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“Out of the night that covers me,
Black as the pit from pole to pole,
I thank whatever gods may be

For my unconquerable soul.

In the fell clutch of circumstance
I have not winced nor cried aloud.
Under the bludgeonings of chance

My head is bloody, but unbowed.

Beyond this place of wrath and tears
Looms but the horror of the shade,
And yet the menace of the years

Finds and shall find me unafraid.

It matters not how strait the gate,
How charged with punishments the scroll,
I am the master of my fate:

1 am the captain of my soul.”

William Ernest Henley
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Resumo

Apesar do DNA se encontrar geralmente na forma de dupla hélice, este também pode formar
outras estruturas que desempenham um papel importante no controlo de varios processos
celulares como a transcricao, replicacao e recombinacdao. Um exemplo dessas estruturas sao
os G-quadruplex que tém sido considerados como potenciais alvos terapéuticos no tratamento
de doencas como o cancro. A sintese de moléculas de baixo peso molecular (< 500 Da) com
capacidade de induzir e estabilizar estruturas do G-quadruplex, provou ser uma ferramenta
para a sintese de uma nova classe de agentes anticancerigenos.

O plasmideo pVAX-G4, que foi produzido através da fermentacdo da E. coli DH5a, contém
uma sequéncia com 58 pb, a 58Sy3, que possui a capacidade para formar G-quadruplex
durante a transcricdo. Em estudos anteriores verificou-se que a predominancia destas
estruturas é maior na isoforma superenrolada (sc) do que nas isoformas circular aberta (oc)
ou linear (ln).

Neste trabalho sintetizaram-se ligandos derivados de quinolina (L) e naftaleno (Ls, L, € L),
com o objetivo de induzirem e estabilizarem a estrutura do G-quadruplex 58Sy3.

A inducao e estabilizacao da estrutura de G-quadruplex pelos ligandos L4, Ls, Lg e L; foi
avaliada por espetroscopia de dicroismo circular. Verificou-se que a sequéncia 585y3 forma
uma estrutura G-quadruplex paralela na presenca de 100 mM de KCl. Apds adicao dos ligandos
esta estrutura mantém-se, verificando-se ainda o aumento da sua estabilidade térmica entre
4°C e 7°C.

Posteriormente sintetizaram-se os suportes cromatograficos a partir da imobilizacdo do
ligando Ls na Sefarose por dois métodos quimicos diferentes. No primeiro método o ligando
foi imobilizado na Sefarose através do braco espacador 1,4-butanodiol diglicidil éter, dando
origem ao suporte A. No segundo método o ligando foi imobilizado diretamente na Sefarose
ativada com CNBr sem o braco espacador, dando origem ao suporte B.

Ensaios cromatograficos iniciais, realizados em mini-colunas de bancada, demonstraram que o
suporte A apresentava interacdo com o plasmideo modelo pVAX-LacZ tanto em condicoes
favorecendo interagées idnicas como hidrofébicas, mostrando potencial para a purificacdo da
isoforma sc. A purificacdo desta isoforma de ambos os plasmideos (pVAX-LacZ e pVAX-G4)
utilizando o suporte A, foi posteriormente otimizada no sistema AKTA Avant, utilizando um
gradiente por passos crescente. No primeiro passo foi usada uma solucao de 0,15 M de NaCl
em Tris-HCl 10 mM (pH 8) e no segundo passo uma solucao de 1,5 M de NaCl em Tris-HCl 10
mM (pH 8) a temperatura de 4°C. Por fim, foi realizada a transcricao in vitro da isoforma sc
do pVAX-G4 resultante da purificacdo, de forma a comprovar a formacao da estrutura G-
quadruplex. A analise dos espetros de dicroismo circular evidenciou que o transcrito adota a

estrutura de G-quadruplex paralela.
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Abstract

Although DNA is usually found in double helix, it can also form other complex structures
which play important roles on regulating several cellular processes like transcription,
replication and recombination. An example of these alternative structures is G-quadruplex.
Nowadays, the G-quadruplexes are viewed as a potential therapeutic targets for several
diseases, like cancer. The synthesis of molecules with low molecular weight (< 500 Da) which
can induce and stabilize G-quadruplex structures, is viewed as a new class of anticancer
agents.

The plasmid pVAX-G4, which was amplified by a cell culture of E. coli DH5a, contains a
sequence of 58 bp (58Sy3) that is capable of forming G-quadruplex structures during
transcription. Previous studies shown that the formation of these structures occurs more
frequently on supercoiled (sc) isoform than open-circular (oc) and linear (ln) isoforms.

In this work were synthesized quinoline (L4;) and naphthalene (Ls, Ls and L;) based ligands in
order to induce and stabilize the G-quadruplex structure formed by 58Sy3.

The induction and stabilization of G-quadruplex structure by L4, Ls, L¢ and L; ligands was
measured by circular dichroism spectroscopy. It was found that the sequence 58Sy3 folds into
a parallel G-quadruplex structure in presence of 100 mM KCL. After ligands addition it was
noticed that they interact with DNA maintaining its structure and improving thermal stability
in values between 4°C and 7°C.

After that two chromatographic supports were synthesized by immobilizing ligand Ls into
Sepharose by two different chemical methods. In the first one, the ligand was immobilized
into Sepharose using 1,4-butanediol diglycidyl ether spacer arm (Support A) and in the second
method it was immobilized in CNBr-activated Sepharose without spacer arm (Support B).

An initial screening revealed that support A has the potential to be used in purification once
it interacts with the model plasmid pVAX-LacZ using conditions either favoring electrostatic
or hydrophobic interactions. Purification of sc pVAX-G4 and pVAX-LacZ was carried on AKTA
Avant system, using an increasing stepwise gradient from 0,15 M NaCl in 10 mM Tris-HCL (pH
8) to 1,5 M NaCl in 10 mM Tris-HCL ( pH 8) at 4°C. Purification of sc isoform was achieved but
it was not completely recovered. Finally, sc pVAX-G4 resultant from purification was in vitro
transcribed to induce G-quadruplex formation which was confirmed by circular dichroism. CD

spectra showed that the transcript folds into a parallel G-quadruplex structure.
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Capitulo 1

1 Introducao

Em 1868 um jovem quimico suico, de nome Friedrich Miescher, isolou a partir de nlcleos de
globulos brancos de humanos, algo que nunca tinha sido identificado. A este composto,
Friedrich Miescher atribuiu o nome de nucleina. Passados mais de 100 anos esta biomolécula é
um dos principais focos de estudo, sendo atualmente designada por DNA (acido
desoxirribonucleico) (Wolf, 2003). O DNA é composto por quatro tipos de bases, a Adenina
(A), Timina (T), Guanina (G) e Citosina (C), as quais se ligam a uma pentose, nomeadamente
a desoxirribose e a um ou mais grupos fosfato formando assim um nucleotido (Alberts B,
2007). Os nucleodtidos ligam-se covalentemente entre si originando uma cadeia de DNA. Uma
molécula de DNA é composta por duas destas cadeias ligadas por pontes de hidrogénio entre

as suas bases complementares.
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Figura 1 - Bases constituintes do DNA (adaptado de Alberts B, 2007).

Em 1953 ocorreu uma das maiores descobertas acerca deste composto, James Watson e
Francis Crick, elucidaram a estrutura do DNA. Através da combinacdo de informagdes de
trabalhos anteriores, como o de Chargaff, onde era descrito que o nimero total de purinas
numa molécula de DNA é igual ao nimero total de pirimidinas, juntamente com ensaios de
cristalografia, estes chegaram a um resultado final de um modelo de dupla hélice para
estrutura de DNA, também conhecida como DNA-B (Figura 2) (Pray, 2008).

Atualmente sabe-se que para além da forma B, o DNA pode ter varias estruturas nao-
canonicas, que podem ajudar no controlo da expressdao de genes e manter a integridade do

DNA (Svozil, Kalina, Omelka, & Schneider, 2008). Entre estas estruturas encontram-se o DNA-



A, DNA-Z, Triplex e G-quadruplex (Luedtke, 2009). A estrutura do G-quadruplex é talvez a
mais estudada atualmente, pois esta associada a processos tais como a replicacdo do DNA,

expressao e regulacao de genes e reparacao do DNA (Xu, Noguchi, & Sugiyama, 2006).

Ponte de hidrogénio

Figura 2 - Estrutura do DNA (adaptado de Alberts B, 2007),



1.1 G-Quadruplex

Em meados de 1960, através da analise de uma solucdo concentrada de GMP (guanosina
monofosfato) por difracdo de raios-X, verificou-se que esta solucdao continha tetrameros
planares de guaninas ligadas entre elas por ligacdes Hoogsteen (Gellert, Lipsett, & Davies,
1962). Estes tetrameros viriam a ser chamados de quarteto de guaninas ou tétradas (Figura
3A) (Huppert, 2008b). Testes bioquimicos realizados na década de 80, demonstraram que
oligonucledtidos que contém sequéncias de acidos nucleicos ricos em guanina, podem formar
estruturas de DNA de quatro cadeias chamadas G-quadruplex (Lipps & Rhodes, 2009). Estas
estruturas sao formadas por tétradas de guanina (Monchaud & Teulade-Fichou, 2010) que
contém anéis-aromaticos, formando arranjos empilhados entre tétradas adjacentes através
de interacoes m-m (Figura 3B) (Huppert, 2008a). Sao necessarias pelo menos duas tétradas
empilhadas para originar um G-quadruplex. A formacao do G-quadruplex esta dependente da
presenca de catides monovalentes como por exemplo o K* ou Na*, uma vez que quando as
tétradas de guanina sao empilhadas, € produzida uma cavidade central cilindrica (Bidzinska,
Cimino-Reale, Zaffaroni, & Folini, 2013). Esta cavidade alinhada com os oxigénios 06 dos
grupos carbonilo das guaninas, forma um sitio de ligacdo especifico para ides metalicos,
neutralizando assim a repulsdo eletrostatica dos oxigénios direcionados para o interior das
tétradas de guaninas (Bochman, Paeschke, & Zakian, 2012). Tanto os ides K* e Na' sao
capazes de estabilizar a estrutura do G-quadruplex. Experiéncias demonstraram que o G-
quadruplex é estabilizado por ides monovalentes na seguinte ordem: K* > NH,* > Rb* > Na* >
Cs* > Li* e por ides divalentes Sr** > Ba?* > CaZ* > Mg?* (Tran, De Cian, Gros, Moriyama, &
Mergny, 2013), indicando que o raio atémico do potassio ajusta-se melhor ao sitio de ligacao
entre as tétradas (Hardin, Watson, Corregan, & Bailey, 1992). O sitio da ligacdo varia com a
natureza dos ides. Os ides K* estdo sempre equidistantes entre as tétradas, interagindo
igualmente com cada um dos oito oxigénios dos grupos carbonilo, enquanto os ides Na* podem

também ligar-se aos grupos fosfato das tétradas (Wong & Wu, 2003).

Figura 3 - (A) Estrutura tridimensional de um G-quadruplex; (B) Ligacées de Hoogsteen estabelecidas na

formacao de uma tétrada de guaninas. (adaptado de Monchaud & Teulade-Fichou, 2010).



Para além de estabilizarem os G-qudruplexes, os ides também sdao determinantes no
tipo de conformacao do G-quadruplex (Stephen Neidle & Balasubramanian, 2006). Por
exemplo, Thomas e colaboradores, verificaram que a presenca de ides Na* e K* em baixa
concentracdo, promovia a formacdo de uma conformacdo antiparalela na sequéncia
telomérica d(T,G4)4 de Oxytricha nova a d(T4G,)4 . Utilizando concentracdes mais elevadas, a
conformacao formada era de tetramolecular paralela. No entanto a concentracao de Na*
necessaria para induzir esta diferenca na conformacao foi mais elevada do que com K*, 225
mM e 65 mM respetivamente (Miura, Benevides, & Thomas, 1995). Outro exemplo é a
sequéncia telomérica humana d[AG3;(TTAGGG);] em que na presenca de Na* possui uma
topologia antiparalela, enquanto que na presenca de K* assume uma topologia paralela
(Burge, Parkinson, Hazel, Todd, & Neidle, 2006).

1.2 Conformacgées G-quadruplex

Os quadruplexes podem ser constituidos por uma, duas ou quatro cadeias, e podem
apresentar diferentes topologias, as quais dependem de varias variaveis tais como (Bidzinska
et al., 2013; Bochman et al., 2012):

e A sequéncia de oligonucleodtidos;

¢ O numero de cadeias (unimolecular, bimolecular ou tetramolecular);

e A direcao das cadeias (paralelas ou antiparalelas);

e 0 angulo das ligacoes glicosidicas (syn, anti);

¢ O tamanho e o tipo de loops (diagonais, laterais ou em hélice);

e Fatores ambientais como a presenca de ides metalicos ou de ligandos.

Quadruplexes unimoleculares (ou intramoleculares) (Figura 4) sdo originados por uma Unica
cadeia de oligonucledtidos, que pode ser descrita pela seguinte formula: GmX,GmXoGmXpGm.
Onde ., corresponde ao nimero de residuos de guaninas (G) sucessivas que estdo envolvidas
diretamente nas interacdes das tétradas e X, X, e X, podem ser qualquer combinacdo de
residuos que formam os loops. Caso as tétradas sejam de tamanhos diferentes, ou seja, se
alguma das tétradas for maior que as outras, as guaninas em excesso irdo ficar localizadas nas
zonas dos loops (Burge et al., 2006).

Ja os quadruplexes bimoleculares e tetramoleculares (intermoleculares) (Figura 4) sao
formados por associacao de duas e quatro cadeias, respetivamente. As cadeias que
constituem o G-quadruplex podem ser paralelas ou anti-paralelas, influenciando a
conformacdo da ligacdo glicosidica entre a guanina e a desoxirribose (Murat, Singh, &
Defrancq, 2011). Quando todas as cadeias se encontram na mesma direcao, a estrutura
quadruplex é considerada paralela e todas as suas bases encontram-se em conformacao anti
originando assim grooves de igual tamanho. Caso exista uma cadeia orientada em direcao

oposta as outras, a estrutura do quadruplex é considerada hibrida. No caso de duas cadeias



estarem orientadas para uma direcao e as outras duas para a direcdo oposta, a estrutura é
considerada anti-paralela e contém bases em posicao anti e syn originando assim grooves de
diferente tamanho (Huppert, 2008a; Phan, 2010).

Intermolecular G4

<
5]

Tetramero

Intramolecular G4

Anti-paralelo

Paralelo

Figura 4 - Tipo de estruturas de G-quadruplex (intramoleculares e intermoleculares) (adaptado de Xiong
et al, 2015).
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Figura 5 - Conformacdes anti e syn das ligacoes glicosidicas (adaptado de Phan, 2010)



Como referido anteriormente, os loops podem ser de trés tipos: em hélice, que conecta
cadeias paralelas adjacentes (Figura 6a) e geralmente apenas tem um residuo; lateral, que
conecta cadeias antiparalelas adjacentes (Figura 6b) e geralmente apresenta trés ou mais
residuos; diagonal, que conecta cadeias diagonais antiparalelas (Figura 6c) e normalmente

contém dois ou mais residuos (S. Zhang, Wu, & Zhang, 2014).

Fid &

Figura 6 - Esquema representativo dos trés tipos de loops. A) Em hélice; B) Lateral; C) Diagonal
(adaptado de Zhang, Wu & Zhang, 2014).

1.3 Implicacdes do G-quadruplex a nivel biolégico

Atualmente existe um grande interesse no G-quadruplex como alvo terapéutico (Wang et al.,
2015), uma vez que este esta associado a doencas como o cancro (Han & Hurley, 2000), o HIV
(Amrane et al., 2014) e diabetes (Paritala & Firestine, 2010). Uma analise computacional
revelou que existem cerca de 370 000 sequéncias, ou até mais, potenciais formadoras de G-
quadruplex no genoma humano (Huppert & Balasubramanian, 2005). Estas sequéncias podem
ser encontradas em DNA ribossomico, RNA, regides teloméricas e promotores de oncogenes
(Luedtke, 2009; Xiong, Huang, & Tan, 2015), sendo que 40% dos promotores do genoma
humano apresentam pelo menos uma sequéncia formadora de quadruplex (Monchaud &
Teulade-Fichou, 2008). Entre estes genes estao o c-MYC (Ghosh & Dasgupta, 2015; Nagesh et
al., 2015), c-KIT (Manaye, Eritja, Avino, Jaumot, & Gargallo, 2012), BCL-2 (H. Sun et al.,



2014), KRAS (Cogoi & Xodo, 2006), VEGF (Wu et al., 2014), RB (Xu & Sugiyama, 2006), PDGF-A
(Xiong et al., 2015).

O DNA de cadeia simples, rico em guaninas, forma espontaneamente estruturas de G-
quadruplexes em determinadas condicoes fisiologicas. Excetuando a regido de cadeia simples
nas extremidades 3’ dos telomeros, as sequéncias formadoras de quadruplex tém que
competir com o DNA de dupla cadeia, uma que para ocorrer a formacao de quadruplexes as
cadeias de DNA tém de estar separadas, o que acontece de forma transiente em processos

como a replicacao, transcricao e recombinacao (Mathad, Hatzakis, Dai, & Yang, 2011).

1.3.1 Telobmeros

Nas extremidades dos cromossomas das células eucaridticas estdo presentes sequéncias
repetidas de DNA (5’-TTAGGG-3’), denominadas por telomeros, os quais sao responsaveis pela
manutencdo da integridade dos cromossomas (Huppert, 2008a; Luedtke, 2009). Para além
desta funcao, os telomeros asseguram a correta duplicacao da informacédo genética e também
mantém a estabilidade estrutural do cromossoma (Luedtke, 2009).

Os telomeros sao constituidos por uma regido de dupla cadeia e outra de cadeia simples rica
em guaninas. Esta ultima tem a direcao 5’ para 3’ partindo do centromero com direcao ao
telomero e é sempre maior que a sua cadeia complementar, dai formar uma regido de cadeia
simples. Independentemente da sequéncia da cadeia, esta tem sempre a capacidade de
formar estruturas de quadruplexes (Bochman et al., 2012).

Em condicbes normais, e apds cada divisao celular, os telomeros vao ficando
progressivamente mais curtos, o que pode levar a célula a perder a sua capacidade de
divisao, podendo sofrer morte celular quando estes ficarem demasiado curtos. Assim, este
mecanismo impde um tempo de vida limite as células, a nao ser que algo atue para alongar os
telomeros. As células estaminais conseguem contornar este limite, devido a a presenca de
uma transcriptase reversa (hTERT), a enzima telomerase (Huppert, 2008a). A telomerase
alonga os telomeros a partir de um molde interno de RNA, adicionando sequéncias especificas
e repetitivas de DNA a extremidade 3’. Verifica-se que em cerca de 85% dos cancros, as
células expressam esta enzima de forma a manterem a capacidade de proliferacao celular.
Numa célula somatica ndo cancerigena, esta enzima nao possui atividade detetavel (Xiong et
al., 2015).

Assim, é de grande interesse desenvolver abordagens para reduzir a atividade da telomerase,
nestes processos patologicos. Uma dessas abordagens passa pela formacao e estabilizacao de
G-quadruplexes na regido de cadeia simples dos telomeros, através da ligacao reversivel de
ligandos, inibindo a atividade da telomerase (Han & Hurley, 2000), umas vez que a formacao
de uma estrutura de quadruplex assegura que a extremidade 3’ fique inacessivel para

hibridizar com o molde de RNA da telomerase (S. Neidle, 2010).
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Figura 7 - Inducao e estabilizacdo da estrutura G4 através de um ligando na regido de cadeia Unica do

telomero, impedindo a acado da telomerase (adaptado de Bochman et al., 2012).

1.3.2 G-quadruplex na transcricao

Como referido anteriormente, existem potenciais sequéncias formadoras de G-quadruplex em
varios oncogenes. No proximo subcapitulo ira ser feita uma abordagem ao c-MYC dada a sua

importancia.

1.3.2.1 c-MYC

A oncoproteina c-MYC desempenha um papel importante em varios processos celulares,
incluindo a regulacao da progressao do ciclo celular, crescimento celular, diferenciacao,
transformacdo, angiogénese e apoptose (Gonzalez & Hurley, 2010). Esta é capaz de ativar
varios genes, através da formacdo de complexos heterodiméricos com outros fatores, como
por exemplo o MAX e o MAD, que interagem com sequéncias de DNA especificas. O complexo
c-MYC-MAX por exemplo, promove a proliferacao celular ativando ciclinas (D1, D2, E1 e A2) e
cinases dependentes de ciclinas (CDK4) necessarias para a progressao do ciclo celular, para
além disso inibe a funcdo de inibidores de cinases dependentes de ciclinas (p15 e p21)
(Gonzalez & Hurley, 2010). Em condicées anormais pode ocorrer a sobre-expressao da
proteina c-MYC, o que provoca a desregulacdo de varios genes envolvidos no ciclo de
proliferacao celular levando assim ao aparecimento de cancro (Attila Ambrus, Chen, Dai,
Jones, & Yang, 2005).

No promotor do c-MYC, estao presentes sete elementos de hipersensibilidade a nucleases
(NHEs), sendo uma delas a NHE Ill; (Figura 8). Esta regiao encontra-se localizada acima do
promotor P, e controla 90% do nivel de transcricao do c-MYC (Seenisamy et al., 2004). Estudos
demonstraram que esta regidao de 27 nucledtidos, rica em guaninas, tem a capacidade de
formar estruturas de quadruplexes que atuam como um repressor da transcricao (Ghosh &
Dasgupta, 2015).



NHE Ill,

F' Poly(Al4
m" "’im ‘ PuiyiAly

- T e e

i =1

5'-'i'GGGGAGGGTGGGGAGGETGGGGAAGG-S’
12345678 910111213141516817 18192021 2223

Pu27-mer

Figura 8 - Promotor do gene c-MYC e localizacdo da regidao NHE Ill; (adaptado de Seenisamy et al.,
2004).

Tal como nos teldmeros, a inducdo e estabilizacdo de G-quadruplexes através de ligandos é

uma abordagem de interesse, neste caso para controlar os niveis de transcricao (Figura 9).
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Figura 9 - Representacao do bloqueio da polimerase (a roxo) através da formacdo de uma estrutura G-

quadruplex, inibindo a transcricao (adaptado de Bochman et al, 2012).

1.4 Compostos heterociclicos e a sua ligacdao ao G-quadruplex

1.4.1 Compostos derivados de acridina

A acridina e os seus derivados sao conhecidos pelas suas propriedades medicinais,
especialmente como agentes antibacterianos e antimalaricos (Charmantray & Martelli, 2001).
Embora estas aplicacdes tenham diminuido ao longo do tempo, a acridina continua vista como
um composto com bastante potencial noutras areas, nomeadamente como anticancerigeno
(Ferguson & Denny, 1991).

Este composto heterociclico consiste numa estrutura planar com trés anéis aromaticos (Figura
10), que lhe permite intercalar com o DNA e interferir em varios dos processos metabolicos,
como por exemplo, a inibicdo da telomerase (Cholewinski, Dzierzbicka, & Kotodziejczyk,
2011; Xiong et al., 2015). O tipo de interacoes presentes sao essencialmente de

empilhamento m-m entre o nlcleo da acridina e as bases do DNA (Ferguson & Denny, 1991).
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Figura 10 - Estrutura quimica da acridina.

Varios ligandos foram sintetizados e descritos como inibidores da telomerase, através da
estabilizacdo das estruturas de G-quadruplex. Entre estas moléculas estdo estruturas
derivadas de acridina entre as quais: acridinas tri-substituidas (ex. BRACO-19 (Figura 11a)),

piridoacridinas (Figura 11b) e dibenzenofenantrolinas (Figura 11c) (Cholewinski et al., 2011).
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Figura 11 - Exemplos de compostos derivados de acridina (adaptado de Cholewinski et al., 2011). A)
BRACO-19. B) Piridinoacridina. C) Dibenzenofenantrolina

O composto BRACO-19 foi estudado em detalhe como um potente ligando com afinidade para
G-quadruplex e inibidor da telomerase. Os estudos demonstraram que este tipo de moléculas,
que tém como alvo os telémeros, suspendem a acdo da telomerase nas extremidades dos
telomeros, resultando na inducdao de dano no DNA e consequentemente a morte celular
(Cholewinski et al., 2011). Em 2007 o grupo do S. Neidle apresentou a sintese e a avaliacdo
biofisica e bioquimica de um novo composto, o AS1410 (Figura 12), uma acridina
trisubstituida, que revelou resultados de estabilizacao favoraveis com AT, = 29,5°C e ECs =
0,03puM, quando comparados com o BRACO-19 (AT, = 28,0°C e ECso = 0,12uM), o que levou a

selecao deste ligando como potencial molécula para tratamento clinico (Martins et al., 2007).
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Figura 12 - Composto AS1410 (adaptado de Neidle, 2009).

1.4.1.1 Compostos derivados de quinolina

Outros tipos de compostos que tém vindo a apresentar bons resultados em estudos de
estabilizacao do G-quadruplex sao os compostos derivados de quinolina.
A quinolina é um composto heterociclico aromatico, com uma estrutura de dois anéis, um

anel de benzeno ligado a um outro anel de piridina, por dois carbonos adjacentes (Figura 13).

Figura 13 - Estrutura quimica da quinolina.

Os compostos de quinolina sdo também usados para sintetizar moléculas com beneficios
medicinais, especialmente com atividade anti-malarica, anti-bateriana e anti-cancerigena
(Afzal et al., 2015).

Neidle e os seus colaboradores sintetizaram derivados de quinolina dissubstituidos (Figura
14a), com grupos amina nas posicoes 2 e 7, separados por cadeias alifaticas, verificando-se
que estes compostos promoviam a estabilizacdo do G-quadruplex, bem como inibicao da
telomerase com um ICsq a variar entre os 6 e 16 pM (Caprio et al., 2000).

Mais tarde, Zhou e os seus colaboradores desenharam e sintetizaram uma nova série de
ligandos monosubstituidos (Figura 14b) de forma a obterem novos inibidores da telomerase.
Os estudos com estes ligandos confirmaram que a adicao de grupos doadores de eletrdes,

como por exemplo grupos aminas, conduzia ao aumento da inibicao da telomerase (IC5o > 138
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MM para a quinolina; 0,44-12,3 pM para os derivados de quinolina com grupos amina) (Zhou et
al., 2005).

Outro tipo de compostos como o 115405 (Figura 14c), que é constituido por duas quinolinas
ligadas a um anel aromatico central, demonstrou uma elevada afinidade e seletividade para
diferentes estruturas de G-quadruplex em detrimento do duplex, apresentando também uma
elevada capacidade de estabilizacao (AT, = 20°C). Este composto atua como inibidor da
telomerase com um ICsy de 41 nM, verificando-se o encurtamento dos telomeros e a apoptose

em células cancerigenas humanas (Riou et al., 2002).
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Figura 14 - Exemplos de estruturas de ligandos derivados de quinolina.

1.4.2 Compostos derivados de naftaleno

Na literatura, existe um grande nimero de estudos relacionados com a sintese de naftaleno-
diimidas (ND), di, tri e tetra substituidos, no ambito da interacdao e estabilizacdo do G-
quadruplex.

O naftaleno consiste num hidrocarboneto aromatico policiclico, com dois anéis benzeno
ligados entre si por dois atomos de carbono adjacentes. A sua conformacao planar é a

principal carateristica que lhe permite uma interacdo com acidos nucleicos.
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Figura 15 - Estrutura quimica do naftaleno.

Os anéis aromaticos do naftaleno permitem a estabilizacdo dos terminais das tétradas de
guaninas dos G-quadruplexes, através de interacoes de empilhamento m-m. Ao utilizar
substituintes como grupos amino nas suas extremidades, estes permitem a formacao de
interacdes eletrostaticas nas grooves do G-quadruplex (Cuenca et al., 2008; Hampel, Sidibe,
Gunaratnam, Riou, & Neidle, 2010). Cuenca e os seus colaboradores desenvolveram uma nova

séries destes compostos e os estudos realizados revelaram que naftaleno-diimidas tetra-

substituidas apresentam uma maior capacidade estabilizadora de G-quadruplex (AT
35.2°C) do que naftaleno-diimidas tri-substituidas (AT, = 28.2°C) e di-substituidas (AT
5.2°C) (Cuenca et al., 2008).
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Figura 16 - Estrutura geral de naftaleno-diimida tetra-substituida.

1.5 Avaliacao da interacao e estabilizacao do G-quadruplex com

ligandos

Atualmente existe uma grande variedade de técnicas para estudar a interacao entre ligandos
e o DNA G-quadruplex. Entre estas técnicas encontram-se a espetroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN), cristalografia de raios-X, dicroismo circular (DC), transferéncia de
energia de ressonancia por fluorescéncia (FRET), ressonancia de plasma de superficie (RPS),
displacement do intercalador fluorescente (G4-FID), stop da reacao em cadeia da polimerase
(PCR-Stop), entre outras (Ma et al., 2015; Monchaud & Teulade-Fichou, 2010).
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No proximo subcapitulo sera abordada a técnica de dicroismo circular, pois foi a técnica

utilizada neste projeto.

1.5.1 Dicroismo circular

0 dicroismo circular tem sido uma técnica bastante Util em estudos conformacionais de acidos
nucleicos (Murat et al., 2011). Esta técnica baseia-se na absorcao diferencial da luz
circularmente polarizada a esquerda e a direita. Os fendmenos de alteracdo de direcdo e
magnitude dos componentes da luz polarizada quando incidem numa dada amostra,
traduzem-se e sao acompanhados por espetros nhum dado intervalo de comprimento de onda
que permitem avaliar a elipticidade da amostra (Figura 17).

Dada a sua sensibilidade a variagdes estereoquimicas, esta técnica permite estudar as
topologias das estruturas de G-quadruplex e a capacidade dos ligandos para alterar estas
topologias, para estabilizar as estruturas de G-quadruplex ou induzir a sua formacao. Isto é
possivel dadas as carateristicas especificas e diferencas que o espetro de um G-quadruplex
apresenta relativamente ao DNA dupla hélice (B-DNA) (Pagano et al., 2015; Randazzo, Spada,
& da Silva, 2013). Os espetros caracteristicos de B-DNA geralmente apresentam um pico
positivo entre 260 e 280 nm e um pico negativo a 245 nm (Chang, Chen, & Hou, 2012).
Relativamente aos espetros de G-quadruplex, estes apresentam um pico negativo a 240 nm e
um pico positivo a 260 nm para estruturas paralelas, ou um pico negativo a 265 nm e um
positivo a 295 nm na estrutura anti-paralela. Uma estrutura hibrida apresenta picos positivos

a 268 nm e 290 nm e um pequeno pico negativo a 240 nm (A. Ambrus et al., 2006).
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Figura 17 - Espetro CD de uma estrutura G4 paralela (adaptado de Randazzo, 2013).
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Figura 18 - Espetro CD de uma estrutura G4 anti-paralela (adaptado de Randazzo, 2013).
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Figura 19 - Espetro CD de uma estrutura G4 hibrida (adaptado de Randazzo, 2013).
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1.6 Purificacao de DNA

Geralmente a separacao e purificacdo dos acidos nucleicos é realizada através de eletroforese
ou cromatografia, no entanto a obtencao de G-quadruplexes a partir de amostras complexas
ainda é visto como um grande desafio (T. Chang et al., 2012). Assim, este projeto tem como
um dos objetivos a sintese de um suporte cromatografico, capaz de isolar a isoforma
superenrolada do DNA plasmidico pVAX-G4, contendo uma sequéncia formadora de G-

quadruplex.

1.6.1 Cromatografia

A cromatografia € um método de separacdo, que se baseia na diferente distribuicdo dos varios
componentes de uma amostra, entre duas fases. Uma das fases encontra-se fixa (fase
estacionaria), enquanto a outra move-se pelo sistema cromatografico (fase movel).

A primeira utilizacdo desta técnica remonta para os inicios do século XX, quando Mikhail
Tswett separou pigmentos de plantas (xantofilas, carotenos e clorofilas) utilizando uma
coluna de adsorcao liquida contendo carbonato de calcio (Ettre, 2003).

Nas ultimas duas décadas, a purificacdo de moléculas como o DNA plasmidico (pDNA), tornou-
se um procedimento de rotina tanto em laboratério, como a nivel industrial. O
desenvolvimento de areas terapéuticas como as vacinas de DNA e a terapia génica, levou a
um consequente aumento da necessidade de grandes quantidades de pDNA ultra puro, de

forma a cumprir os parametros impostos pelas agéncias reguladoras.

1.6.1.1 DNA plasmidico

Os plasmideos sdao moléculas de DNA extra-cromossomicas de cadeia dupla, covalentemente
fechadas. Estas moléculas sdo bastante grandes (M, > 10¢, tamanho na ordem dos pm), quando
comparados com as proteinas. Cada cadeia desta molécula consiste num polimero
desoxirribonucleico linear, com os grupos fosfato a apresentarem carga negativa para pH
superior a 4. O enrolamento das cadeias anti-paralelas originam uma estrutura classica de
dupla hélice, que é estabilizada por ligacbes de hidrogénio de Watson-Crick e forcas de
empilhamento. As bases aromaticas encontram-se orientadas para o interior da molécula,
fazendo assim com que o interior da hélice dupla seja altamente hidrofébico (M. M. Diogo,
Queiroz, & Prazeres, 2005). Tal como o DNA cromossoémico das células hospedeiras, o DNA
plasmidico é duplicado antes de cada divisao celular. Durante esta divisao, pelo menos uma
copia do DNA é segregado para cada célula-filha. Os plasmideos sdo constituidos por varios
componentes, entre os quais uma origem de replicacdo, permitindo a sua replicacdo através
do reconhecimento da DNA polimerase; um gene de resisténcia a antibioticos; uma regido

promotora eucariota e uma regido de mdltipla clonagem, que consiste num pequeno
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segmento de DNA que contém varios sitios para enzimas de restricdao, permitindo assim a

clonagem do gene desejado (Lodish et al., 2000).

O DNA plasmidico pode apresentar diferentes topologias, nomeadamente a forma
superenrolada (sc), circular aberta (oc) e linear (ln). A sequéncia de DNA, bem como as
condicoes desfavoraveis como pH extremo e alta temperatura, sdo responsaveis pela
existéncia das trés topologias de pDNA. (F. Sousa, Prazeres, & Queiroz, 2008). A isoforma sc é
a mais relevante em termos biologicos, uma vez que facilita o processo de transcricao,
estando assim relacionado com o grau de expressao do gene (Dorman, 2006; Hirose &
Matsumoto, 2005).

Em aplicagdes terapéuticas, o pDNA tem como funcdo entregar a informacao genética
desejada nas células e induzir a producao de proteinas relevantes (F. Sousa, Prazeres, et al.,
2008). Apesar de existirem outros vetores, como por exemplo vetores virais (retrovirus,
adenovirus, virus adeno-associados) (Mountain, 2000) estes apresentam uma desvantagem
relativa a producdo em larga escala e nao sdo considerados tao seguros quando comparados
com vetores nao-virais como o DNA plasmidico (M. M. Diogo et al., 2005).

Segundo as agéncias reguladoras como a FDA (Food and Drug Administration) o produto final
de pDNA nao pode conter DNA genomico (gDNA), proteinas do hospedeiro, RNA e endotoxinas.
Para além disso, as isoformas ln (linear) e oc (circular aberta) também sdo consideradas
contaminantes, sendo por isso necessario a separacdo destas isoformas. O produto de pDNA

final devera conter mais de 90% da isoforma sc (M. M. Diogo et al., 2005).

Recentemente tem surgido o interesse nesta isoforma também porque a sua superhelicidade
facilita a formacao de estruturas secundarias de DNA, nomeadamente o G-quadruplex, sob
certas condicoes fisiologicas (Mathad et al., 2011; D. Sun & Hurley, 2009). Num estudo
recente, Zhang e os seus colaboradores, verificaram que apo6s a transcricao in vitro, a
isoforma superenrolada favorece a formacao de estruturas G-quadruplex. Estes estudos
demonstram que a formacao do G-quadruplex, aconteceu a milhares de pares de base de

distancia do local onde ocorria a transcricao (C. Zhang, Liu, Zheng, Hao, & Tan, 2013).

Tendo em conta estes aspetos é de extrema importancia a utilizacdo de técnicas que
permitam uma eficaz separacdao da sc pDNA das impurezas. A cromatografia liquida
desempenha aqui um papel fundamental, dada a sua simplicidade, robustez e alta

reprodutibilidade (A. Sousa, Sousa, & Queiroz, 2012).
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1.6.2 Métodos cromatograficos

Varios tipos de cromatografia tém sido utilizados na purificacdo da sc pDNA. Estas exploram
diferentes propriedades fisicas e quimicas dos acidos nucleicos, como o tamanho,
hidrofobicidade, carga e bioespecificidade. Sendo assim é possivel dividir a cromatografia em
quatro grupos, dependendo do tipo de propriedade explorada e interacdes involvidas:
cromatografia de exclusdo molecular; cromatografia de troca ionica, cromatografia de
interacao hidrofobica e cromatografia de afinidade (Figura 18) (Handbook, 2001; A. Sousa et
al., 2012)
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Figura 20 - Representacao esquematica dos tipos de interacbes na cromatografia (adaptado de
Handbook, 2001).

1.6.2.1 Cromatografia de exclusao molecular

A cromatografia de exclusdo molecular fraciona e purifica o plasmideo com base no tamanho,
podendo ser usada como processo Unico ou em conjunto com outros métodos
cromatograficos, como a cromatografia de troca ionica (Ghanem, Healey, & Adly, 2013). A
reducao do tamanho do pDNA devido ao super enrolamento permite separar a isoforma sc das
restantes impurezas. Geralmente, no primeiro pico visivel no cromatograma, eluem o gDNA e
todas as isoformas de pDNA. No segundo pico eluem as moléculas mais pequenas como RNA,
oligonucledtidos, e endotoxinas (Prazeres & Ferreira, 2004). Este método pode atingir
rendimentos até 70%, no entanto apresenta limitacdes como capacidade limitada e a baixa
seletividade para o pDNA. Sendo assim, este tipo de cromatografia nao € o ideal para usar

como primeiro passo de purificacao, mas sim como passo de polimento (Ghanem et al., 2013).
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1.6.2.2 Cromatografia de troca i6nica

A cromatografia de troca ionica baseia-se na interacdo entre os grupos fosfatos do pDNA
carregados negativamente e os grupos da fase estacionaria carregados positivamente (M. M.
Diogo et al., 2005).

Apesar da semelhanca da carga e do peso molecular das diferentes topologias de pDNA, as
diferentes isoformas possuem diferentes conformacdes e consequentemente diferentes
densidades de cargas locais. Sendo assim, as isoformas irdao ter tempos de retencao diferentes
com um gradiente crescente de sal. A isoforma sc tem uma maior densidade de cargas do que
as restantes isoformas. Assim, verificam-se atracdes eletrostaticas mais fortes para os
ligandos carregados positivamente, fazendo com que a isoforma sc elua mas tarde do que as
outras formas (Ghanem et al., 2013). No entanto, para além do efeito da densidade de
cargas, a purificacdo da sc pDNA é também afetada por outros parametros como por exemplo,
a composicao do pDNA. Estudos demonstraram que altas quantidades de adenina e timina
(AT), provocam a inversao dos tempos de retencao (Huber, 1998).

Esta técnica é das mais utilizadas na purificacdo da isoforma sc, dada a sua capacidade de
executar rapidas separacdes e analises, o facto de nao ser necessario a utilizacdo de
solventes organicos e a larga disponibilidade de fases estacionarias comerciais (F. Sousa,
Prazeres, et al., 2008).

1.6.2.3 Cromatografia de interacao hidrofébica

A interacdo entre as regides hidrofobicas das moléculas alvo e os ligandos nao polares
imobilizados na matriz permitem a purificacdo neste tipo de cromatografia (Healthcare,
2006). No caso dos acidos nucleicos, as diferentes hidrofobicidades entre as conformagées do
pDNA, acidos nucleicos de cadeia Unica e endotoxinas, permitem o isolamento e purificacao
da isoforma sc (F. Sousa, Prazeres, et al., 2008).

Em agua pura, os efeitos hidrofobicos sao demasiado fracos para causar interacao entre os
ligandos e a molécula alvo, sendo necessarias altas concentracdes de sal de forma a aumentar
as interacoes hidrofdbicas e a ligacdo das moléculas aos ligandos (Healthcare, 2006).
Impurezas mais hidrofobicas como o RNA, gDNA, oligonucle6tidos e pDNA desnaturado ficam
retidos na coluna, enquanto que a sc pDNA elui. A eluicdo das impurezas é efetuada com uma
diminuicdo da concentracao de sal na fase movel (M. Diogo, Queiroz, & Prazeres, 2001).

A necessidade de altas concentracdes de sal é vista como uma desvantagem, uma vez que
esta associada a um aumento dos custos do processo e também devido ao impacto ambiental

(F. Sousa, Prazeres, et al., 2008).
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1.6.2.4 Cromatografia de afinidade

A cromatografia de afinidade é um método de purificacao seletiva de uma molécula a partir
de uma mistura complexa, baseando-se em interacoes bioldgicas especificas entre a molécula
alvo e o ligando de afinidade que se encontra imobilizado na matriz cromatografica
(Pfaunmiller, Paulemond, Dupper, & Hage, 2013). Esta interacdo € tipicamente reversivel
(Urh, Simpson, & Zhao, 2009) e pode ser o resultado da conjugacdo de interacoes
electroestaticas, interacoes hidrofobicas, forcas de van der Waals e/ou ligacdes de hidrogénio
(F. Sousa, Prazeres, et al., 2008).

Este processo pode ser divido em trés passos: insercao da amostra no suporte de afinidade,
para que a molécula alvo se ligue ao ligando imobilizado; eluicdo dos componentes que nao se
ligam (impurezas) e por fim, eluicdo (dissociacdo e recuperacao) da molécula alvo, alterando
o pH, a forca i6nica ou a polaridade da fase movel, ou entao através do uso de um ligando de
competicao (Handbook, 2001; F. Sousa, Prazeres, et al., 2008).

Este tipo de cromatografia permite a separacao de uma biomolécula com base na sua funcao
bioldgica ou na sua estrutura quimica. Purificacdes que seriam bastante demoradas, dificeis
ou até impossiveis usando outras técnicas, podem ser alcancadas facilmente usando a
cromatografia de afinidade (Handbook, 2001). Assim, os problemas encontrados em purificar
pDNA sc, podem ser ultrapassados com o desenvolvimento de suportes cromatograficos com

elevada seletividade para o pDNA sc (A. Sousa et al., 2012).
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Figura 21 - Esquema tipico da eluicdo na cromatografia de afinidade (adaptado de Pfaunmiller, 2013).
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Capitulo 2

2 Objetivos

Este trabalho tem como objetivos:

e Sintetizar e caraterizar ligandos derivados de compostos heterociclicos, com afinidade

para o G-quadruplex;

e Estudar as interacdes entre os ligandos sintetizados e a sequéncia formadora de G-

quadruplex (58Sy3);

e Sintetizar e caraterizar o suporte cromatografico através da imobilizacdo do(s)

ligando(s) mais promissores na Sefarose;

e Purificar o DNA plasmidico (pVAX-G4) contendo uma sequéncia formadora de G-

quadruplex (585y3), através da cromatografia de afinidade.

e Realizar a transcricdo in vitro da sequéncia 58Sy3 e confirmar a formacdo do G-

quadruplex no transcrito, através da espectroscopia de dicroismo circular.
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Capitulo 3

3 Materiais e métodos

3.1 Materiais

3.1.1 Sintese quimica

Para a sintese dos ligandos foram utilizados os reagentes acridina (97%) (CAS 260-94-6), o
naftaleno-1-carbaldeido (95%), éter diglicidilico 1,4-butanediol (CAS 2425-79-8) que foram
adquiridos a Sigma Aldrich (St. Louis, EUA). O 2-bromometil etil éter (90%) (CAS 13057-17-5),
a dietilenotriamina (97%) (CAS 111-40-0), a trietilenotetramina (60%) (CAS 112-24-3), a
tetraetilnopentamina (CAS 4605-14-5), cloreto de 4-toluenossulfonila (CAS 98-59-9), o
borohidreto de sodio (99%) (CAS 16940-66-2) e a Quinolina-2-carbaldeido (CAS 5470-96-2)
foram obtidos a Acros Organics. O carbonato de potassio (CAS 584-08-7) e o acido acético
(CAS 64-19-7) foram adquiridos ao ChemLab. A Fisher Chemical foram aquiridos os seguintes
solventes: piridina anidra (CAS 110-86-1), cloroféormio, acetonitrilo (CAS 75-05-8). O sulfato
de sodio anidro (CAS 7757-82-6) foi obtido a Applichem Panreac, o hidroxido de sodio (CAS
1310-73-2) e o acido sulflrico (CAS 7664-93-9) a VWR Chemicals. O acido cloridrico (37%) (CAS
7647-01-0) foi adquirido a Carlo Erba, o acido acético glacial (99-100%) (CAS 64-19-7) e o
carbonato de potassio (CAS 584-08-7) foram adquiridos a Chem-Lab. Estes reagentes foram
usados sem qualquer tipo de purificacdo prévia. Os solventes deuterados usados na

caracterizacdo dos ligandos foram o cloroformio, metanol e agua deuterada.

3.1.2 Producao e purificacdo do pDNA

O hospedeiro usado foi a E. coli DH5a. O pVAX-LacZ foi adquirido na Introgen (Carlsband, EUA)
e 0 pVAX-G4 foi biossintetizado por um membro do nosso grupo. A kanamicina foi adquirida a
Sigma Aldrich (St. Louis, EUA). O kit NZY Maxiprep e o GreenSafe premium foram adquiridos a

NZYTech (Lisboa, Portugal) e o isopropanol a Fischer Scientific (Fair Lawn, EUA).

3.1.3 Ensaios cromatograficos

Todas as solucoes foram preparadas com agua desionizada, purificada pelo sistema Milli-Q da
Millipore (Billerica, EUA). As solucdes foram filtradas através de membranas com poro de 0.22
pm. O tris(hidroximetil)aminoetano foi adquirido a NZYTech (Lisboa, Portugal) e o sulfato de
amonio a Panreac (Barcelona, Espanha). A Sefarose CL-6B foi adquirida a GE Healthcare

(Uppsala, Suécia). O screening dos suportes foi realizado através de cromatografia de
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afinidade em mini colunas de bancada (BioRad) e a separacao das isoformas do pDNA no AKTA

avant.

3.2 Sintese quimica

3.2.1 Sintese dos compostos iniciais

3.2.1.1 Sintese do 4,5-di(bromometil)acridina (1)

X
H,S0, T=50°C
() + Br/\OCHs — N/
/
N

Acridina BMME

Br Br
4,5-di(bromometil)acridina (1)

Figura 22 - Sintese do 4,5-(dibrometil)acridina.

Um balao de fundo redondo de 3 tubuladuras foi colocado sob atmosfera inerte (N;) com um
agitador magnético. Apos 5 minutos, a acridina (5,6x10-3mol; 1g) foi transferida para o balao
e em seguida dissolvida em acido sulfurico (12,5mL), o qual foi adicionado com a ajuda de
uma proveta de 25mL. Apds agitacdo e aquecimento num banho de parafina liquida,
verificou-se que a solucao tinha uma tonalidade amarelada. Ao atingir os 50°C, adicionou-se o
bromometil metil éter (BMME) (2,25x102mol; 1,8mL) de uma sb6 vez, com o auxilio de uma
seringa. Apds 20 horas adicionou-se novamente bromometil metil éter (2,25x102mol; 1,8mL).
Passadas 20 horas parou-se a reacao inserindo o baldao em gelo durante aproximadamente 2
horas. De seguida a mistura reacional foi neutralizada com uma solucao saturada de NaOH.
Verificou-se que durante a neutralizacao a mistura solidificou. Foi entdao adicionado
cloroférmio (+ 50 mL) ao baldo de forma a dissolver o composto e de seguida realizou-se uma
filtracao. Posteriormente realizaram-se multiplas extracdes liquido-liquido com agua, numa
ampola de decantacdo. Por fim a fase organica foi evaporada dando origem a um residuo

amarelado (0,818g; 40%) que foi seco na estufa de solidos. (Chiron & Galy, 2003)
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3.2.1.2 Tosilacdo da dietilenotriamina (2)

0=S=0 O0=—S—0
NaOH, H,0

HZN\/\H/\/NHZ — i HN\/\N/\/r,IH

Ts, (C,H;5),0
0=—5=—0

Dietilenotriamina

Dietilenotriamina tosilada

Figura 23 - Tosilacao da dietilenotriamina.

A um balao de 2 tubuladuras foram adicionadas 2,23g de NaOH juntamente com 15mL de H,0.
Apds dissolucao do NaOH, através de agitacdo, foi adicionada a dietilenotriamina (1 g; 0,01
mol) e a solucao foi agitada durante 40 minutos. Posteriormente o baldo foi inserido em gelo
e foi adicionada uma solucao com cloreto de 4-toluenossulfonila (7,45g; 0,039 mol) e 37mL de
éter dietilico, preparada previamente. Esta solucao foi adicionada gota a gota, com o auxilio
de uma ampola de adicdo. Apds 3 horas parou-se a reacao e era visivel a presenca de um
composto de cor branca. Este composto foi filtrado e lavado com agua, etanol, éter dietilico
para eliminar algumas impurezas. Por fim foi realizada uma recristalizacao com
metanol/cloroformio quente para obter a dietilenotriamina tosilada (1,18 g; 20%). (Bencini et
al., 1987)
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3.2.1.3 Tosilacao da trietilenotetramina (3)

2 C

O—S—O O—S—O

H
HzN/\/N\/\H/\/NHZ —» HN\/\N/\/N\/\NH

Ts, (C,H5),0

Trietilenotetramina : :

Trietilenotetramina tosilada

Figura 24 - Tosilacao da trietilenotetramina.

A um balao de 2 tubuladuras de 250 mL foi adicionado o cloreto de 4-toluenossulfonila (5,15
g; 0,027 mol) e éter dietilico (20mL). A solucao foi agitada e aquecida até 50°C. Ao atingir
esta temperatura foi adicionada uma solucao de trietilenotetramina (2 g; 0,013 mol) e
piridina (10 mL) com a ajuda de uma ampola de adicao. Foi possivel verificar a formacao de
pequenos aglomerados. Passadas 6 horas parou-se a reacao e foram adicionados 10mL de HCl
1 M. Posteriormente o produto foi filtrado (cor avermelhada) e lavado com agua e etanol. De
seguida foi dissolvido em cloroformio e foi realizada uma extracao liquido-liquido com uma
solucdo de HCL 1 M e de seguida 4 vezes com agua. A fase organica foi seca com NaSO, e foi
realizada nova filtracao. Por fim evaporou-se a fase organica para obter (3) (1,248 g; 13%).
(Bencini et al., 1987)
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3.2.1.4 Tosilacdo da tetraetilenopentamina (4)

0 Qi

O_S_O O_S_O o_s_o
H,N NH HN NH
2\/\/\/\/\/\/ 2T—>(CH)0 \/\/\/\/\/\/
$ 5)2
O_S—O O_S—O

Tetraetilenopentamina © ©

Tetraetilenopentamina tosilada

Figura 25 - Tosilacao da tetraetilenopentamina.

O procedimento utilizado foi similar ao usado em 3.2.1.3, diferindo apenas na amina
utilizada, neste caso foi a tetraetilenopentamina (1 g; 5,0x103 mol) e na quantidade de
cloreto 4-toluenossulfonila (4,77 ¢g). Resumidamente, foi adicionado cloreto de 4-
toluenossulfonila (4,77 g; 0,025 mol) num baldao de 2 tubuladuras que foram dissolvidos em
éter dietilico (20mL). Apds a solucdo atingir os 50°C foi adicionada uma solucao de
tetraetilenopentamina (1 mL) e piridina (5 mL) com o auxilio de uma ampola de adicdo. Apos
6 horas, parou-se a reacao e foi adicionado HCl (10 mL) para neutralizar a piridina.
Posteriormente o produto foi filtrado e lavado com agua e etanol para remover impurezas. De
seguida dissolveu-se o produto em cloroférmio e foram realizadas 5 extracoes liquido-liquido:
uma com uma solucao de HCl 1M e as restantes extracées com agua. A fase organica foi seca
com NaSQ, e foi realizada nova filtracao. Por fim evaporou-se a fase organica para obter (4)
(1,3 g; 28%). (Bencini et al., 1987)
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3.2.2 Sintese e caracterizagao dos ligandos

3.2.2.1 Sintese do N',N"-(acridina-4,5-diilbis(metileno))bis(N2-(2-aminoetil)etano-1, 2-
diamina) (L)

Ts—NH X
/
X CH3CN refluxo
i) T N
_ 2co3
N S—N T
r

s—N
Ts——NH
Br ° TS—N Ts—N
4,5-di(bromometil)acridina Dietilenotriamina tosilada
Ts—NH Ts—NH
(5)

HBr/CH;COOH

C¢HO

T=90°C
NH,
g —_— >
CH;CN, T.A
ii) N + /
_ HN K,CO,
N
NH
Br Br NH, g g
4,5-di(bromometil)acridina Dietilenotriamina HN HN
(o] 2 2
Ts = lS! N2 NH,
| :

Figura 26 - Sintese do ligando L.

i) A um baldo de 2 tubuladuras foi adicionado K,COs (1,1 g; 8x10°3 mol) juntamente com
dietileno triamina tosilada (0,905 g; 1,6x103 mol). Estes foram dissolvidos em
26mL de CHsCN seco, com agitacdo mecanica. A parte, foi preparada uma solucao
com 4,5.di(bromometil)acridina (0,3 g; 8x10“ mol) em CH;CN seco (7 mL) e foi
adicionada gota a gota a mistura no balao quando esta entrou em refluxo. Apos 6h
parou-se a reacao e foi deixada a arrefecer a temperatura ambiente. De seguida
foi realizada uma filtracao para eliminar impurezas e o solvente foi evaporado

para se obter o composto (5). Para proceder a remocao dos tosilos e obter o
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produto final, foi preparada uma solucao de 33% de HBr/CH;COOH (100 mL) e
adicionada a 0,15g do composto (5) num baldao de uma tubuladura, de seguida
adicionou-se fenol (1,05 g; 0,011 mol). A mistura apresentava uma cor castanha e
foi deixada a agitar a 90°C durante 24 horas. Deveria ter ocorrido a formacao de
precipitado que corresponderia ao produto final, mas isto nao se verificou. Sendo
assim, a mistura foi neutralizada com uma solucao saturada de NaOH verificando-
se uma alteracao da cor para laranja. De seguida foi feita uma filtracao para
remover o sal formado. Este sal foi lavado com cloroformio para dissolver o
produto desejado. De seguida foi realizada uma extracao liquido-liquido com
agua, sendo a fase organica recolhida e evaporada. Por fim realizou-se uma
recristalizacdo com etanol e agua (3:1) para se obter L1 (0,227 g; 21%). (Bartoli et
al., 2009)

ii) Num balao de 2 tubuladuras dissolveu-se K,COs (0,193 g; 1,4x103 mol) em CH;CN (1.2

mL) e de seguida a dietileno triamina (0.170 g, 1.6x103), sob agitacao mecanica.
Quando a mistura entrou em refluxo, foi adicionada, através de uma ampola de
adicdo, uma solucdo de 4,5-di(bromometil)acridina (0,05 g; 1,4x10“ mol) e CH;CN
(4,35 mL), gota-a-gota. Apos 22 horas deu-se o término da reacao, deixando-se a
suspensao de cor amarela, arrefecer a temperatura ambiente. Apos
arrefecimento, foi realizada uma filtracao para remover o K,CO; que nao
dissolveu. De seguida evaporou-se a solucao filtrada e realizou-se uma purificacao

através de cromatografia flash para se obter L; (<5%).



3.2.2.2 N',N"-(acridina-4,5-diilbis(metileno))bis(N?-(2-((2-aminoetil)amino)
etil)etano-1,2-diamina) (L)

X
Ts—
s—NH _
N

~ %
+ N—Ts CH;CN, refluxo TsN TsN
F g K,CO, 2
Ts—N N—Ts N—Ts
Br Br g
. . 1 Ts—N Ts—N
4,5-di(bromometil)acridina HN—Ts 2
Trietilenotetramina tosilada HN—TSs HN—Ts
(6)
HBr/CH;COOH
CcH,O
T=90°C
X
/
N
NH NH
NH NH
o g g
I HN HN
Ts = S
Il
o
NH, NH,

Figura 27 - Sintese do ligando L2.

O procedimento usado para a sintese do L, é igual ao descrito em 3.2.2.1 ). Neste caso foi
utilizada trietilenotetramina tosilada (0,8 g; 3,26x10“ mol) para se obter L,. (Bartoli et al.,
2009).

29



3.2.2.3 Sintese do N',N"-(acridina-4,5-diilbis(metileno))bis(N-(2-((2-((2-amino
etil)amino)etil)amino)etil)etano-1,2-diamina) (Ls)

X
Ts—NH >
8 N
N—Ts
) N CH,CN, refluxo 15— N Ts—N
+ — ¢
NZ Ts—N K,CO5 gN—Ts gN—Ts
2 Ts—N Ts—N
Br Br N—Ts 2
S N

4,5-di(bromometil)acridina
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C¢HO
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Tetraetilenopentamina tosilada

>
iii) —_— >
+ g K,CO,
NZ HN

2 NH

Br Br NH 2
g N
~ §

4,5-di(bromometil)acridina

Tetraetilenopentamina

Figura 28 - Sintese do ligando Ls.

i) O procedimento usado ja foi descrito em 3.2.2.1 i). Resumidamente, num
balao de 2 tubuladuras foram adicionados 22 mL de CH;CN seco,
juntamente com 3,47g de K,CO; e 1,34 mL de tetraetileno pentamina.
Esta mistura foi agitada e aquecida até entrar em refluxo. Seguidamente

foi adicionada, gota a gota, trietilenetetramina tosilada (0,50g) dissolvida
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em 43 mL de acetonitrilo. Ap6s 6 horas, desligou-se a agitacao e o
aquecimento e a mistura arrefeceu a temperatura ambiente. De seguida
foi feita uma filtracao e o solvente foi evaporado obtendo-se o composto
(7). Para remover os tosilos, foi preparada uma solucao de 33% de
HBr/CH;COOH (100 mL) e adicionada a 0,15g do composto (7) num balao
de uma tubuladura, sendo de seguida adicionado fenol (0,66g; 0,007mol).
Apos 24h a agitar a 90°C a mistura foi neutralizada com uma solucdo
saturada de NaOH. De seguida foi feita uma filtracao para remover o sal
formado. Este sal foi lavado com CHCl; para dissolver o produto desejado.
De seguida foi realizada uma extracao liquido-liquido com agua, sendo a
fase organica recolhida e evaporada. Por fim realizou-se uma
recristalizacdo com etanol e agua (3:1) para se obter L; (0,661 g; 12%).
(Bartoli et al., 2009)

ii) O procedimento usado foi igual ao descrito em 3.2.2.1 Il). Neste caso foi

utilizada a amina tetraetileno pentamina (5,3x102g; 2,8x10“ mol) para
se obter L; (<5%).

3.2.2.4 Sintese de N'-(2-aminoetil)-N%-(quinolina-2-ilmetil)etano-1,2-diamina (L)

NH,
N
N + CH;CN, CH;CH,0H \ /
— o HN — > HN
N F NaBH,
quinolina-2-carbaldeido
NH, NH

dietietilenotriamina

Figura 29 - Sintese do ligando L.

Num baldo de fundo redondo de 2 tubuladuras de 100 mL, dissolveu-se 2-quinolinacarbaldeido
(0,50 g; 0,003 mol) e a dietilenotriamina (1,27 g; 0.012 mol) em 50 mL de uma mistura de

etanol-acetonitrilo secos numa proporcao 1:1. Apds 2 horas de agitacdo a temperatura
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ambiente, o solvente foi evaporado originando uns residuos sélidos que foram dissolvidos em
15 mL de etanol. De seguida foi adicionado borohidreto de sodio (1,04 g; 2,77x10"2 mol) em
pequenas porcdes. Apos 24 horas sob agitacdo a temperatura ambiente a mistura foi filtrada
para remover o excesso de borohidreto de sddio e o solvente foi evaporado. O residuo
resultante foi tratado com agua desionizada e extraido com cloroformio (3x50 mL) utilizando
uma ampola de decantacao de 250 mL. A fase organica foi evaporada dando origem a um 6leo
avermelhado. Este foi dissolvido em 20 mL de uma mistura de etanol-dioxano (1:3). De
seguida foram adicionadas umas gotas de acido cloridrico 37% de forma a precipitar um
composto vermelho. Este composto foi recristalizado com metanol quente verificando-se a
formacao de um precipitado branco. Este precipitado foi removido através de uma filtracao e
o solvente foi evaporado para se obter L, (0,284 g; 40%). (Carbonell, Delgado-Pinar, Pitarch-

Jarque, Alarcon, & Garcia-Espana, 2013)

Caracterizacdo: 'H RMN (MeOD, 400 MHz): 3,45 (t, 2H, J = 6.19); 3,53 (t, 2H, J = 6.87); 3,70
(t, 2H, J = 6.02); 3,78 (t, 2H, J = 8.80); 4,86 (s, 2H); 7,78 (t, 1H, J = 7.57); 7,87-7,99 (m, 2H);
8,12 (d, 1H, J = 7.94); 8,26 (d, 1H, J = 8.38); 8,73 (d, 1H, J = 8,58). 3C RMN (MeOD, 400
MHz): 35,45; 43,50; 43,62; 44,65; 49,73; 120,44; 125,44; 128,24; 128,35; 132,21; 141,42;
143,82; 150,29 ppm. ES-MS m/z calculado para Ci4HyoN4, 244,34; foi encontrado 245,17 [M +
H]*. P.f.: 111°C

3.2.2.5 Sintese do N'-(2-aminoetil)-N2-(naftaleno-1-ilmetil)etano-1,2-diamina (Ls)

NH,
CH;CN, T.A
+  uN
K,CO,4
NH
~ <
3 HN
naftaleno-1-carbaldeido dietilenotriamina 2
NH,

Figura 30 - Sintese do ligando Ls.

Num baldo de 100 mL de 2 tubuladuras, foi dissolvida a dietilenotriamina (0,99 g; 9,6x1073
mol) em 40 mL de uma mistura de acetonitrilo-etanol seco (1,66:1). Com o auxilio de uma

ampola de adicao foi adicionado, gota-a-gota, o naftaleno-1-carbaldeido (0,5 g; 3,2x1073)
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dissolvido em 10 mL de acetonitrilo. O restante procedimento é igual ao descrito em 3.2.2.5.
Resumidamente, ap6s 2 horas com agitacdo a temperatura ambiente o solvente foi
evaporado, dissolvendo-se o residuo resultante em 15 mL de etanol. De seguida foi adicionado
borohidreto de sodio (1,11g; 2,95x102 mol) as porcdes. Apds 24 horas de agitacdo a
temperatura ambiente a mistura foi filtrada para remover o excesso de borohidreto de sodio.
0 solvente foi evaporado, sendo o residuo resultante tratado com agua desionizada e extraido
com cloroformio (3x50 mL). A fase organica foi evaporada originando um oleo de cor verde
que foi dissolvido em 20 mL de metanol-etanol (1:1). De seguida foram adicionadas umas
gotas de HCl 37% de forma a precipitar um composto branco. Este composto foi recristalizado

com metanol quente dando origem ao produto puro (Ls) (1,22g; 79%).(Clares et al., 2004)

Caracterizacao:

'H RMN (D0, 400 MHz): 3,34 (t, 2H, J = 6.89); 3,43 (t, 2H); 3,51 (t, 2H, J = 6,63); 3,57 (t, 2H,
J = 6,85); 4,79 (s, 2H); 7,51-7,68 (m, 4H); 7,98-8,08 (m, 3H) ppm. "3C RMN (D,0, 400 MHz):
35,69; 43,12; 43,63; 44,80;, 48,76; 122,48; 125,63; 126,06; 126,77; 127,55; 129,13; 129,61;
130,74; 130,77; 133,58 ppm. ES-MS m/z calculado para CisHy;N3;, 243,42; foi encontrado
244,18 [M+H]*. P.f.: 225.8°C

3.2.2.6 Sintese do N'-(2-aminoetil)-N2-(2-((naftaleno-1-ilmetil)amino)etil) etano-
1,2-diamina (L)

NH,

HN CH,CN, T.A
+ 3
—_—
K,CO5 H

NH

\O H

gN
N
H,N 2
naftaleno-1-carbaldeido N
Ng

Trietileno tetramina

Figura 31 - Sintese do ligando Le.

O procedimento utilizado ja foi descrito anteriormente em 3.2.2.5, diferindo apenas a amina.
Neste caso foi utilizada a trietilenotetramina (1,40 g; 9,6x10-3 mol) para dar origem ao L,
(0,24 g; 26%). (Clares et al., 2004)
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Caracterizacdo: 'H RMN (D,0, 400 MHz): 2,67-3,64 (m, 12H); 4,85 (s, 2H); 7,54-7,71 (m, 4H);
8,0-8,10 (m, 3H) ppm. *C RMN (D,0, 400 MHz): 35,61; 43,09; 43,56; 43,64; 43,71; 44,83;
48,77; 122,49; 125,63; 126,03; 126,75; 129,13; 129,61; 130,73;, 130,77; 133,58 ppm. ES-MS
m/z calculado para Cy7H¢N4, 286,42; foi encontrado 287,22 [M + H]*. P.f.: 281,5°C.

3.2.2.7 Sintese do N'-(2-aminoetil)-N?-(2-((2-((naftaleno-1-ilmetil)amino) etil)
amino)etil)etano-1,2-diamina (L7)

g"”z (I

(17 - ‘t
S

2

naftaleno-1-carbaldeido

< §
2

Tetraetilenopentamina

Ly

Figura 32- Sintese do ligando L.

O procedimento utilizado ja foi descrito anteriormente em 3.2.2.5, neste caso a amina
utilizada foi a tetraetilenopentamina (1,82 g; 9,6x103 mol) para dar origem a L; (0,24 g;
11%). (Clares et al., 2004)

Caracterizacdo: 'H RMN (D,0, 400 MHz): 3,35-3,51 (m, 9H,), 3,58 (t, 2H, J = 7,06); 4.74 (s,
2H); 7,49-7,67 (m, 4H); 7,95-8,06 ppm (m, 3H). 3C RMN (D,0, 400 MHz): 35,29; 42,86; 43,40;
43,44; 43,55; 44,59; 48,64; 122,46; 125,57; 125,84; 126,72; 127,51; 129,08; 129,60; 130,70;
130,76; 133,55 ppm. ES-MS m/z calculado para C49H3¢Ns, 329,26: foi encontrado 330,26 [M +
H]+. P.f.: 266.0°C
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3.2.3 Sintese dos suportes cromatograficos

3.2.3.1 Suporte A

Para a sintese do suporte A comecou-se por lavar a Sefarose CL-6B com 1 L de agua Mili-Q,
através de um sistema de filtracao sob pressao reduzida. De seguida pesaram-se 20 g e foram
adicionadas a um erlenmeyer de 250 mL juntamente com 40 mL de uma solucao de NaOH
(1M). Apos 4 horas a 25°C numa incubadora com agitacao orbital, foi adicionada uma solucao
contendo 1,4-butanediol glicidil éter (30 mL) e borohidreto de sodio (160 mg). Esta mistura
foi deixada na incubadora, nas mesmas condicdes, durante a noite. Por fim, a mistura foi
lavada abundantemente com agua desionizada e uma mistura de acetona/agua com
diferentes racios (1:9, 3:7, 5:5, 8:2), de forma a remover grupos epoxidos que nao reagiram.

Por fim a Sefarose ativada foi liofilizada e armazenada a 4°C. (Sundberg & Porath, 1974)

0 0
Sepharose OH + I>/\O/\/\/o\/<l — | Sepharose O/Y\O/\/\/o\/<l
0

OH

Figura 33 - Ativacao da Sefarose CL-6B via epoxido.

Apds a ativacdo da Sefarose via epoxido procedeu-se a imobilizacdo do ligando L5.
Inicialmente, pesaram-se 2 g de Sefarose que foram adicionadas a um erlenmeyer juntamente
com 11 mL de uma solucdo de carbonato de sodio (1M). Esta suspensdo esteve numa
incubadora a 25°C, com agitacdo orbital (110 rpm) durante 6 horas. Apos este tempo foi
adicionado o ligando L5, dissolvido em 50 mL de uma solucdo de carbonato de sédio (1M) a pH
8,1. Depois desta adicao a temperatura da incubadora foi aumentada para 55°C e ficou a

agitar durante a noite. Apos término da reacdo, o produto final foi lavado abundantemente

o W,
H
epharose /\/\/o\/<l N
S N LN
OH z H

/\/\/o H
Sepharose O/Y\o N O
OH N/\/ \/\H
H

Figura 34 - Imobilizacao do ligando L4 na Sefarose CL-6B ativada.

com agua e com solucao de carbonato de sodio (1M) (Sundberg & Porath, 1974).

35



3.2.3.2 Suporte B

Inicialmente a Sefarose CL-6B foi lavada com 1 L de agua desionizada, através de um sistema
de vacuo com pressao reduzida. De seguida foram pesadas 20 g de Sefarose e adicionadas a
um baldo de 1 tubuladura, ja inserido em gelo, juntamente com 20 mL de agua de forma a
obter-se uma suspensdao espessa mas agitavel. De seguida foi adicionado brometo de
cianogénio (2 g) dissolvidos em acetonitrilo (4 mL). O pH da mistura foi ajustado para 12 com
uma solucao de hidroxido de sodio (4M). Apds 15 minutos de agitacdo, a Sefarose foi filtrada e

lavada abundantemente com agua desionizada fria.(Kohn & Wilchek, 1984)

CNBr
Sepharose OH —_— Sepharose O—C==N

Figura 35 - Ativacao da Sefarose CL-6B com CNBr.

Para a imobilizacao do ligando foi usado o mesmo procedimento descrito em 3.2.3.1.
(Sundberg & Porath, 1974)

HH 4 O
N
&O_CEN + g = (o Jmo—cn VN O

HN

NH,
Figura 36 - Imobilizacao do ligando L4 na Sefarose ativada.

3.3 Producéao do pDNA

3.3.1 Pré-fermentacao e Fermentacao

Foram utilizados dois tipos de pDNA, o pVAX-LacZ e o pVAX-G4, sendo usado o mesmo
procedimento para a producao dos mesmos. Resumidamente, comecou-se por inocular uma
placa de Luria-Bertani agar (LB agar) suplementado com 30 pg/mL de kanamicina, com E. coli

DH5a do banco de células transformadas, sendo de seguida incubada a 37°C durante a noite.
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Apos o crescimento da E. coli DH5a, foram inoculados 125 mL de meio TB (12 g/L triptona, 24
g/L extrato de levedura, 4 mL/L glicerol, 0,017 M KH,PO, e 0,072 M K;HPO,) suplementado
com 100 pg/mL de kanamicina, com algumas coldnias e incubado a 37°C com agitacao orbital
(250 rpm) durante aproximadamente 4 horas. Quando a OD4y atingiu os 2,6, a pré-
fermentacao foi parada, retirado um determinado volume, previamente calculado, e
adicionado a 4 erlenmeyers de 1 L contendo no final 250 mL de meio TB (12 g/L triptona, 24
g/L extrato de levedura, 4 mL/L glicerol, 0,017 M KH,PO, e 0,072 M K,HPO,) suplementado
com 100 pg/mL de kanamicina. Desta forma a fermentacdo é iniciada com uma DO¢q de
aproximadamente 0,2. A fermentacao ocorreu a 37°C, com agitacao orbital de 250 rpm
durante aproximadamente 16 horas, sendo o crescimento interrompido ao atingir a fase
logaritmica (DO =~ 8). Depois da fermentacdo, as células foram recuperadas através de
centrifugacao (5000 RCF, 20 min a 4°C) e congeladas a -20°C.

3.3.2 Lise celular e Pré-purificacdao dos pDNA

Ambos os pDNA (pVAX-LacZ e pVAX-G4) foram pré-purificados utilizando um kit de purificacao
com colunas NZYTech que contém uma resina carregada positivamente. Uma vez que as
células se encontravam armazenadas a -20°C, inicialmente foi necessario deixa-las
descongelar a temperatura ambiente. Uma vez descongeladas, foram adicionados 10 mL de
tampdo M1 a 125 mL de células. De seguida, com a ajuda de um vortex, esta mistura foi
homogeneizada e transferida para um tubo apropriado para lise celular. De seguida foram
adicionados 10 mL de M2 e inverteu-se o tubo 4 a 5 vezes cuidadosamente. Depois de
incubado 5 minutos a temperatura ambiente, foram adicionados 10 mL de tampao M3 e
inseriu-se o tubo no gelo durante 20 minutos. O precipitado formado foi removido através de
uma centrifugacdo a 20000 RCF a 4°C durante 30 minutos. Foi necessario uma segunda
centrifugacao nas mesmas condicoes durante 20 minutos, uma vez que ainda existiam
particulas solidas no sobrenadante. Entretanto foram adicionados 10 mL de QBT a coluna
NZYTech de forma a equilibra-la, para de seguida adicionar o sobrenadante obtido na
centrifugacao e lava-lo com 2x30 mL de tampao QC para remover contaminantes como RNA,
proteinas e sais. O pDNA foi finalmente eluido com 15 mL de tampao QF, sendo que durante
este passo o tubo que recolhia a amostra foi mantido em gelo. De seguida o pDNA foi
concentrado através de uma precipitacdo com 10.5 mL de isopropanol frio, seguido de uma
incubacao em gelo durante 20 minutos. Posteriormente foi realizada uma centrifugacao a
15000 RCF, 4°C durante 30 minutos e o pellet final foi ressuspendido em 1 mL de Tris-HCL 10
mM (pH 8.0). Por fim, a concentracdao da amostra foi medida através do Nanophotometer

P300 (Implen). As amostras foram armazenadas a -80°C para uso posterior.
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3.4 Cromatografia de afinidade

Inicialmente, foram realizados ensaios cromatograficos iniciais em mini colunas de bancada
de forma a observar qual dos suportes apresentava resultados mais promissores. Foram entao
preparadas duas colunas através do empacotamento de 5 mL de ambos os suportes
sintetizados (A e B). Apos serem empacotadas, as colunas foram lavadas abundantemente
com agua desionizada.

Estes ensaios foram realizados a 25°C e acompanhados por duas colunas de controlo, uma
continha um suporte de Sefarose CL-6B (B1) e outra contendo Sefarose CL-6B ativada via

epoxido, sem ligando (B2). Nestes ensaios apenas foi utilizado pVAX-LacZ.

As condicées do suporte mais promissor foram posteriormente otimizadas no sistema AKTA

avant.

3.4.1 Screening dos suportes

3.4.1.1 Condig¢obes idnicas

Inicialmente, a coluna foi lavada com agua desionizada sendo de seguida equilibrada com 10
mL de uma solucdo de NaCl 0,2M preparada em Tris-HCl 10 mM a pH 8. Apds o equilibrio,
foram adicionados 100 pL de amostra (pVAX-LacZ em Tris-HCl 10 mM a pH 8) com uma
concentracao de 420 pg/mL. O passo seguinte foi adicionar 10 mL de solucao de NaCl 0,2 M
em Tris-HClL 10 mM e comecou-se a recolher fracées de 1 mL. De seguida adicionaram-se 10
mL de NaCl 1 M em Tris-HCl 10 mM e por fim 10 mL de de NaCl 2,5 M em Tris-HCl 10 mM
recolhendo-se continuamente fracées de 1 mL. No final do ensaio a coluna foi novamente
lavada com agua desionizada. A absorvancia das amostras foi medidas no espetrometro
Ultrospec 3000.

3.4.1.2 Condicbes hidrofébicas

Foram adicionados 10 mL de uma solucao de (NH4);504 1M em Tris-HCL 10 mM a pH 8 de forma
a equilibrar a coluna. Apos o equilibrio, foram adicionados 100 yL de amostra (pVAX-LacZ em
Tris-HCl 10 mM a pH 8) com uma concentracao de 420 pg/mL. De seguida foram adicionados
novamente 10 mL (NH,),SO,4 1M em Tris-HCL 10 mM a pH 8 e comecou-se a recolha das fracoes
de 1 mL. Por fim adicionaram-se 10 mL de Tris-HCl 10 mM continuando-se a recolher fracoes
de 1 mL. No final do ensaio a coluna foi novamente lavada com agua desionizada. Este
procedimento foi usado para ambos os suportes. A absorvancia das amostras foi medidas no

espetrometro Ultrospec 3000.

38



3.4.2 Purificacao da isoforma sc dos plasmideos pVAX-LacZ e pVAX-
G4)

Todos os ensaios foram realizados no AKTA avant com o software UNICORN™ 6.1 (GE
Healthcare, Uppsala, Suécia). Foi utilizado um sistema de refrigeracao ligado a coluna, de
forma a realizar ensaios a 4°C, 10°C, 15°C e 25°C. Foi sempre utilizado um fluxo de 1 mL/min
e uma leitura da absorvancia a 260 nm. As amostras recolhidas foram concentradas com

concentradores Vivaspin e analisadas por eletroforese em gel de agarose 1%.

Uma coluna comum de 20 mL foi empacotada com 4 mL do suporte A. Como solucao de
ligacao foi usado Tris-HCl 10 mM (pH 8,0), que se encontrava associada a bomba A (fase
movel A). Na bomba B (fase mdvel B) encontra-se ligada a solucdo de eluicao NaCl 2,5 M (pH
8,0). O primeiro passo do processo consistiu em equilibrar a coluna com NaCl 0,2 M em Tris-
HCl 10 mM (pH 8,0) utilizando um fluxo de 1 mL/min. A injecao da amostra na coluna foi
realizada através do uso de uma seringa e um loop de 200 pL. As espécies com interacoes
mais fortes com o suporte ficam retidas, enquanto as espécies com interacoes fracas eluem.

As espécies retidas sao posteriormente eluidas aumentado o gradiente de NaCl para 1,5 M.

3.4.3 Eletroforese em gel de agarose

A identificacdo das isoformas dos plasmideos foi realizada através de eletroforese horizontal,
utilizando 15 cm de gel de agarose 1% (Hoefer, Sao Francisco, EUA), corado com GreenSafe
(0.01%, NZYTech) e visualizadas sob luz UV no sistema UVitec FireReader (UVitec, Cambridge,
Reino Unido). O gel de agarose foi feito com tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE) (40 mM Tris
base, 20 mM acido acético e 1 mM EDTA, pH 8,0). A eletroforese foi realizada a 100 V durante

35 minutos.

3.4.4 Transcricao do plasmideo pVAX-G4

A transcricao da isoforma sc do plasmideo pVAX-G4 foi realizada com um kit da Ambion, o
MAXIscript®, de acordo com o procedimento sugerido pelo fabricante. Resumidamente, a
isoforma sc do plasmideo previamente purificada foi linearizada através da digestdao com a
enzima Pst |. Apos digestao a amostra foi purificada utilizando o kit PCR clean-up.
Posteriormente deu-se inicio a transcricdo adicionando-se os reagentes do kit MAXIscript® ao
plasmideo linearizado, sendo de seguida incubado durante 16 horas a 37°C. Por fim, foi
adicionado 1/20 do volume de EDTA 0.5M, 1/10 do volume de acetato de sodio 3 M e o dobro
do volume de etanol, sendo de seguida incubado durante 15 minutos a -20°C. Apds uma
centrifugacdo a 4°C durante 30 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet

ressuspendido em agua DEPC.
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3.4.5 Dicroismo circular

Todos os espetros de dicroismo circular foram obtidos no espetrofotometro Jasco J-1850
(Jasco, Easton, EUA), usando um controlador de temperatura Peltier (modelo CDF-426S/15).

Os estudos de interacao dos ligandos com a estrutura G-quadruplex foram realizados a
temperatura de 20°C, utilizando amostras com a sequéncia 58Sy3 (6 pM) em 30 mM de tampao
fosfato (15 mM KH,PO,, 15 mM K,HPO,, pH 7,1) contendo 100 mM de KCl. Foi realizado o
annealing do DNA aquecendo a amostra a 95°C durante 15 minutos seguindo-se um
arrefecimento em gelo durante 1 hora. Para realizar as titulacoes, foram preparadas solucoes
de cada ligando com uma concentracao de 10 mM, sendo o volume necessario adicionado
diretamente a célula de quartzo com uma espessura de 0,1 cm. Os espetros foram adquiridos
com uma velocidade de varrimento de 50 nm/min com um tempo de resposta de 1 segundo,
num intervalo de comprimento de onda dos 190 nm aos 320 nm. Os espetros foram adquiridos

em triplicado e a sua linha de base corrigida subtraindo o espetro da solucao tampao.

Os ensaios da temperatura de melting foram realizados no intervalo de temperatura 20°C-
100°C, com uma velocidade de aquecimento de 2°C/minuto, monitorizando-se a elipticidade a
265 nm. Foi realizado o annealing da sequéncia 58Sy3, aquecendo a amostra a 95°C durante
15 minutos, seguindo-se um arrefecimento gradual a temperatura ambiente. Para todos os

ensaios foram utilizados 16 equivalentes molar de ligando.

Os ensaios para confirmar a formacao da estrutura G-quadruplex na isoforma sc do plasmideo
pVAX-G4 apos transcricao, foram efetuados inserindo a amostra com uma concentracao de 20
pg/mL, numa célula de quartzo com uma espessura de 0,1 cm e a temperatura de 20°C. Foi
usada uma velocidade de varrimento de 50 nm/min com um tempo de resposta de 1 segundo,
num intervalo de comprimento de onda entre os 190 aos 320 nm. Os espetros foram
adquiridos em triplicado e a sua linha de base corrigida subtraindo o espetro do tampao (H,0-

DECP). Os resultados foram de seguida tratados com o software Origin Pro versao 8.
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Capitulo 4

4 Resultados e Discussao

4.1 Sintese Quimica

O desenvolvimento de ligandos que exibem carateristicas hidrofobicas e hidrofilicas € uma
estratégia promissora para a estabilizacdo do G-quadruplex. Os ligandos derivados de
acridina, naftaleno e quinolina, tém sido apontados como opgdes uma vez que os seus anéis
aromaticos permitem a interacdo com estruturas G-quadruplex, através do empilhamento
com as tétradas de guanina, enquanto a adicdo de grupos amina protonados, permitem a
ligacao ao DNA através de interacoes electroestaticas com os grupos fosfatos dos loops, para
além de melhorarem a solubilidade destes compostos em agua (Monchaud & Teulade-Fichou,
2008).

A dietilenotriamina ja foi usada anteriormente na sintese de ligandos do G-quadruplex,
verificando-se a capacidade destes induzirem a formacao de G-quadruplexes, bem como a
alteracao da sua conformacao e estabilizacao (Rodriguez, Pantos, Goncalves, Sanders, &
Balasubramanian, 2007). Noutro estudo, verificou-se que a trietilenotetramina tem a
capacidade, por si so, de estabilizar estruturas de G-quadruplex, tanto intermoleculares como
intramoleculares, e inibe a expressao do c-myc em linhas celulares HelLa (Yin, Liu, Deng, &
Wang, 2007).

4.1.1 Sintese de derivados de acridina

Os ligandos L4, L, e L; foram sintetizados a partir da unidade de acridina. Para o L; e L; foram
utilizados dois métodos diferentes. O primeiro método de sintese é dividido em quatro passos
principais:

e sintese do 4,5-di(bromometil)acridina (reacdo do bromometil metiléter, com a
acridina, por substituicdo eletrofilica nas posicoes 4 e 5, sob condicdes acidicas
fortes);

e tosilacdo das aminas, onde os grupos amina sao protegidos com cloreto de tosilo, na
presenca de um catalisador (piridina);

e Adicao da amina tosilada ao 4,5-di(bromometil)acridina;

e E por fim, destosilacao do composto final.
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Apos uma analise do composto final por RMN, verificou-se que este era um método ineficaz
uma vez que no Ultimo passo (Figura 37), nao foi possivel a remocao total dos tosilos. Em
trabalhos anteriores verificou-se que a remocao dos tosilos € um processo dificil,
constatando-se que alguns dos métodos ja descritos na literatura nem sempre resultaram
(Michaelidou & Koutentis, 2010).

\ \
HBr/CH,COOH
- e -
CeH(O
T=90°C
Rrs Ry R R
Ts Ts

Ts Ts Ts Ts I l

I
R = HN/\/N\/\r,lH ou Hr!j/\/N\/\,!l/\/NH ou HT\/\N/\/T\/\N/\/TH

Ts Ts Ts Ts Ts Ts

Figura 37 - Método 1 utilizado na sintese de ligandos derivados de acridina

O segundo método baseou-se em dois passos principais: a sintese do 4,5-
di(bromometil)acridina e posterior adicao das aminas (Figura 38). Apesar de ser obtido o
produto pretendido através deste método, verificou-se que apos a purificacdao por extracao
liquido-liquido e coluna cromatografica, o rendimento obtido era demasiado baixo (<5%) para

posterior utilizacao.

X CH,CN, T.A X
R E—
1
= + K,CO,4 =
N N
R R
Br Br ! !
H H

R, = HZN/\/N\/\NH2 ou HzN\/\N/\/N\/\N/\/NHz
H H

Figura 38 - Método 2 utilizado na sintese de ligandos derivados de acridina.
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4.1.2 Sintese de derivados de quinolina

0 ligando L, foi obtido a partir da reacdo de condensacao da quinolina-2-carbaldeido, com a
amina dietilenotriamina, na presenca de etanol 99,9% e acetonitrilo (1:1) (Figura 39). Nesta
reacao ocorreu a formacao da imina, que por sua vez foi reduzida com borohidreto de sodio
em etanol 99,9% (Figura 39). Apds evaporacao do solvente, o residuo resultante foi tratado
com agua e realizada uma extracao liquido-liquido com cloroférmio, de forma a remover
contaminantes, como a amina em excesso que nao reagiu. Apos a evaporacao da fase
organica, o composto resultante foi dissolvido numa mistura de etanol-dioxano (1:3), sendo
de seguida adicionadas umas gotas de acido cloridrico, sob agitacao, de forma a precipitar um
composto vermelho. Apos uma analise por RMN deste composto, verificou-se que este era o
produto de interesse mas ainda continha impurezas. Foi entdo realizada uma recristalizacao
com metanol quente, verificando-se a precipitacao de um composto de cor branca. Este
precipitado foi removido por filtracao e o solvente foi evaporado, para se obter o composto Ly

puro.

A + R, CHiCN, CHiCH,OH m/
—> R
o] = 1
N/ Va N 7
o~ NaBH, ~
R —_—
A% G R4
N N

R2 = HZN\/\N/\/NHZ
H

Figura 39 - Sintese do ligando L.

4.1.3 Sintese de derivados de naftaleno

Tal como o ligando L4, derivado de quinolina, os ligandos Ls, Ly € L; foram obtidos a partir de

uma reacdo de condensacdao, mas desta vez utilizando o naftaleno-1-carbaldeido com trés
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diferentes aminas, a dietilenotriamina, a trietilenotetramina e a tetraetilonepentamina,
respetivamente. Esta reacao realizou-se na presenca de etanol 99,9%. Como descrito
anteriormente, apds condensacao do monoaldeido com a respetiva amina ocorreu a formacao
da respetiva imina, que posteriormente foi reduzida com borohidreto de sddio em etanol
99,9% (Figura 40). Apds a evaporacao do solvente, o residuo resultante foi tratado com agua e
foi realizada uma extracao liquido-liquido com cloroférmio, de forma a remover a amina em
excesso. Apos a evaporacdo da fase organica, o composto resultante recristalizado com uma
mistura de etanol-metanol (1:1), sendo de seguida adicionadas umas gotas de acido
cloridrico, sob agitacdo, de forma a precipitar um composto de cor branca. Este composto foi

novamente recristalizado com metanol quente de forma a obter os ligandos Ls, L¢ e Ly puros.

+ R, CH;CN, CH;CH,OH
X - R
A° Z
R NaBH,,
—_—
= R

H H H
HZN’\/N\/\NH2 ou HZN’\/N\/\N/\/NHZ ou HZN\/\N’\/N\/\N’\/NHZ
H H

R = H

Figura 40 - Sintese dos ligandos Ls, Le e Ly

4.2 Estudos de interacéao entre os ligandos L4, Ls, Lse L7 e a

sequéncia 58Sy3 formadora de G-quadruplex

4.2.1 Dicroismo circular

A espectroscopia de dicroismo circular permitiu avaliar que a sequéncia de DNA 58Sy3 forma
uma estrutura de G-quadruplex na presenca de 100 mM de KCL. Analisando o espetro obtido, é
possivel verificar a existéncia de uma banda negativa a 240 nm e uma banda positiva a 265
nm (Figura 41), o que esta de acordo com um espetro carateristico de uma estrutura G-

quadruplex paralela.
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Figura 41 - Espetro da sequéncia 585y3 a 20°C, na presenca de KCl 100 mM.

Posteriormente foram realizados estudos com os ligandos de forma a analisar a interacao e
estabilizacdo da estrutura de quadruplex 58Sy3, através de titulacdes e estudos de
temperatura de melting. Foi efetuada uma titulacdo, onde os ligandos foram adicionados a
sequéncia 585y3 com diferentes racios de ligando/DNA (de 0,1 até 8 equivalentes), em 10 mM
KCl e adquiridos os respetivos espetros. Depois da adicdo dos ligandos verificaram-se
alteracdes nos espetros, indicando interacao entre os ligandos e o G-quadruplex. Com o
aumento da concentracao de ligando, verificou-se uma diminuicao da elipticidade, no entanto
as bandas carateristicas de uma estrutura G-quadruplex paralela mantiveram-se. Os espetros
dos diferentes ligandos foram também adquiridos de forma a demonstrar que estes nao

apresentavam absorcao no intervalo de comprimentos de onda analisado (Figura 42).
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Figura 42 — Espetros de dicroismo circular obtidos para as titulagdes da sequéncia 585y3 com os ligandos
L4, Ls, Le € L7. A — Titulagdo com uma concentragdo crescente de L4 B — Titulagdo com uma
concentragdo crescente de Ls; C — Titulagdo com uma concentracdo crescente de Le; A — Titulagdo com

uma concentracao crescente de L.

A estabilizacao do G-quadruplex foi estudada avaliando a diferenca da temperatura de
melting (AT,,) promovida pela adicdo dos ligandos. Assim, avaliou-se a desnaturacdo térmica
do G-quadruplex com uma monitorizacao da elipticidade a 265 nm. Verificou-se que o
quadruplex apresentava uma temperatura de melting de 42,2°C na presenca de ides K*. Apds
a adicdo dos ligandos L4, Ls, Ls € L; a temperatura de melting aumentou, indicando
estabilizacdo do quadruplex (Tabela 1). A diferenca de temperatura foi calculada através da

seguinte formula:

AT, = T, (DNA + 16 equivalentes de ligando) - T,,(DNA)
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Tabela 1 - Estabilidade térmica do G-quadruplex com os diferentes ligandos.

AT, (°C)
Ligando 58Sy3
Ly 5.26 + 0.55
Ls 3.95+0.27
L 6.41 + 0.41
L, 7.66 + 0.49

Todos os ligandos promoveram a estabilizacao do G-quadruplex, sendo que L, aumentou a
temperatura de melting em cerca de 5°C, enquanto os ligandos Ls, Ly € L; aumentaram em
4°C, 6°C e 7°C respetivamente. De acordo com os resultados obtidos é de salientar a
importancia da poliamina na estabilizacao da estrutura quadruplex, uma vez que se verifica
um maior aumento da temperatura de melting no ligando que possui a maior cadeia de
poliamina. Assim, é possivel afirmar que o tamanho da cadeia é importante na estabilizacao
de estruturas G-quadruplexes paralelas, uma vez que existe uma relacao entre o tamanho da
poliamina e o grau de estabilizacao do G-quadruplex. Uma vez que a diferenca dos valores de
estabilizacao entre os ligandos derivados de quinolina e naftaleno é pouca, € possivel concluir
que as interacdes ocorrem principalmente entre a poliamina e as grooves do DNA,
verificando-se que os diferentes anéis aromaticos que constituem os ligandos, tém pouca

influencia na estabilizacao da estrutura de G-quadruplex.

4.3 Sintese dos suportes cromatograficos

0 ligando Ls foi o selecionado para ser utilizado na preparacao dos suportes cromatograficos.
Apesar deste ligando ter apresentado resultados ligeiramente mais baixos nos estudos de
interacdo e estabilizacdo do G-quadruplex, a sua sintese apresentou um rendimento muito
superior (79%) aos ligandos Ly, Ls € Ly (40%; 26% e 11%, respetivamente). Assim, uma vez que
a producao dos suportes cromatograficos requer quantidades elevadas de ligando de forma a

tentar aumentar a densidade de ligandos, optou-se por escolher o ligando Ls.
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4.3.1 Suporte A

H

(0)
Sepharose O/Y\O/\/\/ \)\ H O
OH N/\/ \/\N
H

Figura 43 — Representacdo esquematica do suporte A.

A imobilizacado do ligando Ls na Sefarose foi realizada através da formacao de grupos epoxido.
Este método é particularmente util na imobilizacdo de pequenos ligandos, visto que apresenta
um longo braco espacador (Healthcare, 2007). O método consiste na conversao dos grupos
hidroxilos da Sefarose em grupos epdxidos ativados, sendo de seguida imobilizado o ligando
através dos grupos amina.

A remocao dos ligandos nao imobilizados foi realizada por lavagens sucessivas com agua e
solucao de carbonato de sddio, até que estes ja ndo apresentassem coloracao.

No fim deste processo a Sefarose apresentava uma cor acastanhada, sendo indicativo de que
a imobilizacao foi bem sucedida.

A confirmacao estrutural de que o ligando tinha sido corretamente imobilizado na Sefarose foi

obtida por ressonancia magnética nuclear de alta resolucdo de angulo magico (HRMAS).

4.3.2 Suporte B

e

H
N
Sepharose O_C_N/\/ \/\N O
H

H

Figura 44 — Representacdo esquematica do suporte B

Compostos que contém grupos amina podem também ser ligados covalentemente a Sefarose
que foi ativada com CNBr a pH alcalino. Este método é amplamente utilizado na sintese de
suportes cromatograficos (Wilchek, Oka, & Topper, 1975), sendo que neste caso ha auséncia

do longo braco espacador.
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Apds a reacao do CNBr com os grupos hidroxilo da Sefarose, formaram-se grupos éster de
cianato ativados sendo de seguida adicionado o ligando Ls e imobilizado através do grupo
amina.

No fim do processo de imobilizacao verificou-se que a Sefarose manteve a cor branca,

sugerindo a nao imobilizacao do ligando.

4.4 Screening dos suportes sintetizados

Ambos os suportes sintetizados foram empacotados em mini-colunas de bancada, para a
realizacdo de testes de cromatografia de afinidade, pretendendo-se verificar a existéncia de
interacoes entre o pDNA e os ligandos.

Foram também preparadas duas colunas, uma contendo Sefarose e outra contendo Sefarose
ativada via epdxido, sem imobilizacdo do ligando, de forma a serem utilizados como
controlos. Assim foi possivel avaliar o tipo de interacdes nao especificas que ocorreram entre
o pDNA, o braco espacador e a Sefarose, utilizando condicbes idénticas as utilizadas nos
estudos com os suportes sintetizados.

Todos os ensaios foram realizados com o plasmideo pVAX-LacZ.

4.4.1 Suporte A

4.4.1.1 Condicbes hidrofébicas

Os ensaios iniciaram-se em condicdes que promovem essencialmente interacoes hidrofébicas.
Deste modo, a coluna foi equilibrada com uma solu¢ao de (NH,),SO4 3M em Tris-HCL 10mM (pH
8) e posteriormente adicionaram-se 100 pyL de amostra contendo o pDNA. De seguida foi
adicionada novamente a solucao de (NH,4),SO4 3M em Tris-HCl 10 mM, para eluicdo das
espécies nado ligadas, iniciando-se a recolha das fracdes. Por fim foi adicionada solucao Tris-
HCL 10 mM (pH 8) de forma a eluir as espécies ligadas.

Através da medicdo da absorvancia das fragdes, constatou-se que nao ocorreu a eluicao do
pDNA, concluindo-se que existiu forte interacao entre o suporte A e o pDNA, nas condicoes
usadas.

Sendo assim procedeu-se a realizacdo de ensaios com concentracées de (NH4),SO, mais
baixas. Foram testadas concentracdes a variar entre 1,5M e 0,5M, verificando-se que 1M era a

concentracao mais baixa em que ocorria interacao.
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Figura 45 - Perfil cromatografico obtido apds injecdo da amostra de pDNA no suporte A, utilizando um

gradiente decrescente de (NH4);SO4, representado pela linha tracejada: Primeiro passo 1 M de sal, e
segundo passo 0 M.

Como é possivel verificar pela figura 45, a realizacdo de um ensaio com uma menor
concentracao de sal (1M) promoveu a eluicao imediata de uma parte do pDNA, enquanto

outra parte ficou retida na coluna e apenas eluiu com a passagem de Tris-HCl 10 mM.

De seguida foi realizado um ensaio com o suporte de controlo (sefarose com braco espacador)

utilizando as mesmas condicdes, de forma a perceber se existiam mais interacdes para além

de interacao pDNA-ligando, nomeadamente envolvendo o braco espacador.
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Figura 46 - Perfil cromatografico obtido apds injeccao da amostra de pDNA no suporte de Sefarose com

braco espacador sem ligando imobilizado (branco), utilizando um gradiente decrescente de (NH4);S04,

representado pela linha tracejada: Primeiro passo 1 M de sal, e segundo passo 0 M.

Como ¢é possivel verificar pela figura 46, o pDNA apresentou uma ligeira interacao com o
suporte, corroborando-se assim a existéncia de interacdoes nao especificas. Verifica-se que

parte do pDNA permanece retido na coluna, eluindo apenas aquando da passagem de Tris-HCl
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10 mM. Este facto pode ser explicado pela presenca de um longo braco espacador altamente
hidrofébico, composto por dez carbonos, que interage com o pDNA quando sdo utilizadas

condicdes que provem interacdes hidrofébicas.

4.4.1.2 Condicoes idnicas

Nos ensaios realizados em condicdes que favorecem essencialmente as interagdes idnicas, a
coluna foi inicialmente equilibrada com Tris-HCl 10 mM (pH 8), sendo de seguida adicionados
100 pL de amostra. Posteriormente foi adicionada a solucao de Tris-HCl para promover a
ligacdo do pDNA. Por fim foi adicionada uma solucao de NaCl 2,5M em Tris-HCL 10 mM (pH 8)
de forma a promover a eluicao das espécies retidas. A leitura da absorvancia das fracoes

recolhidas permitiu tracar o respetivo cromatograma, tal como representado na figura 47.
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Figura 47 - Perfil cromatografico obtido apos injecao da amostra de pDNA no suporte A, utilizando um
gradiente crescente de NaCl, representado pela linha tracejada: Primeiro passo 0 M de sal, e segundo

passo 2,5 M.

Analisando o cromatograma € possivel observar que ocorreu retencao total do pDNA a 10 mM
de Tris-HCL, sugerindo interacado entre o pDNA e o suporte A, ao promover interacdes ionicas.
Ao aumentar a concentracao de NaCl para 2,5M ocorreu a eluicao do pDNA, sendo visualizado
no cromatograma (figura 47) a presenca de dois picos. A analise posterior das fracoes
correspondentes aos dois picos demonstrou que ambos apresentavam as isoformas oc e sc,

nao tendo sido obtida seletividade.

Foi realizado um ensaio com o branco (Sefarose com braco espacador), utilizando as mesmas
condicées. De acordo com o cromatograma da Figura 48 constatou-se que o pDNA eluiu
imediatamente com a solucao de Tris-HCl 10 mM, indicando que nado existem interacées do

pDNA com o braco espacador nem com a Sefarose. E assim concluir que qualquer interacdo
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que ocorra entre o pDNA e o suporte A, em condicdes idnicas, resulta da interacdo especifica

com o ligando imobilizado.
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Figura 48 - Perfil cromatografico obtido apods injecao da amostra de pDNA no suporte de Sefarose com
braco espacador sem ligando imobilizado (branco), utilizando um gradiente crescente de NaCl,
representado pela linha tracejada: Primeiro passo 0 M de sal, e segundo passo 2,5 M.

4.4.2 Suporte B

4.4.2.1 Condicbes hidrofébicas

Os ensaios realizados com o suporte B, foram efetuados seguindo a mesma estratégia descrita
em 4.4.1.1. Foram utilizadas varias concentracdes de (NH,4),SO4 variando entre 3M e 1,5M
para favorecer a ligacao do pDNA ao suporte, verificando-se que 1,8M era a concentracao
mais baixa que promovia interacao entre o pDNA e o suporte B.

Comparando os perfis cromatograficos obtidos com o suporte A e o suporte B (Figura 49),
utilizando a solucao de 3M de (NH,);SO., € possivel concluir que existem interacoes mais
fortes no suporte A, uma vez que se verifica a retencao do pDNA na coluna mesmo quando se
tenta a sua eluicao com Tris-HCl 10 mM, facto que nao se verifica no suporte B.

Para além dos anéis aromaticos presentes nos ligandos imobilizados em ambos os suportes, o
suporte A possui um longo grupo espacador que permite que o ligando esteja mais acessivel
ao pDNA e que aumenta a hidrofobicidade na superficie do suporte, favorecendo também
interacao. Este aumento de hidrofobicidade promove uma interacdo mais forte com o pDNA,

mas pode levar a uma diminuicao da seletividade (Hage & Cazes, 2005).
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Figura 49 - Perfil cromatografico obtido apds injecdo da amostra de pDNA no suporte B, utilizando um

gradiente decrescente de (NH4),SO4, representado pela linha tracejada: Primeiro passo 3 M de sal, e
segundo passo 0 M.

Comparando os cromatogramas obtidos com o branco (Sefarose) (Figura 50) e o suporte B

(Figura 51), utilizando uma solucao de 1,8M de (NH4),SO,, verificou-se que os perfis sao

bastante idénticos. Em ambos os ensaios ocorreu eluicao de parte do pDNA na presenca da
solucdo de (NH,4),S0,4, sendo o restante pDNA eluido apo6s a diminuicdo da concentracdo de

sal. Assim é possivel concluir que a imobilizacdo do ligando Ls no suporte B, através do
método de ativacdo da Sefarose com CNBr, nao foi bem sucedida.
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Figura 50 - - Perfil cromatografico obtido apds injeccao da amostra de pDNA no suporte de Sefarose

(branco), utilizando um gradiente decrescente de (NH4);SO4, representado pela linha tracejada:
Primeiro passo 1,8 M de sal, e segundo passo 0 M.
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Figura 51 - Perfil cromatografico obtido ap6s injeccdo da amostra de pDNA no suporte B, utilizando um

gradiente decrescente de (NH4);SO4, representado pela linha tracejada: Primeiro passo 1,8 M de sal, e
segundo passo 0 M.

4.4.2.2 Condigdes ionicas

Com os resultados obtidos previamente com o suporte B (auséncia da mudanca de cor da
Sefarose apo6s imobilizacdo do ligando e perfil cromatografico semelhante ao controlo), foi
possivel presumir que a imobilizacdo do ligando nao tinha ocorrido com sucesso. Assim, nos
ensaios cromatograficos usando condicdes que favorecem as interacdes electroestaticas era
de esperar que nao se verificasse a existéncia de interacao entre o pDNA e o suporte, uma
vez que este tipo de interagdes apenas ocorreria através da poliamina do ligando
parcialmente carregada positivamente. De acordo com o cromatograma da figura 52, é

possivel observar que o pDNA eluiu imediatamente na presenca da solucdo Tris-HCl 10 mM,

confirmando-se assim a auséncia de interacdes entre o pDNA e o suporte.
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Figura 52 - Perfil cromatografico obtido apds injeccao da amostra de pDNA no suporte B, utilizando um

gradiente crescente de NaCl, representado pela linha tracejada: Primeiro passo 0 M de sal, e segundo
passo 2,5 M.
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Tendo em conta os resultados obtidos durante os ensaios de screening, o suporte A foi o
selecionado para efetuar a purificacdo da isoforma sc dos dois plasmideos (pVAX-LacZ e pVAX-
G4). Este suporte apresentou potencial para a purificacao do pDNA, explorando a combinacao
de miltiplas interacées nao-covalentes, nomeadamente interacdes eletroestaticas e/ou
hidrofébicas. Ao promover interacdes eletroestaticas verificou-se que nao existiam interacoes
nao especificas entre o pDNA e a Sefarose com o braco espacador. Para além disso, a
utilizacao de NaCl apresenta vantagens como o baixo custo e um menor impacto ambiental,

quando comparado com a utilizacao do (NH,),SO,.

4.5 Purificacdo da isoforma sc dos plasmideos pVAX-LacZ e
pVAX-G4

Pequenas moléculas que se ligam com alta afinidade e especificidade ao DNA podem ser bons
candidatos a ligandos cromatograficos para a purificacdo de pDNA. Em trabalhos anteriores
constatou-se ser possivel separacdo da isoforma sc do pDNA das restantes impurezas ao
utilizar ligandos derivados de compostos heterociclicos. Caramelo-Nunes e colaboradores,
desenvolveram um novo suporte cromatografico através da imobilizacdo do intercalador de
DNA, o DAPP, capaz de purificar a isoforma sc utilizando baixas concentracdes de sal (NaCl
0,55M) no eluente (Caramelo-Nunes, Almeida, Marcos, & Tomaz, 2013).

A purificacdo da isoforma sc depende de varios fatores, tais como o tipo de sal, forca ionica,
temperatura e pH (Pfaunmiller et al., 2013). Na realizacdo deste trabalho o tipo de sal
escolhido para o isolamento da isoforma sc dos plasmideos pVAX-LacZ e pVAX-G4, foi o NaCl.
Esta escolha baseou-se nos resultados obtidos previamente durante o screening dos suportes
(ponto 4.4). A forca ionica e a temperatura foram ajustadas de forma a obter separacéo
eficiente das isoformas. Todos os ensaios foram realizados no sistema AKTA Avant, utilizando
uma coluna onde foram empacotados 4 mL do suporte A. A coluna estava ligada a um sistema
de refrigeracao que permitiu a realizacao de ensaios a 4°C, 10°C, 15°C e 25°C. Foi utilizado

um loop de 200 pL para a injecao da amostra na coluna.

4.5.1 sc pVAX-LacZ

Inicialmente os ensaios foram realizado a temperatura de 25°C, utilizando tampao Tris-HCL 10
mM a pH 8, no passo de ligacdo. Através da analise do cromatograma (Figura 53) é possivel
verificar que existe a retencao do pDNA (oc + sc), confirmando a existéncia de interacoes
entre o pDNA e o suporte. O aumento da forca idnica na fase movel com a adicao de NaCl 1,5
M em Tris-HCl 10 mM (pH 8) permite a eluicao do pDNA, verificando-se a presenca de um
Unico pico no cromatograma. Estes resultados vdao de encontro aos resultados obtidos nos

ensaios nas mini-colunas de bancada (ponto 4.4.1.2).
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Figura 53 - Perfil cromatografico obtido ap6s a injecdo da amostra de pVAX-LacZ e respetiva
eletroforese em gel agarose a 1%. A - Amostra de pDNA injetado na coluna; 1 - Fracao recolhida
utilizando 1,5 M de NacCl.

A amostra eluida no pico 1 foi recolhida e analisada em gel de agarose 1%, verificando-se a
presenca das isoformas oc e sc do pDNA. Sendo assim, sdo necessarios estudos de
ligacao/eluicdo para determinar as condicdes necessarias para se obter a separacao das
isoformas.

Foram estudadas varias condicdes usando diferentes concentracoes de NaCl em Tris-HCl 10

mM, de forma a avaliar os perfis de eluicdo de ambas as isoformas (sc e oc) (Tabela 2).

Tabela 2 - Resumo dos gradientes de ligacao/eluicdo testadas para a separacao das isoformas do

plasmideo pVAX-LacZ a 25°C, com diferentes concentragdes de NaCl.

Perfil de ligacdo/eluicao

Isoformas 0,1 M 0,3M 0,5M 1,5M
oc Retencdo Ligacao/Eluicao Ligacao/Eluicao Ligacao/Eluicao
sc Retencdo Ligacao/Eluicao Ligacao/Eluicao Ligacao/Eluicao

Os resultados da Tabela 2 mostram que a retencao de ambas as isoformas € obtida com NaCl
0,1 M em Tris-HCL 10 mM (pH 8), e para as restantes concentracdes de NaCl (0,3 M; 0,5 M e
1,5 M) ocorre eluicao parcial de ambas as isoformas. Estes resultados sugerem uma baixa

seletividade do suporte quando o processo é efetuado a temperatura de 25°C. Em trabalhos
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anteriormente publicados, Sousa e colaboradores reportaram que a temperatura influenciava
as interacoes do pDNA com o suporte, alterando assim o modo de retencao das diferentes
isoformas, sendo que temperaturas mais altas aumentavam a retencao das mesmas, uma vez
que promoviam interacdes hidrofdbicas (F. Sousa, Matos, Prazeres, & Queiroz, 2008).

Desta forma, foram realizados ensaios a diferentes temperaturas (4°C, 10°C e 15°C), de forma
a avaliar o efeito desta alteracao nos perfis de retencao do pDNA.

De facto a alteracao da temperatura teve um impacto na seletividade do suporte,
verificando-se que ao diminuir a temperatura para 4°C, a seletividade aumentava, tal como

indicado na Tabela 3.

Tabela 3 - Resumo dos perfis de ligacao/eluicdo das isoformas do plasmideo pVAX-LacZ a 4°C, com

diferentes concentracoes de NaCl.

Perfis de ligagcdo/eluicao

Isoformas 0,1M 0,15 M 0,2M 1,5M
oc Retencao Eluicao Eluicao Eluicao
sC Retencao Ligacao/Eluicao Ligacao/Eluicao Eluicao

De acordo com os resultados da Tabela 3, é possivel concluir que ambas as isoformas sdo
retidas ao utilizar NaCl 0,1 M em Tris-HCl 10 mM, mas ao aumentar a concentracao para 0,15
M e 0,2 M, verifica-se a eluicao total da isoforma oc e uma eluicao parcial da isoforma sc,
ficando parte desta isoforma retida na coluna.

O ensaio cromatografico realizado com 0,15 M de NaCl em Tris-HCl 10 mM revelou o perfil

representado na figura 54.
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Figura 54 - Perfil cromatografico obtido apés a injecdo da amostra de pVAX-LacZ e respetiva
eletroforese em gel agarose a 1%. A - Amostra de pDNA injetado na coluna; 1 - Fracao recolhida
utilizando 0,15 M de NaCl. 2 - Fracao recolhida utilizando 1,5 M de NaCl.

A amostra injetada e as amostras eluidas no primeiro e segundo picos foram analisadas
através de eletroforese. Como é possivel verificar o primeiro pico, correspondente a eluicdo
com 0,15 M de NaCl apresenta duas bandas que correspondem as duas isoformas do pDNA. No
segundo pico apenas esta presente a banda correspondente a isoforma sc do pDNA. Assim, é
possivel concluir que esta isoforma apresenta interacées mais fortes com o suporte, do que a
isoforma oc. Esta diferenca pode ser explicada pelo facto do super enrolamento das duas
cadeias antiparalelas do DNA, na isoforma sc, expor regides hidrofébicas ficando desta forma
mais acessiveis ao ligando e ao solvente (Ferreira, 2005). Sendo assim, é possivel que existam
interacées de outro tipo, como por exemplo interacdoes hidrofobicas e interagdes por
empilhamento T-m entre as regides hidrofobicas do pDNA e os anéis aromaticos do ligando.

Através na figura 55 foi possivel ainda verificar que existe alguma perda da isoforma sc no
primeiro passo do gradiente, o que podera comprometer um pouco o rendimento de
recuperacao. Deste modo, de forma a melhorar este resultado, foi realizado um novo ensaio
com uma concentracao de NaCl ligeiramente inferior (0,145 M), de forma a eluir apenas a
isoforma oc no primeiro pico e a isoforma sc no segundo apenas. Como se pode visualizar pela
figura 55, apesar de ter ficado retida a maior parte da isoforma sc, ambos os picos
apresentam as duas isoformas do pDNA, nao se verificando assim uma separacao diferenciada

destas.
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Figura 55 - Perfil cromatografico obtido ap6s a injecdo da amostra de pVAX-LacZ e respetiva
eletroforese em gel agarose a 1%. A - Amostra de pDNA injetado na coluna; 1 - Fracao recolhida
utilizando 0,145 M de NaCl. 2 - Fracao recolhida utilizando 1,5 M de NaCl.

4.5.2 sc pVAX-G4

Para a purificacao da isoforma sc do plasmideo pVAX-G4 foi realizado um ensaio utilizando as
mesmas condicdes em que se obteve a purificacdo da isoforma sc do plasmideo pVAX-LacZ.
Foi utilizada uma solucao de NaCl 0,15 M em Tris-HCl 10 mM no primeiro passo do gradiente e
no segundo passo aumentou-se a concentracao de NaCl para 1,5 M, para eluir as espécies mais
fortemente ligadas a coluna. O ensaio foi realizado a 4°C.

Pela analise da figura 56 € possivel verificar que o perfil cromatografico apresentado é
bastante semelhante ao da figura 54, onde se verifica a presenca de um pequeno pico, que
resulta da eluicao da isoforma oc e uma parte da isoforma sc, a 0,15 M de NaCl na coluna,
que apresenta bandas carateristicas de ambas as isoformas (oc + sc) apos analise por
eletroforese. Ao aumentar a concentracao para 1,5 M, surge um pico de maior intensidade,
que pela analise da electroforese se verificou corresponder apenas a eluicdo da isoforma sc.
Analisando as amostras recolhidas correspondentes a este pico verifica-se que este apenas
apresenta a isoforma sc.

Assim, é possivel concluir que a introducdo da sequéncia de 58 nucledtidos formadora de G-
quadruplex, 585y3, no plasmideo pVAX-LacZ (dando origem ao pVAX-G4), ndao tem qualquer

influéncia no processo de purificacao.
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Figura 56 - Perfil cromatografico obtido apos a injecao da amostra de pVAX-G4 e respetiva eletroforese
em gel agarose a 1%. A - Amostra de pDNA injetado na coluna; 1 - Fracao recolhida utilizando 0,15 M de
NaCl. 2 - Fracao recolhida utilizando 1,5 M de NaCl.

4.6 Transcricao in vitro da isoforma sc do plasmideo pVAX-G4

A transcricdo consiste no primeiro passo na expressao de genes, onde um molde de DNA da
origem a uma copia de RNA através da acdo da enzima RNA polimerase. Em trabalhos
anteriores verificou-se que durante a realizacao da transcricao in vitro eram formadas
estruturas de G-quadruplexes denominadas por DNA:RNA hibridos. Constatou-se que este tipo
de estruturas se formavam nao s6 na cadeia de DNA que nao servia de molde, mas também no
proprio transcrito de RNA (Zheng et al., 2013).

Assim, de forma a corroborar a formacéo destas estruturas na isoforma sc do plasmideo pVAX-
G4, foi realizada a transcricao in vitro apo6s a sua purificacdo, sendo posteriormente as
amostras resultantes analisadas por espetroscopia de dicroismo circular.

Apds a transcricdo uma das amostras foi digerida com DNase, de forma a eliminar o DNA

presente e avaliar a estrutura do transcrito de RNA (Figura 57).
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Figura 57 - Espetro de dicroismo circular obtido para a amostra tratada com DNase.

0 espetro obtido, apresentado na figura 57, mostra a existéncia de uma banda negativa a 240

nm e uma positiva a 265 nm, o que corresponde a um espetro tipico de uma estrutura G-

quadruplex paralela.

Para verificar a formacao desta estrutura no DNA, foi realizada a digestao de outra amostra

com RNase, desta forma o RNA foi eliminado nao interferindo na analise da estrutura do DNA.

Para esta amostra foi obtido espetro representado na figura 58.
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Figura 58 - Espetro de dicroismo circular obtido para a amostra tratada com RNase.
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O espetro apresentado na figura 58 é semelhante ao obtido anteriormente na analise do
transcrito (Figura 57), apresentando uma banda negativa a 240 nm e uma positiva a 265 nm,
sendo possivel concluir que também esse formou estrutura de G-quadruplexe paralela nesta

amostra.

De forma a confirmar que a digestao das amostras com RNase e DNase foi bem sucedida, foi

realizada uma eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 59).

M 1 2

Figura 59 - Eletroforese em gel agarose 1% das amostras apos digestdao. M - Marcador de peso molecular.

1 - Amostra tratada com DNase. 2 - Amostra tratada com RNase.

O espetro da isoforma sc do plasmideo pVAX-G4 foi também tracado e comparado com os

espetros das amostras apos transcricao (Figura 60).
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Figura 60 - Espetro de dicroismo circular das diferentes amostras (pVAX-G4 sc; amostra tratada com

DNase e amostra tratada com RNase).
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Através da analise da figura 60 é possivel verificar que a isoforma sc do plasmideo pVAX-G4
apresenta um espetro caracteristico da forma B do DNA, apresentando uma banda negativa a
245 nm e uma banda positiva a 275 nm. Apds a transcricao verifica-se um deslocamento da
banda negativa de 245 nm para 240 e da positiva de 275 nm para 265 nm, confirmando-se
assim a alteracao da estrutura do DNA.
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Capitulo 5

5 Conclusoes

Os G-quadruplexes estdo presentes em varias regides importantes do genoma, tais como os
telomeros e os promotores de oncogenes e estdo envolvidos em importantes processos
celulares como a transcricao, replicacao e recombinacao. A formacao e estabilizacao destas
estruturas nas extremidades dos telomeros promove a inibicdo da telomerase em células
cancerigenas, o que ira levar a que as células percam a sua capacidade de divisao celular e
sejam eliminadas. Nos promotores de oncogene atuam como repressores da transcricao. Desta
forma, a sintese de ligandos especificos para as estruturas de G-quadruplex é de elevada
importancia, uma vez que podem funcionar como agentes anticancerigenos. Neste trabalho
foi apresentada a sintese de ligandos derivados de quinolina (Ls;) e naftaleno (Ls, L¢ e Ly).
Através dos estudos de dicroismo circular verificou-se que a sequéncia de DNA 58Sy3, forma
uma estrutura de G-quadruplex paralela na presenca de K*. Os espetros de dicroismo circular
obtidos pela realizacdo de titulacées com diferentes racios de ligando/DNA, evidenciaram
interacao entre os ligandos Ly, Ls, Ls € Ly € a estrutura de G-quadruplex e conservacao da sua
topologia paralela. A estabilizacao do G-quadruplex foi estudada avaliando a diferenca da
temperatura de melting (ATm) promovida pelos ligandos, verificando-se que estes promoviam
um aumento da estabilidade térmica entre 4°C e 7°C. Concluiu-se que a cadeia lateral de
poliamina desempenha um papel importante na estabilizacao, sendo que o aumento do
tamanho desta leva a um aumento da estabilizacdo do G-quadruplex.

Estudos recentes demonstraram que as estruturas G-quadruplexes sao mais abundantes na
isoforma sc de plasmideos que contém sequéncias ricas em guaninas, como é o caso da 58Sy3.
Assim, a purificacdo desta isoforma é essencial para posteriormente se realizarem estudos in
vitro de estabilizacdo do G-quadruplex. O ligando Ls foi selecionado para a sintese de dois
suportes cromatograficos através da imobilizagao na Sefarose através do braco espagador 1,4-
butanediol diglicidil éter, originando o suporte A, e na Sefarose ativada com CNBr sem braco
espacador, dando origem ao suporte B.

Através de testes cromatograficos realizados em mini-colunas de bancada, foi possivel
concluir que o suporte A apresentava interacao com o plasmideo pVAX-LacZ em condicdes em
que sdo favorecidas as interacdes ionicas e hidrofobicas, tendo assim potencial para a
purificacdo da isoforma sc dos plasmideos. Ja no suporte B, foi possivel concluir que a
imobilizacao do ligando ndo ocorreu uma vez que este apresentava um perfil cromatografico
muito semelhante ao branco (Sefarose). A purificacao da isoforma sc dos pVAX-LacZ e pVAX-
G4 foi realizada com o suporte A no sistema AKTA Avant, realizando-se varios ensaios de
forma a comparar as condicdes de ligacdo/eluicao dos plasmideos. A purificacdo foi

conseguida utilizando um gradiente por passos crescente, onde no primeiro passo foi usada
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uma solucao de 0,15 M NaCl em Tris-HCl 10 mM (pH 8) e no segundo uma solucao de 1,5 M
NaCl em Tris-HCl 10 mM (pH 8) a temperatura de 4°C. A purificacao da isoforma sc do pVAX-
G4 ocorreu utilizando as mesmas condicoes, concluindo-se assim que a sequéncia 58Sy3
inserida no plasmideo nédo altera as condicoes de purificacdo. Apesar da isoforma sc ter sido
purificada, esta nao foi completamente recuperada.

A formacao da estrutura G-quadruplex depois da transcricao da isoforma sc do pVAX-G4 foi
confirmada por dicroismo circular, onde foi obtido um espetro com uma banda negativa a 240
nm e uma positiva a 265 nm, o que corresponde a uma estrutura de G-quadruplex paralela.
Foi ainda possivel verificar que estas estruturas se formavam tanto no DNA como no transcrito
de RNA.
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Capitulo 6

6 Perspetivas futuras

Neste trabalho foi demonstrado que os ligandos derivados de naftaleno (Ls, Ly € L;) e
quinolina (L4) estabilizam a estrutura de G-quadruplex paralela formada pela sequéncia
58Sy3. Estes ligandos podem ainda ser melhorados, por exemplo, a adicao de mais cadeias
laterais protonadas que iria aumentar as interacdes electroestaticas nas grooves do G-
quadruplex, enquanto a introducdo de mais anéis aromaticos iriam aumentar as interacoes
por empilhamento m-m com os anéis das tétradas de guaninas. Posteriormente, estes ligandos
poderao ser avaliados em termos de citotoxicidade, internalizacao e localizacao celular.
Relativamente a purificacdo da isoforma sc dos plasmideos pVAX-LacZ e pVAX-G4 é ainda
necessaria uma otimizacdo das condicoes de maneira a alcancar a recuperacao total desta
isoforma. Posteriormente devera ser realizada a purificacdo a partir de uma mistura
complexa de lisado de E. coli de forma a estudar o comportamento do suporte A na presenca
de outras impurezas.

Deverao ainda ser realizados ensaios cromatograficos utilizando DNA na sua forma de dupla
hélice e na forma de G-quadruplex, de forma a comparar os tempos de retencdo de cada um

e avaliar assim a seletividade do suporte para a estrutura G-quadruplex.
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