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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar um novo agente
antitumoral, por meio da sintese de um complexo de platina(ll) com o inibidor da
tirosina cinase, dasatinibe (das), visando aumentar a afinidade com a proteina BCR-
ABL, que é central na patogénese da leucemia mieloide crénica (LMC). A sintese foi
realizada através da reagdo de K2PtCls com o ligante em metanol, sob refluxo,
utilizando reagentes em proporgédo molar 1:1. Foi obtido um sélido amarelado com
rendimento aproximado de 80%. A analise elementar confirmou a estequiometria
proposta para o complexo demonstrando percentuais experimentais de carbono,
hidrogénio e nitrogénio alinhados com os valores calculados para [Pt(das)Cl;]. A
caracterizagao espectroscopica forneceu evidéncias consistentes da formagao do
complexo. Na analise por infravermelho, o dasatinibe livre apresenta bandas
caracteristicas em 3250cm™ e 3416 cm™ (associadas aos estiramentos dos grupos
O-H e N-H, respectivamente), que foram deslocadas para 3220 cm™, 3406 cm™,
respectivamente, enquanto os estiramentos dos grupos C=N e do anel tiazol sofreram
deslocamentos para 1548cm™ e 1486cm™. Esses deslocamentos indicaram
modificagdes no ambiente eletrdbnico dos grupos coordenantes, sugerindo a
participacado dos nitrogénios dos anéis pirimidinico e tiazdlico na formagao da ligagao
a Pt(ll). A espectrometria de massas (ESI-MS) evidenciou a formagao do complexo
com um pico em m/z 754. A avaliagao da interagao do complexo com a proteina BCR-
ABL foi realizada por meio de espectroscopia de dicroismo circular e de emissao de
fluorescéncia. Os resultados de dicroismo circular revelaram que a proteina BCR-ABL,
em sua forma nativa, apresenta minimos caracteristicos em torno de 208 nm e
222 nm, indicativos de um conteudo elevado em hélices alfa. Com a adicéo
progressiva do complexo [Pt(das)Cl;], observou-se uma modificacdo na intensidade
desses minimos, 0 que sugere alteragdes no arranjo conformacional da proteina. Tais
modificagdes indicam que a interagdo com o complexo induz uma reorganizagao na
estrutura secundaria da BCR-ABL, potencialmente promovendo um ajuste que
favorece a inibigdo da atividade da tirosina cinase. Os resultados obtidos por
fluorescéncia mostraram uma supressao progressiva da emissdo dos residuos de
triptofano da proteina e evidenciaram que o complexo apresenta uma constante de
ligacao aproximadamente 11 vezes maior do que a do dasatinibe livre. Os resultados
indicam que a coordenacao de ions Pt(ll) ao dasatinibe potencializa a sua capacidade
de interagir com a proteina BCR-ABL, representando uma estratégia promissora para
o desenvolvimento de novos agentes anticancerigenos capazes de superar as
limitagdes dos tratamentos tradicionais para LMC, com potencial de reduzir a
resisténcia celular e os efeitos colaterais.

Palavras-chave: platina(ll); dasatinibe; proteina BCR-ABL; Leucemia Mieloide
Crénica; Caracterizagao espectroscopica; Interacao proteina-farmaco.



ABSTRACT

This study aimed to develop and characterize a new antitumor agent through the
synthesis of a platinum(ll) complex with the tyrosine kinase inhibitor, dasatinib (das),
aiming to increase the affinity for the BCR-ABL protein, which is central to the
pathogenesis of chronic myeloid leukemia (CML). The synthesis was performed by
reacting KzPtCls with the ligand in methanol, under reflux, in a 1:1 molar ratio. A
yellowish solid was obtained with an approximate yield of 80%. Elemental analysis
confirmed the proposed stoichiometry for the complex, resulting in experimental
percentages of carbon, hydrogen and nitrogen aligned with the values calculated for
[Pt(das)Cl,]. Spectroscopic characterization provided consistent evidence of the
formation of the complex. In infrared analysis, free dasatinib presented characteristic
bands at 3250cm™ and 3416cm™ (associated with stretching of the O—H and N-H
groups, respectively), which were shifted to 3220cm™ and 3406cm™, respectively,
while the stretching of the C=N groups and the thiazole ring underwent shifts to
1548cm™ and 1486cm™. These shifts indicated changes in the electronic environment
of the coordinating groups, suggesting the participation of the nitrogens of the
pyrimidine and thiazole rings in the coordination to Pt(ll). Mass spectrometry (ESI-MS)
evidenced the formation of the complex with a peak at m/z 754. The interaction of the
complex with the BCR-ABL protein was evaluated by circular dichroism and
fluorescence spectroscopies. The circular dichroism spectrum revealed that the BCR-
ABL protein, in its native form, presents characteristic minima around 208nm and
222nm, indicative of a high content of alpha helices. With the progressive addition of
the [Pt(das)Cl,;] complex, a change in the intensity of these minima was observed, due
to alterations in the conformational arrangement of the protein. Such changes indicate
that the interaction with the complex induces a reorganization in the secondary
structure of BCR-ABL, potentially promoting an adjustment that favors the inhibition of
tyrosine kinase activity. The results obtained by fluorescence showed a progressive
suppression of the emission of the tryptophan residues of the protein and the binding
constant of the complex was more than ten times higher than that of free dasatinib.
The results indicate that the coordination of Pt(Il) ions to dasatinib enhances its ability
to interact with the BCR-ABL protein, representing a promising strategy for the
development of new anticancer agents capable of overcoming the limitations of
traditional treatments for CML, with the potential to reduce cellular resistance and side
effects.

Keywords: platinum(ll); dasatinib; BCR-ABL protein; Chronic Myeloid Leukemia;
spectroscopic characterization; protein-drug interaction.
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1. INTRODUCAO

Uma das aplicagcdes mais importantes de complexos metalicos na clinica médica € no
tratamento do cancer. O complexo cis-diamindicloridoplatina(ll), conhecido como
cisplatina, € largamente utilizado no tratamento de diversos tipos de cancer como o
testicular, ovariano e carcinoma pulmonar [1-5]. Esta droga exerce seu efeito
citotoxico inibindo a sintese do acido desoxirribonucleico (ADN) [5,6]. No entanto, seu
uso apresenta alguns inconvenientes como o desenvolvimento de resisténcia, efeitos
colaterais, como ototoxicidade, nefrotoxicidade e incompatibilidade clinica com outras
drogas usadas simultaneamente em poliquimioterapia [5,6]. Dentre os inconvenientes
citados acima, o maior obstaculo ao uso da cisplatina no tratamento do cancer é o

aparecimento de resisténcia celular [7-14].

O ADN, devido a sua importancia no ciclo celular, € um dos principais alvos de
antitumorais. Varias enzimas clivam a ligacado fosfodiéster com elevados niveis de
seletividade para um determinado sitio, sequéncia ou estrutura a velocidades
relativamente altas considerando a alta estabilidade do esqueleto dos ésteres de
fosfato e sua resisténcia a clivagem hidrolitica. Varios grupos de pesquisa tém
sintetizado moléculas pequenas que atuem como catalisadores da hidrdlise do ADN
[17, 18, 19]. O estudo da aplicagdo na terapia do cancer de complexos metalicos

capazes de causar a quebra da molécula do ADN é bastante promissor.

A leucemia mieldide crénica (LMC) é um tipo de cancer que se inicia em células
formadoras de sangue da medula éssea. Na LMC, ocorre uma alteragao genética em
células mielodides levando ao aparecimento de um gene anormal chamado BCR-ABL,
que leva a célula a se tornar cancerosa [20]. Este oncogene (Bcr-Abl), que nao é
encontrado nas células normais, codifica a proteina BCR-ABL, que faz com que as
células da leucemia mieldide crénica cresgam e se reproduzam fora de controle [20].
A tirosina cinase C-ABL é uma proteina de sinalizagdo com multiplos papéis
fisioloégicos que vao desde a regulagao do citoesqueleto de actina até a integragéo
das respostas de danos ao ADN no nucleo. A atividade da proteina ABL é regulada
negativamente pelos dominios SH3 e SH2, que a inibem fixando-na em um estado
inativo [21, 22].
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A terapéutica da LMC foi revolucionada pelo desenvolvimento de inibidores da BCR-
ABL. Medicamentos inibidores da tirosina cinase, como o imatinibe, o nilotinibe ou o
dasatinibe, tornaram-se o tratamento padrao para a leucemia mielbide crénica [23, 24,
25]. No entanto, a evolugdo de mutantes resistentes a estas drogas faz com que seja
necessario o desenvolvimento de novas classes de inibidores de BCR-ABL [26, 27].

A Figura 1 apresenta a estrutura cristalografica da proteina BCR-ABL [27].

’ kinase N-lobe

kinase C-lobe

Figura 1: Estrutura cristalografica da proteina BCR-ABL.

Em um estudo prévio, realizado no grupo de pesquisa da professora Elene Pereira
Maia, foi demonstrado que complexos de ruténio(ll) contendo a sulfasalazina ou a
sulfametoxipiridazina interagem com o dominio ABL-SH3, através das variagées nos
espectros de correlagdao heteronuclear 1H-15N de ABL-SH3 marcada com 15N, na

auséncia e presenca do complexo metalico [28].

A disseminagao de resisténcia aos medicamentos atualmente em uso e os efeitos
colaterais provocados fazem com que seja de extrema importancia desenvolver novos

complexos que possuam amplo espectro de acdo, apresentem menos efeitos
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colaterais e, ao mesmo tempo, que sejam ativos em linhagens celulares resistentes.
Propde-se a sintese de complexos metéalicos com inibidores da proteina BCR-ABL

visando-se obter novos agentes para o tratamento de leucemia mieloide crénica.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho possui dois objetivos principais:

e Sintetizar e caracterizar um complexo de platina(ll) tendo como um dos ligantes
um inibidor de tirosina cinase (TKIl), o dasatinibe.
e Estudar as interagdes deste complexo com a proteina BCR-ABL, responsavel

pelo desenvolvimento da leucemia mieloide cronica.
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3. CONCEITOS GERAIS E REVISAO DA LITERATURA

3.1 Os complexos de platina e atividade antitumoral

A cis-diaminocloridoplatina(ll), comercialmente conhecida como cisplatina (Figura 2),
foi o primeiro complexo metalico utilizado para tratamento de tumores, sendo liberada
pela Food and Drug Administration (FDA dos EUA) em dezembro de 1978 [29].

Cl///I,, Pt“\\\\NH3

o WNh,

Figura 2: Estrutura da cisplatina [PtCI2(NH3)2].

A estrutura representada na Figura 2 nao € a responsavel pela atividade citotoxica do
composto, a verdade € que a cisplatina sofre varias reagcdes no meio aquoso, sendo
a primeira delas a substituigdo dos dois cloretos (grupos abandonadores) por duas
moléculas de H20 [30]. A concentragéo de cisplatina no plasma sanguineo é 26 vezes
maior do que no citoplasma sendo o inverso verdadeiro para sua forma totalmente
hidrolisada, [Pt(H20)2(NH3)2]?* [31]. A Figura 3 representa as reagdes de substituicéo

que ocorrem na cisplatina no meio celular.

-CI', + H,Q +
I [PtCIo(NH3)l<——— [PtCI(H,0)(NH;),]
+CI, - HyO

-CI, + H,O 24+
| [PtCI(HZO)(NH3)Z]ﬁ [Pt(H20)2(NH3),]
+CI', -H»,

Figura 3: Primeira (I) e segunda (Il) substituicdes dos cloretos da cisplatina.

Os aquaprodutos ainda podem ser hidrolisados, gerando outras trés espécies em
solugao: [PtCI(OH)(NHs)2], [Pt(H20)(OH)(NH3)2]* e [Pt(OH)2(NHs)2] [8]. Os testes
realizados para determinar a concentracido de cada uma destas espécies no meio
celular a 37°C (pH 7,4) mostraram que [PtCI(OH)(NH3)2] e [Pt(OH)2(NH3)2] estdo na
mesma concentracgao e [Pt(H20)(OH)(NH3)2]* esta em maior proporgao [32].

Estudos com células procariéticas e eucaridticas, deficientes em enzimas de reparo,
sao mais sensiveis a cisplatina, indicando que sua atividade citotoxica se deve a sua
ligagdo ao ADN [33, 34]. Os adutos Pt-ADN, gerados com a espécie [Pt(NH3)2]?*,

podem ser monofuncionais, onde cada atomo de platina se liga em apenas um sitio
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do ADN, ou bifuncionais, onde a platina se liga em dois sitios distintos, sendo o mais
comum a ligacao bifuncional da platina com duas bases de uma mesma fita [35, 36,
37]. A desestabilizagcdo da estrutura de dupla hélice faz com que a temperatura de
fusdo do ADN diminua de 55°C para 28°C [10], consequentemente ha a inibigdo da

replicagao e prolongamento de cadeia [38].

Apesar da alta citotoxicidade em células cancerosas, a cisplatina causa diversos
efeitos colaterais severos ao corpo humano sendo a toxicidade renal, gastrointestinal
e neurotoxicidade as mais relevantes [39, 40]. A toxicidade renal é a mais agressiva
dentre as demais, sendo considerada dose limitante (efeito téxico que limita a dose
maxima a ser administrada ao paciente), e, além disso, estudos mostram que o0 uso

de multiplos ciclos desta droga causa danos renais irreversiveis [41].

A fim de contornar as desvantagens do uso da cisplatina surgiram drogas de platina
de segunda geragéao: a carboplatina [42, 43] e oxaplatina [44, 45], ambas ja aprovados
para uso em pacientes. A grande vantagem destes complexos é o efeito quelante dos
ligantes que diminuem a reatividade dos complexos reduzindo os efeitos colaterais da
droga [29]. Outros complexos de platina com ligantes bidentados (nedaplatina,
lobaplatina e heptaplatina) estdo em fases de testes clinicos nos Estados Unidos,
porém ja sdo administrados em pacientes no Japéao, Coreia do Sul e China [29]. As

estruturas desses complexos sao apresentadas na Figura 4.

0
H;3N H,
~ HsN N
/Pt ’ \Pt/
HsN
8 H3N/ IV
H
o) 2

1) Carboplatina Il) Oxaplatina
/O
H, 0o
H3N 0—
3 \Pt/ N\P /O (o) Hz\ 0
-~ e BN >Pt]
H3N o— H2 (@] o Hz (o]
; (6]
lll) Nedaplatina IV) Lobaplatina V) Heptaplatina 0

Figura 4: Os complexos de platina de segunda geragéo: carboplatina (), oxaplatina (ll), nedaplatina (lll),
lobaplatina (1V) e heptaplatina (V).

Os avangos obtidos por meio dos estudos em quimica bioinorganica medicinal,

notadamente aqueles que exploram o uso de complexos metalicos de platina como
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agentes terapéuticos levaram a compreensdo aprofundada dos beneficios e
limitagdes associados a agao da cisplatina e de seus analogos. Os novos protétipos
de farmacos anticancerigenos devem visar a otimizagdo das propriedades de
farmacodinamicas e farmacocinéticas dos complexos, criando a necessidade de se
encontrar compostos ativos contra células resistentes e com menos efeitos toxicos
indesejaveis, fato que tem estimulado o desenvolvimento de uma quantidade

significativa compostos de platina [46, 47].

Neste contexto, diversos tipos de complexos foram desenvolvidos recentemente,
como os complexos polinucleares de platina [48], nanoparticulas de platina com
superficies funcionalizadas com anticorpos e outros grupos que facilitem o
reconhecimento da superficie celular também estdo em estudo [49, 50]. Outra
abordagem ¢é a sintese de complexos com medicamentos ja utilizados em tratamentos
clinicos como o os compostos organometalicos de Pt(0) e Pd(0), nos quais o metal se
liga ao C8 da fludarabina, um medicamento utilizado para tratamento da leucemia
linfocitica crénica. Os compostos avaliados exibiram atividade citotoxica seletiva
contra linhagens tumorais, com os complexos de platina apresentando uma eficacia
aproximadamente 30 vezes superior em células cancerosas em comparagao as

células nao tumorais [51].

NH,
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M = Ptou Pd
Figura 5: Complexo de Pt e Pd com a fludarabina.
3.2 A leucemia mieloide cronica (LMC)

A Leucemia Mieloide Crénica (LMC) é uma neoplasia hematolégica caracterizada pela
fusdo dos genes BCR e ABL1, a qual resulta na formacdo de uma tirosina cinase

constitutivamente ativa. Essa enzima promove uma proliferagcdo desregulada de
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células progenitoras mieloides. O principal marcador molecular da LMC ¢é o
cromossomo Filadélfia, originado por uma translocagdo reciproca entre os
cromossomos 9 e 22. A tirosina cinase BCR-ABL desencadeia uma sinalizagao
intracelular anémala, comprometendo os mecanismos normais de controle do ciclo
celular e do apoptose, culminando na expansao descontrolada de células malignas
[52].

A LMC possui baixa incidéncia de casos, cerca de dois a cada 100 mil habitantes,
entretanto, representa cerca de 15-20% dos diagnosticos de leucemia. Segundo o
Ministério da Saude, a faixa etaria com mais diagnodsticos desta neoplasia esta acima
dos 45 anos, que apresentam 80% dos diagndsticos. Além disso, os principais
sintomas da doenca sdo a palidez, cansaco e mal-estar, suor excessivo,
principalmente a noite, perda de peso, sangramento facil e hematomas e hemorragias
nasais frequentes [53]. Para o triénio 2023-2025 estima-se que serao diagnosticados

mais de 11540 novos casos de leucemia no Brasil. [54]

A doenca se desenvolve em trés fases: cronica, acelerada e blastica. Elas se diferem
principalmente pela velocidade de proliferagcdo das células doentes. Na primeira fase,
as células cancerosas ainda possuem certa semelhanga com as saudaveis, sendo
facil o controle da doenca. Entretanto, durante um periodo essa multiplicagao ocorre
de forma mais rapida, chamada de fase acelerada, o que leva ao avango da doenca
e da completa diferenca entre as células saudaveis e doentes, tornando o cancer de

dificil controle, sendo essa a fase blastica [53].

O tratamento convencional da leucemia mieloide cronica (LMC) baseia-se na
administracao de inibidores da tirosina cinase BCR-ABL, como o imatinibe, que atuam
blogueando a atividade da proteina BCR-ABL. No entanto, a resisténcia ao
tratamento, frequentemente vinculada a mutagées no gene ABL, constitui um desafio
clinico significativo. Dessa forma, cresce a necessidade de estratégias terapéuticas
alternativas capazes de superar essas limitagdes, impulsionando investigacdes sobre

novos compostos com potencial antitumoral [55].
3.3 As proteinas cinases

Proteinas cinases catalisam a transferéncia de um grupo fosfato de uma molécula

doadora, como o ATP, para um substrato especifico, em um processo conhecido
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como fosforilagdo. Essas enzimas participam de vias de transducédo de sinais
intracelulares, cujo mal funcionamento pode causar varias doengas, entre as quais, 0
cancer. Como exemplo, a tirosina cinase BCR-ABL €& alvo de medicamentos
quimioterapicos, pois ela opera como um regulador negativo do crescimento celular e
se associa a genes supressores tumorais. A leucemia mieldide crénica é um tipo de
cancer causado por uma translocagao cromossomal, fenbmeno genético que ocorre
quando um segmento de um cromossomo se rompe e se une a outro cromossomo. A
fusdo dos genes bcr (breakpoint cluster region) e ABL gera a expresséo da proteina
cinase BCR-ABL causando a leucemia mieldide cronica [56, 57]. Em conseqUéncia,
agentes inibidores de proteinas cinases s&o usados na clinica médica para tratar esse

tipo de doencas.

Todas as proteinas cinases compartilham dobras estruturais semelhantes. Isso inclui
um dominio catalitico que compreende um subdominio N-terminal menor (N-lobo) e
um grande subdominio C-terminal (C-lobo), no qual a fenda entre os dois I6bulos
forma o sitio de ligagdo do ATP. O N-lobo € composto de uma folha 8 e uma longa a-
hélice (aC-hélice), enquanto o C-lobo é predominantemente a-helicoidal. Os dois
I6bulos sao conectados pela regido de dobradiga, na qual o N-lobo pode adotar uma
ampla gama de posi¢des em relagdo ao C-lobo.-Situado no C-lobo, o motivo Asp-Phe-
Gly (DFG) é um motivo altamente conservado que faz parte do sitio de ligagdo do ATP
e coordena a ligagdo do magnésio [58]

Proteinas cinases existem em equilibrio de estados ativos e inativos, nos quais o
motivo aspartato-fenilalanina-glicina no dominio catalitico sofre mudancas
conformacionais que sao necessarias para a funcdo. Medicamentos que tém como
alvo as proteinas cinases normalmente se ligam ao sitio primario de ligagao de ATP
de um estado ativo (inibidores do tipo ) ou utilizam um bolso alostérico adjacente ao
sitio de ligagdo de ATP no estado inativo (inibidores do tipo Il). Dados cristalograficos
estdo limitados a proteinas cinases no estado inativo, o que dificulta a aplicacao de
métodos racionais de descoberta de medicamentos para o desenvolvimento de
inibidores do tipo Il [58, 59].

3.4 Dasatinibe (das) e outros inibidores de tirosina-cinase

O desenvolvimento dos inibidores da tirosina cinase partiram da descoberta da

fenilaminoperimidina (FAP) que possuia elevado potencial para inibigdo da atividade
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das proteinas cinase. Sendo assim, diversas tentativas de elaboragdo de moléculas
que possuiam caracteristicas inibitorias da tirosina cinase, gerando a descoberta do
imatinibe, o primeiro composto utilizado com finalidade de tratar a LCM devida a sua

capacidade de extinguir as células cancerosas.
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Figura 6: Estruturas da tirfostina (esq.) e FAP (dir.).

Apesar da sua eficacia existem mecanismos que tornam alguns pacientes resistentes
ao farmaco, surgindo a necessidade de desenvolvimento de novos compostos que
seriam capazes de superar as deficiéncias do Imatinibe, surgindo os inibidores de
segunda (Dasatinibe e Nilotinibe) e terceira geragédo (Busotinibe e Ponatinibe) que
inibem diversos tipos de cinase. Neste trabalho serdo enfatizados as caracteristicas e

propriedades do dasatinibe [60].
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Figura 7:Estruturas do Imatinibe, Dasatinibe e Nilotinibe.

O dasatinibe é um potente agente oral cuja liberagéo para uso clinico se deu em 2007
pela ANVISA no Brasil e em 2010 pelo Food and Drug Administration (FDA) nos
Estados Unidos. Geralmente ¢é utilizado na fase crénica da doenga ou quando algum
outro tratamento prévio ndo surte mais efeito no paciente. Em estudos realizados, o
composto se mostrou eficiente em 18 linhagens celulares diferentes que possuiam

resisténcia ao imatinibe. Esse fenbmeno € atribuido ao perfil de ligagado do dasatinibe
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ao BCR-ABL, uma vez que, diferentemente do imatinibe — que se associa
exclusivamente a conformagdo inativa da quinase — o dasatinibe apresenta

capacidade de interacao tanto com a forma ativa quanto com a inativa da enzima. [61]

Apesar das vantagens em relagdo aos farmacos de primeira geragdo o dasatinibe
possui varios efeitos adversos a longo e curto prazo. Os sintomas mais comuns sao
vémitos, diarreias, dores abdominais dentre outros disturbios gastrointestinais. Os
casos mais seérios envolvem efeitos cardiovasculares que, de diferentes maneiras,
causam disfung¢des cardiacas podendo gerar falhas no coragao. Destaca-se também
a possibilidade de ocorréncia de derrame pleural, onde ha acumulo anormal de liquido
na cavidade entre as membranas que envolvem os pulmdes. Ademais, existe também
outro efeito pulmonar severo causado pelo dasatinibe onde ha um aumento na
pressao arterial nos pulmdes que pode levar as futuras falhas ventriculares no 6rgao
[61]

Sendo assim, outras formas de tratamento sdo necessarias, seja pelo
desenvolvimento de novos farmacos de diferentes geragdes ou por estratégias que
aumentem a atividade e reduzam os efeitos colaterais, como a complexagcdo de
inibidores de tirosina cinase com metais de transicdo. Como exemplo, foi sintetizado
e caracterizado um complexo inédito de cobre(ll) com dasatinibe (DAS). Esse
composto apresentou elevada atividade citotdéxica frente a diversas linhagens
tumorais, especialmente Hep-G2, com valores de ICso entre 4,04 e 13,04 pM,
demonstrando maior eficacia antitumoral in vitro e maior seletividade em relagao a
células normais HL-7702 quando comparado ao dasatinibe livre e a cisplatina.
Estudos adicionais indicaram que seu mecanismo de acgdo envolve a inibicdo da
telomerase por meio da interagdo com DNA G-quadruplex associado ao motivo c-myc,
evidenciando que a coordenacao do cobre(ll) ao DAS potencializa significativamente

sua atividade bioldgica [62].

3.5 Interagéo de ions metéalicos com proteinas

As proteinas desempenham papeis diversos e de grande relevancia nas células dos
organismos vivos de diversas espécies. Dentre os tipos de proteinas estdo as
metaloproteinas (ou metaloenzimas) que sao compostos onde ha ligacédo de um ion
metalico (sendo os mais comuns: ferro, cobre, zinco e magnésio) com residuos de

aminoacidos das estruturas proteicas e representam mais de um tergco de todas as
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proteinas. A capacidade de oxirredugdo de ions metalicos como Cu?* e Fe?'/Fe®**
permite sua participagdo em processos bioldgicos cruciais, incluindo o transporte de
elétrons em cadeias respiratorias, a catalise de reagdes enzimaticas e a estabilizagao

estrutural de proteinas e cofatores [63].

Os complexos metalicos também sdo temas de estudos em quimica inorganica
medicinal devido as suas caracteristicas unicas, destacando-se suas diversas
conformacgdes geomeétricas e a capacidade de realizarem ligagdes covalentes com
macromoléculas bioldgicas, que geram diversos compostos com diferentes
finalidades como sensores biolégicos, drogas para tratamento de doencas, sondas

moleculares que desvendam fungdes de proteinas [63].

Durante algum tempo, o principal alvo de compostos metalicos com atividade
farmacoldgica sintetizados foi o ADN devido ao sucesso da cisplatina e seus
derivados, entretanto, percebeu-se que as proteinas e enzimas também sao possiveis
alvos celulares para esses complexos metalicos [64]. Agentes antitumorais a base de
ouro foram desenvolvidos para interagirem com tiorredoxina redutase, uma enzima
que esta envolvida na proliferacdo de células tumorais [65]. Diversos outros ions
metalicos sao utilizados na sintese de complexos com finalidade de interagir de

diferentes formas com proteinas [64].


https://doi.org/10.1016/j.cbpa.2022.102257
http://dx.doi.org/10.2174/156802611798040732
https://doi.org/10.1016/j.cbpa.2022.102257
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4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

No presente capitulo sdo detalhados os procedimentos de sintese do complexo de

Pt(Il) com o dasatinibe bem como as técnicas utilizadas para caracteriza¢des e demais

testes.

4.1. Reagentes e solventes

Todos os solventes e reagentes utilizados nas sinteses sao de grau analitico e

nenhum deles passou por purificagao prévia.

4.2 Sintese do complexo de Pt(Il) com o dasatinibe

Na sintese, foram utilizados o sal K2[PtCl4] tetracloridoplatinato(ll) de potassio e o

inibidor de tirosina cinase, dasatinibe, adquiridos da Sigma, na proporgao ligante:metal

= 1:1. Os seguintes procedimentos foram adotados:

VI.

VII.

VIII.

Transferiram-se 50mL de metanol para um baldo de fundo redondo de
100mL;

Pesou-se 0,1mmol do inibidor e o transferiu para o baldo com metanal;
Pesou-se 0,1mmol do sal metalico e o transferiu para um béquer de 10mL.
Solubilizou-se o sal em 1mL de agua desionizada;

Transferiu-se a solucao do sal de platina(ll) para o baldo com a solugao do
inibidor;

A reacgao ocorreu sob refluxo a 65°C durante 12 horas. Apds este tempo, a
solugao formada foi retirada do aquecimento e resfriada sob temperatura
ambiente;

A solucdo formada foi purificada através de cromatografia classica de
coluna utilizando alumina como fase estacionaria e metanol como fase
movel;

A solucéo purificada passou por secagem em estufa a vacuo a 70°C durante
24h;

Pesou-se o soélido obtido.
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4.3 Métodos de analise
4.3.1 Analise elementar

As analises elementares foram realizadas no equipamento Perkin ElImer modelo 2400,
localizado no Departamento de Quimica — UFMG. Foram feitas analises de

porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio.

4.3.2 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

As analises foram realizadas no Departamento de Quimica da UFMG em
espectrometro Perkin-Elmer 283 B, na regido de 4000 cm™' a 400 cm™'. Os ligantes e
complexos foram dispersos em brometo de potassio (KBr) e, sob pressao, prensados
em pastilhas. Foram feitas leituras das pastilhas contendo apenas o KBr e pastilhas
contendo as amostras dispersas em KBr. As pastilhas foram introduzidas no caminho
otico para a leitura percentual de transmitancia. O sinal da pastilha de KBr foi subtraido
do sinal das pastilhas contendo os complexos e estes dados foram tratados no

software Origin 2018.

4.3.3 Espectrometria de massas

As analises de espectrometria de massas por ionizagcao por eletrospray foram feitas
em um espectrometro MicroTOF LC Bruker Daltonics equipado com uma fonte de
eletrospray operando em modo ion positivo, na Central Analitica da USP. Os
complexos foram dissolvidos em acetonitrila e injetados no equipamento por infuséo
direta. As distribui¢cdes isotopicas tedricas foram calculadas utilizando do software
Isotope Distribution Calculator and Mass Spec Plotter desenvolvido pela empresa
Scientific Instrument Services. Os espectros plotados utilizando o programa Origin
2018.

4.3.4 Espectroscopia de dicroismo circular

Os espectros de dicroismo circular foram registrados no Departamento de Quimica da
UFMG em um espectropolarimetro JASCO J-815 na faixa de 200 a 300 nm.
Primeiramente foi realizada uma medicdo apenas da proteina BCR-ABL na
concentragéo de 10 yM em tampé&o Tris-HCI (20 mmol L', pH 7,2). Em seguida, foram

feitas sucessivas adigdes de uma solugdo do complexo de platina, iniciando na razao
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[BCR-ABL]/[Ptdas] 10:1 até 1:10, apdés cada adicdo de complexo a solugao foi

homogeneizada em agitador magnético para posterior leitura no equipamento.

4.3.5 Interagdo com a proteina BCR-ABL

A interacdo do complexo e do dasatinibe com a BCR-ABL foi investigada também por
espectroscopia de emissao de fluorescéncia, na faixa de 300 a 480 nm, com excitagao
em 280 nm e emissdo em 300 nm. A solucdo de BCR-ABL, gentilmente cedida pelo
professor Adolfo H. Moraes, foi preparada em tamp&o Tris-HCI (20 mmol L', pH 7,2)
a uma concentragéo de 1,010 mol L-'; a solugdo do complexo de Pt(ll) foi preparada
dissolvendo o sélido em metanol formando uma solugdo de concentragdo 5,21x10-3
mol L', por fim, a solugédo de dasatinibe foi preparada dissolvendo o sélido em DMSO

gerando uma solugdo 1,010 mol L.

Para cada experimento, 2,5 mL da solugdo de BCR-ABL foram adicionados a uma
cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 1,0 cm, e titulagbes foram realizadas com
aliquotas das solugdes do complexo de platina(ll) ou do dasatinibe livre, sob agitagao
magnética, avaliando a supressao de fluorescéncia dos triptofanos, presentes na

proteina, apos adicdo do complexo ou do dasatinibe.

Os dados de fluorescéncia foram plotados no software Origin 2018 e analisados
utilizando as equacbes de Stern-Volmer (equagbes 1 e 2) para determinar as
constantes de afinidade. Nas equacdes, Fo e F representam as intensidades relativas
de fluorescéncia da BCR-ABL na auséncia e presenca do quencher, respectivamente;
kq é a constante de velocidade de quenching; 1o € o tempo de vida médio do fluoréforo
na auséncia de quencher (10 s); [Q] é a concentragdo do quencher. O produto kqTo
€ conhecido como constante de Stern-Volmer Ksv, Kb é a constante de ligacdoe n é
o0 numero de sitios de ligagdo. Para o calculo da interagéo foi utilizada apenas a

Equacao2.

2 =1+ kqro[Q] = 1+ Ky (1)

log (FOF_F) = logK, + nlog[Q] (2)
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo serdo descritas a sintese do complexo inédito de Pt(ll), suas
caracteristicas, rota sintética e rendimentos bem como as caracterizagdes, utilizando
as técnicas de espectroscopia na regido do infravermelho, espectrometria de massas
ESI-MS, analise elementar (CHN) além dos testes de interagdo do complexo com a

proteina BCR-ABL por dicroismo circular e espectrofotometria de fluorescéncia.

5.1 Sintese e analise elementar

A quantidade de reagentes, rendimento e caracteristicas do produto obtido através da

reacao descrita no item 4.1 estdo dispostos na Tabela 1.

Tabela 1: Informacdes sobre quantidade de reagentes utilizados na reagao assim como a massa, rendimento e
cor do produto obtido.

Complexo Mdas (g) Msal (g) MST(ZZ:)%E?J(& Rendimento (%) Cor
Pt(das)Cl2 0,0541 0,0460 0,0672 ~80 Amarelo

A estrutura proposta para o solido amarelado obtido referente ao complexo
[Pt(das)Cl2] esta ilustrada na Figura 8. A platina perde dois cloretos e se coordena no
dasatinibe em dois atomos de nitrogénio um localizado em um anel tiazélico e outro
em um anel pirimidinico formando um anel de 6 membros e um complexo quadrado

planar o que é esperado para a platina de configuragdo eletrénica d8.

OH
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.y f;/

Figura 8: Estrutura proposta para o complexo [Pt(das)Clz]. Férmula molecular C22H26CIsN702PtS. Massa molar
753,0 g mol .
Uma amostra do complexo foi submetida a determinacdo do teor de carbono,
hidrogénio e nitrogénio pela técnica de analise elementar. Os resultados obtidos
indicam a estequiometria de 1:1 metal:ligante, de acordo com a estrutura proposta. A

Tabela 1 sintetiza os dados obtidos.
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Tabela 2: Resultados de analise elementar e rendimento de reagao para o complexo Pt(das).

%C %H %N
Amostra Rendimento Exp. Exp. Exp.
(calculado) (calculado)  (calculado)
[Pt(das)Cl2]- 34,97 3,55 12,6
Pt(C22H26CIN702S)Cl2 80% (35,04) (3,48) (13,0)
(67,2 mg)

MM = 753 g mol!

5.2 Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho

A espectroscopia vibracional € uma ferramenta que permite a analise de grupos
funcionais organicos presentes em uma determinada molécula isolada e, quando
complexada a um metal de transicdo, os possiveis sitios de coordenagao metal-

ligante. Foram realizadas analises do ligante dasatinibe e do complexo [Pt(das)Cl2].

O espectro do dasatinibe (Figura 9) apresenta bandas largas em 3250 cm™' e 3416
cm' referentes aos estiramentos v(O-H) e v(N-H), respectivamente. Em 2950 cm-"
esta a banda referente ao estiramento das alquilas v(C-H) da estrutura do ligante. Nas
regides de energia intermediaria destaca-se o pico de estiramento v(C=0) da

carbonila da amida em 1619 cm™.

Tabela 3: Principais modos vibracionais do dasatinibe.

Composto v(O-H) v(N-H) v(C-H) v(C=0) V(C=N)pirimidinico v(C=C) V(C=N)tiazat | V(C-CI)

das 3250 3416 2950 1619 1578-1415 1535-1449 1508 774

As vibracdes de anéis heteroaromaticos, presentes na estrutura do ligante como um
anel pirimidinico substituido, possuem certa complexidade em serem atribuidas
devido a origem complexa que envolvem os sobretons e combinagdes de diferentes
tipos de vibragdo. O estiramento v(C=N) pode ser observado em duas bandas
intensas em 1578-1415 cm', ja o estiramento v(C=C) se apresenta nas bandas em
1535-1449 cm™'. A estrutura do dasatinibe apresenta um anel tiazol em sua estrutura,
a banda de estiramento v(C=N) ¢ identificada na banda em 1508 cm'. Por fim, o

estiramento v(C-Cl) surge em 774 cm-'.
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Figura 9: Espectro de infravermelho do ligante Dasatinibe.

O espectro do complexo [Pt(das)Clz] (Figura 10) apresenta os modos vibracionais v(O-
H) e v(N-H) em 3220 cm™ e em 3406 cm™ com formatos um pouco alargados em
relagdo ao dasatinibe livre. A banda dos grupos alquila aparece em 2937 cm-', ja os
estiramentos dos grupos heteroaromaticos se mostram mais agrupados em relagao
ao espectro do ligante livre, indicando que houve uma mudanga no ambiente quimico

na regiao dos heteroaromaticos, apontando um provavel sitio de ligagao da platina.

Tabela 4: Principais modos vibracionais do complexo Pt(das).

Composto v(O-H) v(N-H) v(C-H) v(C=0) V(C=N)pirimidinico v(C=C) V(C=Ntiazol v(C-Cl)

Pt(das)Cl, 3220 3406 2937 1636 1591-1434 1548-1434 1486 778

E possivel observar outras alteracdes na regido intermediaria do espectro do
complexo. A banda v(C=0) esta presente em 1636 cm-'. A banda estiramento v(C=N)
se desloca para 1591 e um ombro em 1548 cm-'. As bandas na regido de 1400 cm™’
referentes aos estiramentos v(C=C) e v(C=N) se apresentam sobrepostas em uma
Unica banda mais larga em 1434 cm™, indicando uma alteragdo nessa regido do
ligante quando comparada ao ligante livre. O mesmo ocorre com o estiramento do

anel tiazdlico que se desloca para 1486 cm-'.
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Figura 10: Espectro de infravermelho do complexo Ptdas.

Todas essas mudancgas observadas no espectro do complexo em relagdo ao ligante
livre, onde as bandas destacadas se deslocam significativamente para regides de
menor energia, levam a conclusao de que a platina(ll) se coordena em um nitrogénio
do anel pirimidinico e no nitrogénio do anel tiazoélico. Isso se deve a formagao de uma
ligacao 1T entre a platina e os nitrogénios, pois os elétrons presentes nos orbitais d do
metal sdo compartilhados com os orbitais T das estruturas aromaticas do ligante. O
preenchimento de orbitais anti-ligantes faz com que os atomos de nitrogénio e carbono
se tornem mais distantes, ou seja, a ligagdo C=N se torna mais fraca, levando a

energias de vibragdo menores.

Um elemento adicional que sustenta a hipotese de coordenacgao da platina nos sitios
previamente propostos € o estudo conduzido por Qi-Pin Qin et al.,, no qual foi
sintetizado um complexo de Cu(ll) com o dasatinibe. A caracterizagdo estrutural do
complexo foi realizada por meio de difragdo de raios X em monocristal, permitindo a
elucidacdo da geometria de coordenagao e confirmando a formagao de ligacbes
covalentes entre o ion cuprico e os heteroatomos presentes nos anéis tiazdlico e
pirimidinico da molécula organica. Complementarmente, a analise espectroscépica na
regido do infravermelho revelou o alargamento das bandas associadas as vibragoes

de maior energia, fendbmeno também observado no complexo de platina descrito neste
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trabalho. Tal comportamento espectral € indicativo de perturbagbes nas frequéncias
vibracionais, atribuidas a interacdo coordenativa entre o metal de transicdo e os
grupos funcionais do inibidor, corroborando a modificagdo eletrénica induzida pela

complexacéo [62].
5.3 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas € uma técnica analitica que permite identificar estruturas
quimicas a partir da relagcdo massa/carga do composto. O analito de interesse
presente em solugao € injetado no equipamento, que aquece a amostra em altas
temperaturas ionizando a estrutura devido a perda de elétrons ou por reagdes

quimicas onde o ion H* se liga a estrutura.

O espectro de massas ESI-MS no modo positivo do complexo [Pt(das)Cl2] esta
representado na Figura 12. Observa-se no espectro o pico em m/z 754, que foi
atribuido a espécie [Pt(C22H26CIN7O2S)Cl2 + H*], indicando a formagédo do complexo
1:1 em solugdo. Além disso o pico em 488 m/z se refere ao dasatinibe livre (Figura
11).
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Figura 11: Espectro de massa total do complexo destacando-se o pico do ligante DAS livre em 488 m/z.
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Figura 12: Espectro de massa total do complexo destacando-se a regido de sinais com maximo em 754 m/z

referente ao complexo Ptdas.

A distribuicdo isotdpica simulada para a espécie [Pt(das)Clz + H*] e a obtida

experimentalmente possuem intensidades e caracteristicas semelhantes o que

confirma que a estrutura sugerida esta de acordo com o complexo obtido.
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Figura 13: Distribuigdo isotopica calculada (esq.) e experimental (dir.) para a espécie [Pt(C22H26CIN7O2S)Cl2 + H*].

5.4 Espectroscopia de dicroismo circular

O dicroismo circular (CD) é uma técnica 6ptica essencial para a caracterizagdo de

proteinas, pois mede a diferenca na absorcdo de luz polarizada circularmente a

esquerda e a direita por moléculas quirais. Essa diferenca esta diretamente

relacionada a presenca e a proporcao dos elementos de estrutura secundaria (como
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hélices alfa, folhas betas, e estruturas aleatérias) na proteina. Em outras palavras,
analisa-se o espectro de CD, geralmente na faixa do ultravioleta distante (190—
250 nm), para determinar qualitativamente ou mesmo quantitativamente o conteudo

estrutural da proteina [66].

Além disso, o CD permite monitorar mudangas conformacionais — por exemplo,
aquelas induzidas por variagdes de temperatura, pH ou ligagao de ligantes — o que é
fundamental para estudar o dobramento/desdobramento e a estabilidade da proteina.
Dessa forma, o dicroismo circular atua como uma ferramenta rapida e sensivel para
verificar o estado nativo, a integridade e as alteragdes da estrutura terciaria
secundaria, contribuindo de maneira decisiva para a compreensao da fungao biolégica

das proteinas [66].

Em proteinas com conteudo significativo de hélice a, o espectro no UV distante
apresenta dois minimos caracteristicos, um préximo de 208 nm (associado a transigéao
T — 11*) e outro em torno de 222 nm (relacionado a transi¢gdo n — 1*). Se a proteina
tiver contribuicdo relevante de folhas 3 ou regides desordenadas (random coil), o
espectro demonstrara uma forma moderada em 218 nm e, frequentemente, uma
banda positiva proxima a 190—195 nm. No caso da proteina BCR-ABL, o espectro
registrado (Figura 14) provavelmente reflete uma mistura desses elementos

estruturais, evidenciando sua estrutura nativa.
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Figura 14: Espectro de dicroismo circular da proteina BCR-ABL.

A comparacado entre o CD da proteina BCR-ABL isolada e o CD apods adicoes
sucessivas do complexo (conforme ilustrado na Figura 15) permite identificar
mudancas na estrutura secundaria. Por exemplo, uma redug¢ao na intensidade dos
minimos em 208 nm e 222 nm indicando alteragcdo no conteudo de hélices a pois a
diminui¢ao na elipticidade nesses comprimentos de onda sugere que o complexo pode
induzir uma reorganizagao ou até mesmo uma diminui¢ao relativa dos elementos a-

heliciais.

Observando o espectro como um todo percebem-se modificacées no perfil espectral,
que podem refletir mudancas na estabilidade ou na disposicdo dos dominios
estruturais da proteina BCR-ABL, indicando que o complexo metalico ndo apenas se
associa a proteina, mas também provoca uma reorganizagdo conformacional que

pode estar relacionada ao aumento da afinidade observada experimentalmente.

Os dados de CD oferecem uma maneira sensivel de monitorar mudangas estruturais
induzidas por interagées complexo metalico-proteina. No estudo, o fato de o espectro
de BCR-ABL exibir alteracbes apos a adicdo do complexo sugere que a coordenacao
do dasatinibe com o P{(ll) resulta em uma modulagdo na conformagao da proteina.
Tais mudancgas podem ser interpretadas como um indicativo de ajuste conformacional

para acomodar o inibidor, potencialmente estabilizando uma forma ativa ou inibida da
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proteina, que se correlaciona com o aumento significativo na afinidade de ligagao

proteina-complexo.
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Figura 15: Espectro de dicroismo circular da proteina BCR-ABL com subsequentes adigdes do complexo Ptdas.

O sinal em 208 nm da proteina livre sofre uma queda de intensidade de cerca de 48%
quando comparado a curva onde [BCR-ABL])/[Pt(das)] = 1:10. Essa analise corrobora
a utilizagao da espectroscopia de CD nao so6 para verificar a integridade da estrutura

proteica, mas também para rastrear modificacbes conformacionais decorrentes da

interacao com potenciais agentes terapéuticos.

Com o objetivo de aprimorar a visualizagdo da regido de interesse, a Figura 16 exibe

0 espectro de dicroismo circular ampliado no intervalo de 205-220 nm.
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Figura 16: Espectro de dicroismo circular ampliado no intervalo de 205-220 nm.

Um dos fatores que pode justificar a alteragcdo conformacional induzida na proteina
pelo complexo de platina esta associado a possivel dissociagdo de dois ligantes
cloreto, processo analogo ao descrito para a cisplatina (conforme discutido no item
3.1). No ambiente intracelular, esses ligantes podem ser substituidos por moléculas
de agua, que atuam como ligantes mais labeis e sao prontamente deslocados,
resultando na formacgao de sitios de coordenacgao vacantes. A interacdo subsequente
da fracdo organica do complexo com a proteina permite que esses sitios
coordenativos livres estabelecam ligagdes covalentes com residuos aminoacidos
contendo grupos tiol, especialmente cisteina ou metionina. Esse tipo de interagao
metal-proteina pode promover alteragcbes conformacionais significativas,

desencadeando um efeito alostérico responsavel pela modulagao da fungao proteica.

5.5 Interagdo com a proteina BCR-ABL

A interacdo entre compostos bioativos e proteinas-alvo constitui um aspecto
fundamental na descoberta e desenvolvimento de novos farmacos, especialmente
voltados ao tratamento da leucemia mieloide crénica (LMC). Essa neoplasia
hematoldgica € caracterizada pela presenca do gene de fusdo BCR-ABL, cuja
expressdo resulta na sintese de uma tirosina cinase aberrante direcionada ao
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citoplasma, promovendo a proliferacdo descontrolada das células leucémicas. A
proteina BCR-ABL, que sob condi¢des fisioldégicas € negativamente regulada pelos
dominios SH2 e SH3, desempenha um papel essencial na modulagao do crescimento
celular. Alteragdes estruturais decorrentes de mutagbes ou fusdes génicas
comprometem essa regulagdo, configurando um dos principais determinantes na
patogénese da LMC [55, 67,68]

A avaliagdo da interacdo da proteina com o dasatinibe e o complexo também foi
estudada através da supressado da emissao de fluorescéncia frente a subsequentes
adicdes de solucao de inibidores da BCR-ABL {[Pt(das)Cl2] e dasatinibe}.

Conforme a concentragdo dos compostos foi aumentando na solugdo contendo a
proteina, a intensidade maxima de emisséao de fluorescéncia, em 340 nm, foi decaindo

indicando que ha interagao entre os compostos e a BCR-ABL.
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Figura 17: Espectros de emiss&o de fluorescéncia da BCR-ABL [1,0x10° mol L] (A excitagéo = 280 nm) na
presenga de concentragdes crescentes de [Pt(das)Cl2] (0,63 até 22,72 uM).
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Os resultados presentes nas Figuras 17 e 18 evidenciam que o complexo [Pt(das)Cl2]

estabelece uma interacao significativamente mais forte com a BCR-ABL do que o

dasatinibe livre. A relagao Kbptdas/Kbdas = 11,35, ou seja, a afinidade do complexo com

a proteina é mais de dez vezes maior.

Portanto, a coordenagao da platina aumenta a afinidade com o alvo celular, fato que

€ de extrema importancia para a inibicao da atividade da tirosina cinase, podendo ter

importantes implicacdes terapéuticas.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS E CONCLUSOES

O tratamento atual da leucemia mieloide crbnica consiste na administracido de
compostos inibidores da proteina BCR-ABL, que € responsavel pelo desenvolvimento
da doenca. Infelizmente, o aparecimento de resisténcia celular a esses medicamentos
leva ao comprometimento do tratamento. Nesse trabalho, a estratégia adotada para
tentar resolver esse desafio foi a de aliar as propriedades anticancerigenas de

compostos de platina(ll) aos inibidores da tirosina cinase BCR-ABL.

O dasatinibe forma um complexo de estequiometria 1:1 com ions platina(ll) através
de um nitrogénio do anel tiofénico e outro nitrogénio do anel piridinico, formando um
anel de 6 membros. A esfera da coordenagao quadratica € completada por dois

cloretos.

O complexo [Pt(das)Clz] interage com a BCR-ABL com uma afinidade mais de dez
vezes maior do que o inibidor dessa proteina, o dasatinibe. Alteragdes no espectro de
dicroismo circular da proteina evidenciam que o complexo [Pt(das)Cl,] promove
modificagdes na organizagao da estrutura secundaria — possivelmente uma redugao
ou reorganizacao dos conteudos de hélices a — o0 que se alinha com a hipotese de
que o complexo induz uma mudancga conformacional favoravel a inibicao da atividade

da tirosina cinase.

Esse resultado é extremamente relevante abrindo uma nova perspectiva para o
tratamento da LMC com complexos metalicos dos atuais inibidores. E a primeira vez
que o estudo das interagdes entre o dasatinibe, ions Pt(ll) e a proteina BCR-ABL é

descrito.
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