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RESUMO

O céncer é um problema de saude publica, ao longo do Mundo,
causando mais de um quarto de todas as mortes em muitos paises. O numero
de pessoas diagnosticadas com cancer € aumentado constantemente havendo
uma estimativa de 15 milhdes de novos casos até 2020, segundo a
Organizacdo Mundial de Saude. A medida que o nimero de casos de cancer
aumenta € importante que surjam novos medicamentos utilizados na
quimioterapia. Diversos compostos naturais e/ou sintéticos vém apresentando
bons resultados em estudos sobre antitumorais, como por exemplo, podem ser
citados os polissacarideos. A levana, por exemplo, € um polimero de frutose
produzido por diversos organismos incluindo Zymomonas mobilis, e possui
propriedades espessante, emulsificante e estabilizante, apresentando, também,
atividades biologicas como imunoestimulagcédo, atividade antitumoral in vivo
contra tumores do tipo sarcoma 180 e carcinoma de Erhlich, e in vitro contra
linhagens de células tumorais humanas pertencentes ao figado e ao sistema
gastrico humano sem apresentar toxidade. Neste trabalho é reportada a
producéo e modificacdo quimica da matriz da levana por aminas e ions platina.
Foi avaliado as possiveis atividades antineoplasica e antimicrobiana da matriz
modificada. O interesse da investigacdo da atividade antimicrobiana surgiu
apos verificar relatos na literatura sobre a possivel atividade antimicrobiana por
aminoglicosideos. A matriz da levana foi produzida através do cultivo do
microrganismo Zymommonas mobilis, utilizando meio de cultura de
fermentacdo a base de sacarose. A matriz da levana foi fracionada, congelada
e liofiizada obtendo um sdélido branco esponjoso. Foram realizadas
modificacdo quimicas na matriz, a primeira modificacdo realizada foi uma
oxidacdo nas hidroxilas vicinais a 10% e 25% utilizando periodato de potassio,
os produtos foram codificados por Levoxi. Em seguida foram feitas
modificacdes na matriz oxidada com as moléculas: etilediamina, glicina e 3-
amino-1,2-propanediol que contém grupos aminos, sintetizando assim,
aminoglicosideos, que foram codificados por Levoxietileno, Levoxiglicina e
Levoxiamino. E por fim reagiram-se as levanas aminas com ions platina
contidos em complexos percussores (hexacloroplatinato e tetracloroplatinato de

potassio) que foram recuperados a partir de rejeitos, os novos produtos foram



codificados por LexoxietilenoPt, LevoxiglicinaPt e LevoxiaminoPt. A matriz de
levana pura e as levana aminadas foram caracterizadas por espectroscopia na
regido do infravermelho e espectroscopia de ressonancia magnética de H e
13C. Os complexos de platina precursores (hexacloroplatinato e o
tetracloroplatinato de potassio) foram caracterizados por difratometria de raios-
X. Os compostos de coordenacdo formados pela incorporacao de ions platina
as matrizes aminadas foram caracterizados por Infravermelho e RMN *H, 3C e
195pt, ApOs caracterizacdo os compostos foram submetidos a ensaios
biolégicos para avaliacdo de citotoxidade em células tumorais e avaliagdo
antimicrobiana (determinagdo da concentracdo minima inibitéria - CMI). A
maior porcentagem de inibigcdo de crescimento celular apresentado no teste de
citotoxidade em células tumorais foi o LevoxietilenoPt (55,3%), frente as células
de leucemia promielocitica aguda. Com relacdo aos testes de avaliacéo
antimicrobiana os melhores resultados foram oriundos do Levoxi, Levoxiamino
e Levoxiglicina que inibiram eficientemente a Candida Krusei ambos com a

concentracdo de 78,1 ug mL™.

Palavras-chave: Cancer. Levana. Levanas aminadas. Platina.



ABSTRACT

Cancer is a public health problem throughout the world, causing more
than a quarter of all deaths in many countries. The number of people diagnosed
with cancer is steadily increasing with an estimated 15 million new cases by
2020, according to the World Health Organization. As the number of cancer
cases increases, it is important for new drugs to emerge from chemotherapy.
Several natural and / or synthetic compounds have shown good results in
antitumor studies, for example, polysaccharides can be cited. Levana, for
example, is a fructose polymer produced by various organisms including
Zymomonas mobilis, and has thickening, emulsifying and stabilizing properties,
also exhibiting biological activities such as immunostimulation, in vivo antitumor
activity against sarcoma 180 tumors and carcinoma of Erhlich, and in vitro
against human tumor cell lines belonging to the liver and to the human gastric
system without toxicity. In this work the production and chemical modification of
the levane matrix by amines and platinum ions are reported. The possible
antineoplastic and antimicrobial activities of the modified matrix were evaluated.
The interest of the investigation of the antimicrobial activity arose after verifying
reports in the literature on the possible antimicrobial activity by
aminoglycosides. The lane matrix was produced by culturing the Zymommonas
mobilis microorganism, using sucrose-based fermentation culture medium. The
levana matrix was fractionated, frozen and lyophilized to give a fluffy white solid.
Chemical modifications were made in the matrix, the first modification was an
oxidation in the 10% and 25% vicinal hydroxyls using potassium periodate, the
products were coded by Levoxi. Then modifications were made to the oxidized
matrix with the molecules: ethylene diamine, glycine and 3-amino-1,2-
propanediol containing amine groups, thus synthesizing aminoglycosides which
were encoded by Levoxyethylene, Levoxyglycine and Levoxyamino. Finally, the
platinum amine amines were contained in percussive complexes
(hexachloroplatinate and potassium tetrachloroplatinate) that were recovered
from tailings, the new products were encoded by LexoxyethylenePt,
LevoxyglycinePt and LevoxyaminoPt. The pure levan matrix and the amine
levana were characterized by infrared spectroscopy and 1H and 13C magnetic
resonance spectroscopy. The precursor platinum complexes

(hexachloroplatinate and potassium tetrachloroplatinate) were characterized by



X-ray diffraction. The coordination compounds formed by the incorporation of
platinum ions into the amine matrices were characterized by Infrared and 1H
NMR, 13 C and 195 Pt. After characterization the compounds were submitted to
biological assays for evaluation of cytotoxicity in tumor cells and antimicrobial
evaluation (determination of minimum inhibitory concentration - MIC). The
highest percentage of inhibition of cell growth presented in the cytotoxicity test
in tumor cells was LevoxyethylenePt (55.3%) against acute promyelocytic
leukemia cells. Regarding the antimicrobial evaluation, the best results were
obtained from Levoxi, Levoxyamino and Levoxyglycine, which efficiently
inhibited Candida Krusei both with a concentration of 78.1 ug mL -1.

Key words: Cancer. Levana. Levana aminate. Platinum.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, o cancer representa a segunda causa de Obito por doenca na
populacdo adulta, por ser uma doenca potencialmente fatal, que surge devido a
mutacdes génicas espontaneas ou induzida por agentes cancerigenos, tais
como radiacdo, agentes quimicos e bioldgicos, inflamag¢des crénicas,
xenobioticos (tabaco, alcool, pesticidas) e estresse oxidativo que alteram o
comportamento normal da célula, desencadeando divisdo celular desordenada
e acelerada, resultando em tecidos cuja funcionalidade normal foi perdida.
Esse crescimento desordenado de células pode invadir tecidos e 0Orgdos
podendo se espalhar para outras regides do corpo (INCA, 2016).

O diagnéstico e tratamento dos diferentes tipos de céancer sofreram
expressivos avangos nos ultimos anos. Quando € possivel o diagnostico
precoce, aliado aos atuais metodos terapéuticos (cirurgia, radioterapia e/ou
guimioterapia), também se torna possivel obter indices de sobrevida
progressivamente maiores em casos considerados incuraveis. Assim, é
importante ressaltar o surgimento constante de medicamentos mais eficazes e
o emprego de drogas combinadas no tratamento de quimioterapia
antineoplasica ou antiblastica, método que utiliza compostos quimicos,
chamados quimioterapicos, no tratamento do cancer (KELLAND, 2007).

Diversos compostos naturais e/ou sintéticos vém sendo apontados como
promissores, em estudos recentes, sobre atividades antitumorais, como por
exemplo, podem ser citados os polissacarideos (GLINSKY et al., 1996), e os
novos compostos de coordenacdo de platina (KELLAND, 2007), ambos os
objetos de estudo deste trabalho. Polissacarideos sdo candidatos promissores
para o controle de doencas, por estarem presentes na superficie celular e
interferirem no fendmeno de reconhecimento celular normal. Esses acucares
tém sido reportados por bloquear a progressdo tumoral e interferirem na
angiogénese, interacdo célula-célula, célula-matriz, invasdo tumoral e
metastase (GLINSKY et al., 1996; SLOVIN et al., 1999). A levana, por exemplo,
€ um polimero de D-frutose produzido por diversos organismos incluindo
Zymomonas mobilis (ALLEN; BOWEN, 1990). Esse polissacarideo, além de
possuir propriedades espessante, emulsificante e estabilizante (HAN, 1990),

apresenta, também, atividades biolégicas como imunoestimulacdo, atividade
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antitumoral in vivo contra tumores de camundongos, tais como sarcoma 180
(S-180) e carcinoma de Erhlich, e in vitro contra linhagens de células tumorais
humanas (HepG2 e SNU-1, células pertencentes ao figado e ao sistema
gastrico humano, respectivamente) sem possuir a citotoxidade apresentada
pelos agentes antineoplasicos tradicionais utilizados (CALAZANS et al., 1997).

Ja os complexos de platina, inseridos nesse estudo, por exemplo a
cisplatina, possue propriedades antitumorais, e é o farmaco mais utilizado na
quimioterapia antineoplasica. A descoberta casual de sua atividade antitumoral
desencadeou o interesse em estudos de analogos estruturais, a fim de verificar
suas atividades citotoxicas (KELLAND, 2007). Os primeiros farmacos, apos a
cisplatina, desenvolvidos foram os analogos denominados complexos de
segunda e terceira geracdes, tais como a carboplatina, oxaliplatina e a
nedaplatina (PASSETO et al., 2006). Porém, devido aos efeitos colaterais e
resisténcia adquirida, atualmente outras classes de compostos sao estudados,
entre eles, alguns complexos com geometria trans (MUSSETI et al, 2011),
polinucleares de platina (Il) (FARRELL, 2004) e complexos hibridos (WANG;
GUO, 2008).

Diante da importancia do surgimento de novos quimioterapicos, este
trabalho tem como objetivo a sintese de novos compostos, formados a partir da
modificacdo de um polissacarideo, conhecido como levana, com grupamentos
amina, modificacdo ainda ndo citada na literatura, a fim de coordenar ions Pt?*;

almejando uma promissora atividade antitumoral.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Sintetizar novos compostos a partir da modificagcdo quimica da matriz

polimérica da levana utilizando grupamentos aminos e ions platina Il.
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1.1.2 Objetivos especificos

= Produzir levana;

= Modificar a levana com grupos amina;

» Incorporar ions platina na levana aminada;

» Realizar ensaios in vitro com os compostos modificados em células
tumorais humanas: HEp-2 (carcinoma de laringe humana) e NCI-H292
(carcinoma muco epiderméide de pulmdo humano), MCF-7(cancer de
mama humano), HL-60 (leucemia promielocitica aguda), HCT- 116
(carcinoma colorretal) e Molt-4 (leucemia aguda linfoblastica).

» Realizar ensaios de atividade antimicrobiana (Concentracdo minima
inibitéria — CMI em bactérias [Staphylococcus aureus (02), Bacillus
subtilis (86), Enterococcus faecalis (138), Escherichia coli (224) e
Pseudomonas aeruginosa (416)) e fungos ( Candida albicans (1007),
Candida utilis (1009), Candida krusei (1002)].
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CANCER

De acordo com as previsdes do Instituto Nacional do Céncer, em
novembro de 2015, a estimativa da incidéncia da doenga no biénio 2016-2017
foi de 596 mil novos casos de cancer, sendo esperados 295.200 casos para 0s
homens e 300.800 casos entre as mulheres (INCA, 2016).

Essas estimativas sdo as principais ferramentas de planejamento e da
gestédo publica no pais na oncologia, orientando acdes de prevencao, deteccao
precoce e oferta de tratamento, além de mostrar por nUmeros que o cancer se
tornou um problema de saude publica (INCA, 2016).

Céancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que tém
em comum o crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e
orgaos, podendo espalhar-se para outras regides do corpo (INCA, 2016).

Trata-se de uma doenca potencialmente fatal que pode se desenvolver
de forma espontanea ou provocada pela acdo de agentes carcinogénicos —
guimicos, fisicos e bioldgicos - que alteram o comportamento normal da célula,
desencadeando uma divisdo celular desordenada e acelerada, resultando em
tecidos cuja funcionalidade normal foi perdida (VOGELSTEIN; KINZLER,
1998).

A multiplicacdo desordenada das células ocasiona o que se chama de
tumor, uma acumulacdo de massa de tecido celular. Os tumores podem ser
benignos ou malignos, porém o diagnostico de cancer s6 € dado ao paciente
guando este € de natureza maligna (INCA, 2016).

Os tumores benignos permanecem localizados no o6rgdo onde se
originou, podendo prejudicar aquele local onde se encontra, devido ao seu
aumento de massa. Ja os tumores malignos, sdo invasivos, se desprendem do
tumor primario e invadem tecidos e oOrgados através do processo chamado
metastase (INCA, 2016).

O mecanismo do desenvolvimento dos tumores, processo de
carcinogénese, pode ser explicado por trés estagios: iniciacdo, promocéo e
progresséo (Figura 1). No estagio de iniciacdo, as células sofrem o efeito dos

agentes cancerigenos que provocam modificagbes em alguns genes, porém
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ndo é possivel detectar nenhum tumor, assim as células se encontram
‘preparadas’ (iniciadas) para contribuir para a produgédo de células que serdo
futuros tumores (FARRELL, 2004).

No estagio de promocédo, as células geneticamente alteradas sofrem o
efeito dos agentes cancerigenos, classificados como promotores (componentes
da alimentacdo, hormoénios, etc.) transformando a célula de forma lenta e
gradual. O Ultimo estdgio, progressdo, se caracteriza pela multiplicacdo
descontrolada e irreversivel das células alteradas, tornando os tumores
benignos em malignos (FARRELL, 2004).

Figura 1 - Esquema do processo de carcinogénese.

Mutacdo
v
o In|c1acao Promocao
’ reparo do rom‘eragéo ‘0 Proln‘eraga
DNA celular celular
/ Progressao
Morte celular Prolifera¢do
(Apoptose) celular
Cancer

Fonte: Retirado e adaptado de http://patoneoplasia.blogspot.com.br.

O tratamento do céncer pode ser realizado através de cirurgia,
radioterapia e quimioterapia. A cirurgia € a opcdo escolhida quando o tumor
estd em estagio inicial e em condicfes favoraveis para a sua retirada (INCA,
2016).

A radioterapia € o tratamento mais utilizado para tumores que ndao podem
ser totalmente retirados por cirurgia ou tumores que retornam ao mesmo local
apos cirurgia, neste tratamento, se emprega a irradiacdo ionizante, que age
bloqueando a diviséo celular por lesdo no DNA ou por destruicdo direta das
células, esta acdo ocorre especialmente nas células que estdo se dividindo em

uma velocidade anormal, a radiacdo atua de forma indistinta sobre células
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normais e anormais, no entanto, as células normais se recuperam com
facilidade enquanto as modificadas tém baixa capacidade de se recuperar
(INCA, 2016).

A quimioterapia tem como objetivo combate o cancer com o uso de
drogas que atuam provocando a destrui¢cdo das células tumorais, preservando,
assim, as células normais. No entanto, assim como acontece na radioterapia, a
maiorias dos agentes quimioterapicos lesam tanto as células cancerosas,
guanto as sadias, ja que em sua maioria os farmacos existentes atuam de
forma néo especifica (INCA, 2016).

A falta de especificidade afeta as células normais de crescimento rapido
(capilares, gastrointestinais e do sistema imunoldgico), resultando em efeitos
colaterais, como nauseas, perda de cabelo e maior passividade a infeccdes
(INCA, 2016).

2.2 POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos sao carboidratos de alto peso molecular, formados
por monossacarideos unidos por ligacGes glicosidicas, que se formam com
eliminacdo de agua (LEHNIGER, 1993). Monossacarideos € o nome dado aos
mondmeros, menor unidade estrutural, dos carboidratos (INCA, 2016).

A unidade monossacaridica predominante, na maioria dos polimeros, é a
D-glicose, porém sdo comuns os polissacarideos de D-frutose, D-manose, D e
L-galactose, D-xilose, L-arabinose, L-fucose e L-ramnose (INCA, 2016).

Os polissacarideos podem ser diferenciados pela natureza de suas
unidades monossacaridicas, pelo comprimento de suas cadeias e pelo grau de
ramificacdo (BOBBIO; BOBBIO, 1989).

Sua classificacdo quanto aos monossacarideos presentes na estrutura é
dada por: homopolissacarideos, quando formados por um udnico tipo de
unidade monomérica e em heteropolissacarideos, qguando contém mais de um
tipo de unidade monomérica. Dextrana, glicogénio, amido, pululana e levana
sdo exemplos de homopolissacarideos, enquanto xantana, fucana, alginatos,
heparina, acido hialurbnico sdo heteropolissacarideos tipicos (BOBBIO;
BOBBIO, 1989).
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As investigacbes da aplicacdo comercial de polissacarideos sao
promissoras devido a por ser de fontes renovaveis, possuirem grande
diversidade de propriedades e versatilidade. Os polimeros sao largamente
utilizados em diversos campos da industria, e sdo produtos de alto valor
comercial (CALAZANS, 1997).

A indlstria, em sua maioria, usa grandes quantidades de
polissacarideos de origem vegetal, mas nos Uultimos anos houve um
direcionamento da producdo de polissacarideos por fermentacdo microbiana,
devido as vantagens do suprimento de material de qualidade constante e nao
sujeito a variagbes sazonais, como ocorre com polissacarideos obtidos de
plantas e algas, vantagens essas que compensam quando Se possui um
elevado valor da producéo principalmente quando o alvo final € a industria de
alimentos ou farmacéutica (CALAZANS, 1997).

Mas, também, existem muitos micro-organismos que produzem
polissacarideos em quantidades satisfatorias, tornando o processo do cultivo
de microrganismos e da recuperacdo do polimero produzido econdmico.
Comercialmente, o mais importante exopolissacarideo microbiano ¢ a goma
xantana, produzido pela bactéria Xanthomonas campestri, que vem sendo
usada h& décadas em industrias alimenticias e ndo-alimenticias
(SUTHERLAND, 1998).

2.2.1 Levana

A levana é uma homopolissacarideo que pode ser produzida
naturalmente por plantas e micro-organismos (SRIKANTH, 2015). E composto
por residuos D-frutofuranosil unidos entre si por ligacbes B-(2, 6) na cadeia
principal e por ligagdes B-(2, 1) nos pontos de ramificacbes (Figura 2). A
enzima levanasucrase € responsavel pela formacdo de levana por
microrganismo usando sacarose como substrato. Esta enzima cliva moléculas
de sacarose e liga os residuos de frutose gerados na clivagem para construir a

cadeia polimérica da levana (ONER, 2016).
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Figura 2 - Estrutura quimica da Levana.

P-2.6) B(26)

A levana € um subproduto da fermentacdo para producdo de etanol e
em consequéncia disso, vem crescendo 0 incentivo a pesquisas, para a
identificacdo de novos microrganismos produtores e para processos que visem
a otimizacdo de producdo em escala industrial, pois se ganhard com a
producédo da matéria-prima (etanol) e com a do subproduto, ja que a levana
possui diversas aplicacdes (REISS; HARTMEIER, 1990; KEITH et al, 1991;
TANO; BUZATO, 2003).

Existem varios usos praticos da levana para diferentes propositos como,
por exemplo, para complexo biologicamente ativo, substituto do plasma
sanguineo, agente prolongador da acdo de farmacos, preparacdo de frutose
altamente purificada para uso médico (MAYS; DALLY, 1988), agente
hipocolesterolémico (reduz o colesterol) (YAMAMOTO, 1999) e como
imunomodulador e anticarcinogénico (CALAZANS et al., 1997).

A levana pode ser produzida por diferentes tipos de bactérias, como as
Acetobacter suboxydans, Aerobacter levanicum, Erwinia herbicola,

Streptococcus salivarius, Bacillus mesentericus, Bacillus subtilis, Bacillus
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polymyxa, Pseudomonas syringae e Zymomonas mobilis (BOBBIO; BOBBIO,
1989), sendo esta ultima utilizada neste trabalho.

O interesse por Zymomonas mobilis tem sido crescente, pois é uma
alternativa promissora ndo s6 para a producao de etanol como também para a
producéo de levana (SWINGS; DELEY, 1977).

A producédo de levana pela bactéria Zymomonas mobilis é favorecida em
um meio de cultura contendo sacarose, pois quando a fermentacédo acontece
em alta concentracdo de sacarose a taxa de hidrolise deste dissacarideo é
maior do que o consumo dos seus monossacarideos. Acumulando-se no caldo
de fermentacédo e favorecendo a formacéo de subprodutos, como a levana e o
sorbitol, reduzindo, assim, o rendimento do etanol produzido no sistema
(KANNAN, 1993).

Sao poucas as informagcdes sobre as condicbes de cultivo e dos
processos fermentativos que privilegiam a producdo de levana. Além disso, 0s
dados disponiveis a respeito do assunto demonstram divergéncias entre
autores com respeito a temperatura e o pH ideal para a producéo de levana por
Zymomonas mobilis. As condicdes ideais para o crescimento e a producdo do
polissacarideo, em meio de cultura, também séo afetadas pela proporcao entre
o volume de ar e o volume de meio, presenca ou auséncia de agitacao,
guantidade do in6culo, além dos nutrientes usados (LEHNIGER, 1993).

Neste trabalho, a levana serd a matriz polimérica estudada que sofrera
algumas modificacbes quimicas, incluindo a coordenacdo dos ions platina II.
Sua escolha se deve a estrutura polimérica que nos proporciona incorporacao
de varios centros acidos em sua estrutura apés modificacdo da matriz de
acordo com a afinidade quimica da platina.

Outro motivo de sua escolha é a alta atracao/afinidade dos tumores por
carboidratos, trazendo, assim, a expectativa que 0 composto sintetizado
futuramente sera direcionado mais eficientemente ao alvo desejado na

guimioterapia.
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2.3 COMPLEXOS DE PLATINA

Os complexos de platina apresentam propriedades relevantes com
relacdo a suas atividades terapéuticas, especificamente no tratamento de
cancer. Um dos farmacos mais consolidados no tratamento de céncer € a cis-
diaminodicloroplatina(ll), comumente chamado de “cisplatina” ou cddp (Figura
3).29

A descoberta da atividade antitumoral da cisplatina desencadeou testes
biolégicos, para verificar a atividade citotoxica, em milhares de analogos e uma
investigacdo completa em outros elementos pertencentes ao mesmo grupo da
platina na tabela periddica (KELLAND, 2007).

Figura 3 - Formula estrutural da Cisplatina.

H3N\Pt/NH3
CI/ \CI

A descoberta casual de diferentes complexos de platina se deu durante
a década de 60, por Rosenberg e colaboradores, enquanto estudavam o
crescimento de uma coldnia de Escherichia coli na presenca de um campo
elétrico (ROSENBERG et al, 1965; ROSENBERG et al., 1967).

Em seus experimentos, Rosenberg e sua equipe, apos aplicar o campo
elétrico durante duas horas, observaram que o0 meio se tornou turvo, devido ao
crescimento das bactérias, que antes tinham a forma de bastonetes e apos a
aplicacdo do campo assumia um aspecto filamentoso (Figura 4) (SWINGS;
DELEY,1977; ROSENBERG et al., 1965).

Observou-se, também, que ndo ocorreu reproducdo das bactérias
devido a supressdo mitética, futuramente, esta observacdo colaborou para a

hipétese que os complexos presentes no sistema interrompiam completamente
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a divisdo celular, agindo como eficazes agentes citotoxicos (SWINGS;
DELEY,1977; ROSENBERG et al., 1965).

Figura 4 - Meio de cultura contendo a bactéria Escherichia coli antes (a) e

depois (b) da aplicacdo do campo elétrico.

Fonte: Retirada de http://www.chemcases.com

Entre os compostos liberados durante a eletrélise pelos eletrodos de
platina, destacou-se a cisplatina como o0 mais ativo agente antitumoral frente
aos testes realizados em camundongos inoculados com tumores malignos do
tipo Sarcoma 180 (LIPPERT, 1999). Assim, depois de diversos testes clinicos
realizados em 1971, a cisplatina foi aprovada para o tratamento do cancer de
prostata somente em 1978, com o nome comercial Platinol®. No Brasil, a
cisplatina é comercializada pela empresa Quiral Quimica do Brasil S.A. com o
nome Platinil® (Figura 5) (HIGBY et al., 1974).

Figura 5 - Cisplatina produzida no Brasil - Platinil®.

Fonte: http://gnint.sbg.org.br — Acessado em Dezembro de 2016.
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A cisplatina se apresenta altamente eficaz no tratamento de cancer de
ovario, podendo também ser utilizada em outros tipos de cancer como os de
esbfago, colorretal, pulméo, linfoma, melanoma, entre outros (JAMIESON;
LIPPARD, 1999; WONG; GIANDOMENICO, 1999). Embora tenha descoberto
sua atividade antineoplasica apenas em 1964, a cisplatina jA era conhecida
desde 1845, como cloreto de Peyrone, nome que faz alusao ao quimico italiano
Michele Peyrone, que a sintetizou pela primeira vez (KAUFFMAN, 2010).

2.3.1 Mecanismo de Acao da Cisplatina

A cisplatina ao entrar na célula, via processo difusional, sofre
modificagdes em sua estrutura atraves da substituicdo nucleofilica dos cloretos
por agua, gradativamente (Figura 6). Essas reacbes ndo ocorrem fora da
célula, no plasma sanguineo devido a alta concentracdo de ions cloreto (cerca
de 100 mmol L') mantendo, assim, a estrutura da cisplatina, minimizando suas
reacdes com biomoléculas presentes como a cisteina, a metionina, a glutationa
e a albumina, que possuem a probabilidade de formar ligacdes, provocando
assim sua desativacdo (CEPEDA, 2007; WANG; GUO, 2007). No interior da
célula, as reacOes de substituicdo tém inicio devido as baixas concentracdes
de fons cloretos, cerca de 4mmol L1, formando espécies altamente reativas, as
diaquocisplatina (LIPPERT, 1999; KLEIN; HAMBLEY, 2009).

Figura 6 - Etapas das reacdes de substituicido nucleofilica na cisplatina apés
sua difusdo celular, com a saida de cloretos e entrada de uma e duas

moléculas de agua.

N, o N cr N
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No inicio, uma questao a ser respondida era “qual seria o alvo bioldgico”
j& que existiam diferentes componentes celulares (acido desoxirribonucléico -
DNA, acidos ribonucléicos — RNA, proteinas) que poderiam reagir com a platina
(11). Com o tempo, houve um consenso de que o alvo principal da cisplatina era
o DNA nuclear (nDNA) (KELLAND, L. R.; FARREL, 2000).

A platina (Il) liga-se coordenativamente as bases nitrogenadas e 0s
principais centros de coordenacgéo (Figura 7) sdo os grupos N-3, N-7 e NHz da
adenina; N-7, N-3 e C(6)=0 da guanina; N-3 e C(2)=0 da citosina; e C(2)=0 e
C(4)=0 datimina (KELLAND, L. R.; FARREL, 2000).

Quando os complexos de platina se ligam ao DNA esta ligagdo ocorre
preferencialmente pelos a4tomos de nitrogénio presentes nas bases (centros
mais basicos). A interacdo mais estavel € com o nitrogénio da guanina, devido
a possibilidade de ligagcées de hidrogénio do grupo ambnia da cisplatina com o
atomo de oxigénio da guanina (KELLAND, L. R.; FARREL, 2000).

Figura 7 - Sitios mais susceptiveis a formacao da ligacao coordenativa com a platina.

NH,
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A ligacdo formada entre o complexo de platina e o DNA é uma ligacao
coordenativa. Essa ligacdo coordenativa pode ser formada de diversas formas,
sendo as principais:

a. Monofuncional quando cada ion de platina faz apenas uma ligacdo com

o0 DNA (Figura 8A).
b. Bifuncional quando cada ion de platina se liga em duas regidées do DNA
(Figura 8B, 8C e 8D).
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Figura 8 - Principais complexos cisplatina-DNA formados. (A) Ligagéo
monofuncional, (B) ligacao bifuncional Intrafita, (C) ligacéo bifuncional Interfita e

(C) Ligacéo bifuncional Intermolecular.
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As ligacdes coordenativas bifuncionais podem ocorrer de trés formas:
intrafita, na qual as duas ligac6es ocorrem na mesma fita do DNA (Figura 8B);
interfita, quando o complexo se liga em fitas diferentes (Figura 8C); e
intermolecular, quando uma das ligacdes é realizada com o DNA e a outra com
uma proteina ou um aminoacido (Figura 8D). Para a cisplatina, a ligacéo
coordenativa que se forma em maior quantidade € o que corresponde a ligacéo
intrafita, que envolve bases guaninas adjacentes. 33

As distor¢des (lesdes) causadas na estrutura do DNA quando este se
liga a cisplatina interfere no seu funcionamento normal, ou seja, 0S processos
de replicacdo e transcricdo sdo comprometidos, fazendo com que a divisédo
celular e producéo de proteina ndo acontecam de forma eficiente. Assim, como
no caso da cisplatina, qualquer agente que interferir nesses processos pode
ser eficaz como citotoxico, pois a inibicdo da replicacdo do DNA sugere que o
composto poderia causar a morte das células cancerosas ao interromper sua
sintese de novas moléculas de DNA, usadas na divisdo celular (LIPPERT,
1999).
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Com relagdo aos mecanismos bioquimicos envolvidos na entrada da
cisplatina no meio celular ainda se encontram em investigacdo. Porém, alguns
estudos, assinalam a influéncia da difusdo ativa, que consiste na passagem
pela membrana celular com auxilio de transportadores que facilitariam a
entrada da cisplatina (YAMAMOTO et al.,, 1999; LIPPERT, 1999; SAFAEI;
HOWELL, 2005) No entanto, por muito tempo a difusdo passiva foi
considerada, o principal mecanismo pelo qual o fArmaco transpbe a membrana
celular (YAMAMOTO et al., 1999; WANG; GUO, 2007; FUERTES et al., 2003)

As limitacbes no uso da cisplatina abrangem desde efeitos colaterais
como nefrotoxidade e neurotoxidade; até a resisténcia adquirida a droga apos
determinado tempo de administracdo. Muitos fatores sao atribuidos a
resisténcia adquirida ao farmaco, entre estes, a desativacdo da molécula por
proteinas e peptideos contendo enxofre no plasma, diminuindo o acumulo na
célula e o aumento do efluxo - saida da célula (YAMAMOTO et al., 1999;
WONG;GIANDOMENICO,1999; KLEIN; HAMBLEY,2009).

Diante destas limitacbes, vém crescendo a busca por complexos
analogos, como a carboplatina, a oxaliplatina e nedaplatina (Figura 9) -
denominados como farmacos de segunda e terceira geracbes (PASSETO et
al., 2006). Além do surgimento de complexos denominados néo tradicionais,
alvo desta pesquisa, como os complexos de platina com geometria trans
(MUSETTI et al., 2011), compostos polinucleares de platina (II) (FARRELL,
2004) e complexos hibridos (WANG; GUO, 2008).

Figura 9 - Estruturas de compostos de platina (1) disponiveis no mercado como

farmacos antitumorais: carboplatina, nedaplatina e oxaliplatina.
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2.3.2 Complexos de Platina “Nao-tradicionais”

Os complexos de platina ndo tradicionais tém sido amplamente
explorados como uma alternativa aos complexos “tradicionais”, cisplatina e
seus analogos (KOSTOVA, 2006). Dentre os compostos ndo tradicionais de
platina (Il) destacam-se 0s de geometria trans.

Devido a falta de citotoxidade do isémero trans-diaminodicloroplatina
(transplatina), os complexos analogos a geometria cis, sdo bem mais
estudados do que os complexos com geometria trans (COLUCCIA; NATILE,
2007) (Figura 10). Porém, a partir dos anos 90, diferentes trabalhos na
literatura vém mostrando que complexos de platina trans também podem exibir
atividade, quebrando o paradigma que apenas os complexos analogos a
cisplatina sao ativos (KELLAND et al., 1994). No entanto, os ligantes cloretos
em posicdo trans entre si, S&0 mais reativos que aqueles em posicao cis,
contribuindo para a ocorréncia de reacdes indesejadas com as biomoléculas
existentes no plasma (FARRELL, 2004).

Os complexos de geometria andloga ao da transplatina que tém
mostrado citotoxicidade elevada quando comparadas a propria transplatina,
sdo os complexos que contém ligantes heterociclicos aromaticos nitrogenados
(piridina, quinolina, imidazol), aminas alifaticas e ligantes heterociclicos nao
planos (piperidina e piperazina) (ARIS et al., 2007; KALINOWSKA-LIS, 2008).

Os complexos com ligantes nitrogenados, por exemplo, podem ligar-se
ao DNA formando uma variedade de ligacdes coordenativas, entre estas,
ligacbes cruzadas intrafita, interfitas, monofuncionais e com o DNA e uma
proteina, dependendo do tipo do ligante nitrogenado e do efeito estérico (ARIS;
FARRELL, 2009).



35

Figura 10 — Transplatina e alguns de seus analogos sintetizados.

H3N\ /CI HaN\ /CI
HsN Cl Pt Pt
AN /. /" \\H
Pt\ cl N;\ Cl N
CI/ NH; S
X
Transplatina trans-[PtCl,(NH3)(tiazol)] trans-[PtCl,(NHs3)(piperidina)]

Fonte: Adaptado de Kasparkova et al, 2002.

Os complexos hibridos caracterizam-se pela presenca de pelo menos
dois fragmentos funcionais diferentes em uma mesma molécula, sendo uma
destas, uma molécula de interesse biolégico (Figura 11). O objetivo destes
sistemas hibridos é otimizar a atividade antitumoral, reduzir a toxidade
sistémica e/ou superar os fatores de resisténcia adquirida a cisplatina e seus
complexos analogos. Nestes compostos, a platina (II) encontra-se complexada
a um grupo policiclico plano (antraquinonas, acridinas e fenantrolinas) que
possui a capacidade de intercalar entre dois pares de bases nitrogenadas do
NDNA, causando uma seérie de eventos que resultam na inducdo da apoptose
(ALDERDEN et al., 2006; HOLMES et al., 2001; TEMPLE et al., 2000).

Figura 11 - Estruturas de complexos hibridos de platina (Il) em que os ligantes

possuem propriedades antitumorais reconhecidas, (a) tamoxifeno e (b)

acridina.

Pt

(H3C)2N(H,C)30

Fonte: Holmes, et al, 2001.
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A efichcia dos complexos hibridos foi comprovada por diversos
experimentos nos quais demonstraram a capacidade de se coordenar ao
NDNA, através da platina (Il) de modo monofuncional, porém causando
mudancas conformacionais na estrutura do nDNA mais significativas que as da
cisplatina, isto resulta no aumento da atividade citotéxica do complexo hibrido
(BARUAH et al., 2004; BROW et al., 2002). Por outro lado, existem resultados
na literatura que embora o hibrido seja mais ativo do que a cisplatina, este nao
foi mais citotoxico do que o ligante livre (HOLMES et al., 2001).

Os complexos polinucleares de platina (Il) s&o compostos que contém
mais de um ion de platina em sua estrutura. Devido a isso, podem interagir
com o nDNA de forma mais rapida e mais ativa do que 0s complexos
mononucleares (MANGRUM; FARRELL, 2010). Além disso, o nDNA pode ser
submetido a mudancas conformacionais distintas daquelas induzidas pela
cisplatina e seus analogos, podendo assim, ser uma alternativa viavel no
combate aos tumores resistentes a cisplatina.(BRABEC et al., 1999; QU et al.,
2004).

O exemplo mais consolidado é um complexo trinuclear de platina (Figura
12) que foi testado em ensaios clinicos de fase Il que consiste em administrar
medicamento experimental em um grande nimero de pessoas que possuem a
enfermidade ou condicdo em particular, para determinar a eficacia e a
seguranca do farmaco (WHEATE et al., 2010).

Este complexo trinuclear de platina mostrou uma atividade excelente
contra canceres de mama, pulméo, pancreas e contra linhagens de células
cancerosas de ovario que se mostravam resistentes a cisplatina. E para o0s
canceres de ovario e melanoma foi pelo menos 20 vezes mais eficiente do que
a cisplatina (MANZOTTI et al., 2000).

Como pode ser observado na Figura 12 dois dos trés centros presentes
no complexo tém ligantes cloretos que € um bom grupo abandonador, sendo
assim, facilmente substituidos pelas bases do nDNA no interior da célula,
devido a isso cada molécula desse complexo é capaz de gerar duas ligacdes
coordenativas monofuncionais com o nDNA (ARIS et al., 2007).

Este complexo liga-se no sulco maior, podendo formar ligagdes cruzadas
flexiveis intra e interfitas de longo alcance, sendo esta Ultima a principal destas

(QU et al., 2003). As interacdes deste complexo polinuclear de platina, causa
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leves distorcdes na molécula de nDNA, que fazem estas ligacdes
coordenativas ndo serem reconhecidas por algumas proteinas do sistema
biolégico (ARIS et al., 2007).

Quando ocorre do complexo polinuclear ndo possuir cloretos em sua
estrutura, ou seja, ndo conseguir formar ligacées covalentes, este podera
interagir de modo nao-covalente, através de interacdes eletrostaticas e ligacbes
de hidrogénio, que também causam distor¢cdes no nDNA (BROW et al., 2004;
HARRIS et al., 2006). Além disso, a auséncia de ligantes abandonadores
impede reacdes com tidis e proteinas celulares (WHEATE et al., 2010).

Figura 12 - Complexo trinuclear de platina BBR3464.
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Fonte: Adaptado de Hatrris, et al, 2006.

Diante do histérico da atividade dos compostos de platina frente a
tumores, este trabalho objetiva incorpora-los na matriz polimérica da levana,
sendo necessario para tanto a adicdo de agrupamentos amino, pois 0s ions
platina tém mais afinidade pelo atomo de nitrogénio do que pelo oxigénio que ja

existia na matriz.
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3 METODOLOGIA

3.1 REAGENTES E SOLVENTES

Os reagentes foram obtidos comercialmente com pureza P.A.: dicloreto
de hidrazina (Vetec®), &cido cloridrico (Vetec®), acido nitrico (Vetec®), cloreto
de potassio (Vetec®), etanol (Dinamica®), acetona (Dindmica®), agar
bacteriolégico (Vetec®), peptona de carne (Himedia®), extrato de carne
(Himedia®), D-Glicose Anidra (Nuclear®), extrato de levedura (Himedia®),
Sacarose (Vetec®), Diidrogeno Fosfato de Potassio (Vetec®), Sulfato de
Magnésio Heptahidratado (Vetec®), Sulfato de aménio (Vetec®), periodato de
potassio (Vetec®), Metanol (Dindmica®), 2,4-dinitrofenilhidrazina (Aldrich®),
hidroxido de potassio (Vetec®), glutaraldeido (Aldrich®), Etilenodiamina
(Aldrich®), borohidreto de sodio (Aldrich®), glicina (Aldrich®), 3-amino-1,2-
propanediol (Aldrich®), p-dimetilaminobenzaldeido (Vetec®).

3.2 SINTESES DOS COMPLEXOS DE PLATINA PRECURSORES

3.2.1 Sintese do Hexacloroplatinato de Potassio Através da Recuperacao

do Residuo de Platina

O composto hexacloroplatinato de potassio foi produzido através da
recuperacdo de residuos de platina (KAUFFMAN; TETER, 1963) - existentes
no Laboratorio de Analise Quimica Inorganica e Sensores (LAQIS), evitando o
descarte inadequado e/ou o acumulo deste residuo no laboratério. A
recuperacdo de residuos quimicos proporciona a reutlizacdo dos materiais
oriundos de rejeitos dos procedimentos experimentais realizados nos
laboratérios e acarreta na minimizacdo das agressdes causadas ao meio
ambiente, como a poluicdo. Apos a sintese, o hexacloroplatinato de potassio foi
caracterizado por difracdo de Raios-X.

Em um béquer foi adicionado cerca de 300 mL de residuo de platina,
controlou-se a temperatura, em uma chapa aquecedora, entre 80 e 90 °C até

ponto de secura. Foi adicionado cerca de 3 mL de &agua destilada para
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solubilizar o residuo e facilitar na transferéncia deste para um cadinho. O
cadinho foi levado a mufla por 5 h a 500 °C, ap6s o tempo completado foi
adicionado dicloreto de hidrazina em excesso, lavou-se o0 precipitado por 7
vezes com agua destilada e em seguida fez-se o tratamento com agua régia a
guente até a solucdo se tornar limpida. Assim, foi adicionado KCI para forma
um precipitado de hexacloroplatinato de potassio (Kz[PtCle]) (Figura 13). Filtrou-

se com agua destilada e etanol gelados, esperando chegar a ponto de secura.

Figura 13 - Esquema da metodologia empregada para recuperar residuos de

platina.
. 0 . 0
Resfduo Bruto de Platina = Pt 4+ impurezas =~ Pt
Aquecimento até ponto Tratamento térmico em
de secura (80 a 90°C) mufla (a 500°C por 5h)
KZ[PtCIG] Adicdo de agua régia (1HNO, : 4HCI) Lavagem com agua destilada
Hexacloroplatinato de potassio Adicao de KCl Adigao de dihidrocloreto de hidrazina
N,H, .2 HCI

3.2.2 Sintese do Tetracloroplatinato de Potassio

O sal tetracloroplatinato de potassio (Figura 14) foi sintetizado a partir do
hexacloroplatinato de potassio, seguindo a metodologia de sintese descrita
segundo a referéncia (PEYRONE, 1844; RAMBERG, 1913).

Figura 14 - Esquema da metodologia empregada para recuperar residuos de

platina.

2K,[PICl] + N,H,.2 HCI

2 K,[PICl] + N, + 6HC

Em um béquer de 250 mL foi colocado 1,00 g (2,056 mmol) de
hexacloroplatinato de potassio dissolvido em &gua destilada. Dada a
estabilizacdo da temperatura entre 50 e 60 °C, com uma pipeta de Pasteur, foi

adicionado 0,1081 g (1,028 mmol) de uma solucdo aquosa de dicloreto de
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hidrazina gota-a-gota entre o periodo de 5 a 10 minutos para que nao
houvesse reducéo drastica de Pt** para Pt°.

Com a adicdo de dicloreto de hidrazinha a solucdo torna-se vermelha,
cor caracteristica do tetracloroplatinato de potéassio (K2[PtCls]). Para completar
a reacdo, mantém-se a sintese entre 50 e 60 °C por duas horas, dado o
término deste tempo, elevou-se a temperatura na faixa de 80 a 90 °C, deixando
chegar até o ponto de secura, momento no qual se percebeu a formacdo de
cristais em forma de agulhas. Os cristais formados foram lavados com acetona
P.A., secados a vacuo e caracterizados por difratometria de Raios-X.

3.3 PRODUCAO DE LEVANA

3.3.1 Micro-organismos

Foi utilizada uma linhagem de Zymomonas mobilis codificada como
ZAG-12, e registrada na Colecdo de Microrganismos do Departamento de
Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco, com o numero UFPEDA
241. A Colecdo UFPEDA encontra-se cadastrada no “World Federation
CultureCollections -World Data Center on Microrganisms”, com o numero 114.
A ZAG-12 foi uma cultura obtida artificialmente pela fusdo de esferoplastos
oriundos de outras linhagens de Zymomonas mobilis da Colecdo UFPEDA
codificadas como ZAP e Agll (CALAZANS et al., 1989).

3.3.2 Preparo dos Meios de Cultura

3.3.2.1 Agar Nutritivo

Foi preparado 100 mL do meio agar nutritivo (AN), adicionando todos os
componentes em um béquer e dissolvendo-os em agua destilada até completar
o0 volume desejado. Foi verificado o pH (faixa desejada 6,7-7,2) do meio AN

gue foi esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 minutos.
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ApOs autoclavacéo, distribuiu-se o meio AN em quatro placas de Petri,
sendo uma dessas usada para o controle do teste, isto €, sem indculo. Apoés
solidificagdo do meio, semearam-se as placas utilizando o procedimento de
estriamento. As placas foram incubadas a 30 °C por 24 horas e logo apés este
periodo fez-se observacfes. Na Tabela 1, estdo dispostos os compostos
utilizados no meio AN.

Tabela 1 - Composicdo do Meio Agar Nutritivo

Reagente Quantidade (g L™?)
Extrato de Carne 3,0
Peptona de Carne ou Caseina 5,0
Agar Bacteriologico 15,0-20,0

3.3.2.2 Meio de Cultura Sabouraud Liquido (SDL)

Foram preparados 90 mL do meio SDL, adicionando todos os
componentes em um beéquer e dissolvendo-os até completar o volume
desejado. Distribuiu-se 90 mL em dez tubos de ensaios, recebendo cada um 9
mL de meio SDL. Os tubos foram autoclavados a 121 °C por 15 minutos.

Apoés retirar da autoclave foi preciso testar a esterilidade da estufa,
entdo, colocou-se o0s tubos em um suporte, esperando esfriar para medir o pH
(faixa desejada 6,5-7,0) e por fim levou até a estufa a 30 °C por 24 h.

Validando a esterilidade da estufa, partiu-se para o procedimento de
inoculacdo do microrganismo no meio SDL. Para isto, foi utilizada uma
linhagem de Zymomonas mobilis codificada como ZAG-12, e registrada na
Colecao de Microrganismos do Departamento de Antibidticos da Universidade
Federal de Pernambuco, como descrito anteriormente.

Sob a chama do bico de Busen e com auxilio de pipetas semi-
automaticas colocou-se 1 mL das linhagens e inoculou-se os dez tubos de
ensaio que continham meio SDL. As condicbes para o crescimento do
microrganismo sdo colocar em estufa a 30 °C por 48 h. Apés observagoes,
separaram-se dois tubos para inoculagdo no meio de pré-fermentacédo e o

restante foi acondicionado a 4 °C. Estes se mantém em condi¢des 6timas de
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uso por dois meses, podendo se estender esse periodo para trés meses no
maximo. Decorrido esse periodo, deve-se fazer novo semeio em meio de
conservacao SDL com os mesmos critérios de esterilidade. Na Tabela 2, estao
dispostos os compostos utilizados para o preparo do meio SDL.

Tabela 2 - Composicdo do Meio de Cultura SDL

Composto Quantidade (g L)
Glicose D. Anidra 20,0
Extrato de Levedura 50

3.3.2.3 Meios de Pré-Fermentacao

Fez-se uma estimativa para obter 2 L de meio para fermentacao
principal, entdo é indicado que a quantidade do inéculo colocado em um meio
de cultura qualquer represente 10 % do volume final do sistema. Assim, para 2
L de meio para fermentacao, inoculou-se 200 mL de meio de pré-fermentacao.
Logo, a mesma observacdo é valida para o meio de pré-fermentacdo que
recebera um inéculo do meio SDL de 20 mL. Sabendo disso preparou-se 180
mL do meio de pré-fermentacdo, em vez de 200 mL, pois este volume sera
completado apoés inéculo.

Foram preparados 180 mL do meio de pré-fermentacdo, separando os
componentes do meio de cultura em trés distintos erlenmeyers. No primeiro
erlenmeyer colocou-se a sacarose, no segundo colocou-se o extrato de
levedura e no ultimo, os sais. Os erlenmeyers foram tamponados, levados a
autoclave a 121 °C por 15 minutos e em seguida, apos resfriamento, juntou-se
a sacarose, o extrato de levedura e os sais em um Unico erlenmeyer, verificou-
se 0 pH (faixa desejada entre 5,8 + 0,2) e sob a chama do bico de Bunsen
adicionou-se 20 mL do meio de conservacdo SDL que continha a Zymomonas
mobilis crescida. O meio foi incubado a 30 °C por 48 horas, esta etapa é
conhecida como a “Etapa de Crescimento de Biomassa”. Na Tabela 3 estéo

descritos os componentes utilizados no meio de pré-fermentacéo:
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Tabela 3 - Composi¢cdo do Meio de Pré-fermentacao.

Composto Quantidade (g L)
Sacarose 100,0
Extrato de levedura 2,0
KH2PO4 2,0
MgS04.7H20 0,5
(NH4)2S04 1,0

3.3.2.4 Meios de Fermentacao

Foram preparados 1800 mL do meio de pré-fermentacdo, separando os

componentes do meio em trés distintos erlenmeyers. No primeiro erlenmeyer

colocou-se a sacarose, no segundo colocou-se o extrato de levedura e no

ultimo, os sais. Os erlenmeyers foram tamponados, levados a autoclave a 121

°C por 15 minutos e em seguida, apos resfriamento, juntou-se a sacarose, 0

extrato de levedura e os sais em um unico erlenmeyer e sob a chama do bico

de Bunsen adicionou-se 200 mL do meio de pré-fermentacdo que continha a

Zymomonas mobilis. O meio foi incubado a 30 °C por 72 h. Na Tabela 4 estéo

dispostos os compostos utilizados no meio de fermentacao.

Tabela 4 - Composi¢cdo do Meio de Fermentacao.

Composto Quantidade (g L)
Sacarose 200,0
Extrato de levedura 2,0
KH2PO4 2,0
MgS0O4.7H20 0,5
(NH4)2S04 1,0

3.3.3 Centrifugacéao e Filtracdo do Meio de Fermentacéo

Ap6s 72 h de fermentacéo,

realizaram-se 0s procedimentos de

centrifugagcéo e filtracdo do meio de fermentagcdo para que houvesse a
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remocédo das células contidas no sistema. A Centrifugacao foi realizada a 4 °C,
utilizando uma rotacdo de 13500 g por 15 min. E a filtracdo foi feita em um

sistema de filtracdo a vdcuo com membrana de 0,22 pm.

3.3.4 Fracionamento de Levana Produzida por Precipitagéo

Abaixo segue uma explanacdo dos calculos realizados nos
procedimento de fracionamento. Para se fracionar a levana na concentragao

etandlica de interesse utilizou-se a Equacéo 1:

Va.Ca + VE.CF = VM.Cm Equacéo 1

Onde:

Vv= Volume da Mistura = representa o volume total do sistema (solugéo
agquosa de levana + volume de etanol presente no sistema ou volume de etanol
a ser acrescentado).

Cwm = Concentracéo da Mistura = representa a concentracao etandlica desejada
(a ser preparada).

Va = Volume do Alcool = representa o volume de etanol a ser adicionado para
atingir a concentracdo desejada.

Ca = Concentracdo do Alcool = representa a concentracdo de etanol P.A.
(neste caso 98%).

Ve = Volume do Meio Filtrado = representa o volume do sistema antes da
adicdo de etanol.

Cr = Concentracdo do Meio Filtrado = representa a concentracdo de etanol do

sistema antes de adicionar qualquer volume de etanol.

Dessa forma, calcularam-se os volumes que seriam utilizados para
produzir o polissacarideo que precipita nas concentra¢ées de 10, 20, 30, 40 e
50%, codificadas de F10, F20, F30, F40 e F50, respectivamente. Lembrando
gue as cadeias precipitadas em diferentes concentracdes de etanol possuem a
mesma unidade minima repetitiva, diferenciando apenas no peso molecular. E

importante salientar que as cadeias de maior peso molecular precipitam em
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concentracbes menores de etanol e o inverso é verdadeiro para as moléculas
de pesos moleculares menores, que precipitam em concentragcdes maiores.

Entdo para a fragéo codificada de F10, colocou-se 227,27 mL de etanol
(baseado na Equacdo 1), esperou-se decantar, retirou-se a solucéo
sobrenadante e a reservou para o proximo fracionamento (F20). O sélido
decantado foi solubilizado em agua deionizada, congelado, liofilizado e
codificado como F10. O mesmo procedimento fez-se para as fracbes F20, F30
e F40.

Por fim, pegou-se todo o volume sobrenadante obtido na fracdo F40,
fizeram-se os calculos e adicionou-se ao sistema 4487,17 mL de etanol,
esperou-se decantar e descartou-se a solucdo sobrenadante. O sdlido
decantado foi solubilizado em agua deionizada, congelado, liofilizado e
codificado como F50. A levana da fracdo 50 foi caracterizada por
espectroscopia na regido do infravermelho e por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de 'H e 3C, além da técnica bidimensional de
RMN COSY.

3.4 OXIDACAO DA LEVANA

A reacado (Figura 15) procedeu-se em um baldo colocando 20 mL de
agua deionizada, 0,1412 g (0,083 mmol) de levana e 0,018 g (0,087 mmol) de
periodato de potassio. Foi colocado em agitacdo constante durante sete horas.
As carbonilas presentes no composto oxidado foram quantificadas pelo método
colorimétrico de determinacdo de aldeido. O composto foi caracterizado por

espectroscopia ha regiao do infravermelho.
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Figura 15 - Reacao de oxidacao da levana.
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3.4.1 Avaliagdo Quantitativa de Carbonila na levana Oxidada

O teste foi realizado através do método colorimétrico de determinacgéo
de aldeido (LAPPIN; CLARK, 1951) na levana considerando as solucodes
oxidadas a 10% e a 25%, para realizacdo do teste foi necessario preparar as

seguintes solucoes:

e Solucéo de Metanol Livre de Carbonila
Adicionou-se 5g de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNH) a 500 mL de metanol,

adicionaram-se algumas gotas de acido cloridrico e destilou-se.

e Solucéo de 2,4-dinitrofenilhidrazina (Saturado)
Em um béquer, colocou-se em torno de 20 mL de metanol destilado e

DNH até saturar a solucao.

e Solucdo de Hidroxido de Potassio
Pesou-se aproximadamente 10 g de hidroxido de potassio e dissolveu-
se em 20 mL de agua destilada, transferiu-se para um baldo volumétrico de

100 mL e completou-se o volume com metanol destilado, até o menisco.

e Solucédo de Glutaraldeido
A partir da solucdo comercial de glutaraldeido de 25%, fizeram-se

diluicdes entre as concentracdes de 103 a 10"mol L.

ApoGs a preparacdo das solucbes citadas anteriormente, em tubos de

ensaios foi colocado 1 mL da solucdo de levana oxidada ou da solucdo de



47

glutaraldeido (para fazer a curva de calibracdo ), 1 mL da solucédo saturada de
DNH e 1 gota de &cido cloridrico concentrado.

Os tubos foram aquecidos em banho-maria a 100 °C por cinco minutos.
Em seguida resfriou-se e adicionou-se 5 mL de hidréxido de potassio.
Realizando assim a espectroscopia de absorcdo eletrdnica monitorando o

maximo de absorcdo em 480 nm.

3.5 MODIFICACC)ES NA MATRIZ DA LEVANA OXIDADA
3.5.1 Modificacao da Levana Oxidada | (Utilizando etilenodiamina)

A reacdo (Figura 16) procedeu-se em um baldo colocando 1 ¢
(aproximadamente 6 pmol) de levana oxidada, 103,4 pL (1543, 5 umol) de
etilenodiamina e deixou-se em um sistema de agitacao por 24 h, apos o tempo
decorrido adicionou-se borohidreto de sodio deixando reagir por mais 12 h sob
agitacdo constante. O produto final foi liofilizado e armazenado em geladeira
com o cédigo Levoxietileno. O composto foi caracterizado por espectroscopia

na regido do infravermelho e ressonancia magnética nuclear de *H e 3C.

Figura 16 - Reacdo de Modificacdo da Levana Oxidada I.
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3.5.2 Modificacdo da Levana Oxidada Il (Utilizando glicina)

A reacdo (Figura 17) procedeu-se em um baldo colocando-se 1 g
(aproximadamente 6 pumol) de levana oxidada, 0, 23 g (3080,0 umol) de glicina
e deixou-se em um sistema de agitacdo por 24 h, apo6s o tempo decorrido
adicionou-se borohidreto de sodio deixando reagir por mais 12 h sob agitacao

constante. O produto final foi liofilizado e armazenado em geladeira com o
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codigo Levoxiglicina. O composto foi caracterizado por espectroscopia na

regido do infravermelho e ressonancia magnética nuclear de 'H e 3C.

Figura 17 - Reacao Modificagcédo da Levana Oxidada Il.
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3.5.3 Modificacédo da Levana Oxidada Il (Utilizando 3-amino-1,2-propanediol)

A reacéao (Figura 18) procedeu-se em um baldo colocando-se 1 g (5, 88
pmol) de levana oxidada, 120 pL (3080,0 pmol) de 3-amino-1,2-propanediol e

deixou-se em um sistema de agitacdo por 24 h, apés o tempo decorrido

adicionou-se borohidreto de sédio deixando reagir por mais 12 h sob agitacéo

constante. O produto final foi liofilizado e armazenado em geladeira com o

coédigo Levoxiamino. O composto foi caracterizado por espectroscopia na

regido do infravermelho e ressonancia magnética nuclear de H e 3C.

Figura 18 - Reacao Modificacdo da Levana Oxidada lll.
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3.6 AVALIACAO QUALITATIVA DE AMINA

Para os compostos que foram submetidos as modificacbes dos
compostos Levoxietileno, Levoxiglicina e Levoxiamino foram realizados os
testes de avaliacdo qualitativa de amina. Preparou-se uma solucao de 2% de p-
dimetilaminobenzaldeido (revelador de amina) em 98 % de metanol (m/m). Em
tubos de ensaios colocou-se 0,5 mL do composto avaliado e 0,5 mL de solucao

reveladora e observou se houve mudanca de coloragéo pra a cor amarela.

3.7 INCORPORACAO DOS IONS Pt2* A MATRIZ DO LEVANA MODIFICADA
3.7.1 Incorporacéo dos lons Pt?* a Matriz do LEVOXIETILENO

Em um bal&do colocou-se 5,88 umol de Levoxietileno e 1543, 5 ymol de
tetracloroplatinato de potassio sob agitacdo por 3 horas, a reacao foi realizada
em agua com temperatura ambiente. O produto foi dialisado, congelado e
liofilizado. O composto foi caracterizado por espectroscopia de infravermelho e
ressonancia magnética. O mesmo procedimento foi utilizado para a

incorporacao de platina nos ligantes Levoxiglicina e Levoxiamino.

3.8 CARACTERIZACAO

3.8.1 Difratometria de Raios-X

Os difratogramas de raios-X foram obtidos em equipamento Difract ACT,
série 100-Siemens, utilizando a linha de cobre Ka, com passo de 0,02 e
varredura de 10° a 60°.

3.8.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho

Os espectros vibracionais dos compostos foram obtidos a partir da

técnica de pastilha de KBr. O equipamento utilizado foi um espectrofotdmetro
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com transformada de Fourier, Bruker, modelo IF66, abrangendo a regido de
4000 a 400 cm, cuja resolucédo espectral foi de 4 cm™.

3.8.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e de *C

As andlises de RMN foram feitas no equipamento VARIAN Unity Plus
300, com freqiiéncia de 300 MHz para 'H e de 75 MHz para 3C. Os
deslocamentos quimicos estdo expressos em partes por milhdo (ppm) em
relacéo aos picos residuais de H2O.

3.8.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de %Pt

As analises de RMN foram feitas no equipamento VARIAN Unity Plus
300. Na espectroscopia de RMN no que se refere a platina, o isétopo °°Pt,
apresenta-se razoavelmente sensivel quanto a sua deteccdo, devendo
solugbes, com concentracdes iguais ou superiores a 10 mmol L*,serem
suficientes para adquirir um sinal, sem maiores dificuldades devido a
abundancia natural de 33,8% (ISMAIL et al., 1980).

A janela espectral para os deslocamentos quimicos de %Pt (5'%Pt) é
relativamente grande (amplitude de 15000 ppm), sendo extremamente
dependente do estado de oxidacdo (Pt° Pt'" ou Pt"V) e do ambiente quimico
presentes na primeira esfera de coordenacédo do nucleo de platina (STILL et al.,
2007)

3.8.5 Espectroscopia de Absorcao Eletronica UV/Visivel

Os espectros de absorcdo dos compostos foram obtidos em solucéo
aquosa, com concentracdes em torno de 10° mol L. O espectrofotbmetro
utilizado foi o Perkin EImer modelo Lambda 6, operando com lampada de
tungsténio (faixa de 800-340 nm) e com lampada de deutério (faixa 350-190

nm).
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3.9 ENSAIOS BIOLOGICOS

3.9.1 Avaliagao da Citotoxicidade em Células Tumorais

Foram utilizadas linhagens de células HEp-2 (carcinoma de laringe
humana) e NCI-H292 (carcinoma muco epiderméide de pulm&o humano),
MCF-7(cancer de mama humano), HL-60 (leucemia promielocitica aguda),
HCT- 116 (carcinoma colorretal) e Molt-4 (leucemia linfoblastica aguda)
mantidas em meio de cultura RPMI 1640 no Departamento de Antibidticos da
UFPE.

Os meios foram 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 CO. As
amostras testadas foram Levoxietileno, LevoxietilenoPt, Levoxiamino,
LevoxiaminoPt, Levoxiglicina e LevoxiglicinaPt, Levoxi e Levana, sendo
dissolvidas em agua com concentragéo de 5 mg mit.

A atividade citotoxica foi realizada através do método do MTT brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (ALLEY, 1988; MOSMANN,
1983). As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas por 24
h. Em seguida, as amostras, dissolvidas em agua foram adicionadas aos po¢os
em concentragdo final de 25 pg/mL. O farmaco doxorrubicina (5 pg mL?) foi
utilizada como padréo. Apds 72 h de reincubacao foi adicionado 25 puL de MTT
(5 mg mL') e depois de 3 h de incubacgdo, o meio de cultura com o MTT foram
aspirados e 100 yL de DMSO foi adicionado a cada poco. A absorbancia foi
medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda de 560 nm. Os
experimentos foram realizados em quadruplicata e a percentagem de inibicdo

foi calculada no programa GraphPadPrism7.0.


http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
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3.9.2 Avaliagdo de Atividade Antimicrobiana

O potencial antimicrobiano da matriz de levana, da levanas aminadas e
da levana oxidada foi avaliado frente &as bactérias gram-positivas
Staphylococcus aureus (UFPEDA 02), Bacillus subtilis (UFPEDA 86),
Enterococcus faecalis (UFPEDA 138) e bactérias gram-negativas Escherichia coli
(UFPEDA 224), Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 416), bem como para 0s
fungos Candida albicans (UFPEDA 1007), Candida utilis (UFPEDA 1009),
Candida krusei (UFPEDA 1002).

As bactérias e fungo foram provenientes da colecdo de microrganismos
do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. A
Concentragdo minima inibitoria (CMI) foi realizada através da técnica de
microdiluicdo em multiplacas com 96 pocos (PESSOA et al., 2014). Os meios
de cultura empregados foram o Agar Sabourand Liquido (para fungo) e Agar
Muelle-Hinton (para bactérias). O Metronidazol (2,5 pg/mL) e Fluconazol (2,5
pg/mL) foram usados como controle positivo, enquanto o alcool etilico como
controle negativo. As andlises foram realizadas em triplicata e as microplacas
foram cultivadas a 37 °C por 18-24 h para bactérias e 30 °C por 48-72 h para o
fungo. Apods o periodo de cultivo, as microplacas foram reveladas com a adicéo
de 10 pL da solugéo de risazurina a 0,01% e incubadas por 3 h. (CLSI, 2010;
BEZERRA et al.,, 2017). A CMI foi definida como a menor concentracdo da
amostra que inibiu o crescimento do microrganismo, com concentracédo final de
2500 pyg mL2.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 NA SINTESE DOS COMPLEXOS: HEXACLOROPLATINATO E
TETRACLOROPLATINATO DE POTASSIO.

4.1.1 Aspecto fisico

Os complexos tetracloroplatinato de potassio (K2PtCls) (composto
precursor na sintese dos demais complexos) e hexacloroplatinato de potassio
(K2PtCle) foram produzidos com sucesso. O complexo hexacloroplatinato de
potassio sintetizado através da recuperacdo de residuos de platina foi obtido
sob a forma de cristais de cor amarela (com rendimento de 98%) (Figura 19.a)
e 0 complexo tetracloroplatinato de potassio se apresentou na forma de cristais

agulha de cor avermelhada, a reacao teve rendimento de 90% (Figura 19.b).

Figura 19 - (a) Cristais de hexacloroplatinato de potassio e (b) cristais de

tetracloroplatinato de potassio.

(@)

4.1.2 Difratometria de Raios-X (DRX)

O hexacloroplatinato e o tetracloroplatinato de potassio foram
caracterizados por difratometria de raios-X (DRX), obtendo um difratograma
com picos caracteristicos dos complexos formados e condizente com o0s
existentes no banco de dados do JCPDS (do inglés: Joint Committee on
Powder Diffraction Data) (Figuras 20 e 21), inferindo, portanto, a formagao dos

compostos desejados.
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Figura 20 - Difratograma de raios-X do hexacloroplatinato de potassio (K2PtCle)

- dados experimental e do banco de dados sobrepostos.
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Figura 21 - Difratogramas de Raios-X do tetracloroplatinato de potassio (K2PtClas) -

dado experimental e do banco de dados sobrepostos.

< Raw Data »

30000

L REIERE

20000

IZL)

10000

P=—(110)
P=—200}
Fe(z10)
F=——tzz0s
{300}

=

=

b {320}

b——(210)

b

=

3

4.2 NA PRODUCAO DE LEVANA
4.2.1 Eficiéncia das etapas na producao e aspecto fisico

Os ensaios realizados com o meio de cultura Agar Nutritivo com
finalidade de verificacdo de contaminacdo durante o0s processos de
crescimento e fermentacdo ndo apresentaram crescimento de microrganismos.
E importante salientar que Zymomonas mobilis ndo cresce em meio de Agar
Nutritivo, entdo se houvesse 0 crescimento este deveria ser atribuido a uma

contaminagao, ou seja, presenca de outro tipo de microrganismo, indicando
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que o procedimento ndo estava sendo estéril e que ndo poderia dar
continuidade as proximas etapas.

A inoculacdo no meio de cultura SDL, que tem como funcéo
proporcionar o desenvolvimento e posterior conservacao do microrganismo, se
procedeu de forma eficiente e estéril, ocorrendo o desenvolvimento do
microrganismo observado pela turbidez do meio e a formacao de espuma.

O meio de pré-fermentacdo tem como finalidade multiplicar as bactérias
existentes (crescidas) no meio para que a fermentacdo principal seja mais
intensa, este possui 0s mesmo componentes do meio de fermentacdo, meio
gue ocorre a producdo do polissacarideo, diferenciando apenas na quantidade
de sacarose utilizada.

Assim, 0 crescimento de Zymomonas mobilis aconteceu em 24 horas,
sendo bem sucedidas as etapas de pré-fermentacdo e a fermentacdo nos
tempos propostos na metodologia aplicada. Na Figura 22 (A), foi apresentada a
imagem do meio de pré-fermentacdo antes da inoculacdo e sua mudanca fisica
apos 24 horas, mostrada na Figura 22 (B); onde é perceptivel a turbidez que
indica o crescimento do microorganismo no sistema.

Figura 22 - Meio de pré-fermentacéo: antes da inoculacédo (A) e apds 24 horas

de inoculacéo (B).

A levana total produzida e liofilizada apresentou-se na forma de um
solido esponjoso de coloracdo branca [Figura 23 (B)]. Na Figura 23 (A),
também se pode observar o meio de fermentacdo apds adicdo de etanol
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apresentado a coloracdo branca referente a levana no momento do

fracionamento.

Figura 23 - (A) Levana fracionada (F50) e (B) liofilizada.

I

As fracbes obtidas tém peso molecular especifico para cada
concentracdo de etanol (SILVA, 2010). Este fracionamento serviu como um
método de purificacdo da levana para obter a fracdo desejada e permite a
obtencédo de diferentes faixas de massa molecular desse biopolimero (Tabela
5).

Tabela 5 - Massa molecular viscosimétrica média, para a levana, obtida em

cada uma das etapas de fracionamento etandlico (SILVA, 2010).

Fracdo de levana | Massa Molecular Viscosimétrica Média (g.mol™?)
F10 313.940
F20 230.851
F30 217.202
F40 210.897
F50 170.100
F60 75.650
F70 33.854

A fracdo precipitada com 50% de etanol (F50) apresenta-se

predominante com uma contribuicdo de 80% da massa total obtida na
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producdo do polimero utilizando Zymomonas mobilis, assim como mostra a
Tabela 6, encontrada na literatura, que apresenta os percentuais de massa de
levana obtidos nas distintas fracdes obtidas no fracionamento. Assim, a
escolha da fracdo F50 para a sintese do composto final contendo platina é
dada devido a grande producdo desta por parte do microorganismo (sob
condi¢gdes mencionadas).

Na Tabela 6 também se pode observar as fragcbes F60 e F70 que ndo
foram fracionadas no procedimento deste trabalho, pois assim como as fracoes
F10, F20, F30 e F40 ndo havia interesse nas fragcOes devido os pequenos
valores de massa produzida, porém, mesmo diante dos baixos percentuais as
fracOes iniciais foram fracionadas, por necessidade, no intuito de purificar a
matriz até conseguir a fracéo F50.

Tabela 6 - FragGes de levana obtidas a partir dos percentuais de etanol (SILVA,

2010).
Codigo das fracdes Percentual de levana Percentual de Etanol
F10 11 10
F20 ~1,0 20
F30 11 30
F40 6,6 40
F50 80 50
F60 4,5 60
F70 2,3 70

4.2.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho

No espectro na regido do infravermelho da levana F50 (Figura 24) foi
possivel observar todas as transi¢des caracteristicas de polissacarideos (POLI
et al., 2009). No espectro, o estiramento de forte intensidade na regido de 3386
cm? evidencia a presenca dos grupos OH e a banda em 2947 cm é referente
ao estiramento vibracional C — H presentes em polissacarideos (SARILMISER
et al., 2015).
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Em 1647 cm foi observado uma banda, associada ao estiramento de
C=0 comum em carboidratos.8! As vibracdes de estiramento pertencente as
ligagbes glicosidicas C — O — C (entre 1120 — 1020 cm) provinda do anel
furano também sdo observadas no espectro de polimeros do tipo levana.®
Neste trabalho, foi possivel observar a presenca desses picos entre 1097 — 918
cm! sendo o de maior fregliéncia atribuido ao grupo éter do anel furanosidico,
enquanto o de menor frequiéncia refere-se ao da ligacdo glicosidica (ALLEY,
1988).

Figura 24 - Espectro de infravermelho da levana F50.
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4.2.3 Ressonancia Magnética Nuclear

Para uma completa caracterizacdo da matriz em estudo foram realizadas
medidas de ressonancia magnética nuclear de 'H e 3C. A Figura 25 apresenta

0 espectro de ressonancia magnética nuclear de *H da F50.
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Figura 25 - Espectro de RMN 'H (300 MHz) em D20, da levana F50.
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Apods a andlise do espectro de RMN 'H da levana F50 é possivel observar
sinais entre 4.2 — 3.2 ppm, referentes aos sete prétons presentes na estrutura
da levana (ALLEY, 1988; AMMAR et al., 2002). Para elucidar o acoplamento
dos hidrogénios da estrutura fez-se uma analise de correlacdo homonuclear
bidimensional (*H - 'H) denominada COSY (do inglés: Correlation
Spectroscopy) que identifica os hidrogénios acoplados. Nesta analise, foi
possivel observar as interacfes entre os hidrogénios dos dois grupos metina (3
e 4) em A; correlacdes entre os hidrogénios pertencente ao carbono da ligacao
glicosidica 6 e os hidrogénios metilenos 5 e 4 em C e B, respectivamente; e as
correlacdes entre os hidrogénios do carbono 1 e os hidrogénios da hidroxila em
D (Figura 26).



60

Figura 26 - Espectro de RMN bidimensional (COSY) para a levana F50, em DO

com a correlacédo (*H - *H) em linhas vermelhas.
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O espectro de ressonancia magnética nuclear de 3C da levana F50 esta
mostrado na 27. O espectro de RMN 3C apresentou seis picos caracteristicos
da matriz de levana quando comparados ao da literatura,” com valores em
ppm bem préximos aos citados em Silva (2010), neste trabalho, as atribuicbes
dos picos foram baseadas no deslocamento apresentado em comparacao ao

descrito na literatura, assim os picos encontrados foram:

Cl -6 59,88; referentes ao carbono que apresenta maior blindagem sendo
deslocado para a direita.

C2 =05 104,15; referente ao carbono anomérico (ligado diretamente a dois
atomos de oxigénio).

C3, C4 e C5 =25 76,27, 75,16 e 80,23; referentes aos carbonos do anel
furanosidico.

C6 =26 63,34, referente ao carbono lateral que forma ligacao glicosidica.
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Figura 27 - Espectro de RMN 3C (75 MHz) em D0, da levana F50.
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4.3 NA OXIDACAO DA LEVANA

4.3.1 Espectroscopia na Regiéo do Infravermelho da LEVOXI

A oxidacao da levana foi realizada com o intuito de facilitar as proximas
modificacdes e foram feitas a 10 e 25%, isto significa que apenas essas
percentagens da matriz foram modificadas pela reacdo de oxidacdo. Esta
precaucao € tomada para que nao haja uma desativacdo da atividade biolégica
da levana, pois caso isso aconteca poderia ndo haver aquele desejado
direcionamento ao tumor, além disso, mantendo a atividade temos a
possibilidade de aperfeicoar o sistema final. A levana utilizada nas
modificacdes com as aminas foi a levana oxidada a 25%.

A levana oxidada (LEVOXI) apresentou ainda absorcdes caracteristicas
da levana, conforme ilustrado na Figura 28, como o estiramento na regido de
3207 cm? decorrente da presenca dos grupos OH, a banda em 2923 cm
referente ao estiramento vibracional C—H, e ainda as vibragcbes de estiramento

pertencente as ligacdes glicosidicas C—O-C aproximadamente entre 1120 —
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1020 cm? provinda do anel furano também sdo observadas no espectro de
polimeros do tipo levana (PESSOA et al., 2014).

Na reacdo de oxidacao da levana com o periodato de potédssio ocorre a
cisdo seletiva de ligacbes quimicas entre atomos de carbono das hidroxilas
vicinais no anel da frutose, resultando na formacéo de dois grupos de aldeidos
reativos (SARILMISER; ONER, 2014). Assim, na Figura 29, podem ser
percebidas duas novas bandas em 1631 e 1608 cm™ que podem ser atribuidas
ao grupo funcional C=0 de aldeido que ja era esperado em decorréncia da
oxidacao.

Ainda no espectro de infravermelho da LEVOXI / LEVANA, observa-se
gue o perfil da banda de O—H mudou significativamente, assim pode-se supor
gue provavelmente a banda antes que foi atribuido apenas as hidroxilas da
levana (em 3368 cm) era compostas de duas absor¢ées distintas, a primeira,
localizada préximo a 3200 cm™ referente as hidroxilas da levana (PESSOA et
al., 2014) e a segunda associada as liga¢cfes de hidrogénio intramolecular (em
3583 cml). Assim, com a oxidacédo essas ligacdes de hidrogénio se mostraram
com absor¢cfes menos intensas visualmente nos espectros sobrepostos da
Figura 29.

Figura 28 - Espectros de infravermelho da levana F50 e da levana oxidada

(LEVOXI) em sobreposicao.
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4.3.2 Avaliagdo Quantitativa de Carbonila

Para a determinacdo do grau de oxidacdo das unidades frutosidicas foi
utiizado o método colorimétrico de determinacdo de aldeido, também
conhecido por método 2,4-dinitrofenil hidrazina (2,4-DNH), para quantificacdo
espectrofotométrica de carbonilas. Com a finalidade de tragar a curva de
calibracao foram utilizadas solu¢cbes de glutaraldeido com concentracdes de
104 até 10° mol L*(Tabela 7), e medidos seus respectivos espectros de

absorcéo, neste caso foram coletados os maximos em 480 nm.

Tabela 7 - Concentracdes das solugcbes de glutaraldeido e seus respectivos

maximos de absorcédo (ABS) em 480 nm.

[ 1= concentracédo da solucéo de glutaraldeido ABS
10* 0,232564
7,8 x10° 0,182959
6 x 10° 0,147620
4x10°% 0,116741
2,5x10° 0,083634
10° 0,060449

Na Figura 29 € mostrada a curva de calibragdo com seu respectivo
coeficiente de correlacdo, sugerindo que nestas concentracfes a amostra tem

comportamento linear.

Figura 29 - Grafico da concentracdo de glutaraldeido com sua absorbancia,

monitorada em 480 nm.
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Para a quantificacdo das carbonilas presentes apdés a sintese de
oxidacao das unidades frutosidicas, preparou-se 4 amostras da levana oxidada
a 25% e 10%. Apos reagdo com a 2,4-DNH foram medidas as absorbancias
cujo maximo monitorado foi em 480 nm.

Na sintese a 25%, onde se utilizaram os seguintes parametros: 7h de
reacdo, 4 amostras, concentracdo = 1,46972x10* mol L, foram medidos as
seguintes absorbancias: A1 = 0,0998; A2 = 0,0999; A3= 0,0997; A4= 0,0999,
com média 0,099825. Este valor deve-se a uma concentracdo de carbonilas
igual a 3,225x10°mol L* (Figura 30). Assim, o percentual de oxidacdo da
levana, partindo de uma reacgéo a 25%, foi 22,025% de oxidacao real, baseado

no percentual de carbonilas obtidos a partir do método da 2,4-DNH.

Figura 30 - Gréfico de correlacdo indicando o valor correspondente a uma
absorbancia de 0,099825.

0,24

0,22

4| Data Info =1xl

V| Transpoze Show &l Colurnng
| Show Short and Long Mame

LR = Data Reader. C1 = Cursor 1, C2 = Cursor2

DR [26]
Flat n \d
Walue | 3.225E-5 0033525
Column | &-Independent *Yariable | B-Linear Fit of B
Sheet FitLinearCurves1
Book  EBookl

0,20

nasd E

0,16

0,14

ABS

0,12

0,10

0,08

0,06

0,04
B T T T T T T T T T T
0,00000 0,00002 0,00004 000008 0,00008 0,00010

[Glutaraldeido]

Para a sintese a 10% foram utilizados os seguintes parametros: 7h
reacdo, 4 amostras, concentracdo = 1,46972x10* mol L, as seguintes
absorbancias foram obtidas: A1 = 0,0634; A2 = 0,0633; A3= 0,0635; A4=
0,0633 cuja média foi 0,063375 (Figura 31). Assim, o percentual de oxidac&o
da levana, partindo de uma reacdo a 10% € de 8,9969% de oxidacédo real

baseado no percentual de carbonilas obtidos a partir do método da 2,4-DNH.
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Figura 31 - Grafico de correlacdo indicando o valor correspondente a uma
absorbancia de 0,063375.
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4.4 NAS MODIFICACOES NA MATRIZ DA LEVANA OXIDADA COM AMINAS

Foi necessario fazer modificacdes além da oxidac&do para que a matriz
da levana e a platina (Il) tivessem mais afinidade. Sendo assim, foram testadas
trés modificacdes utilizando como fonte do agrupamento amino as substancias:
etilenodiamina, glicina e 3-amino-1,2-propanediol.

A levana oxidada modificada com agrupamentos amino foi avaliada
gualitativamente através do revelador de amina p-dimetilaminobenzaldeido
obtendo resultados positivos para os trés compostos. E ainda foi caracterizada
pelas espectroscopias de infravermelho e ressonancia magnética nuclear.

A seqguir serdo apresentados os resultados individuais das trés
modificacdes, codificadas por Levoxietiieno, Levoxiglicina e Levoxiamino.
Lembrando que, espera-se que as modificacbes apresentarem modos
vibracionais caracteristicos da levana, por se tratar de uma modificacdo parcial

de 25% da matriz polimérica.
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4.4.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho: Levoxietileno,

Levoxiglicina e Levoxiamino

No espectro do Levoxietileno (linha marrom) da Figura 33 esperava-se
gue o espectro apresentasse algum modo vibracional ativo no infravermelho
referente ao grupo amino adicionado na matriz. E de fato foi possivel observar
uma nova banda em aproximadamente 1587 cm™* que pode ser atribuida ao
dobramento N — H e outra banda na faixa de 3497-3669 cm™ estiramento
simétrico e assimétrico N — H. Observa-se ainda uma nova banda entre 1000 —
1114 cm? que pode ser atribuida a vibracdo da ligacdo C — N, indicando a
incorporacao de nitrogénio a matriz de levana oxidada (PAVIA et al., 2010;
ANTONINO, 2007).

No espectro do Levoxiglicina (linha azul) da Figura 33, observaram-se
uma nova banda na faixa de 3470-3626 cm estiramento simétrico e
assimétrico N — H. Na Figura 33 observa-se mais nitidamente uma nova banda
entre 1000 — 1149 cm™ que pode ser atribuida a vibracdo da ligacdo C — N,
corroborando para a hipétese de incorporacéo de nitrogénio a matriz de levana
oxidada (POLI et al., 2009; SARILMISER et al., 2015).

Ainda na Figura 33, no espectro do Levoxiamino (linha preta) foi
observado o surgimento de algumas bandas em ~3387cm? estiramento
simétrico e assimétrico N — H também foi possivel observar uma banda em
~1581 cm? que pode ser atribuida ao dobramento N — H. Pode-se ainda
atribuir ao estiramento observado em ~1081 cm* a vibracéo da ligagdo C — N
indicando a incorporacéo de nitrogénio a matriz de levana oxidada (POLI et al.,
2009; SARILMISER et al., 2015).
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Figura 32 — Espectro de infravermelho do Levoxiamino, Levoxietileno e

Levoxiglicina com estruturas quimicas.
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4.4.2 Espectroscopia Ressonancia Magnética Nuclear de !H dos

compostos: Levoxietileno, Levoxiglicina e Levoxiamino.

Analisando os espectros de RMN !H, na Figura 34, para 0s compostos
modificados com agrupamentos amino, foi possivel observar que alguns sinais
permaneceram com o mesmo valor de deslocamento quimico (4.2-3.2 ppm)
gue possuia antes modificacdo. Porém, sabe-se que mesmo se essa area do
espectro ndo aparentar alteracdes, pode haver novos sinais superpostos nessa
regido. Entdo, a estratégia foi selecionar novos sinais do espectro com
deslocamento quimico diferentes dos existentes na matriz oxidada pra realizar

atribuicbes dos prétons de interesse baseado na literatura.
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O espectro de RMN *H do Levoxietileno, apresentou alguns sinais novos
com deslocamento de 1,78 ppm, que podem ser associados aos protons do
CH: provindos da antiga molécula de etilenodiamina e um sinal em 8,32 ppm
gue podem ser associados aos protons do grupo amino (RICARDO, 2005).

O espectro de RMN H do Levoxiamino também apresentou um sinal
bastante deslocado caracteristico dos prétons de CH,, com valor proximo ao
valor de deslocamento quimico mostrado na literatura®, provavelmente o grupo
gue esta ligado entre as hidroxilas da levana aminada modificada com 3-amino-
1,2-propanediol. No deslocamento quimico 5,30 ppm pode-se supor que seja
0s sinais do préton do grupo amina que podem apresentar deslocados do seu
valor apresentado na literatura (GABANO et al., 2006) devido o ambiente
guimico repleto de hidroxilas.

O espectro de RMN 'H do Levoxiglicina contém poucas informacdes se
tornando dificil a associagcado de sinais, ja que os valores dos sinais de protons

apresentaram semelhantes ao da matriz oxidada.
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Figura 33 - Espectro de RMN H (400 MHz) em D-0,

da levana modificada:
Levoxi, Levoxietileno, Levoxiamino e Levoxiglicina.
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4.4.3 Espectroscopia Ressonancia Magnética Nuclear de 3C dos

compostos: Levoxietileno, Levoxiglicina e Levoxiamino.

Assim, como espectro de RMN 'H, os espectros de RMN de **C,
apresentaram-se com sinais referentes a matriz original e novos sinais que
podem ser atribuidos a matriz modificada (Figura 34). Sendo os sinais da
matriz original podendo ser identificado pelos valores dos deslocamentos,
aproximadamente: & 59,88, & 104,15, & 76,27, 875,16, 580,23 e & 63,34™.
Neste trabalho ndo foi apresentado o RMN *C do LEVOXIGLICINA, pois o

mesmo mostrou-se muito ruidoso, em diferentes analises realizadas.

Figura 34- Espectro de RMN *3C (300 MHz) em D20, da levana modificada
Levoxiamino e Levoxietileno
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45 NA INCORPORACAO DOS IONS Pt* A MATRIZ DO LEVANA
MODIFICADA

45.1 Ressonancia Magnética Nuclear de Pt dos compostos:
LevoxietilenoPt, LevoxiglicinaPt e LevoxiaminoPt

Analisando os espectros dos compostos LevoxietilenoPt, LevoxiglicinaPt
e LevoxiaminoPt, encontrados na Figura 35 observou-se que todos
apresentaram um pico proximo ao deslocamento de -1600 ppm, possivelmente
referente ao pico de ions Platina Il que ressonam em baixas frequéncias
(Figura 36). Infere-se que houve deslocamento de frequéncia apos
complexacao dos ions platina e as levana aminadas, sendo provavel também
uma mudanca no ambiente quimico deduzido pelo valor encontrado dos
deslocamentos quimicos que se refere a platina Il quando ligados a grupos
amino e agua (SARILMISER; ONER, 2014; BANCROFT et al., 1990). Assim,

pode-se inferir que a platina foi incorporada a matriz polimérica.
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Figura 35 - Espectro de RMN %Pt em DO, da levana modificada
LevoxiaminoPt, LevoxietilenoPt e LevoxiglicinaPt.
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Figura 36 - Janela espectral aproximada para os deslocamentos quimicos de
195pt, em diferentes estados de oxidacédo (ISMAIL et al., 1980).
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4.5.2 Espectroscopia de Absorcgéo Eletrénica UV-Vis do LevoxietilenoPt

A espectroscopia de absorcao eletrénica tem uma vasta aplicacdo para
identificacdo e determinacéo de inimeras espécies inorganicas e organicas. A
absorbancia de uma solucdo € geralmente estudada no comprimento de onda
no qual ela € maxima. Na Figura 37, o espectro de absorcédo eletrbnica do
tetracloroplatinato de potassio, da matriz de levana e do complexo de platina
LevoxietilenoPt  estdo sobrepostos. Pode-se observar que houve uma
mudanca no perfil das bandas do LevoetilenoPt tanto quando ha a comparacao
com o espectro da matriz da levana quanto com relacdo ao tetracloroplatinato
de potassio. Além do desaparecimento das bandas caracteristicas da levana e
do tetracloroplatinato de potassio na regido de 270 nm (aproximadamente),
também houve um deslocamento da banda mais intensa do complexo

sugerindo uma possivel complexacéo.
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Figura 37 - Espectro de absorcdo eletrbnica da matriz da levana, do
hexacloroplatinato e do complexo LEVOXIETILENOP.
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4.5.3 Espectroscopia de Absorcdo Atémica do LevoxietilenoPt

A espectroscopia de absorcdo atbmica € um tipo de andlise utilizada
para determinar qualitativa e quantitativamente a presenca de metais em uma
determinada amostra, tem como principio a absorcédo da radiacdo ultravioleta
por parte dos elétrons, devidamente excitados por uma fonte de energia. Para
a determinacéo quantitativa de platina contida na amostra, foi preciso construir
uma curva analitica (Figura 38) com solucdes padréo de platina (0, 10, 50, 75 e
100 ppm), para cada concentracdo foi obtido um valor de absorbancia,

monitorado em 265,9 nm, correspondente como mostrado na Tabela 8.
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Figura 38 - Grafico da concentracdo de solu¢des padréo de platina (0, 10, 50,

75 e 100 ppm) com sua absorbancia, monitorada em 265, 9 nm.
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Tabela 8 - Valores de concentracdo dos padrdes usados e das absorbancias

obtidas na medida de espectroscopia de absor¢cao atémica.

Concentracao Absorbancia
(ppm)
0 0
10 0,0167
50 0,0837
75 0,1386
100 0,2167

Para a solucdo contendo o complexo LevoxietilenoPt foram obtidas as
seguintes absorbancias: A1=0,1503 e A2=0,1495 cuja a média foi 0,1499 e a

concentracdo correspondente a média foi de 88 mol L2, sendo correspondente

a 2,17% de Pt?* no composto sintetizado sendo esperado 3,85% em massa de

platina Il no composto.
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4.5.4 Espectroscopia na regido do infravermelho do LevoxietilenoPt,

LevoxiaminoPt e LevoxiglicinaPt

A caracterizagdo por espectroscopia na regido do infravermelho foi
realizada com o intuito de percebermos se houve alguma mudanga espectral
gue nos sugerisse uma complexacdo entre o ligante Levoxietileno e o ion Pt?*,
Na Figura 39 foi percebido que o espectro do Levoxietileno (linha preta)
possuia uma banda em 1587 cm caracteristico do estiramento C=N e que
este estiramento sofreu um sensivel deslocamento para a direita apds a reacao
com os fons Pt?*, sugerindo que houve uma complexacéo.

Na Figura 40, analisou-se a forma espectral do LevoxiaminoPt e do
Levoxiamino e percebeu-se que uma banda em 1592 cm que provavelmente
pode ser associada ao estiramento C=N que deve ter se deslocado por ter se
complexado aos ions platina. E por fim, na Figura 39, n&o foi encontrado

mudancas relevantes que ajude a hipotese de complexacao.

Figura 39 - Sobreposicdo dos espectros de infravermelho do complexo
LevoxietilenoPt e do ligante Levoxietileno.
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Figura 40 - Sobreposicdo dos espectros de infravermelho do complexo

LevoxiaminoPt e do ligante Levoxiamino.
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Figura 41 - Sobreposicdo dos espectros de infravermelho do complexo

LevoxiglicinaPt e do ligante Levoxiglicina.
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4.6 NOS ENSAIOS BIOLOGICOS

4.6.1 Avaliacdo da Citotoxicidade em Células Tumorais

Baseando-se em Rodrigues et. al.,, 2014, o potencial das amostras
testadas pode ser avaliado em uma escala de Citotoxidade. Entdo, as amostras
com atividade, apresentam 95 a 100 % de inibicdo de crescimento celular, as
amostras com atividade moderada, apresentam inibicdo variando de 70 a 90%
e amostras sem atividade, apresentam inibicdo de crescimento menor que 50
% (RODRIGUES, 2014).

Foi avaliado o potencial de inibicdo de crescimento celular de oito
amostras listadas na Tabela 9, frente as linhagens de células: HEp-2
(carcinoma de laringe humana), NCI-H292 (carcinoma muco epidermdide de
pulmdo humano), MCF-7(cancer de mama humano), HL-60 (leucemia
promielocitica aguda), HCT- 116 (carcinoma colorretal) e Molt-4 (leucemia
linfoblastica aguda).

Foi testado em varias concentracbes (0,098 — 25ug/mL) para a
determinacdo da concentracao que inibe 50 % do crescimento em relacdo ao
controle negativo (Clsg). A doxorrubicina (0,009 - 1.25 pg/mL) foi utlizada
como padrédo. A Clso e os respectivos intervalos de confianga (IC 95%) foram
calculados a partir da regressao nao linear no programa GraphPadPrism7.0.

Os compostos testados ndo apresentaram efeito citotoxico. A maior
porcentagem de inibicdo de crescimento celular foi apresentada pelo
Levoxietileno (55,3%) (Tabela 9), frente as células de leucemia promielocitica
aguda. Apesar de nao possuir atividade alta ou moderada alguns compostos
modificados apresentaram uma porcentagem de inibicdo maior do que a matriz
pura, indicando que a modificacdo quimica pode contribuir com um aumento de

inibicdo desse sistema frente a células tumorais.
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Tabela 9 — Porcentagem de inibicdo de crescimento celular das amostras
avaliadas.

Amostras Células / % de inibicao
HL-60 NCI-H292 HCT-116 Molt-4 Hep-2 MCF-7
Levana 15,7 27,6 0,0 10,8 - -
Levoxi 0,0 26,3 0,0 28,5
Levoetileno 33,9 31,7 17,8 13,1 13,7 9,8
LevoxietilenoPt 55,3 39,6 0,0 14,2 43,7 25,14
Levoxiamino 0,0 10,2 6,6 0,0 - -
LevoxiaminoPt 0,0 17,7 7,0 10,5 - -
Levoxiglicina 0,0 13,5 24,9 -
LevoxiglicinaPt 12,5 24,8 0,0 22,3 - -
Doxirrubicina 97,5 71,2 251 95,3 52,6 73,2

4.6.2 Avaliacao de Atividade Antimicrobiana

Os valores das concentracbes minimas inibitorias (CMI) estdo
apresentados na Tabela 10. Apenas 0s compostos Levoxiamino e Levoxietileno
apresentaram concentracdes capazes de inibir o crescimento de bactérias, 625
e 1250 yg mL?, respectivamente. Para a avaliacdo da CMI feita para os
fungos, os resultados foram bastante satisfatérios. Os compostos Levoxi,
Levoxietileno, Levoxiamino e Levoxiglicina apresentaram-se capazes de inibir o
crescimento dos fungos com CMI variando entre 78,1 a 1250 yg mL™.

Os compostos modificados que apresentaram melhores resultados
guando comparados a matriz de levana pura foram o Levoxietileno que inibiu o
fungo Candida albicans com uma concentragdo de 78,1 pyg.mL?. J& os Levoxi,
Levoxiamino e Levoxiglina inibiram eficientemente a Candida Krusei ambos
com a concentracdo de 78,1 yg.mL*. Assim, revelando-se antimicrobianos em

potencial.
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Tabela 10 — Concentracdo minima inibitéria da levana e das levanas

modificadas.

Concentragdo Minima Inibitéria — CMI (ug/mL)

Microrganismos Levana  Levoxi Levoxiamino Levoxietileno Levoxiglicina
Bactérias S.aureus 2500 2500 2500 2500 2500
Gram
. B subtilis 2500 2500 2500 2500 2500
Positivas
E.faecalis 2500 2500 2500 2500 2500
Bactéria P. aeruginosa 2500 2500 2500 2500 2500
Gram
) E. coli 2500 2500 625 1250 2500
Negativas
C. albicans 2500 2500 156,2 78,1 2500
Fungos C. utilis 2500 2500 312,5 312,5 2500
C. krusei 2500 78,1 78,1 1250 78,1
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5 CONCLUSOES

e Os complexos de hexacloroplatinato e tetracloroplatinato de potassio foram
caracterizados por difratometria de raios-X apresentando coeréncia nos
perfis difratométrico das substancias contidas no banco de dados do
equipamento.

e A levana foi produzida, fracionada e caracterizada por infravermelho e RMN
'H e 13C apresentando bandas e picos caracteristicos a estrutura do
polissacarideo.

e A oxidacdo da levana ocorreu de forma reprodutivel e através do teste de
determinacao de aldeido na levana foi possivel identificar o percentual real
de oxidacao, quando se avaliou a reacao a 25 %, tivemos aproximadamente
22 % de oxidacao real na matriz polimérica e para uma sintese a 10 %
obteve-se um percentual de oxidacao real de aproximadamente 9 %.

e A modificacdo da levana foi bem sucedida nas trés modificacdes, o0s
produtos das modificacbes foram caracterizados por espectroscopia na
regido do infravermelho obtendo mudancas perceptiveis no espectro de
infravermelho e por ressonancia magnética nuclear de 'H e 13C
apresentando novos sinais sugerindo a incorporacdo dos grupos de
interesse.

e Os complexos de platina foram caracterizados com RMN 1%pt
apresentando um pico coincidente em todos o0s espectros em
aproximadamente ~1600 ppm referente a ions platina Il.

e Os compostos foram submetidos a ensaios biolégicos pra avaliar possiveis
atividades biolégicas, foram feitos avaliagdo de citotoxidade em células
tumorais e determinacdo da concentragcdo minima inibitéria — CMI para
inibicdo de células de bactérias e fungos. Obtendo resultados satisfatérios
para ambos os testes.

e Assim, no teste in vitro de citotoxidade de células tumorais, o
LevoxietilenoPt apresentou a maior inibicdo de crescimento (55,3%), frente
as células de leucemia promielocitica aguda.

e Com relacdo aos testes de avaliacao antimicrobiana os melhores resultados
foram oriundos do Levoxi, Levoxiamino e Levoxiglina que inibiram

eficientemente a Candida Krusei ambos com a concentragcéo de 78,1 ug mL"
1



6 PESPECTIVAS

¢ Realizar a quantificag&o de platina nos complexos: LevoxiglicinaPt e
LevoxiaminoPt.

e Realizar teste de toxidade aguda.

e Realizar teste in vivo nos complexos sintetizados para avaliar seu
comportamento frente a tumores.
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