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Introducio
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Figura 1-1: Estrutura da cisplatina Figura 1-1 Estrutura da carboplatina

A cis-diaminodicloroplatina (II), vulgarmente chamada de cisplatina (figura 1.1)
possui reconhecida atividade antitumoral e tem sido amplamente utilizada desde a sua
descoberta por Rosenberg no final da década de 60'°. Tem sido clinicamente bastante
utilizada no tratamento de tumores solidos e poucos outros complexos analogos apresentam
atividade compativel. Atualmente, ela estd entre os principais compostos utilizados na
quimioterapia anticancer sendo um dos agentes mais efetivos utilizados contra o cancer de
testiculo, ovario e pescogo além de importante papel no tratamento do cancer de pulmﬁol‘l.

O uso sistematico da cisplatina, como ocorre com outros firmacos utilizados como
anti-tumorais, tem levado ao desenvolvimento de resisténcia a droga, o que tem sido um dos
grandes obstaculos para um tratamento mais eficaz. Além disso, também como observado em

qualquer agente quimioterapico, um fator limitante, sdo os diversos efeitos colaterais, como
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nauseas, vomitos, otorrinotoxicidade, neurotoxicidade, destacando-se como um dos mais

. R
severos o efeito nefrotoxico .

4

A nefrotoxicidade da cisplatina ¢ atribuida especialmente a indugdo de danos nos
tabulos proximais. Estes danos causam uma diminuicdo na capacidade de filtragdo do rim

o S . 1.
com o conseqiiente decréscimo do clearance da creatina'~.

Em casos onde o paciente tem que fazer uso do quimioterapico por um periodo maior
opta-se pelo uso da carboplatina (figura 1.2), droga da segunda geracdo da platina. Apesar
desta apresentar atividade antitumoral menor que a cisplatina, apresenta menor toxicidade,
destacando-se uma grande diminuicdo da nefrotoxicidade, em funcdo da presenca do

grupamento organico.
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Figura 1-3: Estrutura do Acido Guanidoacético

O 4acido guanidoacético (Gaa) (figura 1-3), ¢ um aminodcido encontrado em varios
tecidos do nosso organismo como rins, figado e cérebro'* ¢ estd envolvido em diversos
processos metabodlicos importantes. Sua principal sintetize ocorre nos rins, onde se encontra
em maior concentragio'”, a partir da glicina ¢ da arginina'®. Tem-se conhecimento a partir
da década de 70, de estudos realizados por varios nucleos de pesquisa tomando o decréscimo
ou desaparecimento do Gaa urinario para detectar doencas renais cronicas'’.  Em
decorréncia desses estudos, o nivel de Gaa urinario vem sendo utilizado como medidor de
disfungdo renal até mesmo em estagios iniciais'’.

Como a nefropatia ¢ um dos severos efeitos colaterais gerados pelo uso da cisplatina

pacientes tratados com este quimioterapico, também apresentam diminui¢do na concentragdo
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de Gaa urinario'”. Em funcdo disto, neste trabalho investigamos a coordenacao de Gaa com
platina (II) através da sintese em fase solida e caracterizacdo de complexos resultantes da
interacdo de cisplatina com Gaa. Sintetizou-se também um complexo de cisplatina com
arginina, que ¢ um dos aminodcidos envolvidos na sintese do Gaa in vivo, € que possui

estrutura bem semelhante a ele.
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2
Objetivo

O acido guanidoacético (Gaa), aminoacido de importancia bioldgica, sintetizado
principalmente nos rins a partir da arginina e glicina, vem sendo utilizado como medidor de
disfungao renal.

A cisplatina, quimioterapico amplamente usado no tratamento de tumores solidos,
apresenta a nefrotoxicidade como o mais severo dos seus efeitos colaterais.

Em fungdo dos niveis de Gaa urinario serem utilizados como medidor de disfungao
renal, e pacientes tratados com cisplatina também apresentarem diminui¢do na concentragao
de Gaa urinario em devido a nefrotoxicidade deste quimioterapico, este trabalho teve como
objetivo a sintese em fase solida e caracterizacdo de complexos resultantes da interagdo da
cisplatina com Gaa e arginina.

Estas sinteses foram realizadas com o intuito de verificar através da obtencdo dos
complexos, se existem interacdes entre eles, quais sao e como ocorrem estas interagoes.

Se a cisplatina se complexa facilmente com o Gaa e arginina, poderia também estar se
complexando com outros aminoacidos, comprometendo os ciclos metabolicos.

Evidentemente, nos sistemas biologicos, praticamente todas as interagdes se dao em
solucdo. Mas, o estudo em fase solida ¢ importante, pois permite analisar uma série de
interagdes quimicas que ndo sdo possiveis de serem observadas em solugao.

Ao se obter como produto de sintese uma molécula so6lida, pode-se através de diversas
técnicas espectroscopicas chegar a conformacao estrutural do complexo formado, geometria e
obtencdo de informagdes que levam ao conhecimento das forgcas de ligagdo intra e
intermolecular envolvidas, através da coordenagdo entre os aminodcidos e a platina (II).

O conhecimento da estrutura e dos tipos de ligagdes quimicas existentes, associado ao

estudo do comportamento do complexo sintetizado, possibilita um entendimento maior do que



Departamento de Quimica

acontece in vivo nos sistemas bioldgicos ajudando a compreender e at¢é mesmo prever as
diversas anomalias decorrentes de disfungdes metabolicas.
Espera-se que o comportamento dos complexos formados no estado solido fornega
informacdes estruturais que ajudem a compreender o que ocorre nos sistemas bioldgicos.
Procurou-se trabalhar in-vitro com condigdes proximas ao meio bioldgico utilizando,

em funcao disto, apenas agua deionizada como solvente.
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3
Experimental

Este estudo visa o melhor entendimento das interacdes da cisplatina com Gaa e com
arginina in vivo, portanto as condi¢cdes adotadas durante a sintese dos complexos foram
semelhantes ao meio biologico. Usamos apenas agua deionizada como solvente e a

temperatura foi mantida aproximadamente a 40°C.

3.1 Sintese

3.1.1 Sintese dos Complexos de Gaa-cisplatina
Complexo 1:

Adicionou-se 1 mmol de acido guanidoacético (0,117 g) a um bécher com
aproximadamente 40 mL de 4gua deionizada, mantendo-o sob agitacdo 4 40° C por 1 hora até
total dissolugdao, monitorando para que o volume de dgua se mantivesse como o inicial. No
caso da temperatura exceder 47° C ocorre recristalizacio do Gaa®’. Apoés a dissolucio
completa do Gaa, o aquecimento foi removido até que a solucdo esfriasse e atingisse
temperatura ambiente, para verificar se o sistema havia atingido o equilibrio permanecendo
todo Gaa em solu¢do. Aqueceu-se novamente o bécher, chegando até 45°C e adicionou-se
lentamente durante o periodo de 5 horas 1 mmol de cisplatina (0,3 g) sob a forma de po.
Tomou-se cuidado de s6 acrescentar uma nova porcdo quando a anterior ja estivesse
totalmente dissolvida. A solugdo foi mantida sob agitacdo nesta mesma temperatura por mais
uma hora, sempre sob monitoramento do volume, ficando posteriormente em repouso por
aproximadamente 12 horas. Constatou-se a formag¢ao de alguns cristais de cisplatina que nao
havia reagido. A solugdo foi novamente aquecida & 50°C e mantida sob agitagdo por mais dois

dias com o mesmo volume inicial, sempre repondo a 4gua perdida em func¢do da evaporagao.
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Em seguida apds ser resfriada até temperatura ambiente constatou-se que ndo havia mais
formacgdo de cristais de cisplatina indicando complexacdo total. O volume da solucao foi
reduzido a 1/3 e obteve-se um precipitado castanho claro (complexo 1) que foi lavado e apos

estar totalmente seco em estufa reservado em dessecador para posterior caracterizagao.

Complexo 2:

Realizou-se procedimento analogo ao anterior utilizando a mesma quantidade de
reagentes e solventes, obedecendo a mesma ordem de adi¢do dos reagentes e controlando a
temperatura, em torno de 45°C, como descrito anteriormente durante a solubilizagdo do Gaa e
adicio da cisplatina. Em seguida elevou-se a temperatura para 50°C, mantendo-se sob
agitagdo por 5 horas. A temperatura foi novamente elevada até 60°C mantendo-se nestas
condi¢cdes durante uma semana, sempre completando o volume de agua perdido por
evaporacao. Apos total evaporagdo do solvente obteve-se um precipitado amarelo claro
(complexo 2) que foi lavado e apos estar totalmente seco em estufa reservado em dessecador

para posterior caracterizacao.

3.1.2 Sintese do Complexo de Arg-cisplatina
Complexo 3:

Em um bécher com aproximadamente 40 mL de agua, solubilizou-se 1 mmol de
arginina (0,174 g), sob agitagdo a temperatura ambiente. A solugio foi entdo aquecida a 50° C
e adicionou-se lentamente 1 mmol de cisplatina (0,3 g) sob a forma de pd. Durante o periodo
de 4 horas tomou-se o cuidado de so6 acrescentar uma nova por¢do quando a anterior ja
estivesse totalmente dissolvida. Elevou-se a temperatura para 60° C ¢ manteve-se sob
agitacdo por dois dias com o mesmo volume inicial, repondo a 4gua perdida por evaporagao.
Concentrou-se a solugdo até 1/3 de seu volume ndo havendo nenhum precipitado. O bécher

contendo a solugio concentrada foi mantido na estufa durante dois dias & temperatura de 50°C
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até total secura. Obteve-se um p6d amarelo claro (complexo 3) que foi lavado varias vezes com
r e . r 0
etanol absoluto e éter etilico para se retirar totalmente a 4gua e colocado na estufa 50° por
aproximadamente 6 horas e devidamente guardado em dessecador para posterior
caracterizacao.
3.2 Caracterizacao
Os complexos sintetizados foram caracterizados com as seguintes técnicas:

- Anélise elementar (CHN)
- Espectrometria de absorcao atdmica (AA)
- Anélise condutimétrica

- Andlise termogravimétrica (TGA)
- Infravermelho (IV)

3.2.1 Analise elementar (CHN)

Os elementos C, H e N, foram analisados simultaneamente mediante curva de
calibragdo obtida com padrdes secos e de alta pureza em condi¢des iguais as das analises, com
temperatura de queima de 600 segundos, sob temperatura de 1000°C e fluxo de gés de hélio.

As andlises foram feitas em um Analisador Elementar (CHN), modelo EA 1110, da
CE Instruments, pesando-se em balanga analitica com precisdao de 10 g entre 2 a 3 mg de

cada amostra, acondicionadas em cépsula de estanho.

Todas as andlises foram feitas em duplicatas e forneceram o percentual de carbono,

hidrogénio e nitrogénio presentes em cada complexo formado.

3.2.2 Espectrometria de absorc¢io atdmica (AA)
O equipamento utilizado foi um Espectrometro de Absor¢cao Atomica, modelo AS, da

Varian com comprimento de onda de 327 nm e banda espectral de passagem de 0,1 nm.
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Foram preparadas solu¢des dos complexos na concentra¢da de 10~ mol/Lem HNO;
10%. Os resultados obtidos foram comparados com uma curva analitica do ion Pt(Il),
construida a partir da analise de solugdes deste ion, preparadas em concentragdes de 0, 10, 20,

40 e 60 ppm, respectivamente.

Com os resultados obtidos foi posivel determinar a concentragdo de Pt em cada um

dos complexos.

3.2.3 Analise Condutimétrica
A andlise condutimétrica foi realizada em um Condutimetro —650- Analyser. Foram
preparadas solugdes aquosas com concentragao 10° M para os complexos 4 partir da suposta
formula minima que j4 havia sido proposta e solugdes com esta mesma concentragao para os
sais NaCl, Na,SO4 e NasPOy4, que foram utilizados como referéncia para se analizar os

resultados.

Os resultados forneceram informagdes que permitiram verificar se as estruturas dos
complexos formados eram neutras ou tratava-se de moléculas com presenca de contra-ions

mantendo o equilibrio.

3.2.4 Analise termogravimétrica (TGA):
Para as andlises termogravimétricas, os complexos foram pesados acondicionados em
cadinho de platina, em balanga Termogravimétrica Perkin — Elmer TGA 7, e analisadas em

equipamento da TA Instruments, um SDT — 2960.

As andlises foram feitas com fluxo de 100mL/min de nitrogénio, rampa de 5°C/min e

faixa de temperatura de aquicimento de 20 a 900° C.

A analise termogravimétrica gera como resultado uma curva de decomposi¢do térmica

que fornece os percentuais dos fragmentos de massa perdidos em fungdo da temperatura. As

10
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informacdes obtidas foram importantes para se analizar como ocorrereu a coordenacdo em

cada complexo.

3.2.5 Infravermelho (IV)
Utilizou-se um Espectrometro de Abosr¢ao na Regidao do Infravermelho, modelo 2000
Ft-IR, da Perkin — Elmer, coletando-se os dados com intervalos de 0,5 cm'l, com resolucao de

-1 -1 ,
4,0 cm™ e varredura de 0,2 cm.s™ e nuimero de scans de 120.

Para todos os complexos foram feitos espéctros na regido de 4000 — 370 cm™ e 710 —
30 cm’. Preparou-se para a regido de alta frequéncia (4000 — 370 cm™') pastilhas dos
complexos com KBr e para a regido de baixa frequéncia (710 — 30 cm™) pastilhas dos

complexos com polietileno.

Através dos deslocamentos observados nas bandas dos compostos formados, em
comparagao com as dos materiais de partidas pode-se verificar que havia realmente ocorrido a

formagdo dos complexos.

Os resultados obtidos com as demais técnicas, associados as informagdes fornecidas
pelas bandas de infravermelho, permitiram a proposta de algumas estruturas para os

complexos formados.

11
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Resultados e Discussao:

4.1 Sintese
Foram obtidos trés complexos diferentes, dois deles como resultado da complexagao
do 4cido guanidoacético com a cisplatina (complexos 1 e 2) e outro como produto da

complexacdo da arginina com a cisplatina (complexos 3).

Para os complexos 1 e 2, utilizamos os mesmos materiais de partida (Gaa e cisplatina),
nas mesmas proporgdes, variando apenas o tempo reacional e temperatura de sintese apos
adicao da cisplatina, como descrito em 3.1.1. Para o complexo 2 o tempo de reacdo e

temperatura de aquecimento foram maiores que os do complexo 1 como mostra a tabela 4-0.

Tabela 4-0 — Condi¢des reacionais complexos_1 e 2.

Tempo Temperatura
reacional (apés adicao da cisplatina)
Complexo 1 12h 50°C
2 dias 50°C
Complexo 2 5h 50°C
7dias 60°C

A Tabela 4-1 fornece as principais caracteristicas fisicas observadas em cada

complexo formado.

12
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Tabela 4-1 - Caracteristicas dos complexos formados

Gaa + Cisplatina Arginina + Cisplatina
Nome Complexo 1 Complexo 2 Complexo 3
Forma P¢ fino P¢ fino P¢ fino
Cor Castanho claro Amarelo claro amarelo
Solubilidade Moderada baixa moderada
em agua

4.2 Analise elementar (CHN) e Espectrometria de Absorcio Atomica

Com os resultados obtidos pela espectrometria de absorcao, foi possivel determinar o

percentual em massa de platina em cada um dos complexos. Na Tabela 4-2, encontram-se os

valores experimentais desta analise junto aos valores teoricos posteriormente calculados.

Tabela 4-2 Dados de absor¢ao atomica para os complexos 1,2 e 3

Composto % Pt Experimental % Pt Teorico
Complexo 1 50,50 51,12
Complexo 2 52,92 52,22
Complexo 3 40,52 41,15

Os resultados das analises elementares dos complexos 1, 2 e 3 estdo expostos na

Tabela 4-3, juntamente com os valores tedricos calculados para cada elemento.

13
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Tabela 4-3 Anélise elementar dos complexos 1,2 e 3

Composto %C %H %N
Experimental | Experimental | Experimental
(calculado) (calculado) (calculado)
Complexo 1 10,04 3,72 14,88
(9,84) (2,47) (15,40)
Complexo 2 9,30 3,02 15,35
(9,63) (2,95) (15,00)
Complexo 3 14,00 4,10 16,00
(15,18) (2,22) (17,72)

Para os trés complexos os valores tedricos calculados, para todos os elementos, estdo
coerentes com os resultados obtidos na analise elementar e absor¢ao atdmica de cada um
deles. A partir destes resultados foi possivel propor uma férmula empirica para cada um deles

que se encontra na tabela 4-4. O oxigénio e o cloro forma calculados por diferenga.

Tabela 4-4 Massa molecular e férmula empirica para os complexos 1,2 e 3

Composto Massa Molecular Formula empirica
Complexo 1 381,60 Pt C3H3N50,Cl
Complexo 2 747,20 Pt,CcH2»2NgO5Cl,
Complexo 3 474,10 Pt CcHooNgO,Cl,

4.3 Analise Condutimétrica

A Tabela 4-5 mostra os valores condutimétricos encontrados para os complexos

formados e para os sais utilizados como referéncia para comparacao.

14
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Tabela 4-5 Dados da Analise Condutimétrica

Amostras analisadas Valores obtidos
HUs/cm

NaCl 274

Na,S04 533

Na3;POy4 1120

Complexo 1 0041

Complexo 2 0084

Complexo 3 366

Os valores condutimétricos encontrados para os complexos em comparagdo com 0s
sais utilizados como parametro como mostra a Tabela 4-5, indicam que os complexos 1 e 2

sdao moléculas neutras e que existe a presenca de um contra-ion no complexo 3.

4.4 Analise Termogravimétrica (TGA)

Os valores obtidos para a curva de decomposi¢ao térmica dos complexos 1, 2 € 3 estdo

expostos na Tabela 4-6.

15
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Tabela 4-6 Valores obtidos na curva de decomposicao térmica

Temp. Perda de Exp. Tebrico Provével Fragmento
Faixa °C | massa % g g perdido
Complexo | 261,93 16,12 61,51 60,0 CH;COOH
1 343,03 11,89 45,37 43,0 CNyH;
639,94 18,00 68,68 66,5 2 (NHj), 1/2Cl,
residuo 53,98 205,98 195,1 Pt, N
Complexo 2,0 15,00 18,00 H,O
2 308,66 16,2 121,00 120,0 2 (CH3COOH)
352,65 11,53 86,15 86,0 2 (CNH3)
602,03 17,81 133,1 135,0 2 (NHs, 1/2Cl, +NH)
52,40 391,5 390,2 2 Pt
Complexo | 352,0 35,16 166,7 165,5 CNsHy 2(CH,;), COOCI
3 487,8 7,58 35,9 35,5 1/2Cl,
529.8 8,95 42,45 43,0 NH,CHCH,
854.,9 7,06 33,46 34,0 2(NHj3)
41,32 195,9 195,1 Pt

Os valores calculados para as massas a partir de cada fragmento perdido sao coerentes
com as quebras propostas teoricamente para cada uma das provaveis estruturas, como mostrou

a Tabela 4-6.

4.5 Infravermelho

2 . Avii 8
82 ¢ livros de referéncia® 0, foram encontradas as

. . . 1

Na literatura, artigos publics®"
principais bandas de infravermelho caracteristicas do Gaa, da arginina e da cisplatina. Essas
principais bandas, juntamente com as bandas mais importantes para caracterizagdo dos

complexos obtidos, nas regides de alta e baixa energia (4000-300cm™ e 700-30 cm’,

respectivamente), estdo expostas na tabela 4-7.

16
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Tabela 4-7 Principais bandas de infravermelho para Gaa, Cisplatina, complexos 1 e 2.

Bandas Gaa Arginina Cisplatina Complexo 1 Complexo 2 Complexo 3
vHN 3386 - 3285 3385 3385 -
vHN 3303 3290 3204 3289 3287 3282
v HN 3172 3097 - 3177 3175 3174
Vg 0=X 1574 1609 - 1580 1576 1543

1560

vg 0=X 1410 1421 - 1411 1411 1413

1372 1377 1375 1371 1343
C=N (guanidino) 1671 1683 - 1669 1669 ombro
C=N (guanidino) + [ | 1625 1645 - 1627 1622 1622
NH,
v N—II - - 540 549 563 537

509 566 575

v AX—1I1 - - 319 320 322 325
v AX—II-AX - - 197-172 - 151 _

Podemos observar que houve realmente a formagao dos complexos 1, 2 e 3, pois na

Tabela 4-7 podemos observar que houve um deslocamento das principais bandas

caracteristicas do Gaa e da arginina e pela presenca de bandas metal-ligante na regido de

baixa energia do infravermelho dos complexos.

Os resultados obtidos com as demais técnicas, associados as informagoes fornecidas

pelas bandas de infravermelho, permitiram a proposta de estruturas para os complexos

formados.

ApOs a caracterizacdo as seguintes estruturas foram propostas:

Pt /
/N ,-ICHZ_C/
Cl ,/N\ \OH
H C=NH
NH,

Figura 4-1 Complexo 1
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HsN NH
\P/ 3
f
/ N\ M 0
cl N—H c///’
\_ “"oH NH
CH_ V4
“CH7—CH;—CH7 N=Cyp
H

Figura 4-3 Complexo 3
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5
Conclusdes:

Apos realizada a sintese e caracterizagdo do Complexo 1, foi possivel propor que a
cisplatina perde um cloro e que o Gaa se coordena monodentadamente pelo 4tomo de
nitrogénio do grupo amino.

Apo6s a caracterizagdo do complexo 2, foi possivel propor que o complexo esta na
forma de um dimero, onde o cloro estd em ponte com a platina e o Gaa se coordena
monodentadamente dos dois lados da estrutura dimérica como mostra a figura 4-2.

Com a caracterizacdo do complexo 3, podemos sugerir que a complexagdo ocorre pelo
grupamento NH, ao lado do carboxilato e que hé a presenca de um cloreto como contra-ion,
como visto na figura 4-3.

Portanto, foi possivel verificar que houve complexacdo tanto entre Gaa e cisplatina
quanto entre arginina e cisplatina pelo nitrogénio do grupamento amino. Verificamos também
o comportamento de ambos os aminoicidos como monodentados e finalmente foi possivel

propor a estrutura dos complexos formados.

19
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7

Anexo:

Espectros da analise termogravimétrica obtida no equipamento Perkin-Elmer TGA7 —
Scanning Rate : 5.0 C/ min.
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3 A — Complexo 2
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ANEXO B

Espectros de infravermelho obtidos com Espectrometro de Infravermelho Perkin
Elmer FT-IR 2000 . Para a regido de 4000 a 370 cm-1 foram utilizadas pastilhas
de KBr, e para aregido de 570 a 30 cm -1 , pastilhas de polietileno.
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2 B — Acido Guanidoacético
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3 B — Arginina
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4 B — Complexo 1
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5 B — Complexo 2
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6 B — Complexo 3
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