Departamento de Quimica

Determinacao de derivados de platina provenientes de drogas anticancer
em amostras de urina por espectrofotometria de absorc¢ao atomica em forno
de grafite (GFAAS)

Aluna: Alice Rezende Ratton
Orientador: Reinaldo Calixto de Campos

Introducio:

Ocorréncia de metais e metaloides em sistemas biologicos

Desde longo tempo, sabe-se que a regulagdo funcional de sistemas biologicos € criticamente
dependente de diferentes elementos quimicos, mesmo que em concentragdes-traco. Do ponto
de vista bioldgico a manutencao vida depende de muitos modos da interagao destes elementos
com biomoléculas. Desta maneira, dependendo de sua forma de agdo alguns elementos como
Hg, As, Pb, e Pt sdo considerados elementos toxicos, enquanto outros como Mo, Fe, Zn, Co,
V, Cu, Ni sao considerados essenciais e benéficos a manutencdo dos processos bioquimicos
de sistemas diversos. Do ponto de vista quimico, a absor¢do, acumulagdo, transporte desses
elementos sdo muitas vezes realizadas por ligantes biologicos. Assim esses diferentes
processos envolvem a complexacdo do metal-traco com diferentes substancias, levando a
existéncia de formas (espécies quimicas) com propriedades diferentes daquelas do metal livre
(Spunzar, 2000; Rubini et al., 2002).

Em anos recentes, alguns desses elementos estdo sendo utilizados no tratamento terapéutico
de algumas doengas, como vanadio na diminuicdo da taxa de glicose no sangue de pacientes
com diabetes mellitus (Nagaoka et al., 2002) e platina no tratamento quimioterdpico de
canceres uma variedade de tumores solidos (De Waal et al., 1990; Wong e Giandomenico,
1999).

Drogas anticincer baseadas em platina ou metais do grupo da platina

O uso de complexos de platina em quimioterapia remonta do final da década de 60, quando
foi observada a inibicdo do processo de divisdo celular de bactérias, ocasionado por cis-
diaminotetracloroplatina IV (figura 1-b) e cis-diaminodicloroplatina II (figura 1-a), esta
ultima conhecida como cisplatina (De Waal et al., 1990; Wong e Giandomenico, 1999).
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Figura 1 — Férmula estrutural da cisplatina (a) e da transplatina (b). Fonte: Wong e
Giandomenico (1999).

Atualmente, cisplatina ¢ uma das drogas antitumorais de maior utilizagdo no mundo,
possuindo efetividade no tratamento de cancer testicular e ovariano e contribuindo para o
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tratamento de outros tantos tipos de tumores malignos como carcinoma orofaringeo,
carcinoma cervical, linfoma, osteocarcinoma, melanoma e neuroblastoma. Apesar de sua
larga utilizagdo, a quimioterapia com cisplatina possui desvantagens que incluem
nefrotoxidade e neurotoxidade, além de alguns tumores apresentarem resisténcia natural a
droga (Wong e Giandomenico, 1999).

Desde entdo, diversos compostos analogos da cisplatina, tem sido sintetizados e testados
experimentalmente para a verificagdo e estudo de sua citotoxidade e potencial uso para o
tratamento clinico com células tumorais, originando uma diversidade de substancias como a
carboplatina (figura 2-a), a nedaplatina (figura 2-c), e a oxaliplatina (figura 2-b).
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Figura 2 - Formula estrutural dos anédlogos de platina de 2* geragdo: carboplatina (a),

oxaliplatina
(b) e da nedaplatina (c). Fonte: Wong e Giandomenico (1999).

Diversos estudos tém demonstrado que ndo somente os complexos de platina demonstram
atividade antitumoral, mas também compostos de ruténio ou rédio possuem atividade
citostatica. Sdo exemplos o butirato de rodio II, o propionato de rodio II, o
cisdiclorotetraminoruténio II e o cisdiclorotetradmsoruténio III, os quais possuem atividade
antitumorais similares a cisplatina, porém, apresentando toxidade menor que esta durante o
tratamento clinico (Kopf-Maier e Kopf, 1987; Sherman e Lippard, 1987).

A busca por novos compostos de platina tem como objetivo o desenvolvimento de novas
drogas que tenham sucesso no tratamento de tumores resistentes a cisplatina, a diminui¢ao
dos efeitos colaterais no tratamento quimioterdpico, e a possibilidade de administragdo das
doses medicamentosas por via oral, o que possibilitaria menor desconforto para o paciente
durante a quimioterapia.(De Waal et al., 1990; Wong e Giandomenico, 1999; Barefoot, 2001).

Interacgao da platina com moléculas biolégicas

As propriedades antitumorais das drogas contendo platina sdo atribuidas a cinética das
reacdes de deslocamento de seus ligantes, liberando a platina para se coordenar aos atomos de
nitrogénio das bases nitrogenadas da molécula de DNA. Assim, estas drogas ndo reagem
diretamente com moléculas bioldgicas, mas sofrem reacdes de hidrolise no interior da célula
formando complexos que reagem de forma mais rapida com as biomoléculas desenvolvendo a
atividade antitumoral.

Apos a administracdo da droga, portanto, o sal de platina estd sujeito a uma seqiiéncia de
reacdes que permitem a formacdo adutos metal-DNA através de uma a ligagdo estavel da Pt
com os atomos de nitrogénio da molécula do 4cido desoxirribonucleico, impedindo o
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processo de divisdo celular (Burners-Price e Appleton, 2000). Os adutos formados entre a
platina e o DNA seriam entdo, os responsaveis pela atividade anticancerigena apresentada
pela droga (Jamienson e Lippard, 1999, Kartalou e Essigmenn, 2001, Brabec, 2002).

Os efeitos colaterais das drogas baseadas em platina bem como a resisténcia celular a essas
substancias sdo considerados as principais limitagdes associadas ao uso deste tipo de
medicamentos no tratamento contra o cancer. Ambos estdo relacionados a interacdes dos
complexos coordenados de platina com moléculas bioldgicas, especialmente proteinas.
Compostos com grupos tiol, como a L-metionina, a L-Cisteina ou glutationa, comumente
presente nos fluidos bioldgicos do meio extracelular, reagem com a platina administrada a
pacientes. Ha evidéncias de que a nefrotoxicidade da cisplatina ¢ aumentada na presenca de
seus produtos de reacdo com a L- metionina (Barefoot, 2001) ou causada, pela ligagdo do
complexo de platina com proteinas (complexos protedmicos) e peptideos, como a glutationa
(Fontes et al., 1996).

Fontes (1996) comprovou que quantidades significativas de platina sdo eliminadas na forma
de complexos proteicos, observando grande quantidade de glutation em células que
apresentam resisténcia a utilizacdo de cisplatina, sugerindo que este tripeptideo desempenha
um papel importante na resisténcia que as células adquirem a drogas antitumoral.

A extensdo da ligacdo da cisplatina e seus analogos, como a carboplatina e a iproplatina, a
proteinas, formando complexos protedmicos, varia conforme o tipo de droga utilizada
terapeuticamente. Apos aplicagdo de inje¢des com compostos coordenados de platina, Van
der Vijgh e Klein observaram que a platina apresentou um grande ntimero de ligacdes a
proteinas, resultando em um rapido decréscimo no total de platina livre no plasma. Por outro
lado, a iproplatina mostrou pouca afinidade a qualquer proteina (De Waal et al., 1990).
Assim, os estudos de platina em fluidos bioldgicos, podem contribuir para o entendimento dos
mecanismos de agdo envolvidos na utilizagdo de complexos metalicos com atividade
anticancer e possibilitando o desenvolvimento de metodologias analiticas adequadas ao seu
monitoramento clinico.

Utilizac¢do do forno de grafite como instrumento de analise

Os processos analiticos devem ser aplicaveis para andlises cotidianas, ndo podem consumir
muito tempo, € devem apresentar um baixo custo financeiro. A utilizagdo da absor¢ao atémica
no forno de grafite como técnica de deteccdo elementar ¢ mais barata do que muitas outras
técnicas como o ICP-MS e ¢ suficientemente sensivel tornando a metodologia mais acessivel.

O método do forno de grafite apresenta outras grandes vantagens, uma delas ¢ poder descartar
o processo de digestdo dos fluidos bioldgicos podendo minimizar interferéncias causadas por
compostos formados a partir de substancias usadas para digerir as amostras.

A espectrofotometria de absor¢do atdmica no forno de grafite permite medidas precisas e
sensiveis de concentracdes de platina abaixo de 5 ng. mL" em fluidos bioldgicos, como
plasma e urina. A técnica possui alta sensibilidade e suficiente linearidade, ¢ rapida e possui a
precisdo e exatidao necessdrias para determinacdo de Pt em estudos clinicos de agentes
anticancer de Pt. Usando o forno de grafite ¢ possivel a elimina¢do de contaminantes, sem
significante perda de analito. As maiores dificuldades com esta técnica sdo os problemas de
volatilizacdo do analito e interferéncias espectrais. No entanto, essas interferéncias sdo
corrigidas usando um modificador quimico conveniente, assim como um corretor de fundo
adequado.
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Objetivo:

O objetivo desta pesquisa ¢ desenvolver e otimizar uma metodologia analitica para
determinagdo de platina em amostras de urina por espectrofotometria de absor¢do atdmica no
forno de grafite, buscando contribuir para uma melhor compreensdao dos complexos
mecanismos de interagdo, efeitos toxicos e beneficios farmacoldgicos da utilizacdo dos sais
deste metal no tratamento quimioterapico do cancer. Pretende-se minimizar a necessidade de
pré-tratamento da amostra, economizando tempo e diminuindo as chances de contaminagdes
ou perdas.

Metodologia:

De maneira genérica, o desenvolvimento de uma metodologia analitica para a analise em
amostras bioldgicas e clinicas deve seguir um conjunto de procedimentos considerando os

problemas inerentes de cada uma de suas etapas, conforme mostrado abaixo (EBDON et al.,
2001):

Tabela 1: Esquema para analise em amostras biologicas

Etapas do procedimento Problema

= Representatividade.
Coleta e estocagem da amostra ‘
= Contaminagao.

= Recuperacdo quantitativa do metal.
Tratamento da amostra
= Processo de “Clean up”.

Andlise das espécies * Deteccdo final do metal.

Assim, a metodologia experimental serd desenvolvida conforme descrito a seguir:

Coleta e estocagem das amostras biolégicas

As amostras de sangue e urina de pacientes sob tratamento quimioterdpico com drogas a base
de platina serdo obtidas no Instituto Nacional do Cancer (INCA), de acordo com as normas
¢ticas para a pesquisa com amostras advindas de seres humanos.

As amostras de urina coletadas serdo armazenadas em tubos de polipropileno, podendo ser
armazenados a temperatura de 4°C para utilizagao posterior.

Determinacio de platina total em amostras biologicas
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A determinagdo de platina total em amostras biologicas sera realizada por espectrometria de
absor¢do atdmica em forno de grafite (EAA-FG) utilizando um aparelho Analitk Jena ZEEnit
com forno de grafite de aquecimento transversal e corretor de fundo Zeeman.

Os parametros temperatura de secagem e pirdlise, natureza e concentracdo de diluentes, fator
de diluigdo de amostra, volume de amostra injetado, uso de modificador quimico da
metodologia analitica serdo otimizados através de planejamento experimental multivariado.

Resultados e discussao:

Otimizacao multivariada (Resultados Parciais)

Inicialmente buscou-se as melhores condi¢des para as variaveis independentes na
determinagdo de platina inorganica em urina. Por serem muitas essas variaveis , demandaria
muito tempo e trabalho a otimizacdo univariada, no qual faz-se a variacdo de cada fator,
deixando-se os outros fixos. Assim, foi utilizado um método multivariado, no qual obtém-se,
através a combinacdo de todos os fatores, uma analise de cada fator sujeito a todas as
combinacdes dos demais.

Um experimento no qual a resposta variavel ¢ medida por todas as possiveis combinac¢des dos
fatores, em dois niveis diferentes, ¢ conhecido como um planejamento fatorial completo.
Esse planejamento detecta e estima todas as interagdes dos fatores, o que ndo pode ser feito
pelo método univariado. Além disso, se os efeitos dos fatores forem aditivos, o planejamento
fatorial requer, para fornecer um resultado com a mesma precisdo, uma quantidade menor de
medidas (2k, no qual k ¢ o numero de fatores) em relagdo ao método univariado.

Para se promover o planejamento fatorial completo, foram apenas escolhidas as variaveis que,
por conhecimento prévios, aparentavam ser mais importantes, que sao elas: concentracao do
acido, temperatura de pirdlise, temperatura de atomizagdo e rampa de atomizagdo. Além
disso, como se deve ter dois niveis (alto e baixo) para cada variavel, foram escolhidos dois
valores relativamente distantes entre si, sendo um deles ja estudado e o outro escolhido
almejando melhoras. As variaveis estudadas, com os respectivos niveis para um planejamento
fatorial de 2* que foram utilizados estdo apresentados na tabela abaixo.

., . . , . . 4-
Tabela 2: Variaveis estudadas com os respectivos niveis no planejamento completo 2*°.

Variavel | Descri¢ao 1_\Ilve1s n

A Concentragao do acido (% v/v) 0,15% | 0,30%
B Temperatura de atomizacao 2300 | 2450
C Temperatura de pir6lise 1450 1600
D Rampa de atomizacao 1700 1800

Os 2* (16) experimentos foram feitos numa ordem aleatoria.
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O planejamento fatorial completo dos dados contidos na tabela 3 foi realizado utilizando a
“Analise e Planejamento de Experimentos” do programa de estatistica Statistica 6.0 Statsoft.
Através deste programa, tratamentos estatisticos foram aplicados no “Planejamento Padrao
Box-Hunter 2™(k-p)”. As variaveis A, B, C e D junto com a interagdo de B com C ¢ as
interacdes de terceira ordem, que apresentam p<0,05 mostraram grande significancia.

A andlise de variancia, ANOVA estd igualmente de acordo com os resultados dos efeitos e
dos coeficientes. Da mesma forma, os efeitos com significancia estatistica sdo os efeitos A, B,
Ce D, ainteragdo BC e as interagdes de terceira ordem, que apresentam p<0,05.

Tanto a estimativa dos efeitos e coeficientes, quanto a ANOVA fornece o R* que é chamado
coeficiente de determinagdo do modelo. O valor de R* maximo é 1 e, quanto mais proximo de
1, melhor terd sido o ajuste do modelo “as respostas observadas. Para o0 modelo no momento
estudado, R* ¢ igual a 0,95818, ou seja, 95,82% da variagio média é explicada pela regressdo
utilizada, o que ¢ satisfatorio.

Para uma representacdo de forma rdpida e clara dos efeitos importantes estatisticamente
utiliza-se o diagrama de Pareto ( figura 3). Os efeitos cujos retangulos se apresentam a direita
da linha diviséria (p=0,05), A, B, C, D, BC e as interacdes de terceira ordem devem ser
considerados no modelo matematico. Os valores ao lado de cada retangulo representam a
distribuicao t de Student.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Absorvancia

2**(4-0) design; MS Residual=,000021
DV: Absorvancia
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Figura 3: Diagrama de Pareto o planejamento 2*°.

Foi realizado um planejamento composto central com as variaveis A, B e D: experimentos (8)

referentes ao planejamento fatorial, 2x3 experimentos estrela (6), com «a = 11/2_3 e 4
experimentos centrais.

As variaveis aqui estudadas , com os respectivos valores para cada nivel, estdo mostradas na
tabela 12. Os experimentos foram realizados de modo aleatorio e ndo na ordem apresentada.

Tabela 12: Variaveis estudadas com os respectivos niveis no planejamento composto central.

Nivel
1,68 [-1 [0 1 | 1,68

Variavel | Descricao
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A Concentragao do acido (% v/v) 0,07 0,1 0,15 0,20 10,23
B Temperatura de atomizagdo (°C) | 2400 | 2420 | 2450 | 2480 | 2500
D Rampa de atomizacao (°C/s) 1790 | 1800 | 1815 | 1830 | 1840

Foi realizado o planejamento composto central dos dados contidos na tabela 13, utilizando a
“Analise e Planejamento de Experimentos/Composto Central” do programa Statistica 6.0
Statsoft. Através deste programa, foram feitos alguns tratamentos estatisticos dos dados,
obtendo-se vdrias tabelas e graficos, sendo os mais importantes apresentados a seguir.

Tabela 13: Combinagcdes entre as variaveis € os respectivos resultados de absorbancia no
planejamento composto central.

Ensaio | Concentracio | Ta Rampa | Absorbincia
1 -1 -1 -1 0,073207
2 1 -1 -1 0,087507
3 -1 1 -1 0,08024
4 1 1 -1 0,098245
5 -1 -1 1 0,074129
6 1 -1 1 0,084244
7 -1 1 1 0,081706
8 1 1 1 0,093141
9 -1,68 0 0 0,084162
10 1,68 0 0 0,088508
11 0 -1,68 | 0 0,080695
12 0 1,68 | 0 0,094567
13 0 0 -1,68 0,08912
14 0 0 1,68 0,090302
15 0 0 0 0,087436
16 0 0 0 0,09287
17 0 0 0 0,098062
18 -1 -1 -1 0,071742
19 1 -1 -1 0,090141
20 -1 1 -1 0,078472
21 1 1 -1 0,090492
22 -1 -1 1 0,072285
23 1 -1 1 0,082088
24 -1 1 1 0,078115
25 1 1 1 0,095871
26 -1,68 0 0 0,084234
27 1,68 0 0 0,083823
28 0 -1,68 | 0 0,081668
29 0 1,68 | 0 0,089627
30 0 0 -1,68 0,090427
31 0 0 1,68 0,086978
32 0 0 0 0,083171
33 0 0 0 0,093641
34 0 0 0 0,089977
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35 -1 -1 -1 0,072481
36 1 -1 -1 0,087669
37 -1 1 -1 0,081479
38 1 1 -1 0,094167
39 -1 -1 1 0,077557
40 1 -1 1 0,080894
41 -1 1 1 0,075981
42 1 1 1 0,091887
43 -1,68 0 0 0,084578
44 1,68 0 0 0,085482
45 0 -1,68 | 0 0,080501
46 0 1,68 | 0 0,097144
47 0 0 -1,68 0,088518
48 0 0 1,68 0,086987
49 0 0 0 0,08113

50 0 0 0 0,092481
51 0 0 0 0,090198

Os efeitos ou interacdes significativos sdo: efeitos A (Linear), A (Quadratico), B (Linear) e B
(Quadratico).

A analise de variancia, ANOVA coincide com a tendéncia encontrada na tabela de estimativa
dos efeitos e coeficientes. Da mesma forma, os efeitos com significancia estatistica sdo A
(Linear), A (Quadratico), B (Linear) e B (Quadratico).

Profiles for Predicted Values and Desirability
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Figura 12: Perfil dos valores previstos/otimizados ¢ da desejabilidade para o planejamento
composto central.

Observando a figura 12 verificamos que se obtem um maior valor de absorbancia para
concentracdo de acido préximo do nivel 1 (0,20%), temperatura de atomizagdo proxima do
nivel 1 (2480 °C) e rampa proxima do nivel -1 (1800 °C/s). A tabela 17 tem-se o programa de
temperatura otimizado.

Tabela 17: programa de temperatura otimizado

Etapa Temp (°C) Rampa (°C/s) Hold (s) Flow gas
Secagem 90 20 10 max
Secagem 120 150 15 max
Pirdlise 900 100 10 max
Pirolise 1600 200 10 max
AZ 1600 0 5 stop
Atomizagdo 2480 1800 3 stop
Limpeza 2600 1000 3 max

Concentragao de acido = 0,20%
Diluigao: 1+1

Linearidade

A busca da linearidade estd em obter o sinal analitico em proporcao direta as concentracdes
das substincias em estudo. Uma curva de calibracdo ou analitica ¢ necessaria para o estudo
sendo o eixo das abscissas o da concentragdo e o eixo das ordenadas o do sinal analitico
(absorvancia).

A equacdo da reta € definida como:

y=ax+b

A equacgdo busca sempre identificar se existe uma relacao definida entre as duas variaveis em
questao.

A regressao linear, método dos minimos quadrados, que ¢ uma forma de estimar qual a
melhor reta que passa pelos pontos obtidos experimentalmente. O coeficiente de regressao
linear ¢ importante de ser calculado para comprovar que existe uma relagdo linear entre as
duas variaveis em estudo, onde os valores ideais esperados sdo 1 e -1, ou seja, quanto mais
proxima da unidade maior a relacdo, maior probabilidade de existir uma relacdo linear
definida. Um coeficiente de correlagdo maior que 0,999 ¢ considerado como evidéncia de um
ajuste ideal dos dados para a linha de regressdo. A ANVISA recomenda um valor igual ou
superior a 0,99 e o INMETRO um valor acima de 0,90. Neste trabalho, optamos em
considerar apenas valores de coeficiente de correlagao igual ou acima de 0,99.

Foram construidos dois graficos da absorvancia da platina em fun¢do de sua concentracao
diluida em dgua e em urina.
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Absorvancia

Grafico de linearidade de Platina em agua
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Platina Em Urina
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Observamos que ambos os coeficientes de correlacdo possuem valores acima de 0,99. Existe
uma linearidade entre as duas variaveis.

A sensibilidade ¢ uma grandeza que depende da inclinagdo da curva analitica. Os limites de
deteccao (LD) e o de quantificacdo (LQ) indicam também a capacidade de medi¢ao de sinais
que estatisticamente e inequivocamente que seriam do analito (sensibilidade do método).

Limite de detecciao (LD)

O limite de deteccao € o critério de sensibilidade mais utilizado. Segundo o INMETRO, ele
representa a menor concentracdo da substancia em exame que pode ser detectada, mas nao
necessariamente quantificada a partir de um procedimento experimental. O calculo do LD
sera baseado aqui, em pardmetros da curva analitica, por ser estatisticamente mais confiavel.
O LD pode ser definido por:

LD =3 x (desvio padrdo) / a

Onde a ¢ a inclinagdo da curva.

Foi calculado a partir do primeiro grafico o LD da platina em agua:

Desvio padrao
Branco 0,00188
L.D. 9,657248

O LD da platina em urina foi determinado através do segundo grafico:

Desvio padrao Branco |0,001639
L.D. 10,48269
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Limite de quantificacio

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor a menor concentragdo da substancia em
exame que pode ser medida a partir de um método analitico. O LQ pode ser calculado
utilizando as mesmas regras usadas para o LD substituindo a relagdo 3:1 para 10:1.

O LQ pode ser definido como:

LQ =10 x (desvio padrao / o)

Onde o desvio padrao ¢ a estimativa do desvio padrao de replicatas do ensaio em branco e o €
a inclinacao da curva.

Foi calculado a partir do primeiro grafico o LQ da platina em agua:

LQ 32,19083 |

O LQ da platina em urina foi determinado a partir do segundo grafico:

ILQ  [34,94231]

Conclusio:

O programa otimo de temperatura, o volume de amostra e a concentracdo do diluente foram
definidos por otimizacdo multivariada. Assim, foram definidos os valores Otimos das
temperaturas de pirdlise e atomizagdo. Mesmo nas condi¢des otimizadas, foram observadas
diferencas significativas de inclinacdo entre as curvas analiticas em diluigdes aquosas e as
curvas analiticas em meio de urina. Deste modo, a técnica de ajuste de padrdes teve que ser
utilizada para calibragdo. O limite de deteccao (n=10, k=3) nas condi¢des Otimas foram de 10
ngL ! Coeficientes tipicos de variagdo entre 1-2 % foram observados. O método foi aplicado na
analise de uma série de amostras de urina, que foram também analisadas por um procedimento
independente comparativo, havendo excelente concordancia entre os resultados obtidos pelo
procedimento proposto € o comparativo.

Foi possivel desenvolver um procedimento analitico para a determinacdo de Pt, na forma
de diferentes compostos, em urina, pela espectrofotometria de absor¢ao atémica no forno de
grafite. O procedimento mostrou-se sensivel o suficiente para os estudos desejados, simples e
rapido. Estudos futuros incluem a extensdo do procedimento a outros fluidos biologicos.
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