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Resumo

A entrega de farmacos ao sistema nervoso central é dificultada pela presenca da barreira
hematoencefalica (BHE). Uma das possiveis estratégias consiste no uso de transportadores
macrociclicos derivados de calixarenos, devido a sua capacidade de penetracao celular. Estes
compostos possuem carateristicas semelhantes as ciclodextrinas (CDs), que pertencem a
mesma familia, e que conseguem permeabilizar a BHE. Assim sendo, este trabalho foca-se no
desenvolvimento de compostos derivados de calixarenos, capazes de interagir com
aminoacidos e permear a BHE. Os compostos foram sintetizados, purificados e caraterizados
por espetroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN). A interacdao e formacao dos
complexos derivados de calixarenos e os aminoacidos L-leucina e L-isoleucina foram avaliadas
por titulacées de RMN de 'H, de modo a identificar os locais de ligacdo envolvidos na
formacao do complexo. O efeito dos compostos na proliferacao celular na linha celular de
neuroblastoma humano (SH-SY5Y) foi avaliado por MTT, de modo a verificar a compatibilidade
para serem usados como transportadores e agentes neuroprotetores. Para o derivado E foi
ainda avaliado o efeito celular por avaliacdo da morfologia nuclear por microscopia de

fluorescéncia.

Da sintese quimica resultam trés macrociclicos, os quais foram posteriormente estudados. A
formacao dos complexos de calixarenos (derivado E, Calix NH, e Calix Pyr) com aminoacidos
foi seguida por RMN de 'H. Os dados do ensaio de MTT em conjunto com os dados de
morfologia nuclear, por microscopia de fluorescéncia mostraram que a exposicao das células
SH-SY5Y ao derivado E ou aos compostos Calix NH, e Calix Pyr, nao alterou a viabilidade e a
proliferacao celular. Em conjunto estes resultados sugerem que o derivado E, os compostos
Calix NH, e o Calix Pyr sao moléculas promissoras para serem usados como moléculas com

capacidade de permear a BHE.
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Abstract

The delivery of drugs to the central nervous system is hindered by the presence of the blood
brain barrier (BBB). One possible strategy to overcome this difficulty is the use of macrocyclic
derivatives of calixarenes due its capacity to permeate cellular membranes. These
compounds possess characteristics similar to cyclodextrins (CDs), which belong to the same
family, and that can permeate the BBB. Thus, this work focuses on the development of
calixarene derivatives capable of interacting with amino acids and permeate the BBB. The
compounds were synthesized, purified and characterized by nuclear magnetic resonance
spectroscopy (NMR). The interaction and complex formation of calixarenes derivatives and
amino acids L-leucine and L-isoleucine were evaluated by 1H NMR in order to identify the
binding sites involved in complex formation. To verify putative cytotoxic effects of these
compounds cell viability and proliferation was assessed in human neuroblastoma cell line (SH-

SY5Y) by the MTT assay and analysis of the nuclear morphology.

Chemical synthesis resulted in three macrocyclic compounds, which were subsequently
studied. The formation of complexes between calixarene derivatives (E derivative, NH2 and
Calix Calix Pyr) and amino acids was followed by 1H NMR. The MTT test data together with
the information about the nuclear morphology showed that exposure of SH-SY5Y cells to the
calixarene derived E or the Calix Calix Pyr NH2 did not alter the viability or cellular
proliferation. Together the results suggest that the derivative E and the compounds Calix

Calix Pyr NH2 are promising molecules for use as molecules with ability to permeate the BBB.

Keywords

Calixarenes, blood brain barrier, aminoacids and cell viability.
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Capitulo 1

Introducao

Os investigadores tém dado importancia ao tratamento de doencas cerebrais e ao desafio em
entregar farmacos ao cérebro. Um dos grandes problemas que existe para a entrega de

farmacos é que mais de 98% destes nao consegue ultrapassar a BHE (Tabatabaei et al. 2015).

Uma das estratégias que tem vindo a ser estudadas para ultrapassar este problema é o uso de
transportadores macrociclicos derivados de calixarenos, visto que estes conseguem permear

as membranas celulares (Bagnacani et al. 2013).

1.1. Calixarenos

Nas Ultimas trés décadas, os calixarenos tém adquirido um papel importante tanto na ciéncia
basica como na aplicada (de Fatima, Fernandes, and Sabino 2009). Os calixarenos sao
designados como a terceira geracao dos recetores supramoleculares, como as CDs e os éteres
de coroa (Sirit and Yilmaz 2009; Ebdelli et al. 2014). Estes sao sintetizados a partir da reacao
de condensacao entre o formaldeido e o fenol p-substituido. Os calixarenos pertence a classe
dos macrociclicos (Hu et al. 2015), e possuem duas cavidades, como se pode observar na Fig.
1, em que a cavidade superior é definida pelos substituintes dos anéis fenolicos e corresponde
a parte hidrofobica do calixareno, este possui também uma cavidade inferior que é composto
pelos grupos hidroxilos dos fenois tornando assim esta cavidade hidrofilica (Sirit and Yilmaz
2009; Lo and Wong 2008).



<4— Cone superior

4——Cone Inferior

Fig. 1: Estrutura molecular do calix[n]areno e as suas respetivas cavidades (adaptado Lo and Wong
2008).

O numero [n] dos calixarenos corresponde ao nimero de anéis fenolicos aromaticos numa
Unica molécula, e este n pode ser 4, 6 ou 8 (Kurzatkowska et al. 2015). Os derivados destas
moléculas possuem varias atividades biologicas tais como, antifingica, antiviral,
antibacteriana, anticancerigena, antioxidante, inibicao enzimatica e entre outras (de Fatima,
Fernandes, and Sabino 2009; Creaven, Donlon, and McGinley 2009). Estes também possuem
aplicacées como recetores de catides e anides, transportadores de ides e sensores (Hong and
Ham 2008).

Os calixarenos tém sido muito usados devido a sua grande capacidade de ser modificados em
termos estruturais e funcionais (Memon and Yilmaz 2001). Esta capacidade tem sido muito Gtil
para a concecao e desenvolvimento de novos farmacos, como por exemplo o calix[8]areno
complexado com a heparina, o p-sulfonatocalix[4,6]areno, e o calix[6]arenohexaéster
(Talotta, Gaeta, and Neri 2015; Da Silva, Lazar, and Coleman 2004). Entre essas carateristicas
temos, a variabilidade conformacional, possuir uma cavidade adequada para ides ou
moléculas de inclusdo pequenas, ter a capacidade de ser usado como scaffold, ter a
capacidade de formar complexos, formar ligandos ditopicos que possuam locais de ligacao em
ambas as cavidades, e ter a capacidade de combinar ligandos para a formacao de sensores,

vetores e dispositivos moleculares (de Fatima, Fernandes, and Sabino 2009).

1.1.1. Propriedades fisico-quimicas e estrutura

Os calixarenos possuem carateristicas Unicas, nomeadamente estabilidade fisica e quimica,
flexibilidade e aptidao de interacoes hdspede-hospedeiro (Ebdelli et al. 2014), o que permite

que estes possam ser usados em diversas aplicacdes. Eles tém sido utilizados como



transportadores de farmacos, por causa da sua atividade bioldgica, estrutura quimica,
afinidade e seletividade para moléculas alvo. A desvantagem destes compostos € terem fraca
solubilidade em solucbes aquosa. Para contornar este problema, os calixarenos podem ser
modificados por adicao de grupos polares ou por modificacbes quirais, como aminoacidos e
péptidos (Drakalska et al. 2014). A utilizacdo de aminoacidos e péptidos possui inUmeras
vantagens, porque sao moléculas naturais e possuem versatilidade quiral e os seus derivados
sao comerciais. Além disso, os aminoacidos promovem interacdes ndo covalentes que ajudam
0 processo de reconhecimento molecular (Wierzbicki, Jedrzejewska, and Szumna 2014). Os
calixarenos formam complexos de inclusdo com aminoacidos obtendo-se recetores sintéticos
biologicamente ativos (Santos et al. 2015). A formacao destes complexos ocorre através das
interacdes hidrofébicas, ligacoes de hidrogénio, empilhamento m-m, transferéncia de cargas,
entre outras, com os calixarenos, os quais permitem a reversao de complexacao para

descomplexacao, como se pode evidenciar na Fig. 2 (Zhou, Li, and Yang 2015).
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Fig. 2: Representacao esquematica da formacao dos complexos de inclusao baseada em calixarenos e

farmacos e a sua descomplexacdo (adapatado Zhou, Li, and Yang 2015).

Da familia dos calixarenos faz parte o calix[4]areno, o membro mais pequeno desta familia
(Hu et al. 2015), com capacidade de ligar a varios tipos de metais. Diamond et al, em 1986
demonstrou que este calixareno era um sensor para ides de sodio, permitindo a sua
quantificacdo na corrente sanguinea. O calix[4]areno possui 4 conformacdes que diferem na

posicao dos grupos fenodlicos, apresentando uma forma de “cone” quando os substituintes



possuem a mesma orientacao, “cone-parcial” quando existe uma unidade aromatica invertida
em relacdo as outras, “1,2-alternado” e “1,3-alternado” quando existem dois anéis
aromaticos invertidos (Lo and Wong 2008). Estas conformacdes podem ser visualizadas na Fig.
3.

OH OH

"Cone parcial

R

"1,3-alternado g
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Fig. 3: Conformacdes do calix[4]areno (adaptado Lo and Wong 2008).

Os calixarenos sao compostos ideais para a complexacao com ides metalicos por causa da sua
estrutura rigida. Ambas cavidades do calixareno podem ser modificadas de acordo com o que
se pretende. Ou seja, no caso de se pretender complexar seletivamente com metais a
cavidade a ser modificada é a superior, enquanto se a modificacdo for efetuada na cavidade
inferior, esta vai contribuir para o aumento da sua cavidade o que permite complexar com
moléculas maiores, anides, aminoacidos entre outras podendo funcionar como transportador
molecular (Patra et al. 2012). A insercao de grupos aminas tanto no cone superior como no
inferior favorece a conformacao em forma de “cone” do calix[4]areno. Esta modificacao
causa coeficientes de particao maiores que o composto comercial, indicando assim uma maior
solubilidade na camada organica sobre uma vastissima gama de pH (Wolf et al. 1999). Os
amino-calix[4]areno € uma das classes de calixarenos sollveis em agua, este possuem

interacdes fortes com os substratos anionicos (Da Silva, Lazar, and Coleman 2004).
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Neste contexto, a espetroscopia de RMN tem vindo a ser usada para caraterizar a interacao e
a formacdo de complexos de inclusdo com outras moléculas, nomeadamente aminoacidos e

péptidos (de Fatima, Fernandes, and Sabino 2009).

Por causa das carateristicas e das vantagens que os calix[n]Jarenos possuem, estes foram os
escolhidos para a realizacdao deste trabalho, a fim de explorar a sua interacao com

aminoacidos e analisar a capacidade de permear a BHE.

1.2. Calixarenos como estratégia de entrega de aminoacidos no Sistema
Nervoso Central (SNC)

O desenvolvimento de novas terapias contra doencas no SNC tem vindo a ser um enorme
desafio por causa da presenca da BHE (Kolter et al. 2015). A complexidade da BHE dificulta o
acesso dos farmacos ao cérebro, causando assim uma exposicdo insuficiente do SNC ao
principio ativo dos farmacos (Bicker et al. 2014). Ou seja, mais de 98% dos agentes
neuroterapéuticos nao conseguem atravessar a BHE e nem conseguem atingir a sua
concentracao terapéutica (Kolter et al. 2015). Esta barreira foi identificada em experiéncias
que envolveram a injecdo de um corante no sangue periférico circulante em animais adultos,
o qual corou todos os tecidos do corpo, exceto o cérebro, evidenciando a presenca de uma
barreira (Hagan and Ben-Zvi 2014). Estas experiéncias foram realizadas na Germania no final
do século 19 e parte do século 20 (Banks 2015). A BHE é uma barreira dinamica e forma uma
interface complexa entre o sangue e o SNC. E constituida por células endoteliais
microvasculares do cérebro cercado por péricitos, astrocitos, microglia e neuronios (Fig. 4). A
interacao entre estas células constitui a unidade funcional designada unidade neurovascular
(Campos-Bedolla et al. 2014).
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Fig. 4: Estrutura representativa da Barreira Hematoencefalica (adaptado de Bicker et al. 2014).

0 endotélio microvascular na BHE é caraterizado pela presenca de jungdes oclusivas entre as
células endoteliais adjacentes, as fenestracoes sdo completamente ausentes desta barreira e
este possui poucas vesiculas pinocitoticas. O endotélio microvascular tém um papel
fundamental no transporte e na manutencao da homeostase do SNC (Campos-Bedolla et al.
2014; Mendes et al. 2015). Esta barreira € muito importante porque ajuda na regulacdo do
microambiente delicado do SNC (favorecendo condicées otimas para o funcionamento
neuronal) e é responsavel pela manutencdo de uma area relativamente imunitariamente
priveligiada. A sua funcdo esta dependente da expressao e da localizacdo das juncdes
oclusivas e dos complexos de juncdes de adesao entre as células endoteliais do SNC (Alvarez
et al. 2015).

0 uso de sistemas de entrega de farmacos, por exemplo transportadores macromoleculares
(CDs, calixarenos e éteres de coroa), vesiculas coloidais e nanogéis, representam uma
estratégia inovadora capaz de passar a BHE, e minimizar assim os niveis de farmacos
sistémicos e consequentemente os seus efeitos secundarios. A combinacdo destes
transportadores com materiais macromoleculares e lipidicos, como moléculas
nativas/bioldgicas, conduziu ao avanco dos dispositivos supramoleculares. Estes dispositivos

sdo promissores para a entrega de farmacos devido a sua capacidade de atravessar a BHE de



um modo nado invasivo. Para obter uma acdo local, a superficie dos dispositivos
supramoleculares pode ser alterada adicionando pequenos peptideos. Transportadores
macromoleculares promissores para a entrega de farmacos sao os calixarenos e as CDs, visto
poderem formar interacdes intermoleculares com varios compostos. Destes transportadores as
CDs tém-se destacado como sistemas de entrega de farmacos por terem a capacidade de
entregar farmacos ao cérebro. Pois estas causam a permeabilizacdo da BHE através da
abertura temporaria das juncdes de oclusao da BHE e a diminuicdo da atividade do complexo
de efluxo da mutltidroga Glicoproteina P (P-gp). As CDs sao oligossacaridos ciclicos formados
por 6, 7 e 8 residuos de glucose (resultantes da clivagem do amido (Vecsernyés et al. 2014)) e
estas sao denominadas por a-, B- e y-CDs respetivamente (Paolino et al. 2011). Esta molécula
€ constituida por duas cavidades em forma de cone, em que a cavidade exterior é constituida
pelos grupos hidroxilos tornando hidrofilica esta cavidade, por outro lado a cavidade interior
€ hidrofobica e é formada pelas ligacoes glicosidicas de oxigénio (Vecsernyés et al. 2014).
Estas conseguem formar complexos de inclusdo que podem modificar as carateristicas fisico-
quimicas e bioldgicas das moléculas hospedes, estabilizar ambos os componentes do sistema
molecular e melhorar a solubilidade dos compostos farmacéuticos (Paolino et al. 2011). As
CDs e os calixarenos pertencem a familia de macrociclicos e possuem carateristicas muito
semelhantes. Uma vez que ja existem estudos que comprovam que as CDs conseguem
permeabilizar a BHE, neste projeto selecionaram-se os calixarenos por estes serem

semelhantes e provavelmente se comportarem da mesma forma.

1.3. Métodos para estudar a interacao entre os derivados de calixarenos e

os aminoacidos

Existem alguns métodos usados para estudar a interacdao e formacao do complexo entre os
derivados de calixareno e os aminoacidos/péptidos, tais como a espetroscopia de RMN e a
espetrometria de massa (de Fatima, Fernandes, and Sabino 2009). A espetroscopia de RMN é
uma técnica ndo destrutiva, permitindo a elucidacado estrutural dos calixarenos e complexos.
Esta € uma técnica com alta resolucdo para a caraterizacdo de biomoléculas, fornecendo
informacdes acerca da sua estrutura e dinamica (Petroff 1988; Assfalg et al. 2015). O
fundamento desta técnica baseia-se na capacidade de nlcleos, essencialmente 3C, 'H,
3P 19F, N, entre outros (Pastor and Martinez-Viviente 2008), absorverem a energia de
radiofrequéncias. Esta absorcdo é depois quantificada e origina um espetro representativo do
composto (Solomons and Fryhle 2001). Através da analise dos espetros de RMN existem trés
aspetos essenciais que se deve ter em conta, o desvio quimico, intensidade do sinal e a

largura da linha. O desvio quimico representa o ambiente quimico local de cada nlcleo, a



intensidade do sinal esta relacionada com o nimero de nlcleos de ressonancia a uma dada
frequéncia, enquanto a largura da linha tem relacionamento com a taxa de relaxacao do spin
transversal, que depende do tempo de correlacao rotacional das espécies observadas (Assfalg
et al. 2015). A técnica de RMN tem vindo a ser usada em estudos in vitro, o que possibilita
estudar as interacdes entre os calixarenos e os acidos nucleicos, proteinas ou até as

membranas celulares (de Fatima, Fernandes, and Sabino 2009).

Na espetroscopia de RMN ¢é possivel obter espetros unidimensionais, bidimensionais,
tridimensionais e quadridimensionais (Shigemitsu et al. 2015). Os espetros unidimensionais
mais usados sdo os espetros de protao ('H) e o espetro de carbono (*C), mas existem outros
tipos de espetros, como o espetro de azoto ('°N), de flior ('°F) e de fosfato (*'P) (Pastor and
Martinez-Viviente 2008). No espetro de 'H é possivel saber quantos protdes constituem a
molécula, através da integracdo das ressonancias. Este tipo de experiéncia possui vantagens
significativas, tais como, o tempo de ensaio curto, preparacao da amostra simples, sensivel,
nao destrutivo e quantitativo (Park et al. 2015). Ele tem a maior sensibilidade de que
qualquer outro nlcleo estavel € 100% abundante na natureza e é encontrado em praticamente
todos os metabolitos. Devido a estas vantagens ao adquirir o espetro de 'H-RMN é possivel
obter informacdes estruturais sobre macromoléculas complexas (Petroff 1988). Enquanto o
espetro de '3C é possivel saber qual € o numero total de carbonos existentes na molécula,
mas também se consegue diferenciar estes carbonos em quaternarios, terciarios, secundarios
e primarios. Em relacao aos espetros bidimensionais podem ser separados em homonuclear
(COSY, TOCSY) e em heteronuclear (HMBC, HSQC). Estes espetros permitem uma
caraterizacdo mais pormenorizada da molécula, visto que permite identificar a correlacédo e a
interacao entre os sinais obtidos nos espetros unidimensionais (Pastor and Martinez-Viviente
2008).

1.4. Avaliacdo dos efeitos celulares dos macrociclicos derivados de

calixarenos

O desenvolvimento de novas terapias para tratar algumas patologias no SNC tem sido um
derradeiro desafio, e quando estas novas terapias sao descobertas devem ser analisadas ao

nivel da viabilidade/proliferacao celular.

Um dos ensaios mais usados para avaliar este aspeto sdao os ensaios que tém por base um sal
tetrazolico como o brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)(Stepanenko
and Dmitrenko 2015). Este ensaio foi descrito pela primeira vez por Mosman em 1983, e

baseia-se na capacidade das células metabolicamente ativas reduzirem e converterem o MTT
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(composto amarelo) em cristais de formazano de cor plrpura escuro e insollveis em agua
(Angius and Floris 2015; Lupu and Popescu 2013; Stockert et al. 2012). Esta reacdo esta

representada na Fig. 5.
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Fig. 5: Reacao de reducao do MTT a cristais de formazano de MTT (adaptado por (Stockert et al. 2012).

O produto formado é solivel em solventes organicos como o dimetilsulfoxido (DMSO) ou o
isopropanol. A densidade otica da solucdo formada é quantificada por espetrofotometria a um
comprimento de onda compreendido entre os 450nm e os 600nm. A absorvancia obtida é
proporcional ao nimero de células viaveis (Lupu and Popescu 2013). A realizacdo deste ensaio
na elaboracdo do trabalho € essencial, pois o objetivo é sintetizar derivados de calixarenos
que nao sejam citotoxicos pois o objetivo é usar estes compostos como transportadores de

aminoacidos através da BHE, sendo essencial que estes nao provoquem danos a nivel celular.

E de extrema importancia que se facam ensaios de citotoxicidade/viabilidade celular aos
novos compostos macrociclos sintetizados. A interacdao destes compostos com os aminoacidos
e o seu transporte até a BHE pode vir a revelar interesse para aplicacbes com interesse

terapéutico ao nivel do SNC.






Capitulo 2

Objetivos

Este projeto tem como objetivos, sintetizar compostos macrociclicos derivados de calixarenos
e avaliar a sua capacidade de ligar os aminoacidos L-leucina e L-isoleucina e exercer acao
neuroprotetora.

2.1. Objetivos especificos

— Sintetizar compostos macrociclicos derivados de calixarenos transportadores dos
aminoacidos (L-leucina e L-isoleucina);

— Avaliar a formacao dos complexos e a interacao dos transportadores com o0s
aminoacidos, através da espetroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN);

— Estudar a distribuicao subcelular dos transportadores e avaliar o impacto na
viabilidade celular em células SH-SY5Y;

11






Capitulo 3

Materiais e Métodos

3.1. Sintese Quimica

3.1.1. Materiais

Os compostos comercialmente obtidos foram todos usados nas reacdes quimicas sem
purificacdo prévia. O 4-terc-butilcalix[4]areno (99%) (CAS: 60705-62-6) e o hidreto de sodio
(NaH) (60%) (CAS: 7646-69-7) foram adquiridos na Acrds Organics. O nitrato de sodio (NaNOs)
(99,5%) (CAS: 7631-99-4) foram adquiridos pela Chem-Lab. Enquanto o N-(3-
bromopropil)ftalamida (98%) (CAS: 5460-29-7), o N-(-5-bromopentil)ftalamida (95%) (CAS:
954-81-4), o paladio de carbono (Pd/C) (10wt%) e a hidrazina monohidratada (NH,NH,, foram
adquiridos pela Sigma Aldrich. Os solventes, diclorometano (CH,Cl;) (99,9%) (CAS: 75-09-2), o
dimetilformamida (DMF) (99,98%) (CAS: 68-12-2) e o cloroformio (CHCl3) (99,99%) (CAS: 67-66-
3) foram adquiridos pela Fischer Chemical enquanto o metanol (MeOH) (99,8%) (CAS: 67-56-1)
foi adquirido a Scharleau. O acido cloridrico (HCl) (37%) (CAS: 7647-01-0) foi comprado a VWR
We Enable Science, e o acido trifluoroacético (CF;COOH) (CAS: 76-05-1) foi adquirido a

Fischer Chemical.

3.1.2. Procedimento de Cromatografia

O isolamento e purificacao dos derivados finais foi realizada por cromatografia de coluna.
Para isso, o produto foi dissolvido em 1mL de CH,Cl, e na coluna utilizou-se como fase
estacionaria silica gel 0,060-0,200 nm, adquirida a Merck, e como fase movel foi usado
CH,Cl;:MeOH (6:4, v:v), ou CH,Cl;:MeOH (5:1, v:v), ou CH,Cl, apenas.
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3.1.3. Equipamentos

As reacOes quimicas desenvolvidas foram executadas em placas com agitacdo magnética e
controle temperatura da marca Heidolph. A evaporacdo de solventes organicos ocorreu em
evaporadores rotativos da marca Buchi.

Os espectros de RMN foram adquiridos no espetrometro Bruker Avance Il 400 MHz. Os
solventes usados para a obtencao dos espetros foram cloroférmio deuterado (CDCl;) e como

referéncia interna foi utilizado o tetrametilsilano (TMS).

A caraterizacao dos derivados foi realizada por espetroscopia de RMN, e relativamente aos
espetros de 'H, a ordem é a seguinte: nome do solvente, desvio quimico (ppm), integracao,
multiplicidade e atribuicao da molécula. Para os espetros de '*C RMN segue-se a seguinte

ordem: solvente e desvio quimico.

3.1.4. Procedimento experimental

Os solventes foram previamente destilados e secos através do seguinte método: ativaram-se
os peneiros moleculares-4A numa mufla durante 24 h. Deixou-se arrefecer a temperatura
ambiente durante cerca de 24 h e de seguida colocaram-se os peneiros moleculares dentro de
um frasco e adicionou-se o solvente de interesse. Seguidamente foi adicionada a quantidade
de solvente a secar num balao de 250mL com os peneiros moleculares. Posteriormente, o
balao foi colocado sobre uma manta de aquecimento, em contato com um destilador, um

condensador e por um adaptador.

Na Fig. 6, encontram-se esquematizados os passos principais da sintese dos derivados do 4-

tert-butilcalix[4]areno.
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Fig. 6: Esquema geral da sintese dos derivados de calix[4]areno. A) 4-terc-butilcalix[4]areno; C)
3,3,3",3"- ((15,35,55,75-tetra-terc-butil-1,3,5,7(1, 3)-tetrabenzenociclo-octafano-12,32,52,72
tetrail)tetraquis(oxi))tetraquis (propan-1-amina); E) 5,5,5",5"-((15,35,55,75-tetra-terc-butil-
1,3,5,7(1,3)-tetrabenzenociclo-octafano-12,32,52,72-tetrail)tetraquis(oxi))tetraquis  (pentan-1-amina);
G) 15,35,55,75-tetraamina-1,3,5,7 (1,3) -tetrabenzenociclo-octafano - 12,32,52,72-tetraol.
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3.1.4.1. Sintese do 2,2’,2”,2”’-(((1%,3%,5%,7°-tetra-terc-butil-1,3,5,7(1,3)-
tetrabenzenociclo-octafano-12,32,52,72-tetrail) tetraquis(propano-3,1 -diil

)) tetraquis (iosindolina-1,3-diona) (Derivado B)

VAV

u, h 4 N %
/é NaH, DMF seco -~ a\
NS 0
/ \

| N- (3-Bromopropil ) ftalamida e

Num balao de fundo redondo de duas tubuladoras de 250mL, dissolveu-se o 4-terc-
butilcalix[4]areno (A) (0,61g, 0,94 mmol) em 25 mL de DMF e deixou-se em agitacao sob azoto
durante 30 min. Depois, adicionou-se o NaH (0,21g, 60 wt% em o6leo, 9,2 equivalentes por
cada grupo OH) lentamente. A mistura ficou sob agitacdo a temperatura ambiente durante
1h, sendo posteriormente adicionado a reacdo o N-(3-bromopropil)ftalamida (2,32g, 9,2n
mmol), durante 6 dias. Ao fim destes dias a reacao foi parada com a adicao de 1M de HCl
(15mL), o sdlido resultante desta reacdo foi filtrado através de um filtro de Biichner. O
produto bruto foi dissolvido em CHCl; (50mL) sendo depois lavado com uma solucao a 1M de
HCL (3x50mL). A fase organica foi separada e seca com a adicao de sulfato de sddio (NaSO,) e
de seguida o solvente foi evaporado sob pressao reduzida. Para obter o derivado B mais puro,
fez-se uma recristalizacao usando uma solucao CH,Cl,/MeOH (35mL de cada) que se adicionou
ao baldo para dissolver todo o seu contetudo. O conteudo foi filtrado para um novo balado de
fundo redondo e sob pressao reduzida os solventes foram evaporados. O rendimento da
reacao foi de 21,23% (280 mg de derivado B).

O derivado B foi analisado em RMN os seus dados sdo os seguintes. 'H-RMN (CDCl;, 400 MHz):
6=7,87-7,83 (m, 8H, PhtH,), 7,68-7,64 (m, 8H, PhtH,), 7,05 (s, 12H, ArH), 4,25-4,16 (m, 12H,
OCH,CH,CH,), 3,85 (s, 8H, ArCHAr), 2,57-2,48 (m, 8H, OCH,CH,CH,), 1,21 (s, 36H, C(CHs)3)
ppm. "*C-RMN (CDCl;, 400 MHz): &= 168,32; 168,25; 140,9; 133,43; 131,96, 132,13; 125,6;
123,12; 74,45; 36,69; 34,18; 33,8; 29,8 ppm.
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3.1.4.2. Sintese do 3,3',3",3"'- ((15,35,55,75-tetra-terc-butil-1,3,5,7(1,3)-
tetrabenzenociclo-octafano-12,32,52,72 tetrail)tetraquis(oxi))tetraquis

(propan-1-amina) (Derivado C)

NH:NH2, EtOH

O derivado B (0,21g 0,15 mmol) foi dissolvido em etanol 99,9% (20mL) num balao de fundo
redondo de 50mL, sob agitacdo e a temperatura ambiente. Seguidamente adicionou-se gota a
gota a NH;NH, (780 pL, 16mmol), sendo a mistura colocada em refluxo durante 12h.
Posteriormente a solucao foi arrefecida num banho de gelo, verificando a formacao de um
precipitado branco. De seguida, a mistura foi filtrada e depois procedeu-se a sua evaporacao
sob pressao reduzida. Adicionou-se agua (H;0) (50mL) ao produto e realizou-se uma extracao
com CH,Cl, (4x40mL). Evaporou-se novamente o solvente e deixou-se secar o derivado na
estufa de vacuo. Seguidamente realizou-se uma recristalizacdo para o composto ficar mais
puro. Para tal, adicionaram-se 30mL de CHCl; quente ao balao e fez-se uma filtracao para um
novo baldao e procedeu-se a evaporacao do solvente e deixou-se na estufa a secar. Como
Ultimo passo, para obter o derivado mais puro, realizou-se cromatografia em coluna com o
eluente CH,Cl,:MeOH (5:1, v:v).

O derivado C foi analisado por RMN os seus dados sdo os seguintes. 'H-RMN (CDCl;, 400 MHz):
0= 6,96 (s, 12H, ArH), 4,22 (t, J= 15,90 Hz, 4H, ArCH,Ar), 3,9 (t, J= 8,75 Hz, 24H,
OCH,CH,CH,), 3,17 (t, J= 13,66 Hz, 4H, ArCH,Ar), 2,03 (br.s, 8H,NH;), 1,13 (s, 36H, C(CHs)3)
ppm. *C-RMN (CDCl;, 400 MHz): 6= 149,32; 143,04; 131,06; 124,90; 74,25; 38,63; 33,35; 32,8;
30,63; 28,63 ppm.
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3.1.3.3. Sintese do 2,2',2",2"-(((15,35,55,75-tetra-terc-butil-1,3,5,7(1, 3)-
tetrabenzenaciclo-octafano-12,32,52,72 tetrail)tetraquis(oxi))tetraquis

(pentan-5, 1-diyl))tetraquis(isoindolina-1,3-diona) (Derivado D)
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Num balao de fundo redondo de duas tubuladoras de 250mL, dissolveu-se o 4-terc-
butilcalix[4]areno (A) (0,61g, 0,94 mmol) em 25 mL de DMF e deixou-se em agitacao sob azoto
durante 30 min. De seguida adicionou-se o NaH (0,21g, 60 wt% em oleo, 9,2 equivalentes por
cada grupo OH) muito cuidadosamente. A mistura obtida ficou em agitacdo a temperatura
ambiente durante 1h e posteriormente foi adicionado a reacao o N-(-5-bromopentil)ftalamida
(2,56 g, 9,2n mmol) e a reacao ficou a decorrer durante 6 dias. Apos esse tempo a reacao foi
parada por a adicao de 1M de HCLl (15mL) e o sélido resultante desta reacéo foi filtrado com
um filtro de Blichner. O produto foi posteriormente dissolvido em CHCl; (50mL) e lavado com
1M de HCLl (3x50mL). A fase organica foi separada e seca com a adicao de NaSO,. O solvente
foi evaporado sob pressao reduzida. Para obter o derivado D mais puro, fez-se uma
recristalizacao usando uma solucao de CH,Cl,/MeOH (35mL de cada), A solucao foi filtrada

para um novo balao de fundo redondo e o solvente foi evaporado sob pressao reduzida. O

rendimento da reacao foi de 15,81 % (240 mg de derivado D).

O derivado D foi analisado por RMN os seus dados sao os seguintes. 'H-RMN (CDCl;, 400 MHz):
6=7,65-7,63 (m, 8H, PhtH,), 7,53-7,51 (m, 8H, PhtH,), 7,39-7,35 (s, 12H, ArH), 4.46 (d, J=
12,34 Hz, 4H, ArCH,Ar), 4,05 (d, J= 13.3 Hz, OCH,CH,CH,CH,CH,), 3,75 (t, J= 8.01 Hz,
OCH,CH,CH,CH,CH,), 3,21 (d, J= 12.34 Hz, 4H, ArCH,Ar), 1,34 (s, 36H, C(CH;);) ppm. *C-RMN
(CDCl;, 400 MHz): 6= 168,13; 151,29; 133,79; 133,37; 132,72; 128,40; 122,93; 122,55; 75,67;
31,4; 31,13; 29,6 ppm.
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3.1.3.4. Sintese do 5,5',5",5"'-((15,35,55,75-tetra-terc-butil-1,3,5,7(1,3)-
tetrabenzenaciclo-octafano-12,32,52,72-tetrail)tetraquis(oxi))tetraquis

(pentan-1-amina) (Derivado E)
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O derivado D (0,21g 0,15 mmol) foi dissolvido em etanol 99,9% (20mL) num balao de fundo
redondo de 50mL, sob agitacdo e a temperatura ambiente. Seguidamente adicionou-se gota a
gota a NH;NH, (1,180 mL, 24,5 mmol), sendo a mistura colocada em refluxo durante 12h.
Posteriormente a solucao foi arrefecida num banho de gelo, verificando a formacao de um
precipitado branco. De seguida, a mistura foi filtrada e depois procedeu-se a evaporacao sob
pressao reduzida do solvente. Adicionou-se H,0 (50mL) ao produto e realizou-se uma extracao
com CH,Cl, (4x40mL). Evaporou-se novamente o solvente e deixou-se secar o composto na
estufa de vacuo. Por fim realizou-se uma recristalizacao por adicao de 30mL de CHCl; quente
ao balao seguida de filtracao e evaporacao do solvente sob pressao reduzida e posteriormente
seco na estufa. Para obter o derivado mais puro, realizou-se cromatografia em coluna com a
mistura eluentes CH,Cl,:MeOH (6:4, v:v) em que o substrato apresenta um RF de 0,83. Da
eluicdo obteve-se um oleo de cor castanha, com um rendimento de 68 % (220 mg de derivado
E).

O derivado E foi analisado por RMN os seus dados sao os seguintes. '"H-RMN (CDCl;, 400 MHz):
0= 6,96 (s, 12H, ArH), 3,89 (t, J= 15,90 Hz, 8H, ArCH,Ar), 3,64 (s, 20H, OCH,CH,CH,CH,CH,),
1,65-1,58 (m, 20H, OCH,CH,CH,CH,CH,), 1,13 (s, 36H, C(CHs);) ppm. '*C-RMN (CDCl;, 400
MHz): 6= 153,3; 145,6; 132,46; 125,38; 75,24; 41,06; 32,88; 30,46; 30,39; 30,02 ppm.
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3.1.3.5. Sintese do 15,35,55,75-tetranitro-1,3,5,7 (1,3)-

tetrabenzenociclo-octafano-12,32,52,72-tetraol (Derivado F)

NaNOs,

CF3COOH
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> (é )
= g

OH L
o OH

A

Num balao de fundo redondo de 100mL adicionou-se o derivado A (0,05g, 0,077 mmol) e
NaNO; (3,4g, 10mmol por cada grupo terc-butil). De seguida adicionou-se gota a gota de
CF3;COOH (3,1mL, 10mmol por cada grupo terc-butil). A mistura foi deixada sob agitacao
durante a noite, a temperatura ambiente. A reacao foi parada por adicdo de H,0 (75mL) e
efetuada uma extracdao com CH,Cl, (3x50mL). A fase organica foi lavada com H,0 (100mL) e
seca com a adicao de NaSO, de seguida evaporou-se o solvente sob pressao reduzida. O
produto puro foi obtido pela precipitacdo com MeOH (50mL), filtragem do solido e evaporacao

do solvente sob pressao reduzida. O rendimento da reacao foi de 45 % (103 mg de derivado F).

O derivado F foi analisado por RMN os seus dados sao os seguintes. 'H-RMN (CDCl;, 400 MHz)
0= 8,06 (s, 4H, OH), 7,50 (s, 4H, ArH) e 4,30-4,23 (m, 8H, ArCH,Ar) ppm. "3C-RMN (CDCls, 400
MHz): &=165,99; 134,25; 129,10 e 67,7 ppm.

3.1.3.6. Sintese do 15,35,55,75-tetraamino-1,3,5,7 (1,3) -

tetrabenzenociclo-octafano - 12,32,52,72-tetraol (Derivado G)

O derivado F (0,1053g, 0,0174 mmol) foi dissolvido em etanol 99,9% (10mL), adicionado
cuidadosamente o NH,NH, (17uL) e seguidamente o paladio de carbono (10%). A reacédo foi

colocada em refluxo durante a noite. No fim da reacdo adicionou-se um pouco de celite ao
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funil de Buchner e realizou-se a filtracao. O filtro foi lavado com CH,Cl, sendo este depois
evaporado sob pressao reduzida. O residuo resultante foi dissolvido em CH,Cl, (30mL) e seco
com NaSOQ,. Apds evaporacao do solvente sob pressao reduzida realizou-se uma recristalizacao
adicionando 30mL de CHCl; quente ao balao seguida de filtracao e evaporacao do solvente.
Por fim, para obter o derivado mais puro, realizou-se a cromatografia em coluna com o
eluente CH,Cl,.

O derivado G foi analisado em RMN os seus dados sdo os seguintes. 'H-RMN (CDCl;, 400 MHz)
0= 8,03 (s, 4H, OH), 5,22 (s, 4H, ArH), 4,23-4,16 (m, 8H, ArCH,Ar) e 3,57 (brs, 8H, NH,) ppm.
13C-RMN (CDCl;, 400 MHz): 6= 164,94; 133,23; 128,7; 66,74 ppm.

3.1.5. Outros compostos derivados de calixarenos

Na realizacdo deste trabalho, além dos composto mencionados anteriormente também
utilizou-se mais dois compostos que ja tinham sido sintetizados pelo grupo e que se
encontram descritos no seguinte artigo Santos et al. 2015. Na Fig.7 pode-se observar os dois

compostos escolhidos para este trabalho.

. Calix-NH2
Calix-Pyr

Fig. 7: Compostos derivados de p-terc-butilcalix[4]areno. A) Calix-Pyr e o B) Calix NH,.
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3.2. Analise da Interacao dos Ligandos com os Aminoacidos

3.2.1. Técnica de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

3.2.1.1. Materiais

A L-leucina (CAS: 61-90-5) foi adquirida na USB™ e a L-isoleucina (CAS: 73-32-5) foi obtida na
Sigma Aldrich. O tampao salino fosfato (PBS) (NaCl 140 mM, KCl 2,7 mM, KH,PO, 1,5 mM e
Na,HPO, 8,1 mM, pH 7,4) x1.

A agua deuterada (D,0) foi adquirida a Euriso-Top, o dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-dg),

enquanto o acido trimetilsilil propionico (TSP).

3.2.1.2. Preparacao dos Aminoacidos

Os aminoacidos foram preparados numa solucdo DMSO (80%) e H,0 (20%). A L-Leucina
(0,0015g) foi dissolvida em 2mL da solucao de DMSO:H,0 (8:2) obtendo-se assim uma
concentracao de 0,005M. Enquanto a L-isoleucina (0,0013g) foi dissolvida em 2mL da solucao,
com uma concentracao de 0,0049M. Em seguida, procedeu-se a aquisicdo de um espetro de
RMN de "H com 10% de D,0 para cada um dos aminoacidos. A L-leucina foi ainda preparada

numa solucao de H,0:D,0 (8:2), na qual se obteve uma concentracao de 0,13 M.

3.2.1.3. Preparacao dos ligandos

O derivado E foi preparado em 500uL de DMSO com 10% de DMSO-ds, obtendo uma
concentracao final de 0,036M, enquanto o Calix-NH, e o Calix-Pyr, foram preparados em 1mL
de DMSO-dy e as concentracoes obtidas foram de 1,92mM e 1,83mM, respetivamente. Estas

concentracoes foram utilizadas para os ensaios com a L-leucina e com a L-isoleucina.
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3.2.1.4. Preparacao dos complexos ligandos-aminoacidos

A solucao do complexo ligando-aminoacido com estequiometria de 1:1, 1:2 foi preparada em
tubos de RMN de 5mm com uma percentagem final de DMSO de 86,06% e 75,53%,
respetivamente, para o derivado E. Estes dados sao em relacao aos ensaios realizados com a
L-leucina dissolvida na solucao de DMSO: H,0 (8:2).

A titulacao por RMN nao resultou, por causa das solucoes nao estarem dissolvidas no mesmo
solvente, levando que o aminoacido comecasse a precipitar interferindo assim com a
aquisicao dos espetros de 'H. Por isso foi necessario realizar esta titulacdo por outro método.
Posteriormente dissolveu-se o derivado E em 250 pyL de DMSO com concentracao de 0,036M. O
volume do derivado foi dividido em dois balées de fundo redondo. Colocou-se os balées sob
agitacao durante a noite. De seguida adicionou-se a um balao 2 equivalentes de L-leucina e
ao outro balao 2 equivalentes de L-isoleucina, e deixou-se sob agitacao durante 72h. Para

verificar se a complexacdo ocorreu fez-se uma analise por espetroscopia de RMN de 'H.

Para a formacao do complexo com os ligandos, Calix-NH, e o Calix-Pyr, com a L-leucina a
estequiometria estudada foi de 1:0,5, 1:1, 1:2 e 1:4. A percentagem final de DMSO no tubo de
RMN foi de 94,69% para ambos os ligandos. Neste ensaio a mistura de solventes para dissolver
a L-leucina foi H,0:D,0 (80:2).

3.2.1.5. Experiéncias de RMN

Os espetros de RMN 'H foram adquiridos no espetrometro Bruker AVANCE-400, operando com
uma frequéncia de 400.13 MHz para o protdo. Os espetros obtidos possuem uma largura
espetral de 16 ppm, 32 e 512 scans para cada espetro e o tempo de estabilizacao entre cada
ensaio foi de 10 minutos. Os espetros de RMN foram adquiridos e processados com o software
TOPSPIN 3.1.
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3.3. Avaliacao Biolégica dos transportadores macrociclos

3.3.1. Material

3.3.1.1. Reagentes

Nos ensaios em células o meio de cultura usado foi o MEM (Minimum Essential Medium)
suplementado com a mistura F-12 de Ham (Sigma-Aldrich). O soro Bovino Fetal (FBS), o
antibidtico estreptomicina/penicilina o corante azul de triptano, brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio (MTT) (CAS:298-93-1) foram adquirido a Sigma Aldrich,
o DMSO a VWR e o bicarbonato de sédio (NaHCO3) a Panreac (Estados Unidos).

3.3.1.2. Equipamentos

Na execucao dos ensaios celulares foram utilizados varios equipamentos, tais como, a camara
de fluxo laminar Vertical NuAire, de Classe I, que foi usada para trabalhar em condicdes de
assepsia em grande parte do trabalho, a estufa Nuaire DHD Autoflow CO2 Air-Jacketed a 37°C
para manter a atmosfera humidificada contendo 5% de CO2, foi utilizada para incubar as
células, a centrifuga Bioblock Scientific (Sigma-3K18C) utilizada para a separacao das células
dos meios em que se encontram, os microscopios oticos Olympus CKX 40/41 foram utilizados
para a observacao e controlo do estado das células, para aquecer os meios de cultura, soro e
tripsina foi utilizado o banho de aquecimento da Fisher Scientific. Um leitor
espetrofotométrico de microplacas Anthos 2020 foi usado para quantificar a absorvancia dos
cristais de formazano no ensaio de MTT com recurso ao software Microplate Manager (MPM
6).
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3.3.2. Tipo de células utilizadas no estudo e a sua cultura

Para a realizacdo deste estudo, foi utilizada a linha celular de células de neuroblastoma
humano (SH-SY5Y). Esta linha celular foi mantida em meio de cultura MEM-F12, de modo a

permitir o crescimento e diferenciacao celular.

3.3.2.1. Células de Neuroblastoma humano (SH-SY5Y)

As células SH-SY5Y derivam de uma linha celular obtida a partir de uma bidpsia de medula
ossea de uma mulher. Esta linha celular é frequentemente usada como modelo neuronal em
diferentes estudos, nomeadamente a avaliacdo de efeitos neurotoxicos/neuroprotetores a

diferentes substancias (Garcimartin et al. 2015).

As células SH-SY5Y foram mantidas em meio de cultura MEM-F12, suplementado com 10% de
FBS e com 1% de antibiotico. As células foram cultivadas em frascos de cultura (T-flasks) de
75 cm? ou de 25 cm? e incubadas a 37°C em atmosfera humidificada contendo 5% CO,. A
substituicdo do meio foi efetuada a cada 2-3 dias. Quando a confluéncia celular era atingida
as células eram tripsinizadas e expandidas para novos frascos de cultura. Nos ensaios

experimentais foram utilizadas células entre as passagens 4% a 13°.

3.3.3. Técnicas de cultura celular

3.3.3.1. Preparacéao dos meios de cultura

O meio MEM F-12 foi preparado em agua Mili-Q sendo o pH ajustado a 7,2. O meio
suplementado com FBS é denominado de meio completo, enquanto o meio sem a adicao do
FBS é designado de meio incompleto. Apos a preparacdo deste meio, este foi esterilizado por
filtracdo. O meio foi armazenado a uma temperatura de 4 a 8°C. Antes da sua utilizacao o

meio foi sempre previamente aquecido num banho a 37°C.

25



3.3.3.2. Cultura Celular

A linha celular usada na realizacao deste trabalho estava armazenada no banco de células em
azoto liquido. O tubo de criopreservacao que continha a nossa linha celular esteve
primeiramente a -80°C durante a noite sendo depois transferido para -20°C durante 1h e
finalmente colocou-se a temperatura ambiente. De modo a remover o meio de congelacao, a
um tubo de centrifuga foram adicionados 10mL de meio completo, previamente aquecido ao
qual se adicionou o conteldo da aliquota de criopreservacao. Este tubo foi centrifugado a
150rpm durante 4min, e apos a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em 10mL de meio completo. Por fim, transferiu-se todo o conteudo do tudo de
centrifuga para um frasco de cultura de 75cm?, sendo este incubado a 37°C em atmosfera
humidificada com 5% de CO,.

3.3.3.3. Tripsinizacao

Em condicoes adequadas de cultura as células crescem e diferenciam-se. Quando atingem a
fase exponencial de crescimento, ou seja, quando as células atingiram cerca de 80 a 90% de
confluéncia celular foram sujeitas a tripsinizacdo e foram expandidas para novos frascos de
cultura. Para a tripsinizacao apos aspiracdo do meio de cultura foi feita uma lavagem das
células com 5mL de PBS. Apos esta lavagem foram adicionados 3mL de uma solucdo de
tripsina (7,5 mg/mL) na qual as células foram incubadas a 37°C até que as células aderentes
a superficie do frasco de cultura se comecassem a destacar, o que foi confirmado por
observacao em microscopio. Quando a maior parte das células ficou em suspensao terminou-
se a reacao por adicdo de 7mL de meio MEM-F12 suplementado com FBS e antibidtico
(previamente aquecido a 37°C). Posteriormente, a suspensao celular foi transferida para um
tubo de centrifuga e apds uma centrifugacdo de 4min a 150 rpm o sobrenadante foi

descartado e o pellet ressuspendido em meio de cultura completo.
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Criopreservacao das células

As células podem ser conservadas por longos periodos de tempo a -180°C (azoto liquido) na
presenca de um reagente crioprotetor, como por exemplo o DMSO. Este tratamento permite
manter as células por um periodo de até 3 anos. Para congelar as células estas devem
manter-se em cultura até atingirem confluéncia. Atingida a confluéncia procede-se a
tripsinizacao (descrita acima). A suspensao celular obtida apos a tripsinizacao é centrifugada,
o sobrenadante é descartado e o pellet é ressuspendido num volume adequado de meio de
cultura completo com 10% de DMSO. A suspensao celular é dividida por tubos de
criopreservacao (1mL/tubo), colocados -20°C durante 4 h, transferidos para -80°C durante 12-

15h, e sendo por fim armazenados a -180°C em azoto liquido.

3.3.3.1. Contagem e Cultura celular

Para os ensaios de viabilidade celular as células foram cultivadas em placas com 24 ou 96
pocos a uma densidade de 1,11x10° e 0,17 x10° célula/poco, respetivamente. Para determinar
a densidade de células na suspensdao celular apos a execucdao do procedimento de
tripsinizacao é efetuada a contagem das células. A contagem é feita a partir de uma amostra
de 20 pL da suspensao celular, a qual se junta o mesmo volume de azul tripano. Apds
homogeneizacao esta mistura é colocada sob uma lamela numa camara de Neubauer, e o
numero de células presentes nos quatro quadrantes é contada com o auxilio do microscopio.
O volume necessario da suspensao celular é diluido no volume total de meio de cultura
necessario para preparar o nimero de pocos necessario. Em cada poco das placas de cultura
com 24 pocos foram adicionados 600 pL de suspensao celular final, enquanto nas placas de
cultura de 96 pocos o volume adicionado foi de 200uL da suspensao celular final. As células
foram incubadas por um periodo de 48h, de modo a permitir a aderéncia e crescimento

celular.
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3.3.3.2. Estudo do efeito dos compostos na viabilidade celular

3.3.3.2.1. Derivados C, E e G.

Para iniciar os ensaios foram preparadas solucées concentradas dos derivados C, E e G de
10mM em DMSO.

Apos 48h em cultura as placas foram observadas ao microscopio para verificar o estado/
morfologia celular. Confirmado o estado das células o meio de cultura foi aspirado e a cada
poco foi adicionado 600 pL de meio MEM-F12 incompleto, sendo entao adicionados os
derivados em teste nas concentracoes desejadas (1, 10, 20 e 30uM), tendo o cuidado de
garantir que a concentracao final de DMSO nos ensaios nao ultrapassasse 1%. Cada condicao
experimental foi sempre realizada em triplicado. As células foram incubadas com os derivados
durante 6h. O efeito dos derivados na viabilidade celular foi analisado pelo ensaio de MTT. Na

Fig.8 esta esquematizado a composicao das placas de 24 pocos.
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Fig. 8: Esquema representativo da microplaca para o primeiro ensaio de todos os derivados nas

diferentes concentracdes (1, 10, 20 e 30uM), com o tempo de incubacao de 6h. (C= Controlo, meio sem
soro; DMSO= dimetilsulfoxido; DC= derivado C; DE= derivado E; DG= derivado G).

Apods a realizacao deste ensaio, realizou-se outro ensaio com a concentracdo mais elevada
(30uM) dos diferentes derivados em estudo, visto que com a analise dos resultados obtidos na
primeira experiéncia esta concentracao era a mais relevante para avaliarmos os efeitos de

viabilidade celular. Como na experiéncia anterior aspirou-se o meio dos pocos e adicionou-se
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600uL de meio incompleto e de seguida procedeu-se a incubacao dos 3 derivados a tempos
diferentes. Os tempos testados foram, 6h, 12h, 24h e 48h como se pode verificar pela Fig. 9.

Ao fim deste tempo realizou-se o ensaio de MTT, para avaliar a viabilidade celular.
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Fig. 9: Esquema representativo das microplacas para o segundo ensaio, com os derivados a mesma
concentracao mas incubados a tempos diferentes. (C= Controlo; DMSO= dimetilsulfoxido; DC= derivado
C; DE= derivado E; DG= derivado G)
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Estas duas experiéncias realizadas os derivados utilizados ndo estavam completamente puros,
portanto realizou-se uma nova experiéncia com os derivados mais puros (apds cromatografia
por coluna) para ver se o seu efeito era igual ou se verificava alguma alteracao na viabilidade

celular.

Depois de se tentar purificar os derivados C, E e G, s6 conseguiu-se purificar o derivado E,
portanto as experiéncias realizadas s6 foram testadas com este derivado como se pode

verificar na seccao seguinte.

3.3.3.2.2. Derivado E.

Inicialmente foi-se testar este derivado a diferentes concentracdes (0,01; 0,05; 0,1; 1,0; 1,5 e
5uM) para avaliar a sua citotoxicidade celular usando o esquema representado na Fig. 10. O
tempo de incubacao com o derivado a estas concentracoes foi de 6h.
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Fig. 10: Esquema representativo das microplacas para o ensaio com o derivado E, a diferentes

concentracdes com a incubacdo a 6h. (C= Controlo; DMSO= dimetilsulfoxido e 0,01; 0,05; 0,1; 1,0; 1,5uM

e 5uM as concentracdes usadas para o derivado E).

Pretendeu-se determinar o efeito de uma exposicao mais prolongada das células ao derivado
E. Para isso procedeu-se ao estudo ao longo do tempo em que se testou o efeito de
exposicoes até 72h de concentracdes com baixa toxicidade celular e outra com alta toxidade
(0,05 uM e 5 pM) deste derivado (Fig. 11).
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Fig. 11: Esquema representativo das microplacas para o ensaio com o derivado E, a diferentes tempos
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de incubagao com a concentracao de 0,05 e 5uM. (C= Controlo; DMSO= dimetilsulfoxido; a roxa estao
representados os tempos de incubacao da concentracao de 0,05uM e a estao representados os

tempos de incubacdo com a concentracao de 5 pM).

3.3.3.2.3. Calix NH2, Calix Pyr e L-leucina.

Foram realizados ensaios celulares para o Calix NH,, Calix Pyr e L-leucina. Par tal preparou-se
uma solucado inicial dos 3 compostos de 4,86mM, 5,86mM e 0,13M respetivamente. A L-leucina

foi dissolvida em H,0, enquanto os calixarenos foram dissolvidos em DMSO.

Apds 48h em cultura as placas de cultura foram observadas ao microscopio para verificar o
estado/ morfologia celular. Confirmado o estado das células o meio de cultura foi aspirado e
a cada poco adicionado 200puL de meio MEM-F12 incompleto, sendo posteriormente
adicionados os compostos a testar nas seguintes concentracdes, 1, 5, 10, 15 e 20uM, tendo
sempre em atencao que o DMSO nao ultrapasse 1% em cada poco. As células foram incubadas
durante 6h e seguidamente para testar a sua viabilidade celular foi realizado o ensaio de

MTT. Na Fig. 12 esta representado o esquema desta experiéncia numa placa de 96 pocos.
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Fig. 12: Esquema representativo das microplacas para o ensaio com o composto Calix NH;, Caliz Pyr e L-
leucina, a diferentes concentragdes com a incubagao a 6h. (C= Controlo; DMSO= dimetilsulfoxido e 1; 5;
10; 15 e 20 pyM as concentracoes usadas para ambos os compostos. A azul corresponde ao Calix NH;, o

ao Caliz Pyr e o vermelho a L-leucina).

Com estes compostos ainda foi realizado mais um ensaio. Neste ensaio pretendeu-se estudar a
viabilidade celular dos compostos Calix NH, e Calix Pyr a 10pM isoladamente e na presenca de
L-leucina a mesma concentracdo. Este ensaio vai nos permitir avaliar se o complexo provoca

aumento da viabilidade celular ou se esta se mantém igual.

Apds a aspiracao do meio da placa, adicionaram-se 200puL de meio incompleto e incubou-se os
compostos a tempos diferentes (6h, 12h e a 24h) como se pode verificar pela Fig. 13. Ao fim

das 24h procedeu-se ao ensaio de MTT, para analisar a viabilidade celular.

32



(@)
)
2)( (e

E )
9000,

Calix

co0
F( 0 @,
"0 00000000000
HOOOOOOOOOOO0

Fig. 13: Esquema representativo das microplacas para o ensaio com o composto Calix NH;, Caliz Pyr,
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Calix NH; complexado a L-leucina e Calix Pyr complexado a L-leucina a 10uM a diferentes tempos de
incubacado. (C= Controlo; DMSO= dimetilsulfoxido; AA= L-leucina. A roxo corresponde ao tempo de

incubacao das 6h, o laranja das 12h e o rosa das 24h).

3.3.3.3. Ensaio da viabilidade Celular - MTT

Para avaliar a citotoxicidade e a viabilidade celular dos compostos nas células foi usado o
ensaio de MTT (Angius and Floris 2015). Este método consiste na reducéo do sal brometo de 3-
(4,5- dimetiliazol-2-il) 2,5-difenil-tetrazdlio, que apresenta uma cor amarela e é solivel em
agua, pela acdo das desidrogenases e agentes redutores que estao presentes nas células vivas,
sao formados cristais de formazano insollveis que possuem uma cor roxa (Fig.14) (Angius and
Floris 2015; Stockert et al. 2012). A quantidade de formazano produzido é diretamente

proporcional ao nimero de células viaveis (Stockert et al. 2012)
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Fig. 14: Reacdo quimica representante da reducao do MTT a formazano.

A formacao dos cristais de formazano foi avaliada por espetrofotometria apds dissolucao dos

cristais em solventes organicos.

Terminados os tempos de exposicao aos compostos em estudo o meio foi aspirado e a cada
poco foi adicionado 300uL do reagente MTT. As células foram incubadas com este composto
durante 1h a 37°C. Apos este periodo a solucdo de MTT foi aspirada com cuidado e para
solubilizar os cristais foram adicionados 300uL de 0,04M de HCl-isopropanol. Por fim, foram
transferidos 200uL de cada poco para uma microplaca de 96 pocos, de modo a medir a
absorvancia a 570nm, com uma referéncia de 620nm num leitor ELISA de microplacas (BioRad,
X Mark ™). Para os ensaios realizados em placas de 96 pocos, todo o procedimento foi
realizado da mesma forma, com excecao do volume da solucdao de MTT e de HCl-isopropanol

que foi 200 pL e ndo houve transferéncia para a microplaca de 96 pocos
3.3.3.4. Microscopia de Fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia foi realizada com o intuito de verificar se a morfologia dos
nucleos era indicadora de células viaveis ou apoptoticas. Este estudo foi realizado para o

derivado E com a concentracao de 0,05 e 5 uM, as 48 e 72h.
Primeiramente, foram preparadas as placas com lamelas de 0,15mm numa placa de 12 pocos.

Prosseguiu-se para a tripsinizacao das células SH-SY5Y e de seguida incubaram-se as células a

uma concentracao de 0,17 x 10° células/poco na placa previamente preparada com as
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lamelas. Apos atingirem a confluéncia desejada (cerca de 80%), as células foram incubadas

com o derivado E.

Seguidamente, incubaram-se as células com o marcador nuclear Hoescht a 2uM, preparado
em PBS, durante 10 minutos. Apos esse tempo, aspirou-se a solucdo e foi feita uma lavagem
com PBS. De seguida, as células foram fixadas com paraformaldeido (PFA) 4% durante 10
minutos. Terminado este periodo foi aspirado o PFA e fez-se uma lavagem com PBS. Apds a
lavagem colou-se uma gota de PBS nas lamelas para que estas nao secassem e seguidamente
procedeu-se a montagem das lamelas nas laminas usando o meio de montagem fluorescente
DAKO (DAKO North America Inc.). As laminas foram analisadas no microscépio AxioObserver

Zeiss e o software utilizado foi o AxioVision Rel (versao 4.8.1).

3.3.4. Andlise Estatistica

A viabilidade celular obtida em presenca dos diferentes compostos foi comparado com o
controlo (meio de cultura sem soro). O efeito das diferentes concentracoes dos compostos foi
comparado com o controlo e entre as diferentes concentracées. Os graficos finais
representam a média + erro padrao da média (SEM). A analise estatistica foi feita através do
teste One-way ANOVA, seguido do teste Bonferroni’s Multiple Comparison. Os valores de p
<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Para a analise dos dados foi usado o

programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA).
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Capitulo 4

Resultados e Discussao

Este capitulo esta divido por 3 secdes: na primeira secdo, sera abordada a sintese e
caraterizacdo dos compostos derivados de calixarenos, na segunda parte sera discutida a
interacao dos compostos sintetizados com os aminoacidos, na terceira secao sao apresentados
os resultados da avaliacdo biologica dos composto bem como os complexos formados

(compostos mais aminoacidos).

4.1. Sintese Quimica

Os derivados de calixarenos desenvolvidos no presente trabalho foram sintetizados com o
objetivo de serem potenciais ligandos para interagir com aminoacidos, nomeadamente com a
L-leucina e a L-isoleucina, e possibilitar o seu transporte através da barreira

hematoencefalica.

ApoOs a sintese e a caraterizacdo dos compostos, pretendeu-se avaliar a possibilidade destes
atuarem como transportadores. Adicionalmente, também se avaliou a atividade citotoxica dos

compostos sintetizados na linha celular SH-SY5Y.

Os derivados do 4-tert-butilcalix[4]areno foram preparados utilizando dois tipos de sintese
com dois passos principais. Para os derivados C e E, primeiramente realizou-se uma alquilacao
do composto de partida com o NaH em DMF seco e com o (3-bromopropil)- e (5-bromopentil)-
ftalimida, respetivamente, obtendo-se os intermediarios da reacdo que se encontram

representados na Fig. 15.
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Fig. 15: Compostos ap6s a alquilacdo do composto de partida. i) Derivado B e o ii) Derivado D.

0 segundo passo da sintese conduziu a obtencao dos compostos macrociclicos finais, através
do processo de hidrazinolise com NH,;NH,, dos grupos ftalimida resultando os derivados C e E

representados na Fig. 16.

NH, NH,

NH,

Fig. 16: Compostos finais resultantes da hidrazinolise. i): Derivado C e ii): Derivado E.

Em relacdo ao derivado G, a sua sintese também foi realizada por dois passos fundamentais.
O primeiro passo do procedimento foi a reacao de nitracao com NaNO; e CF;COOH originando

o composto intermediario, que esta representado na Fig. 17 i.

Enquanto o segundo passo € representado pela reacdo de reducdo usando a NH,;NH,, que

origina o composto final da sintese. Este composto esta representado na Fig. 17 ii.
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Fig. 17: Compostos resultantes da modificacao do cone superior. i) Composto obtido pela reacao de

nitracao (Derivado F), ii) Composto final resultante da reacao NH;NH; (Derivado G).

Da sintese quimica obtivemos trés derivados de calixarenos que estado representados na Fig.
18. Estes calixarenos contém grupos amina que sao capazes de interagir com os aminoacidos.
Os derivados sintetizados foram caraterizados por espetroscopia de RMN de 'H e 3C e
bidimensionais (2D). Estes derivados foram sujeitos ao método de purificacdo por
cromatografia de coluna e o derivado E foi Unico que conseguimos obter. Logo os ensaios de
complexacdo com aminoacidos e os ensaios de citotoxicidade celular irdo ser efetuados

utilizando este derivado.

NH,

Derivado C NH, NH,
NH,

Derivado E

Derivado G

Fig. 18: Derivados de calixarenos finais.
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4.2. Anélise da interacao dos calixarenos com os aminoacidos

A interacao entre a L-leucina e os calixarenos foram estudados por titulacées de RMN de 'H.
As experiéncias realizaram-se por adicao de L-leucina a solucdo dos derivados de calixareno.
As alteracoes dos espetros resultantes podem ser visualizadas tendo em conta o alargamento
dos sinais dos protoes, alteracdo do desvio quimico, que pode ser influenciado pela
quantidade de L-leucina adicionada quando se forma o complexo. Estas variagdes determinam

o local da interacao da L-leucina com os derivados de calixareno.

A L-leucina foi adicionada aos derivados C, E e G, e aos compostos Calix NH, e ao Calix Pyr
(previamente sintetizados e publicados no grupo de investigacao e utilizados para

comparacao), nas proporcoes (1:1), (1:2), (1:3) e (1:4) composto:leucina em DMSO.

4.2.1. Titulacdo do aminoacido com o derivado E.

O derivado E sintetizado foi titulado com a L-leucina e L-isoleucina, mas no espetro de RMN
de 'H ndo conseguimos ver a interacdo entre o ligando e o aminoacido. Estes ensaios nao
foram possiveis de realizar devido a precipitacdo do aminoacido, impedindo a continuacdo
dos estudos de interacdo por espetroscopia de RMN. Para que este estudo fosse possivel de
realizar deviamos de ter o ligando e o aminoacido dissolvidos na mesma solucao para que nao
houvesse precipitacao do aminoacido. Mas esta condicao nao foi possivel realizar pois o
derivado E dissolve em DMSO e tal nao se verificava na L-leucina e na L-isoleucina. O derivado
E € pouco solUvel em agua nao permitindo obter concentracdes na ordem dos mM, que é a

concentracao desejada para realizar os estudos no RMN.

4.2.2. Titulacdao do aminoacido com o Calix NH2 e com o Calix Pyr.

Os compostos Calix NH, e Calix Pyr foram titulados com a L-leucina e a sua interacao foi
analisada por RMN de 'H. Os espetros obtidos desta titulacao encontram-se nas Fig. 19 e 20, e
pela analise da variacdo do desvio quimico, verificou-se a formacdao do complexo entre os

compostos Calix NH, e Calix Pyr e a L-leucina. No entanto a variacao do desvio quimico foi
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pequena, cerca de 0,01 ppm, relativo aos protdes metilo do grupo C(CHs); (parte ampliada
dos espetros, Fig. 19 e 20) dos Calix NH, e Calix Pyr, é visivel uma pequena variacdo do desvio
quimico e maior largura do pico, sendo estas alteracdes mais evidentes no espetro de 'H do

complexo Calix Pyr:leucina (Fig. 20).

No espetro da titulacao do Calix NH, com L-leucina (Fig. 19) o pico correspondente aos
protoes do C(CH;); do Calix NH; isolado o 6 é 1,17 ppm, enquanto quando titulamos com a L-
leucina na proporcao de 1:4 este sinal tem uma variacao de desvio quimico de 0,01 ppm. Em
relacdo a titulacdo realizada com o composto Calix Pyr obtivemos um resultado similar que o
Calix NH,.

Contudo estas diferencas nao sao muito significativas em termos de variacao de desvio

quimico apos formacdo do complexo.
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Fig. 19: Espetros de RMN de 'H da titulacdo do Calix NH:leucina, desde o Calix NH; isolado até a
proporcao de 1:4.
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Fig. 20: Espetros de RMN de 'H da titulacdo do Calix Pyr:leucina, desde o Calix Pyr isolado até a
proporcao de 1:4.

4.3. Avaliacéao Biolégica

4.3.1. Avaliacao da citotoxicidade dos compostos em células SH-SY5Y

4.3.1.1. Efeitos dos derivados de calixarenos sintetizados nas células SH-
SY5Y.

Os compostos derivados de calixarenos sintetizados (derivados C, E e G) foram desenvolvidos
com o intuito de atuarem como transportadores de aminoacidos neuroprotetores. Para este

objetivo é crucial determinar que estes compostos nao exercem efeitos citotoxicos.

De modo avaliar o efeito dos derivados sintetizados na viabilidade ou proliferacao celular,
procedeu-se a realizacdo do ensaio de MTT apos a exposicao da cultura celular SH-SY5Y a
diferentes concentracées destes compostos durante 6h. Os resultados deste ensaio estao

representados na Fig. 21.
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Fig. 21: Reducao do MTT por células SH-SY5Y apos o tratamento com as diferentes concentragdes dos
derivados de calixarenos sintetizados. As células foram incubadas durante 6 h com concentracées entre
1pM a 30pM. Os dados foram expressos em percentagem de controlo e representam a média + SEM de 3
experiéncias independentes realizadas em triplicados. A analise estatistica foi feita utilizando o teste

One-way ANOVA seguido do teste Bonferroni’s.

Na gama de concentracdes testadas (1 a 30uM), nenhum dos derivados testados alterou de
forma significativa a reducao do MTT comparativamente com o controlo (Fig. 21), sugerindo

que a exposicao de 6h com os diferentes derivados ndao compromete a
viabilidade/proliferacao celular.

Sabendo que a concentracdo maxima testada de cada derivado nao induziu reducdo do MTT,
procedemos a continuacao dos ensaios de MTT com testes de exposicoes mais prolongadas (6
a 48h) com a concentracao mais elevada dos derivados testados inicialmente (30pM). Os

resultados do ensaio ao longo do tempo estao representados na Fig. 22.
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Fig. 22: Reducdo de MTT por células SH-SY5Y apds incubacdao com os derivados de calixareno
sintetizados na concentracao de 30uM e durante a 6h, 12h, 24h e a 48h. Os dados foram expressos em
percentagem de controlo e representam a média + SEM de 3 experiéncias independentes realizadas em
triplicados. A analise estatistica foi feita utilizando o teste One-way ANOVA seguido do teste

Bonferroni’s. *p <0,05; ***p <0,001 quando comparado com o controlo.

Nos estudos realizados ao longo do tempo (6 a 48h), foi possivel observar uma diminuicdo da
reducdo do MTT comparativamente ao controlo. O derivado C apresenta uma pequena
diminuicdo na reducdo do MTT as 48h, mas esta diminuicdo nao é estatisticamente
significativa. Enquanto, os derivados E e G, induziram uma diminuicdo significativa da
reducao do MTT. O derivado E, induziu uma diminuicao de 18,43% e 31,68% em relacao ao
controlo as 24h e 48h respetivamente, ja o derivado G induziu uma diminuicdo de 33,16% as

48h em comparacao com o controlo.

Os resultados obtidos nestas experiéncias demonstravam que o derivado C é bastante
promissor para concretizar o objetivo do trabalho, ou seja, os resultados obtidos revelaram
que este derivado nao foi citotdxico para a linha celular SH-SY5Y e apresenta potencialidade
de ser usado como transportador de aminoacidos neuroprotetores. Mas estes resultados
suscitaram algumas ddvidas em relacdo a purificacdo dos derivados do calixareno

sintetizados. Chegou-se a esta conclusao devido a resultados previamente obtidos por Santos
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et al., 2015, em que foi mostrado que o composto Calix NH,, o qual é semelhante ao derivado
C e E, aumentou de forma acentuada a morte celular de células de uma linha tumoral de
mama (MCF-7) e de prostata (LNCaP). Com base nestes dados decidiu-se proceder a
purificacdo dos derivados de calixarenos através de uma cromatografia de coluna de silica.
Desta purificacao sé foi possivel obter quantidades suficientes para prossecucdo do trabalho

para o derivado E, razao pela qual os ensaios seguintes se restringiram a este composto.

Assim, fomos avaliar novamente a citotoxicidade do derivado E purificado na linha celular SH-
SY5Y apds uma exposicdo de 6h. Num ensaio preliminar analisou-se o efeito de diversas
concentracoes deste derivado de modo a compreender qual seria a concentracao que causaria
menor morte celular. Os resultados desta experiéncia sao mostrados na Fig. 23.
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Fig. 23: Grafico da reducdo de MTT por células SH-SY5Y apds a exposicao por um periodo de 6h ao
derivado E em concentracdes entre 0,05uM a 5uM. Os dados foram expressos em percentagem de
controlo e representam a média + SEM de 3 experiéncias independentes realizadas em triplicados. A
analise estatistica foi feita utilizando o teste One-way ANOVA seguido do teste Bonferroni’s. ***p <0,001
quando comparado com o controlo.

Da gama de concentracdes estudadas (0,05 a 5uM), sO a concentragdo maxima testada
resultou numa diminuicao estatisticamente significativa da reducdao de MTT em relacao ao
controlo, esta reducao foi de 57,29% (Fig. 23)

Tendo em conta os dados obtidos foi decidido analisar o efeito de exposicdes mais
prolongadas do derivado E na concentracdo minima previamente testada e também na

concentracao mais elevada que ja induziu perda de viabilidade celular. Os dados relativos a

esta experiéncia sdo mostrados na Fig. 24.
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Fig. 24: Reducdao do MTT por células SH-SY5Y apds incubacdao durante os tempos indicados com o
derivado E 0,05 e 5uM. Os dados foram expressos em percentagem de controlo e representam a média +
SEM de 3 experiéncias independentes realizadas em triplicados. A analise estatistica foi feita utilizando

o teste One-way ANOVA seguido do teste Bonferroni’s. ( : Derivado E, Azul: DMSO, Verde: Controlo)

Da analise dos efeitos do derivado apos diferentes periodos de incubacao (6 a 72h), foi
possivel observar um aumento da reducao do MTT comparativamente aos resultados obtidos
as 6h, o que pode ser explicado pela proliferacao celular que ocorre ao longo deste periodo.
Os resultados obtidos mostram que para concentracdes testadas o derivado E nao alterou de
forma significativa a viabilidade/proliferacao celular, pois nao provoca diminuicao na reducao
do MTT. Na experiéncia do derivado E a 5uM, o estudo as 72h, os resultados obtidos foram
muito dispares nao permitindo tirar qualquer conclusao. Devido a extrema variabilidade esses

dados nao foram incluidos no grafico. Os ensaios com esta concentracao devem ser repetidos.

4.3.1.1.1. Analise da morfologia nuclear

Para complementar os dados obtidos com os ensaios de MTT procedeu-se a analise da
morfologia nuclear das células expostas ao derivado E através da incubacao com o marcador
fluorescente Hoescht. Para este ensaio as células SH-SY5Y foram expostas ao derivado E
durante 48 e 72h, nas concentracoes de 0,05 e 5 pM. O aspeto das células apos exposicao ao
derivado E durante 48 e 72h pode ser observado na Fig. 25.
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Fig. 25: Efeito do derivado E (0,05 e 5uM) com incubacao de 48 e 72h, numa cultura de células SH-SY5Y.
Imagens de fluorescéncia de culturas de SH-SY5Y expostas ao derivado E, estas imagens foram obtidas

através de microscopio de fluorescéncia Zeiss, usando uma ampliacao de 63x.

Por analise do marcador nuclear Hoescht (imagens representativas apresentadas na Fig. 25),
concluimos que nenhuma das concentracdes, ou tempos de exposicdo, testados alteraram a
morfologia nuclear das células SH-SY5Y, ou seja, as células incubadas com o derivado E
possuem um aspeto similar ao das células controlo. No entanto, em ambas as concentracoes
existem alguns nlcleos, mais pequenos e condensados, indicadores de células em processo
apoptotico. Esta morfologia é observada em igual extensao nas células controlo (ndo exposta
ao derivado E). Estes dados vao ao encontro aos obtidos nos ensaios de MTT na seccao
3.4.1.1. No seu conjunto os resultados indicam que o derivado E na gama de concentragoes
testada nao altera a viabilidade ou proliferacao celular, sendo por isso promissor como

estratégia de ligacdo/entrega de aminoacidos neuroprotetores.

4.3.1.2. Efeitos dos Calix NH2, Calix Pyr e Complexos.

Paralelamente aos estudos realizados, averiguou-se a citotoxicidade celular do Calix NH; e
Calix Pyr, compostos anteriormente sintetizados pelo grupo. A estes dois compostos foi
adicionado o aminoacido L-leucina, de modo a verificar se a complexacdao conferia alguma

alteracao da citotoxicidade dos compostos.

Inicialmente, e de modo a conhecer o efeito do Calix NH, e Calix Pyr a nivel celular,

procedeu-se a ensaios de MTT apds a exposicdo da linha celular SH-SY5Y a diferentes
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concentracdes destes compostos durante 6h. Os resultados obtidos neste ensaio estao
representados na Fig. 26.

Calix NH, Calix Pyr
150 5 150 -

1254
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Redugdo do MTT
(% do controlo)
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Redugao do MTT
(% do controlo)

b
o

Fig. 26: Reducao do MTT por células SH-SY5Y apods exposicao a Calix NH; e Calix Pyr (1uM - 20uM)
durante 6h. Os dados foram expressos em percentagem de controlo e representam a média + SEM de 3
experiéncias independentes realizadas em triplicados. A analise estatistica foi feita utilizando o teste
One-way ANOVA seguido do teste Bonferroni’s.

Para a gama de concentracdes testadas (1 a 20uM) nenhum dos compostos testados provocou
diminuicdo na reducdo de MTT comparativamente com o controlo, sugerindo que para

exposicoes de 6h estes compostos ndo comprometem a viabilidade/proliferacao celular.

De seguida procedeu-se a complexacao do Calix NH; e o Calix Pyr a L-leucina. A avaliacao da
complexacao foi seguida por titulacoes de RMN de 'H. Paralelamente avaliou-se também o
efeito na viabilidade/proliferacao celular da exposicao das células a L-leucina (1-20 pM). Os

dados obtidos podem ser observados na Fig. 27.
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Fig. 27: Reducao de MTT por células SH-SY5Y apos a exposicao da L-leucina (1pM a 20uM) por um
periodo de 6h. Os dados foram expressos em percentagem de controlo e representam a média + SEM de
3 experiéncias independentes realizadas em triplicados. A analise estatistica foi feita utilizando o teste
One-way ANOVA seguido do teste Bonferroni’s.

Pela analise dos resultados representados na Fig. 27 concluimos que a L-leucina ndo provoca

diminuicdo na reducao do MTT, como era de esperar, visto que este aminoacido esta descrito
na literatura como agente neuroprotetor.

De modo a entender melhor a citotoxicidade do Calix NH,, Calix Pyr e dos complexos (Calix
NH,/Pyr + L-leucina) realizaram-se estudos com exposi¢coes mais prolongadas e com a
concentracao de 10pM. A escolha desta concentracao foi feita com base em estudos
anteriores do grupo que mostraram que para esta concentracdo e exposicao de 48h resultava

em morte da totalidade das células das linhas tumoral de mama (MCF-7) e da proéstata
(LNCaP).

Os resultados obtidos neste ensaio sao apresentados no grafico da Fig. 28.
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Fig. 28: Reducao de MTT por células SH-SY5Y apds incubacdo de 6, 12 ou 24h com o Calix NH; (™),

Calix Pyr (&) e os Complexos (2 ) a 10uM. Os dados foram expressos em percentagem de controlo
(-®) e representam a média + SEM de 3 experiéncias independentes realizadas em triplicados. A analise
estatistica foi feita utilizando o teste One-way ANOVA seguido do teste Bonferroni’s. ***p <0,05 quando

comparado com o controlo.

No seu conjunto os resultados mostraram que nao houve alteracoes significativas da reducao
do MTT para os tempos de incubacdo testados em qualquer dos compostos. E de notar que
para ambos 0s compostos quando estes se encontram complexados com a L-leucina foi
observado um ligeiro aumento na reducao do MTT, estatisticamente significativo para
incubacdes de 24h com Calix Pyr em comparacao com as 6h. Estes resultados sugerem que nas
concentracoes e tempos de exposicao testados os compostos, quer isolados quer complexados

a L-leucina, ndo comprometem com a viabilidade/proliferacao celular.

No seu conjunto os resultados obtidos sugerem que o derivado E a 0,05 pM, o Calix NH; e o
Calix Pyr sao moléculas promissoras para a complexacdo com os aminoacidos e para atuarem

como agentes neuroprotetores.
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Capitulo 5

Conclusoes

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de novos compostos macrociclicos derivados
de calixarenos que formem complexos com os aminoacidos L-leucina e L-isoleucina e atuem

como agentes neuroprotetores.

A sintese dos derivados teve como base o 4-tert-butilcalix[4]areno, devido a sua capacidade
de complexacdao com moléculas. A caraterizacao dos derivados foi efetuada por espetroscopia
de RMN, bem como os estudos de interacao entre os derivados e a L-leucina. Os estudos de
complexacao que envolveram o derivado E ndo foram conclusivos devido a baixa solubilidade
dos derivados em solucao aquosa. No entanto foi avaliada a complexacao com outros dois
compostos derivados de calixarenos, os Calix NH, e Calix Pyr, verificando-se a formacao do
complexo nos espetros de RMN de 'H, através da variacdo do desvio quimico e do aumento da
largura da banda dos protées do grupo C(CH3); dos Calix NH, e Calix Pyr. Os estudos de
citotoxicidade celular dos derivados de calixarenos e dos Calix NH, e do Calix Pyr foram
realizados em células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) pelo ensaio de viabilidade celular
MTT. Tendo em conta os resultados dos estudos dose-resposta e da exposicao prolongada dos
compostos, mostraram que o derivado E a uma concentracao de 0,05uM, o Calix NH2 e o Calix
Pyr ndo alteraram a viabilidade e a proliferacao celular. Os resultados do derivado E a 5pM,
até as 48h nao apresenta alteracdoes na viabilidade, mas os resultados as 72h nao foram
esclarecedores quanto ao seu efeito. Em relacdo aos estudos celulares com os complexos
(Calix NH, e Calix Pyr com a L-leucina) mostraram que estes nao afetam a

viabilidade/proliferacao celular.

Por microscopia de fluorescéncia, avaliou-se a morfologia celular das células SH-SY5Y
incubadas com o derivado E. Verificou-se que as células na sua maioria se apresentavam com
morfologia normal relativamente ao controlo, indo de encontro aos resultados obtidos nos

ensaios do MTT.

Apos os estudos realizados com Calix NH, e o Calix Pyr, foi possivel observar que estes
compostos sao promissores para serem usados para interacdo/entrega de aminoacidos

neuroprotetores e o derivado E € uma molécula promissora como agente neuroprotetor. Deste
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modo pretende-se explorar estes compostos, alargando os seus estudos a interacdao com

péptidos e estudos em sistemas in-vivo.
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Capitulo 6

Perspetivas Futuras

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

e Otimizar a etapa de purificacao dos derivados C e G e estudar o seu efeito nas células
SH-SY5Y;

e Estudar a interacdo dos derivados de calixarenos com os aminoacidos e péptidos,
nomeadamente leucina-isoleucina, visto existirem estudos que indicam o aumento da
expressao de fatores neurotroficos ou eles prdprios exercerem uma agao
neuroprotetora;

e Avaliar a viabilidade ou proliferacao celular dos derivados e complexos com
aminoacidos/péptidos nas células SH-SY5Y;

e Repetir as experiéncias de fluorescéncia para avaliar o efeito dos derivados na
morfologia das células.

e Testar os derivados sintetizados em diferentes vias de administracao em murganhos e

avaliar a distribuicao dos transportadores nos tecidos.
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