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RESUMO

Complexos metalicos de Pt(ll) tém papel central no tratamento do cancer, mas a
resisténcia celular e os efeitos colaterais limitam seu sucesso. A estratégia desse
trabalho foi aliar as propriedades dos complexos de Pt(ll) as de analogos de purinas,
que bloqueam enzimas cruciais para a sintese de ADN e ARN. Assim, trés complexos
inéditos de Pt(ll) foram sintetizados com fludarabina, cladribina e vidarabina,
complexos 1, 2 e 3, respectivamente, e caracterizados por RMN de 'H mono e
bidimensional, espectrometria de absor¢cdo no UV-Vis e dicroismo circular,
confirmando a formagao de complexos do tipo 1:1 pela coordenagao do ion Pt(ll) ao
N7 dos analogos de bases purinicas. A atividade citotoxica foi avaliada em células de
leucemia mieloide crénica (K562) e em células ndo cancerosas (HaCat). A fludarabina,
a cladribina e seus complexos de Pt(ll) foram altamente ativos nas células K562 com
valores de Clso na faixa de 8-33 nM, enquanto a vidarabina e seu complexo
apresentaram Clso na faixa de 8-10 uM. O efeito dos complexos na linhagem né&o
cancerosa foi muito menor, com indices de seletividade de 120 a 12.000. A
incorporacao dos 1 e 2 pelas células K562 foi acompanhada por espectrometria de
absorcao atbmica, revelando uma boa correlagdo entre a atividade citotéxica e a
concentracao intracelular de platina. Todos os complexos interagiram com a albumina
sérica bovina e apresentaram alta afinidade pela proteina Abl, que esta associada ao
desenvolvimento de leucemia mieloide crénica. A complexacdo aumentou a afinidade
pela Abl em cerca de 7 mil vezes para o complexo 1 e 30 vezes para 0 2 em relacéo
aos ligantes livres. Esse resultado é extremamente relevante uma vez que o
tratamento da leucemia mieloide crbnica é feito com inibidores da proteina Abl, até o
aparecimento de resisténcia celular, que limita o sucesso da terapia. Portanto, o fato
de os complexos de Pt(ll) com analogos de purinas se ligarem a Abl com uma
afinidade muito maior do que os medicamentos atualmente em uso, revela seu grande
potencial terapéutico como alternativa aos tratamentos quimioterapicos em alguns

tipos de cancer.

Palavras-chave: analogos de purina; platina (Il); proteina Abl; BSA; citotoxicidade;

anticancerigenos.



ABSTRACT

Pt(Il) metal complexes play a central role in cancer treatment, however, cellular
resistance and side effects limit their success. This work aimed to ally the properties
of Pt(ll) complexes with those of purine analogs, which block key enzymes involved in
DNA and RNA synthesis. Thus, three novel Pt(ll) complexes were synthesized with
fludarabine, cladribine, and vidarabine, complexes 1, 2, and 3, respectively, and
characterized using one- and two-dimensional "H NMR, molecular absorption in the
UV-Vis, and circular dichroism spectroscopy, confirming the formation of 1:1
complexes through Pt(Il) coordination to the N7 of purine analogues. Cytotoxic activity
was evaluated in chronic myeloid leukemia cells (K562) and non-cancerous cells
(HaCat). Fludarabine and cladribine showed high activity in leukemia cells, as did their
Pt(Il) complexes, with Clso values in the range of 8-33 nM, while vidarabine and its
complex displayed Clso in the range of 8-10 uM. The effect of the complexes in the
non-cancerous cell line was much lower, with selectivity indices ranging from 120 to
12,000. The uptake of 1 and 2 by K562 cells was monitored by atomic absorption
spectrometry, revealing a good correlation between cytotoxic activity and intracellular
platinum concentration. All complexes interacted with bovine serum albumin and
showed high affinity for the Abl protein, which is associated with the development of
chronic myeloid leukemia. The affinity for Abl was approximately 7,000 times higher
for complex 1 and 30 times higher for complex 2 than those of the free ligands. This
result is extremely relevant since chronic myeloid leukemia is treated with Abl inhibitors,
until the appearance of cellular resistance, which limits the success of the therapy.
Therefore, the fact that Pt(ll) complexes with purine analogues bind to Abl with a much
higher affinity than do the drugs currently in use reveals their great therapeutic potential

as an alternative treatment for some types of cancer.

Keywords: purine analogs; platinum (Il); Abl protein; BSA; cytotoxicity; anticancer

agents.
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1. INTRODUGAO

O cancer permanece como uma das principais causas de morte no mundo,
sendo caracterizado pelo crescimento desordenado de células malignas que formam
tumores, capazes de invadir tecidos adjacentes e provocar metastases (INCA, 2022).
De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), o cancer compreende um
conjunto de doencgas de origem genética, desencadeadas por mutagcées no ADN das
células, que podem ser resultantes de fatores hereditarios, ambientais ou de habitos
de vida, como tabagismo e alcoolismo. Embora avancgos significativos tenham sido
feitos em relagdo as terapias, o cancer continua a representar um grande desafio
clinico (INCA, 2022).

Entre os diferentes tipos de céancer, a leucemia mieloide crbénica (LMC) se
destaca por sua relagéo direta com uma alteragcéo genética especifica, a translocagéo
cromossOmica que gera o gene de fusdo BCR-AbI (breakpoint cluster region protein).
Esse gene codifica uma proteina tirosina quinase, responsavel pela proliferacéo
descontrolada das células leucémicas. A proteina Abl (Abelson tirosina quinase), por
sua vez, € um alvo molecular importante para novas terapias, uma vez que
desempenha um papel central na regulagao do ciclo celular e sua desregulagao esta
associada a progressao da LMC (CORTES; PAVLOVSKY; SAURELE, 2021).

No tratamento do cancer, diversas estratégias terapéuticas sao utilizadas,
incluindo cirurgias, radioterapia e quimioterapia. Dentre essas abordagens, o0s
compostos metalicos ganharam destaque com a descoberta da atividade antitumoral
da cisplatina na década de 1960 (ROSENBERG et al., 1969). Esse composto, que
possui a platina como centro metalico, € amplamente utilizado em quimioterapias,
especialmente em tumores sélidos, como os de testiculo, ovario e pulmao. A cisplatina
age ligando-se ao ADN, formando adutos que provocam alteragbes estruturais
significativas, levando a inibicdo da replicacédo e a apoptose celular (JAMIESON;
LIPPARD, 1999). Os adutos formados mais comuns envolvem ligagdes cruzadas
intrafita entre duas guaninas (cis-GG) ou entre uma adenina e uma guanina
adjacentes (cis-AG): cis-[Pt(NH3)2{d(GpG)} e cis-[Pt(NH3)2{d(ApG)}] (figura 1).

Pesquisas utilizando espectroscopia de RMN e difragdo de raios X em monocristais
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demonstraram que o local de ligacao da platina nas purinas € o nitrogénio N7. Além
disso, uma ligacao de hidrogénio entre um ligante amdnia da cisplatina e o oxigénio
do grupo 5'-fosfato contribui para a estabilizagdo dos adutos formados. (LIPPARD;
WANG., 2005). No entanto, a eficacia do tratamento com cisplatina é limitada pela
resisténcia adquirida pelas células tumorais e pelos seus efeitos adversos, como

nefrotoxicidade e neurotoxicidade.

Cisplatina

N7 da Guanina

Figura 1: Esquema da interagéo entre a cisplatina e o ADN. [Adaptado de (LIPPARD; WANG.,
2005)]

Com o intuito de superar essas limitagdes, pesquisas recentes tém se voltado
para o desenvolvimento de novos complexos metalicos, capazes de atuar de maneira

mais eficaz e seletiva.

Outra classe de drogas muito promissoras sao os analogos de purinas,
antimetabdlitos que mimetizam a estrutura das purinas metabdlicas (HRUBA et al.,
2023); (HARROP; POLLIACK; TAM, 2021); (LAMANNA; WEISS, 2004). A FDA (Food
and Drug Administration, EUA) aprovou trés destes analogos, a saber, pentostatina,
fludarabina (figura 4) e cladribina (figura 5), para o tratamento de malignidades do
sangue (ROBAK et al., 2009); (KREITMAN; ARONS, 2018). Esses agentes interferem
na sintese de ADN inibindo as ADN polimerases e a ribonucleotideo redutase e

também desencadeando o processo de apoptose.

No processo de planejamento de um novo medicamento uma etapa inicial

envolve o estudo de interagdo dos farmacos com proteinas, como por exemplo a
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albumina. Interagdes com a albumina sao cruciais pois essa proteina desempenha um
papel fundamental no transporte e distribuicdo de farmacos no organismo (HU et al.,
2022). A estabilidade da ligagao de um composto a albumina sérica € importante para
estimar a sua utilidade como agente terapéutico. A ligacdo de um farmaco a albumina
deve ser forte o suficiente para permitir o seu transporte, mas dentro de uma faixa de
estabilidade que permita a liberagdo da droga nos meios celulares. Os niveis eficazes
de um farmaco devem basear-se no teor da forma livre na circulagao porque a ligagéao
a albumina sérica impediria a ligagao ao seu receptor (MELO et al., 2019); (JING et
al., 2022).

A interagao de complexos metalicos com proteinas celulares também é um fator
crucial para o sucesso de terapias anticancer. Uma proteina importante é a tirosina
cinase Abl por ser responsavel pelo aparecimento e progressao da leucemia mieloide
cronica (LMC) (MINCIACCHI; KUMAR; KRAUSE, 2021); (BADGER et al., 2016). O
tratamento da LMC é feito com agentes inibidores da proteina Abl, como o imatinibe
(LI et al., 2012). Para se ter uma ideia da relevancia desse estudo, uma busca feita
no portal “PubMed” em setembro de 2024 com a palavra “ABL” em resultou em mais
de 32.000 artigos (PUBMED, 2024).

A estratégia utilizada neste trabalho foi aliar as propriedades antitumorais de
compostos de platina(ll) as de analogos de purina visando encontrar melhores
agentes antitumorais que tenham menos efeitos colaterais e, a0 mesmo tempo,

atividade em linhagens celulares resistentes.

A disseminacao 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 agao, apresentem
menos efeitos colaterais e, ao mesmo tempo, que sejam ativos em linhagens celulares
resistentes (ROTHENBURGER et al., 2021).

Neste contexto, foram sintetizados e caracterizados novos complexos
metalicos de platina (lI) com os seguintes analogos de purinas: fludarabina, cladribina
e vidarabina. Foram também avaliadas as interagdes biolégicas com as proteinas BSA

e Abl, além da atividade citotoxica em células de leucemia mieloide crénica.
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2. OBJETIVO

O objetivo principal deste trabalho é sintetizar e caracterizar novos complexos
de platina(ll) com os analogos de purina (fludarabina, cladribina e vidarabina) e avaliar
sua citotoxicidade em células cancerosas e ndo cancerosas. Além disso, busca-se
investigar a reatividade desses complexos com proteinas, como a BSA e Abl, a fim de

explorar seu potencial como agentes antitumorais mais eficazes e menos toxicos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Leucemia Mieloide Cronica

A Leucemia Mieloide Crbnica (LMC) € uma neoplasia hematologica causada
pela fusdo dos genes BCR e ABL1, que resulta na expressao de uma tirosina cinase
hiperativa, levando a proliferagdo descontrolada de células progenitoras mieloides. O
principal marcador molecular da LMC é o cromossomo Filadélfia, uma translocagao
entre os cromossomos 9 e 22. A tirosina quinase BCR-ABL promove a sinalizagao
intracelular aberrante, interferindo com as vias normais de regulacao do ciclo celular
e apoptose, e resulta em proliferagdo descontrolada de células malignas
(MINCIACCHI; KUMAR; KRAUSE, 2021).

Atualmente, o tratamento padrao para LMC envolve o uso de inibidores da
tirosina quinase ABL como o imatinibe, que bloqueiam a atividade da BCR-ABL.
Contudo, a resisténcia ao tratamento, muitas vezes associada a mutagdées no gene
ABL, representa um grande desafio clinico. Assim, ha uma demanda crescente por
terapias alternativas que possam superar esses obstaculos, motivando pesquisas
sobre compostos antitumorais inovadores (CORTES; PAVLOVSKY; SAURELE, 2021).

3.2. Complexos de platina para o tratamento de cancer

Compostos de platina entraram na clinica médica como agentes anticancer
quando a cisplatina, cis-diaminodicloridoplatina(ll), foi aprovada pela agéncia
estadunidense Food and Drug Administration (FDA, EUA) em 1978. Até os dias de
hoje, os medicamentos a base de platina continuam entre os agentes anticancer mais
amplamente utilizados (ROTTENBERG; DISLER; PEREGO, 2021). Os trés
compostos predominantes continuam sendo a cisplatina, a carboplatina e a
oxaliplatina. Estes compostos entram nas células e atingem diversos alvos

intracelulares, tais como o ADN e proteinas contendo tidis. Acredita-se que o principal
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mecanismo da acgdo antitumoral seja a formagdo de mono-adutos ou de ligacdes
cruzadas intra- e interfitas com o ADN. A ligagdo ao ADN se da através da
coordenacao da Pt(ll) principalmente ao N7 ou O6 nas bases puricas (LIPPARD,
1982).

Compostos de platina(ll), por serem acidos macios, possuem grande afinidade
por proteinas contendo cisteinas. Recentemente, um novo alvo da cisplatina foi
identificado, a proteina metionina aminopeptidases 1 (MetAP1), que remove uma
metionina N-terminal de proteinas (WANG; ZHANG; WANG, 2023).

Apesar do sucesso dos compostos de platina na quimioterapia, o aparecimento
de resisténcia celular pode levar ao fracasso do tratamento. Entre as possiveis causas
de resisténcia celular aos compostos de platina, podemos citar: i) diminuicdo da
concentracao de droga que entra dentro das células resistentes para um nivel inferior
ao necessario para a atividade citotoxica; ii) aumento no nivel intracelular de tidis,
como a glutationa ou a metalotioneina, que podem se coordenar a platina e iii)
aumento das atividades de reparo de danos causados pela cisplatina ao ADN (HALL
et al., 2008); (PEREIRA-MAIA; GARNIER-SUILLEROT, 2003).

Por muito tempo, foi afirmado que a cisplatina entra nas células por difusao
passiva, apesar de relatos da ocorréncia de mecanismos mediado por transportadores.
Pereira-Maia e Garnier-Suillerot realizaram um estudo do uptake da cisplatina e da
especie aquahidroxo nas células e mostraram que, na verdade, a espécie
[Pt(H20)(OH)(NHs)2]* se acumula dentro das células em torno de 40 vezes mais
rapidamente do que a espécie neutra (PEREIRA-MAIA; GARNIER-SUILLEROT,
2003). Ha estudos que propdem que a cisplatina entra nas células através do
transportador de cobre CTR1 (SAFAEI, 2006); (ARNESANO; NATILE, 2021) ou de
transportadores de cations organicos (OCTs) ou canais anibnicos reguladores de
volume (ROTTENBERG; DISLER; PEREGO, 2021).

A necessidade de se encontrar compostos ativos contra células resistentes e
com menos efeitos toxicos indesejaveis tem estimulado o desenvolvimento de uma
quantidade significativa compostos de platina (ZHANG et al., 2022); (RADOMSKA et
al., 2024). O grupo de pesquisa do professor Nicholas Farrell sintetizou complexos

polinucleares de platina com atividade antitumoral (figura 2), que representam um
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novo tipo estrutural (ROSA et al., 2019). Nanoparticulas de platina também tém sido
estudadas como potenciais agentes anticancer (ABED et al., 2022); (LOPEZ RUIZ;
VILLASECO ARRIBAS; MCENNIS, 2022). A funcionalizagdo das superficies de
nanoparticulas com anticorpos ou motivos de reconhecimento de superficie celular

pode direcionar os compostos a tipos especificos de cancer (FARRELL, 2011).
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Figura 2: Estrutura dos complexos polinucleares de platina(ll), Triplatin (BBR346) e TriplatinNC
(AH78). [Retirado de (ROSA et al., 2019)]

No ano passado, Schleser et al. sintetizaram complexos organometalicos de
Pt(0) e Pd(0), do tipo trans-[(fludarabine—H)Br(PPhs)2]M, nos quais o metal M se liga
ao C8 da fludarabina (figura 3). Os complexos apresentaram atividade citotéxica em
linhagens de células cancerosas sendo os complexos de platina 30 vezes mais ativos
do que em células ndo cancerosas. O mecanismo de acao proposto foi a interagao
com o ADN (SCHLESER et al., 2023).
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Figura 3: Estrutura dos complexos organometalicos trans-[(fludarabine—H)Br(PPhs)2]M, onde
M = Pt(0) ou Pd(0). [Retirado e adaptado de (SCHLESER et al., 2023)]
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Outra abordagem proposta consiste na sintese de supramoléculas pela
associacdo de compostos de platina acalixarenos, ciclodextrinas, lipossomas,
polimeros etc (JOGADI; ZHENG, 2023).

3.3. Analogos de purinas como agentes terapéuticos

Proteinas quinases regulam processos celulares importantes incluindo a
fosforilagao reversivel de proteinas. Recentemente, a inibicdo dessas enzimas surgiu
como um potencial alvo para medicamentos anticancer. Analogos de purina -
antimetabdlitos que mimetizam a estrutura das purinas metabdlicas - agem como
potentes inibidores de quinase. Esses agentes antimetabodlitos competem com
nucleosideos fisiologicos interferindo na sintese de ADN e inibindo as ADN
polimerases e a ribonucleotideo redutase (SHARMA et al., 2016). Trés desses
agentes, a pentostatina, a cladribina e a fludarabina foram aprovados pela FDA (Food
and Drug Administration, EUA) para o tratamento de malignidades do sangue (ROBAK
et al., 2009).

A pentostatina inibe a enzima adenosina desaminase, que catalisa a hidrdlise
da 2’- desoxiadenosina. Essa inibicdo leva a um acumulo de 2’-desoxiadenosina que
€, por sua vez, um inibidor da ribonucleotideo redutase. A enzima ribonucleotideo
redutase € essencial para a biossintese do ADN, pois catalisa a conversao de
ribonucleotideos em 2’-desoxiribonucletideos. A cladribina, que possui um atomo de
cloro como substituinte no anel de purina, é resistente a degradagao pela adenosina
desaminase, o que aumenta o periodo de residéncia intracelular do pré-farmaco
cladribina. A fosforilagdo subsequente da cladribina em sua forma ativa de trifosfato,
2-cloro-desoxiadenosina-trifosfato, ocorre de modo particularmente eficiente nos
linfocitos, devido aos seus niveis altos de desoxicitidina cinase e relativamente baixos
de 5'- nucleotidase. A forma trifosfato resiste a degradacéo e acumula-se em niveis
citotdxicos dentro das células, o que interrompe a sintese do ADN, impede o reparo

do ADN e induz a apoptose, ou morte celular programada. Uma metanadlise feita
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através das bases de dados PubMed, EMBASE e Cochrane Library apontou que
tratamentos clinicos com cladribina foram eficazes e bem tolerados em pacientes com

leucemia mieloide aguda recém-diagnosticada (ZHOU et al., 2019).

Combinacgdes de analogos de purina com agentes alquilantes como a cisplatina
aumentam a atividade antitumoral (JOHNSON; THOMAS, 2000). Lundberg e
Chitambar também mostraram que a combinagéo de fludarabina com sais de Ga(lll)
potencializa a atividade antitumoral contra linfomas (LUNDBERG; CHITAMBAR,
1990). A atividade antitumoral de complexos metalicos com nucleosideos naturais
também foi descrita. Por exemplo, Charalabopoulos e colaboradores mostraram que
um complexo de Pt(ll) com inosina apresenta atividade antitumoral significativa em
modelo animal de tumor sem ser muito téxico (CHARALABOPOULOS et al., 2002).

3.3.1. Fludarabina

A fludarabina (2-fluoroadenina-9-p-D-arabinofuranosideo) (figura 4) € um
analogo de purina derivado da adenosina, desenvolvido para interferir na sintese de
ADN, e se destaca como um agente antitumoral importante em tratamentos de cancer
hematolégico, como a leucemia linfocitica crénica (LLC) e linfoma nao-Hodgkin. Seu
mecanismo de agéo envolve a transformagdo em seu metabdlito ativo, o trifosfato de
fludarabina (F-ara-ATP), dentro das células, onde atua como nucleosideo falso,
inibindo enzimas essenciais a replicagdo do ADN e promovendo a morte celular
programada das células malignas (GANDHI, PLUNKETT, 2002). Essa inibicao
também bloqueia a ribonucleotideo redutase, que é fundamental para a producao de
ADN e ARN, e o ADN polimerase, impactando diretamente a viabilidade das células
leucémicas (LUKENBILL, KALAYCIO, 2013).



27

OH H

Figura 4: Estrutura da fludarabina.

A fludarabina €& vantajosa devido a sua alta especificidade para células
malignas e por ter uma ag¢ao bem tolerada em comparagao a outras quimioterapias,
sendo administrada tanto por via oral quanto intravenosa (RICCI et al., 2009). No
entanto, um dos seus principais inconvenientes é a mielossupresséo, que afeta a
producdo de células sanguineas, comprometendo a resposta imunologica e
aumentando o risco de infec¢des graves em pacientes imunossuprimidos (ROBAK et
al., 2005)(JOHNSON, 2000). Esse efeito imunossupressor também eleva o risco de
infeccbes oportunistas e de reativagdo de infecgdes virais, exigindo monitoramento

constante e intervencgdes profilaticas, se necessario (KEATING et al.,1998).

Os efeitos adversos mais comuns incluem fadiga, nausea, febre e infeccgoes,
sendo que, em casos mais graves, podem ocorrer anemia hemolitica autoimune e
neurotoxicidade (LUKENBILL, KAYLAYCIO, 2013). A neurotoxicidade da fludarabina
pode se manifestar como neuropatia periférica e fraqueza muscular, podendo até

causar alteragcdes cognitivas em casos mais graves (ROBAK et al., 2005).

A fludarabina é fundamental no tratamento de LLC e linfoma nao-Hodgkin,
especialmente quando combinada com outros agentes, como a ciclofosfamida e o
rituximabe, que potencializam seu efeito. Estudos mostram que essas combinagdes
aumentam significativamente a resposta ao tratamento, inclusive atingindo remissao
completa em alguns pacientes (THOMPSON et al., 2016). Esses esquemas
terapéuticos tém sido eficazes em reduzir a progressdo da doenga e aumentar a

sobrevida dos pacientes com cancer hematologico.
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3.3.2. Cladribina

A cladribina (2-cloro-2’-desoxiarabinosideo de adenina) (figura §) é um analogo
da desoxiadenosina, notavel por sua aplicagcdo no tratamento de doencgas
hematoldgicas, como leucemia de células pilosas (hairy cell leukemia) e, mais
recentemente, esclerose multipla (LILIEMARK, 1997);(MALTBY, 2021). A cladribina
age por meio da inibicdo da sintese de ADN, sendo inicialmente fosforilada por
enzimas intracelulares e convertida em seu metabdlito ativo, a cladribina trifosfato (2-
CdATP), que se incorpora ao ADN, interferindo na replicagao e levando a apoptose
celular (HERMANN et al., 2021). Essa droga é especialmente eficaz em células com
baixa expressao de desoxicitidina quinase e alta expressao de adenosina deaminase,
caracteristicas que favorecem sua toxicidade seletiva para células de rapida divisao,

como as células leucémicas (KREITMAN, 2012).

Figura 5: Estrutura da cladribina.

Uma das principais vantagens da cladribina é sua alta especificidade para
células hematolégicas malignas, o que permite o uso de doses relativamente baixas,
reduzindo a toxicidade global do tratamento (VON ROHR et al., 2002). Sua meia-vida
prolongada nas células permite efeitos duradouros mesmo apés o fim do tratamento,
uma vantagem importante no tratamento de leucemias. No entanto, como
desvantagem, a cladribina, assim como a fludarabina, apresenta uma acéao

mielossupressora, especialmente em tratamentos de longa duragdo, o que
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compromete o sistema imunoldgico e aumenta o risco de infecgbes graves
(JOHNSON, 2000).

Entre os principais efeitos adversos da cladribina, destacam-se a
mielossupressao, fadiga, febre, além de manifestagbes gastrointestinais leves, como
nausea e diarreia. Em alguns casos, pode haver ocorréncia de neurotoxicidade e
hepatotoxicidade, exigindo monitoramento rigoroso durante o tratamento (NELSON,
HOGAN, 1995).

A cladribina revolucionou o tratamento de varias neoplasias hematoldgicas,
como leucemias e linfomas de baixo grau, e é especialmente util no tratamento da
leucemia de células pilosas, sendo frequentemente usada em terapias combinadas
com outros agentes antineoplasicos (KREITMAN, 2012). Além disso, a cladribina &
eficaz na esclerose multipla por reduzir seletivamente os linfocitos B e T, responsaveis
pela resposta autoimune, sem comprometer excessivamente o sistema imunoldgico
(MALTBY et al., 2021). Esse perfil terapéutico torna a cladribina um farmaco essencial

no contexto das doengas hematoldgicas malignas e das desordens autoimunes.

3.3.3. Vidarabina

A vidarabina (adenina-9-B-D-arabinofuranosideo) (figura 6), historicamente
usada como antiviral, foi um dos primeiros analogos de nucleosideos a demonstrar
eficacia clinica contra infecgdes virais, especialmente aquelas causadas pelo herpes-
virus. Como antiviral, atua bloqueando a sintese do ADN viral ao se incorporar ao
material genético durante a replicagéo viral, o que leva a interrupgdo da cadeia de
ADN (NAHATA, 1987). Mais tarde, descobriu-se que a vidarabina também possui
propriedades antitumorais, funcionando de forma semelhante a outros analogos de
purinas, como a fludarabina e a cladribina, interferindo na replicagdo do ADN em

células cancerosas e promovendo citotoxicidade (SHARMA, et al. 2015).
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Figura 6: Estrutura da vidarabina.

A vidarabina é metabolizada intracelularmente em sua forma ativa, a vidarabina
trifosfato, que inibe varias enzimas relacionadas a sintese de ADN, como a ADN
polimerase. Uma vantagem significativa da vidarabina é sua seletividade, ja que seu
efeito toéxico é mais forte em células infectadas por virus ou de rapida divisdo, como
as ceélulas cancerosas. No entanto, a vidarabina possui uma meia-vida curta no
organismo, o que pode limitar sua eficacia e requerer administragcdao frequente
(WHITLEY, et al., 1980). Além disso, sua eficacia antitumoral é inferior em
comparagao a outros analogos de purinas, limitando sua aplicabilidade em oncologia

e tornando-a menos usada para esse fim (SHARMA, et al., 2015).

Os efeitos adversos mais comuns da vidarabina incluem nausea, vomito,
diarreia e, em alguns casos, neurotoxicidade com sintomas como tremores e
desorientagdo, especialmente em doses elevadas (WHITLEY, et al., 1980). Seu uso
prolongado também pode causar efeitos hematoldgicos, como supressao da medula
O0ssea, neurotoxicidade e mutagenicidade, aumentando o risco de infecgdes
(SUNWEN, 1984).

Embora atualmente a vidarabina seja menos utilizada para tratar cancer, seu
potencial como agente antitumoral tem sido investigado em leucemias e linfomas,
dado seu mecanismo de acgao contra a sintese de ADN e sua habilidade em induzir
apoptose celular (LEE et al., 1960). Em comparagao com a fludarabina e a cladribina,
a vidarabina € menos potente, mas pode servir como uma alternativa terapéutica em
combinagdes de tratamentos para potencializar os efeitos antitumorais em

determinados tipos de cancer hematologico.
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3.4. Interacdo de compostos metalicos com proteinas

As proteinas ndo atuam nos organismos vivos de maneira isolada, mas,
frequentemente, na forma de complexos metalicos ou de complexos proteina-proteina.
fons metalicos, além de influenciar a atividade das proteinas, também mediam
interagdes proteina-proteina preservando a homeostase dos metais dentro da célula
(WITKOWSKA; ROWINSKA-ZYREK, 2019). O estudo de complexos metélicos como
agentes anticancer foi regido inicialmente pelo paradigma de seu direcionamento ao
ADN, mas, na atualidade, proteinas tém sido investigadas como alvo (MEGGERS,
2009).

Complexos metalicos baseados em ruténio, ouro, galio e platina podem ser
seletivos e, especificamente, atingir proteinas (WANG; LI; SUN, 2019). O
medicamento antirreumatico auranofina tem como alvo a tioredoxina reductase e o
proteasoma (SKOS et al., 2023). Um composto organoruténio mostrou seletividade de
alvo inesperada para plectina (MEIER et al., 2017). A oxaliplatina mata as células
cancerosas induzindo estresse na biogénese do ribossomo (BRUNO et al., 2017). ions
metalicos podem interagir com proteinas através de ligagdes né&o covalentes ou
coordenando-se diretamente em sitios disponiveis na estrutura. O conhecimento da
estrutura da proteina, na forma livre e na forma complexada, preferencialmente em
solucédo, auxilia no esclarecimento do mecanismo da atividade de ions e complexos

metalicos que tém por alvo proteinas.



32

4. PARTE EXPERIMENTAL

Os procedimentos experimentais deste trabalho foram todos realizados no

Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

4.1 Preparo dos complexos

Foram preparados trés complexos de platina(ll) com diferentes analogos de
purinas: fludarabina (Flu) (2-fluroadenine-9-3-D-arabinofluranoside) para o complexo
1, cladribina (Cla) (2-cloro-2’-deoxyadenosine) para o complexo 2 e vidarabina (Vid)

(adenid-9-B-D-arabinofuranoside) para o complexo 3, em solugdo aquosa.

Foram preparadas solugdes estoques de tetracloridoplatinato(ll) de potassio
(K2PtCls) a 5x102 mol L' e de cada um dos ligantes a 1x10® mol L' em agua

duplamente desionizada. Os reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

Para avaliar a interacdo da platina com cada analogo de purina, foram
preparadas solugdes com diferentes razées molares de platina e ligante. As solugbes
estoques dos ligantes foram aliquotadas e diferentes volumes da solugéo estoque de
K2PtCls foram adicionados a cada aliquota, conforme descrito na Tabela 1. Apds a
adicdo, cada solugado foi agitada com auxilio do vortex por dois minutos, e o pH
ajustado para 6,0 utilizando-se hidréxido de sodio (NaOH) 0,1 mol L' ou acido
cloridrico (HCI) 1% (m/v). Apds 24 h da mistura, o pH foi novamente medido e

reajustado, se necessario.

Para os testes bioldgicos, foram utilizadas solugbes com razao molar

metal:ligante = 1:1.
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Tabela 1: Preparo das solugbes dos complexos em diferentes razé6es molares.

Razao molar V/uL K2PtCls | V/pL Ligante
[Pt/mol L1 | [Ligante]/mol L
(Pt:Lig) [5%102 mol L] | [1%10° mol L]
0:1 0 1x103 0 1500
1:5 2x104 1x103 6 1494
1:1 1x103 1x103 30 1470
2:1 2x103 1x103 60 1440
5:1 5x103 1x103 150 1350
8:1 8x103 1x103 240 1260
10:1 1x102 1x103 300 1200

4.2 Estudos espectroscopicos

4.2.1 Ressonancia Magnética Nuclear de 'H

Os espectros de RMN de 'H e COSY foram adquiridos utilizando o
espectrometro de ressonancia magnética nuclear Bruker AVANCE DRX400, na
frequéncia de 400 MHz, a temperatura ambiente. A preparagao dos complexos seguiu
a mesma metodologia de complexag¢ao descrita anteriormente, porém com o uso de
diéxido de hidrogénio deuterado (D20) como solvente, contendo TMS como padréo
de referéncia. Para o ajuste de pH, utilizou-se HCI 1%(m/v) diluido em D20 e uma

solugéo de NaOH 0,1 mol L-! também diluida em D20.

Os espectros foram adquiridos imediatamente apds o preparo das solucbes dos
trés complexos nas razées molares Pt:ligante 0:1, 1:5, 1:1, 2:1, 5:1, 8:1 e 10:1, e
novamente, apdés 24 horas de reagéo, nas razdes molares de 0:1 a 2:1, devido a

precipitacdo do composto nas amostras com maior excesso de platina.
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4.2.2 Espectroscopia de absorgéo na regido ultravioleta-visivel

Os espectros de absorgéo eletrénica dos ligantes livres e dos complexos foram
registrados em solugdes aquosas, pH 6,0, contendo as razbes molares Pt:ligante de
1:5; 1:1, 2:1, 5:1 e 10:1 na faixa de 200 e 450 nm, utilizando cubeta de quartzo de 1,0
cm em um espectrofotdmetro Cary 50. Os espectros foram obtidos 24 horas apos a
preparacgao das solugdes estoque concentradas, em pH 6,0 e, no momento da analise,
as solugdes foram diluidas em agua duplamente desionizada, com o pH previamente

ajustado para 6,0, até atingir a concentragdo de 5,0x10- mol L.

4.2.3 Espectroscopia de Dicroismo Circular

Os espectros de dicroismo circular foram registrados no aparelho JASCO J-
815 na faixa de 200 a 300 nm. As medi¢des foram realizadas 24 horas apds o preparo
das solugdes de razdo molar Pt:ligante de 0:1 a 5:1, em pH 6,0. No momento da
andlise, as solugdes foram diluidas em agua duplamente desionizada para a
concentragéo de 1x10* mol L' e o pH foi novamente aferido e reajustado quando

necessario, para 6,0.

4.3 Avaliacao da Atividade Citotéxica

4.3.1 Atividade citotoxica em células de leucemia mieloide crénica — linhagem
K562

A atividade citotoxica dos compostos foi avaliada em células da linhagem K562,
derivada de uma paciente com leucemia mieloide crénica em fase blastica terminal,
adquiridas no Banco de Células do Rio de Janeiro. As células foram cultivadas em
meio RPMI 1640 contendo L-glutamina, suplementado com 1% de antibi6tico e 10%
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de soro fetal bovino, sendo mantidas a 37°C em uma atmosfera umidificada e com 5%
de COo.

Os complexos foram preparados na razdo molar 1:1 de platina e ligante,
conforme descrito no protocolo de sintese, e diluidos em agua duplamente
desionizada ajustada para pH 6,0, no momento do ensaio. A citotoxicidade dos
compostos foi determinada pela concentracdo capaz de inibir em 50% o crescimento

celular (Clso).

Para o ensaio, 1x10° células mL-! foram incubadas por 72 horas na auséncia e
presencga de concentragdes crescentes dos complexos testados e dos ligantes livres.
Foi feita também a analise da atividade do sal de partida, K2PtCls, na concentracao
maxima utilizada nos complexos, para confirmar que efeito observado nao é da platina
livre. Apds o periodo de incubacgao, as células foram contadas, a porcentagem de
inibicdo do crescimento celular foi determinada utilizando a equagao 1, em que C
corresponde a concentracdo de células por mL em cada amostra analisada. Os
valores de Clso de cada composto foram determinados a partir do grafico de dose-
resposta com auxilio do software Origin8.5, utilizando-se um ajuste sigmoidal

(Boltzmann).

(Ccélulas no branco — Ccélulas em anélise) x 100 (1)

%inibicao do crescimento =
(Ccélulas no branco — 1x 105)

4.3.2 Determinacgao da concentracao intracelular de complexo nas células
tumorais

A concentracgao intracelular dos complexos 1 e 2, que apresentaram menores
valores de Clso e, portanto, maior atividade citotoxica, foi determinada nas células

tumorais.

Apés 72 horas de incubagao com diferentes concentragdes dos complexos, as

células foram removidas do meio RPMI, ressuspendidas em acido nitrico a 33% (m/v),
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e a concentracao intracelular de platina foi medida por um espectrometro de absorcao

atdbmica com forno de grafite, modelo Varian AA240Z.

4.3.3 Atividade citotoxica em células ndo cancerosas, queratinocitos -
linhagem HaCat

A citotoxicidade dos complexos, assim como seus ligantes livres, foi avaliada
em células nao cancerosas da linhagem HaCat (queratinécitos humanos
imortalizados). Para medir a viabilidade celular, foi utilizado o ensaio do MTT (brometo
de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio) que se baseia na redugao do sal de
tetrazdlio, que possui coloracdo amarela, para cristais de formazan, de coloragao

arroxeada, por células metabolicamente ativas.

As células HaCat, que sao aderentes, foram preparadas na concentragao de
1x10° células mL-! e incubadas em placas de cultura por 24 horas, a 37°C e 5% de
CO2, para aderirem. Em seguida, as células foram tratadas com diferentes
concentracdes dos compostos e reincubadas por 72 horas. Apés esse periodo, o MTT
foi adicionado e, apds 4 horas de incubacgido, o sobrenadante foi removido, e o
formazan resultante dissolvido em dmso. A absorvancia foi medida em 570 nm para

determinar a concentragédo que inibe 50% da viabilidade celular (Clso).

4.4 Estudo dainteracdao dos complexos com proteinas

4.4.1 Interagdo com a proteina Albumina Sérica Bovina

A interagdo dos complexos com albumina sérica bovina (BSA) foi investigada
por espectroscopia de fluorescéncia, na faixa de 300 a 480 nm, com excitacdo em 280
nm. Os complexos foram preparados 24 horas antes do experimento na razdo molar
1:1, conforme descrito anteriormente no topico 4.1. A solugado de BSA foi preparada

em tampé&o Tris-HCI (20 mmol L', pH 7,2) a uma concentragdo de 1,0x10-° mol L.
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Para cada experimento, 2,5 mL da solu¢cdo de BSA foram adicionados a uma
cubeta de quartzo com caminho o6ptico de 1,0 cm, e titulagbes foram realizadas com
aliquotas das solugcdes dos complexos, sob agitacdo magnética, avaliando a
supressao de fluorescéncia dos triptofanos, presentes na proteina, apds adicao dos
complexos. Foram analisados, também, os ligantes fludarabina, cladribina, vidarabina

e o tetracloroplatinato(ll) de potassio livres para fins de comparagao.

Os dados de fluorescéncia foram plotados no software Origin8.5 e analisados
utilizando as equacbes de Stern-Volmer (equacbes 2 e 3) para determinar as
constantes de afinidade. Nas equacdes, Fo e F representam as intensidades relativas

de fluorescéncia da BSA na auséncia e presenga do quencher, respectivamente; kq €
a constante de velocidade de quenching; To € o tempo de vida médio do fluoréforo na

auséncia de quencher (108 s); [Q] é a concentragdo do quencher. O produto kqto €

conhecido como constante de Stern-Volmer Ksv, Ko € a constante de ligagdo e n é o

numero de sitios de ligagao.

F,
70 =1+kqro[Q] =1+ Ks[Q] (2)

Fy—F
log( OF > = logK, + nlog[Q] (3)

4.4.2 Interacdo com a proteina Abl

A interacdo dos compostos com a proteina Abl, que também possui triptofanos
em sua estrutura, foi estudada de maneira similar a descrita no topico 4.4.1, com a
diferenga de que foi utilizada a proteina Abl, gentiimente cedida pelo Professor Adolfo

H. Moraes.

A concentracado da solugado concentrada de proteina Abl foi determinada por
espectrometria de absor¢ao no UV-Vis, utilizando a lei de Lambert-Beer (e= 95230 L
mol ' cm-' em A= 280 nm). Posteriormente, a solugao foi diluida a 1x10® mol L' em
tamp&o Tris-HCI 20 mmol L', pH 7,2. Em seguida, 2,5 mL dessa solugédo foram

titulados com aliquotas das solugdes dos complexos na razdo molar 1:1, assim como
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dos ligantes livres, do tetracloroplatinato(ll) de potassio (1x102 mol L' em agua) e da
cisplatina (cis-diaminodicloridoplatina(ll)) (1x10-3 mol L-' em agua) para comparagéo.
As constantes de ligagcado (Kb) foram determinadas utilizando a equagao de Stern-

Volmer (Equacéo 3).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Preparo dos complexos

Os complexos 1, 2 e 3 foram preparados conforme descrito no topico 4.1.
Foram preparadas solugdes aquosas nas seguintes razbes molares platina:ligante:
0:1,1:5, 1:1, 2:1, 5:1, 8:1 e 10:1, utilizando fludarabina, cladribina e vidarabina como
ligantes para os complexos 1, 2 e 3 respectivamente. Apos 24 horas, observou-se a
formacéao de precipitado nas solugdes com razdes molares 5:1, 8:1 e 10:1 para todos
os complexos, devido ao excesso de platina, indicando que nessas condi¢cdes as
solugdes nao se mantiveram estaveis. Para os testes biolégicos, foram utilizadas as

solugdes com razdo molar metal:ligante de 1:1.

5.2 Estudos espectroscoépicos

5.2.1 Ressonancia Magnética Nuclear de "H

Foram adquiridos espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H para os
ligantes fludarabina, cladribina e vidarabina, tanto na auséncia quanto na presencga de
concentragbes crescentes de platina (2x10# a 1x102 mol L"), com o objetivo de
investigar a interacdo entre o ion metalico e os ligantes. Os espectros das solugcbes
contendo os complexos em diferentes razdes molares de platina/ligante foram
registrados logo apds a preparagao das solugdes e, novamente, apds 24 horas, para

avaliar a cinética da reagcéo de complexacéo.

As atribuigbes dos sinais foram realizadas com auxilio dos espectros
bidimensionais de '"H RMN (COSY) dos ligantes livres (Figuras 7, 8 e 9), cujas
atribuicbes, constantes de acoplamento (J) e multiplicidades estéo descritas na Tabela
2



Tabela 2: Atribuicbes dos sinais dos espectros de 'H RMN dos ligantes.

40

H

5 (ppm)

5 (ppm)

Ligante atribuido Shift Sinais Multiplicidade J (Hz)
H8 8.3051 8.3051 Singleto (s) -
H1’ 6.3126 | 6.3196;6.3057 Dupleto (d) 5.5615
, 4.5711; 4.5573; .
H2 4.5569 45497 Tripleto (t) 5.6816
: 4.3832; 4.3673; .
H3 4.3679 4 3524 Tripleto (t) 6.1417
Fludarabina 4.0812; 4.0740;
: ; J1:2.9313
, 4.0690; 4.0641; Duplo dupleto .
H4 4.0629 ' 4 0615: 4.0569; duplo (ddd) | Y% a0ar
4.0519; 4.0446 3o
: 3.9819; 3.9744; Duplo dupleto J1:2.9908
HS 3.9623 | 59500 3.9425 (dd) J2: 12.7835
, 3.9104; 3.8974; | Duplodupleto | J::5.0814
HS 38883 | 38787.3.8664 (dd) Ja: 12.5324
H8 8.2859 8.2859 Singleto (s) -
, 6.4301; 6.4129; .
H1 6.4129 6.8919 Tripleto (t) 6.8919
2.8590; 2.8430;
H2’ 2.8242 2.8238; 2.8050; Quinteto (qui) 2.8242
2.7895
2.5849; 2.5766:
' ! J1:3.3535
” 2.5692;2.56009; Duplo dupleto .
N H2 25554 | 5 5498. 2.5412: duplo (ddd) | ;¥ S2I8T
Cladribina 2.5343;2.5259 3 1%
4.6648; 4.6573;
H3 4.6498 4.6498; 4.6419; Quinteto (qui) 2.9742
6.6351
, 4.2029; 4.1943;
H4 4.1900 4.1847: 41771 Quarteto (qua) 3.4432
, 3.8767; 3.8687; Duplo dupleto J1: 3.1809
HS 3.8569 | 3 8450; 3.8371 (dd) J2:12.6635
., 3.8113;3.8098; | Duplo dupleto | Ji: 4.1011
HS 3.7903 | 3 7795. 3.7695 (dd) J2:12.6235
H8 8.3857 8.3857 Singleto (s) -
H2 8.2622 8.2622 Singleto (s) -
H1’ 6.4458 | 6.4528;6.4388 Dupleto (d) 6.4458
, 4.5977; 4.5838; .
H2 4.5836 45695 Tripleto (t) 5.6562
H3’ 4.3896 4'4039357442897? Tripleto (t) 6.0965
Vidarabina 4.1127; 4.1051; 1,:2.9780
, 4.1004; 4.0969; Duplo dupleto o
H4 4.0949 ' 4 0932: 4.0896: duplo (ddd) j; ‘;'g‘:.’gﬂ
4.0845; 4.0769 $ o
; 4.0010; 3.9934; Duplo dupleto Ji: 3.0290
HS 3.9813 | 39692 3.9617 (dd) J2:12.7033
, 3.9266; 3.9144: | Duplodupleto | Ji: 4.9124
HS 3.9049 | 3 8949: 3.8828 (dd) J2:12.8161
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=6,0.

Espectro bidimensional (COSY) de 'H RMN da fludarabina em D20, pD

Figura 7
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Figura 8: Espectro bidimensional (COSY) de 'H RMN da cladribina em D20, pD = 6,0.
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Para a fludarabina (figura 10), as principais mudangas observadas apos a
adicao de Pt(ll) foram o desaparecimento do pico em & 8,305, identificado com H8a
(referente ao H8 da base nitrogenada da fludarabina livre), e o surgimento de um novo
pico em & 8,778, identificado como H8b, sugerindo a coordenagédo da platina no
nitrogénio N7. Além disso, o dupleto centrado em & 6,313, identificado como H1’,,
(referente ao H1’ do agucar da fludarabina livre) com a coordenacao desloca-se para
66,366, (H1’p). Observou-se também um pequeno deslocamento do pico centrado em
0 4,062, atribuido ao H4’, para 64,096, a medida em que a concentragao de Pt(Il)
aumentava, sugerindo uma alteragcdo conformacional no agucar da molécula
(POLISSIOU et al., 1981); (FARRELL, 1991); (MELLISH et al., 1997). Nas solucdes
contendo menor teor de platina (de 0:1 a 2:1 Pt/ligante), essas mudancgas se tornaram
mais evidentes apds 24 horas de reagao na propor¢ao metal:ligante = 1:1, quando se
observa o aparecimento de um sinal centrado em 8,766, devido a presenca de uma
espécie complexa, e o desaparecimento do sinal em H8a,, indicando que a reagao de

complexacao nao foi imediata, mas se completou apds esse periodo.
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a. Razao Molar:

= PtFlu-10:1
= Pt:Flu-8:1

Pt:Flu - 2:1
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b. Razzao molar:

=  Pt:Flu-2:1
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Figura 10: Espectros de "H RMN da fludarabina [1%10-3 mol L-'] em D20, pD = 6,0 na auséncia
e presenca de crescentes concentragdes de Pt, [2x104 a 1x102 mol L] imediatamente (a) e 24 horas
(b) apds a preparagéao.
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Para o complexo 2 (figura 11), as modificacbes foram semelhantes as
observadas para a fludarabina, com o desaparecimento do pico em & 8,287 (H8a)
atribuido ao H8 da base nitrogenada da cladribina livre, e o surgimento de um novo
sinal centrado em & 8,776 (H8b), indicando a complexagéo da platina no nitrogénio N7.
Houve ainda um deslocamento do pico correspondente ao H1’ do agucar da cladribina
livre, de 66,415 para 66,449, devido a uma alteragdo conformacional na ribose,
resultante da complexacao. Apds 24 horas de reacéo, na relacao metal:ligante = 1:1
o sinal de H8aem & 8,287 ndo é mais visivel. Acima da raz&o molar metal:ligante = 2:1,
0 excesso de platina provocou a precipitacdo do composto, levando ao

desaparecimento dos picos no espectro.
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a. Razao molar:
= Pt:Cla-10:1
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Figura 11: Espectros de "H RMN da cladribina [1x10-3 mol L-'] em D20, pD = 6,0 na auséncia
e presenca de crescentes concentragdes de Pt, [2x10# a 1x10-2 mol L-'] imediatamente (a) e 24 horas
(b) apds a preparagao.
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A vidarabina (figura 12), diferentemente da fludarabina e da cladribina, possui
em sua estrutura um hidrogénio em C2, que ressona em 4 8,25. No caso do complexo
3, aléem dos sinais em H2 e H8 dois novos sinais sdo observados em & 8,321 e em
0 8,714, atestando a presencga de duas espécies em equilibrio: a vidarabina livre e
uma especie coordenada a platina. Também houve uma reduc¢ao na intensidade do
dupleto centrado em & 6,446 (H1’a, referente ao H1’ do agucar da vidarabina livre) e o
aparecimento de um novo dupleto em & 6,487(H1’v) devido a presenga de duas
espécies em equilibrio: ligante livre e complexo metalico. A alteragdo no deslocamento
quimico do H1’ pode ser devida a uma mudanga conformacional no agucar. Nesse
caso, 0s sinais atribuidos ao ligante livre ainda podem ser vistos nas solugdes
contendo excesso de Pt(ll) e mesmo apdés 24 horas, indicando uma menor

estabilidade do complexo formado com relagéo aos ligantes anteriores.

A coordenacao de ions tetracloroplatinato(ll) com a fludarabina, a cladribina e
a vidarabina foi acompanhada por RMN de 'H. Estudos de substituicdo dos ligantes
cloreto por agua no [PtCl4]> mostraram que a espécie predominante em solugéo
aquosa € a [PtCl3(H20)] (POLISSIOU et al., 1981). Para os trés sistemas estudados,
a coordenacéao a Pt(ll) ocasionou o deslocamento do hidrogénio em C8 para regides
de maior energia. Esse resultado indica a coordenacgé&o da platina(ll) ao nitrogénio na
posicao 7, acarretando uma polarizagao na ligacao C-H8, que fica elétron-deficiente.
Alteragcdes observadas em hidrogénios do agucar indicam que a coordenagao a
platina(ll) ocasiona uma mudanga conformacional. A adicédo de Pt(ll) alterou os
espectros até a relacdo estequiométrica 1:1, indicando que a espécie predominante
na solugao deve ser [PtClI3(L)], onde L representa os trés analogos de nucleosideos
estudados. As variagdes observadas nos espectros de 'H indicam que a ligagdo da

Pt(Il) a vidarabina é mais fraca do que a fludarabina e a cladribina.
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Figura 12: Espectros de "H RMN da vidarabina [1%10- mol L-'] em D20, pD = 6,0 na auséncia
e presenca de crescentes concentragdes de Pt, [2x104 a 1x102 mol L'] imediatamente (a) e 24 horas
(b) ap6s a preparagéo.
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5.2.2 Espectroscopia de absorgéo na regido do ultravioleta-visivel

A complexacdo da platina com os ligantes também foi estudada por
espectrometria de absorgdo molecular na regiao do UV-Vis. Foram obtidos espectros
eletrénicos dos ligantes, tanto na auséncia quanto na presenga de concentragcdes
crescentes de platina. A adigcdo do ion metalico modificou significativamente os

espectros dos ligantes, evidenciando a formacao das espécies complexas em solugéo.

Os ligantes livres exibem uma banda centrada em 260 nm, atribuida a uma
transicdo intraligante do tipo m-m*. Com a adi¢cdo de platina, observou-se uma
diminuicdo progressiva da intensidade dessa banda, até o seu desaparecimento
completo, juntamente com o surgimento de uma nova banda em 320 nm, relacionada

a transferéncia de carga do metal para o ligante (MLCT, d-1*) (Figuras 13, 14 e 15).

A adicao de Pt(ll) provoca um efeito hipocrobmico na banda em 260 nm e o
aparecimento e intensificacdo de uma banda centrada em 320 nm , até a razao molar
1:1. Pode-se observar um pequeno deslocamento batocromico da banda em 260 nm,
que diminui na ordem: complexo da fludarabina, cladribina e vidarabina. Além disso,
a ocorréncia de um ponto isosbéstico atesta para a presenga de duas espécies que
absorvem em solugéo: o ligante livre e um complexo do tipo 1:1. A adigdo de excesso
de ion metélico causa a diminuigdo da intensidade das duas bandas, provavelmente

devido a precipitagdo dos complexos.
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Figura 13: Espectro eletrénico da fludarabina [5x10-5 mol L-'] em H20, pH = 6,0 na auséncia e
presenca de crescentes concentragdes de Pt, [2x10“ a 1x102 mol L-'] apds 24 horas da preparagao.
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Figura 14: Espectro eletronico da cladribina [5x10- mol L-'] em H20, pH = 6,0 na auséncia e
presenca de crescentes concentragdes de Pt, [2x104 a 1x102 mol L-'] apds 24 horas da preparagao.
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Figura 15: Espectro eletronico da vidarabina [5%10-5 mol L-'] em H20, pH = 6,0 na auséncia e
presenca de crescentes concentragdes de Pt, [2x104 a 1x102 mol L-'] apés 24 horas da preparacéo.

5.2.3 Espectroscopia de Dicroismo Circular

Os espectros de dicroismo circular dos trés analogos de purina foram

registrados na auséncia e na presenca de diferentes concentragdes ions Pt(ll), figuras

16, 17 e 18.

A posicao do agucar com relagdo a da base, em torno da ligagao glicosidica,

define duas conformagdes designadas como anti e sin. As estruturas representadas

nesse trabalho correspondem a conformacgao anti, que € mais estavel em solugéo. Os

sinais dos efeitos Cotton nessas moléculas sao controlados pela disposi¢édo do anel

de furanose em relagdo a base, que por sua vez € controlada principalmente pela

configuracdo em C-1'. De modo geral, os ligantes apresentam 3 bandas nos espectros

de dicroismo circular na regido analisada: uma banda positiva em torno de 210-220,



53

uma banda negativa em torno de 250-260 nm e outra positiva em aproximadamente

290 nm.

A adicao de Pt(ll) a uma solugdo aquosa de vidarabina, causou uma leve
intensificagdo das bandas. No caso da fludarabina, a adigcdo de platina leva a uma
diminuicdo das bandas descritas sem, contudo, chegar a inverter os sinais. O
resultado mais acentuado foi observado para o sistema Pt(ll)-cladribina: na proporc¢ao
molar metal-ligante de 5:1, observa-se a inversao dos sinais das bandas, o que indica

uma mudang¢a na conformacao da desoxirribose.

Esses resultados estdo de acordo com os deslocamentos dos sinais

correspondentes aos H1’ dos aglicares observados nos espectros de RMN de 'H.

—— 1 PtFlu 0:1

2 PtFlu 1:5
—— 3 PtFlu 1:1
—— 4 PtFlu 2:1
—— 5 PtFlu 5:1

10 H

DC (mdeg)
N N
L N 1 N

24

200 220 240 260 280 300
Comprimento de onda (nm)

Figura 16: Espectro de dicroismo circular da fludarabina [1x10 mol L-'] em H20, pH = 6,0 na
auséncia e presenca de crescentes concentragdes de Pt, [2x104 a 5x10 mol L] apds 24 horas da

preparagao.
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Figura 17: Espectro de dicroismo circular da cladribina [1x10* mol L-'] em H20, pH = 6,0 na
auséncia e presencga de crescentes concentragdes de Pt, [2x104 a 5x10° mol L'] apds 24 horas da

preparagao.
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Figura 18: Espectro de dicroismo circular da vidarabina [1x10* mol L-'] em H20, pH = 6,0 na
auséncia e presenca de crescentes concentragdes de Pt, [2x104 a 5x10 mol L] apds 24 horas da

preparagao.
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5.3 Avaliagao da Atividade Citotéxica

5.3.1 Atividade citotoxica em células de leucemia mieloide crénica — K562

Os ensaios

in vitro fornecem dados

relevantes importantes sobre a

citotoxicidade de compostos, sendo uma etapa preliminar na avaliacdo de seu

potencial antitumoral. Com base nisso, os complexos sintetizados em solugdo na

estequiometria metal-ligante 1:1 foram avaliados quanto a sua atividade citotoxica em

células de leucemia mieloide crénica (linhagem K562), assim como os seus ligantes

livres, utilizando o ensaio de viabilidade celular.

As curvas dose-respostas (figuras 19, 20 e 21) mostraram que todos os

compostos apresentaram efeito inibitério no crescimento celular de maneira

dependente da concentragcdo. Os valores obtidos de Clso de cada composto estédo

apresentados na Tabela 3, juntamente com o valor obtido para a cisplatina, para efeito

de comparacao.

80

70

[o2]
o
1

% Inibigao
3
1

N
o
1

20

Cl,;=32,9x 10" mol L"

cronica.

T T T T T
50 100 150 200 250 300

[PtFlu] (nmol L)

% Inibicao

100

80 +

60

40 4

20

Cl:30,3x 10°mol L™

10 20 30 40 50 60
[Flu] (nmol L™

Figura 19: Citotoxicidade do complexo 1 e da fludarabina livre nas células de leucemia mieloide
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Figura 21: Citotoxicidade do complexo 3 e da vidarabina livre nas células de leucemia mieloide

cronica.
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Tabela 3: Valores de Clso dos ligantes livres, complexos e cisplatina na linhagem celular
K562.

Composto Clso (mol L)
Fludarabina 30,3x10°
Complexo 1 32,9x10°
Cladribina 8,32x10°
Complexo 2 8,10x10°
Vidarabina 7,85%x10%
Complexo 3 9,85x10%
Cisplatina 1,00x10°

Os resultados das Clso indicaram que a complexagao da platina ndo aumentou
a citotoxicidade em relagao aos ligantes livres. No entanto, tanto os complexos quanto
os ligantes livres demonstraram alta citotoxicidade, sendo o complexo 1 cerca de trinta
vezes e 0 complexo 2 cerca de cento e vinte vezes mais ativo que a cisplatina,
enquanto que para o complexo 3, a citotoxicidade foi aproximadamente dez vezes
menor, nas mesmas condi¢cdes experimentais. Esses resultados sdo promissores para
0 planejamento de novos farmacos que possam reduzir a resisténcia celular, pois

mostram que a complexagdo mantém a eficiéncia citotoxica dos ligantes.

5.3.2 Determinagao da concentracao intracelular nas células tumorais

Para verificar a capacidade dos complexos de atravessar a membrana celular
€ a existéncia ou ndo de uma correlacio entre a atividade citotdxica e a concentragao
intracelular de complexo, foi realizada a dosagem da concentragcdo de platina nas
células, apds 72 horas de incubacéo das células de leucemia mieloide crénica com os

complexos mais ativos: complexos 1 e 2.

A analise dos graficos (figuras 22 e 23), que relacionam a inibicdo do
crescimento celular com a concentracao intracelular de platina, mostrou que o efeito
citotéxico dos complexos esta associado a sua acumulagdo dentro das células. As

concentragbes de platina no interior das células, quando incubadas com as
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concentragdes de Clso foram de 7,4x10-'® e 2,1x10-7 mol célula™! para os complexos

1 e 2, respectivamente.

Estudos anteriores (PEREIRA-MAIA; GARNIER-SUILLEROT, 2003)
demonstraram que a incubacgao de células de cancer de pulmao (GLC4) com cisplatina
e carboplatina resultou em niveis intracelulares de platina semelhantes, cerca de
9,8x10"" mol célula™. Esses resultados corroboram com os dados obtidos neste

estudo.

Os resultados obtidos para os complexos inéditos de Pt(ll) com a fludarabina e
a cladribina sdo muito importantes, pois evidenciam que a alta eficacia medida nos
ensaios de citotoxicidade esta relacionada com a quantidade de complexo metalico

incorporada pelas células cancerosas.
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Figura 22: Relagdo entre a concentragdo intracelular de platina e a porcentagem de inibicdo
do crescimento celular apds tratamento da linhagem célular K562 com o complexo 1.
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Figura 23: Relagéo entre a concentragao intracelular de platina e a porcentagem de inibicao
do crescimento celular apds tratamento da linhagem célular K562 com o complexo 2.

5.3.3 Atividade citotoxica em células de queratindcitos ndo cancerosas —
HaCat

Com o objetivo de avaliar a toxicidade dos complexos em células nao
cancerosas e verificar uma possivel seletividade, a linhagem de células de
queratinécitos ndo cancerosos (HaCat) foi tratada com os complexos 1, 2 e 3 e seus

ligantes livres, conforme a metodologia detalhada no topico 4.3.3.

As curvas dose-resposta, representando a porcentagem de viabilidade celular
em funcao da concentracdo dos compostos (figuras 24 e 25), foram geradas para cada
um. Os valores de Clso obtidos para os complexos e ligantes livres na linhagem HaCat
estdo listados na tabela 4, juntamente com valores de Clso para as células de leucemia
mieloide cronica (K562). Os valores obtidos para a cisplatina também estao indicados,

para fins de comparacéo.
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Figura 25: Citotoxicidade do complexo 2 e da cladribina livre nas células de queratinécitos nao
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Tabela 4: Valores de Clso dos complexos e ligantes livres nas linhagens celulares HaCat

(ndo cancerosa) e K562 (cancer de leucemia) e Iindice de seletividade.

Clso em célula nao .
Clso em célula de .
cancerosa — . Indice de
Composto leucemia — K562 . *
HaCat (mol L) seletividade
(mol L)
Complexo 1 3,7x10°° 32,9x10°° 112,5
Flu 1,9%x10° 30,3%10° 62,7
Complexo 2 9,9%105 8,10x10° 12.222,2
Cla 2,3x10° 8,32x10°° 2.764,4
Complexo 3 >1,0x104 9,58x106 >10,4
Vid >1,0x10* 7,85x106 >12,7
Cisplatina 5,63x106a 1,00%x10 5,6

8l Dado retirado da literatura, realizado seguindo o mesmo protocolo de MTT (MIRZADEH et

al., 2019). *indice de seletividade= Clso em célula ndo cancerosa/Clso em célula de leucemia.

Os resultados indicam que a complexacao com platina reduziu a toxicidade dos
compostos em células ndo cancerosas em comparagao com seus ligantes livres. Além
disso, as concentragdes necessarias para inibir o crescimento das células cancerosas
K562 foram significativamente menores que aquelas que afetam as células HaCat.
Observou-se que as Clso para os queratindcitos foram 112,5 vezes maiores para o
complexo 1 e 12.222 vezes maiores para o complexo 2, em relagdo as células de
leucemia, sugerindo uma alta seletividade dos complexos para células cancerosas.
Para o complexo 3 e seu ligante livre, as células ndo cancerosas nao foram atingidas

até a concentragdo de 1,0x10.

Esses resultados sao promissores, indicando que os complexos tém potencial
para reduzir os efeitos colaterais em células saudaveis, mantendo a eficacia citotoxica
nas células leucémicas. Isso destaca o potencial dos complexos como candidatos

para tratamentos mais seletivos e menos téxicos no combate ao cancer.
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5.4 Estudo dainteragcao com proteinas

5.4.1 Interagcdo com a proteina Albumina Sérica Bovina

No desenvolvimento de novos medicamentos, uma etapa crucial é estudar a
interacao dos compostos com proteinas plasmaticas, como a albumina sérica bovina
(BSA), para avaliar a estabilidade e o potencial terapéutico. A BSA emite uma forte
fluorescéncia devido a presencga dos residuos de triptofano (Trp134 e Trp212), com
pico de emissao em 340 nm apds excitagao a 280 nm. A interagdo dos complexos
com a BSA pode suprimir essa fluorescéncia, indicando uma ligagao entre o composto
e a proteina (DE MELO et al., 2017); (DE MELO et al., 2019); (CORREA et al., 2015).

As interagdes dos complexos com a BSA foram analisadas por espectroscopia
de fluorescéncia, comparando-os com seus ligantes livres e com o
tetracloridoplatinato(ll) de potassio (K2PtCls). Os espectros de fluorescéncia (figuras
26 a 32) mostraram que a supresséao de fluorescéncia dos triptofanos ocorreu de forma
dependente da concentragdo dos compostos, evidenciando uma interacdo entre

ambos.
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A partir dos dados de fluorimetria, foram construidos graficos de Fo/F vs

[composto] para determinar as constantes de Stern-Volmer (Ksv) e as taxas de

supressao de colisdo (kq) dos complexos, utilizando a equagao 2. Além disso, os

graficos de log[(Fo-F)/F] vs log[composto] e a equacao 3 foram utilizados para calcular

as constantes de ligagcado (Kb) e os numeros de sitios de ligagédo (n). Os resultados

encontrados foram apresentados na Tabela 5.
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Figura 26: Espectros de emissao de fluorescéncia da BSA [1,0%10-¢ mol L] (Aexcitagédo = 280

nm) na presenga de concentragdes crescentes do complexo 1 (5,0x107 a 9,3x10-® mol L-). Graficos

de Fo/F vs [composto] e de log[(Fo-F)/F] vs log[composto].
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Figura 28: Espectros de emissao de fluorescéncia da BSA [1,0%10-¢ mol L] (Aexcitagdo = 280
nm) na presenga de concentragdes crescentes do complexo 2 (1,0x10° a 6,4x10° mol L). Graficos
de Fo/F vs [composto] e de log[(Fo-F)/F] vs log[composto].
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Figura 29: Espectros de emissao de fluorescéncia da BSA [1,0%10¢ mol L] (Aexcitagdo = 280
nm) na presencga de concentragdes crescentes da cladribina livre (2,0 x106 a 2,1%x10* mol L-"). Graficos

de Fo/F vs [composto] e de log[(Fo-F)/F] vs log[composto].
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Figura 30: Espectros de emissao de fluorescéncia da BSA [1,0%10-¢ mol L] (Aexcitagdo = 280
nm) na presenga de concentragdes crescentes do complexo 3 (2,010 a 1,6x10 mol L). Graficos

de Fo/F vs [composto] e de log[(Fo-F)/F] vs log[composto].
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Figura 31: Espectros de emissao de fluorescéncia da BSA [1,0%10¢ mol L] (Aexcitagédo = 280

nm) na presencga de concentragdes crescentes da vidarabina livre (8,3x10% a 3,1x10* mol L''). Graficos

de Fo/F vs [composto] e de log[(Fo-F)/F] vs log[composto].
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Figura 30: Espectros de emissao de fluorescéncia da BSA [1,0x10¢ mol L] (Aexcitagédo = 280

nm) na presenga de concentragdes crescentes de K2PtCls livre (1,2x10% a 1,9x10* mol L"). Graficos

de Fo/F vs [composto] e de log[(Fo-F)/F] vs log[composto].
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Tabela 5: Constantes de Stern-Volmer (Ksv), constante de velocidade bimolecular de
supresséo (kq), constante de ligagdo (Kb), numero de sitios de ligagédo (n) e coeficientes

de determinagdo da regresséo linear (r?) para a interagdo dos compostos com a BSA.

Composto| ﬁ\;l*) (L mor ) r (L :1tc)>l'1) n r
Complexo 1] 2,87x10¢ | 2,87x102 | 0,974 120%10* | 0046 | 0,080
Flu 213x10° | 213x10" | 0083 | 857x102 | 0898 | 0983
Complexo 2| 4,09%10¢ | 4,09%102 | 0,965 199%x10° | 0049 | 0074
Cla 102x10¢ | 1,02x1072 | 0992 | 525x10° | 0,944 | 0,973
Complexo 3| 2,01x10¢ | 2,01x10 | 0063 | 549x10¢ | 1130 | 0983
Vid 6,59x10° | 659x10" | 0093 | 602x10° | 0999 | 0993
KePtCls | 9,64x10° | 9.64x100 | 0,926 5,95 0400 | 0,901

Os resultados demonstraram que a complexagdo com a platina favorece a
interacdo dos compostos com a BSA. As constantes de ligacao (Kb) foram
significativamente maiores para os complexos, em comparag¢ao com os ligantes livres
e o K2PtCls, que mostrou uma interagao muito fraca com a proteina. Esses dados
indicam que a complexacgao potencializa a afinidade dos compostos pela albumina, o
que pode ter implicagdes importantes na distribuicdo e biodisponibilidade desses

compostos no plasma.

Além disso, os valores de kg foram consideravelmente superiores ao limite
tipico de extingdo dinamica, de 2,0x10'° L mol-! s, isso sugere que a supressao da
fluorescéncia da BSA pelos complexos ocorre predominantemente por um mecanismo
de extincdo estatica, causada pela complexacido da proteina aos compostos, e nao
por um processo dinamico de colisao (SURYAWANSHI et al., 2016).

Para todos os compostos, o numero de sitios de ligagao encontrado foi proximo
de 1, indicando que apenas uma molécula se liga a proteina.

Para um farmaco ser eficaz, sua constante de ligagcdo com a albumina deve
garantir um transporte eficiente no plasma, mas também permitir sua liberagao para o

alvo terapéutico. Estudos anteriores sugerem que compostos que se ligam de forma
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reversivel a BSA possuem afinidades moderadas com a proteina, com constantes de
ligagdo (Kb) na faixa de 1 — 15x10* L mol -' (DUFOUR; DANGLES, 2005);
(SURYAWANSHI et al., 2016). Os valores de Kb observados para os complexos neste
estudo variaram entre 1,20x10% e 5,49x10* L mol!, indicando afinidade adequada
para transporte e liberacdo dos complexos, enquanto que os ligantes livres

apresentam afinidade significativamente inferior.

5.4.2 Interagcdo com a proteina Abl

A interacdo de compostos bioativos com proteinas-alvo desempenha um papel
essencial no desenvolvimento de novos farmacos, especialmente para o tratamento
de doengas como a leucemia mieloide crénica (LCM). Essa patologia € caracterizada
pela presenca do gene de fusdo BCR-Abl, que codifica uma tirosina quinase
desregulada, direcionada ao citoplasma, responsavel pela proliferacao descontrolada
das células leucémicas. A proteina Abl, normalmente regulada negativamente pelos
dominios SH2 e SH3, desempenha um papel importante no controle do crescimento
celular e mutagées ou fusbes génicas que comprometem essa regulacdo sao
determinantes na LMC (CORTES; PAVLOVSKY; SAURELE, 2021); (LOSCOCCO et
al., 2019); (BUSCHBECK et al., 2005).

Dada a alta citotoxicidade apresentada pelos complexos sintetizados na
linhagem celular de leucemia mieloide cronica (K562), investigou-se a interagao
desses compostos com a proteina Abl, que esta presente nessa linhagem celular. Foi
utilizada a técnica de espectroscopia de fluorescéncia para avaliar essas interagdes,
uma vez que a proteina Abl, quando excitada em 280 nm, emite uma forte

fluorescéncia em torno de 350 nm, devido aos residuos de triptofano em sua estrutura.

Para avaliar a interacdo dos compostos com a proteina, foi monitorada a
supressao de fluorescéncia da Abl causada pela adicdo dos compostos. Além dos
complexos, também foram avaliados a interacdo dos ligantes livres, do

tetracloridoplatinato(ll) de potassio e da cisplatina.
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A analise permitiu observar que a intensidade de fluorescéncia diminuiu com a
adicdo dos compostos, indicando a interagdo com a proteina (figuras 33 a 40). As
constantes de ligacao (Kb) dos compostos com a Abl foram determinadas utilizando a
equacéo 3 e os grafico de log[(Fo-F)/F] vs log[composto], assim como os numero de

sitios de ligacao (n). Os resultados obtidos foram apresentados na Tabela 6.
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Figura 33: Espectros de emissao de fluorescéncia da Abl [1,0x10%¢ mol L"] (A excitagdo = 280

nm) na presenga de concentragdes crescentes do complexo 1 (8,0x107 a 7,7x10% mol L"). Gréfico de

log[(Fo-F)/F] vs log[composto].
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Figura 34: Espectros de emissado de fluorescéncia da Abl [1,0x10%¢ mol L-'] (A excitagdo = 280
nm) na presencga de concentragdes crescentes da fludarabina livre (1,8x106 a 5,0x10 mol L-'). Grafico

de log[(Fo-F)/F] vs log[composto].
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Figura 35: Espectros de emissao de fluorescéncia da Abl [1,0x10%¢ mol L"] (A excitagdo = 280

nm) na presenga de concentragdes crescentes do complexo 2 (1,0x10% a 5,6x10-% mol L-"). Grafico de

log[(Fo-F)/F] vs log[composto].
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Figura 36: Espectros de emissao de fluorescéncia da Abl [1,0x10%¢ mol L-'] (A excitagdo = 280
nm) na presenca de concentragdes crescentes da cladribina livre (1,5x10-¢ a 3,5x10 mol L-"). Grafico

de log[(Fo-F)/F] vs log[composto].
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Figura 37: Espectros de emissao de fluorescéncia da Abl [1,0x10%¢ mol L-"] (A excitagdo = 280

nm) na presenga de concentragdes crescentes do complexo 3 (5,0 x 105 a 1,2 x 10+ mol L'). Grafico

de log[(Fo-F)/F] vs log[composto].
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Figura 38: Espectros de emissado de fluorescéncia da Abl [1,0x10%¢ mol L-"] (A excitagdo = 280

nm) na presenca de concentragées crescentes da vidarabina livre (1,5%10% a 4,5x10* mol L-"). Grafico

de log[(Fo-F)/F] vs log[composto].
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Figura 39: Espectros de emissao de fluorescéncia da Abl [1,0x10%¢ mol L"] (A excitagdo = 280

nm) na presenca de concentragdes crescentes de KzPtCls (3,5%10% a 5,3x10* mol L-'). Grafico de

log[(Fo-F)/F] vs log[composto].
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Figura 40: Espectros de emissao de fluorescéncia da Abl [1,0x10%¢ mol L-'] (A excitagdo = 280

nm) na presenga de concentragdes crescentes de cisplatina (5,0x10-% a 1,4x10-3 mol L-'). Grafico de

log[(Fo-F)/F] vs log[composto].

Tabela 6: Constantes de ligagdo (Kb), numero de sitios de ligagdo (n) e coeficientes de

determinagdo da regresséo linear (r?) para a interagdo dos compostos com a Abl.

Composto Kb n r?
(L mol?)

Complexo 1 1,1x10° 1,294 0,986
Flu 1,5%102 0,673 0,992
Complexo 2 5,0x10° 1,192 0,979
Cla 1,7x10* 1,023 0,992
Complexo 3 2,8x103 0,751 0,943
Vid 2,1x103 0,835 0,971
K2PtCla 42,1 0,545 0,972
Cisplatina 14,0 0,417 0,992

Os resultados obtidos evidenciaram que a complexag¢ao dos ligantes com a
platina aumentou significativamente a afinidade da fludarabina e da cladribina com a

proteina Abl. O complexo 1 apresentou uma constante de afinidade aproximadamente
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7 mil vezes maior que o ligante livre (Kb = 1,1x108 L mol-'). Esses resultados mostram
que a coordenagao com a platina gera interagées mais fortes com a proteina Abl, o

que é muito relevante para inibir a atividade desregulada de tirosina quinase na LMC.

A afinidade do complexo 2 também foi aumentada em cerca de 30 vezes em
relagdo ao seu ligante livre, evidenciando o impacto positivo da complexagéo da
platina com a cladribina. Para a vidarabina, no entanto, a complexagao nao promoveu
alteragdes significativas, com a constante de afinidade do complexo (Kb = 2,8x103 L

mol-') se mantendo proxima a do ligante livre.

Além disso, tanto o K,PtCl, quanto a cisplatina apresentaram baixa afinidade
pela proteina Abl, com valores de Kb de 42,1 L mol' e 14,0 L mol, respectivamente,
sugerindo que esses compostos ndo possuem interagao significativa com a proteina-

alvo, em contraste com os complexos aqui descrito de fludarabina e cladribina.

Esses resultados indicam que a interagdo dos compostos com a proteina Abl
pode ter importantes implicagdes terapéuticas. Os altos valores de constantes de
ligacdo a proteina Abl indica que esses complexos inibem a atividade quinase da
proteina Abl, oferecendo uma nova abordagem para o tratamento da leucemia

mieloide cronica.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho, foram preparados e caracterizados em solugdo aquosa trés
novos complexos de Pt(ll) com os analogos de purina fludarabina, cladribina e
vidarabina, com o objetivo de avaliar seu potencial terapéutico contra a leucemia
mieloide crénica (LMC). As analises espectroscopicas, incluindo RMN de 'H, UV-Vis,
e dicroismo circular, demonstraram a formagao desses complexos, com evidéncias de

coordenacao dos ligantes aos ions de Pt(Il) através do N7 da base purica.

Os resultados de citotoxicidade indicaram que tanto os complexos quanto os
ligantes demonstraram uma alta atividade citotéxica. O complexo 1 foi cerca de trinta
vezes e 0 complexo 2 cerca de cento e vinte vezes mais ativo que a cisplatina,
enquanto para o complexo 3, a citotoxicidade foi aproximadamente dez vezes menor,

nas mesmas condi¢cdes experimentais.

Os testes de dosagem de platina intracelular revelaram a existéncia de uma
boa correlagéo entre a atividade citotoxica e a concentragéo de composto incorporada
pelas células: maior a concentragao intracelular, maior o efeito citotdxico. Isso reforga
a importancia dos complexos inéditos de Pt(ll) com fludarabina e cladribina, ja que a
eficacia observada nos ensaios de citotoxicidade esta diretamente relacionada a

quantidade de complexo metalico que foi absorvida pelas células.

Além disso, os complexos mostraram alta seletividade ao comparar as Clso em
células ndo cancerosas HaCat e células de leucemia. As concentracdes necessarias
para inibir o crescimento das células cancerosas K562 foram significativamente
menores do que as necessarias para os queratindcitos. A Clso em células nao
cancerosas foi aproximadamente 120 vezes maior para o complexo 1 e cerca de
12.000 vezes maiores para o complexo 2, em relacdo as células de leucemia. Esses
resultados indicam que os complexos possuem alta seletividade para células
cancerosas, 0 que sugere um potencial promissor para reduzir os efeitos colaterais

em células saudaveis, mantendo a eficacia citotdxica nas células leucémicas.

A interacdo com a BSA foi favorecida pela complexacdo. Vale a pena ressaltar

que que os complexos de Pt(ll) com fludarabina e cladribina aumentaram a afinidade
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pela proteina Abl em relagc&o aos ligantes livres. Esses resultados sao extremamente
importantes pois sugerem que os complexos de Pt(ll) com analogos de purinas podem

inibir a atividade dessa proteina, que é responsavel pelo o desenvolvimento da LMC.

Os compostos obtidos nesse trabalho sao promissores para o desenvolvimento
de novos farmacos que possam reduzir a resisténcia celular, uma vez que a

complexacado com platina manteve a eficiéncia citotoxica dos ligantes.

Em suma, os complexos sintetizados mostram-se promissores agentes
antitumorais com alta seletividade. Os dados obtidos reforcam a relevancia de
continuar investigando o potencial terapéutico desses compostos em tratamentos

mais eficazes contra a leucemia mieloide crénica e outros tipos de cancer.
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