UNIVERSIDADE DA BEIRA INTERIOR
Ciéncias

Desenvolvimento de novos potenciais
anticancerigenos com acao no G-quadruplex

Diana Sofia Serra dos Santos

Dissertacao para obtencao do Grau de Mestre em

Biotecnologia
(2° ciclo de estudos)

Orientadora: Prof.2 Doutora Carla Cruz
Co-orientador: Prof. Doutor Samuel Silvestre

Covilha, Outubro de 2014



Desenvolvimento de novos potenciais anticancerigenos com acao no G-quadruplex



Desenvolvimento de novos potenciais anticancerigenos com acdo no G-quadruplex

Agradecimentos

Em primeiro lugar quero agradecer a minha orientadora, Professora Doutora Carla Cruz por
todo o tempo de aprendizagem, disponibilidade, apoio e pela confianca depositada em mim.

Um especial obrigado por toda a dedicacao e por me fazer superar os desafios que me propos.

Ao meu co-orientador, Professor Doutor Samuel Silvestre por toda a ajuda, confianca e

orientacdo cientifica que me transmitiu.

A Professora Doutora Adriana Santos por toda a ajuda, disponibilidade e colaboracéo.

A minha familia por toda a compreensdo, amigos, colegas de curso e de laboratério pela
amizade e preocupacdo que demonstraram durante o meu percurso, especialmente a Filipa

pela disponibilidade imediata e toda a ajuda que prestou.

Obrigado.

ifi



Desenvolvimento de novos potenciais anticancerigenos com acao no G-quadruplex



Desenvolvimento de novos potenciais anticancerigenos com acdo no G-quadruplex

Resumo

Atualmente, o cancro apresenta uma elevada mortalidade perante a populacado mundial e
novas estratégias terapéuticas tém sido desenvolvidas com o objetivo de combater esta
patologia.

Recentemente verificou-se que uma das formas de diminuir a atividade dos genes tumorais é
através da estabilizacao das estruturas do G-quadruplex. O G-quadruplex é uma estrutura de
quatro cadeias formada por sequéncias especificas ricas em guanina e estdo presentes em
regides de extrema importancia bioldgica, como teléomeros humanos e promotores de
oncogenes. A sua estabilizacdo pode ser obtida com compostos organicos de baixo peso
molecular que promovem a inibicao da atividade da enzima telomerase.

Assim, o contexto deste trabalho foca-se no desenvolvimento de compostos derivados de
calixarenos, capazes de se ligarem seletivamente ao G-quadruplex telomérico. Os compostos
foram sintetizados, purificados e caraterizados por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e
Espectometria de Massa (MS). A interacao entre as estruturas G-quadruplex e os derivados de
calixarenos foi estudada utilizando titulacdes de RMN de 'H, de modo a avaliar a estabilizacdo
do G-quadruplex a diferentes temperaturas e identificar os locais de ligacao envolvidos na
interacao. O efeito dos compostos na proliferacao das linhas celulares tumorais (MCF-7 e
LNCaP) e normais (NHDF) foi avaliado pelo ensaio MTT, de modo a se poder concluir acerca do
seu interesse como potenciais agentes anticancerigenos. Adicionalmente, a localizacdo
celular dos calixarenos foi avaliada por microscopia de fluorescéncia confocal e o estudo do
mecanismo de morte celular por citometria de fluxo.

Da sintese quimica resultaram varios intermediarios e dois macrociclos, os quais foram
posteriormente estudados. A formacao e estabilidade da estrutura G-quadruplex foi seguida
por RMN e observou-se que a temperatura de 65°C este desnaturou, passando a forma de
duplex. Por microscopia de fluorescéncia, observou-se que os compostos macrociclos sao
fluorescentes e que, ao nivel de localizacdo celular, ndo se observou fluorescéncia no nicleo
da célula com o composto Calix-Benz. Relativamente a avaliacdo bioldgica dos derivados de
calixarenos pelo ensaio MTT, verificou-se existirem diferentes efeitos antiproliferativos. O
composto que revelou ser mais toxico para as varias linhas celulares foi o intermediario Calix-
NH,, especialmente em células cancerigenas da prostata, uma vez que foram observados
valores elevados de inibicao da proliferacao celular e ICsode 1,474 pM, demonstrando também
ser mais toxico para estas células do que para as células normais da derme humana. Este
mesmo composto nao relevou marcacao significativa pela Anexina V-FITC e originou valores
significativos de morte celular em comparacao com compostos padrao ativos contra o cancro

da mama.
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Abstract

Currently, cancer has a high mortality rate in global population and new therapeutic
strategies have been developed in order to treat this disease.

Recently, it was found that stabilization of the G-quadruplex structures reduce the activity of
tumoral genes. The G-quadruplex structure is constituted by four specific chains rich in
guanine sequences, which are present in regions with biological importance such as human
telomeres and oncogene promoters. The stabilization of these structures can be achieved
through binding of molecular compounds that can promote inhibition of telomerase activity in
cancer cells.

Therefore, this work focuses on the development of calixarene derivatives, able to selectively
bind the telomeric G-quadruplex. These compounds were synthetized, purified and
characterized using nuclear magnetic resonance (NMR) and mass spectrometry (MS). The
interaction between the G-quadruplex structures and the calixarene derivatives is studied
using 'H-NMR titration, in order to evaluate the stabilization of G-quadruplex at different
temperatures and also to identify the compounds binding sites involved in the interaction.
The effects of these compounds on proliferation of tumoral (MCF-7 and LNCaP) and normal
(NHDF) cell lines were assessed by MTT assay to evaluate as potential anti-cancer agents.
Moreover, their cellular localization is evaluated by confocal fluorescence microscopy and the
cell death follows by flow cytometry.

From the chemical synthesis resulted several calixarene intermediates and two macrocycles
that are studied as G-quadruplex binders. The formation and stability of G-quadruplex
structure is monitored by NMR, and revealed a denaturation to a duplex at T=65°C. The
fluorescence microscopy revealed that the macrocycles compounds are fluorescent and no
fluorescence is observed for Calix-Benz in the nucleus of the cells.

The biological evaluation of calixarene derivatives by the MTT assay revealed different anti-
proliferative effects. The Calix-NH, is found to be the most citotoxic compound in these cell
lines, especially for the prostate cancer cells, since high levels of inhibition of cell
proliferation and a ICsy of 1.474 pM is observed in cancer cells than in normal human dermal
cells. This compound also evidenced to have more toxic effects for these cells than to normal
human dermal cells. This compound do not have significant staining using FITC Annexin V;
however significant cell death is obtained when compared to standard compounds against

breast cancer.
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Capitulo 1 - Introducao

1.1-Cancro: relevancia e principais

abordagens terapéuticas

Ao longo dos ultimos anos, a incidéncia de cancro na populacao tem vindo a aumentar
gradualmente, sendo considerada atualmente a principal causa de morte a nivel mundial. De
acordo com os dados estatisticos de mortalidade, em Portugal morrem por ano cerca de 42
mil pessoas com cancro, estando esta situacao associada a gastos de 20 milhGes de euros/ano
(LPCC, 2014). Adicionalmente, por todo o mundo, ocorreram 8,2 milhdes de mortes em 2012
e estima-se que o nimero de casos anuais desta patologia aumentara para 22 milhdes nas
proximas duas décadas. Estes dados alarmantes tém sido associados, em grande parte, a
comportamentos e habitos alimentares da sociedade, como por exemplo o tabagismo, alcool,
elevado indice de massa corporal e falta de exercicio fisico, e também a fatores ambientais.
Assim, medidas preventivas, implementacoes de programas de controle, detecao precoce e
de tratamento, tornam-se importantes no combate as doencas oncoldgicas (OMS, 2014)
(Jemal et al., 2011). Os tipos de cancro mais prevalentes sdo o cancro do pulmao, prostata,
mama, figado, estomago e colo-retal, diferenciando-se, no entanto, a sua frequéncia, entre o
sexo masculino e feminino (Siegel et al., 2014). O cancro da mama é o tumor mais frequente
em mulheres e o cancro da prostata destaca-se nos homens. Estes dois tipos de cancro
inserem-se no grupo dos cancros hormono-dependentes, sendo das principais doencas que
afectam o mundo (Smith et al., 2014). Neste contexto, o desenvolvimento de novos farmacos
com capacidade de impedir a proliferacao de tumores tem sido extensivamente estudado. A
quimioterapia classica envolve o uso, nomeadamente, de agentes alquilantes e intercalantes
do DNA, antimetabolitos e inibidores de topoisomerases, os quais tém fraca selectividade,
originando elevada toxicidade nos doentes. Além disso, nem todos os tipos de tumores
respondem aos tratamentos e ocorre frequentemente o aparecimento de resisténcias. Os
tratamentos dos tumores hormono-dependentes com base em farmacos (exemplo: terapia
hormonal) envolvem a inibicdo das hormonas especificas de cada tipo de cancro (exemplo:
estrogénios e androgénios). Dos farmacos ja estudados e descritos destacam-se, por exemplo,
a enzalutamida e a bicalutamida para o cancro da prostata e o tamoxifeno, anastrozole e
outros inibidores da aromatase para o cancro da mama (Ahmed et al., 2014) (Mufudza et al.,
2012). Também nestes casos pode haver efeitos secundarios e relativamente baixa eficacia, o
que, em conjunto com a elevada prevaléncia e custos destas doencas, tem levado os
investigadores em todo o mundo a desenvolverem terapias alternativas mais eficazes e

seguras.
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Uma dessas estratégias é o desenvolvimento de estabilizadores do G-quadruplex, no qual se

baseia o presente trabalho de investigacao.

1.2-Estruturas do G-quadruplex

O DNA G-quadruplex (G4-DNA) resulta da ligacao de quatro cadeias de DNA, as quais sao
formadas por sequéncias de acidos nucleicos ricos em guanina (G). Nestas podem formar-se
ligacbes de hidrogénio entre quatro guaninas de varias cadeias ou de partes da mesma cadeia,
designadas por ligacdes de Hoogsteen. Cada quarteto de guanina pode estabelecer interacoes
m-m com tétradas adjacentes e formar arranjos empilhados (Figura 1) (Sattin et al., 2013).
Por um lado, o G-quadruplex apresenta-se como uma estrutura altamente ordenada, em que
moléculas de guanosina se auto-organizam em padrées complexos. Por outro lado, estas
estruturas sdo muito instaveis em comparacdo com o DNA de cadeia dupla (dsDNA) e,
consequentemente, precisam de estabilizadores de modo a promover e a manter esta
conformacao. Factores como a temperatura, concentracao da solucao, pH, adicao de catides
e moléculas de baixo peso molecular (ligandos) podem influenciar a formacao e estabilizacdo
das estruturas de G-quadruplex (Fritzsche & Spindler,2013). Por exemplo, a coordenacao dos
oxigénios 06 dos grupos carbonilo das guaninas com catiées monovalentes (K* e Na*), confere
a estrutura uma estabilizacao adicional. De facto, estes oxigénios estdo direcionados para o
centro da tétrada, para catides especificos localizados entre tétradas adjacentes, reduzindo-
se assim a repulsao electrostatica entre as guaninas e os atomos de oxigénio existentes neste
arranjo. O numero de catides estabilizadores presente corresponde a (n-1) relativamente ao
numero de quartetos (n). O catido K* é considerado o estabilizador mais recomendado (Chen
& Yang, 2012)(Yang & Okamoto, 2010).

Figura 1- (A) Estrutura tridimensional de um quadruplex; (B) Ligacdes de hidrogénio estabelecidas para

formacao de uma estrutura de quadruplex. Adaptado de (Xu et al., 2010).



Desenvolvimento de novos potenciais anticancerigenos com acdo no G-quadruplex

As estruturas dos G-quadruplexes variam em diferentes caracteristicas, incluindo
estequiometria e orientacdo das cadeias, existéncia ou nao de alcas ou “loops”, e angulos de
torcao glicosidicos. Essas caracteristicas determinam o tipo de estruturas do G-quadruplex e a
sua estabilidade (Burge et al., 2006), (Xu, 2011).

Com base no nimero de cadeias de DNA envolvidas na formacdao de um G-quadruplex, este
pode ser intramolecular, quando envolve uma Unica cadeia rica em guaninas, ou
intermolecular quando envolve duas (bimolecular) ou quatro cadeias (tetramolecular) (Figura
2) (Luedtke, 2009). A formacao de cada uma destas topologias esta diretamente relacionada
com o tamanho da cadeia simples, uma vez que, para que haja a formacao de “loops”
(estruturas bi e unimoleculares) a cadeia tem que ter um nimero suficiente de bases (Sattin
et al., 2013).

! . 4

il

I L/ Ny,
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“Cesta” “Cadeira” Tetramérica Dimérica Monomérica

Figura 2 - (A) Estruturas intramoleculares (unimolecular) designadas por “cesta” e cadeira. (B)
Estruturas intermoleculares tetraméricas, diméricas e monoméricas. Adaptado de (Kim et al., 2003) e
(Bates et al., 2007).

Um G-quadruplex intramolecular envolve geralmente a presenca de trés “loops” (ansas). Estes
“loops” sao constituidos por outras bases da cadeia simples que ndo sdo guaninas e que nao
estdo envolvidas na formacdo dos quartetos. As estruturas podem ser classificadas pela
orientacao da cadeia, apresentando, por exemplo, um formato de cesta ou cadeira (Figura 2-
A) (Fritzsche & Spindler,2013). Os G-quadruplexes intermoleculares podem ser classificados
de acordo com a orientacao das cadeias: paralelos quando todas as cadeias se encontram no
mesmo sentido e anti-paralelos quando duas cadeias se encontram numa direcao e as outras
duas na direcao oposta, e mistos (paralelo/antiparalelo), consoante a direcao em que se
encontram as diferentes cadeias umas em relacao as outras. As estruturas intermoleculares
tém sido estudadas em diferentes aplicacbes, nomeadamente como intermediarios ou
percursores de recombinacdo e integracao viral. A sua formacdo é muito lenta e os
parametros termodinamicos da mesma sdo dificeis de estudar. Ao contrario, os G-
quadruplexes intramoleculares, como por exemplo a cadeia telomérica humana d(T,AG;)s,
formam-se rapidamente, sao termodinamicamente mais favoraveis (Bates et al., 2007),

(Luedtke, 2009), (Fritzsche & Spindler,2013) e é reconhecida a sua utilizacdo na regulacao da
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expressao de genes e estabilidade dos telémeros (tema desenvolvido a seguir). A diversidade
estrutural do G-quadruplex transforma-o num alvo para a obtencdo de novos farmacos (Chen
& Yang, 2012).

1.3-Implicacdes dos G-quadruplexes a nivel
biolégico

Através de analise bioinformatica, demonstrou-se que as varias sequéncias do G-quadruplex
se encontram no genoma humano, (Murat et al., 2011) nomeadamente em regides promotoras
de oncogenes, troca de imunoglobulina (Gavathiotis & Searle, 2003), introées (Luedtke, 2009),
DNA ribossomico, RNA (Fritzsche & Spindler,2013) e nos telomeros (Yi et al., 2013). Varios G-
quadruplexes estao envolvidos na regulacdo do comprimento telomérico e desempenham um

papel fundamental na regulacao da transcricao de genes.

1.3.1- Telomeros e Telomerase

Os telomeros sdo complexos DNA-proteina, localizados nas extremidades dos cromossomas
lineares, contendo repeticbes de sequéncias de DNA (5’-TTAGGG-3’) de 5-10 kilo pares de
bases. As suas principais funcées sao manter a estabilidade estrutural do cromossoma,
assegurar que a informacao genética é perfeitamente copiada quando a célula se duplica e,
impedir a juncao de extremidades entre cromossomas consecutivos, o que poderia conduzir a
degradacao do DNA, por acado de proteinas especificas ou a ocorréncia de mutagdes genéticas
(Zhou et al., 2014) (Ruden & Puri, 2013).

A estrutura em forma de tampa (do inglés “capping”) (Figura 3) no terminal dos cromossomas
serve para proteger os telomeros de danos no DNA. Por outro lado, quando adota a estrutura
contraria (“uncapping”), ocorre a disfuncdo dos telomeros, originando alteracdes genéticas e

podendo culminar no aparecimento de tumores (Xu, 2011).

C A

Figura 3- Telomeros estdo presentes na extremidade dos cromossomas.

(A) Telomeros protegidos por uma “tampa”; (B) Telomeros desprotegidos. Adaptado de (Xu, 2011).

Em condi¢cdes normais e em cada replicacao, o comprimento dos teldmeros tende a diminuir
progressivamente. Este encurtamento podera traduzir-se na perda parcial ou total da
capacidade de divisao da célula, interrompendo-se a proliferacao celular (limite de Hayflick),

ficando o processo de renovacao celular comprometido, uma vez que as células eliminadas
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nao sdo substituidas por outras. Quebras da integridade dos telomeros provocam danos no
DNA, provocando anomalias no genoma, senescéncia celular e apoptose.

Este fendomeno é um dos mecanismos que contribui para o envelhecimento e morte celular.
Em contraste, nas células cancerigenas os telomeros ndo sofrem encurtamento na fase de
replicacdo devido a presenca de uma transcriptase reversa (hTERT), a enzima telomerase.
Esta € uma ribonucleoproteina constituida por uma proteina (a TERT - “telomerase reverse
transcriptase”) e por uma molécula de RNA (chamada TERC - “telomerase RNA component”).
Esta enzima sintetiza DNA por complementaridade em relacdo a cadeia de RNA (TERC
apresenta a sequéncia CAAUCCCAAUC), através da adicdo de sequéncias especificas e
repetitivas de DNA a extremidade 3’, originando mais DNA telomérico, assegurando desta
forma a integridade do DNA cromossomico durante os ciclos repetidos de divisao celular
(Cunningham et al.,2006) (Ruden & Puri, 2013). A atividade desta enzima é variavel
consoante o tipo de células. Nas células somaticas nao cancerigenas, a telomerase nao possui
atividade detetavel, mas em células cancerigenas e tumores primarios de todos os tipos de
cancro existem niveis de atividade elevados (Neidle, 2010). Deficiéncias da atividade da
enzima telomerase e encurtamento dos teldmeros estao associados com outras doencas, tais
como colite ulcerosa e doencas cardiacas, entre outras.

Neste contexto, tem sido descrito que a inibicao da atividade da telomerase previne a
formacao de tumores e que isto esta relacionado com a estabilizacdo das estruturas do G-
quadruplex, situados na regidao terminal dos telomeros (Figura 4) (Xu, 2011). Isto acontece
porque a estrutura do G-quadruplex tem a funcdo de proteger os telomeros, prevenindo a
degradacdo nucleolitica e o alongamento inapropriado realizado pela enzima telomerase
(Huppert, 2010). Este facto desencadeou a investigacdo dos G-quadruplexes como alvos
terapéuticos, sendo de interesse a sua estabilizacao por ligandos reversiveis, os quais poderao

tornar-se potenciais novos farmacos. (Xu, 2011).

AGGGTTAGGGTTA
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Figura 4- Mecanismo de acao da telomerase (com os seus componentes TERC e TERT). Adaptado de (Xu,
2011).

1.3.2- Regulacao das estruturas do G.quadruplex na transcricao

Recentemente, foram determinadas estruturas do G-quadruplex em regioes promotoras de

oncogenes tais como o ¢c-MYC, c-Kit, c-kras, bcl-2, VEGT, HIF-1, RET, entre outros (Evans &



Desenvolvimento de novos potenciais anticancerigenos com acdo no G-quadruplex

Huppert, 2010), verificando existirem aqui sequéncias ricas em guaninas capazes de formar
estruturas G-quadruplex (Han & Hurley, 2000). Sao também reconhecidas por algumas
proteinas especificas, denominadas de factores de transcricdo, que auxiliam na regulacao
transcricional. Neste caso, os promotores requerem que o G-quadruplex seja formado em
regioes de dsDNA (cadeia dupla de DNA) em vez de ssDNA (cadeia simples de DNA), como
acontece nos telémeros (Figura 5) (Yang & Okamoto, 2010).

Nos proximos subcapitulos serdo descritos apenas os oncogenes c-MYC e c-Kit (os principais
oncogenes relacionados com a ativacao da transcricao) e a sua relacao com as estruturas do

G-quadruplex.

1.3.2.1- c-MYC

Um dos sistemas promotores mais estudados no ambito do G-quadruplex é a oncoproteina c-
MYC, um factor de transcricao que tem uma funcao importante na proliferacao celular e na
inducdo de apoptose (Yang & Okamoto, 2010). A expressao do c-MYC é controlada pelo
elemento de hipersensibilidade nuclease Ill; (NHE Ill;), que se encontra localizada a 27 pares
de bases do promotor (Balasubramanian & Hurley, 2011), regulando cerca de 80-90% da
atividade transcricional do c-MYC (Evans & Huppert, 2010). A sobre-expressao da proteina c-
MYC esta associada a um numero significativo de tumores, entre os quais o cancro do célon,
prostata, mama, pulmao, colo do Utero e em leucemias mieldoides (Huppert, 2008),
(Balasubramanian & Hurley, 2011).

Outros dois componentes proteicos relevantes, nucleolina e NM23-H2, encontram-se
envolvidos na transcricao do gene e interagem com o promotor c-MYC do G-quadruplex. A
primeira actua como um repressor de transcricao e esta envolvida na estabilizacao e ligacao
especifica ao promotor, enquanto que a segunda proteina tem o efeito contrario, comporta-
se como um ativador de transcricao, destabilizando o c-MYC devido as ligacbes a cadeias
simples de DNA (Chen & Yang, 2012). O tipo de estrutura encontrada mais frequentemente
nos promotores do G-quadruplex sao as estruturas intramoleculares com cadeias paralelas e
duas sequéncias G3NG; (Figura 5-A) (Bates et al., 2007).

1.3.2.2- c-Kit

O proto-oncogene c-Kit é um recetor tirosina-cinase que exerce uma ag¢ao crucial na
diferenciacao e proliferacao celular (Mcluckie et al., 2011). Esta é uma proteina de 145-160
kDa (Bejugam et al., 2010), expressa em variados tipos de cancro, afetando células mieloides
e germinativas, melanocitos, células hematopoiéticas e intersticiais de Cajal
(Balasubramanian & Hurley, 2011). A avaliacdo da expressdo da proteina c-Kit permite
diagnosticar tumores do estroma gastrointestinal (GIST), existindo ja no mercado um inibidor
especifico da tirosina-quinase, imatinib (Glivec/Gleevec™, da Novartis) aplicado no

tratamento destes tumores (Mcluckie et al., 2011).
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Existem duas sequéncias compostas pelo promotor c-Kit que formam o G-quadruplex,
designadas de c-Kit1 (ou c-Kit87) e c-Kit2, estando localizadas entre a posicao -87 e -109
pares de bases e entre -140 e -160 pares de bases, respetivamente. Por RMN foi demonstrado
que ha formacéo de estruturas intermoleculares com cadeias paralelas em c-Kit1 e estruturas

intramoleculares em c-Kit2 (Balasubramanian & Hurley, 2011), (Chen & Yang, 2012).

A G3NG3 G3NG3
Myc2345 5'-[GGG T GGG GA GGG T GGG|-3'
Myc1245 5'-|[GGG A GGG TG GGG A GGG|-3'
VEGF 5./GGG C GGG| CCGG |GGG C GGG|-3'
HIF-1a 5-|GGG A GGG| AGAGG |GGG C GGG|-3'
RET 566G C GGGl GCG |GGG C GGG|-3'
c-KIT21 5-[GGG C GGG| CGCGA |GGG A GGG|-3'
bci2Mid 5'- GGG CGC GGG AGGAAGG|GGG C GGG|-3'

Telémero 5'./GGG TTA GGG TTA GGG TTA (GGG .3'

B Transcricao
o ——— |:’>
Promotor Gene
Quadruplex T Transcricao
e o Alterada
E— | +
Gene

Figura 5 - (A) As sequéncias promotoras de genes apresentam grande diversidade de sequéncias em
relacao as sequéncias dos telomeros humanos que consistem em repeticoes em tandem de d(TTAGGG), ;
(B) Moléculas que se liguem especificamente ao G-quadruplex podem alterar a via e a atividade da

transcricao do gene em causa. Adaptado de (Chen & Yang, 2012) e (Balasubramanian & Neidle, 2009).

1.4- Métodos para estudar as estruturas do G-

quadruplex

Varias interacbes nao-covalentes sdo responsaveis pelas conformacbes tridimensionais
adotadas pelos G-quadruplexes e tém um papel significativo na sua estabilidade e nas suas
interacdes com outros ligandos. Estas interacdes incluem empilhamento m-m, electrostaticas,
ligacdes de hidrogénio e de Van der Waals (dipolo induzido-dipolo induzido, forcas de
London).

Existem varias metodologias que permitem estudar a formacado, estabilizacdo dos G-

quadruplexes, e as interacdes com ligandos, sendo as mais utilizadas a espectroscopia
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ressonancia magnética nuclear (RMN), cristalografia de Raios-X, dicroismo circular (DC), UV-
visivel, transferéncia de energia de ressonancia por fluorescéncia (FRET), electroforese em
gel, ressonancia de plasma de superficie (RPS) e espectrometria de massa (MS), entre outras
(Jaumot & Gargallo, 2012). Cada metodologia permite obter informacao especifica, tornando-
se necessario recorrer a mais do que uma técnica para obter a informacao pretendida. Estas
metodologias também permitem obter informacao estrutural das conformacdes do G-
quadruplex, avaliar a termodinamica e cinética, interacdo com compostos, de forma a
determinar os locais de ligacao e seletividade dos compostos versus estruturas do G-
quadruplex e dsDNA (Murat et al., 2011) (Fritzsche & Spindler,2013).

1.4.1- Espectroscopia de RMN

Esta técnica é uma das mais versateis, permitindo obter informacao estrutural e dinamica
molecular das estruturas do G-quadruplex como por exemplo determinar as interacoes entre
ligandos e as G-tétradas, locais de ligacao envolvidos, entre outras. Encontram-se ja descritas
algumas conformacdes tridimensionais adotadas por sequéncias dos G-quadruplexes e
interacées com ligandos, as quais foram estudadas por RMN. Podem ser analisadas em bases
de dados de acidos nucleicos (NDB) e de proteinas (PDB) (Huppert, 2008). Alguns exemplos

encontram-se relatados na Tabela 1.

Tabela 1 - Estruturas estudadas de interacoes entre G-quadruplex e ligandos. Adaptado de (Murat et al.,
2011).

Ligando Método Sequéncia G-quadruplex PDB
BSU-6038 Raios-X d[GGGGTTTTGGGG], 3EM2
PIPER RMN d[TTAGGGT],

BRACO-19 Raios-X d[TAGGGTTAGGGT], 3CE5
Distamicina A RMN d[TGGGGT], 2JT7
MMQ1 RMN d[GTTAGGGT], 2JWQ
TMPyP4 Raios-X d[TAGGGTTAGGG], 2HRI
TMPyP4 RMN d(TGAGGGTGGIGAGGGTGGGGAAGG) 2H5R
RHPS4 RMN d[TTAGGGT], 1NZM
BSU6039 Raios-X d[GGGGTTTTGGGG], 1L1H
Acridina Raios-X [UAGGGUUAGGU], 3MIJ

A analise por RMN realiza-se habitualmente em solucdo, requerendo-se amostras
concentradas (mM) devido a sua sensibilidade relativamente baixa (Evans & Huppert, 2010).

As interacdes entre ligandos e as estruturas do G-quadruplex podem ser determinadas por
experiéncias bidimensionais de NOESY (Nuclear Overhauser effect spectroscopy) e STD
(Saturation Transfer Diference), permitindo identificar os protées do ligando que interagem a
distancias inferiores a 5 A com o G-quadruplex. O enriquecimento das estruturas do G-
quadruplex com C,"N ou *'P permite através de correlacdes heteronucleares *C-'H e/ou

>N-'H estabelecer a sua conformacdo (Murat et al., 2011) (Huppert, 2008).
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0 espectro de RMN de 'H caracteristico da estrutura de G-quadruplex tem sinais em regides
de campo baixo, localizados entre 8 a 13 ppm (Figura 6). Os sinais destes protoes sao mais
resolvidos nas estruturas intermoleculares do que para as estruturas intramoleculares (Webba
da Silva, 2007).

Protdes aromaticos

Protoes Imino

]

,/\ Protoes Amino ~ ‘

.

Figura 6 - Espectro de RMN de 'H, representando os protées imino, amino e bases da sequéncia
d(GCGGTCGGA), . Adaptado de (Webba da Silva, 2007).

1.4.2- Varrimento Diferencial de Fluorescéncia (DSF)

Este método baseia-se na identificacao de ligandos que estabilizam o G-quadruplex através da
alteracdo da temperatura de fusdo (T,) a qual metade da sequéncia de bases esta
desnaturada. Esta técnica utiliza fluoréforos, (Hole et al., 2013) que tém afinidade com as
bases do G-quadruplex. A medida que a temperatura aumenta, ha alteracao do estado
tautomeérico das bases, ionizando-as e rompendo ligacdes por pontes de hidrogénio havendo a
desnaturacdo do G-quadruplex, provocando um aumento da fluorescéncia do fluordforo
(Figura 7). Os resultados das curvas de desnaturacdo térmica (“melting”) sao obtidos no
aparelho de PCR em tempo real, tendo como principais vantagens a baixa quantidade de
amostra necessaria (UM), o niUmero de amostras por placa de PCR e o tempo relativamente
curto dos ensaios (menos de 1 hora). A desnaturacao do G-quadruplex e a avaliacao da sua
estabilidade apo6s adicdo de um ligando, permite identificar de uma forma rapida se
determinada molécula altera ou ndao a conformacao do G-quadruplex (Niesen et al., 2007).
Este método tem vindo a ser estudado na estabilizacao de proteinas, e é uma futura aplicacao

para este trabalho, no ambito do G-quadruplex.
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Figura 7- Grafico representativo das transicdes de estados. A intensidade de fluorescéncia é dependente
da temperatura. Adaptado de (Niesen et al., 2007).

1.5- Estabilizacao das estruturas do G-

quadruplex utilizando ligandos

A estabilizacao de varios quadruplexes através da formacao de adutos com diversos ligandos,
pode desempenhar um papel importante no controlo da expressao de determinados genes,
podendo representar uma nova classe de agentes terapéuticos (Yang & Okamoto, 2010), (Han
& Hurley, 2000). De facto, varios estudos confirmaram que determinados ligandos conseguem
detetar e estabilizar as estruturas dos quadruplexes, funcionando como sensores e potenciais
inibidores da telomerase (Fritzsche & Spindler,2013).

A seletividade dos ligandos relativamente aos quadruplexes versus dsDNA é uma das
caracteristicas primordiais para estudos posteriores de detecdo destas estruturas in vitro.
(Murat et al., 2011). Nos Ultimos anos surgiram estudos de ligandos seletivos dos quadruplexes
nomeadamente, a porfirina cationica TMPyP4, telomestatina, BOQ1, BRACO-19, Quarfloxina,
e RHPS4. Alguns destes compostos sao macrociclos com estruturas aromaticas, atomos
doadores de electroes e policatides capazes de se ligarem seletivamente aos quadruplexes
(por empilhamento m-m com as G-tétradas, ligacdes de hidrogénio, entre outras) e terem um
efeito no controlo da divisao celular (Bidzinska et al., 2013).

Alguns destes estudos foram realizados mediante técnicas de RMN, cristalografia de raios-X e

estudos computacionais. (Neidle, 2010).

1.5.1- TMPyP4

A porfirina TMPyP4, tetra(4-N-metilpiridil)porfirina (Figura 8), é, sem dlvida, a mais estudada
como ligando dos quadruplexes. (Balasubramanian & Hurley, 2011) e tem sido aplicada em
tratamentos de tumores mamarios e da prostata, revelando levar a uma diminuicao das taxas
de crescimento dos tumores. Em termos de afinidade, apresenta uma constante de associacao
elevada (K, de 6,2x10® M) para estruturas do G-quadruplex (Neidle, 2010), pois o arranjo dos
anéis planares favorece interacdes por empilhamento m-m maioritariamente com as tétradas
dos quadruplexes intermoleculares (Mita et al., 2006) (Tauchi et al., 2006). Adicionalmente,
foi demonstrado que a ligacdo do composto TMPyP4 ao quadruplex inibe a atividade da
enzima telomerase (ICso=6puM) (Murat et al., 2011) e, em concentracoes baixas, impede a
proliferacao celular (Haider et al., 2011). No entanto, apresenta fraca regulacao na expressao
do oncogene c-MYC (Xu, 2011).

10
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Os dois modelos propostos da ligacao da porfirina, apontam para a intercalacao desta com as
cadeias do quadruplex e para o empilhamento da porfirina com as G-tétradas nas
extremidades do quadruplex. Este modelo de empilhamento destaca-se do primeiro, por nao
se verificarem impedimentos estereoquimicos, permitindo a estabilizacdo eficiente do
complexo (Han & Hurley, 2000). Estes estudos foram realizados por titulacées de RMN,
utilizando-se a sequéncia telomérica d(TTAGG), e a porfirina TMPyP4, em tampao fosfato com
cloreto de potassio, a pH=7 (Webba da Silva, 2007). A formacdo do complexo foi estabilizada
nao so6 por empilhamento m-m, como também por interacao electrostatica entre a porfirina
cationica e o quadruplex (Mita et al., 2006).

Varios factores influenciam a interacao deste tipo de ligandos com os quadruplexes, tais como
numero de cargas presente nas porfirinas, tipo e tamanho dos grupos substituintes presentes

na porfirina, alterando a relacao estrutura-atividade (Han & Hurley, 2000).

Figura 8 - Porfirina cationica TMPyP4. Adaptado de (Chen & Yang, 2012).

1.5.2- MMQ1

O composto aciclico MMQ1, derivado de quinacridina, e o macrociclo BBQ1 (Figura 9) sao
ligandos que conseguem estabilizar as estruturas quadruplexes intermoleculares. O MMQ1 (K,
=8,6x10° M") é o composto de partida da sintese do macrociclo BQQ1, tendo maior afinidade
(K;=1,2x10" M) (Hounsou et al., 2007) (Carrasco et al., 2003) para o G-quadruplex do que o
MMQ1. Experiéncias de RMN revelaram que o complexo é estabilizado por empilhamentos m-m
entre o anel aromatico do MMQ1 e as G-tétradas e, ao mesmo tempo, por interacoes
electrostaticas entre as cadeias laterais do MMQ1 (carregado positivamente) e o quadruplex
intermolecular. Devido ao facto dos anéis de quinacridina do macrociclo BBQ1 intercalarem as
G-tétradas do quadruplex, este torna-se um ligando de grande selectividade para o G-
quadruplex e um promissor agente em abordagens anticancerigenas (Xu, 2011), (Hounsou et
al., 2007).

11
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Figura 9- Estrutura dos compostos derivados de quinacridina. (A) MMQ1; (B) BBQ1. Adaptado de (Xu,
2011).

1.5.3- Telomestatina

A telomestatina € um macrociclo derivado de pentaoxazodis que estabiliza os quadruplexes
intramoleculares (Figura 10) e inibe a enzima telomerase (ICsqg = 5 nM) (Murat et al., 2011).
Este composto tem similaridade estrutural com as estruturas dos quadruplexes, estabilizando-
as mesmo na auséncia de sais (Bidzinska et al., 2013), e a seletividade para o G,-DNA é cerca
de 70 vezes mais elevada relativamente ao dsDNA (Murat et al., 2011). Adicionalmente, este
composto apresenta uma elevada afinidade para estruturas intramoleculares de G-quadruplex
(Kim et al., 2002).

A telomestatina tem atividade anticancerigena na medida em que reduz o comprimento dos
teldbmeros, promove a morte celular por apoptose, e apresenta baixa toxicidade em células
ndo cancerigenas (Bryan & Baumann, 2011) (Bochman et al., 2012). Uma das desvantagens da
utilizacdo da telomestatina sao os baixos rendimentos obtidos nas reacdes de sintese e a
pureza resultante. Contudo, derivados da telomestatina tém vindo a ser desenvolvidos e
sintetizados com melhores rendimentos, devido a seletividade para com o G-quadruplex
(Luedtke, 2009).

Figura 10- Estrutura molecular de (A) G-tétradas e (B) Telomestatina. Adaptado de (Kim et al., 2003).

12
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1.5.4- Calixarenos

Os derivados de calixarenos foram os compostos selecionados para este trabalho. Estas
estruturas sdo sintetizadas por condensacao de formaldeido e fendis, em condicdes alcalinas
(Sirit & Yilmaz, 2009). Na sua estrutura apresentam cavidades hidrofobicas (cavidade
superior) determinadas pelos substituintes do anel aromatico e por cavidades hidrofilicas
(cavidade inferior), definidas pelos grupos hidroxilo, ligadas entre si por cadeias metilénicas
(Figura 11) (Lo & Wong, 2008). De acordo com a nomenclatura, o prefixo refere-se aos
substituintes que se encontram na cavidade superior e (n) ao nimero de unidades repetidas

do anel, representando-se calix[n]arenos com n=4,5,6,7,8 (Yilmaz, 2013).

OH
A . OH OH
OH oH_HO - Cavidade I OH
superior
Cavidade
inferior =~ R 2 R
R

|
OH OH QH HO

Calix[4]areno Calix[6]areno Calix[8]areno

Figura 11- (A) Estrutura da molécula calixareno e suas cavidades. Adaptado de (Sirit & Yilmaz, 2009); (B)

Diferentes tamanhos de calix[n]arenos.

1.5.4.1- Propriedades fisico quimicas e conformacionais

Os calixarenos sao praticamente insollveis em agua e tém baixa solubilidade em solventes
organicos. Para contornar este obstaculo, uma das solucdes é adicionar substituintes a parte
aromatica do anel ou aos grupos hidroxilo (exemplos: sais, polimeros, entre outros) (Yilmaz,
2013). Relativamente ao ponto de fusao, apresentam valores elevados, normalmente
superiores a 300°C, os quais sao aumentados proporcionalmente com o tamanho da cavidade
superior.

Os calixarenos adotam varias conformacdes que diferem pela posicdo dos grupos fenolicos,
apresentando forma de “cone” (quando os substituintes tém a mesma orientacao), “cone
parcial” (quando uma unidade aromatica € invertida em relacao as outras), “1,2-alternado” e
“1,3-alternado” (quando os dois anéis aromaticos estao invertidos). Para os calix[4]arenos, a
conformacdo de cone é a mais favoravel termodinamicamente, pelo efeito das ligacoes de
hidrogénio intermoleculares existentes entre os grupos fenois adjacentes (Figura 12) (Cragg &

Wiley, 2005). A funcionalizacao das cavidades inferior e superior dos calix[4]arenos (alcoois,

13
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acidos carboxilicos, cetonas, aminas...), conseguem fixar uma dada conformacao. Deste
modo, a flexibilidade e a diversidade de conformacédes disponiveis torna estes compostos
importantes em diversas aplicacoes (Sirit & Yilmaz, 2009).

s

JH  OH
I I
N

Figura 12- Conformacodes adotadas do calix[4]areno. (A) Cone; (B) Cone parcial; (C) 1,2-Alternado e (D)
1,3-Alternado. Adaptado de (Cragg & Wiley, 2005).

Os calixarenos sdo estruturas rigidas e ordenadas. A funcionalizacdo dos calix[n]arenos na
cavidade superior permite, por exemplo, a complexacao seletiva com metais enquanto que
modificacbes na cavidade inferior promovem o aumento da cavidade, facilitando a
complexacdo de moléculas maiores, podendo funcionar, assim, como transportadores
moleculares. Também podem actuar como sensores quimicos e de fluorescéncia através da
funcionalizacdo com derivados aromaticos (benzilo, piridina, anilina) (Patra et al., 2012).
Neste ambito, a espectroscopia de RMN tem sido utilizada para caracterizar a interacao e a
formacao de complexos de inclusdo com outras moléculas, nomeadamente acidos nucleicos
(Fatima et al., 2009).

Deste modo, atendendo as suas caracteristicas e vantagens, neste trabalho foram sintetizados

derivados de calix[4]arenos a fim de explorar a sua interacdo com estruturas do quadruplex.
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1.6- Avaliacao dos efeitos celulares dos

macrociclos derivados de calixarenos

Atualmente, o cancro é considerado uma patologia prevalente na sociedade. Assim, e como ja
referido, o desenvolvimento de agentes anticancerigenos torna-se importante e necessario
para combater esta doenca. Neste contexto, existe uma necessidade de incrementar
estratégias terapéuticas e entender os mecanismos no controlo da proliferacdo e morte
celular.

Durante o ciclo celular normal, as células morrem por um processo de morte programada,
designado de apoptose, o qual é caracterizado por inUmeras caracteristicas como a
condensacao do citoplasma e nlcleo, fragmentacdo do DNA internucleossomal e a perda da
membrana plasmatica (Poon et al., 2010). Este mecanismo esta habitualmente relacionado
com a manutencao do equilibrio interno, ou seja, da homeostase. Por outro lado, pode ser
expresso como um mecanismo de defesa, face as células lesadas ou em reacdes imunes.
Quando o processo de apoptose ocorre de uma forma indevida, pode surgir o desenvolvimento
de doencas, tornando-se importante acompanhar o seu processo e avaliar possiveis
abordagens terapéuticas. De facto, certos farmacos tém sido utilizados em terapias do cancro
com o objetivo de levar a morte celular por apoptose (Elmore, 2007), explicando os efeitos
antitumorais que certos farmacos induzem no tratamento de doencas oncologicas (Kim,
2005).

A fim de avaliar o efeito citotoxico na proliferacdo celular dos calixarenos (que
posteriormente pode induzir a morte celular), foram realizados ensaios celulares,
nomeadamente o ensaio do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio),
colorimétrico, onde o sal penetra com facilidade nas células viaveis (Li et al., 2014) e é
metabolizado por estas. No caso do presente trabalho de investigacao, a toxicidade celular
dos compostos foi avaliada em diferentes tipos de células: células cancerigenas humanas da
prostata (LNCaP), células cancerigenas humanas da mama (MCF-7) e fibroblastos normais da
derme humana (NHDF).

A avaliacdo do mecanismo de morte foi efetuada por citometria de fluxo através da analise e
identificacdo de diversas populacdes de células alteradas com alteracdes morfologicas nas
mesmas. Com este ensaio pode ser possivel distinguir e caracterizar células viaveis, células
em inicio de apoptose, células em apoptose tardia/necrose e células mortas (Samarghandian
et al., 2014). A citometria de fluxo tem varios tipos de aplicacées, sendo um método
vastamente estudado e utilizado em clinica, nas area de hematologia, oncologia, imunologia,
entre outras (Santos et al., 2008) (Andreeff et al., 2003).

A visualizacdo das células por microscopia de fluorescéncia apo6s incubacdo com os ligandos,
pode permitir identificar e localizar os compostos que conseguem penetrar a membrana
plasmatica e verificar se se localizam em certos organelos celulares, como as mitocondrias,

lisossomas, reticulo endoplasmatico e aparelho de Golgi, que fazem parte da constituicdo de
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uma célula e intervém no processo de morte celular (Kim, 2005). De modo a identificar a
localizacdo do composto dentro da célula, existem varios corantes fluorescentes
(LysoTracker™, ER-Tracker™, MitoTracker™, Golgi-GFP e Hoechst 33342), utilizados para

monitorizacao e co-localizar o composto por coloracao (Cruz et al., 2011).

A sintese de compostos macrociclos e a posterior avaliacdo do seu potencial biolégico
reveste-se, assim, de extrema importancia, nomeadamente ao nivel farmacologico. A sua
possivel interacdo com o DNA, mais especificamente com a conformacao de G-quadruplex e
posterior estabilizacdo, pode abrir portas a aplicacdes terapéuticas de notavel relevancia
clinica na area oncologica e, por conseguinte, terem elevado interesse por parte da industria

farmacéutica, como agentes anticancerigenos.
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1.7-0Objetivos

O objetivo geral deste trabalho consiste em preparar e avaliar o efeito de diferentes
compostos macrociclos derivados de calixareno e seus intermediarios na proliferacao de
células cancerigenas, pretendendo-se desenvolver e caracterizar potenciais agentes

anticancerigenos com acao no G-quadruplex.

1.7.1-Objetivos especificos

- Preparacao e caracterizacdo dos novos ligandos com estrutura base de calixarenos: Sintese
quimica de compostos macrociclos e seus intermediarios e sua purificacdo e caracterizacao

estrutural;

- Estudo da interacao dos ligandos anticancerigenos com os seus potenciais alvos biologicos:
Estudos por RMN;

- Avaliacao da acéo antiproliferativa em células humanas (linhas celulares do cancro da mama

e da prostata e numa linha celular normal da pele), pelo método MTT;

- Estudos de fluorescéncia e de localizacdo celular por microscopia de fluorescéncia e

confocal;

- Andlise de morte celular por apoptose e analise da viabilidade celular por ensaios de

citometria de fluxo: Estudos com marcacao por Anexina V-FITC e por lodeto de propidio.
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Capitulo 2 - Materiais e Métodos

2.1 - Sintese Quimica

2.1.1 - Materiais

Todos os compostos comercialmente adquiridos foram utilizados nas sinteses sem qualquer
purificacdo. O macrociclo p-tert-butilcalix[4]arene (95%), anidrido ftalico, cloreto de tosilo,
cloreto de isoftaloilo, dicloreto de 2,6-piridinadicarbonilo, 2-(2-aminoetoxi)-etanol e
hidrazina mono-hidratada foram adquiridos a Sigma Aldrich. Os sais, como carbonato de
potassio (K,COs3) e hidroxido de sodio (NaOH), foram adquiridos a Fisher BioReagents, a 4-
dimetilaminopiridina (DMAP) a FLUKA e o acido citrico foi adquirido a Sigma Aldrich.

Em relacdo aos solventes utilizados neste trabalho, o tolueno, diclorometano, éter de
petroleo, acetonitrilo e metanol foram adquiridos a Fisher Chemical; o cloroformio a VWR, o
acido cloridico (HCl) a Panreac e o etanol 99% ao Manuel Vieira & C2.

Os solventes deuterados utilizados foram cloroformio-99,8% e metanol-ds, igualmente

adquiridos a Sigma Aldrich.

2.1.2- Equipamentos

As reacoes foram realizadas em placas de aquecimento e de agitacdo magnética da marca
Heidolph e a evaporacdo de solventes organicos foi realizada em evaporadores rotativos da
marca Buchi.

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrometros Bruker Avance Il 400 MHz e 600 MHz.
Os solventes usados para a obtencdo dos espectros foram cloroformio (CDCl;), metanol-
deuterado (MeOD-d4) e como referéncia interna foi utilizado o tetrametilsilano (TMS).

A caracterizacdo dos compostos, realizada por espectroscopia de RMN, referente aos
espectros de 'H, esta representada pela seguinte ordem: nome do solvente, desvio quimico
(ppm), integracdo, multiplicidade e atribuicio da molécula. Para os espectros de "*C RMN
segue-se a seguinte ordem: solvente e desvio quimico.

Os espetros de massa (MS) foram adquiridos na Universidade de Salamanca no Espectrometro
QSTAR XL pelo método +ES MS, representando os dados destes espectros pela massa exacta
obtida (M+NH,/Na).

2.1.3 - Procedimento experimental

Quando os solventes sao referidos como secos, eles foram preparados através do seguinte
método: ativaram-se os peneiros moleculares-4A (“molecular sieves”) numa mufla durante 24
h. Deixou-se arrefecer a temperatura ambiente cerca de 24 h e de seguida colocou-se os

peneiros moleculares dentro de um frasco e adicionou-se o solvente de interesse.
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A Figura 13 apresenta os passos da sintese dos derivados de calix[4]areno.

o
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Figura 13 - Esquema da sintese geral dos derivados de calix[4]areno.

2.1.3.1- Sintese do 2-(2-(1,3-dioxoisoindolina-2-il)etoxi)etilacetato de 4-
metilbenzenossulfonato (composto A) (Beer et al, 2006)

Anidrido Ftalico TosCL. Net
(@] ’ 3
HO™ ~"~""NPhth

lo]
H M NH
o 2 Tolueno CH,Cl,; DMAP

Toso—~O~"Nphth
A

Num balao de fundo redondo de 500 mL dissolveu-se o 2-(2-aminoetoxi)-etanol (5 mL) e
anidrido ftalico (7,4 g; 0,05 mol) em tolueno (225 mL), montou-se o sistema Dean-Stark e
colocou-se a mistura a agitar em refluxo durante 4 h. A agua recolhida foi removida
periodicamente do sistema e o controlo da reacao foi realizado pelo teste da agua-catalisada
por esterificacdo acida. Este teste consiste em retirar pequena quantidade da solucédo
resultante do Dean-Stark para um tubo de ensaio com cloreto de cobalto e se o complexo
exibir cor rosa, indica que a reacao ainda nao terminou. Apds o término, a mistura foi deixada
arrefecer, evaporou-se o solvente até a secura com o auxilio de um evaporador rotativo,
obtendo-se o produto intermediario ftalimida (8,9 g, 78,7%), que foi seco numa estufa de

vacuo.
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0 intermediario da reacéo foi analisado por RMN. "H-RMN &(CDCl;, 400 MHz): 3,6 (2H, m,
CH,CH,0H); 3,97 (2H, m, CH,0OH); 3,8 (2H, t, OCH,CH;N); 4,43 (2H, t, CH;N); 7,77 (2H, m,
ArH); 7,89 (2H, m, ArH).

Este produto intermediario (8,9 g; 0,04 mol) foi dissolvido em diclorometano (100 mL) num
balao de fundo redondo de 250 mL e realizou-se agitacdo magnética. De seguida, adicionou-se
lentamente e pela seguinte ordem: solucao de trietilamina (12,3mL; 0,08 mol), cloreto de
tosilo (7,2 g; 0,04 mol) e o catalisador DMAP-10% (0,47 g). A mistura reacional foi mantida a
temperatura ambiente e sob agitacao magnética durante 48 h.

Apds parar a reacao, adicionou-se H,0 (50 mL) a solucédo resultante, formando uma mistura
bifasica. Esta foi neutralizada pela adicao de porcées de uma solucao de acido citrico-10%, de
modo a obter pH=7, foi agitada vigorosamente, e em seguida descartada. A fase organica foi
lavada com H,0 (3 x 100 mL) e o solvente foi removido num evaporado rotativo, obtendo-se
um produto em forma de 6leo, que foi seco na estufa de vacuo.

O produto foi recristalizado com éter de petroleo (30 mL) e seco na estufa de vacuo,

obtendo-se o produto final A (12,3 g; 85%).
O produto A da reacao foi caracterizado por RMN. "H-RMN O0(CDCl3, 400 MHz): 2,34 (3H, s,
CHs); 3,70 (4H, m, CH,0CH,); 4,01 (2H, t, CH;N); 4,29 (2H, t, CH,0S0,); 7,6 (4H, d, TosH);

7,77 (4H, m, PhthH).

2.1.3.2- Sintese do calix[4]-NPhth (composto C)(Beer et al., 2006)

o
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Num balao de fundo redondo de duas tubuladuras de 100 mL, dissolveu-se o p-tert-
butilcalix[4]areno (composto B) (0,837 g; 1,29 mmol) e carbonato de potassio (0,383 g; 2,72
mmol) em acetonitrilo seco (40 mL), sob agitacdo magnética a temperatura ambiente,
durante 30 min. De seguida, por uma ampola de adicao, foi adicionado a mistura resultante, o
produto final A (1,306 g; 3,33 mmol) previamente dissolvido em 20 mL de acetonitrilo seco e

a solucao resultante foi deixada em refluxo durante 4 dias.
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Apds o término da reacdo, a suspensdo (cor amarelada) foi deixada arrefecer em gelo,
observando-se a formacao de precipitado branco. De seguida, a mistura foi filtrada e o
solvente foi evaporado, sendo o produto seco numa estufa de vacuo. Ao produto seco obtido,
foi adicionado uma solucao de HCL (1M) (15 mL) e transferiu-se esta solucao para uma ampola
de decantagao. A suspensdo resultante foi extraida com diclorometano (2 x 50 mL), e em
seguida os extratos foram lavados com H,0 (4 x 50 mL). A fase organica foi evaporada e o
produto seco na estufa de vacuo.

Apds a secagem, o produto foi purificado pela adicdo de etanol 99% (40 mL) quente, e
observou-se a formacao de precipitado branco, que foi posteriormente filtrado e seco,
obtendo-se o produto final C (0,906 g; 70%).

O produto C da reacdo foi analisado por RMN. 'H-RMN &(CDCl;, 600 MHz): 1,14 (s, 18H,
C(CHs)3); 1,20 (s, 18H, C(CHs);); 3,07 (4H, d, ArCH,Ar); 3,85 (20H, m, OCH,, NCH, & ArCH,Ar);
6,98 (4H, s, calixArH); 7,3 (4H, s, calixArH); 7,65 (4H, m, PhthH); 7,79 (4H, m, PhthH); 13¢C-
RMN: 6(CDCls, 600 MHz): 21,48; 30,9; 31,37; 33,70; 37,60; 42,17; 61,88; 68,33; 72,41; 123,12;
124,73; 125,38; 125,92; 127,80; 131,86; 133,35; 129,57; 141,04; 146,90; 149,48; 149,87;
168,46.

2.1.3.3- Sintese do calix[4]-NP e calix[4]-NP, (compostos C1 e C2, respetivamente)

C1: O procedimento para obtencdao do composto C1 foi descrito na secao 2.1.3.2, mas neste
caso misturou-se 0,16 mmol (0,106 g) de p-tert-butilcalix[4]arene, 0,33 mmol (0,049 g) de
carbonato de potassio e 0,41 mmol (0,159 g) de composto A no volume de 30 mL de

acetonitrilo. O rendimento da reacao foi de 39% (55 mg do composto C1).

O produto intermediario C1 da reacdo foi analisado por RMN e espectrometria de massa. 'H-
RMN 6(CDCl;, 600 MHz): 1,05 (s, 18H, C(CH5)s3); 1,14 (s, 18H, C(CHs);); 3,68 (4H, d, ArCH,Ar);
3,84 (10H, m, OCH,, NCH, & ArCH,Ar); 6,98 (4H, s, calixArH); 7,61 (4H, s, calixArH); 7,65 (4H,
m, PhthH); 7,79 (4H, m, PhthH); "*C-RMN: &(CDCl;, 600 MHz): 28,70; 30,36; 31,67; 33,70;
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36,64; 40,94; 60,80; 67,42; 71,22; 122,43; 125,38; 126,07, 128,63; 130,95; 133,10; 136,41;
141,87; 149,48; 167,51; m/z (+ES): 866,13 (M + NH,").

C2: O procedimento descrito na secdo 2.1.3.2 é idéntico ao anterior, mas neste caso partiu-se
de 1,29 mmol (0,83 g) de p-tert-butilcalix[4]arene, de 2,70 mmol (0,38 g) de carbonato de
potassio, de 3,33 mmol (1,3 g) de composto A e usou-se um volume final de 60 mL de

acetonitrilo. O rendimento da reacao foi de 29% (0,332 g do composto C2).

O produto intermediario C2 da reacéo foi analisado por RMN e espectroscopia de massa. 'H-
RMN 6(CDCl;, 600 MHz): 1,02 (s, 18H, C(CH;)s3); 1,28 (s, 18H, C(CHs);); 2,40 (4H, d, ArCH,Ar);
2,88 (2H, br, NH,); 3,03 (2H, m, CH;NH,); 3,22 (2H, M, OCH,CH;NH,); 4,02 (16H m, OCH,,
NCH, & ArCH,Ar); 6,76 (4H, s, calixArH); 6,81 (4H, s, calixArH); 7,71 (2H, m, PhthH); 7,85
(2H, m, PhthH); *C-RMN: &(CDCl;, 600 MHz): 30,98; 31,82; 37,67; 41,97; 42,66; 61,76; 68,42;
72,26; 75,00; 123,39; 124,47; 127,85; 129,62; 132,00; 134,08; 140,84; 142,92; 146,76;
149,61; 150,14; 168,60; m/z (+ES): 953,56 (M).

2.1.3.4- Sintese do calix[4]-NH, (composto D) (Beer et al., 2006)

O composto C (0,435 g; 0,4 mmol) foi dissolvido em etanol 99% (25 mL) num balao de fundo
redondo de 50 mL, com agitacdo e a temperatura ambiente. De seguida, adicionou-se a
hidrazina mono-hidratada (195 pl, excesso-10x) a solucdo, sendo a mistura colocada em
refluxo durante 12 h. Por fim, arrefeceu-se a solucao num banho de gelo, observando-se a
formacdo de precipitado branco, sendo de seguida filtrada e a solucdo evaporada até a
secura. Foi adicionada H,0 (50 mL) ao produto e extraiu-se com diclorometano (4 x 40 mL). O
solvente foi evaporado e o composto foi seco na estufa de vacuo obtendo-se o intermediario
D (0,156 g; 47%).

0 produto D da reacdo foi analisado por RMN e espectrometria de massa. 'H-RMN &(MeOD_d.,
600 MHz): 0,98 (s, 18H, C(CHs)s3); 1,14(s, 18H, C(CHs)3); 2,46 (4H, br, NH;); 2,95 (4H, m,
CHyNH,); 3,31 (4H, d, ArCH,Ar); 3,60 (4H, M, OCH,CH;NH,); 3,90 (4H, m, OCH,CH,0); 4,11
(4H, m, OCH,CH,0); 4,31 (d, 4H, ArCH,Ar); 6,92 (4H, s, ArH); 7,04 (4H, s, ArH); "*C-RMN:
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0(MeOD, 600 MHz): 30,23; 30,70; 33,25; 33,61; 33,98; 41,13; 69,12; 72,52; 75,19; 125,54,
126,96; 128,20; 133,70; 142,21; 143,34; 147,71; 149,66; m/z (+ES): 823,5 (M).

2.1.3.5- Sintese do calix[4]-Benz (composto E1) (Beer et al., 2006)

O procedimento para a sintese do composto D foi o descrito nas secoes anteriores (2.1.3.2 e
2.1.3.4). O composto D (0,27 g; 0,32 mmol) e o dicloreto de acido isoftalico (0,07 g; 0,32
mmol) foram ambos dissolvidos em diclorometano (30 mL). Cada uma destas solucdes foi
adicionada, gota a gota, simultaneamente, a solucao de trietilamina (180 pl, 1,29 mmol) em
diclorometano (40 mL), num baldo de 250 mL de trés tubuladuras, durante 12 h. Apds a
reacdo, a mistura resultante foi evaporada e o produto foi seco na estufa de vacuo. Apds a
secagem, lavou-se com solucao de HCl (1 M) (5 mL), ficando a solucao a pH=2, adicionou-se
H,0 (10 mL) e por fim solucao de NaOH (1 M) (10 mL) (pH=14). Extraiu-se a fase aquosa com
diclorometano (4 x 20 mL) e de seguida a fase organica foi evaporada, obtendo-se um produto
solido amarelado, que foi seco na estufa de vacuo. O rendimento do produto E1 foi de 83%
(0,255 g).

0 produto E1 da reacdo foi analisado por RMN e espectrometria de massa. 'H-RMN &(CDCls,
600 MHz): 0,88 (s, 18H, C(CHs);); 1,33 (s, 18H, C(CHs)3); 3,27 (4H, d, ArCH,Ar); 3,84 (12H, m,
AlCH,); 4,25 (8H, m, AlCH, & ArCH,Ar); 6,68 (4H, s, calixArH); 6,79 (2H, s, OH); 6,94 (4H, s,
calixArH); 7,79 (1H, m, isoftalico CH); 7,93 (2H, bm, NH); 8,26 (2H, m, isoftalico CH); 9,13
(1H, m, isoftalico CH); *C-RMN: 8(CDCl;, 600 MHz): 31,05; 31,70; 40,19; 45,82; 69,35; 69,98;
75,11; 123,51; 125,67; 127,71; 131,13; 132,29; 133,54; 147,04; 149,21; 149,50; 166,97; m/z
(+ES): 970,59 (M + NH,").

2.1.3.6- Sintese do calix[4]-Pyr (composto E2) (Amr, Abo-ghalia, & Abdalah, 2006)
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O procedimento da sintese do composto D foi o descrito nas se¢des anteriores (2.1.3.2 e
2.1.3.4). Neste caso, o composto D 0,14 mmol (0,12 g) foi dissolvido em diclorometano seco
(20 mL) com agitacdo. De seguida adicionou-se trietilamina (80 ul, 0,6 mmol) a mistura
reacional a -10°C durante 45 min. Apods esta adicdo, juntou-se o dicloreto de 2,6-
piridinadicarbonilo (0,03 g; 0,14 mmol) previamente dissolvido em diclorometano (10 mL) a
mistura reacional, gota-a-gota, a -10°C durante 3 h.

Apds 3 h, o baldo foi colocado a temperatura ambiente durante a noite e sob agitacdo. O
solvente foi evaporado e o sdlido foi seco na estufa de vacuo. Apds secagem, lavou-se com
solucao de HCl (1 M) (5 mL), ficando a solucao a pH=2, adicionou-se H,0 (10 mL) e por fim
adicionou-se solucao NaOH (1 M) (10 mL), ficando a solucao a pH=14. Extraiu-se a fase aquosa
com diclorometano (4 x 40 mL) e de seguida evaporaram-se as fracoes da fase organica,
obtendo-se um sélido amarelado, que foi seco na estufa de vacuo. O rendimento da reacao foi
de 90% (0,173 g).

O produto final E2 da reacdo foi analisado por RMN e espectrometria de massa. 'H-RMN
0(CDCl;, 600 MHz): 0,90 (s, 18H, C(CHs);); 1,32 (s, 18H, C(CHs);); 3,25 (4H, d, ArCH;Ar); 3,88
(12H, m, ALCH,); 4,26 (8H, m, ALCH, & ArCH,Ar); 6,71 (4H, s, calixArH); 6,95 (4H, s, calixArH);
7,00 (2H, s, OH); 7,75 (1H, m, piridina CH); 8,06 (2H, bm, NH); 9,24 (2H, m, piridina CH); *C-
RMN: 6(CDCl;, 600 MHz): 30,92; 31,73; 40,07; 42,04; 69,49; 69,90; 74,65; 125,55; 127,69;
132,50; 138,35; 141,53; 148,25; 149,06; 149,70; 164,12; m/z (+ES): 971,58 (M + Na*).
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2.2 - Analise estrutural das estruturas do G-quadruplex
2.2.1 - Técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

2.2.1.1- Materiais

A sequéncia “G4”: TAG3T,AG3T,AG;T,AG;, de 23 pares de bases, foi adquirida a Primm.

A agua deuterada (D,0) foi adquirida a Euriso-top e o acido trimetilsilil propionico (TSP) foi
adquirido a Armar Chemicals. Os sais cloreto de potassio (KCl) e fosfato de monopotassio
(KH,PO4) foram adquiridos a Panreac (Estados Unidos) e a Chem-Lab (Bélgica),

respetivamente.

2.2.1.2- Preparacao das amostras de DNA

A amostra de DNA foi preparada na solucao-tampao 10 mM KH,PO, a pH=7,2 contendo 70 mM
de KCl e com 10% de D,0. A formacao da estrutura do quadruplex consistiu no aquecimento
da amostra a 85°C durante 15 min, arrefecimento gradual a temperatura ambiente, sendo
depois colocada a 4°C. Em seguida, a conformacao do quadruplex foi confirmada nos

espectros de RMN de 'H. A concentracdo no tubo de RMN de 3 mm foi de 0,575 mM.

2.2.1.3- Preparacao dos ligandos

As solucdes dos compostos (Calix-Benz, Calix-Pyr, Calix-NH,, Calix-NP e Calix-NP;) foram

preparadas com uma concentracao final de 10 mM em DMSO-d.

2.2.1.4- Preparacao dos complexos G-quadruplex-ligandos

As solucoes dos complexos G4-DNA:compostos com estequiometrias (1:1) e (1:2), foram
preparadas em tubos de RMN de 3 mm com percentagem final de DMSO de 20%. Foram

adquiridos espectros de 'H das misturas G,-DNA:compostos entre T=25°C e 65°C.

2.2.1.5- Experiéncias de RMN

Os espectros de RMN 'H foram adquiridos no espectrémetro Bruker AVANCE-600, operando a
frequéncia de 600 MHz para o protdo, equipado com uma criosonda QCl de 5 mm. Os
espectros foram obtidos com uma largura espectral de 16 ppm, 128 scans para cada espectro,
tempo de relaxacao de 5 segundos, e programa de pulso com gradientes para a supressao da
agua.

Os espectros de RMN foram processados e analisados utilizando o software TOPSPIN 3.1.
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2.3 - Avaliacao Biolégica dos macrociclos

2.3.1 - Material

2.3.1.1- Reagentes

Para os ensaios com células, o meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) e o
meio de cultura RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) foram adquiridos a Sigma-
Aldrich (Portugal). O Soro Bovino Fetal (FBS) foi adquirido a Biochrom AG (Portugal), o
corante azul de triptano (0,4%) a Merck, o brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5
difeniltetrazolio (MTT) a Amresco, o dimetilsulfoxido (DMSO) a VWR e o bicarbonato de sodio
(NaHCOs) a Panreac (Estados Unidos). A L-Glutamina, o HEPES, o piruvato de sédio, a Tripsina
(0,025% em PBS/EDTA), o Antibidtico AB (Solucdo de estreptomicina, penicilina e
anfotericina-B) e o Antibiotico SP (Solucdo de estreptomicina e penicilina), foram todos
adquiridos a Sigma Aldrich. Foram também preparadas solucées de tampao fosfato salino
(PBS) composta por 90% de agua Mili-Q (Millipore) e 10% de PBS (10x) e solucdes de etanol a
70%.

Relativamente aos ensaios de citometria de fluxo, o cloreto de sodio (NaCl) foi adquirido a
Panreac e o cloreto de calcio (CaCl;) a VWR. O kit de detecao de apoptose é composto pelo
iodeto de propidio (IP) e a Anexina-V conjugada com a fluoresceina (Anexina V-FITC) e foi
adquirido a Invitrogen.

No que respeita aos ensaios de fluorescéncia, as sondas MitoTracker Green™, ER-Tracker™
Green e o Hoechst 33342 foram adquiridas a Invitrogen A polilisina foi adquirida a Sigma

Aldrich e o tampao borato a GE Healthcare.

2.3.1.2- Equipamentos e sua funcao

Na realizacdo dos ensaios celulares foram usados alguns equipamentos, tais como, camara de
fluxo laminar Vertical NuAire, de Classe Il, para proceder a maior parte do trabalho
experimental em condicoes de assepsia; estufa Nuaire DHD Autoflow CO, Air-Jacketed a 37°C
para manter a atmosfera humidificada contendo 5% de CO, para incubacdo das células;
centrifuga Bioblock Scientific (Sigma-3K18C) para separacao das células dos meios em que se
encontram, microscopios opticos Olympus CKX 40/41 para observacao e controlo do estado
das células, banho de aquecimento (Fisher Scientific) para aquecer os meios de cultura, soro
e tripsina e um leitor espetrofotométrico de microplacas Anthos 2020 para quantificar a

absorvancia dos cristais de formazano no ensaio de MTT.
Para os ensaios de fluorescéncia foi utilizado o microscopio invertido AxioObserver, Zeiss e

nos ensaios de co-localizacao foi utilizado o microscépio confocal AxioObserver LSM 710,

Zeiss. Por fim, foi também utilizado o citometro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson, BD).

26



Desenvolvimento de novos potenciais anticancerigenos com acdo no G-quadruplex

2.3.2 - Tipo de células utilizadas no estudo e sua cultura

Na realizacao deste estudo, foram utilizadas trés tipos de linhas celulares: células epiteliais
humanas de cancro da mama sensiveis a estrogénios (MCF-7), células de adenocarcinoma da
prostata sensiveis a androgénios (LNCaP) e fibroblastos da derme humana normais (NHDF).
Cada linha celular foi suplementada com o meio de cultura correspondente para a sua

utilizacao, de modo a se criarem condicoes para o crescimento celular e sua diferenciacao.

2.3.2.1- Células cancerigenas da mama (MCF-7)

As células MCF-7 sdao uma linha celular de células epiteliais, obtidas a partir de efusao pleural
de uma mulher caucasiana com 69 anos que apresentava adenocarcinoma mamario
metastatico. Tem a designacdo de Michigan Cancer Foundation-7 pela razdao de estar
relacionado ao Instituto onde pela primeira vez foi efetuado o seu isolamento. Estas células
sao caracterizadas pelo seu crescimento em monocamadas, por apresentarem receptores de
estrogénios e por terem propriedades aderentes (Levenson & Jordan, 1997).

As células MCF-7 foram mantidas no meio de cultura - DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium), suplementado com 10% de FBS (Soro Fetal Bovino) e com 1% de
antibiotico/antimicotico Ab (10,000 unidades/mL de penicilina, 10 mg/mL de estreptomicina
e 25 pyg/mL de anfotericina-B). Estas células foram cultivadas em frascos de cultura (T-Flasks)
de 75 cm? e incubadas a 37°C em atmosfera humidificada contendo 5% de CO,. A substituicdo
do meio foi realizada a cada 2-3 dias e quando se atingia a confluéncia celular, as células
foram tripsinizadas e expandidas para novos frascos de cultura. Nas experiéncias, as células

foram utilizadas em ensaios nas passagens de 40 a 47.

2.3.2.2- Células cancerigenas da prostata (LNCaP)

As células LNCaP sao uma linha celular humana do adenocarcinoma da prostata sensiveis a
androgénios, isoladas a partir de uma metastase de um nodulo linfatico supraclavicular
extraida de um homem caucasiano com 50 anos de idade, sendo designadas por Lymph node
carcinoma of the prostate. Estas células epiteliais sao sensiveis a androgénios e apresentam
caracteristicas igualmente aderentes, mas o seu crescimento pode ser desenvolvido sob a
forma de agregados ou como células isoladas (Horoszewicz et al., 1983),(Russell & Kingsley,
2003).

As células LNCaP foram mantidas no meio de cultura designado por RPMI 1640 (Roswell Park
Memorial Institute) completo, ou seja, suplementado com 10% de FBS e com 1% de antibiotico
SP (10,000 unidades/mL de penicilina e 10 mg/mL de estreptomicina). Estas células foram
cultivadas em frascos de cultura (T-Flasks) de 75 cm® e incubadas a 37°C em atmosfera
humidificada contendo 5% de CO,. A renovacao do meio foi realizada a cada 2-3 dias e quando
se atingiu a confluéncia celular, as células foram tripsinizadas e expandidas para novos
frascos de cultura. Nas experiéncias, as células foram utilizadas em ensaios nas passagens de
27 a 35.
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2.3.2.3- Células normais dos fibroblastos dérmicos (NHDF)

As células NHDF sao fibroblastos originarios da derme humana saudavel de adultos e sdo
designados por Normal Human Dermal Fibroblasts. Estas células sao aderentes, mas nao
apresentam diferenciacao celular completa e contém receptores de estrogénios.

As células NHDF foram mantidas no meio de cultura RPMI 1640 (Roswell Park Memorial
Institute) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino, 2 mM de L-Glutamina, 10 mM de
HEPES, 1 mM de piruvato de sodio e 1% de antibiotico/antimicotico Ab (10,000 unidades/mL
de penicilina, 10mg/mL de estreptomicina e 25 pg/mL de anfotericina-B). Estas células foram
cultivadas em frascos de cultura (T-Flasks) de 75 cm? e incubadas a 37°C em atmosfera
humidificada contendo 5% de CO,. A renovacao do meio foi realizada a cada 2-3 dias e quando
se atingia a confluéncia celular, as células foram tripsinizadas e expandidas para novos
frascos de cultura. Nas experiéncias, as células foram utilizadas em ensaios nas passagens de
9a12.

2.3.3 - Técnicas de cultura celular

2.3.3.1- Tripsinizacao

Apos o cultivo das células e incubacdo nos T-flasks, as células cresceram e diferenciaram-se
ao longo do tempo. Quando alcancaram a fase exponencial de crescimento, isto é, atingiram
cerca de 80-90% da confluéncia celular, as células sofreram o processo de tripsinizacdo e
foram expandidas para novos frascos de cultura. A analise deste procedimento é realizada
com observacdo ao microscopio. A técnica consiste em aspirar sob vacuo o meio de cultura no
interior do frasco e fazer uma lavagem pela adicao de PBS (cerca de 10 mL). De seguida
aspirou-se o PBS, adicionou-se a tripsina (10 mL) e incubou-se durante 5 min, na estufa a 37°C
numa atmosfera humidificada com 5% de CO,, de modo a permitir a dissociacao das células da
superficie do T-flask. Para confirmar que as células ja ndo estavam aderentes, mas sim em
suspensao, observou-se ao microscopio e de seguida, neutralizou-se a tripsina através da
adicdo de meio de cultura quente (suplementado com soro fetal bovino e antibiotico).
Seguidamente, fez-se a transferéncia da suspensdao celular resultante, previamente
ressuspendida, para um falcon e centrifugou-se durante 8 min a 1000 rpm. Apds a
centrifugacao, o sobrenadante foi descartado e o pellet obtido foi ressuspendido em meio de
cultura completo (volume dependente da quantidade de pellet). Procedeu-se depois a
expansao da suspensao celular para novos frascos de cultura em meio de cultura e por fim

incubaram-se para continuarem o processo de crescimento.

2.3.3.2- Contagem e sementeira de células

Este procedimento realizou-se-se quando se pretendeu efetuar a avaliacdao do efeito dos
compostos em estudo na proliferacao celular. Neste ensaio, foram usadas caixas de cultura

celular de 48 pocos, sendo que a quantidade de células a semear em cada um foi preparada
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previamente. Para isso, foi necessario efetuar a contagem das células e preparar suspensoes
com a concentracao adequada das mesmas. De acordo com o descrito na secao anterior
(tripsinizacao), apoOs fazer a ressuspensao do pellet em meio de cultura, realiza-se a
contagem de células. Para o efetuar, retiraram-se 10 pl da suspensao celular para um
eppendorf e adicionou-se 10 pl de solucao azul de triptano. De seguida, a mistura resultante é
colocada sob uma lamela numa camara de Neubauer, para a contagem do nimero de células
presentes nos quatro quadrantes, realizada ao microscopio. A concentracdo de células é
determinada pela média total dos quadrantes e multiplica-se o valor por 2, ou seja, referente
a diluicdo das células no corante (1:1), aplicando-se a formula de Neubauer. Apos ser
determinado o valor da concentracao (células/mL), € calculado o volume necessario de
células a retirar, para atingir a concentracdo celular de 2x10* células/mL. O volume
resultante de células é seguidamente diluido no volume total de meio de cultura a semear nos
pocos. Em cada poco (35) foi adicionado 250 pl de suspensao celular final, menos nos pocos
dos zeros (primeira coluna e primeira linha), onde foi colocado apenas meio completo. As
células foram incubadas por 48 h, de modo a promover o crescimento celular e a sua

aderéncia.

2.3.3.3- Estudo do efeito dos compostos na viabilidade celular

Para o efetuar, foram preparadas solucdes concentradas dos compostos Calix-Benz, Calix-Pyr,
Calix-NH,, Calix-NP e Calix-NP, (10 mM) em DMSO.

Posteriormente a incubacao das células nos pocos da microplaca durante 48 h, foram, num
primeiro ensaio, adicionados os compostos na concentracao 30 pM, para avaliar o seu efeito
na proliferacao celular. A concentracao final de DMSO nos ensaios foi inferior a 1%,
verificando-se que nestas condicdes nao provoca efeito relevante na viabilidade celular.
Depois da observacao do estado das células ao microscopio, foi aspirado o meio de cada poco
e adicionada solucdao dos compostos nos pocos (n=5). A placa é constituida pelos pocos que
contém os 5 compostos (células e composto), controlo (células e meio de cultura), “zeros”
(meio de cultura, sem células) e uma ultima coluna com meio com 1% de DMSO, de modo a
analisar a sua influéncia nas células (Figura 14). As células foram incubadas com os compostos
durante 48 h.

0 efeito dos compostos na proliferacao celular foi observado ao microscopio optico.
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Figura 14 - Esquema representativo da microplaca para o primeiro ensaio de todos os compostos huma
concentracao de 30 pM. (Z=Zero; C=Controlo; CB= Calix-Benz; CP=Calix-Pyr; NH,=Calix-NH,; NP,=Calix-
NP,; NP=Calix-NP; DMSO= dimetilsulfoxido).

Apods este ensaio, os compostos que apresentaram atividades antiproliferativas relevantes,
foram selecionados para um ensaio de determinacao de curvas-dose-resposta, que permitem
também determinar-se o ICsy (concentracdo de composto que inibe em 50% o crescimento
celular).

Para esse efeito, foram preparadas solucdes diluidas de cada composto. As concentracoes
foram de 0,01 pM; 0,1 uM; 1 uM; 10 pM; 50 pM e 100 uM (Figura 15). Apds aspiracao do meio
do poco incubaram-se as células com estas solucdes dos compostos durante 48 h. Neste
estudo, utilizou-se uma microplaca para cada composto. Posteriormente realizou-se também

o ensaio do MTT.
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Figura 15 - Esquema representativo das microplacas para o segundo ensaio - Curva dose-resposta, com
uma gama de diferentes concentracoes. Foram realizados ensaios com n=5 para todas as concentracoes
(UM), zero e controlo, em células MCF-7, LNCaP e NHDF.
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2.3.3.4- Ensaio de proliferacao celular-MTT

A citotoxicidade dos compostos nas células foi medida pelo ensaio MTT, um ensaio
colorimétrico (Mosmann, 1983). Este teste vai depender do tipo de células, da sua atividade
mitocondrial e do nimero de células existentes. Baseia-se na reducado do sal brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil-tetrazoélio), de cor amarela e solivel em agua, a cristais de
formazano, de cor azul e insoliiveis em agua, através da acdo da succinato desidrogenase,
que se encontra no interior das células viaveis (Mao et al., 2012). Os cristais de formazano
sdo acumulados nas células viaveis, apresentando impermeabilidade as membranas celulares,
traduzindo assim, o parametro de viabilidade (Fotakis & Timbrell, 2006). O MTT é sensivel a
luz e, portanto é necessario ter o cuidado de manusear sem luz incidente.

Assim, apos 48 h de incubacdo das células com os compostos, nas condicées descritas
anteriormente, os sobrenadantes dos pocos foram aspirados e lavados com PBS. A cada um
dos 40 pocos (zero, controlo e compostos), adicionou-se 250 pl da solucao de MTT (5 mg/mL)
em PBS filtrada e dissolvida em meio de cultura incompleto. O tempo de incubacao do MTT
foi de 4 h, em atmosfera de 37°C com 5% de CO,, e auséncia de luz. Apdés o tempo de
incubacao observaram-se os cristais obtidos ao microscopio optico. De seguida, aspirou-se
cuidadosamente o sobrenadante dos pocos, de modo a impedir a remocao de cristais, e
adicionou-se 225 pl de DMSO para os solubilizar, obtendo-se uma solucao roxa. Depois,
transferiu-se 225 pl do conteldo de cada pogo para uma placa de 96 pocos de modo a medir a
absorvancia a 570 nm no leitor de microplacas. A intensidade da cor é diretamente
proporcional a quantidade de cristais de formazano, sendo que a absorvancia esta relacionada
com o numero de células viaveis no final do ensaio. Os valores das absorvancias dos
compostos sdo comparados com os valores do controlo (definidos para 100%). Apds leitura dos

valores, as placas sao descartadas no contentor vermelho (incineracao).

2.3.3.5- Microscopia de fluorescéncia

Para realizar o ensaio com o microscopio de fluorescéncia, apds tripsinizacao, as células MCF-
7 e LNCaP foram incubadas em caixas de cultura revestidas com solucao de polilisina em
tampao borato. O procedimento para revestimento das caixas passou pela adicao da
polilisina, incubacao durante a noite a 37°C, recolhendo-se de seguida o excesso de solucao
que nao aderiu. Seguidamente, foram realizadas trés lavagens com agua estéril e esterilizadas
em UV durante 10 min. Por fim, as caixas foram armazenadas a 4°C.

O crescimento das células nas placas realizou-se durante 24 h, com uma densidade celular
inicial de 3x10*células/mL. Apds esse periodo, as células foram incubadas com os compostos
Calix-Benz, Calix-Pyr e Calix-NH; na concentracao de 30 pM durante entre 4 h a 12 h. As
imagens foram recolhidas no microscopio AxioObserver Zeiss e o software utilizado foi o
AxioVision Rel (versao 4.8.1). O controlo consistiu apenas em meio de cultura e nao

apresentava fluorescéncia.
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Os ensaios de co-localizacdo dos compostos nas células foram realizados no microscopio
confocal a laser AxioObserver LSM 710, Zeiss, com aquisicao com filtros dos canais vermelhos
(composto) com 561nm de laser de excitacao, com 405nm de laser para o filtro azul (Hoechst
33342) e com 488nm de laser para os filtros verdes (MitoTracker Green™ e ER-Tracker™
Green). As imagens finais foram processadas utilizando o software da Zeiss (LSM Image).

Para estes estudos de co-localizacado, as células LNCaP foram incubadas em placas revestidas
com polilisina com concentracdo celular inicial de 3x10*células/mL, durante 24 hs. Apds o
crescimento das células, estas foram incubadas com o composto Calix-Benz numa
concentracdo 50 pM, durante 4 h. Os marcadores fluorescentes MitoTracker Green™ (corante
que marca as mitocondrias), ER-Tracker™ Green (corante que marca o reticulo
endoplasmatico) e Hoechst 33342 (corante que marca o nucleo) foram adicionados as placas
dos compostos durante 30 min. As concentracoes dos marcadores foram 1 pM para
MitoTracker Green™ e ER-Tracker™ Green e 5 pM para o Hoechst 33342.

2.3.3.6- Citometria de fluxo

A andlise das células apoptoticas e da viabilidade celular foram realizadas por citometria de
fluxo utilizando o kit de Anexina V-FITC e de lodeto de Propidio (IP).

Nos ensaios de analise das células apoptoticas (marcacdo por Anexina V-FITC), que foi
realizado com células MCF-7, estas foram semeadas e incubadas em caixas de cultura celular
de 12 pocos com uma densidade de 2x10° células/mL. Nos ensaios de analise da viabilidade
(marcacao por IP apenas), a densidade de células semeadas, em caixas de cultura celular de 6
pocos, foi de 1x10° células/mL para células LNCaP e igualmente de 2x10° células/mL para
células MCF-7. Em ambos os tipos de testes, apos a sementeira e 24 h de crescimento celular,
o composto Calix-NH, foi incubado com concentracdes de 5 pM e 10 pM, durante outras 24 h.
Como controlos positivos, foram utilizados a diosgenina e o tamoxifeno (ambos em
concentracao de 20 uM) para células MCF-7. Como controlo negativo foram usadas células sem
terem sido expostas aos compostos em estudo.

Apos as 24 h de exposicdo aos compostos, os sobrenadantes dos pocos foram aspirados e
transferidos para falcons que estavam mergulhados em gelo. Os pocos foram lavados com 1
mL de PBS (quente) e aspirados novamente para os falcons. As células foram tripsinizadas
(400/800 pl de tripsina) e incubadas durante 5 min de modo a promover a desagregacao das
células da base das caixas. Apos a obtencdo da suspensdo de células, estas foram também
transferidas para os falcons, os pocos lavados novamente com 1 mL de PBS (recolha total de
células) e de seguida centrifugadas durante 5 mins a 300 g. O sobrenadante foi aspirado e o
sedimento lavado com 1 mL de PBS (frio) e centrifugado novamente durante 2 min a 300 g.
Este passo repetiu-se duas vezes. Apos a segunda lavagem e centrifugacao, aspirou-se o
sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em 100 a 200 pl de tampao de ligacao-1x (“binding-
buffer-10x”: 0,1 M HEPES, pH=7,4; 1,4 M NaCl e 25 mM de CaCl,). De seguida, transferiu-se
100 pL da suspensao celular obtida para os tubos de cultura de citometria (5 mL) e foram

adicionados os marcadores Anexina V-FITC (5 yl) e o IP (1 pl), de acordo com o procedimento
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do fabricante do kit. Os tubos foram ligeiramente agitados e incubados no escuro, a
temperatura ambiente durante 15 min. Apos a adicao de 400 pL de tampao de ligacao-1x aos
tubos e posterior agitacdo com vortex, procedeu-se a aquisicao de dados no citometro de
fluxo FACSCalibur até um total de 10,000 eventos. O software BD CellQuest Pro foi utilizado
na aquisicao e analise de dados.

Para determinar a percentagem de células em apoptose inicial foi necessario determinar e
definir inicialmente quatro regides (Anexo 1) para excluir “debris”. A analise da marcacao por
Anexina V-FITC e IP foi efetuada em dot plots, apresentando apenas eventos contidos nas
regides R2 e R3, por definicdo de quadrantes, conforme explicado na seccao dos resultados.
Na determinacdo da percentagem de células vidveis, procedeu-se a definicao de regides
semelhantes (R1 a R3), conforme descrito no Anexo 1, para exclusao dos “debris”. Em dot
plots apresentando apenas eventos contidos nas regidoes R2 e R3, a percentagem de

viabilidade corresponde a percentagem de células em R2.

2.3.4 - Analise Estatistica

Os valores obtidos das absorvancias nos ensaios MTT foram analisados e calculados, em que a
percentagem da proliferacao celular dos compostos a diferentes concentracdes foi comparada
em relacdo ao controlo negativo, ao qual foi descontado o zero. Os graficos finais foram
expressos em valores médios+desvio padrao. Para determinar a existéncia de diferencas
significativas entre diferentes grupos (concentracdes) foi aplicado o teste t-student. Essa
diferenca foi considerada significativa quando o p<0,05. Para o calculo do ICsy, referentes a
atividade antiproliferativa dos compostos, os valores foram obtidos a partir das curvas
concentragao-resposta, por calculos de ajustamento sigmdide.

Os graficos dos ensaios de citometria foram igualmente expressos em valores médios+desvio

padrao.

33



Desenvolvimento de novos potenciais anticancerigenos com acdo no G-quadruplex

Capitulo 3 - Resultados e Discussao

3.1 - Sintese Quimica

Os macrociclos derivados de calixarenos desenvolvidos no presente trabalho foram
sintetizados com o objetivo de serem potenciais ligandos para interagir com o G-quadruplex.
De acordo com a analise da literatura sobre as caracteristicas dos ligandos preferenciais na
interacao com o G-quadruplex (Shalaby et al., 2013) (Neidle, 2010), a sintese dos calixarenos
foi delineada tendo em conta a inclusdo de anéis aromaticos de modo a promover o
empilhamento com as G-tétradas. Apos a sua sintese e caracterizacao, pretendeu-se avaliar a
possibilidade de atuarem como ligandos do G-quadruplex, por conterem locais de ligacao que
se auto-associam aos grupos funcionais das guanosinas e serem assim usados como “scaffolds”
desta ligacdo. Adicionalmente, também se pretendeu avaliar a atividade antiproliferativa
destes compostos em células cancerigenas e em células normais humanas.

Os derivados da série de p-tert-butilcalix[4]areno foram preparados e obtidos por métodos de
sintese, realizados basicamente em dois passos principais. Em primeiro lugar, foi tosilado o
composto de partida, obtendo-se o derivado representado na Figura 16. Este procedimento de
sintese consistiu na sintese da ftalimida através da adicdo de anidrido ftalico a amina. De
seguida, o grupo hidroxilo foi protegido com o cloreto de tosilo na presenca do catalizador

DMAP, tendo o produto tosilado A sido obtido com rendimento de 85%.

Figura 16 - Composto de partida tosilado (A).

0 segundo passo de sintese conduziu a obtencao de compostos ciclicos finais, e envolveu
sucessivas etapas (Figura 13). Assim, ao composto tosilado foi adicionado o p-tert-
butilcalix[4]areno em meio basico, obtendo-se os dois intermediarios Calix-NP e Calix-NP,. De
seguida, na presenca de hidrazina, foi obtido o intermediario Calix-NH,, sendo posteriormente
ciclizado com diferentes cloretos de acilo (dicloreto de acido isoftalico e dicloreto de 2,6-
piridinadicarbonilo), formando-se o Calix-Benz e o Calix-Pyr, respetivamente. Esta etapa
apresenta-se como uma via de sintese eficaz e simples, obtendo-se um rendimento global
relativamente elevado (83/90%). Os produtos finais e intermediarios obtidos nesta via
sintética e que foram considerados para os estudos subsequentes estdo representados na
Figura 17. Estes macrociclos obtidos contém grupos hidroxilos com capacidade de estabilizar
a cavidade superior do calixareno, devido a ligacdes de hidrogénio, e aos éteres formados que

funcionam como estabilizadores adicionais. Os compostos sintetizados foram caracterizados
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por espectrometria de massa ES-MS e espectroscopia de RMN de 'H e *C mono e
bidimensional (2D).

P \/\NH2 . /\/o\/\NH2
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o o
o A N NP
b ™S S N o N
) \ /
NN
o N U\/\NH o NH y
o
Calix-Benz Calix-Pyr

Figura 17- Compostos ciclicos sintetizados derivados de calixarenos e seus intermediarios.
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3.2 - Andlise da interacdao dos ligandos com o G-

quadruplex

Para a analise da interacao entre estes compostos e o G-quadruplex, foram realizados estudos

estruturais por espectroscopia de RMN de 'H.

3.2.1 - Formacao da estrutura G-quadruplex

Para avaliar se os derivados de calixarenos interagem com o G-quadruplex e se estabilizam
esta estrutura em qualquer condicdo (devido ao seu estado transiente), foi necessario estudar
a estabilidade da conformacao do G-quadruplex utilizando-se espectroscopia de RMN de 'H a
diferentes temperaturas para o efetuar. Para isso, utilizou-se a sequéncia telomérica humana
[d(TAGGGT)]4 e, apds emparelhamento e formacdo do G-quadruplex, avaliou-se a sua
desnaturacao entre T=25°C até T=65°C (Figura 18).

Através da manipulacdo de condicdes, tais como, aumento da concentracdo de KCl em

solucdo, temperatura e ligacao dos compostos, pretendeu-se estabilizar a estrutura do G-

quadruplex.
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Figura 18- Espectros de RMN de 'H do varrimento de temperaturas da sequéncia [d(TAGGGT)], em
tampao 70 mM KCl e 10 mM KH,PO, (pH=7,2).

Os dados obtidos mostram que quando T=25°C o espectro apresenta os sinais caracteristicos
da conformacao do G-quadruplex, representado pelos protées imino (G4, G5 e G6) em regides
de campo baixo (10-14 ppm). A medida que a temperatura aumenta, ha quebra das ligacdes

de hidrogénio, levando ao desaparecimento dos sinais dos protdes imino. Entre a temperatura
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de 25°C e de 50°C, a estrutura predominante encontra-se ainda em forma de G-quadruplex,
no entanto, quando se atingiu a temperatura mais alta (65°C), os sinais dos protdes imino

comecaram a desaparecer, indicando a desnaturacao da estrutura do G-quadruplex a duplex.

3.2.2 - Interacao G-quadruplex-derivados do calixareno

A interacao entre o G-quadruplex e os compostos sintetizados foi estudada por titulacdées com
RMN de 'H. Para isso, as experiéncias realizaram-se adicionando os derivados de calixarenos a
solucao de G-quadruplex. As alteracoes no espectro resultantes podem ser visualizadas tendo
em conta o alargamento dos sinais dos protdes, alteracao ou desvio do sinal, que pode ser
influenciado pela quantidade e tipo de ligando adicionado. Estas variacées determinam a
localizacao dos grupos funcionais do ligando e do G-quadruplex envolvidos na interacao.

Os compostos obtidos na sintese quimica (Calix-Benz, Calix-Pyr, Calix-NH,, Calix-NP e Calix-
NP,) foram, assim, adicionados ao G-quadruplex [d(TAGGGT)], nas proporcdes de (1:1) e
(2:1) composto:G-quadruplex em tampdo fosfato com KCl. Contudo, apds a adicao dos
ligandos verificou-se a precipitacao imediata do G-quadruplex o que impossibilitou a

continuacao do estudo por espectroscopia de RMN.

A sequéncia do G-quadruplex necessita de estar dissolvida em tampao aquoso com KCl, de
forma a permanecer nesta conformacao. Contudo, os compostos provaram ser insollveis em
solucdo aquosa a concentracdes da ordem de mM (concentracao necessaria para RMN), o que
impossibilitou a analise pretendida. Varias otimizacdes foram realizadas para contornar este
problema, desde alteracdées no pH da solucao dos ligandos, a adicdo de DMSO a mistura. No
entanto, verificou-se que com uma % de DMSO acima de 20% também destabiliza a estrutura
do G-quadruplex. Presentemente, estao a ser realizados estudos para desenvolver estratégias

alternativas para fazer esta analise de interaccao dos compostos com G-quadruplex.
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3.3 - Avaliacao Bioldgica

3.3.1- Andlise da citotoxicidade dos compostos em células MCF-
7, LNCaP e NHDF

A avaliacao do efeito dos compostos sintetizados Calix-Benx, Calix-Pyr, Calix-NH,, Calix-NP e
Calix-NP;, na proliferacao de células de cancro da mama humana (MCF-7), da prostata humana
(LNCaP) e em células normais de fibroblastos da derme humana (NHDF) foi realizada através
do ensaio MTT. Inicialmente, com o objetivo de concluir genericamente acerca da
citotoxicidade de todos os compostos nas diferentes linhas celulares, estas foram incubadas
na presenca dos compostos em concentracoes de 30 uM durante 48 horas e, posteriormente,
foi quantificada a absorvancia a 570nm dos cristais de formazano formados no ensaio MTT. O
tempo de exposicdo das células tratadas com os compostos foi de 48 h para todas as
experiéncias, devido ao facto do ciclo celular nestas células ser superior a 24 h e inferior a 48
h. Deste modo torna-se possivel analisar o efeito bioldgico dos compostos num ciclo celular
completo.

Os resultados obtidos neste estudo inicial estao representados na Tabela 2.

Tabela 2- Médias das percentagens da proliferacao celular em relagdo ao controlo nas
diferentes linhas celulares, apos tratamento com todos os compostos estudados em
concentracao de 30 uM, durante 48 h realizados pelo ensaio MTT.

% Proliferacao celular

MCF-7 LNCaP NHDF
relativa
Calix-Benz 105,53 125,29 103,44
Calix-Pyr 104,96 88,60 104,79
Calix-NH, -0,26 0,99 8,49
Calix-NP 98,83 79,38 102,52
Calix-NP; 93,39 66,06 85,36

Pela analise da Tabela 2, o composto que se destacou, apresentando valores significativos de
inibicdo da proliferacdo celular em células MCF-7, LNCaP e em NHDF, foi o Calix-NH,,
exibindo efeitos citotoxicos elevados nestas condicbes. Em células LNCaP, o Calix-NP,
também revelou levar a alguma diminuicao relevante da proliferacao celular, inibindo cerca
de 34 % da viabilidade celular.

Relativamente as células NHDF, o efeito dos compostos na proliferacdo celular foi estudado
de modo a poder-se ter alguma informacao sobre a seletividade dos compostos para células
tumorais em relacao a células normais. O resultado deste ensaio revela que o composto Calix-

NH, foi o Unico que exibiu efeitos citotdxicos marcados na viabilidade das células normais da
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derme humana, diferenciando-se, contudo, das células cancerigenas levando a uma inibicao
menos marcada da proliferacao celular.

Apos analise destes resultados, os compostos com atividades antiproliferativas nas diferentes
linhas celulares, foram sujeitos a experiéncias para determinacdo de curvas dose-resposta
com o objetivo de se estabelecer relacdes dos efeitos do composto com as concentracoes
testadas. Neste ambito, determinar a concentracdo do composto que permite inibir 50% a
proliferacdo celular em relacdo a auséncia do mesmo (ICsy), torna-se importante na
concepcao e desenvolvimento de novos agentes anticancerigenos.

Os macrociclos (Calix-Benz e Calix-Pyr) também foram avaliados da mesma forma, apesar de
nao exibirem resultados citotoxicos, uma vez que se tratam de compostos objeto de estudo
na interacdo com o G-quadruplex. O intermediario Calix-NP, apresentou alguns efeitos toxicos

principalmente em células LNCaP, e também foi sujeito a estudos dose-resposta.

3.3.2- Comparacao da citotoxicidade dos compostos avaliados

nas diferentes linhas celulares

No seguimento do estudo, a avaliacdo bioldgica dos compostos Calix-Benz, Calix-Pyr, Calix-
NH, e Calix-NP, foi realizada com a incubacao das células MCF-7, LNCaP e NHDF com estes
compostos num intervalo de concentracbes entre 0,01 pM e 100 pM, durante 48 h. Apos este
tempo de exposicao, os compostos foram submetidos ao ensaio MTT e quantificou-se a
absorvancia a 570 nm devido a presenca de formazano. Os resultados dos ensaios sobre o

efeito dos compostos avaliados nas linhas celulares estao representados nas Figuras 19 a 31.
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Figura 19- Grafico da proliferacao celular relativa em células MCF-7 ap6s o tratamento com o composto
Calix-Benz, estudado em concentracdes entre 0,01 uM e 100 pM, durante 48 h, realizados pelo ensaio
MTT (570 nm). Os dados das percentagens de proliferacao celular sao expressos em relacao ao controlo,
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as barras sao representadas como médias e as linhas o desvio padrdo. *p<0,05 versus respetivo controlo
(teste t-student). Ensaio de uma experiéncia com n=5 (concentracdo=2x10%*elulas/mL).

Como descrito anteriormente pelo ensaio de viabilidade celular efetuado a 30 pM dos
compostos, o macrociclo Calix-Benz nao apresentou efeitos antiproliferativos relevantes para
células MCF-7 (Tabela 2). Pela analise da Figura 19, apos o tratamento com este composto
numa gama de diferentes concentracées, observou-se novamente que nao houve efeitos
citotoxicos marcados nas células cancerigenas da mama, para todas as doses testadas,

excepto a 100 M, embora ainda se observe uma proliferacao de células muito superior a 50%.
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Figura 20- Grafico da proliferacao celular relativa em células LNCaP, apds o tratamento com o composto
Calix-Benz, estudado em concentracées entre 0,01 pM e 100 pM, durante 48 h, realizados pelo ensaio
MTT (570 nm). Os dados das percentagens de proliferacao celular sao expressos em relacao ao controlo,
as barras sdo representadas como médias e as linhas o desvio padrao. *p<0,05 versus respetivo controlo
(teste t-student). Ensaio de uma experiéncia com n=5 (concentracdo=2x10%*elulas/mL).

Pela observacao da Figura 20, mostrando o estudo dos efeitos do Calix-Benz em varias
concentragcbes em células LNCaP, verifica-se que nao houve diminuicdo significativa da
proliferacao celular, como comprovado no estudo anteriormente. Para a concentracdao mais
elevada (100 pM) nota-se uma certa diminuicao da viabilidade celular em relacao ao controlo,

mas ainda ha uma proliferacao de células superior a 50%.
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Figura 21- Grafico da proliferacao celular relativa das linhas celulares LNCaP e MCF-7 apos o tratamento
com o composto Calix-Benz, estudado em concentracoes entre 0,01 pM e 100 pyM, durante 48 h,
realizados pelo ensaio MTT (570 nm). Os dados das percentagens de proliferacao celular sao expressos
em relacdo ao controlo, as barras sao representadas como médias e as linhas o desvio padrado. *p<0,05
versus respetivo controlo (teste t-student). Ensaio de uma experiéncia com n=5 (concentracao
=2x10%celulas/mL).

Na avaliacdo biologica geral do macrociclo Calix-Benz, verifica-se que este composto nao
exibe efeitos antiproliferativos marcados, como demonstrado anteriormente (3.3.1).
Adicionalmente, para todas as concentracoes testadas, observam-se percentagens de

proliferacao celular aproximadas entre as duas linhas celulares, MCF-7 e LNCaP (Figura 21).
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Figura 22- Grafico da proliferacao celular relativa em células MCF-7, apds o tratamento com o composto
Calix-Pyr, estudado em concentracdes entre 0,01 pM e 100 pM, durante 48 h, realizados pelo ensaio MTT
(570 nm). Os dados das percentagens de proliferacao celular sao expressos em relacao ao controlo, as
barras sdo representadas como médias e as linhas o desvio padrao. Ensaio de uma experiéncia com n=5
(concentracdo=2x10%elulas/mL).

0 segundo macrociclo, Calix-Pyr, também avaliado no estudo dose-resposta, foi igualmente
testado em varias concentracdes. Pela analise da Figura 22, observa-se que o Calix-Pyr nao
demonstrou ter efeitos antiproliferativos em células MCF-7 em todas as concentragoes

avaliadas, como esperado apos o ensaio do macrociclo a 30 pM (Tabela 2).
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Figura 23- Grafico da proliferacao celular relativa em células LNCaP, apds o tratamento com o composto
Calix-Pyr, estudado em concentracoes entre 0,01 uM e 100 pM, durante 48 h, realizados pelo ensaio MTT
(570 nm). Os dados das percentagens de proliferacao celular sao expressos em relacao ao controlo, as
barras sao representadas como médias e as linhas o desvio padrao. Ensaio de uma experiéncia com n=5
(concentracdo=2x10%*elulas/mL).

Apds a incubacdo das células LNCaP com o macrociclo Calix-Pyr a varias concentracdes,
observou-se que também nao houve inibicao da proliferacao celular (Figura 23). O elevado
desvio padrdao observado deveu-se a dificuldade no passo de aspiracdao dos cristais de

formazano, pois as células ndao estavam completamente aderentes.
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Figura 24- Grafico da proliferacao celular relativa das linhas celulares LNCaP e MCF-7 ap6s o tratamento
com o composto Calix-Pyr, estudado em concentracdes entre 0,01 pM e 100 pM, durante 48 h, realizados
pelo ensaio MTT (570 nm). Os dados das percentagens de proliferacao celular sao expressos em relacao
ao controlo, as barras sao representadas como médias e as linhas o desvio padrao. Ensaio de uma
experiéncia com n=5 (concentracio=2x10%celulas/mL).

ApoOs o ensaio dose-resposta em células MCF-7 e LNCaP (Figura 24) constatou-se que o
macrociclo Calix-Pyr ndo apresentou efeitos citotoxicos para estas linhas celulares

cancerigenas, complementando o estudo anterior realizado a 30 pM (Tabela 2).
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Figura 25- Grafico da proliferacao celular relativa em células MCF-7 ap6s o tratamento com o composto
Calix-NH,, estudado em concentracoes entre 0,01 pM e 100 pM, durante 48 h, realizados pelo ensaio
MTT (570 nm). Os dados das percentagens de proliferacao celular sao expressos em relacao ao controlo,
as barras sao representadas como médias e as linhas o desvio padrao. *p<0,05 versus respetivo controlo
(teste t-student). Ensaio de uma experiéncia com n=5 (concentracdo=2x10%*elulas/mL).

Pela analise da Figura 25, verifica-se que o composto Calix-NH, demonstrou ter efeitos
antiproliferativos marcados em células MCF-7 em varias concentracoes testadas. Este
resultado é evidente em concentracoes de composto a partir de 10 pM, ocorrendo uma

diminuicao muito significativa da proliferacao celular em relacao ao controlo.
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Figura 26- Grafico da proliferacdo celular relativa em células LNCaP apds o tratamento com o composto
Calix-NH,, estudado em concentracoes entre 0,01 pM e 100 pM, durante 48 h, realizados pelo ensaio
MTT (570 nm). Os dados das percentagens de proliferacao celular sdo expressos em relacao ao controlo,
as barras sao representadas como médias e as linhas o desvio padrao. *p<0,05 versus respetivo controlo
(teste t-student). Ensaio de uma experiéncia com n=5 (concentracao=2x10*elulas/mL).

0 efeito do composto Calix-NH, na proliferacao celular de células LNCaP esta representado na
Figura 26. Este grafico mostra igualmente um efeito citotoxico marcante deste composto
nesta linha celular cancerigena, ocorrendo uma inibicdo gradual da proliferacao celular a
medida que se aumenta a concentracao do Calix-NH,, proporcionando consideraveis niveis de

citotoxicidade.
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Figura 27- Grafico da proliferacao celular relativa em células NHDF apés o tratamento com o composto
Calix-NH,, estudado em concentracoes entre 0,01 pM e 100 pM, durante 48 h, realizados pelo ensaio
MTT (570 nm). Os dados das percentagens de proliferacao celular sao expressos em relacao ao controlo,
as barras sao representadas como médias e as linhas o desvio padrao. *p<0,05 versus respetivo controlo
(teste t-student). Ensaio de uma experiéncia com n=5 (concentracdo=2x10%*elulas/mL).

Na Figura 27, mostram-se os resultados da avaliacao dos efeitos do composto Calix-NH, na
proliferacao das células normais (NHDF), pois foi o Unico composto que demonstrou ter acao
antiproliferativa nestas células. Neste estudo constou-se existirem também valores de
proliferacao celular baixos para as concentracées mais elevadas, comprovando-se a baixa

seletividade do composto para estas células saudaveis, nestas condicdes experimentais.
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Figura 28- Grafico da proliferacdo celular relativa das linhas celulares LNCaP, MCF-7 e NHDF apods o
tratamento com o composto Calix-NH,, estudado em concentracoes entre 0,01 pM e 100 puM, durante 48
h, realizados pelo ensaio MTT (570 nm). Os dados das percentagens de proliferacao celular sao expressos
em relacdo ao controlo, as barras sao representadas como médias e as linhas o desvio padrao. *p<0,05
versus respetivo controlo (teste t-student). Ensaio de uma experiéncia com n=5 (concentragao
=2x10%celulas/mL).

Como observado anteriormente, o composto derivado de calixareno - Calix-NH,, foi o que
revelou ter maior atividade antiproliferativa (Tabela 2). Pela analise do grafico da Figura 28,
verifica-se que o composto parece ter maior toxicidade em células LNCaP relativamente as
MCF-7 e NHDF. Esta diferenca é mais notoria para baixas concentragées do mesmo (0,01 pM a
1 uM), pois para as concentracoes mais elevadas (10 pM, 50 pM e 100 pM) o composto tem um
efeito citotoxico maior, mas praticamente semelhante para as trés linhas celulares. O valor
do ICs, foi calculado para este composto nos diferentes tipos de células (Tabela 3) e, mais
uma vez, pode-se comprovar que o valor mais baixo ocorreu em células LNCaP (ICso= 1,474
HM). Além disso, este valor foi até inferior ao valor de ICs, obtido para as células NHDF,

evidenciando o efeito citotoxico deste composto nesta linha celular cancerigena.
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Tabela 3- Valores de ICs5y do composto Calix-NH, em linhas de células MCF-7, LNCaP e NHDF.

Composto Linha celular ICso R?

Calix-NH, MCF-7 2,432 0,906
Calix-NH, LNCaP 1,474 0,950
Calix-NH, NHDF 2,001 0,940

No geral, os valores de ICs, calculados para o Calix-NH, sao ja bastante baixos, comprovando a
eficacia relevante deste composto na inibicdo da proliferacdo de células cancerigenas. Falta,
contudo, uma comparacao com farmacos de referéncia usados para tratar estes tipos de

tumores, o que sera um ponto a estudar futuramente.
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Figura 29- Grafico da proliferacao celular relativa em células MCF-7, apds o tratamento com o composto
Calix-NP,, estudado em concentracgoes entre 0,01 uM e 100 pM, durante 48 h, realizados pelo ensaio MTT
(570 nm). Os dados das percentagens de proliferacao celular sao expressos em relacao ao controlo, as
barras sdo representadas como médias e as linhas o desvio padrao. *p<0,05 versus respetivo controlo
(teste t-student). Ensaio de uma experiéncia com n=5 (concentracdo=2x10%*elulas/mL).

Os efeitos do composto Calix-NP, foram também estudados em células MCF-7 em varias
concentracdes e os resultados sao apresentados na Figura 29. Os resultados observados
evidenciam que o composto atuou de forma semelhante em todas as concentracdes, nao

exibindo atividades antiproliferativas na linha celular MCF-7.
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Figura 30- Grafico da proliferacao celular relativa em células LNCaP, ap6s o tratamento com o composto
Calix-NP,, estudado em concentracdes entre 0,01 uM e 100 pM, durante 48 h, realizados pelo ensaio MTT
(570 nm). Os dados das percentagens de proliferacao celular sao expressos em relacao ao controlo, as
barras sdo representadas como médias e as linhas o desvio padrao. *p<0,05 versus respetivo controlo
(teste t-student). Ensaio de uma experiéncia com n=5 (concentracdo=2x10%elulas/mL).

Pela observacao da figura 30, verifica-se que o composto Calix-NP, nao originou efeitos
relevantes na viabilidade de células LNCaP entre as concentracdes de 0,01 pM a 50 pM, apesar
de haver alguma reducao da viabilidade celular relativa. Na concentracao mais elevada (100
HM), o composto inibiu, contudo, a proliferacao celular cerca de 55%, evidenciando um efeito

citotoxico mais marcado para esta concentracao.
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Figura 31- Grafico da proliferacao celular relativa das linhas celulares LNCaP e MCF-7 ap6s o tratamento
com o composto Calix-NP,, estudado em concentracdes entre 0,01 pM e 100 pM, durante 48 h,
realizados pelo ensaio MTT (570 nm). Os dados das percentagens de proliferacao celular sao expressos
em relacdo ao controlo, as barras sao representadas como médias e as linhas o desvio padrao. *p<0,05
versus respetivo controlo (teste t-student). Ensaio de uma experiéncia com n=5 (concentragao
=2x10%celulas/mL).

A avaliacao biologica da atividade antiproliferativa do composto Calix-NP; nas duas linhas
celulares cancerigenas MCF-7 e LNCaP esta representada na Figura 31. Estes resultados
indicam que o composto nao apresenta efeitos citotoxicos significativos, e que a
concentracao que teve maior efeito na viabilidade celular foi a de 100 pM para as células
LNCaP. Pelo estudo anterior realizado (30 pM) (Tabela 2), o composto Calix-NP, também
demonstrou inibicao da proliferacao celular apenas na linha celular LNCaP, pelo que estes

resultados acabam por ser concordantes com os apresentados na Figura 31.
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3.3.3- Microscopia de Fluorescéncia

0 estudo para verificar se ocorria entrada dos compostos no interior das células e, em caso
positivo, qual sua localizacao subcelular, foi efetuado por microscopia de fluorescéncia. O
ensaio foi analisado em células MFC-7 e LNCaP expostas aos compostos Calix-Benz, Calix-Pyr e
Calix-NH; a concentracao de 30 pM. O tempo de incubacdo dos compostos para estudar a
capacidade de entrarem na célula variou entre 4 h e 12 h, sendo posteriormente as células
observadas ao microscopio em caixas de cultura.

As imagens das células tratadas com os compostos apos 4 h e 12 h estao representadas nas
Figuras 32, 33 e 34.

Figura 32- Imagens obtidas do microscopio de fluorescéncia em (1) células MCF-7 e (2) células LNCaP,
expostas ao composto Calix-Benz a 30 uM durante (A) 4 horas e (B) 12 horas. (3x10*células/mL).

Com base nos resultados apresentados na Figura 32, observa-se que em ambas as células
cancerigenas, o composto Calix-Benz atravessa a membrana celular. Na linha celular MCF-7
para o tempo de incubacdo do macrociclo de 4 horas, a fluorescéncia obtida é inferior a
observada apo6s 12 horas de incubacdo. Para as células LNCaP, o composto demonstrou
fluorescéncia significativa apos apenas 4 horas de incubacao.

Como medida de controlo, as células ndo incubadas com compostos foram também analisadas

e nao apresentaram fluorescéncia em ambas as linhas celulares.
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Figura 33- Imagens obtidas do microscopio de fluorescéncia em (1) células MCF-7 e (2) células LNCaP,
expostas ao composto Calix-Pyr a 30 pM durante 4 horas. (3x10%células/mL).

Pela analise da Figura 33, o macrociclo Calix-Pyr também mostrou apresentar fluorescéncia

em ambas as células, MCF-7 e LNCaP apo6s um tempo de incubacao de 4 horas.
1
-

Figura 34- Imagens obtidas do microscopio de fluorescéncia em (1) células MCF-7 e (2) células LNCaP,
expostas ao composto Calix-NH, a 30 pM durante 12 horas. (3x10%células/mL).
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De acordo com a Figura 34, observa-se nao existir fluorescéncia nas células MCF-7 e LNCaP
apoés 4 horas de incubacdao com 30 pyM do composto Calix-NH,. Este resultado pode ser
explicado pela inducdao de morte celular provocada por este composto, anteriormente
analisada nos ensaios MTT, nao se podendo concluir que este composto nao tenha
fluorescéncia. Por outro lado, relativamente aos macrociclos (Calix-Benz e Calix-Pyr), estes

nao revelaram sinais de citotoxicidade nos ensaios de MTT.

Apds comprovar que os compostos entravam nas células, de modo a identificar a sua
localizacao celular preferencial, experiéncias de co-localizacao foram igualmente realizadas,
utilizando o microscopio confocal. Nesta analise foram utilizadas sondas fluorescentes
comerciais que marcam especificamente organelos celulares, de modo a localizar os
compostos no interior da célula. As imagens adquiridas no microscopio confocal foram
analisadas em filtros de canais vermelhos (fluorescéncia dos compostos em estudo), em filtros
azuis (para a sonda do nlcleo-Hoechst 33342) e em filtros verdes (para sondas da
mitocdndria-MitoTracker Green™ e do reticulo endoplasmatico-ER-Tracker™ Green). As
imagens de co-localizacdo do composto Calix-Benz em células LNCaP estao representadas nas
Figuras 35, 36 e 37.

Figura 35 - Imagens de fluorescéncia obtidas no microscopio confocal do controlo (1) e do composto
Calix-Benz a 50 pM durante 4 h de incubacdo (2), em células LNCaP (3x10“células/mL). (A)= canais
vermelhos; (B)=zona do visivel e (C)=sobreposicdo de A e B.
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Figura 36 - Imagens de fluorescéncia obtidas no microscopio confocal sobre a distribuicao do Calix-Benz
a 50 uM durante 4 h de incubacdo em células LNCaP em marcadores fluorescentes. Incubacdao com o ER-
Tracker™ Green (1 pM) e Hoechst 33342 (5 pM) durante 30 min. (A)= canais azuis; (B)=zona do visivel;
(C)= canais verdes; (D)= canais vermelhos e (E)= sobreposicao de todos os canais anteriores.

Figura 37 - Imagens de fluorescéncia obtidas no microscipio confocal sobre a distribuicao do Calix-Benz a
50 UM durante 4 h de incubacao em células LNCaP em marcadores fluorescentes. (1) Incubacdao com o
MitoTracker Green™ (1 pM) e Hoechst 33342 (5 pM) durante 30 min. (A)= canais azuis; (B)=zona do
visivel; (C)= canais verdes; (D)= canais vermelhos e (E)= sobreposicao de todos os canais anteriores.

Neste estudo, foram ainda obtidas inicialmente as imagens do controlo (sem composto),
comprovando-se a auséncia de fluorescéncia e as imagens com o Calix-Benz (Figura 35),

confirmando a fluorescéncia vermelha do macrociclo.
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Como conclusao geral, verificou-se a auséncia de fluorescéncia do Calix-Benz no nlcleo, mas
os estudos com marcacdes da mitocondria e reticulo endoplasmatico também nao foram ainda

conclusivos (Figuras 36 e 37).

3.3.4- Citometria de fluxo

A fim de avaliar a possivel morte celular por apoptose e viabilidade das células MCF-7
expostas ao tratamento com o composto Calix-NH, (composto que exibiu atividade
antiproliferativa), recorreu-se a técnica de citometria de fluxo, apds marcacao por Anexina V-
FITC e iodeto de propidio (IP).

A citometria de fluxo permite descriminar, célula a célula, subpopulacdes celulares com base
no seu estado fisioldgico ou metabolico. A diferenciacao das subpopulacdes existentes numa
determinada populacao de células tem por base a utilizacdo de sondas fluorescentes que vao
marcar as células de acordo com as suas funcionalidades. Para a analise da distribuicdo das
células em apoptose foram definidas regides (quadrantes), correspondendo a células viaveis
(marcacao duplamente negativa), células mortas (positivas para Anexina V-FITC e IP) e células
em inicio de apoptose (positivas para Anexina V-FITC, negativas para o IP). A apoptose é
caracterizada por alteracées morfoldgicas, incluindo a perda da assimetria da distribuicao de
fosfolipidos da membrana, condensacdo citoplasmatica, formacdo de corpos apoptdticos e
fragmentacdo do DNA. A perda da assimetria é caracterizada pela exposicdo da
fosfatildilserina (reconhecida pela Anexina-V), que passa da camada interna da membrana
celular para a camada externa, tornando-se disponivel para a sua ligacdo com a Anexina-V.
Este marcador requer frequentemente a combinacdo com outros corantes, como o IP, que é
uma molécula que penetra nas células e intercala o DNA apenas quando a membrana se
encontra permeavel, apos a morte das células, traduzindo-se num marcador de exclusao de
viabilidade celular. Deste modo, é possivel distinguir células em apoptose inicial de células

em apoptose tardia/necroticas.

3.3.4.1- Marcac¢ao por Anexina V-FITC (apoptose inicial)

Os resultados obtidos por citometria dos compostos por marcacao pela Anexina V-FITC, estao
representados na Figura 38 e na Tabela 4. Na Figura 38 apresentam-se dot plots
representativos da distribuicdo da populacao de células controlo (ndo tratadas - Figura 38, A),
apos a adicao do composto Calix-NH, com concentracdes de 5 yM e 10 pM (Figura 38, B e C,
respetivamente) e dos compostos diosgenina e tamoxifeno (Figura 38, D e E, respetivamente),

ambos com concentracao de 20 pyM, apos um periodo de 24 h de exposicao.
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Figura 38 - “Dot plots” da analise da fluorescéncia da Anexina V-FITC e do lodeto de Propidio em
combinacdo um com o outro em células MCF-7 tratadas com o composto Calix-NH, (B e C), Diosgenina
(D) e Tamoxifeno (E) durante 24 h, por citometria de fluxo. (UL=Células positivas para IP-
mortas/indefenido; UR= Células positivas para Anexina V-FITC e IP- mortas; LL= Células viaveis; LR=
Células positivas para Anexina V-FITC e negativas para IP - em apoptose inicial).

Tabela 4- Distribuicao percentual dos eventos por quadrantes nos dot plots da Figura 38.

(UL=Células positivas para IP- mortas/indefenido; UR= Células positivas para Anexina V-FITC e IP-
mortas; LL= Células viaveis; LR= Células positivas para Anexina V-FITC e negativas para IP - em apoptose
inicial).

Dot plots Grupo % UL % UR % LL % LR Eventos
A Controlo 8,37 15,95 65,4 10,28 9341
B Calix-NH; [5 pM] 33,16 11,75 51,95 3,15 8582
C Calix-NHz [10 pM] 58,54 0,03 41,43 0 7777
D Diosgenina [20 pM] 5,33 25,9 54,44 14,33 9225
E Tamoxifeno [20 uM] 16,82 17,9 63 2,28 9084

Comparativamente ao controlo (auséncia de qualquer tratamento), observou-se que o nimero
de células positivas para a marcacao por Anexina V-FITC nas células tratadas com diosgenina,
aumentou ligeiramente (de 11,18 % para 14,05 %, Figura 39). Contrariamente, nas células
tratadas com tamoxifeno a percentagem de células no quadrante LR (apoptose inicial)
diminuiu (de 11,18 % para 1,97 %). Apos o tratamento das células com o composto Calix-NH,,
observa-se uma diminuicdo gradual de células viaveis (LL) em concentracdes de 5 pM e 10 pM,

respetivamente. Contudo, e de forma semelhante ao observado nas células tratadas com
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tamoxifeno, registou-se auséncia de marcacao por Anexina V-FITC (% mais baixas) (Figura 39),
sugerindo que estes compostos nao sofrem morte celular por apoptose.

No tratamento com o composto em estudo (Calix-NH,), foi dificil de caracterizar o tipo de
morte celular com a Anexina V-FITC, pois surgiram apenas células em estado viaveis e células
mortas/indefenidas (positivas para o IP), sem qualquer marcacao apenas por Anexina V-FITC,
0 que é atipico, embora tenha sido semelhante ao observado nas células tratadas com
tamoxifeno. Além disto, observou-se uma grande variabilidade entre as repeticoes de cada
grupo, como comprova o valor do desvio padrao apresentado. Estas observacées podem, em
parte, dever-se ao facto de se tratar de uma linha de células aderente, que impde o uso de
tripsina, que se sabe poder interferir com o ensaio. De facto, este método é mais adequado
ao estudo da apoptose em células em suspensao, como linfocitos (Normanton et al., 2014).
Posto isto, seria pertinente realizar mais ensaios e tentar estudar a morte por apoptose deste
composto através de outro método (como por exemplo pela detecao da caspase 3 ativada)

(Mohankumar et al., 2014).

Marcag¢ao Anexina V-FITC

g8 50 -

B Média apoptose
o0 I

@ 40 - inicial
o

=

.g 30

=

(7]

o

e 20

=

: |

&8 10 - I

>

3

X 0 = =

Controlo NH2_5uM NH2_10uM Diosg_20uM Tam_20uM
Grupos

Figuras 39 - Analise da apoptose inicial em células MCF-7 tratadas com o composto Calix-NH,
(NH2), diosgenina (Diosg) e tamoxifeno (Tam) durante 24 h.

3.3.4.2- Marcacao por lodeto de Propidio (IP) (viabilidade celular)

A avaliacao do efeito do composto Calix-NH; na viabilidade celular foi realizada utilizando
simplesmente a marcacdo por IP. Este tipo de analise, recorrendo ao uso do IP, tem sido
apresentado como sendo um método rapido e simples, pois as células que sofreram danos sao
marcadas facilmente de vermelho pelo IP, sendo posteriormente identificadas.

Os resultados obtidos por citometria de fluxo com IP em células MCF-7 e LNCaP estdo

representados nos graficos das Figuras 40 e 41, respetivamente.
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Figura 40 - Analise da viabilidade celular em células MCF-7 tratadas com o composto Calix-NH,
(NH2), diosgenina (Diosg) e tamoxifeno (Tam) durante 24 h (n=3, 1 experiéncia representativa);
*p<0,05 em relacao ao controlo.

Na realizacdo deste ensaio, as células MCF-7 foram igualmente tratadas com o composto
Calix-NH; a concentracdes de 5 pM e 10 UM e a diosgenina e ao tamoxifeno com concentracao
de 20 pM. A diosgenina e o tamoxifeno sdao descritos como dois compostos estudados e
aplicados no tratamento desta linha celular (Patel et al., 2012) (Haque et al., 2012). Pela
analise da Figura 40, observa-se que a incubacdo com o composto Calix-NH, a 5 pM e 10 pM
provocou uma maior diminuicdo da percentagem de células viaveis do que os farmacos
conhecidos, comparativamente ao controlo (sem tratamento) e que parece depender da
concentracao de Calix-NH,. Como resultado deste ensaio, o composto sintetizado Calix-NH,
provou ter uma acdo de inducdo de morte celular superior aos compostos de referéncia
(diosgenina e tamoxifeno), o que sugere que possa ser considerado na concepcao de novos

agentes anticancerigenos (como por exemplo em cancro da mama).

LNCaP: Calix-NH2 u Média 2
experiéncias
100 - (Viabilidade)

B D 00
o o o
1 1 1

% Relativa de células viaveis
N
o
1

Controlo NH2_5uM NH2_10uM
Grupos

54



Desenvolvimento de novos potenciais anticancerigenos com acdo no G-quadruplex

Figura 41- Analise da viabilidade celular em células LNCaP tratadas com o composto Calix-NH,
(NH2), 24 h; Combinacao de duas experiéncias (n>5, 2 experiéncias independentes); *p<0,05 em
relacao ao controlo.

Relativamente ao ensaio com as células LNCaP com o composto Calix-NH,, os resultados da
analise de viabilidade encontram-se na Figura 41. A incubacdo com o composto Calix-NH, a 5
MM e 10 uM demonstrou alguma inibicao da viabilidade celular (cerca de 15%) em comparacao
com o controlo, nao sendo, contudo, significativa a diferenca de valores apresentados entre
as duas concentracoes do composto. No entanto, ha diferenca estatistica entre os efeitos

observados na exposicao ao composto Calix-NH, a 5 pM em relacao ao controlo.

Os resultados dos ensaios realizados nas duas linhas celulares demonstram que o composto
Calix-NH, apresenta resultados mais significativos de morte celular em células MCF-7
comparativamente ao observado para as células LNCaP. De certa forma, este resultado sugere
que o efeito toxico podera ser mais significativo em determinadas células do que em outras, o

que aumenta a perspetiva de aplicacao terapéutica.
Os valores obtidos dos ensaios de viabilidade celular estao de acordo com os ensaios de

proliferacao celular realizados pelo método do MTT, relativamente ao efeito citotoxico do

composto Calix-NH, (contudo, com diferentes efeitos nos tipos de células) (Figuras 25 e 26).
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Capitulo 4 - Conclusao

O objetivo geral deste trabalho foi o desenvolvimento de novos compostos quimicos derivados
de calixarenos com acao no G-quadruplex e que pudessem ter interesse como agentes
anticancerigenos.

A sintese dos derivados de calixarenos teve como base o p-tert-butilticalix[4]areno, devido a
sua estrutura pré-organizada, contendo locais de ligacdo que se podem ligar as guaninas
existentes na estrutura do G-quadruplex. A caracterizacao dos compostos foi efetuada por
RMN e espectrometria de massa. Relativamente aos estudos de interacao entre os compostos
e as sequéncias de DNA, foram realizadas por experiéncias de RMN. Estes estudos nao foram
conclusivos devido a insolubilidade dos compostos em solucao aquosa. Deste modo, foi apenas
estudada a formacdo e a estabilidade da estrutura de G-quadruplex por RMN de 'H a
diferentes temperaturas. Neste ambito, os dados mostraram que entre a temperatura de 25
°C e 50 °C a estrutura do G-quadruplex é predominante, no entanto, apos atingir a
temperatura de 65 °C, a estrutura encontra-se na forma de duplex.

A acado antiproliferativa dos derivados de calixarenos foi avaliada em células cancerigenas
humanas da mama e préstata (MCF-7 e LNCaP, respetivamente) e em células normais da
derme humana (NHDF) pelo ensaio de viabilidade celular MTT. Tendo em conta a analise dos
estudos dose-resposta dos compostos, foi determinado o ICs, para o composto que demonstrou
efeitos citotdxicos, o Calix-NH,, observando-se um valor de ICso de 1,474 pM para as células
cancerigenas da prostata. Contudo, este composto ndo apresentou seletividade marcada para
as células saudaveis. Os macrociclos, por serem objeto de estudo na interacdo com o G-
quadruplex, foram também avaliados biologicamente, mas n&ao exibiram atividades
antiproliferativas relevantes nas diferentes linhas celulares e nas condicoes experimentais
seguidas.

Por microscopia de fluorescéncia, concluiu-se que os macrociclos (Calix-Benz e Calix-Pyr)
apresentam fluorescéncia e por ensaios de localizacao celular observou-se que o Calix-Benz
nao apresentou fluorescéncia no nlcleo da célula. Por fim, com estudos de citometria de
fluxo com marcacao por Anexina V-FITC e iodeto de propidio, verificou-se que o Calix-NH,
parece néo originar morte celular por apoptose, pois ha auséncia de marcagao por Anexina V-
FITC. Relativamente aos ensaios de viabilidade celular com o iodeto de propidio, como ja
confirmado pelos ensaios de MTT, o composto Calix-NH, apresentou elevada inibicao da
viabilidade celular, mais evidente em células MCF-7 comparativamente as LNCaP. O composto
demonstrou ainda atividades citotoxicas superiores a de compostos de referéncia (tamoxifeno
e diosgenina).

Através deste estudo, foi possivel observar o interesse biologico de compostos derivados de
calixarenos sendo de todo o interesse continuarem a ser explorados, quer alargando os

estudos de atividade farmacologica, quer mediante a sintese de analogos para analises de
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relacao estrutura-atividade, especialmente para aumentar a seletividade e poténcia dos seus

efeitos.
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Capitulo 5 - Perspetivas Futuras

Como perspetivas de desenvolvimento futuro deste trabalho, sao de considerar e incluir-se os

seguintes pontos:

- Desenvolver sinteticamente calixarenos semelhantes ao composto Calix-NH,, pois foi o

ligando que exibiu atividade antiproliferativa em células cancerigenas.

- Estudar a interacao dos derivados de calixarenos com o G-quadruplex por outros métodos
biofisicos tais como FRET-melting (transferéncia de energia de ressonancia por fluorescéncia)

e DSF (Varrimento Diferencial de Fluorescéncia).

- Repeticdo das experiéncias de fluorescéncia utilizando o microscopio confocal, de forma a

concluir acerca da localizacdo dos compostos nas células.
- Alargar o estudo da viabilidade celular a outras linhas celulares.

-Comparar a atividade antiproliferativa dos calixarenos em células cancerigenas com outros

inibidores classicos descritos.

- Otimizar os estudos por citometria de fluxo e utilizar outras linhas celulares, de modo a

poder clarificar-se os ensaios de marcacao por Anexina V-FITC.

- Avaliar a morte celular por apotose dos calixarenos, como por exemplo, pela detecdo da

caspase 3 ativada.
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Anexo 1

Foram definidas diferentes regides para analisar as células apoptoticas e a viabilidade celular.
Esta analise foi realizada em graficos de contorno, um tipo de grafico de densidade, que
descrimina a existéncia de maior nimero de pontos.

Assim, delineou-se uma regidao denominada de R1, com base no grafico de complexidade vs
tamanho, com o objetivo de excluir, em parte, restos celulares (“debris”) existentes na
populacao de eventos adquiridos. Com base no grafico de tamanho vs iodeto de propidio, foi
efetuada uma segunda analise em que se criaram 2 regides, R2 e R3, criando-se um “gate”
que é a uniao das regides, de modo a excluir o maximo de fragmentos celulares sem DNA. Por
fim, foi feita uma analise tendo em conta o tamanho vs Anexina V-FITC, para auxiliar o
posicionamento dos quadrantes (mostrados na Figura 38).

Os graficos foram adquiridos com 10,000 eventos em R1 e analisados com um menor nimero

devido a exclusao dos restos celulares no “gate” unido de R2 com R3.
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Figura 42 - Regides geométricas marcadas em R1, R2, R3 e R4 com base nas diferentes
propriedades dos parametros analisados. (1= Controlo; 2- Diosgenina).
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