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A NEW DINUCLEAR COORDINATION COMPOUND DESIGNED TO HAVE NO OXIDATIVE DAMAGE AND
TOXICOLOGICAL EFFECTS. The synthesis, characterization, acute toxicity, antitumor activity, and histopathological analysis
of a novel dinuclear platinum(2+) complex — [Pt(DACH-«>N)u-(C,H,O4-x*O)Pt(DACH-«k*N)] — is reported. Through acute toxicity
tests, it was possible to place the platinum complexes into categories according to the OECD protocol. The dinuclear complex was
classified in category 2 (cisplatin - category 1; and oxaliplatin - category 2). Analyzing the interaction between dsDNA and dinuclear
complex was observed an T, increase, suggesting that the dinuclear complex-dsDNA interact probably through of the interstrand
form. Evaluations of tumor masses extracted from mice inoculated with Ehrlich carcinoma demonstrated a percent of tumor inhibition
similar for cisplatin and oxaliplatin, but statistically different and superior for the case of the dinuclear complex. Cisplatin and
oxaliplatin showed 41.4 and 40.8% inhibition, respectively, while the dinuclear complex presented 66.3%. The histopathological
analysis demonstrated that the group treated with cisplatin showed more significant tissue damage, moderate hepatic steatosis, and
nephritis. The livers, spleens, and kidneys of the animals treated with the dinuclear complex were within the normality range with
no tissue lesions, and absence of metastasis.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, algumas estratégias para a sintese de
novos complexos de platina configuram um campo de pesquisa
particularmente relevante, uma vez que novos protétipos terapéuticos
podem surgir como “resolucdes inovadoras™ para alguns problemas
toxicoldgicos consagradamente apresentados por farmacos
antitumorais platinicos, disponiveis no mercado farmacoldgico, tais
como: cisplatina (CDDP), carboplatina (CARBO) e oxaliplatina
(OXA) (Figura 1). Alguns procedimentos estratégicos sdo construidos
baseados na reducdo dos efeitos colaterais e toxicoldgicos
apresentados por esses farmacos, além de minimizar ou retardar o
aparecimento do fendmeno de resisténcia a mdltiplas drogas (do
inglés, multi-drug resistance - MDR).""® Dentro deste contexto,
compostos ndo tradicionais de platina, por exemplo, surgiram
como alternativa vidvel para o desenvolvimento de novos agentes
antineopldsicos, entre os quais se ressaltam a possibilidade de
ativagdo de isdmeros platinicos frans (em alguns casos); complexos
platinicos com utiliza¢do de ligantes bioativos (sistemas hibridos);
ou pela formacéo de complexos com mais de um centro metdlico
(complexos polinucleares - Figura 1). Sendo esta dltima, a estratégia
utilizada em nosso trabalho.*!*

Os complexos polinucleares de platina (do inglés, polynuclear
platinum complexes - PPCs) demonstraram maior atividade
antitumoral, quando comparados aos sistemas mononucleares, em
decorréncia da capacidade em contornarem o fendmeno MDR,
apresentando assim, uma maior atividade antitumoral baseada na
eficiéncia do desencadeamento da apoptose celular. Essa eficiéncia
consiste em mecanismos bioquimicos, apresentados pelos PPCs,

*e-mail: monica.freirebelian @ufrpe.br; mfbelian @ gmail.com

cujas interagdes Pt-DNA nuclear (nDNA) sdo entre as fitas que
compde a dupla hélice (interacdo interfitas). Isso gera um maior
actimulo de lesdes génicas e ligagdes cruzadas de longo alcance, e
sdo responsdveis por alteragdes conformacionais (tor¢des) na estrutura
do nDNA de dificil corregdo, desencadeando apoptose.'>"’

Em relatos da literatura, os PPCs demonstraram propriedades
bioldgicas interessantes em ensaios in vitro, entre as quais podemos
ressaltar o aumento da taxa de acimulo em células tumorais,
incluindo, principalmente, as linhagens celulares resistentes a
cisplatina e mutantes p53.'!* Alguns PPCs entraram nas fases I e
II dos ensaios clinicos no ano de 1990, como o complexo triplatina
— BBR3464 (Figura 1a).**?' Neste complexo, dois dos trés centros
de platina possuem ligantes cloreto, os quais permitem a formacao
de duas ligagdes monofuncionais com nDNA, através de ligacdes
cruzadas de longo alcance.”?” O complexo triplatina demonstrou
alta citotoxicidade, cujas concentragdes de dose letal foram da ordem
de micromolar.>*

De acordo com o exposto, este trabalho propde a obtengdo de
um PPC (dinuclear) baseado no ligante em ponte, o fon tartarato
(C,H,04"), com a perspectiva de produzir um complexo andlogo
a oxaliplatina. O uso do ligante tartarato para a sintese do sistema
dinuclear foi fundamental, uma vez que é um 4cido de baixa
toxicidade, podendo ser encontrado em uvas e mosto, banana e
tamarindo.” Além disso, compostos com o fon tartarato, segundo
o sistema de classificacdo biofarmacéutica (SCB), sao altamente
soliveis e permedveis, favorecendo dindmicas maiores de influxo
celular.?® A esfera de coordenacdo do fon Pt**, cujo nimero de
coordenacdo € 4, foi completada através do ligante (1R,2R)
(-)1,2-diaminociclohexano (DACH) (Figura 1).

O composto dinuclear foi caracterizado através de técnicas
espectroscopicas e espectrométricas, e avaliado biologicamente,
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Figura 1. Estruturas quimicas de complexos de platina mononucleares (cisplatina e oxaliplatina, disponiveis no mercado farmacéutico) e polinucleares (PPCs,

incluindo o Pt2DT)

através de ensaios de toxicidade aguda e atividade antitumoral. Os
resultados obtidos nos ensaios bioldgicos foram comparados com os
padrdes comerciais de CDDP e OXA.

PARTE EXPERIMENTAL

Sintese do Di-(1R,2R)(-)1,2-diaminociclohexano u-(2R,3R)-
2,3-dioxidosuccinatodiplatina(2+) - [Pt(DACH-x>N)
u-(C,H,0,-x*O)Pt(DACH-k?N)] - codificado como Pt2DT

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados
415 mg de K,[Pt(Cl),] (1 mmol) e 664 mg de KI (4 mmol)
dissolvidos em 10,0 mL de 4gua deionizada. A temperatura foi
mantida entre 50-60 °C sob agitacdo por 5 minutos. O sistema
foi entdo resfriado até a temperatura ambiente, e apds isso, foi
adicionado 114 mg de (1R, 2R)(-)1,2-diaminociclohexano (1 mmol).
A reacdo foi mantida no escuro sob agitacdo durante 3 h. A mistura
foi decantada e o sélido foi lavado com dgua ultrapura, etanol a frio
(50 mL) e éter etilico (50 mL). Posteriormente, o sélido foi mantido
em um dessecador sob vicuo.

A sintese do complexo dinuclear de platina foi realizada
apds a desprotonacdo dos grupos hidroxila e carboxila do dcido
(2R,3R)-tartarico (TA) através do metoxido de sédio em metanol,
com consequente formagao do (2R,3R)-2,3-dioxidosuccinato. Em um
baldo de fundo redondo foram adicionados 92 mg (4 mmol) de sédio
metdlico em 20 mL de metanol. O sistema foi mantido por 1 h sob
agitacio, e, posteriormente, adicionou-se 150 mg (1 mmol) do 4cido
(2R,3R)-tartérico, deixando o sistema por mais 1h sob agita¢do. Apds
o tempo reacional, foi adicionado 5 mL de éter etilico e a amostra
foi entdo resfriada. Depois de 12 h, o sobrenadante foi removido e
o0 sélido lavado com etanol a frio. O sélido foi secado e armazenado
para posterior sintese do dinuclear.

Em um baldo de fundo redondo de 20 mL foram adicionados
1126 mg de diiodo-1,2-diaminociclohexanoplatina(2+) (2,0 mmol)
e 680 mg de AgNO; (4,0 mmol) em um minimo de dgua destilada
(~10 mL). O sistema foi mantido sob agitacdo durante 2 h no escuro.
Ap6s este tempo, a reagdo foi filtrada para remocao do precipitado. O
sobrenadante foi entdo transferido para um baldo de fundo redondo
contendo 238 mg de (2R,3R)-2,3-dioxidossuccinato de tetrassddio
(1,0 mmol) em 20 mL de etanol. A reac@o foi mantida sob agita¢@o, na
auséncia de luz, por 3 h. Ao final desse periodo, a reagdo foi filtrada,

congelada e mantida a temperatura de -5 °C, seguida de liofilizacao.
O complexo foi lavado com etanol a frio para remogao de impurezas
e secado sob vacuo (rendimento: 98%).

Caracterizacoes

Os espectros de infravermelho foram obtidos através de um
espectrofotdmetro Varian modelo 640-IR na faixa de 4000 a
400 cm’!, com resolugdo espectral de 4 cm™. As amostras foram
dispersadas em pastilhas de KBr. Os espectros de absorcio foram
adquiridos com espectrofotometro Agilent 8453, na faixa de 200 a
700 nm. As solugdes dos complexos de platina foram preparadas com
concentracdo de 10 mol L.

Os espectros de ressondncia magnética nuclear foram obtidos
usando um espectrometro Varian Unity Plus 400 a uma frequéncia
de 400 MHz para 'H, 100 MHz para *C e 85 MHz para '"Pt. As
amostras analisadas foram dissolvidas em DMSO-d6. Para os
processos de calibracio de deslocamento quimico, o 'H foi relativo
aTMS (tetrametilsilano) e Pt foi relativo a um padréio de K,[PtCl,]
dissolvido em D,O, cujo pico caracteristico de Pt foi observado em
regido caracteristica, em -1630 ppm.

As medidas de espectrometria de massa foram realizadas através
de um espectrometro de massa Exactive Plus de ultra-alta resolugio
com um analisador Orbitrap n/z, com transformada de Fourier (FI-MS,
Thermo Scientific, Bremen, Alemanha) e equipado com uma fonte
de ionizagdo por ESI, operando no modo de aquisi¢do positivo ESI
(+), nas seguintes condicdes: tensdo capilar de +4,4 kV, lentes a 50° e
temperatura capilar de 320 °C. Para a andlise, preparou-se uma solugio
do complexo de platina a 50 ppm, dissolvendo-o em uma mistura dgua:
metanol (1:1). O nitrogénio foi usado como gds nebulizador. As andlises
foram realizadas no modo full scan com resolucio de aquisicao de
140.000 em m/z 200. Os espectros de massas foram adquiridos na faixa
de m/z 150-1000, utilizando o software Xcalibur 3.0 (Thermo Scientific,
Bremen, Alemanha) para obtenc@o e processamento de dados.. O
espectro de massa final foi composto pela soma de 50 espectros
por andlise, considerando a subtra¢do espectral como branco. As
identificagdes de fons nos espectros de massa foram realizadas usando
o software Xcalibur 3.0 (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha). As
férmulas foram apuradas, incluindo os elementos C, H, O, N e Pt como
composicao elementar confirmada pelos {ons referentes aos is6topos
correspondentes. A correspondéncia entre o valor do m/z experimental
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em relac@o ao m/z tedrico foi retirada da biblioteca do software, para
férmulas atribuidas com erro inferior a 2 ppm.

Medicoes de desnaturacio de DNA

Uma quantidade de DNA de fita dupla (Calf Thymus dsDNA,
da Sigma-Aldrich) foi dissolvida em um volume de tamp@o fosfato
(10 mmol L', pH = 7) suficiente para atingir a concentragdo de
dsDNA de 50 pg mL"'. Para a confirmacio desse parimetro de
concentracdo foi realizada a espectroscopia de absorc¢io eletronica,
através de um espectrofotometro UV-Vis modelo UV-1900 da
Shimadzu, cujo o maximo de absor¢do em 260 nm deve ser igual a
1. Depois disso, a solucdo de dsDNA tamponada e as solu¢des dos
complexos de Pt** com o dsDNA foram degaseificadas em sistemas
de baixa pressdo. Para a obten¢do das temperaturas de desnaturagio
do dsDNA (T,), transferiu-se as solugdes tamponadas para cubeta
de quartzo (1 cm) tampadas com tampa de teflon, as quais foram
inseridas em um compartimento de amostra com temperatura
controlada (QNW gpod 2e), com taxa de aumento da temperatura de
1 °C min’!, chegando a 90 °C. Para as medidas de absor¢io eletronica
e obten¢do da curva da T, foi fixado o comprimento de onda em
260 nm e realizadas aquisi¢des a cada 5 °C. As caracteristicas das
solugdes utilizadas na avaliagdo da T, consistiram em: (i) solu¢do
dsDNA em tampdo fosfato pH 7 (padrdo); (ii) 100 pL de uma solucéo
de cisplatina 1 mmol L' em 4 mL de solugéo tamponada de dsDNA,
(iii) 100 pL de uma solugdo de oxaliplatina 1 mmol L' em 4 mL
de solugdo tamponada de dsDNA e (iv) 100 uL de uma solucédo de
Pt2DT 1 mmol L' em 4 mL de solugao tamponada de dsDNA. Todas
as solugdes de Pt-dsDNA foram mantidas durante 10 min a 20 °C.

Atividade biologica

Os animais utilizados nos ensaios bioldgicos foram camundongos
albinos sui¢cos machos (Mus musculus), com 60 dias de idade
e pesando 30 + 5 g. Os animais foram mantidos em condic¢des
ambientais padrdo de temperatura, umidade, sob ciclos de 12 h de
luz e escuriddo. Os camundongos foram alimentados com racio
animal (LABINA L, Purina®, Brasil) e dgua ad libidum. O uso do
complexo dinuclear de platina recebeu aprovacio do Comité de Etica
em Experimenta¢do Animal da Universidade Federal de Pernambuco
(licenga niimero: 23076.030363/2017-48).

Os ensaios de toxicidade aguda para o complexo de platina
dinuclear foram realizados utilizando a metodologia recomendada
pela Organizagdo para Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico
(OCDE). A via de administrag@o intraperitonial foi escolhida de
acordo com o protocolo de toxicidade aguda da ANVISA.>"2 A
avaliacdo da toxicidade ocorre inicialmente pela administragdo de
uma dose de 300 mg kg™ dos compostos de teste. Para o experimento,
foram utilizados 4 (quatro) grupos de 3 (trés) animais fémeas cada:
grupo 1: cisplatina, grupo 2: oxaliplatina, grupo 3: P©2DT; e grupo 4:
solucdo salina a 0,9%.

Para a administragdo das doses, foram preparadas solugdes
estoques dos complexos de platina em soro fisiol6gico com
concentracao de 30 mg mL". As solugdes foram avaliadas quanto
a sua estabilidade quimica em solucéo de soro fisioldégico por um
periodo de 60 dias, através do uso da espectroscopia de absor¢io
eletronica. Para isto, foi retirada uma aliquota de 3 mL da solucio
do complexo dinuclear a cada 24 horas e realizada uma leitura no
espectrometro. Nio verificou-se alteragdes nos maximos de absor¢io
e deslocamentos de bandas, sugerindo que a espécie € estavel no meio
utilizado por um periodo de até 60 dias. Apesar disso, e para evitar
problemas durante a experimentacdo animal, foram preparadas as
solucdes estoque no momento da aplicagdo das doses nos animais.
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Essa administracio de dose ocorreu apds a pesagem de cada animal
(~30 g), com a finalidade de calcular o volume que seria administrado
em cada caso, ndo superando um limite de dose de 300 pL.

Este experimento foi realizado em duplicata. Os animais foram
observados continuamente por 2 h e depois a cada 24 h, por 14 dias.
No 15° dia, os animais foram anestesiados para coleta do sangue,
por pungdo cardiaca; e depois eutanasiados. Os ensaios de atividade
antitumoral foram realizados através da inoculacdo de uma suspensiao
de 5 x 10° células de carcinoma de Erlich mL"' de soro fisiolégico, via
subcutanea na regido axilar de 40 animais sadios divididos em 4 grupos
experimentais (10 animais/grupo): (1) Controle (solug@o salina), (2) e
(3) Padrdes (cisplatina e oxaliplatina, respectivamente); e (4) Pt2DT.
Ap6s 24 h do implante, o tratamento foi iniciado. A partir dos dados
de toxicidade aguda, uma dose terapéutica do complexo dinuclear
Smgkg! (~1,3 x 10~ mols de Pt) foi escolhida baseada na quantidade
equimolar de Pt comparado & oxaliplatina 5 mg kg (~1,3 x 10-° mols
de Pt). No caso da cisplatina, o procedimento padrdo utiliza 1 mg kg™!
(0,33 x 10~ mols de Pt) impossibiliatndo o uso de outras doses, devido
a alta toxicidade aguda apresentada pelo farmaco comercial.

Todos os animais receberam o tratamento descrito durante 7 (sete)
dias, e no oitavo dia, os animais foram pesados e sacrificados. Os
tumores foram dissecados, pesados e, em seguida, foi calculada a
inibi¢@o do crescimento tumoral dos grupos tratados em relagdo ao
controle. A porcentagem de inibi¢do do crescimento tumoral (TWI)
foi calculada pela férmula:

TWI (%) = [(AB) / A] x 100

onde: A = massas tumorais médias no grupo controle e B = massas
tumorais médias no grupo tratado. Os resultados da massa relativa
dos 6rgidos e tumores foram analisados a partir da média e desvio
padrdo de n experimentos. Para verificar a ocorréncia de diferengas
significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados
por andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni com
intervalo de confianca de 95%, quando comparado ao grupo controle.

Amostras de sangue dos animais foram coletadas para verificacao
dos pardmetros hematoldgicos e bioquimicos. Os érgdos figado,
rins e baco foram armazenados em solu¢do de formalina a 10%
(pH = 7,2/tampao fosfato) para posterior avalia¢@o histopatoldgica.
Para o processamento dos exames histopatoldgicos, as amostras foram
seccionadas em fragmentos de 2 mm de espessura e submetidas a
pds-fixagdo na mesma solucdo de infusdo. Os fragmentos foram
processados para inclusdo em resina plastica a base de metacrilato de
glicol (LEICA), permanecendo imersos em tampao fosfato por 24 h.
Posteriormente, foram desidratados em banhos de alcool e incluidos
naresina plastica. Os cortes histolégicos de 4 um de espessura foram
corados com hematoxilina-eosina, montados em laminas e submetidos
a analises morfoldgicas e morfométricas em microscépio optico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sintese do Di-(1R,2R)(-)1,2-diaminociclohexano pu-(2R,3R)-
2,3-dioxidosuccinatodiplatina(2+) - [Pt(DACH-k?N)
u-(C,H,0.x*0O)Pt(DACH-k*N)] - codificado como Pt2DT

A rota sintética para a obte¢do do complexo dinuclear, P©2DT,
¢ apresentada na Figura 2. O complexo obtido se apresentou na
forma de um sélido branco amarelado, com solubilidade em dgua e
dimetilsulf6xido; e insoldvel em solventes organicos, como: metanol,
etanol, diclorometano, cloroférmio, acetato de etila e hexano.

Os dados obtidos a partir dos espectros no infravermelho dos
ligantes (DACH, 4cido tartdrico e C;H,0O¢Na,) e do complexo Pt2DT
estdo sumarizados na Tabela 1 (ver material suplementar).
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Figura 2. Equagoes quimicas apresentando cada etapa da reagdo para a obtengdo do complexo Pt2DT

Tabela 1. Bandas de absor¢@o no infravermelho dos compostos: dcido tartari-
co, DACH e complexo dinuclear, retirados dos espectros de infravermelho®-*

Bandas de estiramentos no infravermelho (cm™)

Atribuicao

Acido tartarico DACH P2DT

3500 (forte) - 3438 OH (4cido)
3480 (média) - - OH (élcool)

- 3340 3228 N-H

1729 - 1635 Cc=0

1717 - 1630 Cc=0

- 1450 1389 C-N

1104 - 1055 Cc-0

- - 551 Pt-O

- - 462 Pt-N

Os espectros no infravermelho dos ligantes DACH e TA
apresentam bandas de absorcdo caracteristicas dos grupos
funcionais, como em 3500 e 1450 cm™' referentes aos estiramentos
dos grupamentos N-H e C-N (DACH), respectivamente; e em

3480, 1729, 1717 e 1091 cm™ (TA), referindo-se aos estiramentos
dos grupamentos O—H e C=0 (Tabela 1). Observa-se mudangas
significativas entre os espectros no infravermelho dos ligantes e do
complexo, como o deslocamento para menores nimeros de onda
ou auséncia das bandas dos grupamentos N-H (3438 cm™), C-N
(1384 cm™), O-H (3228 cm™'), C=0 (1635 cm™) e C-O (1068 cm™).
Estes deslocamentos sugerem a formacdo do complexo desejado,
através dos modos de coordenacdo k?0 e «’N. Ainda foi possivel
observar a presenca de bandas de absor¢@o no infravermelho nas
regides de 462 e 551 cm’!, referentes aos estiramentos Pt—N e Pt—O,
respectivamente (ver material suplementar).

O espectro de ressondncia magnética nuclear de 'H do complexo
Pt2DT € apresentado na Figura 3.

O espectro de RMN de 'H do complexo dinuclear apresentou os
seguintes sinais (Figura 3): sinais entre 1,01-1,33 ppm referentes a
prétons C e C’ (4H, 4H’ - J = 8,4 e 10,5 Hz, tripletos); sinais entre
1,50-1,96 ppm referentes aos prétons B e B’ (4H, 4H’ - J =84 ¢
12,7 Hz, tripletos); um sinal em 2,35 ppm referente aos prétons
metinicos - A (4H, singleto alargado) do ligante DACH,; sinais entre
4,1 e 4,5 ppm referentes aos prétons do anel glicolato - E (2H -
J = 17,6 Hz, dubletos); trés grandes sinais em 5,76, 5,99, 6,22 ppm
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Figura 3. Espectro de RMN 'H do complexo dinuclear com os respectivos acoplamentos e deslocamentos quimicos dos sinais presentes, em DMSO-d6
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referentes aos prétons do grupo amino (8H, multipletos).’! Os
sinais apresentados no espectro de 'H, como o referenciado em
E ndo se apresentam como um Unico singleto em decorréncia da
rigidez do esqueleto estrutural do complexo dinuclear que promove
a diferenciacdo magnética dos prétons do tipo E. A multiplicidade
do sinal observado ¢ dubleto devido ao acoplamento do préton com
o nicleo platinico, ocasionando a presenca de sinais satélites.*?
Os demais fendmenos observados quanto a diferenciacdo na
multiplicidade de sinais e aumento nas constantes de acoplamento sao
justificdveis devido a presenca de centros metdlicos dominados pela
contribuicio paramagnética, a qual € derivada da circulacdo eletronica
diamagnética ao redor do nticleo de platina, cujo efeito pode resultar
no alargamento de sinais, resultando em uma perda “identitaria”
das constantes de acoplamento observadas, habitualmente, para a
molécula orginica isoladamente.>* Na Figura 4 € apresentado o
espectro de RMN de *C do complexo dinuclear.

O espectro de '3C NMR (Figura 4) mostra um sinal a
177,36 ppm de carbonilas (D) e um sinal a 74,29 ppm (E), do
tartarato tetrassédico. Também € possivel observar sinais em
61,90 e 61,04 ppm referentes a A/A’, sinais divididos em 31,99 e
31,69 ppm referentes a B/B’ e sinais a 24,30 ppm referentes a C/C’,
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dos ligantes DACH. Na Figura 5 ¢ apresentado o espectro de RMN
1Pt do complexo dinuclear.

O espectro de RMN de Pt do complexo dinuclear (Figura 5)
mostrou um sinal em -1860 ppm, o que sugere que os nicleos de Pt>*
apresentam posi¢Oes quimicamente e magneticamente equivalentes
(ambiente quimico ao qual o nucleo platina estd inserido — esfera de
coordenagdo), uma vez que a presenga de um tnico sinal, ou seja, se
houvessem ambientes diferentes quanto a esfera de coordenacio do
fon, o espectro apresentaria dois sinais e ndo apenas um. O valor do
deslocamento quimico pode ser justificado pela presenga do grupo
carboxilato e do ligante DACH coordenado. Este deslocamento
quimico também comprova a esfera de coordenacdo primdria do
complexo de platina, ou seja, modo N,N-0O,0.3>3* Na Figura 6 é
apresentado o espectro de massas de ultra-alta resolu¢do ESI (+)
FT-MS do complexo dinuclear.

O espectro de massas do complexo dinuclear identifica a espécie
sintetizada na forma de um fon [M + HJ|* com m/z = 765,15200
(erro = -1,77266 ppm), cuja férmula quimica é C,;H;,O¢N,Pt,. Esta
férmula estimada refere-se ao fon de platina com dois is6topos de '°Pt.
A Figura 6 também mostra uma comparagdo entre o ESI (+) FT-MS
experimental com o teoricamente esperado para o complexo de platina
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Figura 4. Espectro de RMN °C do complexo dinuclear, em DMSO-d6
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Figura 6. Espectros de massas do complexo dinuclear; tedrico e experimental

dinuclear. E possivel identificar o perfil de distribuicdo de fons com
os diferentes padrdes isotopicos da platina (**’Pt, "Pt, °Pt, '*Pt),
bem como a combinag¢ao entre dois fons em uma mesma estrutura.
Por exemplo, o fon com m/z 764,15095 (experimental) e 764,15125
(tedrico) refere-se a férmula molecular C,H;,O,N,*Pt'**Pt. Observe
também que as abundancias relativas para a distribuicdo de fons
isotdpicos sdo semelhantes para os dados experimentais e tedricos,
corroborando para a formacdo do complexo desejado.

Medicoes de desnaturacido de DNA

De acordo com o experimento de desnaturacdo de dsDNA
(Figura 7) foi possivel observar que os complexos de platina
mononucleares, cisplatina e oxaliplatina, interagem com o dsDNA
na conformacg@o conhecida como intrafita, ou seja, a platina ligada
coordenativamente a bases da mesma fita de dsDNA. Esse tipo de
interagdo ocasiona, experimentalmente, o fendmeno de desnaturacao
em temperaturas mais baixas do que o dsDNA livre, e isto ocorre
devido a formac@o da ligacdo coordenativa Pt—dsDNA que rompe
as ligacdes de hidrogénio presentes contribuindo para a diminuicéo
da T,.

Analisando os dados da T, € possivel observar um aumento, no
caso do dsDNA, na presenca do complexo dinuclear, o que sugere
uma possivelinteracdo da forma interfita devido a necessidade de uma
maior temperatura para que haja a separacdo das fitas do dsDNA.
Esse incremento de energia (aumento de temperatura) ocorreu através
do moniromento dos eventos de separacio dos dominios do dsDNA
(conversdo térmica gradual em uma tnica fita) para a ocorréncia do
hipercromismo. Essa observacdo acerca do aumento da temperatura
de decomposicio do dsDNA sugere que os mecanismos de interacio
do complexo dinuclear com 0 DNA ocorrem através dos dois nicleos
de platina, os quais evitam a formacdo da simples fita, através de
interagdes fortes (ligagdes coordenativas - tipo interfita). Na Tabela 2

estdo apresentadas as faixas de T, observadas para as solugdes
tamponadas de dsDNA livre e combinados com os complexos de
platina: (i) solu¢do de dsDNA contendo cisplatina, (ii) solugdo de
dsDNA contendo oxaliplatina e (iii) solu¢do de dsDNA contendo
um complexo dinuclear de platina(2+).

Tabela 2. Temperaturas de desnaturagdo (T,) do DNA de fita dupla (Calf
Thymus) livre e combinado a cisplatina, oxaliplatina e complexo dinuclear
(100 pL de uma solugdo 1 mmol L), em tampa@o fosfato (10 mmol L', pH="7)

Amostras TydodsDNA (°C) Interagdo Pt-dsDNA
dsDNA 69-70 Livre de Pt
dsDNA + cisplatina 67-68 Intrafita
dsDNA + oxaliplatina 68-69 Intrafita
dsDNA + complexo dinuclear 79-80 Interfita

Atividade biologica do Pt2DT

Os ensaios de toxicidade aguda do complexo de platina dinuclear
foram realizados para obte¢@o de uma classificagio de acordo com sua
letalidade, e assim, obter uma dose segura para o ensaio de atividade
antitumoral (in vivo). Na dose de 5 mg kg'!, administrada por via
intraperitoneal (i.p.), o complexo dinuclear de platina ndo induziu
toxicidade aguda em animais apds tratamento por 14 dias. O nivel
sem efeitos adversos observaveis (no observable adverse effect level
- NOAEL)* para o complexo PtDT foi de 5 mg kg, assim como a
dose médxima tolerada (MTD), ou seja, a dose mais alta para a qual
os camundongos se recuperaram inteiramente de todos os efeitos
do complexo de platina ficou entre 5 ¢ 50 mg kg'. Esta dose para a
cisplatina é de 1 mg kg™, e a dose maxima tolerada entre 1 e 5 mgkg™'.
O NOAEL ¢€ obtido a partir de ensaios de toxicidade aguda, avaliacdo
clinica e resultados histopatolégicos. Os resultados obtidos mostram
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Figura 7. Experimento de temperatura de desnaturagdo do dsDNA (absorbdncia normalizada versus temperatura): (O) solu¢do de dsDNA (50 ug mL') em

tampdo fosfato (10 mmol L', pH = 7) (dsDNA - padrao) e com adi¢do de 100 uL de solugdes 1 mmol L' de oxaliplatina (®) e cisplatina (@), e do complexo

dinuclear (\), tamponados com fosfato

que o complexo dinuclear € cerca de 5 vezes menos toxico quando
comparado a cisplatina.

A dose letal minima (DLM: a dose mais baixa que induziu a
primeira mortalidade em camundongos) foi de 50 mg kg (limites
de confianca de 95%). O complexo Pt2DT foi incluido na categoria
2 (5-50 mg kg de classificagdo toxicolégica. O complexo dinuclear
foi enquadrado na mesma categoria que a oxaliplatina em relagio a
toxicidade aguda, porém devido a presenca de dois nucleos de platina,
a dose do complexo dinuclear foi calculada para atender a mesma
concentra¢do molar utilizada pela oxaliplatina no ensaio antitumoral,
tornando este um ponto positivo a seu favor, pois a bioatividade
expressada e possibilidade de reducdo de efeitos colaterais nao se
deve somente a relagdo equimolar de platina presente, mas pelo
mecanismo de difusdo e de acdo do complexo dinuclear.

O grupo dos animais, no ensaio antitumoral, tratado com o
complexo dinuclear ndo teve ébitos e foi observado um excelente
percentual de inibicdo tumoral de 66,3%. A andlise macroscépica
dos animais submetidos ao tratamento quimioterdpico por sete dias
mostrou que todos ganharam massa corporal (mesmo que a massa
tumoral tenha contribuido), ndo tiveram alteracdes comportamentais
(agressividade) e ndo apresentaram altera¢des na pelagem (queda,
espessamento e piloere¢do). A Tabela 3 resume os dados de atividade
antitumoral do controle negativo (solu¢@o salina), controle positivo
(cisplatina e oxaliplatina) e do complexo Pt2DT.

Como esperado, os tumores do grupo controle negativo
apresentaram maior massa e coloracio avermelhada, o que pode ser
atribuido a vascularizacdo tipica de tumores malignos. Os grupos
tratados com cisplatina, oxaliplatina e o complexo dinuclear de platina
apresentaram menores valores de massa tumoral e coloracdo mais

Tabela 3. Porcentagens de inibi¢do do tumoral (TWI%) para cisplatina,
oxaliplatina e complexo dinuclear

Grupo TWI (%)
Controle negativo (solucio salina) 0.0
Controle positivo 1 (cisplatina) 41,4
Controle positivo 2 (oxaliplatina) 40,8
Complexo Pt2DT 66,3

palida em relacio ao grupo controle, o que pode ser um indicativo de
inibicdo da vascularizagio tumoral (fator antiangiogénico).

O percentual de inibi¢do tumoral (TWI%) para o composto
proposto foi satisfatério e superior ao obtido pela cisplatina e
oxaliplatina, mesmo quando utilizadas quantidades equimolares de
platina nas doses, como o caso da oxaliplatina. A andlise preliminar
das amostras extraidas do bago, figado e rins, mostrou que esses
6rgaos ndo sofreram danos aparentes, nem metastases.

As andlises hematoldgicas foram realizadas em amostras de
sangue total e os seguintes pardmetros foram avaliados: contagem
de hemacias (RBC), concentragdo de hemoglobina (HGB) e os
seguintes indices hematrimétricos: volume corpuscular médico
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentra¢do média
de hemoglobina corpuscular (CMHC), hematdcrito, leucécitos e
plaquetas (PLT). A andlise dos parametros bioquimicos foi realizada a
partir do soro extraido, livre de hemdlise, onde foi possivel quantificar
aureia, aspartame aminotransferase (AST) e alinina aminotransferase
(ALT). Os resultados hematolégicos e bioquimicos obtidos sdo
mostrados na Tabela 4.
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Tabela 4. Concentrag@o sanguinea média dos pardmetros hematolégicos e bioquimicos obtidos ap6s o teste antitumoral para o controle negativo, cisplatina,

complexo dinuclear e valores de referéncia

() Controle Ciplaima Oxatiphing Dinueler VR
Parametros Hematoldgicos
Células vermelhas (10° mm) 6,60 0,72 7,20£0,73 7,19 £ 0,69 7,20 +0,42 3,80-5,80
Hemoglobina (g dL™") 11,10+ 1,13 12,30 £ 1,01 12,30 £ 1,21 12,40 £0,71 11,00-16,50
Hematdcrito (%) 35,10 £3,02 38,30 £ 3,86 37,10 £2,36 37,90 £2,29 35,00-50,00
Plaquetas (10° L") 981,7 +133,9 1165,7+77,1 1074,0 £ 128,2 9424 +1353 150,0-390,0
VCM (ug) 53,70 £ 1,91 52,70+ 0,71 52,50 £ 1,05 52,20 £ 1,86 80,00-97,00
HCM (pg) 16,90 £ 0,53 16,90 £ 0,40 17,00 0,73 17,10 £ 0,50 26,50-33,50
CMHC (%) 31,60 0,93 32,10+ 0,87 31,90 £ 0,84 32,60 £ 1,10 31,50-35,00
Leucécitos (10° mm™) 10,50 + 2,04 10,20 £2,18 9,80 £ 1,16 6,70 £ 0,91 3,5-10
Parametros Bioquimicos

AST (UL 4544+ 35,1 561,6 £92.4 496,6 + 89,7 290,9 £97.4 57a199
ALT (UL") 49,7+ 12,7 57,2+£283 53,6219 42,9 £ 10,1 64 a 167
Ureia (mg dL") 49,4+ 13,0 69,2+9,4 66,3 £10,8 51,7+16,9 33a59

*VR: valores de referéncia.

Como o tratamento quimioterdpico envolve uma série de
problemas relacionados ao sangue, a avaliagdo desses pardmetros
hematolégicos pode sugerir a possibilidade de algum fator
relacionado a administra¢do dos compostos. Nosso estudo verificou
que a concentracdo de hemadcias nos grupos tratados com cisplatina,
oxaliplatina e complexo dinuclear ndo apresentou diferenga estatistica
significativa em relagdo ao grupo controle (solugdo salina). Apesar
dos valores obtidos estarem em uma faixa superior aos valores de
referéncia (VR), esse fato ndo é, necessariamente, decorrente do uso
de complexos de platina, uma vez que o grupo controle negativo
também apresentou alteracdes nesse parametro em relagdo ao VR.
Possivelmente, a diferenca neste parametro pode estar relacionada a
presenca de carcinoma, que pode causar alteracdes na concentragio de
hemadcias. Os valores de hemoglobina e hematdcrito ndo apresentaram
diferencas estatisticas significativas entre os grupos e os niveis obtidos
para os grupos estdo dentro dos valores de referéncia.

Os valores de VCM encontrados para os grupos nio apresentaram
diferencas estatisticas significativas, embora todos estivessem abaixo
dos valores de referéncia, o que pode estar associado a anemia
hipocrémica por deficiéncia de ferro, condigdo comum entre pacientes
que recebem doses de cisplatina. Os niveis de CMHC referentes
a concentragdo de hemoglobina no interior das hemdcias estavam
dentro dos valores de referéncia para todos os grupos. A concentracio
de leucdcitos no sangue foi superior aos valores de referéncia
tanto no grupo tratado com cisplatina quanto no controle negativo.
Nos animais tratados com o complexo dinuclear, entretanto, esses
valores permaneceram dentro dos valores de referéncia. Variacdes na
concentracdo de leucdcitos podem indicar processos inflamatérios nos
animais, causados por células tumorais ou devido a quimioterapia.
Segundo relatos da literatura, pacientes submetidos a quimioterapia
com CDDP apresentam leucopenia. Neste caso, € possivel destacar
a resposta do grupo tratado com o complexo dinuclear, o qual
apresentou a contagem de leucdcitos dentro dos valores de referéncia,
indicando que o complexo em estudo ndo desencadeou processos de
leucopenia, tio comum na administracdo de farmacos platinicos. A
variagdo mais significativa nos pardmetros hematolégicos medidos
estd na contagem de plaquetas, responsavel pela coagulagdo do
sangue. Os grupos controle e tratado apresentaram valores acima
do VR (aproximadamente trés vezes maior que o limite superior
estabelecido), ndo havendo diferenca estatistica significativa entre os

grupos.* A alta contagem de plaquetas pode ser atribuida a presenca
de carcinoma nos animais, e devido a isso, todos os grupos (tratado e
controle) apresentaram valores superiores, como esperado.

A partir dos parametros bioquimicos foram verificados os
niveis de ureia, transaminase e aminotransferase, sendo essas
duas dltimas enzimas responsaveis pelo metabolismo de algumas
proteinas presentes em grande quantidade no hepatdcito (células do
figado). Os niveis de AST e ALT podem estar associados a sinais
de insuficiéncia hepatica causada por lesdes de hepatdcitos. Os
resultados da utilizacdo de doses equimolares de platina para os
complexos obtiveram variacdes de AST e ATL fora dos limites de
referéncia, o que pode remeter a uma possivel lesdo associada as
células hepdticas, principalmente aumentando os niveis séricos de
AST. Os resultados para o complexo dinuclear sintetizado mostram
que os niveis de AST estavam préximos dos valores de referéncia
e, os niveis de ATL encontram-se inferiores ao encontrado para
os padrdes cisplatina e oxaliplatina. Estes valores sugerem que as
células hepdticas sob tratamento quimioterdpico com o complexo
dinuclear apresentam menores lesdes, sugerindo que o metabolismo
do complexo ndo desencadeia injirias hepéticas, como esteatose,
esteato-hepatite, sindrome de obstrucdo sinusoidal, hepatite aguda
e necrose hepitica.’”3 Os niveis de ureia sugerem possiveis efeitos
da administracdo dos complexos. De acordo com os resultados
obtidos em nosso estudo, a administra¢cdo do complexo dinuclear
ndo alterou significativamente a concentracido de ureia, enquanto
o CDDP mostrou aumento dos niveis de ureia. Conforme relatado
na literatura, a administra¢cdo de CDDP em regime quimioterdpico
diminui a taxa de filtragio renal causada por envolvimento de 6rgéos
e nefrotoxicidade.”

As imagens de secdes de tecido do figado, baco e rins dos animais
tratados com cisplatina e o complexo dinuclear s3o mostradas na
Figura 8. Os cortes do tecido hepdtico dos animais tratados com
cisplatina (Figura 8a) apresentam regides com esteatosa hepatica
moderada e infiltrados inflamatérios importantes (seta preta),
corroborando com a hepatotoxicidade apresentada pelo regime
quimioterdpico.*

A Figura 8b mostra uma imagem de um corte no tecido renal de
animais tratados com cisplatina; a seta preta na imagem aponta para
mudangas na capsula de Bowman, ou seja, variagdes nos espagos de
Bowman. Esta cdpsula € uma estrutura dentro dos rins (néfrons) de
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Figura 8. Imagens de cortes histologicos dos orgdos dos animais tratados com cisplatina: (a) figado: esteatosa hepdtica moderada e infiltrados inflamatorios

importantes indicados com a seta preta, (b) rins: seta preta indicando mudangas na cdapsula de Bowman (nefrite) (c) bago; e com o complexo dinuclear: (d)

figado, (e) rins e (f) baco

mamiferos onde ocorre a ultrafiltrac@o renal; o sangue entra sob alta
pressdo através da arteriola aferente, que € filtrada através de trés
camadas diferentes. Essas variagdes no espagamento de Bowman,
infiltragdes linfoplasmocitarias e alteragdes nas estruturas dos néfrons
sugerem que os animais tratados com cisplatina ji apresentavam leséo
renal associada a possivel nefrite. A nefrotoxicidade j4 havia sido
observada e confirmada em estudos clinicos com uso de cisplatina,*!
e observada nesses estudos histopatolégicos.

Para o grupo tratado com o complexo dinuclear, Figuras 8d-f,
ndo foi observada esteatose hepdtica ou infiltrado inflamatério no
figado (Figura 8d). A andlise histopatoldgica dos rins mostrou que
os animais tratados com o complexo dinuclear estavam dentro dos
limites da normalidade, sem alteragdes (Figura 8e). A andlise do baco
de todos os animais tratados com CDDP e complexo dinuclear foi
normal (Figuras 8c e 8f).

CONCLUSAO

O complexo dinuclear foi caracterizado e sua estrutura confirmada
por andlises espectrocOpicas e espectrométrica. A estratégia sintética
para a constru¢do de um sistema dinuclear de platina, cujo ligante
em ponte consistiu no uso do tartarato tetrassédico e o ligante
DACH (1R, 2R)(-)1,2-diaminociclohexano, apresentou rendimentos
excelentes e boa reprodutibilidade sintética. A proposta terapéutica
baseia-se na formacdo de um complexo portador de duas unidades

andlogas a oxaliplatina, contudo, os resultados obtidos através dos
experimentos de avaliagio da temperatura de desnaturagao do dsDNA,
sugerem que as dindmicas de substitui¢ao observadas diferenciam-
se entre os casos do dinuclear proposto (com intera¢des interfitas)
e o andlogo mononuclear (oxaliplatina, com interagdes intrafita).
O complexo dinuclear apresentou cerca de 10 °C de T, acima do
andlogo mononuclear e do dsDNA livre, o que reforca a ideia de
abandonar uma retdrica cientifica que associa o composto dinuclear
proposto como um mero carreador de duas unidades andlogas de
oxaliplatina e sem qualquer efeito estrutural dindmico. Vale salientar
que os novos efeitos dessa dindmica também foram expressos nos
ensaios bioldgicos (antitumorais, bioquimicos e histopatoldgicos), os
quais foram demasiadamente distantes entre os complexos de platina
(mononucleares e dinuclear).

O complexo dinuclear mostrou-se promissor devido aos
resultados de inibicao tumoral (66%) e toxicidade aguda (categoria 2),
além dos resultados hematolégicos, bioquimicos e histopatoldgicos
demostrarem menores efeitos colaterais e danos oxidativos ao modelo
biolégico testado.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

O material suplementar relacionado a este artigo estd disponivel

em http://quimicanova.sbq.org.br, em formato PDF, com acesso livre.
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