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PLATINUM(II) COMPLEXES CONJUGATED AND ANALOGOUS TO O-GLYCOSIDES: SYNTHESIS, STRUCTURAL
CHARACTERIZATION AND ANTITUMOR ACTIVITY. The synthesis, characterization, cytotoxicity and antitumor activity of
platinum(II) complexes coordinated to O-glycoside and analogous is reported. Through the acute toxicity tests, it was possible to fit
the complexes into categories according to the OECD protocol. The cis-[PtCl,(C¢H,,S,0,)-k>S] complex was classified in category 3
and the cis-[PtCl,(C,cH350,,S,)-x>S] complex was classified in category 4. This result demonstrates the lower toxicity achieved by

the glycoside in comparison with its analogous system. Evaluations of tumor masses extracted from mice inoculated with Ehrlich

carcinoma demonstrated percent inhibition similar to cisplatin and synthesized platinum complexes. Cisplatin showed 59% inhibition,
while cis-[PtCl,(C{H,,S,0,)-k2S] and cis-[PtCl,(C,H;40,,S,)-2S] complexes presented 57% and 59%, respectively. Although the
glycosidic compounds exhibit tumor activity, reported in the literature, the presence of platinum ion was shown to be determinant

for antitumor action according with the compounds tested, since the glycosidic ligand presented tumor inhibition of only 38%, with

a similar antitumor activity in relation to cisplatin.

Keywords: cancer; platinum; O-glycosides; antitumor activity.

INTRODUCAO

O estudo dos fdrmacos antitumorais baseados em platina teve
inicio no advento da cisplatina em 1969. A descoberta serendipiosa
de Rosenberg Barnett da atividade antimitotica da cis-diclorodiami-
noplatina(Il) ou cis-[PtCl,(NH,),] (cisplatina ou CDDP), representa
um perfodo notdvel para a quimica inorganica, a fim de promover sua
interdisciplinaridade com as ciéncias da vida.'”* Esse tltimo ponto,
combinado a d4rdua busca por novos agentes quimioterdpicos, capazes
de resolver o problema do cancer, receberam um apoio financeiro
macico, permitindo o grande comeco de colaboragdes entre diferentes
areas do conhecimento, elevando a compreensdo cientifica sobre a
relagdo entre cincer e compostos de coordenagio platinicos.*
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Anualmente, os complexos de platina vém contribuindo para o
aumento de produgdes cientificas em todo mundo, embora um na-
mero reduzido de complexos esteja de fato disponivel no mercado
farmacéutico. Isso nio significa que esses compostos candidatos
desfigurem a busca por novos agentes antineoplasicos, uma vez que
problemas como efeitos colaterais e aparecimento de linhas de células
tumorais resistentes ndo sao totalmente resolvidos. Na Figura 1 sdo
apresentadas as estruturas dos principais agentes antineopldsicos
comerciais com destaque para o perfil toxicoldégico apresentado por
cada complexo platinico.

A atividade antitumoral dos complexos de platina dependem
da cinética de substituicio dos ligantes, com isso o uso de espécies
que estabilizem a formagdo do fon Pt(Il) e aumente o efeito trans
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Figura 1. Estruturas dos complexos de platina(1l) disponiveis como fdarmacos quimioterdpicos aprovados para uso clinico e o seu perfil toxicologico
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substituinte torna-se uma alternativa eficaz no combate a fatores de
resisténcia.’ Os complexos precisam apresentar estabilidade no meio
fisiolégico, até a chegada ao alvo bioldgico que € principalmente o
nDNA (DNA nuclear). Logo, o uso de ligantes que possuem 4tomos
de enxofre em sua estrutura, pode ser uma alternativa de estabilizacio
do fon Pt(II), garantindo com que a estabilidade global do complexo
seja alta impossibilitando-o de participar de reagdes redox, a qual &
a causa principal dos danos oxidativos causados nos néfrons, levando
muitas vezes a um quadro grave de nefrite.®

A quimica de complexos de platina contendo ligacdes metais-
-enxofre tornou-se de considerdvel importancia bioldgica, uma vez
que esta ligacdo pode ser formada em meio bioldgico, sendo em
alguns casos responsaveis pelo processo de desativacio e eliminacio
dos candidatos a fairmacos platinicos, antes da ligagdo com as bases
nitrogenadas do DNA-nuclear. Alguns trabalhos relatam a sintese,
caracterizagdo e avaliagdo da estabilidade quimica de alguns comple-
xos de Pt(II) com ligantes contendo o enxofre como niicleo doador
de elétrons para a formacdo da ligacdo coordenativa. Tais estudos
mostram a viabilidade quimica e estabilidade termodinamica desses
complexos, o que motivou o presente trabalho a utilizar classes
de ligantes contendo o enxofre como dtomo doador, neste caso os
tioéteres.”

Outra justificativa ao se utilizar tiocompostos e ndo aminocom-
postos, deve-se ao mecanismo de resisténcia desencadeado apos a
ligagdo coordenativa Pt-nDNA, no qual as proteinas responsdveis
pela corregdo do emparelhamento (do inglés MMR - Mismatch Repair
Proteins ou proteinas de corre¢do do emparelhamento), sdo responsd-
veis pela ocorréncia de resisténcia cruzada entre formacos aminados,
como no caso dos farmacos cisplatina (CDDP) e Carboplatina.!*!!
Dessa forma, complexos que apresentem ligantes diferentes das
aminas, nesse caso citado a amonia, possui uma captacdo celular
diferenciada e independéncia quanto a ocorréncia das proteinas MMR
para desencadear apoptose. Dessa forma, torna-se eminente a busca
por ligantes diferenciados, como os utilizados neste trabalho, que
apresentem estrutura e conformacao diferentes, ao sofrer substituicao
nucleofilica pelo nDNA.

Outra estratégia utilizada para a escolha dos ligantes que irdo
compor a primeira esfera de coordenacio consiste no uso de ligan-
tes que favorecam a entrada da platina no meio intracelular. Para
isso, diversos compostos podem ser usados como iscas para células
cancerigenas, como: polissacarideos, glicosideos, glicoproteinas,
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glicolipideos, lecitinas modificadas, polipeptideos, lipoproteinas e
proteinas. A estratégia do uso desses compostos deve-se a necessidade
exacerbada de células cancerigenas em captar nutrientes e aumentar a
expressao de receptores de biomoléculas que gerem energia e fagam
sintese de DNA.!222

Em 2001, Mikata e colaboradores descreveram a sintese de
sete complexos de platina(Il) com diaminas formadas a partir de
glicinas e D-glicose, D-manose, D-galactose, D-xilose e L-glicose.
Os compostos sintetizados apresentaram melhores valores de DL50
e menor toxicidade quando comparados a cisplatina.? Em 2012,
Moker e Theim visando obter menor toxicidade combinada a melhor
absorg¢do celular, sintetizaram trinta complexos de platina(Il) com
glicosideos coordenados. Os glicosideos continham em sua estrutu-
ra espagadores hidrofébicos e o dcido maldnico, como ligante. Os
complexos de platina(Il) foram submetidos a testes de estabilidade
e bioldégicos empregando diferentes linhagens de células tumorais,
como carcinoma e pulmio de fibroblastos, onde quatro dos trinta
compostos apresentaram melhores resultados de ICy, quando com-
parados a carboplatina (Figura 2).

O uso de carboidratos funcionalizados apresenta diversas
vantagens como a versatilidade em formas de ligagdo ao metal e a
estabilidade do complexo final em dgua. A incorporagao de ligantes
dessa natureza objetiva evitar os efeitos colaterais dos quimiote-
rdpicos, porque os carboidratos sdo biologicamente compativeis,
apresentam padrdes de reconhecimento celular e sdo espécies menos
téxicas quando comparados a diversas classes de ligantes utilizados
em sintese inorgdnica. Devido a essas propriedades, a quimica de
carboidratos tem crescido como uma das mais promissoras linhas de
pesquisa em farmacologia, especialmente a classe dos O-glicosideos
2,3-insaturados. Os glicosideos 2,3-insaturados podem ser obtidos
por reacdo com nucleéfilos do tipo glicais, gerando O-, C-, N- e
S-glicosideos, dependendo do tipo de ligagdo, através da qual a parte
de aglicona liga-se ao C-1 do hidrato de carbono. Os O-glicosideos
2,3-insaturados podem ser preparados através de um rearranjo alilico
do glicidio na presenca de um dlcool e um dcido de Lewis como
catalisador. Esse rearranjo alilico € conhecido como o rearranjo
de Ferrier.?**

Nessa perspectiva, a sintese de complexos de platina com car-
boidratos, comega a receber uma considerdvel atencdo, ja que os
poucos relatos demonstram baixa toxicidade e a possibilidade de
administragdo por via oral, devido a sua alta solubilidade.?
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Figura 2. Complexos de platina(Il) com glicosideos que apresentaram melhores resultados de ICs, quando comparados a carboplatina®
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Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo a
sintese, caracterizag@o e estudo da atividade antitumoral de dois
complexos platinicos, sendo um coordenado ao 3,6-ditia-1,8-octa-
nodiol e o outro ao 3,6-ditia-1-octaneol-4,6-di-O-acetil-a-D-eritro
enopiranosideo (glicosideo). A fim de completar a esfera de coor-
denacdo do fon Pt(II) nos compostos de coordenagdo, NC=4, foram
usados dois fons cloretos.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solventes

As sinteses foram realizadas nos laboratérios de Quimica
Orgéanica e Inorganica do Departamento de Quimica, da Universidade
Federal Rural de Pernambuco. Os solventes foram purificados e
secos segundo métodos especificos, com algumas modificagdes,
imediatamente antes do seu uso. O brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-
2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT), 3,6-ditia-1,8-octanodiol (Ditia)
97% foi adquirido da Sigma Chemical Company (St. Louis, EUA).
Todos os outros reagentes e solventes utilizados apresentam alta
pureza e foram adquiridos de fontes comerciais.

Caracterizacoes

Os espectros de absorcdo eletronica foram obtidos a partir de
um espectrofotdmetro, modelo Shimatzu, com faixa espectral de
190 a 900 nm. As amostras foram solubilizadas em dgua milli-Q,
na concentragdo de 10 mol L. Os espectros de infravermelho
foram registrados em um espectrometro FT-IR Varian 640, utili-
zando pastilha de KBr na faixa de 4000-400 cm™'. Os espectros de
RMN foram registrados na Varian Mercury (400 MHz para RMN
'H, 100 MHz para "*C e 87 MHz para '*Pt) utilizando CDCl, e
D,O como solvente. Os desvios quimicos sdo descritos em partes
por milhdo (ppm) em relacdo a uma referéncia interna de TMS
(trimetilsilano), para os nicleos de carbono e hidrogénio. Para as
andlises por espectrometria de massas de ultra-alta resolu¢ao foram
preparadas solucdes dos dois complexos de platina(Il) a 50 ppm em
uma mistura dgua:metanol (1:1 v/v). As solucdes foram analisadas
por um espectrometro de massas Exactive Plus com analisador de
m/z do tipo Orbitrap com transformada de Fourier (FT-MS, Thermo
Scientific, Bremen, Germany) equipado com uma fonte de ionizacao
por ESI, operando nos modos de aquisi¢do positivo ou negativo —
ESI(z), com as seguintes condicdes: voltagem do capilar de +4.4
ou —3.4 kV, lentes em 30 (arb) e temperatura do capilar de 320 °C.
Nitrogénio foi utilizado como gds de nebulizac¢do. As andlises fo-
ram realizadas no modo Full Scan com resolucdo de 140.000 em
m/z 200 na faixa de m/z 150-1000, utilizando o software Xcalibur
3.0 (Thermo Scientific, Bremen, Germany). Os espectros de mas-
sas finais foram constituidos dos somatérios de 50 espectros por
andlise, considerando a subtracdo com o espectro referente a um
branco. As identifica¢des dos fons nos espectros de massas foram
realizadas utilizando o software Xcalibur 3.0 (Thermo Scientific,
Bremen, Germany). As férmulas minimas dos complexos foram
determinadas incluindo os elementos C, H, O, N, Cl, S e Pt, sendo a
composi¢do elementar confirmada pelos fons referentes aos is6topos
correspondentes. Foi considerado a correspondéncia entre o valor
da m/z experimental em relacdo a m/z tedrica a partir da biblioteca
do software, considerando um erro menor que <2 ppm. Os pontos
de fusdo foram determinados utilizando um aparelho de ponto de
fusdo digital eletrotérmico (modelo IA9100) e nédo estdo corrigidos.
As rotagdes especificas foram medidas com um polarimetro Perkin-
Elmer modelo 241.
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Procedimento geral para sintese do 3,4,6-Tri-O-acetil-D-glical

Em um baldo de fundo redondo de 500 mL, foi preparada uma sus-
pensdo de D-glicose (5,0 g, 27,75 mmol) em anidrido acético (36,0 g,
27,0 mmol) adicionando 10,0 g de 31% HBr/AcOH a 0 °C, sob agi-
tacdo durante 1 h. Esta solucdo foi preparada adicionando vagarosa-
mente acido bromidrico 48% (5,0 mL) em anidrido acético (20,0 mL).
A mistura reacional foi adicionado 60,0 g de 31% HBr/AcOH
(total de 5,3 mol equivalente de HBr) sob agitacdo vigorosa a 0 °C,
o sistema foi deixado em agitagdo por uma noite. Em seguida, o ex-
cesso de HBr foi neutralizado acrescentando acetato de sodio anidro
(10,0 g, 122 mmol) ao meio reacional.

Separadamente foi preparada uma suspensdo de CuSO,.5H,0
(1,57 g, 6,32 mmol) e zinco em pé (50,0 g, 0,78 mmol) em solucdo
aquosa (50,0 mL) de 4cido acético (75,0 mL) contendo acetato de
sédio tri-hidratado (47,25 mmol). Essa suspensdo foi entdo adicionada
a mistura resultante da neutralizacio e deixada sob agitacao por 6 h.
O sélido foi removido através de filtracao sob vicuo, lavado primeiro
com acetato de etila (3 x 50 mL) e depois com dgua (3 x 100 mL).
A fase orgénica foi lavada com solugdo aquosa saturada de NaHCO,
(3 x 50 mL) e com solugdo aquosa de NaCl (2 x 50 mL), e seca com
MgSO,. Por fim, o solvente foi removido sob pressdo reduzida e o
produto foi purificado através de coluna cromatografica com sistema
hexano/AcOEt (9:1) para fornecer o tri-O-Acetil-D-Glical em ren-
dimento de 86%. mp: 54-55 °C (lit.! 52-53 °C); [a],** -10.4 (¢ 1.00,
MeOH) [lit.! [a]* 59,0 (¢ 1.00, EtOH)]; IR (KBr): 2959, 1738,
1649, 1373, 1226, 1043 cm™ ; RMN 'H (300 MHz, CDCl,) 8 6,45 (d,
J,,=6,0 Hz, 1H, H1); 5,32 (br s, 1H, H-2); 5,20 (t, J;,=J,,=5,7 Hz,
1H, H-3); 4,84-4,81 (m, 1H, H-5); 4,38 (dd, J, s=12,0 Hz, J, ;=5,7 Hz,
1H, H4); 4,25-4,16 (m, 2H, H-6, H-6"); 2,07 (s, 3H, OAc); 2,06 (s,
3H, OAc); 2,02 (s, 3H, OAc); RMN °C (75 MHz, CDCl,) § 170,5;
170,4; 169,5; 145,6; 98.,9; 73.8; 67,4; 67,1; 61,3; 20,9; 20,7; 20,7
(ver Material Suplementar — Figuras 1S e 2S).

Sintese do 3,6-ditia-1-octaneol-4,6-di-O-acetil-a-D-eritro enopi-
ranosideo (C,H30,,S,)

Em um baldo de fundo redondo (100 mL) foi adicionado o
tri-O-acetil-D-glucal 1 (1 mmol), o 3,6-ditia-1,8-octanodiol
(1,5 mmol) e 30 mL de CH,CI, anidro. Ao meio reacional foi adicio-
nado o catalisador Montmorilonita K-10 (0,050 g, 30% p/p), a tempe-
ratura de 0 °C. Em seguida, a mistura foi deixada em refluxo por 3 h,
sendo a reacdo acompanhada por CCD em sistema Hexano:AcOEt
(8:2). Apds a reacdo a mistura foi filtrada, seca sobre MgSO,, e o
solvente removido sob pressao reduzida. O produto foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel, utilizando um sistema eluente
de hexano:AcOEt (9:1), para produzir o glicosideo correspondente,
em forma de éleo, em rendimento de 79,8%. [a],> +43,9 (¢ 1.00,
CH,CL,); IR (KBr) v, 3468, 2622, 2252, 1742, 1231, 1037 cm™;
RMN 'H (400 MHz ,CDCl,) 8 6,05 — 5,78 (m, 2H); 5,37 — 5,26 (m,
1H); 5,10-4.,98 (m, 1H); 4,28 —4,15 (m, 2H); 4,11 (ddd, J =2,3;5,2;
9,7Hz, 1H); 3,92 (td, J=6,7; 10,5 Hz, 1H); 3,71 (td, J=6,7; 10.2 Hz,
1H); 2,84 — 2,68 (m, 4H); 2,15 — 1,97 (m, 6H); RMN *C (100 MHz,
CDCly) & 171,6; 171,3; 130,2; 128,3; 95,1; 69,3; 67.9; 66,0; 63,8;
33,5;32,8; 21,8; 21,7 (ver Material Suplementar — Figuras 3S e 4S).

Sintese dos complexos de platina(II)

Sintese do cis-dicloro(3,6-ditia-1,8-octanodiol-<*S)platina(Il) —
cis-[PtCl(C4H ,,S,0,)-K*S]

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL adicionaram-se
0,1 g (0,24 mmol) de K,[PtCl,], 5 mL de dgua destilada e 0,044 g
(0,24 mmol) do ligante 3,6-ditia-1,8-octanodiol (C¢H,,S,0,).
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A mistura foi deixada sob agitacdo por 24 h ao abrigo da luz.
Posteriormente, a solucdo foi entdo filtrada, liofilizada, disper-
sada em etanol e filtrada para a remocdo do residuo de KCI.
Posteriormente o solvente foi removido por liofilizag@o, obtendo-se
no final um sélido de cor amarelo escuro. O rendimento obtido
para a formagdo do complexo foi de 82%. O complexo apresentou
alta solubilidade em dgua e em solucdo salina, sendo insolivel em
solventes orgdnicos (etanol, acetato de etila, diclorometano, cloro-
férmio e hexano). Absorcio eletronica (A,,) 308 CA,,—°T,,), 370
(d—d); IR (KBr) v,,,, 3423, 2929, 2870, 1060, 670, 565, 496 cm’!;
[M - H]* com m/z 445,93886 (erro = 0,31385 ppm); RMN Pt (87
MHz, D,0) 6 -3800 ppm.

Sintese do cis-dicloro(3,6-ditia- 1-octaneol-4,6-di-O-acetil-o-D-eri-
tro enopiranosideo-x*S)platina(Il) — cis-[ PtCL( C,sH ;50,,S,)-K*S]
Em um baldo de fundo redondo de 50 mL adicionaram-se 0,1 g
(0,24 mmol) de K,[PtCl,], 5 mL de dgua destilada e 0,26 g (0,48 mmol)
de 3,6-ditia- 1-octaneol-4,6-di-O-acetil-o-D-eritro enopiranosideo. O
sistema foi mantido sob agitagdo constante por um periodo de 6 horas.
Posteriormente, o sistema foi filtrado, liofilizado e lavado com dicloro-
metano para remogao do excesso de ligante. Para a remogao do KCI,
a mistura foi dispersada em etanol, filtrada e liofilizada, obtendo-se
ao final um sélido de coloracdo amarelo. O rendimento obtido para a
formagao do complexo foi de 69%. O complexo apresentou alta solu-
bilidade em dgua e em solugdo salina, sendo insolivel em solventes
organicos (etanol, acetato de etila, diclorometano, cloroférmio e hexa-
no). Absorcio eletronica (A,,4,) 307 CA,,—T,,), 372 (d—d); IR (KBr)
Vo 3458,2924, 2877, 1734, 1370, 1060, 668, 600,496 cm™; [M + H]*

max

com m/z 872,09022 (erro = -1,06910 ppm).
Ensaios biologicos

Os animais utilizados neste trabalho foram camundongos albinos
suicos machos (Mus musculus) com 60 dias de idade, 30-35 g. Os
ensaios bioldgicos foram conduzidos no Laboratdrio de Prospeccgao
Farmacotoxicolégica de Produtos Bioativos - BIOFARMATOX,
do Departamento de Antibiéticos, da Universidade Federal de
Pernambuco. Os animais foram alojados em condi¢des ambientais
padrdo de temperatura, umidade, sob ciclo claro/escuro 12/12 h. Os
camundongos foram alimentados com dieta do biotério (LABINA®
purina Brasil) e dgua ad libidum. Todos os procedimentos descritos
foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal
da UFPE, protocolo nimero 23076.030363/2017-48.

Toxicidade aguda

Os ensaios de toxicidade aguda dos complexos de platina sin-
tetizados foram realizados através de metodologia recomendada
pela Organization for Economic Cooperation and Development
(OECD), e a via de administragdo foi feita segundo o proto-
colo de toxidade aguda de dose tnica da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (OECD, 2001).” A avaliagdo de toxicidade
ocorre inicialmente pela administracdo da dose de 300 mg kg™
dos compostos em estudo. Para o experimento foram utiliza-
dos 3 (trés) grupos de 3(trés) animais fémeas cada, grupo 1:
cis-[PtC1,(C¢H,,S,0,)-xS], grupo 2: cis-[PtCl,(C,sH;50,,S,)-x*S]; e
o grupo 3: solucdo salina 0,9%; esse experimento foi repetido uma
vez. Os compostos de platina sintetizados foram solubilizados em
solugdo salina 0,9% e administrados via intraperitoneal. Os animais
foram observados continuamente nas primeiras duas horas e depois a
cada 24 h durante o periodo de 14 dias. No 15° dia os animais foram
anestesiados com tiopental (5 mg kg') para coleta de sangue por
puncdo cardiaca, e em seguida, eutanasiados.
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Atividade antitumoral

O carcinoma de Erlich, tumor ascitico, foi obtido no Departamento
de Antibidticos — UFPE, Brasil. O tumor foi mantido em camundongos
albinos suicos na forma ascitica por transplante intraperitoneal. Para
o experimento foram inoculadas subcutaneamente células tumorais
asciticas (suspensao de 5 x 10° células), na regido axilar de 50 animais
previamente pesados e divididos em cinco grupos experimentais
(10 animais): (1) Controle (solucio salina), (2) Padrdo (cisplatina —
cis-[PICLINH;),1), (3) Cy6H350,,S,, (4) cis-[PICL(CeH,,S,0,)-K°S]
e (5) cis-[PtCl,(C,H450,,S,)-x2S]. Apés 24 h para o implante,
o tratamento foi iniciado. A partir dos dados de toxicidade
aguda foram estimadas as doses terapéuticas para os compostos
CyHy50,58, (3,5 mg kg™), cis-[PtCL(CH,,S,0,)-k°S] (3 mg kg') e
cis-[PtCl,(C,sH450,,S,)-x2S] (5,3 mg kg!). As doses foram também
estabelecidas segundo a quantidade molar de platina, em que os dois
complexos sintetizados tiveram a mesma quantidade, garantindo,
assim, a efetividade dos complexos quanto as estruturas propostas. A
dosagem da cisplatina (1 mg kg™), utilizada no procedimento para o
grupo padrao (farmaco cujas as doses terap€uticas em animais ja sdo
bem descritas na literatura), foi determinada para uma faixa na qual
ocorresse a menor manifestagdo dos efeitos colaterais.

Os grupos de animais receberam 3,55 mg kg do C,sH;50,,S,,
3 mg kg! do cis-[PtCl,(C¢H,,S,0,)-xS] e 5,33 mg kg do
cis-[PtCl,(C,sH350,,S,)-k*S], todos dissolvidos em solugdo salina
0,9% via intraperitoneal. Os grupos controle e padrdo receberam,
via intraperitoneal, solucdo salina e 1 mg kg de cisplatina,
respectivamente. Todos os animais receberam o tratamento descrito
pelo periodo de 7 (sete) dias. No oitavo dia, os animais foram pesados
e eutanasiados. Os tumores foram dissecados e pesados, e em seguida,
foi calculada a inibi¢do do crescimento tumoral dos grupos tratados
em relagdo ao controle. O percentual de inibicdo do crescimento
tumoral (IT) foi calculado pela férmula: IT (%) = [(A-B)/A] x 100,
onde: A = média das massas dos tumores no grupo controle e B =
média das massas dos tumores nos grupos tratados. Os resultados
de massa relativa dos 6rgaos e dos tumores foram analisados a partir
da média e do desvio padrdo de n experimentos. Para verificagdo da
ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes grupos, os
dados foram comparados por andlise de variancia (ANOVA) seguida
pelo teste de Bonferroni com intervalo de confianca de 95%, quando
comparados ao grupo controle.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sintese do 3,6-ditia-1-octaneol-4,6-di-O-acetil-a-D-eritro
enopiranosideo (C,H;;0,,S,)

A reacdo de glicosidag@o entre o tri-O-acetil-D-glical 1 e o
dlcool 2 como nucledfilo foi realizada em presenca do catalisador
montmorilonita K-10, sob refluxo em CH,Cl, seco, para fornecer o
correspondente glicosideos 2,3-insaturados em rendimento de 79,8%
e alta seletividade em favor do andomero o (Esquema 1).

No espectro de infravermelho do C,¢H;;0,,S, foram observados
na regido de 2963 cm™ os picos de absorcéo referentes aos estira-
mentos simétrico e assimétrico das ligacdes C—H. Os estiramentos
referentes ao C=C do glical aparece na faixa de 1660 cm™ e na faixa de
1230 cm! aparece o estiramento da ligagdo C-O-C. As carbonilas do
grupo acetato do anel piranosidico apareceram na regido de 1740 cm'.

A estrutura e configura¢do do composto C,¢H;,0,,S, foi deduzida
através do espectro de RMN 'H e *C. O espectro de RMN 'H do
composto C,sH;50,,S, mostrou um simpleto largo em & 4,90 ppm
referente ao hidrogénio anomérico, indicando a configuragio axial do
grupo 3,6-ditia-1,8-octanodiolil. Assim, conclui-se que 0 C,sH;,0,,S,
é exclusivamente o o-andmero. Em 8 5,81 ppm aparece um dupleto
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Esquema 1. Equagoes quimicas: (A) Sintese do O-glicosideo 2,3-insaturado
K2S], e (C) Sintese do composto cis-[PtCL(Cy;H;50,,S,)-K>S]

referente ao acoplamento do hidrogénio H-3 com o H-2, em 6 5,72
ppm aparece outro dupleto referente ao acoplamento de H-2 com o
H-3. Os hidrogénios referentes as metilas dos grupos OAc do anel
piranosideo aparecem como dois simpletos na regido de & 2,00 e
1,98 ppm. O sinal de préton de H-4 apareceu a 5,37 ppm como um
multipleto. A configuragdo em C-4 em compostos 2,3-insaturados foi
atribuida por andlise da constante de acoplamento entre H-4 e H-5. A
constante vicinal *J, 5 € aproximadamente 9,6 Hz para o C,iH;,0,,S,
indicando que a configuragdo da estrutura eritro.

Com relag@o ao espectro de RMN "*C foi observado um sinal na
regido de 8 69,3 ppm referente ao carbono C-5 do anel piranosideo, ja
o carbono da ligagdo glicosidica C-1 apresentou dois sinais na regiao
de 6 95,1 ppm, devido a presenga do andmero . Os carbonos C-2
e C-3 do carboidrato aparecem na regido de & 130,2 e 128,3 ppm,
respectivamente, enquanto os carbonos das carbonilas dos grupos
OAc apareceram na regido de 8 171,6-171,3 ppm. Os sinais na regido
de 33,0 ppm e 67,9 ppm correspondem, respectivamente, aos grupos
metilénicos da parte agliconica e do C-6 do anel piranosidico.

Complexos de platina

Os complexos de platina(Il), cis-[PtCl,(C¢H,,S,0,)-x*S] e
cis-[PtCl,(C,sH3,0,,S,)-k2S], foram sintetizados de acordo com o
esquema 1 (B) e (C), com rendimentos de 82 e 69%, respectivamente.
Os complexos sintetizados apresentaram-se na forma de um sélido
com caracteristicas cristalinas e coloragdo amarela. Os complexos
apresentaram caracteristicas higroscépicas e solubilidade em dgua
e soro fisioldgico.

NaFigura 3 s@o apresentados os espectros de absor¢ao eletronica do
K, [PtCl,], cis-[PtC1,(C¢H,,S,0,)-xS] e cis-[PtCl,(C,H;50,,S,)-%S],
realizados em solu¢do aquosa na concentracdo de 102 mol L. O
espectro do C,H;30,,S, ndo foi apresentado, pois 0 mesmo ndo
apresentou absorbancia na regido monitorada (200-700 nm).

Através do espectro de absorcdo eletronica do K,[PtCl,] €
possivel observar a presenga de trés transi¢des em 331, 391 e

3, C,xH;50,,S,, sob catdlise dcida, (B) Sintese do composto cis-[PtClL,(C,H,,S,0,)-
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Figura 3. Espectros de absor¢do eletronica dos compostos: (A) K;[PtCl,],
(B) cis-[PtCl(C4H,,S,0,)-kS] e (C) cis-[ PtCL( Cy5H50,,S,)-KS ], em solugao
aquosa na concentragdo de 10° mol L

478 nm, caracteristicas das transi¢cdes permitidas, de acordo com
o diagrama de Tanabe-Sugano, do tipo *A,,—T,,, *A,,—"T ,(F)
e *A,,—’T(P).*® A banda de fraca intensidade em 478 nm &
caracteristica de transi¢do d—d do complexo na regido referente a cor
complementar, regido de cor azul-verde (480-550 nm). Os complexos
cis-[PtC1(CH,,S,0,)-xS] e cis-[PtCl,(C,Hy0,,S,)-K>S] apresentam
duas bandas em 307-308 nm, caracteristicas da transi¢ao permitida,
de acordo com o diagrama de Tanabe-Sugano, do tipo *A,,—T,,;
e em 370-372 nm referente a uma banda de transi¢do do campo
cristalino, caracterizadas pelo desdobramento dos orbitais d do fon
metélico frente as interacdes eletrostaticas dos ligantes (d—d). Esse
sinal em 370-372 nm refere-se a banda de absor¢ao caracteristica da
cor do complexo, visto que a cor complementar do amarelo € o violeta
(360-450 nm). Uma vez que s@o notdrias as mudancgas do perfil das
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bandas dos complexos de platina em relacio ao precursor, esse fato
indica que houve modificacdo eletronica, e, portanto, os complexos
foram formados. Outro fato interessante € que nos complexos
sintetizados houve uma coincidéncia entre as bandas, sendo uma
evidéncia forte da estrutura eletronica diretamente coordenada ao
ion Pt(II), que no caso dos dois complexos sdo iguais. Na Tabela 1
sdo sumarizados os resultados obtidos nos espectros de absorcio
eletronica dos complexos precursor e sintetizados.

Tabela 1. Dados obtidos a partir dos espectros de absorcao eletronica dos com-
plexos K,[PtCl,], cis-[PtCl,(C¢H,,S,0,)-k?S] e cis-[PtCl,(C,sH;50,,S,)-K2S]

Complexo A (nm) € (mol! dm?cm™)  Atribuigdo
331 940 A, T,
K,[PtCL] 391 851 A, =T, (F)
478 236 A, —3T,, (P)
307 414 AT,
cis-[PtCL(CH,,S,0,)-k2S]
370 89 d—d
308 380 AT,
Cis-[PtCL(CyH340,,8,)-K2S]
372 7159 d—d

Na Figura 4 sdo apresentados os espectros de infravermelho dos
complexos cis-[PtCL,(CH,,S,0,)-xS] e cis-[PtCl,(C,H;,0,,S,)-x>S].

O espectro de FTIR do composto cis-[PtCL(C:H,,S,0,)-K*S]
apresentou bandas caracteristicas do composto, como os estira-
mentos em 2929 e 2870 cm' caracteristico de grupamentos CH;
em 3423 cm! caracteristico do grupamento OH livre, em 670 cm’!
o estiramento do grupo C-S deslocado para menores nimeros de
onda (C-S livre em 690 cm™), caracteristico da coordenagdo do fon
metdlico ao nicleo de enxofre. Observa-se também duas bandas em
496 e 565 cm!' caracteristicas da ligagdo Pt-S em posic¢ao “cis”. No
espectro do complexo cis-[PtCl,(C,H330,,S,)-%x>S] sdo observadas
bandas caracteristicas que indicam a formagdo desses compostos,
por exemplo, em 1734 cm™ um estiramento caracteristico da banda
C=0 (glicosideo); em 1370 cm™ caracteristico do grupamento C=C;
em 3458 cm! referente ao estiramento do grupamento OH; e, em
669 cm’!, o estiramento do grupo C-S deslocado para menores niime-
ros de onda, caracteristico da coordenacio do fon metalico ao nicleo
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Figura 4. Espectros de infravermelho dos complexos: (A) cis-
[PtClL(C4H,,S,0,)-K*S] e (B) cis-[PtCl,(CysH;50,,S,)-K>S ]

de enxofre. Além disso, € possivel verificar a presenca de duas bandas
de absor¢ao de baixa intensidade em 496 e 600 cm' caracteristico de
ligagdo Pt-S na posi¢ao “cis”.?

O espectro de massas de ultra-alta resolu¢do (Figura 5) do
complexo cis-[PtCl,(C¢H,,S,0,)-¥?S] mostrou a identificacdo do
composto na analise por ESI(-)FT-MS, sendo possivel detectar o fon
da molécula na forma de [M - H]- com m/z 445,93886 referente a
férmula C;H,;0,CLPtS,, cujo erro de atribuicio foi de 0,31385 ppm.
A Figura 5 também mostra a comparagdo do ESI(-)FT-MS tedrico
versus o experimental para o composto analisado, refor¢cando que o
ion da molécula em estudo foi realmente detectado pela técnica, onde
¢é possivel notar o perfil de distribui¢do de fons com os diferentes
padrdes isotdpicos da platina (*?Pt, *Pt, '°Pt, '*Pt) e do enxofre
(**S), bem como, a combinagio dos mesmos. Por exemplo, o fon com
m/z 444,93676 € referente a férmula molecular C;H,;0,Cl,'**PtS,.

O espectro de massas de ultra-alta resoluc@o (Figura 6) do comple-
x0 cis-[PtCl(C,H350,,S,)-k2S] mostrou a identificacdo do composto
na andlise por ESI(+)FT-MS, sendo possivel detectar o fon na forma
de [M + H]* com m/z 872,09022 referente a formula C,sH;,0,,C1,PtS,,
com erro de atribuicdo de -1,06910 ppm. A Figura 6 também mostra
a comparacio do ESI(+)FT-MS tedrico versus o experimental para o
composto analisado, confirmando que o fon do complexo em estudo
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Figura 5. ESI(-)FT-MS experimental para o composto cis-[ PtCl,(C,H,,S,0,)-K*S] que apresentou ion com formula C;H,;0,CLP1S,, e seu respectivo espectro

de massas tedrico
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Figura 6. ESI(+)FT-MS experimental para o composto cis-[ PtClL(C,sH;50,,S,)-K>S ] que apresentou ion com formula C,,H ;,0 ,,CLPtS, e seu respectivo espectro

de massas tedrico

foi realmente detectado pela técnica, sendo possivel notar o perfil de
distribuicao de fons com os diferentes padrdes isotopicos da platina
(12Pt, 1%“Pt, 16Pt, 1%8Pt) e do enxofre (**S), bem como, a combinagio
dos mesmos. Por exemplo, o fon com m/z 871,03259 € referente a
férmula molecular C,qH;,0,,Cl1,'**PtS,.

No RMN Pt do composto cis-[PtCl,(C¢H,,S,0,)-k*S], em
D,0, observou-se um pico em & -3800 ppm, que € relativo a regido
de compostos do tipo [PtS,X,], sendo S = ligante coordenado ao
sitio de enxofre e X=Cl, confirmando, dessa forma, que a ligagao
coordenativa entre ligante e platina foi formada.***!

Atividade biolégica

Através dos ensaios de toxicidade aguda foi possivel enquadrar
os complexos e glicosideos em categorias, segundo o protocolo da
OECD. O complexo cis-[PtCl,(CH,,S,0,)-k*S] foi enquadrado
na categoria 3 e o complexo cis-[PtCl,(C,H;0,,S,)-k%S] foi
enquadrado na categoria 4. Essas categorias expressam a toxicidade
dos compostos administrados quanto ao total de ébitos, onde a
categoria 1 expressa alta toxicidade e a categoria 5 como a classe de
compostos de baixa toxicidade ou atéxicos. Os valores de dose letal a
50% (DL50) para os dois complexos foram 300 e 2000 mg kg!, para
os complexos cis-[PtCl,(C¢H,,S,0,)-%S] e cis-[PtCl,(C,H350,,S,)-
K2S], respectivamente. Nesse ponto vale salientar que a cisplatina
estd enquadrada na categoria 2, com DL50 de 5 mg kg'. Esse
resultado demonstra a mais baixa toxicidade alcancada pelo
glicosideo em comparagdo com seu ligante andlogo, assim como
a baixa toxicidade dos complexos sintetizados em comparagdo
com o farmaco comercial, a cisplatina. As avaliacdes das massas
tumorais extirpadas dos camundongos inoculados com o carcinoma
de Ehrlich demonstraram percentuais de inibi¢do semelhantes ao
controle positivo, que € a cisplatina, e aos complexos de platina
sintetizados. A cisplatina apresentou 59% de inibicdo, enquanto os
complexos cis-[PtCl,(C¢H|,S,0,)-%2S] e cis-[PtCL,(C,H;0,,S,)-xS]
apresentaram percentual de 57% e 59%, respectivamente. A andlise
estatistica desses dados indica ndo haver diferenca significativa
entre os complexos e o controle positivo. Embora os compostos
glicosidicos apresentem atividade tumoral ja relatada na literatura, a
presenca da platina se mostrou determinante para acdo antitumoral de
acordo com os compostos testados, uma vez que o ligante glicosideo
- C,H350,,S, - apresentou inibi¢do tumoral de apenas 38%. Na

Tabela 2. Percentuais de inibi¢ao tumoral e massas tumorais dos controles,
negativo e positivo; dos complexos de platina e do glicosideo sintetizado

Composto Massa Pefcs:n}ual de
Tumoral (g) inibi¢do (%)
Controle Negativo — Soro fisiol6gico 1,91 £0,18 0,00
Controle Positivo — Cisplatina 0,78 +0,13 59,00
cis-[PtCl(C¢H,,S,0,)-x*S] 0,81 +0,14 57,00
C,H30,,S, 1,19+0,17 38,00
cis-[PtCl,(CyH;330,,S,)-%S] 0,78 +0,18 59,00

Tabela 2 sdo apresentados os percentuais de inibi¢do tumoral e massas
tumorais (com desvio padrdo) dos controles, negativo e positivo; dos
complexos de platina e do glicosideo sintetizado.

Os compostos de platina sintetizados apresentaram auséncia
de 6bitos nos grupos tratados e percentual de inibi¢cdo tumoral
satisfatério, segundo modelo animal testado. Segundo andlise
macroscépica dos animais, submetidos ao tratamento quimioterdpico
durante 7 (sete) dias, todos apresentaram ganho de massa corpdrea
(mesmo debitando-se contribuicio da massa tumoral) (Tabela 3)
e ndo apresentaram alteracdes de pélo (queda, espessamento e
piloerecdo). Os parametros fisiolégicos observados pelo consumo
de 4gua e ragdo ndo apresentaram diferenca significativa entre os
grupos tratados. Apesar disso, observa-se que o grupo tratado com o
composto cis-[PtCl,(C,Hy50,,S,)-x>S] apresentou menor consumo
de dgua e ragdo, o que afetou no baixo ganho de peso corporal.
Avaliando os indices dos 6rgios, observa-se uma pequena atrofia
do figado e baco no grupo tratado com cisplatina, associado a alta
toxicidade apresentado por esse complexo. No caso dos complexos
cis-[PtCL(C4H,S,0,)-k*S] e cis-[PtCl,(C,sH;350,,S,)-x2S] ndo foram
observados alteragdes significativas com relagdo aos indices dos
Orgaos.

CONCLUSAO

A sintese do ligante glicosideo, C,sH;50,,S,, apresentou bons
rendimentos (79,8%) e alta seletividade em favor do an6mero
o. A estrutura e configuracdo do glicosideo foram deduzidas
através do espectro de RMN 'H e "*C. Os complexos de platina,
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Tabela 3. Efeito dos compostos testados (Cisplatina, cis-[PtCl,(C¢H,,S,0,)-%S], C,sH350,,S, e cis-[PtCl,(C,sH;40,,S,)-k>S]) sobre pardmetros fisioldgicos e
indice de 6rgdos

Indice (mg/g) Consumo Peso Corporal (g)
Grupo ~
Tumor Figado Baco Rim Coragdo Racdo (g) Agua (mL) Inicial Final

Controle 46,0+ 13,23  69,17+248 7.34+0,64 696x0,60 4,07+033 49,9+390 76,9 +16,24 38,12 +3,13  41,62+4,20
Cisplatina 19,54 £4,38 56,60 +2,08%* 4,49 +0,33** 6,71+0,32  3,88+0,29 49,1+1347 57,5+9,63 38,87 +4,45 38,75+3,69
cis-[PtCl,(C¢H,,S,0,)-kS] 29,86 +4,06 6511136 638+086 590x042 4,02+0,28 43,6 £4,80  59,4+495 39,71 +2,69 43,28 + 3,09
C,H30,,S, 3336+4,07 69,18+631 740+099 7.01+042 3.87x0,26 26,2 +2,18% 39,4 +495% 36,0+0,81 38,75+ 1,50
cis-[PtCl,(C,H340,,S,)-K*S] 19,53 +4,00 6339+517 6,06+034 630+036 3,76+0,46 49,6 £10,28* 59,0 + 8,0* 37,37+3,02 41,00 3,70

#Valores expressos em média = DP. (N = 10).%¥p < 0,01; *p < 0,05 vs. controle. ANOVA, teste de Bonferroni. Indice dos 6rgios = peso do érgdo (mg) / peso corporal final.
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