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(57) Resumo: COMPLEXO BINUCLEAR A
BASE DE PLATINA COM ACAO
ANTITUMORAL. A presente invencéo trata-se
de um complexo binuclear de platina Il, contendo
em sua estrutura dois centros (nucleos) de
platina (II) (complexo binuclear), apresentando
este composto, atividade antitumoral,
consistindo assim, em promissor farmaco a ser
aplicado na terapéutica do cancer. O ja
referidocomposto apresenta acéo
antineoplasica, cujo setor de aplicagéo é a area
de saade humana, especificamente a oncologia.
A presente invencgdo apresenta-se como
inovagéo tecnoldgica, (a) do ponto de vista
estrutural (novidade); e (b) quanto ao seu
potencial antitumoral, a presente invencéo
(droga), apresentou-se eficientemente
satisfatoria quando comparada a analogos que
contém apenas um nucleo de platina (Il). Os
percentuais de inibicdo tumoral obtidos para a
presente invencéo, apds realizacdo de ensaios
in vitro, frente as linhagens de células de (i)
leucemia promielocitica aguda, (ii) carcinoma
mucoepidermdide de pulmao humano e (iii)
adenocarcinoma de célon humano foram: 79,1;
94,6 e 70,2%; respectivamente, comprovando
assim, sua acdo como quimioterapico
antineoplasico.
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COMPLEXO BINUCLEAR A BASE DE PLATINA COM ACAO ANTITUMORAL

Campo de Invencéao

[001] A presente invengédo trata-se de um complexo binuclear de platina I,
contendo em sua estrutura dois centros (nucleos) de platina (Il) (complexo
binuclear), apresentando este composto atividade antitumoral, constituindo
assim, em promissor farmaco a ser aplicado na terapéutica do cancer. O
referido composto apresenta agdo antineoplasica, cujo setor de aplicagéo é a
area de saude humana, especificamente a oncologia. A referida invencéao
apresenta-se como inovagao tecnoldgica, (a) do ponto de vista estrutural
(novidade), e (b) quanto ao seu potencial antitumoral, a presente invencao
(droga), apresentou-se eficiente quando comparada a analogos que contém
apenas um nucleo de platina (I1).

Sumario

[002] A presente invengao consiste em composto de coordenagdo contendo
dois centros de platina (Il) e dois ligantes; o primeiro ligante caracterizado por
ser um ligante em ponte entre os cations Pt (Il) e o segundo completando a
esfera de coordenagao dos cations (numero de coordenacdo 4); sendo o
produto final potencialmente ativo contra células tumorais. Os percentuais de
inibicao tumoral, obtidos mediante realizagdo de ensaios in vitro, frente as
células de (i) leucemia promielocitica aguda, (ii) carcinoma mucoepiderméide
de pulmao humano e (iii) adenocarcinoma de célon humano foram: 79,1, 94,6 e

70,2%, respectivamente.
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Anterioridades

[003] Os quimioterapicos antineoplasicos baseados em platina tiveram origem
no ano de 1960, com os estudos do professor Rosenberg Barnett, da
Universidade de Michigan - USA. Em 1978, através de seus estudos, o
primeiro farmaco foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) e
comercializado, sendo este farmaco a cisplatina. Desde a descoberta da agao
antitumoral da cisplatina (CDDP), os complexos a base de platina, contendo o
ion Pt>*, vem sendo estudados como potenciais agentes farmacoldgicos(Jung,
Y., Lippard, S. J., Direct Cellular responses to platinum-induced DNA damage,
Chemical Reviews, 107, No 5, (2007) 1387-1407) e (Burger, H., Loos, W. J.,
Eechoute, K., Verweij, J., Mathijssen, R. H. J., Wiemer, E. A. C., Drug
transporters of platinum-based anticancer agents and their clinical significance,
Drug Resistance Updates, 14 (2011) 22-34).

[004] Apesar do crescente estudo e desenvolvimento destes compostos, uma
problematica persiste quanto sua utilizacdo, que sao os efeitos colaterais
apresentados por essa classe de compostos. Devido a isto, muitos esforgos
tém sido aplicados para o desenvolvimento racional de novos complexos que
apresentem reducdo dos efeitos adversos sem comprometimento da agao
antitumoral desejada. Porém, independente dos efeitos colaterais, o uso clinico
de farmacos a base de platina continua amplamente difundido, haja vista que
esta classe de compostos possui uma ampla janela de atuagao frente aos mais

diversos tipos de tumores, a exemplo da CDDP.
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[005] As propriedades dos compostos de platina, utilizados como agentes
antineoplasicos, estdo relacionadas em sua maioria com a cinética de reagéao
dos chamados grupos de saida, os quais se encontram diretamente ligados ao
centro metalico, ou seja, sao ligantes com alta labilidade quando comparados
aos alvos e interferentes biolégicos, por exemplo, nDNA, mtDNA, enzimas
(proteinas), biomoléculas, entre outros, os quais poderdao determinar sua
atividade farmacologica especifica, fenémeno de resisténcia a multidrogas
(MultiDrug Resistance — MDR) e/ou efeito colaterais (Farrell, N. P., Platinum
formulations as anticancer drugs clinical and pre-clinical studies, Current topics
in medicinal chemistry, 11, No 21 (2011) 1-9). Diversas pesquisas as quais
trataram de investigar os possiveis alvos do ion Pt (Il) em uma célula foram de
fundamental importéancia para entender a atividade citotoxica das drogas a
base de platina, bem como seus danos causados ao nivel de nDNA e mtDNA.
[006] Acredita-se que o primeiro alvo dos farmacos a base de platina séo os
nitrogénios presentes nos nucleotideos. As ligagdes formadas entre o ion
metalico e as bases do material genético interagem de maneira suficientemente
forte para bloquearem o processo de divisdo celular ou acionarem uma série de
mecanismos intracelulares que identificam danos ao nDNA, por exemplo,
desencadeando por fim a apoptose. Os compostos de platina mais utilizados, e
disponiveis no mercado, sdo a CDDP, carboplatina (CBDCA), oxaliplatina e
nedaplatina. Na Tabela 1 sao apresentados os perfis toxicolégicos destes

farmacos comercializados mundialmente (Wheate, N. J., Walker, S., Craig, G.
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E., Oun R., The status of platinum anticancer drugs in the clinic and clinical
trials, Dalton Trans., 39 (2010) 8113-8127).
[007] Tabela 1. Perfil toxicolégico de algumas drogas a base de platina

disponiveis no mercado.

Cisplatina Carboplatina  Oxaliplatina  Nedaplatina
Mielosupressao - . .
Nefrotoxicidade - . .
Neurotoxicidade - . .
Ototoxicidade - +
Nausea / Vémito- . ¢ . .

[008] Devido aos efeitos colaterais apresentados por estes quimioterapicos e a
baixa meédia de sobrevida dos pacientes submetidos aos regimes
quimioterapicos, a comunidade cientifica vem impulsionando a busca por novos
compostos e/ou composigdes capazes de resolver os problemas toxicoldgicos
sem comprometer seu efeito antitumoral, podendo contribuir assim, para uma
melhor qualidade de vida dos pacientes portadores de cancer.

Problemas e Limitacdes do Estado da Técnica

[009] Um dos grandes problemas envolvidos na terapia do cancer utilizando
farmacos a base de platina esta relacionado aos efeitos colaterais provocados
pela administragao desses compostos, 0os quais apresentam um potencial risco
aos pacientes submetidos ao regime quimioterapico. A baixa média de

sobrevida dos pacientes constitui um reflexo da utilizagcdo de regimes
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quimioterapicos que nao se preocupam com a adequacgdo entre a dose ou
composigbes sugeridas, juntamente com a expressao dos efeitos toxicoldgicos
ao mesmo tempo em que o mesmo regime quimioterapico sugerido podera
desencadear um processo de selegdo natural entre as linhagens de células
normais e tumorais, eliminando as mais susceptiveis, deixando no corpo do
paciente, j& demasiadamente debilitado, as células tumorais mais resistentes,
caracterizando o surgimento do fenémeno MDR, acarretando assim em um alto
numero de oObitos, muitas vezes através do proprio perfil toxicolégico do
farmaco ou coquetel utilizado (Wheate, N. J., Walker, S., Craig, G. E., Oun R.,
The status of platinum anticancer drugs in the clinic and clinical trials, Dalton
Trans., 39 (2010) 8113-8127).

[010] Atualmente, a comunidade cientifica vem exaustivamente estudando as
diversas expressoes (genotipicas e fenotipicas) do fendmeno da resisténcia a
multidrogas, do inglés MultiDrug Resistance (MDR), que ocasiona a geragao de
células tumorais resistentes aos mais variados tipos de agentes
quimioterapicos, independente de correlagéao estrutural ou mecanismo de agao.
O MDR é desencadeado pela alta toxicidade dos agentes antineoplasicos
comercializados, conduzindo ao insucesso qualquer regime quimioterapico
adotado pelos médicos.

[011] Entre os farmacos a base de platina € sabido que a CDDP e CBDCA
apresentam resisténcia cruzada, ou seja, pacientes tratados por CDDP que
apresentam tumores resistentes apresentardao também resisténcia ao uso da

CBDCA. A oxaliplatina e nedaplatina ndao desencadeiam o fendbmeno MDR,
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porém apresentam restricdes quanto a sua utilizagdo, pois suas janelas de
atuagdo entre os mais variados tipos de tumor sédo reduzidos quando
comparados a CDDP, por exemplo. Além disso, estes farmacos possuem
também efeitos colaterais severos como: mielosupressao e nefrotoxicidade.

Objetivos da Invencéao

[012] O objetivo da presente invengao é apresentar um novo complexo a base
de platina, contendo dois centros de platina (Il); com maior atividade
antitumoral e menores dosagens de administragcdo, conferindo assim, baixos

efeitos colaterais.

Solugao

[013] A presente invengdo consiste em quimioterapico a base de platina (1),
cuja constituicdo se apresenta como um novo complexo binuclear o qual foi
capaz de inibir, de maneira satisfatéria, células tumorais humanas de leucemia
promielocitica aguda; carcinoma mucoepidermoéide de pulmdo e
adenocarcinoma de colo humano; cujos percentuais apresentados foram 66,9,
94,6 e 70,2%, respectivamente.

Vantagens

[014] Ao ser comparado aos resultados dos padrées quimioterapicos
disponiveis no mercado (CDDP e oxaliplatina), em ensaios (in vitro) contendo
cinco linhagens de células humanas, o composto proposto na presente
invencao apresentou significativa atividade citotoxica, confirmado através da

realizagao de ensaios in vitro, utilizando o método de referéncia MTT, que se
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refere ao brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio. As linhagens
de células tumorais humanas utilizadas foram NCI-H292 (carcinoma
mucoepidermoide de pulmdo humano), MCF-7 (adenocarcinoma de mama
humana), HEp-2 (carcinoma de laringe humana), HL-60 (leucemia
promielocitica aguda) e HT29 (adenocarcinoma do colo humano). Os
resultados para as atividades citotoxicas estdo sumarizados na Tabela 2.

[015] Tabela 2. Resultados obtidos no teste de citotoxicidade da cisplatina,
oxaliplatina e do complexo sintetizado, codificado como (JWM), frente a

algumas linhagens de células tumorais humanas.

Compostos % de inibigao

testados NCI-H292 SEM** HEP-2 SEM HT-29 SEM MCF-7 SEM HL-60 SEM

CDDP* 100,0 033 6529 1,11 o o 4279 0,10 100,0 0,61
Oxaliplatina 35,6 1,5 33,7 3,7 36,1 1,2 12,2 0,6 72,3 2,0
JWM 94,6 151 42,4 3.1 70,2 0,5 7,8 0,0 66,9 0,0

* CDDP = cisplatina; ** SEM = Desvio padrao; ***sem atividade.

[016] O complexo JWM apresentou maior percentual de inibicdo frente as
linhagens celulares de tumores humanos de NCI-H292, HEP-2 e HT-29,
quando comparado com a oxaliplatina, farmaco ja disponibilizado no mercado
mundial. Realizando-se agora uma comparagcao entre o padrao (CDDP) e o
complexo JWM, observa-se uma maior atividade citotdxica do padrao, porém
estes percentuais no caso da linhagem NCI-H292 sao aproximados. A
citotoxicidade do complexo binuclear sintetizado pode estar relacionada com a
forma que o centro Pt(ll) interage com o nDNA apés a hidrélise do grupo de
saida. No complexo JWM podera ocorrer a hidrélise dos anéis de forma

semelhante ao observado no mecanismo de hidrélise da nedaplatina e com
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isso a quantidade de ligagdes interfita do nDNA com os nucleos metalicos sao
favorecidas devido ao espago que existe entre os centros. Sendo este tipo de
interacdo mais citotéxica do que as ligagdes intrafitas, verificando assim, um
aumento da citotoxidade do composto para algumas linhagens ja citadas.
Analogamente a cisplatina, a oxaliplatina utiliza transportadores de cations
organicos para penetrar no meio intracelular. Um fator que pode contribuir para
a citotoxicidade desse complexo sintetizado deve-se ao fato de algumas
linhagens celulares possuirem uma maior quantidade de proteinas
transportadoras de cations aumentando a captacao e dose antitumoral efetiva
do composto proposto frente a certas linhagens de células tumorais.

Descricao Detalhada

[017] O procedimento de sintese adotado para a obtencdao da presente
invencgao, o complexo codificado como JWM, foi satisfatério uma vez que a rota
sintética adotada apresentou bons rendimentos reacionais (~90%). O complexo
JWM foi submetido a algumas técnicas de caracterizagcao espectroscopica, tais
como: a ressonancia magnética nuclear de 'H, 3C e '95Pt, as quais
confirmaram a formagado do ja referido composto, representado de forma
genérica como mostrado na figura 1.

[018] Legenda da Figura:

[019] Figura 1. Formula estrutural generalizada do quimioterapico sintetizado e

apresentado como a presente invencao, o qual foi codificado como JWM.
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[020] Os ligantes utilizados para compor a primeira esfera de coordenagao do
complexo JWM possuiam todos altos padrées de pureza (98%), sendo
utilizados sem qualquer purificagao.

[021] Os ligantes utilizados, (a) ligante em ponte tetradentado (conectando os
dois centros de platina (Il) através de dois centros basicos de Lewis (dois
dentes) para cada centro de platina (I)) e (b) dois ligantes bidentados isolados
(coordenando-se cada um, especificamente, a unico centro de platina (Il));
devendo as duas classes consistirem em ligantes: aciclico ou ciclico, com
cadeia alquilica (série homodloga), dissubstituidos ou nao; a modificagao
estrutural em “Y”, “X” e “A” que corresponda a qualquer base de Lewis. As
classes dos ligantes podem incluir que os mesmos sejam do tipo: alquilicos
(aciclicos ou ciclicos, saturados ou insaturados, com ou sem heteroatomo),
aromaticos (aromaticos com um ou mais heteroatomos), carbohidratos
(insaturados ou saturados, monossubstituidos ou polissubstituidos, com e sem
agliconas), aminas ou diaminas (primarias, secundarias, terciarias e
quaternarias (forma carregada — sais quaternarios de amoénio), tosiladas,
mesiladas), enaminas, iminas, acilas, carboxilatos, dicarboxilatos hidroxilados
ou dihidroxilados, fosfato, haletos, o-tosila (-OTs), o-mesila (-OMs), sulfoxidos,
sulfatos, sulfonas, tiossemicarbazonas, tiadiazois, benzoquinonas,
naftoquinonas, acridinas.

[022] Os dados gerais, bem como da caracterizagao espectroscopica (FT-IR e
RMN de 'H, '3C e '°5Pt), obtidos para o composto de coordenagéo, o qual foi

utilizado como quimioterapico, encontram-se descritos abaixo:



10/11

[023] Férmula Molecular: (Pt2XaYbAcCd+n+mH d+n+m)+i), onde os substituintes X, Y
e A podem ser qualquer atomo ou grupo funcional, havendo ou nao igualdade
entre os tipos, capazes de se apresentarem como portadores de pares de
elétrons (bases de Lewis); “a”, “b”, “c” e “d” serdo maiores que zero; “C”
representando os atomos de carbono, onde “n” e “m” consistem em valores
iguais ou maiores que zero e “H” representando os atomos de hidrogénio, onde
“I” consiste em termo positivo ou negativo, podendo ser um valor igual ou maior
que zero.

[024] Cédigo: JWM

[025] IR cm™ (KBr): v 2930, 2854, 1640, 1621, 1472, 1330, 1340. RMN 'H (3,
ppm, D20): 1,0 (t, 2H); 1,5 (t, 2H); 2,0 (s, 2H); 5,40 (t, 2H); 6,14 (d, 1H). RMN
3C(8, ppm, D20): 167; 62,23; 31,83; 24,48. RMN 9Pt (5, ppm, D20): -1989 (s,
Pt).

[026] O complexo JWM foi submetido a atividade citotdxica, através do método
do MTT brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio. As linhagens
de células tumorais humanas utilizadas foram NCI-H292 (carcinoma
mucoepiderméide de pulmao humano), MCF-7 (adenocarcinoma de mama
humana), HEp-2 (carcinoma de Ilaringe humana) HL-60 (leucemia
promielocitica aguda) e HT29 (adenocarcinoma do colo humano). Os meios
contendo a cultura de ceélulas foram o RPMI e o DMEM, suplementados com
10% de soro fetal bovino e 1 % de solugdo de antibidtico (penicilina e
estreptomicina). As células foram mantidas em estufa a 37°C em atmosfera

umida enriquecida com 5% de CO2. Posteriormente as culturas foram
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plaqueadas em placas de 96 pogos e incubadas por 24h. Em seguida as
amostras (complexo JWM e os padroes de CDDP e oxaliplatina) foram
dissolvidas em DMSO (1%) e adicionadas aos pogos cuja concentracao final foi
ficada em 25 ug mL'. Apds 72h de reincubagéo foi adicionado 25 pL de MTT (5
mg mL") e apds de 3h de incubagéo, os meios de cultura com o MTT foram
aspirados e 100 pyL de DMSO foi adicionado a cada pogo. A absorbancia foi
medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda fixo de 560 nm.
[027] Os experimentos foram realizados em quadruplicatas e a percentagem de
inibicao foi calculada no programa GraphPad Prism 5.0. O complexo JWM foi
capaz inibir, de maneira satisfatoria, células tumorais humanas de leucemia
promielocitica aguda; carcinoma mucoepidermoéide de pulmdo e
adenocarcinoma de colo humano; cujos percentuais apresentados foram 66,9,

94,6 e 70,2%, respectivamente.
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REIVINDICACOES

j “COMPLEXO BINUCLEAR A BASE DE PLATINA COM ACAO
ANTITUMORAL" caracterizado por se tratar de um complexo binuclear de
platina Il, contendo em sua estrutura dois centros (nucleos) de platina (Il)
(numero de coordenagao 4), apresentando este composto atividade
antitumoral, constituindo assim, em promissor farmaco a ser aplicado na

terapéutica do cancer.

2. “COMPLEXO BINUCLEAR A BASE DE PLATINA COM ACAO
ANTITUMORAL” conforme reivindicagdo 1, caracterizado por apresentar
férmula estrutural generalizada do quimioterapico sintetizado, codificado como

JWM, conforme figura 1 do relatério descritivo.

3 “COMPLEXO BINUCLEAR A BASE DE PLATINA COM ACAO
ANTITUMORAL" conforme reivindicagbes 1 e 2, caracterizado pelos ligantes
utilizados, (a) ligante em ponte tetradentado (conectando os dois centros de
platina (ll) através de dois centros basicos de Lewis (dois dentes) para cada
centro de platina (Il)) e (b) dois ligantes bidentados isolados (coordenando-se
cada um, especificamente, a Unico centro de platina (ll)); devendo as duas
classes consistirem em ligantes: aciclico ou ciclico, com cadeia alquilica (série
homologa), dissubstituidos ou nao; a modificagao estrutural em “Y”, “X” e “A”
que corresponda a qualquer base de Lewis. As classes dos ligantes podem
incluir que os mesmos sejam do tipo: alquilicos (aciclicos ou ciclicos, saturados

ou insaturados, com ou sem heteroatomo), aromaticos (aromaticos com um ou
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mais heteroatomos), carboidratos (insaturados ou saturados,
monossubstituidos ou polissubstituidos, com e sem agliconas), aminas ou
diaminas (primarias, secundarias, terciarias e quaternarias (forma carregada —
sais quaternarios de amdnio), tosiladas, mesiladas), enaminas, iminas, acilas,
carboxilatos, dicarboxilatos hidroxilados ou dihidroxilados, fosfato, haletos, o-
tosila  (-OTs), o-mesila (-OMs), sulfoxidos, sulfatos,  sulfonas,

tiossemicarbazonas, tiadiazoéis, benzoquinonas, naftoquinonas, acridinas.

4. “COMPLEXO BINUCLEAR A BASE DE PLATINA COM ACAO
ANTITUMORAL" conforme reivindicagbes 1, 2 e 3, caracterizado por
apresentar formula molecular: (Pt2XaYbAcCd+n+mH(d+n+m)+i), onde os substituintes
X, Y e A podem ser qualquer atomo ou grupo funcional, havendo ou néao
igualdade entre os tipos, capazes de se apresentarem como portadores de
pares de elétrons (bases de Lewis); “a”, “b”, “c” e “d” serao maiores que zero;
“C” representando os atomos de carbono, onde “n” e “m” consistem em valores
iguais ou maiores que zero e “H” representando os atomos de hidrogénio, onde

i” consiste em termo positivo ou negativo, podendo ser um valor igual ou maior

que zero.

5. “COMPLEXO BINUCLEAR A BASE DE PLATINA COM ACAO
ANTITUMORAL”" conforme reivindicagdes 2 e 4, caracterizado por apresentar
generalizagoes (férmulas estrutural e molecular) aplicaveis e correlacionadas a

descri¢cao apresentada na figura 1 do relatorio descritivo.
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Figura 1.
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RESUMO

‘“COMPLEXO BINUCLEAR A BASE DE PLATINA COM ACAO
ANTITUMORAL". A presente invengao trata-se de um complexo binuclear de
platina Il, contendo em sua estrutura dois centros (nucleos) de platina (Il)
(complexo binuclear), apresentando este composto atividade antitumoral,
consistindo assim, em promissor farmaco a ser aplicado na terapéutica do
cancer. O ja referido composto apresenta agdo antineoplasica, cujo setor de
aplicagao € a area de saude humana, especificamente a oncologia. A presente
invengdo apresenta-se como inovagao tecnolédgica, (a) do ponto de vista
estrutural (novidade); e (b) quanto ao seu potencial antitumoral, a presente
invengao (droga), apresentou-se eficientemente satisfatoéria quando comparada
a analogos que contém apenas um nucleo de platina (Il). Os percentuais de
inibicdo tumoral obtidos para a presente invengao, apods realizagéo de ensaios
in vitro, frente as linhagens de células de (i) leucemia promielocitica aguda, (ii)
carcinoma mucoepidermoéide de pulmao humano e (iii) adenocarcinoma de
colon humano foram: 79,1, 94,6 e 70,2%; respectivamente, comprovando

assim, sua agao como quimioterapico antineoplasico.
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Figura 1.




