
1997). E preciso ressaltar que essas regras, embora muito validas para analogos da
cisplatina, ndo se aplicam indistintamente para todos os complexos sintetizados.

O isdbmero geométrico da cisplatina, o composto trans, ndo apresenta atividade
antitumoral. Apesar de alguns compostos com geometria trans apresentarem atividade
biologica, a estrutura preferencial para tais compostos € a cis (Wong, Giandomenico,
1999; Pasini, Zinino, 1987; Van der Veer, Reedijik, 1988; Rosenberg, Van Camp,
Grimley, Thomson, 1967; Lebwohl, Cannete, 1998; Weiss, Christian, 1993). Essa
menor atividade dos complexos do tipo trans pode estar relacionada ao fato deles serem
mais reativos, ou seja, reagem muito facilmente no meio biologico, alem do fato de
formarem trans-adutos com o DNA e destes serem facilmente reparados (Sherman,
Lippard, 1987; Coluccia, Natile, 2001).

Outro fator relevante para estrutura e reatividade dos complexos é a carga, pois a
maior parte dos compostos ativos sdo neutros. No entanto, ha relatos de compostos
catibnicos que também possui atividade ((Fontes, de Almeida, Nader, 1997; Bradner,
Rose, Hyftalen, 1980). Os complexos neutros seriam mais eficazes do que o0s que
apresentam carga, pois possuem baixa solubilidade e, conseglientemente permanecem
por um tempo maior no organismo, levando a uma maior probabilidade de a droga
alcancar o alvo esperado (Adomat, Skov, Fontes, Farrel, 1991).

O grupo abandonador também esta ligado a atividade anticancerigena, pois de
acordo com sua natureza ele vai influenciar na reatividade do complexo (Bloemink,
Reedjik, 1996), ou seja, deve possuir uma moderada labilidade, pois facilitard o
mecanismo de hidrélise, que ocorre antes do complexo entrar na célula. Sem duvida, o
ligante mais empregado é o anion cloreto (CI™*) (Fontes, de Almeida, Nader, 1997;
Bloemink, Reedjik, 1996). E preciso considerar que a labilidade deve ser realmente

moderada, pois caso o ligante seja muito labil, o complexo sera muito reativo, podendo
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ocorrer reagdes com outras biomoléculas, gerando toxicidade e auséncia de atividade
antitumoral (Gullotti, Pacchioni, Pasini, Ugo, 1982), por outro lado, complexos com
ligantes fortemente coordenados sdo inativos, como é o caso do SCN™ (Bloemink,
Reedjik, 1996; Neidle, Ismael, Sadler, 1980).

O grupo ndo abandonador dos complexos de platina também possui papel
fundamental, pois este permanece ligado a platina mesmo apds sua ligagdo com o DNA,
para isso ele deve ser relativamente inerte, como é o caso das aminas. Estas aminas
podem ser mono ou bidentadas, sendo que as bidentadas, para que se forme um
composto energeticamente favoravel, devem formar com a platina anéis de cinco ou de
seis membros (Gullotti, Pacchioni, Pasini, Ugo, 1982).

Os complexos de platina(1V) sdo considerados pro-droga, pois para que apresentem
atividade antitumoral, é preciso que este seja reduzido a complexos de platina(ll). Se
compararmos 0s dois nimeros de oxidacao da platina, observaremos que 0s com nox +4
sd80 menos ativos, pois ao passar pelas reagdes de substituicdo no organismo, isso se da
de forma mais lenta que os complexos com nox +2 (Bloemink, Reedjik, 1996; Talman,
Kidani, Mohrmann, Reedjik, 1998).

1.4 Reatividade e Mecanismo de Ac¢éo da Cisplatina

Um dado importante a se considerar € que os complexos metalicos no organismo
sofrem vérias reacfes de substituicdo até entrarem na célula, sendo a reacdo mais
importante a de hidrolise. No caso da cisplatina, tem-se um complexo neutro que possui
baixa solubilidade em agua (2,53 mg/mL a 25°C) sendo administrado por via
intravenosa em solucéo salina.

Na figura a seguir (figura 9) esté ilustrada o mecanismo de hidrélise da cisplatina
(Fontes, César, Beraldo, 2005).
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Figura 9: Hidrdlise da cisplatina

Observa-se na figura 9 que, apds a entrada da cisplatina na célula, em grande parte
por difusdo passiva, os ligantes cloretos (ligantes abandonadores), sdo substituidos por
moléculas de agua ou grupos hidroxila, dando origem a espécies carregadas
positivamente, os ions cis-diaminoaquacloroplatina(ll) e cis-diaminodiaquaplatina(ll)
(Green, Garner, Orton, 1992; Maia, Suillerot, 2003). Esta substituicdo é favorecida
devido a diferenca de concentracdo dos ions cloreto no plasma sanguineo e citoplasma e
também, devido a alta concentracdo de moléculas de agua e hidroxila.

No caso da cisplatina, h& um consenso de que seu principal alvo € o DNA (acido
desoxirribonucléico), que ¢ uma macromolécula constituida por duas fitas, cada uma
delas composta por uma sequéncia de nucleotideos, os quais por sua vez sdo formados
por trés diferentes tipos de moléculas: um acucar, um grupo fosfato e uma base
nitrogenada. A interacdo com o DNA é gue propicia o efeito antitumoral, induzindo a
morte programada da célula (Alderden, Hall, Hambley, 2006).

A ligacdo da platina com o DNA ocorre preferencialmente através de um dos
atomos de nitrogénio de guanina ou de adenina. A interacdo mais estavel é com o
nitrogénio da guanina, em razdo da possibilidade de formacédo de ligacdo de hidrogénio
do grupo NHj3 da cisplatina com o oxigénio da guanina (Fontes, César, Beraldo, 2005;
Fontes, de Almeida, Nader, 1997; Kelland, 2007; Burgeson, Kostie, 1991). Os demais
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atomos de nitrogénio ndo estdo disponiveis, seja por estarem envolvidos em ligacGes de
hidrogénio entre as fitas do DNA, estericamente impedidos, ou por estarem envolvidos
em ligacGes glicosidicas com o acUcar.

A cisplatina € polar e entra nas células lentamente em comparagéo a outras classes
de pequenas moléculas de drogas contra o cancer. A absorcao celular da cisplatina é
influenciada por diversos fatores, tais como concentracdo de ions sédio e potéssio, pH e
a presenca de agentes redutores (figura 10) (Kelland, 2007).

NHy.,. .

Figura 10: Mecanismo de ac¢do da cisplatina, influxo e efluxo

Podemos observar que a cisplatina tem seu transporte até a célula envolvendo duas
etapas. Primeiramente ocorre o transporte por difusdo passiva. Em segundo lugar ha a
hidrolise da espécie dicloro, que é realizada em ambiente deficiente de ions cloreto no
nivel da membrana celular (Maia, Suillerot, 2003).

Podem ser formados varios tipos de adutos entre a cisplatina e 0 DNA, entre eles, 0s
principais sdo os adutos monofuncionais, onde cada atomo de platina faz apenas uma
ligacdo com o DNA, adutos bifuncionais, onde cada atomo de platina se liga a duas
posicBes do DNA. Este tipo de ligacdo pode ocorrer de trés formas distintas, intrafita
(duas ligacbes na mesma fita) (figura 11), interfitas (ligac6es em fitas diferentes) (figura
12) ou intermolecular (uma ligacdo da platina é feita como DNA e a outra com uma

proteina ou aminoacido) (Fontes, César, Beraldo, 2005).
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Figura 11: Aduto intrafita entre cisplatina e as bases do DNA

Figura 12: Aduto interfita entre cisplatina e as bases do DNA

Para a cisplatina, o aduto encontrado em maior quantidade é o que corresponde a
ligacdo intrafita, envolvendo bases guaninas adjacentes, o que sugere ser a formacéo
desse aduto o maior responsavel pela sua atividade anticancerigena (Fontes, César,
Beraldo, 2005; Liang, Shen, Gottesman, 2004; Takahara, Rosenweing, Frederick,
Lippard, 1995).

A eficacia de complexos de platina como agente anticancerigeno pode ser
comprometida pela sintese do DNA ou pela saturacdo da capacidade celular de formar
adutos de platina com 0 DNA (Szymkowski, Yarema, Essigmann, 1992). Adutos trans
sdo mais facilmente reparados que os adutos cis e, por esta razdo, o intermediario
diaquo de configuracdo cis é 30 vezes mais toxico do que aquele de configuracdo trans
(Mello, Lippard, Essigmann, 1995). A inibicdo da sintese e reparo do DNA pode
resultar numa modificacdo da estrutura tridimensional do mesmo, induzida pelos adutos

formados (Suo, Lippard, Johnson, 1999). Células com acentuada atividade de reparo do
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DNA sdo resistentes a cisplatina confirmando a importancia da inibicdo do reparo
(Zamble, Lippard, 1995).

1.5 Complexos de Platina(lV)

Uma classe de compostos de muito interesse e estudo, sdo 0s complexos de
platina(1V), que também foram estudados por Rosenberg. Ha interesse por estes
complexos, pois sdo mais sollveis em agua e mais inertes, ou seja, isso faz com que
haja uma maior resisténcia da droga no meio estomacal (&cido), levando a uma
administracdo por via oral (Fontes, de Almeida, Nader, 1997; Alderden, Hall, Hambley,
2006; Farrell, 1989).

Outro interesse forte em novos compostos de platina, diz respeito a um menor efeito
colateral aos pacientes submetidos a quimioterapia, que causa severos danos ao
paciente.

Existem alguns complexos de platina(IVV) que se mostraram promissores, por isso
foram encaminhados para a triagem clinica, sdo 0s exemplos mostrados abaixo:

- IPROPLATINA: sua selecéo se deu dentre uma série de complexos devido a sua alta
solubilidade em agua, porém néo foi aprovada para uso clinico por ser menos ativa que
a cisplatina (Gordon, Hollander, 1993) (figura 13).

OH
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Figura 13: Estrutura da Iproplatina

- SATRAPLATINA (JM216): é uma droga que gerou muito entusiasmo, uma vez que
possui potencial para ser administrada oralmente, pois € mais estavel em meio acido
podendo resistir as condi¢bes do estbmago, entretanto, possui baixa absorcdo celular
(Groen, 1996; Fichtinger-Schepman, Reedijik, 1985), sua comercializacdo foi negada

por ndo apresentar melhora significante na sobrevida de pacientes (figura 14).
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Figura 14: Estrutura da Satraplatina

- TETRAPLATINA: droga altamente promissora em estudos pré-clinicos, no entanto
causou severos efeitos neurotdxicos no tratamento in vivo (pacientes) sendo, portanto

descartada na triagem posterior (Christian, 1995) (figura 15).
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Figura 15: Estrutura da Tetraplatina

Até o momento, as triagens clinicas in vivo dos compostos de platina(lV) revelou
menor atividade em pacientes do que a cisplatina, causando frustracdo, pois Kelland
constatou que anadlogos do JM216 sdo 840 vezes mais ativos que o cisplatina nos
ensaios in vitro (Kelland, Murrer, Abel, Giandomenico, Mistry, Harrap, 1992). Essa
elevada atividade in vitro foi atribuida a grande apoptose observada, mas a reducdo do
complexo de platina(l1V) a platina(ll) in vivo altera as propriedades farmacoldgicas e,

portanto, a eficacia da droga.

1.6 Complexos Polinucleares de Platina

Os compostos polinucleares de platina tém sido amplamente investigados,
consistindo em uma nova e importante classe de compostos anticancerigenos
(Kasparkova, Zehnulova, Farrell, Brabec, 2002; Qu, Harris, Hegmans, Petz,
Kabolizadeh, Penazova, Farrell, 2004; Kalayda, Zhang, Abraham, Tanke, Reedijk,
2005), caracterizada por possuir dois ou trés nlcleos de metalicos. Estes compostos
possuem um modo de acdo diferente da cisplatina, pois eles induzem uma alteracdo
conformacional no DNA, que é parcialmente irreversivel. 1sso se deve a elevada carga

presente nos complexos trinucleares, levando a uma maior estabilizacdo do meio.
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Nicholas Farrell foi o primeiro a introduzir essa classe de compostos e estes se
mostram promissores, com atividade citotdxica comparavel a cisplatina e até mesmo
maior em células resistentes (Roberts, Houten, Qu, Farrell, 1989; Farrell, 1993). Os
primeiros complexos sintetizados desta classe foram complexos dinucleares, designados

bis(platina) (Farrell, 1993), como o complexo da figura 16, que foi descrito em 1988.

Cl NH H:N Cl
N N/
AN

CI/ \NH2(CH2)6H2N/ Cl

Figura 16: Complexo bis-platina (dinuclear)

Dentre os complexos polinucleares, destaca-se 0 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(NHs)2(NH2(CH,)sNH,).]** (figura 17). Pode-se citar ainda o composto AH78
(figura 18), que é um analogo ao BBR-3464 e possui carga +8 (Harris, Yang, Hegmans,
Povirk, Ryan, Kelland, Farrell, 2005).

Cl NH HaN NH,(CH,)sH; NHg-‘ 4+
NN AN

Pt

Pt
N /
H3N/ \NHZ(CHQ)SHQN/ NH; HaN \CI

Figura 17: BBR3464 — trinuclear
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HaN NH5(CHa)gHoN NH3 HiN NH,(CH,)sNH3

Figura 18: AH78 — trinuclear

O BBR-3464, depois de ensaios pré-clinicos bem sucedidos, alcancou a fase Il de

ensaios clinicos (Farrell, 2004). Este composto mostrou-se pelo menos 20 vezes mais
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eficaz que a cisplatina em sistemas pré-clinicos tumorais, inclusive resistentes, além de
ser soltvel em 4gua, podendo ser administrado oralmente (Manzotti, Pratesi, Menta, Di

Domenico, Cavalletti, Fiebig, Kelland, Farrell, Polizzi, Supino, Pezzoni, Zunino, 2000).

1.7 Lipossomas

Sabe-se que os complexos de platina possuem atividade antitumoral, no entanto ha
grande necessidade de buscar novos medicamentos neste ramo, pois a quimioterapia é
dolorosa e oferece alta toxicidade aos pacientes que a ela se submetem, além de ser
importante a busca por novos complexos com maior espectro de atividade.

Os carreadores biologicos sdo capazes de diminuir os efeitos colaterais de algumas
drogas, pois reduzem a interacdo indesejada da droga no organismo, como € o0 caso dos
lipossomas.

Na década de 60, Alec Bangham observou que os fosfolipideos em solucéo aquosa e
sistemas fechados podem formar estruturas de bicamadas, os lipossomas. Desde entéo,
iniciou-se um longo caminho entre ser um objeto de mera pesquisa e um transportador
farmacéutico de grandes aplicacdes. O desenvolvimento e avanco real desta area se
deram nos ultimos 20 anos, com a aplicacdo em drogas e produtos de alta tecnologia
(figura 19) (Torchilin, 2005).

Figura 19: Evolucédo dos Lipossomas

Pode-se observar na figura 19A que os lipossomas podem incorporar compostos
hidrofilicos no compartimento aquoso interno (simbolizado por a), ou entdo compostos
hidrofobicos na bicamada lipidica (simbolizado por b) (Torchilin, 2005).

Os lipossomas direcionados, com ligantes imobilizados na sua superficie, capazes de
reconhecerem e se ligarem as células de interesse, tem sido bastante estudados, como na
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figura 19 B, onde (c) esta covalentemente ligado em fosfolipidios na membrana, ou
entdo, hidrofobicamente ligado (d) dentro da membrana do lipossoma (Torchilin, 2005).

Lipossomas de longo tempo de circulacdo, compdem uma nova geracdo de
lipossomas que possuem superficie de membrana alterada pela inclusdo de polimeros
biocompativeis (e), figura 19 C, 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 circulacdo na corrente sanguinea (Torchilin, 2005).

Imunolipossomas de longa circulacdo (figura 19 D), tém simultaneamente
polimeros de protecdo e anticorpos, que podem ser fixados a superficie dos lipossomas
(9) ou, preferencialmente, para a extremidade cadeia polimérica (h) (Torchilin, 2005).

Ja nos lipossomas de nova geracdo, figura 19 E, a superficie estd modificada de
diferentes maneiras. Entre essas modificagdes podemos citar: um polimero de protecédo
(1) ou polimero de protecdo e ligante alvo, como anticorpo (j), o acessorio /
incorporacéo de diagnostico (k), a incorporacéo de lipidios carregados positivamente (1),
permitindo a complexacdo com o DNA (m), a incorporacdo de lipidios estimulos
sensiveis (n), polimero de estimulos sensiveis (0), células-penetrante do peptideo (p), a
incorporacdo de componentes virais (gq). Além de uma droga, lipossomas podem ser
carregados com particulas magnéticas (r) para sensores magnéticos de segmentacao e /
ou com ouro e particulas de prata (s) para microscopia eletronica (Torchilin, 2005).

Os lipossomas sdo vesiculas esféricas, constituidas de uma ou varias bicamadas
concéntricas de lipideos, que isolam um ou varios compartimentos aquosos internos do
meio externo.

Uma grande vantagem dos lipossomas, com relacdo a outros sistemas
transportadores de medicamento, € a sua elevada biocompatibilidade, especialmente
quando estes sdo formados de lipideos pertencentes as familias de lipideos naturais.
Além disso, sdo sistemas altamente versateis, cujo tamanho, lamelaridade, superficie,
composicdo lipidica, volume e composicdo do meio aquoso interno podem ser
manipulados em funcdo dos requisitos farmacéuticos e farmacoldgicos (figura 20)
(Frézard, Schettini, Rocha, Demicheli, 2005).
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Figura 20: Caracteristicas estruturais dos lipossomas

Outras importantes caracteristicas dos lipossomas os fazem ser muito aplicados e
visados pelos cientistas (Torchilin, 2005), como é o caso da capacidade de encapsular
substancias hidrofilicas em seu compartimento aquoso interno e substancias
hidrofobicas dentro de sua membrana. As drogas incorporadas em lipossomas podem
chegar direto ao alvo, ndo sofrendo interferéncia dos efeitos externos. As propriedades
dos lipossomas podem ser facilmente alteradas pela adicdo de novos componentes na
formulacéo lipidica, devido ao seu formato, carga e propriedades superficiais.

Os lipossomas podem ser classificados em termos de tamanho, nimero de lamelas
(e sua posicao relativa), constituicdo lipidica (o que também condiciona a sua carga),

estabilidade e modo de preparacéo (figura 21) (Santos, Castanho, 2002).
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Figura 21: Representacdo das Vvarias utilizagdes dos lipossomas e inter-relagéo entre os diversos

pardmetros gque os caracterizam
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De acordo com a aplicacdo de determinado lipossoma é possivel escolher um
tipo de vesicula lipossomal. Esses diferentes tipos sdo obtidos atraveés da variagdo dos
métodos de preparagdo, normalmente apresentando didmetro médio entre 20 e 5000 nm
(Santos, Castanho, 2002; New, 1990). No caso deste trabalho, foram utilizados
lipossomas do tipo MLV (multilamellar vesicles), com tamanhos superiores a 100 nm e
que consiste de varias camadas concéntricas (figura 22).

©

Figura 22: Estrutura de um lipossoma do tipo MLV

1.8 Lipossomas e Complexos de Platina

Como dito anteriormente, os compostos de platina, em especial a cisplatina,
apresentam varios efeitos de toxicidade, por isso uma alternativa de diminuir esses
efeitos é a encapsulacdo em lipossomas.

S&o conhecidas formulacGes que possibilitam a encapsulacdo de mais de 80% de
cisplatina em lipossomas do tipo MLV (Newman, Colbern, Working, Engbers,
Amantea, 1999). As taxas de encapsulacdo de drogas em lipossomas sdo bastante
variaveis bem como a estabilidade dos mesmos (Xiao, Qi, Maitani, Nagai, 2004).

Um lipossoma que contém cisplatina é o SPI1-077, é estavel no plasma, e apresenta
longo tempo de circulacdo. Eles exibem alta eficacia contra tumores e baixa toxicidade
em comparagdo com a cisplatina livre (Zamboni, Gervais, Egorin, Schellens, Zuhowski,
Pluim, Joseph, Hamburger, Working, Colbern, Tonda, Potter, Eiseman, 2004; White
Lorigan, Margison, Margison, Martin, Thatcher, Anderson, Ranson, 2006).

No entanto, em testes clinicos de fase | e fase Il, este lipossoma apresenta 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 liberacéo e ativagédo (Moreira, Almeida, Geraldes, Mmadeira, Costa,

1997).
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A carboplatina é outro complexo que vem sendo encapsulado, mostrando atividade
superior & da carboplatina livre (Fichtner, Reszka, Schutt, Rudolph, Becker, Lemm,
Richter, Berges, 1993). Estudos sugerem a utilizacdo de lipossomas com polissacarideos
aumentando a estabilidade do lipossoma e a especificidade da droga (Sarikapan, Vasant,
2004).

Na figura 23, podemos ver a AROPLATINA (DACH-L-NDDP), que é um
complexo lipofilico que também j& foi incorporado em lipossoma, 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
encapsulacéo e boa estabilidade. Formulagdes lipossomais com este complexo estdo em
fase Il de testes clinicos em pacientes com cancer no pancreas e colo-retal avangado
(CLINICALTRIALS, 2010).
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Figura 23: Estrutura da Aroplatina

Na figura 24, observa-se o complexo de platina AP5346, que tambem foi
encapsulado em lipossomas (Fontes, de Almeida, Nader, 1997). Sua formulacédo
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 pescoco (CLINICALTRIALS, 2010).
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Figura 24: Estrutura da AP5346
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1.9 Objetivos

Este trabalho visa a preparacdo de complexos mononucleares de platina(ll) com
novos ligantes diaminados N-alquilados de cadeia longa contendo grupo hidroxila
terminal e de complexos dinucleares de platina(ll) com ligantes aminados N-alquilados
de cadeia longa. Os ligantes foram escolhidos pela possibilidade de comparagdo com
outros desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa, que possuiam hidroxila ndo terminal
na cadeia e também outros ligantes que apresentam a cadeia carbdnica sem o grupo
hidroxila. Além disso, optou-se por estudar os compostos dinucleares, que sao
promissores em sua atividade bioldgica.

Apo6s a caracterizacdo dos complexos, foram feitas tentativas de incorporacdo dos
mesmos em lipossomas.

Foram realizados ainda testes de atividade citotoxica dos complexos sintetizados,
livres e encapsulados em lipossomas, contra linhagens de células tumorais e nao

tumorais.
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2 Sintese e Caracterizacdo dos Ligantes Diaminados e Aminados
N-alguilados de cadeia longa e seus respectivos Complexos

2.1Reagentes

1,2-etanodiamina (Vetec)

1,10-decanodiol (Aldrich)
1,12-dodecanodiol (Aldrich)

Cloreto de mesila (Aldrich)

Cloreto de tosila (Aldrich)

Clorof6ormio (Merck)

Cloroférmio-d; (Spectrum)
Dimetilaminopiridina (Acros Organics)
Diclorometano (Quimex)
Dimetilsulfoxido-ds (Spectrum)

Etanol (Vetec)

Hexano (Quimex)

Metanol (Quimex)

Metanol-d; (Cambridge Isotope Laboratories, INC)
Sulfato de sodio anidro (Vetec)
Tetracloroplatinato(ll) de potassio (Aldrich)
Tetraidrofurano (Vetec)

Trietilamina (Aldrich)

2.2 Espectros de Absorcao na Regido do Infravermelho
Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho para os ligantes e para 0s
complexos foram obtidos em um espectrofotbmetro Bomem FT IR MB-102, no

Departamento de Quimica da UFJF. Estes foram realizados na regido de 4000 cm™ a

300 cm™ utilizando pastilhas de KBr previamente dessecado em mufla a 500 °C.
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2.3 Faixa de Fuséo e de Decomposicao

As faixas de temperatura de fusdo para os ligantes e de decomposicdo para 0S
complexos foram determinadas em um aparelho digital MQAPF-Microquimica, no
Departamento de Quimica da UFJF.

2.4 Espectros de RMN de *H, *C e *°pt

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos dissolvendo-se o0s
ligantes em CDCI3; ou CD3;OD, e os complexos em DMSO-ds em espectrofotometro
Bruker (300 MHz para os espectros de RMN de 'H, 75 MHz para os espectros de RMN
de 3C e 64 MHz para os espectros de RMN de '**Pt) no Departamento de Quimica da
UFRJF. Os deslocamentos quimicos foram expressos em 6 (ppm) a partir do padrao

interno TMS (RMN de *H) e de uma solugdo de K,PtCl, em D,O (RMN de **Pt).
2.5 Analise Elementar

A analise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio dos compostos obtidos foi
realizada na central analitica do Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo—
USP.
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2.6 Sintese de Ligantes Diaminados N-alquilados de cadeia longa com

Hidroxila Terminal

Solubilizou-se 50 mmol de cada alcool comercial em 130 mL de solvente THF e
transferiu-se tal solucdo para um baldo de reacdo de 1000 mL, sob agitacdo a
temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se a esta solucéo 1,2 equivalentes de NEt3
e quantidade catalitica de DMAP. Preparou-se uma solucdo contendo 1,2 equivalentes
de cloreto de metanossulfonila em aproximadamente 260 mL de THF. Adicionou-se a
solugdo de cloreto de metanossulfonila previamente preparada, lentamente, utilizando
um funil de adi¢do. Terminada a adicdo, a reacdo permaneceu sob agitagdo magnética
constante e temperatura ambiente por aproximadamente 24 horas.

A reacdo foi acompanhada por CCDS, (ELUENTE: diclorometano - REVELADOR:
iodo) e, apds 24 horas observou-se que todo o alcool de partida havia sido consumido e
a reacao foi interrompida. Em seguida foram realizadas trés extracdes liquido-liquido,
sendo que as duas primeiras foram realizadas utilizando THF/agua como solventes, e na
terceira foi utilizado THF/solucdo saturada de NaCl. Com sulfato de sodio anidro a fase
organica remanescente foi filtrada e concentrada sob pressdo reduzida, originando o
uma mistura de monomesilato e dimesilato. Para isolar o monomesilato, produto
desejado, foi realizada cromatografia em coluna de silica-gel (diclorometano/metanol).

Em seguida, a uma solucdo etandlica (25 mL) com excesso de 1,2-etanodiamina (10
equivalentes) sob agitacdo magnética constante, adicionou-se lentamente através de um
funil de adicdo, uma solucdo também etandlica do monomesilato puro obtido
anteriormente. Apds aproximadamente 24 horas de reacdo a 70 °C, a formacdo do
produto desejado foi evidenciada por CCDS (ELUENTE: diclorometano7/metanol3 —
REVELADOR: iodo). O produto bruto foi concentrado sob pressdo reduzida e logo em
seguida foram realizadas quatro extracdes consecutivas, nas duas primeiras utilizou-se
como solvente diclorometano/agua, na terceira diclorometano/solucdo de NaOH 10% e
por ultimo solucdo diclorometano/solucdo saturada de NaCl. A fase orgénica
remanescente foi filtrada com sulfato de sodio anidro e concentrada sob pressdo
reduzida, dando origem a uma mistura de produtos. Esta mistura foi entdo purificada em

coluna cromatografica em silica-gel (diclorometano/metanol).
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2.7 Dados e Caracterizacao dos Ligantes Diaminados N-alquilados de

Cadeia Longa com Hidroxila Terminal

Os ligantes obtidos estdo apresentados a seguir, com os dados de caracterizagdo por
RMN de 'H, °C e espectroscopia na regido do infravermelho (Silverstein, Webster,
Kiemle, 2007).

Composto 1
(IDH
HZN NH(CHz)QCHZ

Formula Molecular: C12H230N;
Massa Molecular: 216 g/mol
Caracteristica Fisica: cera amarelada
Faixa de Fusdo: 33,0 — 33,4°C
Rendimento: 60% (2,56 Q)

LV. v (em™) KBr: 3338, 2916, 2848, 1568, 1467, 1313, 1128, 1062, 723.
RMN H (CDCly) 5: 1,26 (m, 12H, CH,); 1,49 (m, 4H, CH,); 1,83 (m, 4H, NH, NH, e
OH); 2,55 (t, 2H, CHaCH,CH,-NH): 2,59; 2,65 (2 t, 4H, CHa-NH e CHo-NH> ); 3,57 (t,

2H, CH,-OH).

RMN °C (CDCl3) §: 25,79 a 32,85 (CH,); 41,67 (CH2-NHy): 49,88: 52,48 (CH-NH);
62,60 (CH,-OH)
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Composto 2

OH

|
H2N NH(CH2)11CH2

Formula Molecular: C14H3,0ON>»

Massa Molecular: 244 g/mol

Caracteristica Fisica: cera amarelada

Faixa de Fusdo: 56,6 — 57,1°C

Rendimento: 53% (2,33 Q)

LV. v (cm™) KBr: 3404, 2918, 2848, 1589, 1467, 1114, 1058, 721.

RMN *H (CDCls) 8: 1,24 (m, 16H, CH,); 1,52 (m, 4H, CH,); 1,88 (m, 4H, NH, NH, e
OH); 2,56 (t, 2H, CHCH,CH,-NH); 2,63; 2,77 (2 t, 4H, CHo-NH e CH,-NH; ); 3,57 (t,

2H, CH,-OH).

RMN °C (CDCl3) §: 26,19 a 33,22 (CH,); 41,99 (CH2-NHy); 50,29; 52,80 (CH-NH);

63,02 (CH,-OH)
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2.8 Sintese de Ligantes Aminados N-alquilados de Cadeia Longa

Solubilizou-se 30 mmol de cada alcool comercial em 100 mL de solvente
cloroférmio e transferiu-se tal solugdo para um baldo de reacdo de 500 mL, sob agitacéo
a temperatura ambiente. Em seguida adicionou-se a esta solucdo 2,2 equivalentes de
NEt; e quantidade catalitica de DMAP. Preparou-se uma solu¢do contendo 2,2
equivalentes de cloreto de tosila em aproximadamente 120 mL de cloroférmio.

Adicionou-se a solucdo de cloreto de tosila previamente preparada, aos poucos, ao
baldo de reacdo. Terminada a adicdo, a reacdo permaneceu sob agitacdo magnética
constante e temperatura ambiente por aproximadamente 24 horas.

A reagdo foi acompanhada por CCDS, (ELUENTE: diclorometano -
REVELADOR: iodo) e, ap0s 24 horas observou-se que todo o alcool de partida havia
sido consumido e a reacgéo foi interrompida. Em seguida foram realizadas trés extracoes
liquido-liquido, sendo que as duas primeiras foram realizadas utilizando
cloroformio/agua como solventes, e na terceira foi utilizado cloroformio/solugéo
saturada de NaCl. A fase organica remanescente foi filtrada com sulfato de sodio anidro
e concentrada sob pressdo reduzida, originando uma mistura de monotosilato e
ditosilato, com maior quantidade do ditosilato. Para isolar o ditosilato, produto
desejado, foi realizada cromatografia em coluna de silica-gel (diclorometano/metanol).

Em seguida, a uma solucéo etandlica (25 mL) com excesso de 1,2-etanodiamina (20
equivalentes) sob agitacdo magnética constante, adicionou-se lentamente através de um
funil de adicdo, uma solucdo também etandlica do ditosilato puro obtido anteriormente.
Apos aproximadamente 24 horas de reacéo a 70 °C, a formacéo do produto desejado foi
evidenciada por CCDS (ELUENTE: diclorometano 7/metanol 3 — REVELADOR:
iodo). O produto bruto foi concentrado sob pressao reduzida e logo em seguida foram
realizadas cinco extracdes liquido-liquido, sendo que as trés primeiras foram realizadas
utilizando cloroférmio/agua como solventes, na quarta foi utilizado cloroférmio/solucéo
NaOH 10%, e por ultimo foi utilizado cloroférmio/solucdo saturada de cloreto de sddio
(NaCl). A fase orgéanica remanescente foi filtrada com sulfato de sddio anidro e

concentrada sob pressao reduzida.
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2.9 Dados e Caracterizagdo dos Ligantes Aminados N-alquilados de

Cadeia Longa

Os ligantes obtidos estdo apresentados a seguir, com os dados de caracterizacdo por
RMN de 'H, °C e espectroscopia na regido do infravermelho (Silverstein, Webster,
Kiemle, 2007).

Composto 5

H,yN NH(CH,);oNH NH,

Formula Molecular: C14H34N4
Massa Molecular: 258 g/mol
Caracteristica Fisica: cera amarela
Faixa de Fus&o: 190,0 — 190,4°C
Rendimento: 57% (0,30 Q)

LV.v(cm™) KBr: 3301, 2921, 2850, 1566, 1479, 1319, 1120, 935, 721.

RMN *H (MeOD) 8: 1,36 (m, 12H, CH,); 1,55 (m, 4H, CH,); 2,62 (t, 4H, CH,CH,CH,-
NH); 2,70; 2,77 (2, 8H, CHo-NH e CH»>-NH ).

RMN C (CDCls) 5: 28,65 a 30,89 (CHy): 41,83 (CH,-NH,); 50,99 e 52,83 (CH, da

etilenodiamina).
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Composto 6

H2N NH(CHz)lzNH NH2

Formula Molecular: C16H3gN4
Massa Molecular: 286 g/mol
Caracteristica Fisica: cera amarela
Faixa de Fus&o: 290,0 — 290,6°C
Rendimento: 79% (0,44 g)

L.V. v (cm™) KBr: 3292, 2920, 2848, 1575, 1467, 1317, 1124, 943, 721.

RMN ‘H (MeOD) &: 1,34 (m, 16H, CHy): 1,55 (m, 4H, CH,); 2,62 (t, 4H, CH,CH,CH,-
NH): 2,70; 2,80 (2, 8H, CHo-NH e CH»-NH> ).

RMN C (CDCls) : 28,99 a 31,31 (CHy); 42,07 (CH,-NH,); 51,23 e 52,97 (CH, da

etilenodiamina).

49



2.10 Sintese dos Complexos de Platina(ll) com Ligantes Diaminados

N-alquilados de Cadeia Longa com Hidroxila Terminal

Solubilizou-se 0,208 g (0,5 mmol) do sal de platina K,PtCl, (tetracloro platinato(ll)
de potéassio) em 3 mL de agua e transferiu-se tal solugdo para um baldo de reacao de 25
mL. Adicionou-se gota a gota a este baldo, durante aproximadamente 3 horas, 0s
respectivos ligantes diaminados N-alquilados com hidroxila terminal (0,5 mmol)
previamente sintetizados e solubilizados em uma mistura de agua/metanol. Apds a
adicdo total do ligante, a reacdo foi deixada sob agitacdo magnética constante a
temperatura ambiente por 24 horas. O precipitado obtido foi filtrado sob pressédo

reduzida e lavado com agua e metanol.
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2.11 Dados e Caracterizacdo dos Complexos de Platina(ll) com
Ligantes Diaminados N-alquilados de Cadeia Longa com Hidroxila

Terminal

Estes complexos foram devidamente caracterizados e estao apresentados a seguir com os dados
de RMN de 'H, **C e '*°Pt, espectroscopia na regifo do infravermelho (Silverstein, Webster,
Kiemle, 2007) e analise elementar.

Composto 3

?H
NH(CH,)4CH,

H,N ‘
2 \Pt/
CI/ \CI

Formula Molecular: C12H250N,CloPt

Massa Molecular: 482 g/mol
Caracteristica Fisica: solido bege
Decomposicdo: 282°C
Rendimento: 60% (0,15 Q)

LV. v (em™) KBr: 3456, 3207, 3134, 2923, 2852, 1589, 1461, 1051, 318.
RMN *H (DMSO-d) 5: 1,07 a 1,58 (m, 16H, CHy); 2,12; 2,26; 2,55; 2,64 (4m, 6H,
2CH,-NH e CH,-NH,); 3,19 (sl, 2H, CH,-OH); 4,22 (sl, 1H, CH,-OH); 5,10; 5,18 (2s,

2H, NH,); 6,01 (sl, 1H, NH).

RMN 2C (DMSO-de) 5: 25,13 a 32,15 (CH,); 44,95 a 54,73 (CHo-NH,, CH, —NH e
CHy): 60,36 (CH2-OH).

RMN **°Pt (DMSO-ds ) &: -2354.
Analise Elementar (%): Calculada C, 29,87; H, 5,81; N, 5,81.

Encontrada C, 29,35; H, 5,63; N, 5,93.
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Composto 4

(l)H
NH(CH,),,CH,

HoN
2 \Pt/
CI/ \CI

Formula Molecular: C14H3,0ON,CI,Pt
Massa Molecular: 510 g/mol
Caracteristica Fisica: sélido bege
Decomposicdo: 285°C

Rendimento: 55% (0,15 Q)

LV.v (cm™) KBr: 3454, 3209, 3128, 2927, 2850, 1614, 1463, 1041, 318.
RMN *H (DMSO-dg) &: 1,14 a 1,65 (m, 20H, CH,); 2,18; 2,32; 2,62; 2,73 (4m, 6H,
2CH,-NH e CH2-NHy); 3,26 (sl, 2H, CH,-OH); 4,24 (sl, 1H, CH,-OH); 5,18; 5,26 (2s,

2H, NH); 6,09 (sl, 1H, NH).

RMN C (DMSO-de) 5: 25,46 a 32,49 (CH,); 44,51 a 55,06 (CH,-NH,, CH,—NH e
CHy); 60,66 (CH2-OH).

RMN *°Pt (DMSO-ds) &: -2351.

Analise Elementar (%): Calculada C, 32,94; H, 6,27; N, 5,49.
Encontrada C, 31,05; H, 5,98; N, 5,70.
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2.12 Sintese dos Complexos Dinucleares de Platina(ll)

Solubilizou-se 0,208 g (0,5 mmol) do sal de platina K;PtCl, (tetracloro platinato(ll)
de potéassio) em 3 mL de agua e transferiu-se tal solugdo para um baldo de reacdo de 25
mL. Adicionou-se gota a gota a este baldo, durante aproximadamente 3 horas, 0s
respectivos ligantes aminados N-alquilados (0,5 mmol) previamente sintetizados e
solubilizados em uma mistura de &gua/metanol. Apés a adicdo total do ligante, a reacdo
foi deixada sob agitacdo magnética constante a temperatura ambiente por 24 horas. O
precipitado obtido foi filtrado sob pressdo reduzida e lavado com agua e metanol.
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2.13 Dados e Caracterizagdo dos Complexos Dinucleares 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 regido do infravermelho

(Silverstein, Webster, Kiemle, 2007) e analise elementar.

Composto 7

H,N NH(CH,),,NH NH
2 \Pt/ 2710 \Pt 2
CI/ \CI Cl/ \CI

Formula Molecular: C14H34N4Cl4Pt2.2CH3;CH,OH
Massa Molecular: 882 g/mol

Caracteristica Fisica: solido bege

Decomposicao: > 300°C

Rendimento: 45% (0,18 Q)

L.V. v (cm™) KBr: 3496, 3193, 3134, 2925, 2852, 1595, 1460, 1373, 1288, 1091, 320.

RMN ‘H (DMSO-de) 5: 1,17 a 1,69 (m, 16H, CH,); 2,22; 2,42; 2,60; 2,64 (4m, 12H,
2CH,-NH e CH2-NHy); 5,20 (2sl, 4H, NH,); 6,10 (sl, 2H, NH).

RMN 2C (DMSO-de) 5: 25,01 a 28,56 (CH,): 44,59 a 68,99 (CHp-NH,, CH, —NH e
CHy).

RMN **°Pt (DMSO-ds ) &: -2354.

Anélise Elementar (%): Calculada C, 24,49; H, 5,21; N, 6,35.
Encontrada C, 25,54; H, 4,91; N, 6,72.
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Composto 8

\ /NH(CH2)12NH /NH2
/ \ / \

Formula Molecular: C16H3sN4Cl4Pt,.3/2CH3CH,0OH
Massa Molecular: 887 g/mol

Caracteristica Fisica: sélido bege

Decomposicdo: > 300°C

Rendimento: 44% (0,19 g)

LV. v (cm™) KBr: 3487, 3201, 3136, 2921, 2852, 1589, 1112, 318.

RMN ‘H (DMSO-ds) 5: 1,19 a 1,69 (m, 20H, CH,); 2,22; 2,44; 2,62; 2,66 (4m, 12H,
2CH,-NH e CH2-NHy); 5,31 (2sl, 4H, NH,); 6,13 (sl, 2H, NH).

RMN C (DMSO-de) 5: 26,67 a 29,33 (CH,); 47,05 a 55,53 (CHo-NH,, CH, —NH e
CHy).

RMN *°Pt (DMSO-ds ) &: -2353.

Analise Elementar (%): Calculada C, 25,70; H, 5,29; N, 6,31.
Encontrada C, 26,77; H, 5,01; N, 6,62.
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2.14 Resultados e Discussao

2.14.1 Ligantes Diaminados N-alquilados de Cadeia Longa com

Hidroxila Terminal

A obtencdo dos ligantes foi feita em duas etapas, como pode ser observado na figura
25. Primeiramente foram obtidos os mesilatos de alquila, através da reacdo entre os
alcodis com cloreto de mesila. Esta etapa ocorre com rendimento excelente, por volta de
90 %. Em seguida, foram obtidas as diaminas N-alquiladas com hidroxila terminal, a
partir da reacdo do correspondente mesilato de alquila com a 1,2-etanodiamina . O
solido resultante da segunda etapa foi submetido a extracdo liquido-liquido utilizando-
se agua e diclorometano a fim de eliminar o excesso de 1,2-etanodiamina, procedendo-

se em seguida, a purificacdo de alguns ligantes por coluna cromatogréfica.
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Primeira Etapa:

OH  OH e NEL QSO,CH; OH 0S0,CH; 0SO,CHs
3
CHZ(CH2)nCH, + CH3SO,Cl——=—=> CHy(CH, ) CH,  — CH,(CH,),CH,

24h

Sequnda Etapa:

0SO,CH, OH OH

o2 8 eoH N\ I

CH,(CH,),,CH, + NHZ(CHZ)ZNH2—>7O°C NH, NHCH,(CH,),CH,
24 h

Composto1:n= 8
Composto 2: n =10

Figura 25: Sintese dos Ligantes Diaminados N-alquilados de Cadeia Longa com Hidroxila

Terminal
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Na figura 26 encontra-se o espectro de infravermelho para os compostos 1 e 2.
Observa-se nos espectros a presenca dos grupos hidroxila (estiramento O-H) e amino
(estiramento N-H) e, que sdo evidenciados pela banda intensa na regido de 3300 cm™.
Na regido de 2900 cm™ aparecem bandas que séo atribuidas ao estiramento simétrico e
assimétrico dos grupos CH, alifatico. Observam-se também bandas na regido de 1560
cm™ e 1460 cm™, referentes & deformacéo angular de N-H e deformacéo axial de C-H,
respectivamente. Em 1313 cm™ observa-se uma banda que pode ser atribuida a
deformacdo axial da ligacio C-N. Observa-se na regido de 720 cm™, banda de
deformacio angular assimétrica do grupo CH,. E importante ressaltar que no espectro
ha auséncia da banda em 1340 cm™, que corresponde ao grupo mesila (R-OSOR), 0
que evidencia que a reacdo de substituicdo do grupo mesila pela amina ocorreu.
Podemos confirmar este fato observando na figura 27, que mostra o espectro de
infravermelho do monomesilato de origem. E possivel observar ainda que a banda na
regido de 3300 cm™ aparece sobreposta para o estiramento de O-H e N-H nos ligantes,

isso ocorre devido a possibilidade de interacdo de hidrogénio na molécula.
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Figura 26: Espectros de IV para os compostos 1 e 2
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Figura 27: Espectro de IV para um monomesilato

Nas figuras 28 e 29 estdo apresentados os espectros de RMN de ‘H e **C para o
composto 1, que foram feitos em CDCls. Os espectros do composto 2 encontram-se nas
figuras 30 e 31. Como os espectros dos dois compostos sdo similares, apenas serdo
discutidos os espectros do composto 1.

Observa-se no espectro de RMN de *H do composto 1 um multipleto em & 1,25 e
em o6 1,52 atribuidos aos hidrogénios de grupos CH, da cadeia alifatica do ligante, um
multipleto em & 1,83 referente aos hidrogénios da diamina e ao hidrogénio da hidroxila,
trés tripletos em 6 2,54, 2,65 e 2,79 referentes aos hidrogénios dos grupos CH; vizinhos
a nitrogénio. Observa-se ainda um tripleto em & 3,57 referente ao hidrogénio do grupo
CH ligado a hidroxila.

Observa-se no espectro de RMN de *C do composto 1 sinais entre & 26,0 ¢ & 33,0
atribuidos aos carbonos metilénicos da cadeia alifatica, um sinal em & 41,9 referente ao
carbono CH, vizinho a NH,, um sinal em & 49,8 referente ao carbono vizinho a NH da
diamina e outro sinal em & 52.4 atribuido ao carbono da diamina, vizinho a NH, além de

um sinal em 6 62,6 referente ao carbono ligado diretamente a hidroxila.
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Figura 29: Espectro de RMN de **C para o composto 1




™ <~ 1 © O © © © o
T <5 T 0O N D i = o
© ~ ~mo © © o~
~ 0 ~© oW’ © [N
~ ™ NN NN “ “

?H
H,N NH(CH,),,CH,

?

Int
72
I

=71
T -

(ppm)

Figura 30: Espectro de RMN de *H para o composto 2

oM< o o N 0 o~ O oW~
@ omom o o o o ~ @ O O ©
o © < N o o =2 N 0N M
< O o © o o o~ < o~
~~r~ ® ~ o - ® ocom~o
M~~~ © n W < ™ oM N NN
|
H2N NH(CH2)11CH2

Figura 31: Espectro de RMN de **C para o composto 2



2.14.2 Ligantes Aminados N-alquilados de Cadeia Longa

A obtencdo dos ligantes foi feita em duas etapas, como pode ser observado na figura
32. Primeiramente foram obtidos os tosilatos de alquila, através da reacdo entre os
alcodis com cloreto de tosila. Esta etapa ocorre com rendimento excelente, por volta de
90 %. Em seguida, foram obtidas as aminas N-alquiladas, a partir da reagdo do
correspondente tosilato de alquila com a 1,2-etanodiamina. A graxa resultante da
segunda etapa foi submetida a extracdo liquido-liquido utilizando-se agua e
diclorometano a fim de eliminar o excesso de 1,2-etanodiamina. Os ligantes foram

utilizados sem purificacdo posterior a sintese, devido a grande dificuldade desta etapa.
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Primeira Etapa:

OH OH OSO,CH OH
HCI/ NEt; | 2 3 9802CH3 ?SOZCH:;

| | CHClj
CHZ(CHZ)RCH + CH3SOCl———— > CHz(CHz)nCHz + CH,(CH,),CH,
24h

Sequnda Etapa:

0SO,CH; 0SO,CHy
EtOH / 0\ /T
CH (CHz)nCHz+ NH,(CH2);NH;— "> HoN  NHCH,(CH),CH,NH - NH,

24h

Composto 5: n =8
Composto 6: n =10

Figura 32: Sintese dos Ligantes Aminados N-alquilados de Cadeia Longa
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Na figura 33 encontra-se o0s espectros de infravermelho para os composto 5 e 6.
Observa-se no espectro, a presenca de uma banda na regido de 3360 cm™ referente ao
estiramento N-H do grupo amino, bandas na regi&o de 2920 a 2850 cm™ s&o atribuidas
ao estiramento simétrico e assimétrico dos grupos CH, alifaticos. Observa-se também
bandas na regido de 1560 cm™ e 1460 cm™, referentes & deformacao angular de N-H e
deformacdo axial de C-H, respectivamente. Em 1309 cm™ observa-se uma banda que
pode ser atribuida & deformacgdo axial da ligagio C-N. E importante ressaltar que no
espectro ha auséncia da banda em 1340 cm™, que corresponde ao grupo tosila - sulfonas
(R-OSO2R), 0 que evidencia que a reacdo de substituicdo entre o grupo tosil e a amina
ocorreu, podemos confirmar este fato observando na figura 34, onde temos o0 espectro
de infravermelho do ditosilato de origem. Uma evidéncia ainda mais clara da formagéo
dos ligantes é a auséncia das bandas caracteristicas dos estiramentos do anel aromatico,
presente no grupo tosil. E possivel observar ainda que a banda na regido de 3300 cm™
aparece sobreposta para o estiramento de O-H, referente a presenca de residuos de
etanol utilizado como solvente na reacdo, e N-H nos ligantes, isso ocorre devido a

possibilidade de interacdo de hidrogénio na molécula.
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Figura 33: Espectros de IV para os compostos 5 e 6
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Figura 34: Espectro de IV para um ditosilato

Nas figuras 35 e 36 estdo apresentados os espectros de RMN de ‘H e **C para o
compostos 6, que foi realizado em CD3;0D. Os espectros do composto 5 encontram-se
nas figuras 37 e 38. Como os espectros dos dois compostos sdo similares, apenas serao
discutidos os espectros do composto 6.

Observa-se no espectro de RMN de *H um multipleto em & 1,3 e em & 1,5 que
podem ser atribuidos aos hidrogénios de grupos CH, da cadeia alifatica do ligante e
entre & 2,62 e 2,8 observam-se tripletos referentes aos hidrogénios das diaminas e de
CHj, ligados ao nitrogénio.

Observa-se no espectro de RMN de **C do composto 6 sinais entre & 28,9 ¢ & 31,3
atribuidos aos carbonos metilénicos da cadeia alifatica, um sinal em & 42,1 referente ao
carbono CH, vizinho a NH,, um sinal em & 51,2 referente ao carbono vizinho a NH do
anel e outro sinal em & 52,9 atribuido ao carbono da diamina, vizinho a NH.

Vale ressaltar que no espectro de RMN de 'H observam-se sinais referentes ao
etanol, utilizado na reacdo e que nao foi possivel sua retirada. Outra importante
consideracdo é sobre a grande dificuldade de purificacdo destes compostos. A sintese
foi feita utilizando cloreto de mesila e cloreto de tosila, sendo o0 mais eficiente resultado
observado para o cloreto de tosila, pois a pureza final do ligante foi maior, evitando
assim a necessidade de purificacdo, etapa extremamente laboriosa e que no final
resultava em perda total do produto, pela decomposi¢cdo do mesmo ou entdo, dificil

retirada dos produtos da coluna cromatogréfica.
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2.14.3 Complexos de Platina(ll) com Ligantes Diaminados N-

alquilados de Cadeia Longa com Hidroxila Terminal

A obtencéo dos complexos de platina(ll) com hidroxila terminal em quest&o envolve
reacOes de substituicdo do complexo quadratico plano onde dois ligantes do
tetracloroplatinato(ll) de potéassio sdo deslocados por um ligante diaminado N-alquilado
de cadeia longa com hidroxila terminal. A obtencdo do complexo é favorecida pelo
efeito trans dos cloretos e pela formacéo 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
potassio dissolvido em agua e dos ligantes sintetizados, derivados da 1,2-etanodiamina,
dissolvidos em uma mistura de agua e metanol (figura 39). Os compostos foram
caracterizados por espectroscopia na regido do infravermelho, ressonancia magnética

nuclear de préton (*H), carbono (*3C) e platina (**°Pt) e anélise elementar.
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Complexos de Platina(ll) com Ligantes Diaminados N-alquilados de Cadeia Longa

com Hidroxila Terminal

OH OH
H N/_\ ‘ H,O / MeOH SN |
) NHCH,(CH,),CH, + KZPtCI4TH2N\ NHCH,(CH,),CH,
Cl/ Cl

Composto 3:n= 8
Composto 4: n =10

Figura39: Sintese dos Complexos de Platina(ll) com Ligantes Diaminados N-alquilados de

Cadeia Longa com Hidroxila Terminal

Na figura 40 encontram-se os espectros de infravermelho para os compostos 3 e 4,
que foram realizados utilizando pastilhas de KBr, e analisados na regi&o de 4000 cm™ a
300 cm™.

Como pode ser visto nos espectros, 0s compostos apresentam banda na regido de
3400 cm™ referente a0 modo de estiramento O-H e 3200 cm™ referente a0 modo de
estiramento N-H. Nas regides de aproximadamente 2920 e 2850 cm™ observam-se
bandas referentes ao estiramento simétrico dos grupos CH». Na regido de 1590 cm™
ocorre uma banda referente a deformacgédo angular de N-H. Observa-se também uma
banda muito pouco intensa na regido de 720 cm™ referente & deformacdo angular
assimétrica do grupo CH,, bem como uma banda na regido de 570 cm™ referente ao

estiramento Pt-N e banda em 316 cm™ que pode ser atribuida ao estiramento Pt-ClI.

Composto 3

Transmitancia / %

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Namero de onda / cm™
Figura 40: Espectros de IV para os compostos 3 e 4
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Na figura 41 abaixo, podemos fazer uma comparacdo entre 0S espectros dos
complexos e do ligante. Nota-se na regido de 3300 cm™ que nos complexos ha uma
melhor definicdo das bandas do estiramento O-H e N-H, isso porque diminuem as
interagbes de hidrogénio, afinando as bandas. Observa-se também a banda em

aproximadamente 320 cm™ referente a ligagdo Pt-Cl, que ndo esta presente no ligante de
origem.

90 Composto 3

80
Composto 4
70
60

50

40

Transmitancia / %

30

20

10 T T T T T T
4000 3000 2000 1000
1

Numero de Onda /cm’

Figura 41: Espectros de IV para os compostos 3, 4 e 2

A analise por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de todos 0s
complexos sintetizados foi realizada em DMSO-ds. Os espectros do composto 4
encontram-se nas figuras 42 e 43. Como os espectros dos dois compostos séo similares,
apenas serdo discutidos os espectros do composto 3.

Nas figuras 44 e 45 estdo representados os espectros de RMN de *H e **C. Observa-
se no RMN de 'H trés multipletos entre & 1,07 e & 1,58 que pode ser atribuido aos
hidrogénios do grupo CH; da cadeia alifatica. Entre & 2,12 e 2,64 podem ser observados
quatro multipletos referentes aos hidrogénios dos grupos CH; ligados diretamente a
NH; e NH. Em 6 3,19 pode ser observado um simpleto referente aos hidrogénios dos
grupos CH; ligados a OH. Em & 4,22 ha um sinal referente ao hidrogénio do grupo
hidroxila. Para os hidrogénios de NH e NH, os espectros apresentam trés simpletos
largos entre 6 5,10 e 5 6,01.
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O espectro de RMN de **C do composto 3 apresenta sinais entre & 25,0 ¢ 32,0
referentes aos carbonos da cadeia alifatica. Entre 6 44,0 a 55,0 observam-se 0S sinais de
carbonos vizinhos a nitrogénio de NH; e NH, além de sinal em & 60,3 referente ao

carbono ligado diretamente a hidroxila.
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Figura 42: Espectro de RMN de *H para o composto 3
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Figura 43: Espectro de RMN de **C para o composto 3
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Os espectros de RMN de '*°Pt feitos para os compostos 3 e 4 foram realizados em
DMSO-ds. Estes possuem na esfera de coordenacdo da platina, dois &tomos de
nitrogénio e dois dtomos de cloro, gerando um sinal unico na regido de 6 -2300. As
figuras 46 e 47 ilustram os espectros de RMN de **°Pt para os compostos 3 e 4,

respectivamente.

-2354.57

OH
HoN NH(CHZ)QCHZ

.
\

\/j

-22d T2T2% 6 T22B 3 T2'3hd T23% 0 T2"3Wd T236 6 T2"3k 3 T2ab 6 T27ad T2Tal§ T27a6 3 T27ak§
(ppm)

Figura 46: Espectro de RMN de ***Pt para o composto 3

-2351.30

/ \ OH
HzN\ /NH(CHZ)HCHZ
/ \

- 2120 T-Z1%o" T Z2%o" T-Z2%o T-7Z2%B0o T-23%0 T-73%o T-Zabo T-7abo T-ZTaBo T
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Figura 47: Espectro de RMN de "*°Pt para o composto 4
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2.14.4 Complexos Dinucleares de Platina(ll)

Os complexos dinucleares de platina(ll) foram obtidos a partir do
tetracloroplatinato(ll) de potassio dissolvido em &gua e dos ligantes sintetizados,
derivados da 1,2-etanodiamina, dissolvidos em uma mistura de dgua e metanol (figura
48). Os compostos foram caracterizados por espectroscopia na regido do infravermelho,
ressonancia magnética nuclear de préton (*H), carbono (**C) e platina (**°Pt) e analise
elementar.
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Complexos Dinucleares de Platina(ll)

HN  NHCH,(CH)nCH,NH NHﬁZKthCh% HNC /NHCHz(CH)nCHzNQ /NH
Pt Pt
o \CI o \CI

Composto 7: n=8
Composto 8: n=10

Figura 48: Sintese dos Complexos Dinucleares de Platina(ll)

Na figura 49 encontram-se os espectros de infravermelho para os composto 7 e 8,
que foram realizados utilizando pastilha de KBr, e analisados na regido de 4000 cm™ a
400 cm™,

Como pode ser visto nos espectros, 0s compostos apresentam banda na regido de
3490 cm™ referente a0 modo de estiramento O-H e na regi&o de 3160 cm™ referente ao
modo de estiramento N-H. Nas regides de aproximadamente 2920 e 2850 cm™
observam-se bandas referentes ao estiramento simétrico dos grupos CH,. Em 1590 cm™
ocorre uma banda referente a deformacgédo angular de N-H. Observa-se também uma
banda muito pouco intensa na regido de 720 cm™ referente & deformacdo angular
assimétrica do grupo CH,, bem como uma banda na regido de 570 cm™ referente ao
estiramento Pt-N e banda em 322 cm™ que pode ser atribuida ao estiramento Pt-ClI.

Analisando estes resultados, podemos perceber a presenca de bandas referentes ao
modo de estiramento O-H, que ndo deveriam ser observadas, pois 0s compostos em
questdo ndo possuem esse grupo. No entanto, podemos explicar o aparecimento desta
banda a presenca do etanol, utilizado na reacdo de obtencdo do ligante e que havia sido
evidenciada nos espectros para os ligantes. A presenca de etanol também é confirmada

pelos dados de analise elementar dos compostos.
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Figura 49: Espectros de IV para os compostos 7, 8 e 5

Nas figuras 50, 51 e 52 encontram-se 0s espectros de RMN de *H, *C e **Pt do
composto 8, que foram realizados em DMSO-ds. Os espectros do composto 7
encontram-se nas figuras 53, 54 e 55. Como o0s espectros dos dois compostos sdo
similares, apenas serdo discutidos os espectros do composto 8.

Observa-se no RMN de 'H multipletos entre & 1,19 ¢ & 1,69 que pode ser atribuido
aos hidrogénios do grupo CH; da cadeia alifatica. Entre 6 2,22 e & 2,66 podem ser
observados quatro multipletos de hidrogénios dos grupos CH, ligados diretamente aos
nitrogénios. Entre 6 5,31 e 6,13 podem ser observados simpletos largos referentes aos
hidrogénios dos grupos NH e NH,.

O espectro de RMN de *C do composto 8 apresenta sinais entre & 26,67 e 29,33
referentes aos carbonos da cadeia alifatica. Entre 6 47,05 a 55,53 observam-se 0s sinais
de carbonos vizinhos a nitrogénio de NH, e NH.

No espectro de RMN de **°Pt do composto 8 observa-se um sinal na regido de & -
2.353, que é a regido esperada para uma esfera de coordenacdo da platina com dois

atomos de cloro e dois atomos de nitrogénio, evidenciando a formagdo do complexo
com esta estrutura.
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Figura 50: Espectro de RMN de *H para o composto 8

~ o ~N SO0 O0 oo © ©wo
o o ™ W0 A M~~~
© — D NS OO N ™ o O ~
w <~ o ~NLNOS A ™ - o ©
[rs) o~ ~ ococoo oo o o~ ©
[rs) [rs) < T OO® [SYRSVINIESN]

H,N /NH(CHZ)IZN /NHZ
\ / AN

Cl

\/

I~ B - B B B B B o B B B L B B L B B i
(ppm)

Figura 51: Espectro de RMN de **C para o composto 8



H,N NH(CH,);,NH NH
2 \Pt/ 2)12 \Pt/ 2
CI/ \c CI/ \CI

-2353.69

-Z21Rko T 71ko T-Z2bo T-Z2%o T-Z2%B0 T-Z23%0 T-73%0 T-Z4bo T-Z4aLo T-Z4Bo0 T
(ppm)

Figura 52: Espectro de RMN de “*°Pt para 0 composto 8
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Figura 53: Espectro de RMN de *H para o composto 7
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Figura 55: Espectro de RMN de ***Pt para o composto 7
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3  Preparacédo e Caracterizacdo dos Lipossomas contendo
Complexos de Platina(II)

3.1 Introducéo

A literatura reporta que a utilizacdo da maioria dos farmacos possui uma grande
limitagdo que é a impossibilidade do aumento de sua concentracdo no sangue. O tempo
de permanéncia do agente terapéutico na circulacédo, a baixa solubilidade e, em especial,
os efeitos colaterais perniciosos inerentes as terapias com doses elevadas, podem
dificultar a utilizacdo da concentracdo necessaria para o sucesso farmacoterapéutico.
Em consequéncia disso, a obtencdo de transportadores eficientes para farmacos tem
sido, ha longo tempo, um anseio de muitos pesquisadores (Machado, Gnoatto, Kluppel,
2007; Batista, Carvalho, Magalhaes, 2007).

Durante o trajeto de uma substancia com interesse farmacoldgico desde o seu local
de absorcdo até aos locais onde a sua acdo sera exercida, € inevitavel a passagem de
variadas barreiras lipidicas formadas pelas membranas celulares, estruturalmente
constituidas por uma bicamada de fosfolipidios, onde se encontram incrustadas
proteinas, glicoproteinas e outros constituintes (Machado, Gnoatto, Kluppel, 2007).

O conhecimento exaustivo da interacdo entre os farmacos e as membranas lipidicas
é crucial para a compreensdo dos parametros de distribuicdo dessas moléculas no
organismo, bem como para o estabelecimento das relacfes entre as suas propriedades
fisico-quimicas e os parametros farmacoldgicos apresentados, relagdes importantes no
estudo de novas moléculas farmacologicamente ativas. Adicionalmente, para
determinados farmacos, a sua interacdo com os lipidios constituintes das membranas
pode representar uma importante etapa para o estabelecimento do seu modo de acdo
(Machado, Gnoatto, Kluppel, 2007; Batista, Carvalho, Magalhaes, 2007).

Dentro deste cenario, encontramos os lipossomas, como uma alternativa no sistema
de liberacdo controlada de drogas. Ndo somente os lipossomas, como outros métodos
tem sido alvo de pesquisas ha pelo menos quatro décadas. Desde que foi sugerida sua
aplicacdo na inddstria farmacéutica, muitos resultados foram obtidos, especialmente na
manipulacdo molecular de carreadores e no estudo de suas interacbes com as drogas

encapsuladas.
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3.2 Parte Experimental

3.2.1 Reagentes e Métodos Instrumentais

¢ Reagentes

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

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

Ar = Argonio (Alphagaz Arl)

NaCl = Cloreto de sddio (Aldrich)

CH = Colesterol (Aldrich)

Cloroférmio (Merck)

¢ Liofilizacéo
O aparelho utilizado para liofilizacdo foi do tipo Labconco, Freezone 4.5,
pertencente ao Laboratorio de Biofisica e Sistemas Nanoestruturados (Lab-Nano)
ICB/UFMG.

¢+ Homogeneizacdo do tamanho dos lipossomas
A homogeneizacdo do tamanho dos lipossomas foi realizada em extrusora Lipex
Biomembrane Inc Canada, no Lab-Nano ICB/UFMG.

¢ Medidas de tamanho dos lipossomas
A espectroscopia de correlacdo de fotons foi realizada em equipamento Zeta Sizer

3000Hs, Malvern instruments no Lab-Nano no Departamento de Fisiologia ICB/UFMG.

¢ Determinacéo e Quantificacdo de Platina
Utilizou-se um espectrometro de Absorcdo Atbémica de Forno de Grafite Perkin
Elmer (B.3120080) Modelo Analyst 600 com forno THGA no Lab-Nano ICB/UFMG.
Sistema EAA-FG da Perkin Elmer, utilizando lampada de catodo oco para platina,

que operou a 30 mA, argbnio como gas de purga e tubos de grafite com aquecimento
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transversal. 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 padrdo a 400

ug/L de platina.

3.2.2 Preparagdo dos Lipossomas contendo os Complexos de
Platina(ll)

Para 3 mL de suspensédo de lipossomas incorporando cada complexo foi usado 76,5
mg de DSPC (1,2-Diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina), 22,5 mg de CH (colesterol),
16,2 mg de DSPE-PEG-2000 (1,2- diestearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-
[metoxi(polietilenoglicol)-2000]) e a massa respectiva de cada complexo (6,5 mmol/L).
Os componentes foram solubilizados em aproximadamente 3 mL de cloroférmio. O
solvente foi entdo evaporado em rotaevaporador com pérolas de vidro, para obtengédo do
filme lipidico. O filme lipidico passou por liofilizagdo durante 24 h para garantir a
eliminacdo do solvente. A hidratacdo do filme foi subsequentemente realizada com 3
mL de solucdo aquosa de NaCl (0,15 mol/L), sob agitacdo manual. Em seguida a
solucdo foi deixada a 60 °C (temperatura de transicdo de fase do lipidio DSPC) no
rotaevaporador por 45 minutos, para hidratacdo total. Apds a hidratacdo, a solucéo
lipossomal apresentou aspecto leitoso. Na figura 56, encontram-se as etapas realizadas

para preparacao dos lipossomas.

[ Hidratagao Calib d
DL\ Evaporagio com solugdo aquosa alibragio do
oL e — »
: ' 3 do solvente e agitagdo tamanho dos
\L { mecénica Lipossomas
Solugao de lipideos, colesterol Filme lipidico M.LVs Solugao Monodispersa
e complexo de platina (vesiculas multilamelares)
em solvente organico
............ O‘[O‘le‘o"
LR L
CTaa
! Al
............. OOJ)O&
e B g
©~— Complexo de Platina 110 )
(I
<= Colesterol LAl
®— Lipideo | e o):o‘oio --------------

Figura 56: Etapas para preparacdo dos lipossomas do tipo MLV
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3.2.3 Calibragdo do tamanho dos lipossomas e eliminagdo do
complexo ndo incorporado

A suspensdo de lipossomas foi submetida a filtragcdes repetidas, 5 repeticdes, através
de membranas de policarbonato com poros de didmetro de 200 nm para reduzir e
homogeneizar o tamanho dos lipossomas a fim de obter uma solugdo coloidal
monodispersa (figura 45). Esta etapa, chamada de extrusdo, foi realizada sob alta
pressdo de argonio, a 60 °C, usando um sistema de extruséo.

3.2.4 Caracterizacdo das Formulacdes de Lipossomas contendo o0s

Complexos de Platina(ll)
3.2.4.1 Medida de Distribuicdo de Tamanho das Vesiculas

Para medir o tamanho dos lipossomas, foi utilizado espectroscopia de correlacéo de
fotons, realizada a partir de uma dispersdo de 5 pL de solugédo lipossomal em 2 mL de
solugdo aquosa de NaCl (0,15 mol/L), sendo possivel obter o didmetro hidrodinamico
das vesiculas.

A mesma técnica fornece informacdo sobre a homogeneidade da distribuicdo de
tamanho das vesiculas atraveés do indice de poli-dispersdo. As medidas foram feitas em

triplicata e foi utilizada a média dos valores obtidos.

3.2.4.2 Determinacéo da Taxa de Encapsulacéo

Foi determinada a taxa de encapsulacdo que fornece a eficiéncia da incorporacédo
dos complexos de platina(ll) em lipossomas.

A dosagem de platina foi feita por absorcdo atémica forno de grafite, no Lab-Nano
(ICB/UFMG), onde foram preparadas solucdes de acido nitrico 2% das amostras em
baldo volumétrico de 10 mL. A curva de calibracdo foi construida utilizando solugédo

padrdo de K,PtCls em diferentes concentraces.

3.2.5 Determinacdo do Coeficiente de Particdo dos Complexos

Os coeficientes de particdo dos complexos de platina foram determinados em
sistema n-octanol/agua. Cada complexo foi dissolvido em n-octanol e a um volume
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igual de agua com concentracdo 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. Apds separacdo, amostras das 2 fases foram diluidas quando necessario, e
entdo a concentragdo de platina foi determinada por Absor¢cdo Atdmica em Forno de
Grafite. Os resultados sdo expressos pelo coeficiente de particdo aparente (P), com a
concentracdo de platina na fase orgénica dividida pela concentracdo de platina na fase

aquosa.
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3.3 Resultados e Discussao

Trabalhos desenvolvidos anteriormente por nosso grupo de pesquisa (Silva, 2009;
Silva, Fontes, Lopes, Frezard, 2010) determinaram que a formulagdo lipidica ideal para
0s complexos de cadeia carbonica longa consistia na utilizagcdo dos componentes DSPC,
CH, o respectivo complexo e DSPE-PEG-2000, com uma razdo de 5:3:1:0,3
respectivamente. Os componentes usados nessa formulagéo vao originar uma membrana
rigida, pois a temperatura de transicdo dos fosfolipideos é superior a 55°C, além de
proporcionar vesiculas estaveis causadas por PEG-2000, que sdo polimeros de
etilenoglicol que recobrem a superficie dos lipossomas, esse recobrimento da superficie
dos lipossomas impede que haja a fusdo das vesiculas, permitindo assim um tempo de
vida prolongado na circulagdo sanguinea (Torchilin, 2005; Frezard, Schettini, Rocha,
Demicheli, 2005).

Apos a preparacdo dos lipossomas com a formulacdo descrita anteriormente, foi
feita a liofilizagdo das amostras em um liofilizador, sendo que as mesmas foram
deixadas por 24 horas para garantir que ndo haveria mais a presenca de possiveis
solventes da preparacéo.

Uma etapa subseqiiente de grande importancia foi a calibracdo do tamanho dos
lipossomas, bem como a eliminacdo do complexo nao incorporado. Como se pode ver
na figura 56, apds a obtencdo do filme lipidico, tem-se lipossomas de varios tamanhos.
No entanto é preciso homogeneizar estes tamanhos e, no nosso caso, foi feita uma
calibracdo utilizando uma extrusora com membranas de policarbonato com diametro
dos poros igual a 200 nm. Esta etapa é fundamental para se obter uma solucéo coloidal
monodispersa, além é claro, da homogeneizagdo do tamanho dos lipossomas.

Feita a calibracdo, foi necessaria a determinacdo da distribuicdo do tamanho das
vesiculas. Este € um parametro importante na caracteriza¢do de uma formulacédo, devido
a grande influéncia deste na biodistribuicdo do farmaco encapsulado. Sabe-se que
lipossomas relativamente grandes, com diametro médio maior que 200 nm, sdo
rapidamente reconhecidos e capturados por macrofagos e retidos no figado e outros
tecidos do sistema monocitico fagocitario sendo desviados do percurso pretendido
(Torchilin, 2005).

Além do tamanho das vesiculas, durante a medicdo outro parametro também é dado,

sendo igualmente importante, chamado de indice de polidispersdo, que caracteriza quéo
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homogénea esta a distribuicdo dos tamanhos das vesiculas. Para analisar este valor,
devemos considerar que valores menores que 0,2 indicam uma populacdo
monodispersa.

Na tabela 1 estdo descritos os valores de didmetro hidrodindmico médio das
vesiculas bem como o indice de polidisperséo para os lipossomas preparados, onde se
observa que os valores de diametro, apds extruséo, estdo entre 125,5 e 182,8 nm, ou
seja, valores considerados bons, uma vez que a membrana utilizada foi igual a 200 nm.
Ao se observar o indice de polidispersdo, podemos considerar que os trés lipossomas
preparados mostram uma populacdo monodispersa, pois os valores estdo dentro dos
limites aceitaveis.

Tabela 1: Dados de Caracterizagdo dos Lipossomas

Lipossoma- Diametro Indice de Taxa de retencdo
hidrodinamico polidispersao de platina (%)
Composto medio (nm)
MLV- 3 182,8 0,211 5.5
MLV- 4 197,1 0,222 20,7
MLV- 8 125,5 0,092 1,6

Na tabela 1 encontra-se também a taxa de retencdo de platina, em porcentagem. Este
valor é dado através da determinacdo da concentracdo final de platina na suspenséo de
lipossomas, onde se calcula a porcentagem através do valor tedrico esperado. A
determinacdo da concentracdo de platina foi realizada por absorcdo atdmica por forno
de grafite.

A otimizacdo das condicdes de analise para a determinacdo de platina foi iniciada a
partir das condi¢cdes de operacdo do forno sugeridas no manual do equipamento, onde
estdo estabelecidas as temperaturas, o tempo das etapas de secagem, pirdlise,
atomizacdo, limpeza e o fluxo do gas de purga, conforme mostra a tabela 2. As

condicdes foram ajustadas através da obtencdo das curvas de pirdlise e atomizacéo.
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Tabela 2: CondicGes de uso do Espectrometro de Absorcdo Atomica

Etapa Temperatura  “ramp time”  “hold time”  Fluxo de Gés
(°C) (s) (s) (mL/min)
Secagem 110 1 30 250
Secagem 130 15 30 250
Pirolise 1500 10 20 250
Atomizacgao 2400 0 6 0
Limpeza 2500 1 3 250

Apobs otimizada as condigcdes de analise, foram feitas as medidas para 0s trés
complexos incorporados em lipossomas. Os dados de concentragdo obtidos foram
tratados e as quantidades de platina determinadas.

Os valores de taxa de encapsulacdo para os compostos com hidroxila terminal foi
igual a 5,5%, para o composto 3 com cadeia alifatica de 10 carbonos, e 20,7% para 0
composto 4 com cadeia alifatica igual a 12 carbonos. J& para o composto dinuclear 8 o
valor obtido foi igual a 1,6%.

Esses valores sdo considerados baixos, ou seja, a encapsulacdo é baixa. 1sso se deve
principalmente a grande dificuldade de solubilizacdo dos complexos em cloroférmio, o
que pode ser atribuido principalmente a presenca do grupo hidroxila na molécula e
também a presenca dos dois centros metalicos nos complexos dinucleares, pois isso
modifica o balanco hidrofilico/hidrofobico. Esse problema € evidenciado ao se fazer a
extrusdo dos lipossomas, porque a parte que nao é incorporada fica retida na membrana
de policarbonato, sendo eliminada, e observou-se que boa parte do composto ficou
realmente retida.

Os compostos sintetizados possuem carater anfifilico, ou seja, provavelmente as
moléculas tenham sido incorporadas nas bicamadas lipidicas entre a regido hidrofobica
e hidrofilica, pois para os compostos com hidroxila terminal a taxa de incorporacéo
aumentou com o aumento da cadeia carbdnica, a parte apolar da molécula, no entanto a
presenca desta mesma hidroxila também diminui o carater hidrofébico, por alterar a
polaridade desta. Ja para o composto com dois centros metalicos, ocorre um problema
similar, entretanto pode-se dizer que é ainda mais acentuado, pois a simetria apresentada
pela molécula diminui ainda mais o carater anfifilico desta, o que foi confirmado pela
medida de coeficiente de particdo que mostrou o seu carater hidrofébico. Devido a essa
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dificuldade de incorporacdo dos compostos dinucleares, a encapsulacdo foi feita
somente para 0 composto 8, pois devido ao tamanho da cadeia ser maior esperava-se
obter uma maior encapsulagéo.

A tabela 3 mostra os valores do coeficiente de particdo para 0s compostos.

Tabela 3: Coeficientes de Parti¢do [P] octanol/agua

Compostos de Platina(ll) [P]
Composto 3 1,6
Composto 4 3,9
Composto 8 39,4

Sabe-se que o coeficiente de particdo € utilizado para se determinar o balango
hidrofilico/hidrofobico de moléculas. Analisando os valores de coeficiente de parti¢éo
encontrados para 0S compostos, podemos perceber que o composto 3 é 0 mais
hidrofilico de todos, pois possui um baixo valor de [P]. O composto 4 é mais
hidrofobico do que o composto 3 devido a cadeia carb6nica ser maior (12 carbonos), o
que também favoreceu uma maior taxa de encapsulacdo, o que foi realmente
confirmado (figuras 57 e 58). Porém, para o composto 8, apesar de mais hidrofobico,
pelo alto valor de [P] encontrado, sua incorporacao nao foi satisfatoria, o que pode ser
explicado pela sua estrutura ndo ser do tipo cabeca/cauda, como os lipideos formadores
de membrana.

4,04
3,5
3,04

2,54

Coeficiente de Particao [P]

Composto 3
1,5 Composto 4

T T T
10,0 10,5 11,0 11,5 12,0
Numero de Carbonos da Cadeia

Figura 57: Balango hidrofilico/hidrofébico dos complexos de platina
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Taxa de Incorporagao (%)

64 Composto 3
Composto 4

4 T T T T T T
1,5 2,0 25 3,0 35 4,0

Coeficiente de Particao [P]

Figura 58: Relacdo entre a taxa de incorporacdo dos complexos em lipossomas e o seu
coeficiente de particdo [P]

E possivel perceber através destes resultados que apesar da encapsulagéo ter sido
baixa, os resultados seguem os padrbes esperados, pois observamos que o balanco
hidrofobico/hidrofilico tende a melhorar quando a cadeia carbdnica € maior. No entanto,
a baixa encapsulacdo estd ligada diretamente a presenca da hidroxila terminal dos
compostos 3 e 4, porque a cadeia carbonica apolar apresenta em sua extremidade um
grupamento polar (hidroxila), o que desfavorece a interagdo com os lipideos na
preparacdo dos lipossomas.
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4 Avaliacdo da Atividade Citotoxica de Complexos de Platina(II)
e de suas Formulacoes em Lipossomas

4.1 Introducéo

A avaliacdo da atividade citotoxica de novos complexos de platina constitui o
primeiro passo na investigacdo de sua agdo antitumoral (Jamieson, Lippard, 1999).

As culturas de células sdo empregadas como sistemas modelo em testes de
citoxicidade, além de serem usadas em virologia, producdo de vacinas, proteinas e
hormbnios, na engenharia genética e, principalmente, na investigacdo e
desenvolvimento de novos farmacos (Davis, 1994).

A citotoxicidade pode ser avaliada aplicando-se varias metodologias como, por
exemplo, a citometria de fluxo que utiliza um equipamento de deteccdo Optico-
eletrbnico que, dentre varias aplicacOes, realiza a contagem de células viaveis (Weaver,
1997). Outras técnicas utilizadas séo as colorimétricas e fluorimétricas que podem ser
exemplificadas pela dosagem da lactase desidrogenase (LDH), que é baseada na
integridade da membrana; o alamar blue (AB), que € metabolizado na mitocdndria 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 tetrazdlio como o MTT, XTT e WST
(Tominaga, Ishiyama, Ohseto, Sasamoto, Hamamoto, Suzuki, Watanabe, 1999).

A técnica do MTT é um ensaio colorimétrico amplamente utilizado para avaliacdo
de citotoxicidade. A reducdo do sal de tetrazolio, brometo de 3-(4,5-Dimetil-2-tiazol)-
2,5-difenil-2H-tetraz6lio (MTT), inicialmente amarelo, pela enzima succinato
desidrogenase mitocondrial gera o produto de cor violeta chamado Formazan, figura 59.
Uma vez que a reducdo somente ocorre em células viaveis, a quantidade de formazan

formado é diretamente proporcional a quantidade de células vivas (Mosmann, 1983).

90



Figura 59: Reducdo do MTT ao composto Formazan

4.2 Parte Experimental

4.2.1 Reagentes e métodos instrumentais

MTT = Brometo de 3-(4,5-Dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2H-tetrazolio

Ampicilina (Sal de s6dio — Sigma)

Anfotericina B (Cristalia)

EDTA (Reagen Quimibras)

Dimetilsulfoxido (Vetec)

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

FBS — Soro Fetal Bovino (Cultilab)

HEPES acido 4-(2-hidroxietil)-1-(piperazinetanosulfénico) (Aldrich)

PBS — Tampéo fosfato-salina: NaCl 0,14 mol/L; KCI 2,7 mmol/L; Na,HPO, 8
mmol/L e KH,PO,4 2 mmol/L

RPMI 1640 (Aldrich)

Sulfato de Streptomicina (Sigma)

¢ 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 Laboratorio de Substancias Antitumorais ICB/UFMG.
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¢ Quantificacéo das células

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

¢ Manipulacéo das culturas de celula

As culturas de célula foram manipuladas em ambiente estéril, em Capela Fluxo
Laminar Veco com lampada germicida de radiacdo ultra-violeta no Laboratério de
Substancias Antitumorais ICB/UFMG.

¢ Manutencéo das culturas de célula

Durante os experimentos as culturas de células foram mantidas em Estufa Sanyo
Incu Safe com suplementacéo de 5 % de CO, a 37 °C no Laboratério de Substancias
Antitumorais ICB/UFMG.

¢ Observacao das células

Para observacdo e contagem de celulas das culturas utilizadas nos experimentos in
vitro, foram utilizados microscopios Olympus CK2 e Nikon-YS2 no Laboratorio de
Substéancias Antitumorais ICB/UFMG.

4.2.2 Linhagens

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 CT26WT, carcinoma de c6lon, obtida do Banco de Células da Universidade
Federal do Rio de Janeiro e as linhagens de células ndo 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
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Serum) 10% v/v, Hepes (4,0 mmol/L), NaHCO; (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 mida e contendo 5 % (v/v) de di6xido de carbono.

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

4.2.3 Preparo das solugdes de complexos de platina e de lipossomas contendo

0s complexos.

As solugbes estoque (102 mol/L) dos complexos de platina(ll) testados foram
preparadas a cada experimento usando DMSO como solvente. Estas solugbes foram
adequadamente diluidas em meio de cultura, suplementado conforme descrito no item
4.2.2., para as concentragdes 1, 5, 10, 50, 100 pmol/L evitando-se exceder 1 % de
DMSO na solucéo de maior concentragéo testada (100 pmol/L).

Para as formulacGes de lipossomas, estes foram diretamente diluidos, da mesma
maneira como descrito acima, para as concentragdes 1, 5, 10, 50, 100 umol/L do
complexo. Os padrdes de comparacdo utilizados foram cisplatina e carboplatina nas

mesmas concentracdes e condi¢des experimentais.

4.2.4 CI50 dos complexos de platina em linhagens de células tumorais e nao

tumorais, determinada pelo método MTT

Para a determinacdo da concentracdo inibitoria de 50 % da viabilidade celular
(Clsp), as células foram distribuidas em meio de cultura em densidades de 3 x 10°
celulas/pogo/100 pulL numa placa com 96 pogos 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
concentracdes decrescentes da substancia a ser testada, em sextuplicatas. Para controle
negativo, 100 pL de meio de cultura suplementado com 10% de FBS, foram
adicionados a doze pocos da placa. As células foram expostas aos compostos por 72 h

nas devidas concentragdes.
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Apbs a exposicdo das células ao composto de investigacdo, as células foram
incubadas com MTT (5pg/10ul/pogo) durante 4 h. A seguir, todo o liquido
sobrenadante foi removido por aspira¢ao e foram adicionados 100 uL. de DMSO/poco,
sendo a viabilidade celular (proporcional a concentragdo dos sais de formazan)
determinada pela medida de absorvancia a 492 nm num espectrofotometro de
microplacas.

A concentracdo inibitdria de 50 % da viabilidade celular (Clso) para os 4 complexos
de platina(ll) 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 Clso foram calculadas usando regresséo linear sobre os valores
de concentracdo em escala logaritmica versus a porcentagem de viabilidade celular em

cada concentragdo. Para tal foi utilizado o programa GraphPad Prism 5.0.
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4.3 Resultados e Discussao

Observa-se na tabela 4 os valores de Clso para os compostos de platina(ll) 3,4, 7 e 8,
determinados em diferentes linhagens celulares. Constatamos que o composto 7
apresenta citotoxicidade igual (6,3 + 1,1 umol/L) a da carboplatina (7,2 + 0,5 umol/L),
considerando o desvio das medidas contra células de melanoma n&o-metastatico
(B16F1) e, 0 mesmo pode ser observado comparado a cisplatina (5,4 = 0,5 pumol/L).
Para esta mesma linhagem celular, o composto 7 foi o Unico que apresentou melhores
efeitos de citotoxicidade.

A citotoxicidade dos compostos 3 e 4 foi avaliada também em células de carcinoma
de célon (CT26). Estes compostos apresentaram maior citotoxicidade que a cisplatina e
a carboplatina, sendo este um resultado interessante encontrado.

Para a linhagem celular de melanoma metastatico (B16F10), a citoxicidade
apresentada pelos complexos foi bem menor que os padrdes (Clsp > 100), sendo que

apenas 0 composto 7 apresenta um melhor valor (56,5+ 3,3 umol/L).

Tabela 4: Citotoxicidade dos Complexos em Células Tumorais

Complexos ICs0 em Celulas Tumorais (umol/L + SD)*
B16F1 CT26 B16F10 MDA
Composto 3 11,9+2,2 1,8+0,3 >100 >100
Composto 4 17,1+28 48+1,0 >100 >100
Composto 7 6,3+1,1 - 56,5+ 3,3 >100
Composto 8 142+21 = >100 >100
Cisplatina 54+05 6,0+0,8 6,5+0,9 6,0+£1,0
Carboplatina  7,2+0,5 8,5+0,7 12,0+1,0 16 +2,0

*SD (Desvio Padrdo das medidas em triplicata de dois experimentos independentes)
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Na tabela 5, estdo os efeitos de citotoxicidade para os compostos em células ndo
tumorais, onde podemos observar que todos 0s quatro compostos sdo menos tdxicos que
a cisplatina (4,8 + 0,5 umol/L) e a carboplatina (52,0 + 1,5 umol/L) em células nédo
tumorais de rim (BHK-21) e, em células ndo tumorais de ovério (CHO), onde os valores
para cisplatina e carboplatina sdo iguais a 6,2 + 0,8 umol/L e 10,7 + 2,0 umol/L,
respectivamente.

A influéncia do tamanho da cadeia carb6nica pode ser notada em algumas linhagens
como, por exemplo, em se tratando dos complexos 3 e 4, 0 aumento da cadeia diminuiu
a atividade citotoxica contra B16F1 e CT26. E provavel que o aumento da massa
molecular dos compostos possa interferir na habilidade de absorcdo celular dos
mesmos.

Diversos complexos de platina estdo descritos na literatura apresentando atividade
citotoxica bastante variada, mas poucos apresentam maior atividade que a cisplatina e,
muitos deles sdo melhores do que a carboplatina (Silva, Fontes, Lopes, Frezard, 2010).
Para ilustrar essa colocacdo, podemos citar os compostos com carboxilatos de formula
geral [PtA2(OCOCH,0R),] (A2 = duas monoaminas ou uma diamina, R = grupo alquila)
(Cui, Wang, Zhu, Gou, Liu, 2006) e compostos lipofilicos (Ye, Lou, Liu, Yu, Chen,
Hou, Gao, Liu, 2007) derivados de salicilato que foram estudados contra células Assg de

carcinoma pulmonar.
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Tabela 5: Citotoxicidade dos Complexos em Células N&o Tumorais

Complexos ICs0 em Células Nao Tumorais (umol/L £ SD)*
CHO BHK-21

Composto 3 >100 >100
Composto 4 >100 >100
Composto 7 >100 >100
Composto 8 >100 >100

Cisplatina 6,2+0,8 48+0,5
Carboplatina 10,7 £ 2,0 52,0+ 1,5

*SD (Desvio Padrao das medidas em triplicata de dois experimentos independentes)

Os compostos 3, 7 e 8 apresentaram incorporacdo insatisfatoria, e por isso foram
testados apenas em sua forma livre. O composto 4 foi testado tanto na forma livre,
quanto incorporado em lipossomas, em células B16F10 e MDA. Estas linhagens
celulares foram escolhidas, pois para elas, ambos os compostos foram muito pouco
citotoxicos. Na tabela 6 encontram-se estes resultados.

Observamos na tabela 6 que o lipossoma MLV-4 apresenta maior citotoxicidade em
relacio ao composto 4. Entretanto, sua citotoxicidade ainda ndo foi maior que a
mostrada pela cisplatina e carboplatina. J& em células ndo tumorais ndo se observa
modificacdes. Este resultado é bastante interessante ja que mostra que a incorporagdo do
complexo no lipossoma aumentou sua citotxicidade em células tumorais sem,

entretanto, torna-lo mais toxico para as células ndo tumorais.
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Tabela 6: Citotoxicidade comparativa do Composto 4 Livre e Incorporado em Lipossomas

Complexos ICs0 em Células Tumorais e Nao Tumorais (umol/L £
SD)*
B16F10 MDA CHO BHK-21
Composto 4 >100 >100 >100 >100
Liposoma MLV-4 471+32 536+43 >100 >100
Cisplatina 6,5+0,9 6,0+1,0 6,2+0,8 48+0,5
Carboplatina 12,0+1,0 16 +2,0 10,7+ 2,0 52,0+ 15

*SD (Desvio Padrdo das medidas em triplicata de dois experimentos independentes)

Em geral, a incorporacdo de complexos em lipossomas do tipo MLV tende a
melhorar a atividade citotoxica de complexos de platina lipofilicos. Este aumento da
atividade citotdxica varia, em média, entre 2 a 4 vezes em compara¢do a0 Composto
livre, atingindo a eficacia da cisplatina (Han, Kim, Lee, Sung, Sonf, Sohn, 2003; Han,
Jun, Kim, Kim, Sohn, 2002). No entanto, a comparacéo destes dados com os resultados
obtidos por nds deve ser feita com cuidado, considerando a baixa taxa de encapsulagéo

obtida para 0s n0ssos compostos.
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5 Conclusoes

O presente trabalho descreveu a sintese de dois ligantes diaminados N-alquilados de
cadeia longa com hidroxila terminal e dois ligantes aminados N-alquilados de cadeia
longa derivados da 1,2-etanodiamina, a partir dos quais foi possivel obter quatro novos
complexos de platina(ll), que foram devidamente caracterizados.

Foi preparada uma formulacdo de lipossomas que apresentou caracteristicas de
tamanho favoravel, entretanto a encapsulacao e retencdo ndo foram tdo favoraveis. Essa
baixa encapsulagéo se deu principalmente pela presenca da hidroxila terminal na cadeia
carbdnica, que alterou a lipofilicidade da molécula, diminuindo a interacdo com 0s
lipideos. 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.

Os resultados mostraram que o tamanho da cadeia hidrofobica influencia no balango
hidrofilico/hidrofobico dos compostos, sendo que este determina as taxas de
encapsulacdo e de retencdo dos compostos nos lipossomas. Esse fato pode ainda ser
comparado com outros resultados encontrados em nosso grupo de pesquisa, onde
complexos com ligantes sem a presenca da hidroxila terminal se mostraram mais
facilmente encapsulaveis, isso devido ao fato de ndo haver a interferéncia de um grupo
polar na extremidade, interrompendo o estrutura cabeca/calda que seria semelhante a
dos lipideos.

Também foram realizados os testes citotdxicos dos complexos livres e incorporados
em lipossomas. Pode-se dizer que 0s compostos possuem maior atividade citotoxica em
células de carcinoma de colon CT26. Outro importante resultado foi obtido para o
composto 4, que apresentou melhor atividade citotoxica encapsulado em lipossomas do
que em sua forma livre, para células B16F10 e MDA. Vale ressaltar ainda que a
atividade em células ndo tumorais foi muito menor que a da cisplatina e carboplatina.
Comparando-se 0s complexos mononucleares desenvolvidos neste trabalho com outros
complexos nos quais os ligantes ndo apresentavam hidroxila, preparados anteriormente
por nosso grupo de pesquisa, conclui-se que a atividade citotoxica diminuiu, ou seja, a
principio a presenca da hidroxila nos ligantes diminuiu a atividade dos complexos.

Outros complexos preparados também em nossos laboratérios que apresentam a
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hidroxila em posigdo ndo terminal ainda néo tiveram seus estudos de atividade biologica
concluidos, portanto, ainda ndo foi possivel comparar com os resultados deste trabalho.
J& os complexos dinucleares sintetizados apresentaram atividade biolégica inferior aos
mononucleares, sendo que apenas um deles apresentou atividade similar a da cisplatina
e carboplatina para células de melanoma ndo metastatico B16F1.

Este trabalho foi importante no que diz respeito a contribuicdo para a quimica
inorganica medicinal, e envolveu a sintese e caracterizacdo de complexos de platina,
bem como a encapsulacdo dos mesmos em lipossomas e a determinacdo da atividade

bioldgica in vitro para os complexos livres e incorporados.
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