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Resumo

Sequéncias de oligonucledtidos de DNA e RNA ricas em guaninas podem associar-se inter
ou intramolecularmente para formar estruturas de quatro cadeias que se designam G-
quadruplex (G4). Varios oligodesoxinucleodtidos de G4 tém sido alvo de estudo como potenciais
agentes diagnostico e terapéuticos funcionando como aptameros, pois tém interacao especifica
com proteinas alvo que podem encontrar-se a superficie das células. Entre estes alvos esta a
nucleolina (NCL), proteina multifuncional sobrexpressa a superficie das células cancerosas,
sendo por isso um alvo para o desenvolvimento estratégias para o diagnostico e terapia do

cancro.

Entre os diversos aptameros G4 destaca-se o AS1411, que € um aptamero que se liga a
NCL e inibe o crescimento de células cancerosas sem afetar as células normais, tendo sido alvo
de ensaios clinicos humanos de fases 1 e 2. O seu comportamento seletivo tem sido de particular
interesse nos ultimos anos para a entrega de agentes terapéuticos ou de imagem em células
cancerosas; pelo que a procura de novas estratégias com vista a melhoria das propriedades
deste aptamero G4 € um foco de estudo crescente. As modificacdes quimicas no G4 AS1411 e a
formacao dos conjugados com ligandos de G4, constituem uma estratégia promissora para
explorar o seu potencial terapéutico e constituem a base para a formacdo e otimizacao de

nanosistemas conjugados aptamero-ligando.

Neste trabalho sao reportados ensaios biofisicos e in vitro de derivados de fenantrolina
e derivados de laranja de acridina usados para estabilizar um derivado do AS1411, designado

AT11-L0. Também é proposta a sintese de novos ligandos derivados de fenantrolina.

Relativamente aos ensaios biofisicos, a espectroscopia de discroismo circular (CD)
confirmou a existéncia de uma estrutura G4 paralela para o AT11-L0 em tamp&ao 65 mM KCL +
20 mM K,HPO,/KH,PO,. As experiéncias de CD-melting demonstraram que os ligandos que
provocaram maior estabilizacdo térmica da estrutura do G4 AT11-L0 foram os derivados de
laranja de acridina Cg-NH, e o0 Cg, com AT,,, = 26,6 °C e 23,9 °C, respetivamente a 4 equivalentes
molares. As titulacdes de fluorescéncia indicaram valores de Kj entre 10¢- 107 (M) para os
ligandos derivados de laranja de acridina e de fenantrolina, indicativos de ligandos de G4 com
afinidade média a elevada. Sendo que, os ligandos com maior afinidade para o AT11-L0 foram
o derivado de laranja de acridina Cg-NH, (Kp = 3,2x107 (M")) e o derivado de fenantrolina
[32]phen,N, (Kp = 2,7x107 (M)).

Ja os ensaios in vitro foram levados a cabo em células HelLa vs NHDF. Foram realizados
ensaios de citotoxicidade (MTT) para determinar o ICsy dos ligandos Cg-NH,, Cg, Cs5, C3 €

[16]phenN, e posteriormente para avaliar a citotoxicidade dos conjugados AT11-L0-Cg, AT11-
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LO-Cg-NH,, AT11-L0-Cs, AT11-L0-C5. Os ligandos demonstraram ser citotoxicos para ambas as
linhas celulares, com valores de ICsy entre 0,15 pM e 3,51 pM. Os nanosistemas conjugados
aptamero-ligando demonstraram ser citotoxicos e seletivos para células HelLa. Foram ainda
levados a cabo estudo de colocalizacdo em células HeLa com o conjugado AT11-LO - Cg, através
de microscopia de fluorescéncia confocal. Verificou-se localizacao preferencial dos ligandos no
nucléolo das células Hela, a internalizacdo do aptamero AT11-L0, bem como a formacao do

conjugado aptamero-ligando e a sua internalizacao nas células.

No geral, estes resultados demonstraram ser promissores para o desenvolvimento de
futuros nanosistemas envolvendo aptameros G4 derivados do AS1411, conjugados com ligandos

de G4 derivados de laranja de acridina e de fenantrolina.

Palavras-chave

G-quadruplex, aptameros, AS1411, AT11-LO, ligandos, derivados de laranja de acridina e
fenantrolina, nanosistemas.
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Abstract

Guanine-rich  DNA and RNA sequences may associate intermolecularly or
intramolecularly to form four-chain structures, designated G-quadruplex (G4). Several
oligodeoxynucleotides with this intrinsic capacity have been studied as potential diagnostic and
therapeutic agents working as aptamers, since they have specific interaction with target
proteins that may be expressed on the surface of cells. Among these targets there is nucleolin
(NCL), a multifunctional protein that overexpresses the surface of cancer cells and it is a target

for the development of strategies for cancer diagnosis and therapy.

Among all the G4 aptamers there is AS1411, which is an anti-NCL aptamer that inhibits
the growth of cancer cells without affecting normal cells and it was reached human clinical
trials phases 1 and 2. Its tumour-selective behavior has been of interest in recent years for
delivery of imaging or therapeutic agents in cancer cells; therefore, the search for new
strategies to improve this G4 aptamer properties is a focus of growing study. The chemical
modifications in G4 AS1411 and its conjugation with G4 ligands constitute a promising strategy
to exploit its therapeutic potential and constitute the basis for aptamer-ligand conjugated

nanosystems formulation and optimization.

In this work biophysical and in vitro studies of phenanthroline derivatives and orange
acridine derivatives used to stabilize an AS1411 derivative, designated AT11-L0, are reported.

The synthesis of new ligands derived from phenanthrolines is also proposed.

In biophysical assays, circular dichroism spectroscopy (CD) confirmed the existence of
a G4 parallel structure to AT11-L0 in 65 mM KCl + 20 mM K,HPO, / KH,PO, buffer. CD-melting
experiments demonstrated that the ligands that caused the greatest thermal stabilization of
the structure of G4 AT11-L0O were the acridine orange derivatives Cg-NH, and Cg, with AT, =
26.6 ° C and 23.9 ° C, respectively in presence of 4 molar equivalents. Fluorescence titrations
indicated Kp values between 10 - 107 (M) for both acridine orange and phenanthroline
derivatives, which is indicative of medium to high affinity G4 ligands. The ligands with the
highest affinity for AT11-L0 were the acridine orange derivative Cg-NH, (Kp = 3.2 x 10-7 (M-1))
and the phenanthroline derivative [32]phen;N4 (Kp = 2.7 x 10-7 (M-1)).

In vitro assays were performed on HelLa vs NHDF cells. Cytotoxicity assays (MTT) were
performed to determine the ICsy of Cg-NH,, Cs, Cs, C3 and [16]phenN, ligands and thereafter to
evaluate the cytotoxicity of the conjugates AT11-L0 - Cg, AT11-LO - Cg-NH,, AT11-LO - Cs, AT11-
LO - Cs. Ligands were shown to be cytotoxic to both cell lines, with 1Csq values between 0.15
MM and 3.51 pM. Aptamer-ligand conjugated nanosystems have been shown to be cytotoxic and
selective for HelLa cells. A colocalization study in HelLa cells with the AT11-L0 - Cg conjugate

was carried out by confocal fluorescence microscopy. Preferred localization of the ligand in the
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HelLa cell nucleolus, the internalization of the AT11-LO aptamer, as well as the formation of

the aptamer-ligand conjugate and its internalization into the cells were evidenced.

Overall, these results have been shown to be promising for the development of future
nanosystems involving G4 aptamers derived from AS1411, conjugated to G4 ligands which are

acridine orange and phenanthroline derivatives.

Keywords

G-quadruplex, aptamer, AS1411, AT11-LO, ligands, acridine orange and phenantroline

derivatives, nanosystems.
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Capitulo 1

Introducao

0 cancro é atualmente uma das principais causas globais de mortalidade, ultrapassado
apenas por doencas cardiovasculares, sendo que o numero de individuos afetados por este tipo
de patologia tem aumentado a um ritmo alarmante (Pérez-Herrero et al., 2015; Hassanpour et
al., 2017; Aftab et al., 2018).

E uma doenca que envolve a divisao descontrolada de células, imortalidade replicativa
e resisténcia a morte celular de modo que, as células cancerosas crescem dando origem a uma
massa celular anormal chamada tumor, exceto nos casos de cancro hematologico, em que as
células replicam-se espalhando-se pelo sangue, sistemas linfaticos e medula ossea. A sua
incidéncia apresenta grandes diferencas a nivel tecidual, resultado de uma série de mutacoes
nos genes que alteram as fungdes celulares, sobretudo devido a formacao de oncogenes e, por
outro lado, a falta de genes supressores de tumor desencadeantes de uma divisao descontrolada
de células. Essa variedade é um grande desafio para o seu diagnostico e tratamento especificos.
Na origem das mutacdes esta uma série de motivos, entre eles compostos quimicos, fatores
ambientais, radiacdo, mas também virus e bactérias (Pérez-Herrero et al., 2015; Hassanpour
et al., 2017).

Os tipos de cancro mais incidentes no homem sdo o da prostata, pulméo e bronquios,
colorretal e bexiga urinaria; enquanto que na mulher a prevaléncia de cancro é mais alta na
mama, também pulmao e bronquios, colorretal, e ainda colo do Utero e tiroide (Hassanpour et
al., 2017). Destacar o cancro do co6lo do Utero que, em todo o mundo, é a quarta razao mais
comum para a mortalidade por cancro na mulher, sendo mais de 90% dos casos provocados por
infecoes pelo virus do papiloma humano (HPV). Existem diversos tipos de HPV que podem
aumentar as chances de desenvolver este tipo de cancro e também determinar a agressividade
da doenca. Para além disso, estes carcinomas dividem-se em quatro tipos de acordo com o grau
de invasao dos tecidos uterinos, sendo que mulheres cujo tumor é descoberto nos estadios mais
avancados - lll e IV - tém uma taxa de sobrevivéncia que varia apenas entre 15% e 40%
(Deverakonda et al., 2016).

A abordagem terapéutica convencional contra o cancro do célo do Utero inclui cirurgia
(histerectomia), radioterapia e quimioterapia, que podem causar sérios efeitos colaterais
devido a sua toxicidade nao especifica associada (Sun et al., 2014: Xiang et al., 2015). Para

além disso, o sucesso da quimioterapia depende da entrega bem-sucedida nos tecidos tumorais,
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em detrimento dos tecidos normais. A entrega de uma dose inadequada as células cancerosas
€ responsavel, ndo so pelo aumento da resisténcia do tumor aos farmacos, como também a
recorréncia do tumor devido a persisténcia de células tumorais residuais (Pérez-Herrero et al.,
2015; Xiang et al., 2015; Deverakonda et al., 2016).

Os fatores envolvidos na entrega e metabolismo de um farmaco quimioterapico ao
tumor sdo: (1) a angiogénese tumoral, que é caracterizada pela superproducao nao controlada
de novos vasos sanguineos que ndo possuem tamanho e densidade normais, prejudicando a
perfusao de fluidos e o transporte dos farmacos antitumorais, o que por sua vez compromete a
eficacia do tratamento e contribui para a ocorréncia de metastases e/ou recorréncia do tumor;
(2) pressao de fluido intersticial (IFP) elevada, o que diminui as funcoes vasculares e capilares
e limita a exposicdo, distribuicao e absorcao de farmacos por células tumorais, resultando na
falha na terapia anticancerigena, associada a uma drenagem linfatica baixa; (3) matriz
extracelular e estrutura intersticial densas, constituindo também uma barreira contra um
transporte eficaz de farmacos antitumorais; (4) densidade celular do tumor elevada, que
promove também a IFP e contribui para a compressao dos vasos sanguineos, diminuindo a
eficacia do transporte dos farmacos antitumorais e, ainda, (5) o ambiente tumoral acidico, uma
vez que a chegada de nutrientes as células esta comprometida assim como o transporte de
oxigénio. As células tumorais em meio a pH acido sao mais dificeis de eliminar, promovendo a

ineficacia dos farmacos antitumorais (Xiang et al., 2015).

\

Por conseguinte, as terapias convencionais enfrentam sérias limitacées associadas

o]

-

baixa seletividade dos farmacos para com o tecido afetado, a eliminacao sistémica rapida,
baixa acumulacao intratumoral e a resisténcia por parte do tumor, que levam a efeitos adversos
devido a mielossupressao e a cardiotoxicidade (Kim et al., 2018). Além de que a entrega nao
especifica e sistémica dos farmacos leva a sua rapida eliminacdo sendo necessaria a
administracao da dose toleravel mais alta, o que nao é viavel do ponto de vista econémico e

geralmente promove a alta toxicidade (Xiang et al., 2015; Bahrami et al., 2017).

1.1. Entrega de farmacos mediada por aptameros para terapia
anticancerigena direcionada

Tendo em conta os fatores suprarreferidos, o objetivo principal da investigacao que se faz
a nivel de terapias contra o cancro é melhorar as taxas de resposta ao tratamento e a sobrevida
global dos pacientes, ultrapassando esses fatores limitantes. Para atingir esse objetivo tem-se
verificado que é necessario um sistema de direcionamento de terapias antitumorais que atuem
preferencial e seletivamente nas células cancerosas (Pérez-Herrero et al., 2015; Xiang et al.,
2015; Aftab et al., 2018; Kim et al., 2018).

Para contornar estas dificuldades, a administracao direcionada de agentes anticancerigenos

diretamente as células cancerosas é uma estratégia altamente almejavel para tratar tumores
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malignos sem afetar as células normais, tendo em vista, por um lado, a reducao do potencial
citotoxico em tecidos normais e, por outro, o aumento do indice terapéutico, surgindo assim o
conceito de terapia direcionada ou terapia-alvo (Hori et al., 2018; Kim et al., 2018). Este tipo
de terapia pretende discriminar as pequenas diferencas entre células normais e cancerosas
sendo, por isso, mais eficaz que outros tratamentos convencionais e exibindo menos efeitos

adversos (Pérez-Herrero et al., 2015; Bahrami et al., 2017).

Entre as diferentes abordagens a ter em consideracao a nivel desta terapia direcionada para
células cancerosas ha que ter em conta diferencas fundamentais na organizacao de vasculaturas
entre os tecidos normais e tumorais, para obter a acumulacdo preferencial dos farmacos
antitumorais de tamanho nanométrico nos tumores. Assim sendo, pretende-se dirigir os
farmacos, com a ajuda de transportadores especificos, para células tumorais e promover a sua

subsequente entrada celular através da endocitose mediada por recetores (Xiang et al., 2015).

Os agentes de diagndstico e quimioterapicos podem ser ligados a biomoléculas de
reconhecimento especificas para o tumor tais como anticorpos, péptidos e aptameros, através
da ligacao covalente ou supramolecular, promovendo a sua entrega celular (Xiang et al., 2015;
Mokhtarzadeh et al., 2016); esta abordagem promove o aumento da acumulacao, internalizacao
e retencao especifica de farmacos em tumores através das interacées mediadas por moléculas
transportadoras especificas, aumentando assim a eficacia terapéutica. No entanto, a selecao
de alvos especificos, bem como do tipo de molécula é fundamental para minimizar os efeitos
colaterais e maximizar as respostas apropriadas contra as células cancerosas (Pérez-Herrero et
al., 2015; Xiang et al., 2015; Aftab et al., 2018).

Entre estas diversas biomoléculas, destacar os aptameros, como sendo os alvos de
interesse neste estudo, uma vez que podem funcionar como agentes de direcionamento
podendo conduzir moléculas de interesse terapéutico para o local de acado especifico e,
portanto, restringir a biodistribuicao e eliminar efeitos adversos, pelo que, até a data, uma
vasta gama de moléculas foi funcionalizada com aptameros para entrega direcionada
(Mokhtarzadeh et al., 2016).

Aptameros de acidos nucleicos sdao moléculas de acido desoxirribonucleico (DNA) ou acido
ribonucleico (RNA) de cadeia simples, geralmente com um comprimento entre 25 a 60 pares de
bases, que se dobram em estruturas tridimensionais (3D) especificas. Possuem constantes de
dissociacao (Kp) geralmente na gama do pico a nanomolar e sdao extremamente estaveis a
desnaturacdo térmica, podendo ligar-se a uma variedade de alvos, como proteinas, ides
metalicos, virus, bactérias e células inteiras, com alta afinidade e especificidade (Sun et al.,
2014; Xiang et al., 2015; Xiong et al., 2015; Fan et al., 2016; Kwok e Merrick, 2017; Platella et
al., 2017).
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De facto, apesar dos anticorpos serem as moléculas mais utilizadas devido a sua alta
especificidade e ampla disponibilidade, recentemente os aptameros emergiram como uma
alternativa atrativa, sendo até conhecidos como anticorpos quimicos. Esta, inclusive, descrito
que a libertacdo eficaz de farmacos para tumores pode ser conseguida utilizando aptameros
direcionados para alvos especificos do ambiente tumoral, nomeadamente, proteinas alvo, mas
também fatores de transcricao e fatores de crescimento, através de reconhecimento estrutural,
numa ligacdo analoga a anticorpo-antigénio (Rosenberg et al., 2014; Sun et al., 2014; Xiang et
al., 2015; Fan et al., 2016; Kim et al., 2018). Este direcionamento orientado por aptameros é
uma das grandes vantagens que permite o aumento da entrega de agentes terapéuticos para
tumores, bem como uma reducao na toxicidade e efeitos colaterais, minimizando a exposicao
de tecidos normais ao agente terapéutico. Sendo que, um dos grandes desafios atuais é
precisamente identificar aptameros que liguem especificamente aos varios marcadores

expressos pelas células cancerosas (Xiang et al., 2015; Fan et al., 2016; Kim et al., 2018).

Cada aptamero pode adotar um subconjunto de estruturas definidas pela combinacao de
emparelhamento de bases, ligacdoes eletrostaticas, pontes de hidrogénio e interacoes
intramoleculares nao canodnicas e possuem um folding tridimensional caracteristico. Esta
complexidade estrutural resulta em uma alta probabilidade de selecionar um aptamero que
possa interagir com alta afinidade e especificamente com o alvo de interesse (Xiang et al.,
2015; Platella et al., 2017). Os aptameros ligam-se aos seus alvos através da
complementaridade formando um complexo aptamero-alvo. Por exemplo, podem ligar-se a uma
proteina alvo e modular as suas funcdes interferindo na interacdo proteica com os seus

parceiros naturais (Xiang et al., 2015).

A utilizacdo dos aptameros enquanto agentes terapéuticos deve-se ainda ao aumento da
captacao celular, dado que podem penetrar no tumor muito mais eficientemente devido ao
reduzido tamanho cerca de 20 - 25 vezes em comparacdo com uma vasta maioria de anticorpos
monoclonais, a nao-imunogenicidade e aos baixos custos de producao, ultrapassando as
limitac6es impostas pelos anticorpos usados habitualmente (Sun et al., 2014; Xiang et al., 2015;
Fan et al., 2016; Kwok e Merrick, 2017; Platella et al., 2017). Para além de que, tal como os
anticorpos, os aptameros entram nas células via endocitose, através da ligacdo a alvos
especificos a sua superficie, mas com a vantagem de uma vez selecionados, poderem ser
sintetizados quimicamente em vez de serem produzidos em animais ou células cultivadas de
mamiferos, simplificando assim a sua producéao, reprodutibilidade e qualidade terapéutica; o
que representa uma vantagem fundamental para o desenvolvimento comercial (Sun et al.,
2014; Xiang et al., 2015). Para além disso, permitem uma selecdo do design e modificacoes
apropriadas para que seja possivel obter a farmacocinética e perfil de biodistribuicdo especifico
para aplicacoes clinicas (Do et al., 2017; Kim et al., 2018), recorrendo a modificacdes quimicas
para melhorar o diagnostico e terapéutica (Sun et al., 2014; Darmostuk et al., 2015; Xiong et
al., 2015; Fan et al., 2016; Kwok e Merrick, 2017; Hori et al., 2018).
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Os aptameros de interesse sao identificados e selecionados a partir de pools de
oligonucledtidos de sequéncia aleatoria, através de um processo in vitro designado SELEX, sigla
do inglés “Systematic evolution of ligands by exponential enrichment”, que consiste num
conjunto essencial de trés etapas (ver figura 1): (1) ligacdo ou captura, em que um aptamero
selecionado aleatoriamente a partir de uma biblioteca é incubado com a molécula alvo
desejada em condicdes pré-definidas; (2) particionamento, em que os aptameros ligados ao
alvo sao separados dos nao ligados; (3) amplificacao, que consiste na amplificacao de uma pool
rica nos aptameros selecionados. Durante esses processos, os melhores aptameros para o alvo
selecionado sao enriquecidos, sendo a complexidade da biblioteca inicial diminuida (Sun et al.,
2014; Darmostuk et al., 2015; Fan et al., 2016; Platella et al., 2017).
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Figura 1. Principio basico do processo SELEX. A selecdo comeca a partir da construcdo de uma
biblioteca inicial de oligonucledtidos, que é diretamente conduzida ao processo de selecao. Apos a
remocao de aptameros ligados ndo especificamente, um conjunto de oligonucleétidos é incubado com o
alvo. Sequéncias nao ligadas sdao removidas; os oligonucleotidos ligados ao alvo sdo recolhidos e
encaminhados para amplificacao por PCR. Apés varias repeticdes de selecao, as etapas de clonagem e
sequenciamento sao realizadas, seguidas pela avaliacao da afinidade dos aptameros enriquecidos para o
alvo. Adaptado de Darmostuk e colaboradores (Darmostuk et al., 2015).
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1.2.Aptameros de G-quadruplex

Entre os varios aptameros de acidos nucleicos com putativo interesse, destacam-se os ricos
em guanina, que formam conformacdes de G-quadruplex (G4) em condicdes fisiologicas (Bates
et al., 2009; Do et al., 2017; Platella et al., 2017).

O G4 é uma estrutura nao-candnica tipicamente adotada por oligonucleotidos ricos em
guanina, consistindo em dois elementos principais: nlicleos e loops. A unidade central & um
quarteto de guanina (quarteto-G), também designado tétrada de guanina (tétrada-G), isto é,
um arranjo plano ciclico de quatro guaninas ligadas através de ligacoes de hidrogénio do tipo
Hoogsteen, tal como exemplifica a figura 2. Os nlcleos correspondem a camadas empilhadas
de quartetos-G, que gera um motivo G4 estabilizado por catides posicionados na cavidade
central da estrutura; enquanto os loops sdo sequéncias de ligacao entre nucleos (Métifiot et
al., 2014; Xiong et al., 2015; Do et al., 2017; Carvalho et al., 2017; Platella et al., 2017).
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Figura 2. Estrutura do quarteto-G e do G4. Adaptado de Xiong e colaboradores (Xiong et al., 2015).

quarteto-G G-quadruplex

Como se pode verificar na figura 3, as guaninas podem adotar uma conformagao de angulo
de ligacao glicosidica syn ou anti. Consequentemente, cada um dos quartetos-G que formam o
nicleo da estrutura pode ser ligado na mesma direcao ou em dire¢des opostas em relagao aos
seus dois vizinhos através dos loops, formando conformacdes paralelas, antiparalelas ou
hibridas. Dependendo dessas orientacdes, os blocos de guanina formados delimitam quatro
sulcos com carga negativa de tamanhos diferentes: estreito, médio ou largo (Métifiot et al.,
2014; Cao et al., 2017; Carvalho et al., 2017).

As estruturas de G4 podem, ainda, ser formadas nao apenas intramolecularmente dentro de
sequéncias de acido nucleico de cadeia simples, mas também intermolecularmente a partir de
duas ou mais cadeias individuais. Para estruturas intramoleculares os quartetos-G pertencem
ao mesmo oligonucledtido e estao ligados por regides designadas linkers, sendo que nestes
casos os loops podem adotar trés configuracdes diferentes: lateral, diagonal ou em hélice. Ja
estruturas de G4 intermoleculares sdo constituidas por quartetos-G pertencentes a duas ou
quatro cadeias diferentes, apresentado na figura 3. Nestes casos, os blocos de guaninas também

podem ser interrompidos por um a sete nucledtidos nao G, que resultam em protuberancias
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que se originam do nlcleo G4 e que se designam bulges (também observavel na figura 3.(e))
(Murat e Balasubramanian, 2011; Peduto et al., 2011, Métifiot et al., 2014; Cao et al., 2017).
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Figura 3. Representacao esquematica das topologias G4. (a) Quarteto de guanina estabilizado por oito
ligacoes de hidrogénio de Hoogsteen e um catido monovalente central (M). (b) Topologia G4 antiparalela
intramolecular com dois quartetos, sulcos largos e estreitos e loops laterais. (c) Topologia G4 paralela
intramolecular com dois quartetos, sulcos médios e loops de hélice. (d) Topologia G4 antiparalela dimérica
com dois quartetos, sulcos largos e estreitos e loops diagonais. (e€) Topologia tetramolecular G4 paralela
com trés quartetos, sulcos médios e sem loops. Adaptado de Métifiot e colaboradores (Métifiot et al.,
2014).

Deste modo, uma das caracteristicas exibidas pelas estruturas de G4 é o seu elevado
polimorfismo (Do et al., 2017), sendo este dependente de varios fatores, entre eles: (1) o
carater intramolecular ou intermolecular do sistema; (2) o tipo de sequéncia oligonucleotidica:
DNA, RNA ou hibrido; (3) a orientacao paralela, antiparalela ou hibrida dos quartetos ricos em
guanina na montagem do G4; (4) o comprimento, a sequéncia e a direcao dos loops diagonais,
laterais ou em hélice; (5) a orientacao syn ou anti das guaninas em torno das ligacoes N-
glicosidicas; (6) o ambiente em solucao, isto é, a presenca de determinados ides como o K,
Na*, Srz*, Cu** e a presenca de ligandos que contribuem para a sua estabilidade (Xiong et al.,

2015; Do et al., 2017; Platella et al., 2017; Che et al., 2018).

Adicionalmente, verificou-se que muitas das sequéncias em G4 existem naturalmente nos
cromossomas e tém sido associadas a reguladores de processos bioldgicos, incluindo a
replicacdo, transcricdo e traducdo do DNA, prevalecendo em telomeros e promotores
associados ao desenvolvimento cancerigeno, o que se tem verificado de extrema importancia,
uma vez que a compreensao dos principios de como o G4 medeia a expressao génica nas células,
pode também ser um ponto de partida para o desenvolvimento de novas aplicacdes biologicas
(Li et al., 2009; Sidibe et al., 2012; Cao et al., 2017; Kwok e Merrick, 2017).

Os aptameros de G4 demonstraram ainda ser eficazes para uma diversidade de alvos, como
trombinas, virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e células cancerosas (Do et al., 2017); sendo
que, no que diz respeito a este Ultimo ponto, tem sido demonstrado que os aptameros de G4
conseguem inibir o crescimento de células cancerosas sem afetar as restantes (Malik et al.,
2015). Devido a seletividade que estes demonstraram possuir para células cancerosas tém sido
efetuados inimeros estudos no sentido de compreender os mecanismos relacionados com o seu
modo de atuacao, uma vez que, devido a sua capacidade de se ligarem e inibirem certas

proteinas celulares envolvidas na carcinogénese e progressao tumoral podem ser considerados
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promissores agentes de terapia direcionada especifica contra as células cancerosas (Malik et
al., 2015; Platella et al., 2017; Ogloblina et al., 2018).

1.2.1. Terapias direcionadas mediadas por aptameros de G4

Os aptameros de G4 apresentam, no entanto, algumas desvantagens, nomeadamente, sao
naturalmente suscetiveis a degradacao por exo e/ou endonucleases, levando a uma meia-vida
circulatoria in vivo reduzida e ainda, a possibilidade de uma internalizacdo ineficiente nas
células e a remocao rapida de aptamero da circulacao por filtracdo renal, ja que a maioria tem
um tamanho menor que o limiar de filtracao renal de 40 kDa, o que diminui ainda mais o tempo
de meia-vida do aptamero. Para alcancar o tempo de meia-vida desejado no soro tera de haver
um aprimoramento da sintese dos mesmos e o desenvolvimento de novas estratégias (Bates et
al., 2009; Xiang et al., 2015).

Deste modo, tém sido inimeras as novas estratégias desenvolvidas nomeadamente no que
toca ao desenvolvimento de nanosistemas de entrega de farmacos especificamente para células
cancerosas envolvendo este tipo de aptameros, sendo este um campo promissor na biomedicina

que se traduz em inUmeras aplicacdes praticas (Li et al., 2012).

Existem diversas abordagens para o uso de aptameros tais como: (1) Nanosistemas
conjugados aptameros - ligandos, que permitem a associacao covalente ou nao-covalente
(supramolecular) de aptameros a potenciais moléculas terapéuticas ou/e com capacidade de
estabilizacdo do G4 ou até farmacos quimioterapicos ja existentes aumentando a sua eficacia
ao direciona-los para os tecidos-alvo (os quais serdao aprofundados posteriormente); (2) Terapia
génica mediada por aptameros; (3) Imunoterapia mediada por aptameros, dado que estes
podem mimetizar anticorpos proteicos para executar funcoes de imunoterapia; (4) Formulacoes
com nanoparticulas (NPs) - aptameros, uma vez que as NPs podem aumentar o tempo de meia-
vida e a quantidade de farmaco transportado pelo aptamero, além das suas caracteristicas
comuns, como biocompatibilidade para aplicagdes clinicas e tamanho e forma uniformes para
uma biodistribuicao eficaz (Sun et al., 2014; Malik et al., 2015; Xiang et al., 2015; Bates et al.,
2017; Juliano, 2018; Kim et al., 2018).

Os aptameros de G4 podem também ser conjugados com moléculas fluorescentes,
agentes de contraste para ressonancia magnética de imagem (MRI), radioisotopos para
tomografia por emissao de positroes (PET) e tomografia computadorizada de emissao de um
Unico fotdo (SPECT), para a detecdo do tumor primario e metastases, mas também para detecao
de infecGes virais e bacterianas agudas. Estes conjugados podem ser também utilizados como
biomarcadores tumorais, funcionando como agentes de diagnostico e teragnostico, dado que
sdo agentes de direcionamento especifico promissores com aplicacdo comprovada na
imagiologia e terapia. Podem ainda constituir sistemas multicomponentes de detecao de

proteinas em Western blot, cromatografia, ensaios de ressonancia plasmonica de superficie
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(SPR), microarrays e biosensores (Sun et al., 2014; Darmostuk et al., 2015; Xiang et al., 2015;

Xiong et al., 2015; Fan et al., 2016; Kwok e Merrick, 2017; Platella et al., 2017; Hori et al.,
2018).
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Figura 4. Exemplo de estratégias de entrega de aptameros G4. (A) Conjugado aptamero - anticorpo.
(B) Conjugado polimero-aptamero com PEG e um ligando. (C) Conjugado aptamero - ligando de
carboidrato triantenario, (D) Nanoparticula lipidica com PEG (E) Nanoparticula de ouro com revestimento
de aptamero denso. (F) Nanoestrutura de DNA com aptamero e ligando. Adaptado de Juliano (Juliano,
2018).

Em suma, estudos mostraram que o efeito terapéutico da combinacao de aptameros de G4
com ligandos, nanoparticulas, moléculas fluorescentes entre outras constituem diferentes
nanosistemas de libertacdo de farmacos que contribuem para a melhoria dos efeitos
terapéuticos e para a reducao das reacoes adversas, abordagem que se tem revelado de enorme
valor no tratamento anticancerigeno. Estes nanosistemas como ferramentas de terapia
anticancerigena direcionada destacam-se pela sua alta capacidade de carga, distribuicao
preferencial e aprimorada, sensibilidade ao ambiente tumoral e versatilidade na conjugacao

com diferentes moléculas (Mokhtarzadeh et al., 2016).

1.2.2. Métodos experimentais para o estudo de aptameros de G-quadruplex

Varios métodos experimentais foram desenvolvidos para elucidacao estrutural dos
aptameros de G4 e complexos. Estes métodos podem ser definidos em duas classes essenciais:
métodos biofisicos e biologicos, também designados bioquimicos ou in vitro (Murat e
Balasubramanian, 2011; Kwok e Merrick, 2017).

Alguns dos métodos biofisicos mais comuns que permitem estudar estruturalmente
aptameros de G4 sao: espectroscopia de dicroismo circular (CD), no qual os espectros
apresentam sinais positivos e/ou negativos em comprimentos de onda especificos sendo que,

a topologia paralela de G4 possui sinais de CD negativos e positivos a 240 e 262 nm,
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respetivamente; enquanto a topologia antiparalela é caraterizada pelo aparecimento de sinais
a 262 e 295 nm, respetivamente; CD-melting, UV/VIS-melting e transferéncia ressonancia de
energia por fluorescéncia (FRET), que permitem estudar a termoestabilidade de estruturas de
G4, de forma isolada ou na presenca de outras moléculas; ressonancia magnética nuclear
(RMN), uma vez que estas estruturas possuem desvios quimicos caracteristicos correspondentes
aos protdes imino (10.5-12.0 ppm) e ainda, espetroscopia de diferenca térmica (TDS) que
permite identificar a formacao da estrutura de G4. Algoritmos in silico também se encontram
disponiveis para prever a formacao de G4 em sequéncias de acidos nucleicos e ainda a sua
estabilizacao quando usados conjugados com ligandos (Murat e Balasubramanian, 2011; Xiong
et al., 2015; Carvalho et al., 2017; Kwok e Merrick, 2017; Carvalho et al., 2018).

Os métodos in vitro utilizados para o estudo de aptameros de G4 sao: ensaios de
viabilidade celular em diversas linhas celulares; ensaios de colocalizacao com recurso a
microscopia de fluorescéncia confocal, para o estudo de direcionamento no interior das células;
a reacao em cadeia da polimerase (PCR), que permite estudar a estabilidade do G4 com outras
moléculas e também o ensaio de degradacdao em soro (SDA). Também existem modelos de
animais para o estudo da citotoxicidade e biodistribuicao (Malik et al., 2015; Fan et al., 2017;
Carvalho et al., 2018).

1.3. Aptamero de G4: AS1411

0 aptamero de G4 designado inicialmente por AGRO100 e posteriormente por AS1411 é
um oligodesoxinucleotido fosfodiéster sintético, rico em guaninas, de 26 nucleétidos com a
sequéncia 5’- GGTGGTGGTGGTTGTGGTGGTGGTGG -3’ e que foi inicialmente reportado por
Bates e colaboradores, tendo, desde entao, sido alvo de estudo enquanto potencial agente
terapéutico com propriedades principalmente anticancerigenas (Fan et al., 2016; Bates et al.,
2017; Do et al., 2017; Kim et al., 2018).

Os efeitos do AS1411 incluem a inibicao da proliferacao celular e a inducao da morte
celular em varios tipos de células cancerosas, tendo efeitos minimos nas células normais (Bates
et al., 2017; Do et al., 2017). Nomeadamente, estudos realizados com o AS1411 em linhas
celulares humanas de carcinoma da prostata (DU145) e do pulmao (A549) reportaram que o 1Csq
do AS1411 se encontra no intervalo de concentracdo de 2 pM. E também que, uma incubacao
de 7 dias com 0 AS1411 a 10 pM induzia mais de 60% de morte em trés linhas celulares diferentes
de leucemias e duas de linfoma. Um estudo de biodistribuicao e atividade antitumoral in vivo
em modelos de ratinhos permitiu observar a acumulacao do AS1411 no tumor (Ireson e Kelland,
2006; Ashrafuzzaman et al., 2014).

0 AS1411 também esta a ser amplamente usado como aptamero de direcionamento
para o tumor, uma vez que pode direcionar uma variedade de moléculas ou nanomateriais

especificamente para tecidos tumorais e para o interior das células cancerosas (Malik et al.,
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2015; Reyes-reyes et al., 2015). Em suma, ha uma forte evidéncia de que o AS1411 é um agente
de direcionamento eficaz para entregar farmacos nas células cancerosas. Além disso, pode
haver varias vantagens em usar o aptamero de G4 AS1411 em comparacao com estratégias
alternativas, incluindo: (1) possui um tamanho inferior ao dos anticorpos monoclonais, o que
facilita a ligacao de outras moléculas a este aptamero sem comprometer a sua capacidade de
acesso ao tumor; (2) facilidade de producéo e estabilidade ap6s armazenamento relativamente
aos anticorpos; (3) tem acao anticancerigena em diversos tumores; (4) ndo é imunogénico e
provou ter seguranca clinica em ensaios em humanos, como se ira abordar a posteriori (Reyes-
reyes et al., 2015; Bates et al., 2017).

Devido ao seu potencial terapéutico, este aptamero G4 tem sido alvo de varios estudos
com objetivo de melhorar a sua estabilidade e propriedades bioldgicas, principalmente através
de modificacbes quimicas; tendo como principais objetivos promover a resisténcia as nucleases
do soro e a melhoria da afinidade (Fan et al., 2016, Bates et al., 2017) . No entanto, identificar
as estruturas biologicamente relevantes do AS1411 tem-se demonstrado um problema nao
resolvido e é especialmente desafiante pelo facto desta sequéncia exibir elevado polimorfismo
estrutural em solucdo, como € caracteristico das estruturas G4. De facto, o AS1411 pode formar
uma variedade de monomeros e dimeros de estruturas G4 ex vivo em tampoes fisiologicos sendo
que, as evidéncias sugerem que o tipo de quadruplex formado in vivo pelo AS1411 pode ser
influenciado por uma série de fatores, como a ligacdo de proteinas e a localizacao celular (Bates
et al., 2017).

Consequentemente, ainda nao se conseguiu perceber de que forma a estrutura do
AS1411 esta relacionada com a sua atividade bioldgica; sabendo-se que a formacao do G4 é
necessaria, ainda que nao suficiente para os seus efeitos antiproliferativos sendo que, a
atividade antiproliferativa seletiva para células cancerosas e a sua internalizacao celular
eficientes sdo propriedades de oligonucleotidos ricos em guaninas como referido anteriormente
(Bates et al., 2017).

1.3.1. Mecanismo de direcionamento do AS1411 para o alvo nucleolina

Determinou-se que o principal alvo do G4 AS1411 é a nucleolina (NCL), uma proteina
ubiqua e multifuncional que se encontra essencialmente na matriz nuclear da maioria das
células, mas também no citoplasma e membrana celular e que participa na biogénese dos
ribossomas e desempenha papéis essenciais na sobrevivéncia, crescimento e proliferacao
celular (Malik et al., 2015; Do et al., 2017; Jia et al., 2017, Platella et al., 2017).

A multifuncionalidade da NCL resulta sobretudo dos trés dominios que a constituem:
dominio N-terminal, dominio central e dominio C-terminal. O dominio N-terminal contém
regides acidicas (ricas em acido glutamico e aspartico), que sao os locais de fosforilacdo de

multiplas proteinas que controlam o ciclo celular e participa na transcricao de rRNA regulando-
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a ao interagir com a cromatina. O dominio central contém quatro motivos de reconhecimento
e ligacao de RNA (RBDs), sendo que durante a transcricdo de pré-RNA ribossomico (pré-rRNA),
a NCL atua como uma chaperona ajudando o pré-rRNA a dobrar corretamente; para além disso
este dominio esta envolvido em varios processos bioldgicos como o empacotamento de RNA,
splicing de pré-mRNA e estabilizacdo de RNA mensageiro (mRNA). O dominio C-terminal é o
mais externo e é rico em arginina (Arg) e residuos de glicina (Gli), contendo muitas repeticoes
de Arg-Gli-Gli que intercalam com aminoacidos aromaticos; este dominio interage com acidos
nucleicos, sendo também considerado um dominio de interacédo de proteinas, esta envolvido na
importacdo nuclear de proteinas ribossomicas e também no controlo de entrada de virus (Jia
et al., 2017).

Em células cancerosas a NCL pode ser sobrexpressa no citoplasma e a superficie das
mesmas e os niveis estao diretamente associados a proliferacao deste tipo de células, uma vez
que é extremamente elevada em células que se dividem rapidamente, desempenhando papéis
importantes na transformacao maligna e na progressao do cancro (Reyes-Reyes et al., 2010;
Rosenberg et al., 2014; Reyes-Reyes et al., 2015; Fan et al., 2016). A NCL encontrada a
superficie das células cancerosas medeia a absorcao de varios fatores de crescimento que
contribuem para o crescimento das células cancerosas; ja a NCL citoplasmatica aumenta os
niveis de mRNAs que contribuem para a sobrevivéncia celular. Portanto, ambas as formas nao
nucleares sdao encontradas preferencialmente em células cancerosas - tendo funcdes que
ajudam estas células a sobreviver, mas que sao dispensaveis em células normais (Reyes-Reyes
et al., 2010; Malik et al., 2015; Reyes-Reyes et al., 2015; Jia et al., 2017). Foi demonstrado
que a expressao de NCL regula significativamente varios tecidos tumorais, como gliomas, cancro
tiroideio, mamario, pulmao, gastrico, carcinoma hepatocelular, pancreatico, colorretal, renal,
prostata, colo do Utero e melanomas, uma vez que regula varias vias de sinalizacdo envolvidas

na temorigénese (Jia et al., 2017).

No entanto, ao encontrar-se presente em grandes quantidades na superficie das células
cancerosas, pode funcionar como recetor para inumeras moléculas e, ndo s0 mediar a
internalizacdo celular, mas também mediar a sinalizacdo das varias moléculas através da
membrana plasmatica, tornando este tipo de células alvos altamente seletivos no processo
cancerigeno (Reyes-Reyes et al., 2010; Reyes-Reyes, et al., 2017). Consequentemente, algumas
moléculas com capacidade de ligacao a NCL, sejam elas aptameros, anticorpos ou péptidos, tal
como o aptamero AS1411, acumulam-se seletivamente em células cancerosas e podem provocar
a sua morte, sem prejudicar as restantes células (Reyes-Reyes et al., 2010; Li et al., 2012;
Malik et al., 2015; Bates et al., 2017). Assim, a NCL € um alvo util para o desenvolvimento de
ferramentas de imagem para o diagnostico de cancro e para a libertacao direcionada de
farmacos quimioterapicos, que podem atingir a superficie das células tumorais e inibir os
comportamentos malignos das mesmas sem afetar as restantes (Bates et al., 2009; Jia et al.,
2017).
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Atualmente o modelo prevalente que explica a internalizacdo do AS1411 em células
cancerosas indica que, no processo cancerigeno a NCL é deslocada para o citoplasma e
superficie das células através de uma via secretéria ndao convencional, como resposta a
estimulos mitogénicos sendo que, o aptamero liga-se ao dominio externo da NCL, formando um
complexo aptamero-NCL que é depois absorvido por este tipo de células, através de um
processo dependente de actina e calcio. O complexo internalizado aptamero-NCL inibe a
replicacao do DNA, resultando em acumulacédo de células na fase S e em citotoxicidade contra
as células cancerosas. No entanto, o tempo de meia vida da NCL nao nuclear é muito pequeno,
de apenas 45 minutos, quando comparado ao da nucleolina nuclear (cerca de 8 horas), pelo que
requer uma transcricdo constante, que ocorre abundantemente nas células cancerosas em
proliferacao, mas ndo tanto em células ndo malignas. Acrescentando-se o facto da expressao
desta proteina ser muito superior na presenca de stress celular. Posto isto, a hipotese atual,
inicialmente sugerida por Bates e colaboradores, defende que as células normais induzem a
producao transitoria de NCL ndo nuclear em resposta a estimulos pontuais mitogénicos ou ao
stress, ou devido a ligacdo de certas moléculas a superficie celular; enquanto que as células
cancerosas expressam constantemente a forma nao nuclear, favorecendo a entrada do
aptamero neste tipo de células (Bates et al., 2009; Reyes-Reyes et al., 2010; Li et al., 2012; Li
et al., 2014; Reyes-Reyes et al., 2015; Bates et al., 2017; Platella et al., 2017).

Também se procurou perceber qual a forma de endocitose que potencia a
internalizacdo do AS1411 nas células, tendo-se descoberto que a absorcao inicial ocorre por
macropinocitose (mecanismo induzido pela actina, que permite as células absorverem o meio
circundante e as macromoléculas que este contém); sendo este processo precisamente
estimulado pelo AS1411 em células cancerosas, em contraste com o que acontece em células
normais e promovendo a seletividade deste aptamero G4. A macropinocitose &, assim, o
processo de exceléncia, para absorcao de aptameros, DNA, RNA e varias nanoparticulas (Reyes-
Reyes et al., 2010; Reyes-reyes et al., 2015; Bates et al., 2017). Acrescentar ainda que a
hiperestimulacdo da macropinocitose pode fornecer um método atil para eliminar
seletivamente as células cancerosas, pois pode induzir uma nova forma de morte celular nao-
apoptotica, que tem sido referida como methuosis, morte por macropinocitose ou vacuolizacao

catastrofica (ver figura 5) (Reyes-Reyes et al., 2015).

A segunda fase de absorcao do AS1411 ocorre mais tardiamente, numa fase de maior
internalizacao do aptamero G4, em que se supde que ha uma supressao do transporte mediado
pela NCL, fazendo com que o aptamero G4 fique acumulado no interior das células cancerosas
(Reyes-Reyes et al., 2010; Reyes-Reyes et al., 2015; Bates et al., 2017).

Apesar dos mecanismos mediados diretamente pela NCL serem os mais aceites e
explorados pela comunidade cientifica para explicar a citotoxicidade do AS1411, existem outros
mecanismos associados a este que também estarao envolvidos nestes processos, nomeadamente

a hiperativacao da Rac1 (GTPase promotora da macropinocitose e methuosis) provocada por
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Figura 5. Modelo para o mecanismo de acumulacéo seletiva do G4 AS1411 em células cancerosas. O
G4 AS1411 é eficientemente absorvido em células cancerosas e normais nos primeiros momentos, mas por
diferentes vias endociticas. Posteriormente, o G4 AS1411 induz mais macropinocitose em células
cancerosas, mas nao em células normais. Estes efeitos sao dependentes da NCL e resultam na seletividade
do G4 AS1411 nas células cancerosas em comparacao com as células normais. Adaptado de Bates e
colaboradores (Bates et al., 2017).

1.3.2. Estudos Clinicos do aptamero de G4 AS1411

Devido a eficacia demonstrada pelo aptamero de G4 AS1411 na atuagao em diversas células
cancerosas, sao de referenciar ja estudos clinicos de Fase | e Il levados a cabo em carcinomas
renais e leucemias mieloides em estados extremamente avancados e até com situacdes de
metastases, em que ficou evidenciada a atividade clinica do AS1411, com evidéncias de
estabilizacao da progressao da doenca e com um bom perfil de seguranca (Li et al., 2012;
Rosenberg et al., 2014; Malik et al., 2015; Reyes-Reyes et al., 2015; Bates et al., 2017; Do et
al., 2017; Platella et al., 2017). De facto, o AS1411 foi o primeiro aptamero de G4 a ser testado

em humanos para tratamento anticancerigeno (Ashrafuzzaman et al., 2014).

Apesar disto, também ¢é de salientar que a taxa global de resposta nestes estudos clinicos
foi baixa, possivelmente porque o AS1411 é rapidamente eliminado do organismo, tendo uma
poténcia relativamente baixa, pelo que sdo necessarias concentragoes da ordem do micromolar
para induzir a morte celular (Li et al., 2012; Rosenberg et al., 2014; Malik et al., 2015; Bates
et al., 2017; Do et al., 2017; Platella et al., 2017). Ou seja, o potencial clinico do AS1411 é

devido ao seu excelente perfil de seguranca e capacidade de induzir respostas duraveis em
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alguns pacientes em cancros muito avancados. No entanto, a baixa poténcia pode limitar o seu

desenvolvimento futuro em pacientes com cancro (Reyes-Reyes et al., 2015; Bates et al., 2017).

1.3.3. Derivados do aptamero G4 AS1411

Também como referido anteriormente, um dos problemas associados ao uso do G4 AS1411
esta no seu elevado polimorfismo, sendo uma abordagem possivel a modificacdo quimica do G4
AS1411 para tentar reduzir o polimorfismo que lhe é associado. Do e colaboradores
identificaram uma sequéncia de DNA derivada do AS1411, designada AT11, que possui uma
Unica conformacao G4 e, no entanto, revelou atividade antiproliferativa semelhante ao G4
AS1411. A sequéncia AT11, derivada do AS1411 através da adicao de nucleétidos de timina a
ambas as razoes 5’ e 3’ da sequéncia original e uma Unica modificacdo G-T na posicdo 11 (5”-
TGGTGGTGGTTGTTGTGGTGGTGGTGGT -3’), tem um espectro de RMN bem resolvido e
consistente com a formacédo de uma Unica conformacao G4. O espectro de CD do AT11 tem uma
banda negativa a 240 nm e uma banda positiva a 260 nm, correspondente a topologia paralela
(Do et al., 2017).

Do e colaboradores realizaram ainda modificacées na sequéncia do AT11 (alteracbes de
timinas nos bulges ou nos linkers) de modo a avaliar a estabilidade térmica originando novas

sequéncias, designadamente:

I.  AT11-B1: TGGTGGTGGTTGTGTGGTGGTGGTGGT, T, = 45°C;
Il.  AT11-BO: TGGTGGTGGTTGGTGGTGGTGGTGGT, T, = 59°C;
M. AT11-L0: TGGTGGTGGTTGTTGGGTGGTGGTGGT, T, = 51°C;
V. AT11-L2: TGGTGGTGGTTGTTGTTGGTGGTGGTGGT (sem T, determinada) (Do et al.,
2017).

1.3.4. Conjugados AS1411 e derivados - ligandos (nanosistemas)

Devido a fraca eficiéncia clinica do aptamero G4 AS1411, tém sido desenvolvidos varios
estudos com vista o aumento da sua eficiéncia clinica. A formacdo de nanosistemas de
conjugados de aptamero com materiais funcionalizados, pequenas moléculas organicas e
moléculas quimioterapicas que funcionam como ligandos ou outras abordagens de terapia
direcionada envolvendo aptameros, tem sido muito investigada para o aprimoramento das
caracteristicas do G4 AS1411, sendo um campo extremamente desafiante para explorar a
potencialidade destes sistemas para uma libertacao controlada e inteligente no ambiente

intracelular tumoral (Peduto et al., 2011; Li et al., 2012).

Assim, varias classes de ligandos que tém como alvo aptameros de G4 tém vindo a ser
desenvolvidos. Um dos objetivos é conjugar o aptamero G4 AS1411 e derivados com ligandos
que estabilizem as estruturas de G4 e que funcionem como potenciais anticancerigenos. Estes
ligandos conjugados conseguem uma maior internalizacao e acumulacao no tumor, quando

comparados com a sua forma livre. Principalmente para pequenas moléculas que podem ser
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potenciais quimioterapicos ou sondas de diagnodstico, a sua entrega via conjugacao com G4 pode
ser uma solucdo para ultrapassar a resisténcia a estes quimioterapicos. A formacado dos
nanosistemas com o AS1411 e derivados pode facilitar a passagem da barreira hematoencefalica
e reduzir a toxicidade associada em tecidos normais que sao, frequentemente, gravemente
afetados. Pelo que, o design e sintese de novos ligandos capazes de se ligar e estabilizar a
estruturas de G4 pode constituir uma nova abordagem terapéutica (Corvinius et al., 2009; Xiong
et al., 2015; Bates et al., 2017; Zhang et al., 2017).

Adicionalmente, também foi demonstrado que os ligandos que estabilizam as estruturas
de G4 contribuem para a diminuicao do comprimento dos telomeros, reprimem as transcricoes
de certos oncogenes e suprimem a traducao do RNA (Li et al., 2009; Sidibe et al., 2012; Xiong
et al., 2015; Negrutska et al., 2016; Carvalho et al., 2017; Carvalho et al., 2018).

A estabilizacdo de estruturas de G4 resulta de um balanco de interacoes
intermoleculares, incluindo eletrostatica, empilhamento de bases, interacdo hidrofdbica,
ligacao de hidrogénio e forcas de Van der Waals. Sendo que, o modo de interacao de pequenas
moléculas com G4 segue determinados principios (ver figura 6): (1) ligandos com um sistema
aromatico planar estendido facilitam o empilhamento m-m; (2) podem interagir com os sulcos e
loops, sendo que, substituintes cationicos usualmente possuem afinidades de ligacdo mais
fortes com o esqueleto de fosfato anidnico; (3) podem interagir com o centro eletrostatico
negativo do G4 por interacao eletrostatica com o centro cationico do nicleo aromatico. Estes
principios devem ser sempre considerados de modo a melhorar a seletividade e a capacidade
de ligacao dos ligandos (Corvinius et al., 2009, Li et al., 2009; Murat e Balasubramanian, 2011;
Larsen et al., 2012; Xiong et al., 2015; Zhang et al., 2017; Carvalho et al., 2018; Che et al.,
2018; Podlipnik et al., 2018).

A existéncia de cadeias de aminas alifaticas promove a interacao com os sulcos e loops,
através de pontes de hidrogénio e interacdes eletrostaticas que podem contribuir para a
solubilidade do ligando em agua, aumentar o potencial do ligando com capacidade de ligacdo
ao sulco/loop e aumentar a seletividade dos ligandos para G4. (Larsen et al., 2012; Carvalho
et al., 2016; Carvalho et al., 2017).

Empilhamento do quarteto-G Ligacdo ao sulco Ligacdo ao loop

+ .

Figura 6. Exemplos do modo de ligacao de pequenas moléculas (ligandos) com G4. Adaptado de Xiong
e colaboradores (Xiong et al., 2015).
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Assim, os ligandos de G4 descritos na literatura sao formados por sistemas aromaticos
extensos como por exemplo macrociclos de porfirina, derivados de telomestatina e ainda
moléculas poliaromaticas como derivados de acridina e fenantrolina (ambas constituem o maior
ponto de interesse deste trabalho), mas também derivados de quinolona e quinona, que ligam
a estruturas G4 com constantes de dissociacao entre 10 e 10 (M™") e provaram ser uma nova
classe de agentes anticancerigenos (Carvalho et al., 2017; Das et al., 2017; Zhang et al., 2017;
Carvalho et al., 2018; Podlipnik et al., 2018).

Destacar um grupo de ligandos de G4, que se encontra disponivel comercialmente,
altamente potente, da familia de compostos bisquinolinicos com um nucleo central de
dicarboxamida que pode ser de piridina designado por piridostatina. Outros exemplos sao: 1,8-
naftiridina - 3AQN e 6AQN e ainda 1,10-fenantrolina - PhenDC3 e PhenDC6, que possuem uma
alta seletividade e afinidade para o G4 em detrimento do duplex e também atividade
antiproliferativa demonstrada, bem como uma ligacao preferencial as regides teloméricas dos

cromossomas humanos (De Cian et al., 2007; Larsen et al., 2012; Das et al., 2017).

Apesar das estruturas planares favorecerem a ligacao a G4, Li e colaboradores
sintetizaram ligandos com estruturas nao planares, designados peimina e peiminina, que
também demonstraram maior afinidade para DNA G4 em detrimento do duplex.
Consequentemente, os resultados indicaram que as estruturas planares sao importantes, ainda
que nao sejam essenciais para os ligandos G4, podendo representar uma nova classe de agentes

direcionados para os telomeros como potenciais farmacos antitumorais (Li et al., 2009).

1.3.5. Ligandos derivados de laranja de acridina

Os derivados de laranja de acridina tém sido utilizados como ligandos de G4. Sao
alcaloides que podem ser encontrados naturalmente como produtos de sintese de plantas da
familia Rutaceae, demonstraram exibir atividade contra parasitas da malaria, e alguns deles
foram ja testados contra linhas de células tumorais; em parte devido a estrutura planar dos
anéis, que lhes confere a capacidade de se intercalar no DNA e interferir com varios processos

metabolicos, tanto em células procaridticas como em eucarioticas (Xiong et al., 2015).

Um derivado de acridina alvo de inimeros estudos € o BRACO-19, que tem demonstrado
contribuir para a diminuicdo do crescimento e senescéncia em diversas linhas celulares
tumorais humanas em condicdes subcitotoxicas. Tendo também demonstrado atividade in vivo
contra um xenoenxerto de tumor humano em que o agente citotoxico taxol foi usado para
produzir a regressao tumoral e o BRACO-19, administrado apos o enfraquecimento, foi capaz

de suprimir o recrescimento do tumor (Burger et al., 2005).

Negrutska e colaboradores reportaram acridinas di e trisubstituidas que demonstraram
ter valores de ICso = 2,6 PUM, ou seja, citotoxicidade a doses micromolares relativamente

pequenas (Negrutska et al., 2016).
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Harrisson e colaboradores também sintetizaram uma série de acridinas dissubstituidas
para melhorar a afinidade do G4. Verificaram que a introducao de uma cadeia lateral aumenta
o carater de carga positiva do nlcleo, o que por sua vez aumenta a interacao eletrostatica com
o centro do G4, que é negativamente polarizado sendo que, demonstraram possuir

citotoxicidade a doses igualmente pequenas (Harrisson et al., 1999; Xiong et al., 2015).

Carvalho e colaboradores avaliaram derivados de laranja de acridina, designados por
C3, Cs e Cg, como ligandos da estrutura G4 do oncogene KRAS-22RT, cuja estrutura quimica é
demonstrada na figura 7. Diversos estudos biofisicos, de citotoxicidade e colocalizacao foram
realizados e concluiram que estes ligandos sdo citotoxicos em células cancerosas Hela,
colocalizam o nucléolo das células cancerosas e sao fluorescentes, podendo ser utilizados como
potenciais sondas para a marcacao de G4 no ambiente celular. No entanto sugeriram a
introducao de funcionalidades adicionais da cadeia lateral ou 0 aumento do tamanho da porcao
aromatica a fim de aumentar a seletividade em relacao ao G4 versus duplex e em células nao

malignas (Carvalho et al., 2017).

\Q(°
NH

Q
N N? N N (H/ N rll N? 'L
0000 RASooR
7 / /

Figura 7. Estrutura quimica dos ligandos de G4 derivados de laranja de acridina Cs, Cs e Cg (da esquerda
para a direita), estudados por Carvalho e colaboradores (Carvalho et al., 2017).

1.3.6. Ligandos derivados de fenantrolina

Varias estruturas contendo como base a 1,10-fenantrolina tém sido desenvolvidas como
ligandos de G4. Os anéis aromaticos estendidos da 1,10-fenantrolina potenciam o empilhamento
m-m com os quartetos do G4 e estudos anteriores reportaram resultados promissores na
estabilizacdo de G4, em que ligandos a base de derivados de fenantrolina demonstraram

elevada afinidade e estabilizacdo térmica (Xiong et al., 2015; Carvalho et al., 2018).

Carvalho e colaboradores estudaram um conjunto de macrociclos derivados de
fenantrolina - [16]phenN,, [30]phen;N¢, [32]phen,N4 e [34]phen,N¢ - exemplificados na figura

8, como ligandos de estruturas de G4 através de ensaios biofiscos, de citotoxicidade e PCR stop,
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sendo que se destacaram os resultados obtidos para o [32]phen;N4 e [16]phenN, (Carvalho et
al., 2017).

Figura 8. Estrutura quimica dos ligandos G4 derivados de fenantrolina [32]phen;N4, [30]phen;Ne,
[34]phenzNg e [16]phenN; - (da esquerda para a direita), estudados por Carvalho e colaboradores (Carvalho
et al., 2017).

Apesar de muitas destas moléculas serem seletivas para G4 em detrimento do duplex,
o design de ligandos especificos para determinadas estruturas G4 continua um desafio (Das et
al., 2017). Deste modo, e apesar de resultados promissores a nivel celular, poucos atingiram
ensaios clinicos. As razdes sao complexas, incluindo dificuldades inerentes ao processo de
descoberta de farmacos, dificuldades na traducao de dados in vitro para dados in vivo e a
toxicidade secundaria destas pequenas moléculas devido a sua fraca seletividade, ou interacoes
nao especificas com o DNA duplex. Assim, a concecao e desenvolvimento de novos ligandos
estabilizadores de G4 especificos € um desafio continuo e necessario (Xiong et al., 2015;
Carvalho et al. 2017; Carvalho et al., 2018).

Em suma, os desafios futuros que se mantém a nivel do design de novos ligandos de G4 mais
eficazes e promissores incluem: (1) maior compreensao das fungdes bioldgicas de G4 em células
cancerosas, bem como em células normais somaticas; (2) desenvolvimento e aperfeicoamento
de métodos validos para avaliar os efeitos in vivo dos potenciais ligandos; (3) desenvolvimento
de compostos altamente seletivos e especificos para as varias classes de G4 existentes que, por
sua vez, poderao atuar em alvos diferentes (Xiong et al., 2015). Um ligando promissor deve
ligar-se ao G4 com forte poténcia e seletividade em detrimento do duplex e outras estruturas
de acido nucleico in vitro. Enquanto in vivo, devem conseguir interferir nos eventos bioldgicos

envolvidos no G4, como a manutencao dos teldmeros e a expressao génica (Che et al., 2018).

Deste modo, neste trabalho de investigacao iniciou-se a sintese, que nao foi concluida, de
novos derivados de fenantrolina para serem utilizados como ligandos de G4. E ainda, o
desenvolvimento e avaliacdo de novos conjugados aptamero G4-ligando que podem servir de
base para o desenvolvimento de nanosistemas de entrega de farmacos. Para o desenvolvimento
dos nanosistemas conjugados foram selecionados ligandos derivados das classes

suprarreferidas, laranja de acridina e fenantrolina, nomeadamente os ligandos Cg, Cg-NH,, C5 e
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C; derivados de laranja de acridina e o [16]PhenN, e [32]Phen,N, derivados de fenantrolina. Os

conjugados foram preparados utilizando a estratégia supramolecular com o aptamero AT11-L0.

Foram realizados estudos biofisicos e in vitro de modo a avaliar o potencial destes
conjugados enquanto nanosistemas de entrega de farmacos em células cancerosas. Os estudos
biofisicos incluiram estudos de espectroscopia de CD e CD-melting, espetroscopia de
fluorescéncia e TDS. Sendo que, os ligandos estudados foram Cg, Cg-NH,, Cs, C3, [16]PhenN; e
[32]Phen;N,. Também o ligando sintetizado DiPyPhen(Me); e o ligando comercial PhenDC3 foram
estudados como ligandos do G4 AT11-L0. Também foram realizados estudos de citotoxicidade
(MTT) em células HeLa e NHDF envolvendo os ligandos Cg, Cg-NH,, Cs, C; e [16]PhenN, para
determinacao do ICsq dos mesmos. E posteriormente, estudos de citotoxicidade dos conjugados
AT11-LO - Cg, AT11-LO - Cg-NH,, AT11-LO - Cs, AT11-LO - C; para avaliar a citotoxicidade e
seletividade dos conjugados em células Hela vs NHDF. Foi ainda realizado um ensaio de
colocalizacao por microscopia de fluorescéncia confocal com o conjugado AT11-L0 - Cgao longo

de 7 dias em células Hela.

20



Nanosistema de entrega de farmacos para tratamento de infe¢ées por HPV

Capitulo 2

Objetivos

O objetivo principal deste trabalho de investigacao foi o desenvolvimento de novas

abordagens terapéuticas baseadas em aptameros de G4 conjugados com ligandos via nao

covalente,

de forma a estabilizarem estas estruturas e atuarem como potenciais

anticancerigenos com danos minimos para as células saudaveis.

O derivado do aptamero G4 AS1411, designado por AT11-L0O foi seleccionado e conjugou-

se com ligandos macrociclicos derivados de fenantrolina e derivados de laranja de acridina,

originando os nanosistemas que foram posteriormente avaliados em termos de afinidade,

estabilidade e potencial anticancerigeno para o cancro do colo do Utero.

Os objetivos especificos foram:

>

>

Sintetizar novos ligandos de G4 derivados de fenantrolina;

Avaliar a estrutura G4 do aptamero AT11-LO através de ensaios biofisicos de

espectroscopia de diferenca térmica e espectroscopia de dicroismo circular;

Sintetizar o nanosistema conjugado aptamero G4 AT11-LO com compostos
macrociclicos derivados de fenantrolina e derivados de laranja de acridina. Avaliar
a formacao/estabilidade e afinidade das supermoléculas através de ensaios

biofisicos: espectroscopia de dicroismo circular e espectroscopia de fluorescéncia;

Avaliar a citotoxicidade e acao antiproliferativa dos compostos macrociclicos de
fenantrolina e derivados de laranja de acridina, através de ensaios de MTT para

determinacao do ICso, em células Hela vs NHDF;

Avaliar a citotoxicidade das supermoleculas através de ensaios de MTT em células
HelLa vs NHDF;

Avaliar a internalizacao do aptamero G4 AT11-L0O, de um derivado de laranja de
acridina (Cg) e a formacao e colocalizacao da supermolecula AT11-L0 - Cg através

de microscopia de fluorescéncia confocal, em células Hela.
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Capitulo 3

Materiais e Métodos

3.1. Sintese dos ligandos de G4

Os derivados de 1,10 - fenantrolina tém sido comumente usados devido as suas
propriedades estruturais e quimicas extremamente versateis, nomeadamente a capacidade de
intercalar moléculas de DNA, sendo que, para este proposito, tém sido desenvolvidos ligandos
com superficies aromaticas extensas para ligacdo ao G4. Destaca-se a oxidacao que permite a
obtencao da 1,10-fenantrolina-5,6-diona (fenodiona), que pode ser posteriormente adicionada
a poliaminas alifaticas, potenciando a afinidade com o G4 (Garas e Vagg, 2000; Zheng et al.,
2010). Por este motivo, propos-se a sintese de derivados de fenantrolina, tendo como ponto de
partida a estrutura da 2,9 - dimetil-1,10-fenantrolina-5,6-diona, para atuarem como ligandos
de G4.

3.1.1. Sintese de 2,9 - dimetil - 1,10 - fenantrolina - 5,6 - diona (C14H10N202)
a 0

\ Y 80°C, Bh

—_— / \ BO%HNG,, QB%HZSD;E / \ / \
N

Figura 9. Sintese da 2,9 - dimetil - 1,10 - fenantrolina - 5,6 - diona, segundo Che e colaboradores
(Che et al., 2006).
O protocolo utilizado inicialmente para a sintese do composto 2,9 - dimetil - 1,10 -

fenantrolina - 5,6 - diona foi baseado no artigo de Che e colaboradores (Che et al., 2006).

Pesou-se 2,98 g de brometo de potassio (KBr) e 2,024 g de neocuproine (2,9-dimetil-
1,10-fenantrolina, (C44H,N,) e transferiu-se para um balao de fundo redondo mergulhado num
banho de gelo e sal de modo a atingir a temperatura de 0 °C. Apdés 30 minutos em agitacao,
adicionou-se lentamente 38,5 mL de acido sulfirico (H,SO4) concentrado. Apos a adicdo do
acido sulfdrico, retirou-se o banho de gelo e adicionou-se gota a gota 19,25 mL de acido nitrico
(HNOs3) 60% a 30 °C. Apds a adicao do acido nitrico verificou-se que a solucdo ficou cor de
laranja. Deixou-se em agitacao a 40 °C durante 3 horas com o condensador de refluxo, apos as
quais se aqueceu até aos 80 °C durante 1 hora. Ao fim deste tempo, retirou-se o condensador

para libertar os gases (até perder a cor laranja). Voltou a fechar-se e a manteve-se a 85 °C
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durante mais 2 horas, ao fim das quais se abriu hovamente para libertar gases e perder a cor,
processo que demorou cerca de 30 minutos. Esta mistura, foi entdo, deixada a temperatura
ambiente mais 10 minutos para um arrefecimento gradual e depois colocada em banho de gelo
para se proceder a neutralizacdo. Neutralizou-se com uma solucao aquosa saturada de hidrdoxido

de sddio (NaOH) que foi adicionada gradualmente até pH=7.

Apds a neutralizacdo, procedeu-se a uma extracao liquido - liquido com cloroféormio -
agua, no final da qual se obteve a fase organica de coloracao amarela. De modo a secar a fase
organica adicionou-se sulfato de sodio (Na,50,4) até preencher o fundo do balao e deixou-se a
temperatura ambiente durante 2 horas. Procedeu-se, entdo, a uma filtracdo a vacuo e
evaporou-se o cloroformio no evaporador rotativo. O residuo resultante foi recristalizado com
metanol aquecido, decantado e secado na estufa. Obteve-se o produto final impuro e em

quantidades apenas vestigiais.

Deste modo, a sintese do composto 2,9 - dimetil - 1,10 - fenantrolina - 5,6 - diona foi
realizada seguindo um novo protocolo, de acordo com Zheng e colaboradores, que
desenvolveram um método de sintese mais eficiente do que os relatados anteriormente na
literatura, uma vez que sao necessarias temperaturas inferiores e menores volumes de acidos

sulfirico e nitrico (Zheng et al., 2010).

\ / \_ _

N

— / \ Kggoa,ﬁu%stoi / \ / \

Figura 10. Sintese da 2,9 - dimetil - 1,10 - fenantrolina - 5,6 - diona, segundo Zheng e
colaboradores (Zheng et al., 2010).

Pesou-se 3,01 g de neocuproine num balao de fundo redondo, ao qual se adicionou 34
mL de H,S50, a 60% e colocou-se numa placa de agitacdo até dissolver. Foi adicionado
gradualmente (ao longo de 1h30) 2,711 g de bromato de potassio (KBROs). Ao longo das adicoes
observou-se uma mudanca de cor gradual da solucdo de amarelo palido até laranja intenso.
Apos adicdo, deixou-se a solucdo em agitacdo durante 20 horas, e no final colocou-se num
banho de gelo e sal a temperatura de 0 °C, a qual se neutralizou com uma solucao de NaOH (8
M). Apos a neutralizacdo, transferiu-se a solucdo para um copo ao qual foi adicionado
diclorometano (CH,Cl;), que se manteve em agitacdo durante cerca de 1 hora, apos a qual se
efetuou uma filtracdo a vacuo. O filtrado resultante foi extraido com agua-diclorometano.
Efetuaram-se trés extraces. Evaporou-se as fases organicas e recristalizou-se com metanol

aquecido, obtendo-se como produto final agulhas amarelas, numa massa total de 2,41 g. O
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rendimento da sintese foi de 80%. 'H RMN (400 MHz, (CDs),SO): & 8,32(d,2H) 7.58(d,2H),
2,74(s,6H).

Este foi o protocolo de sintese utilizado para a obtencao de mais composto.

av

i

Figura 11. Procedimento da sintese da 2,9-dimetil-1,10-fenantrolina-5,6-diona: (da esquerda para
a direita) solucdo em agitacdo na placa apo6s adicao do KBrOs; extracao liquido-liquido com agua-
diclorometano; evaporacao do composto; recristalizacdo em metanol aquecido; composto final.

3.1.2. Sintese de 7,10 - dimetilpirazino [2,3-f] [1,10] fenantrolina
(DiPyPhen(Me)2) (C16H12N4)

o [\
/_\/\W/\/\

E—

Figura 12. Sintese de 7,10 - dimetilpirazino [2,3-f] [1,10] fenantrolina, segundo Garas e
colaboradores (Garas e Vagg, 2000).

A sintese da 7,10 - dimetilpirazino - 1,10 - fenantrolina foi realizada com base no
protocolo de Garas e Vagg (Garas e Vagg, 2000). Pesou-se 0,100 g de 2,9 - dimetil - 1,10 -
fenantrolina - 5,6 - diona sintetizada anteriormente a qual se adicionou 20 mL de etanol
absoluto num balao de fundo redondo. A esta solucao, adicionaram-se 30 pL de etilenodiamina
(CzH4(NHy),) e deixou-se em refluxo, a 100 °C durante 2 noites. Apods este tempo, a solucao
adquiriu cor laranja e foi retirada do refluxo, tendo ficado a temperatura ambiente e sob
agitacao mais 3 noites. Realizou-se, entao, uma filtracao a vacuo tendo-se aproveitado quer o
filtrado, quer o precipitado. O primeiro foi recristalizado com metanol aquecido, enquanto que

o segundo foi evaporado no evaporador rotativo e recristalizado com etanol aquecido.

Foram adquiridos os espectros de RMN de 'H de ambos os compostos, os quais

encontravam-se impuros.
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Inicialmente, pesou-se 0,300 g de 7,10 - dimetilpirazino - 1,10 - fenantrolina tendo-se
ajustado as quantidades de etanol absoluto adicionado para 16 mL. A esta solucao adicionou-
se 90 pL de etilenodiamina, tendo-se estipulado um tempo de refluxo minimo de 3 noites.
Retirou-se do refluxo e evaporou-se o solvente no evaporador rotativo, tendo-se procedido a
recristalizacao com etanol. Formaram-se cristais muito finos, cor de laranja. Procedeu-se a
uma filtracao e fizeram-se lavagens sucessivas com etanol. Adquiriu-se espetro de RMN de 'H

tendo-se verificado que o composto nao se encontrava puro.

Repetiu-se a sintese deste composto com otimizacdes no que diz respeito a sua
purificacdo. Deste modo, pesou-se 0,500 g de 2,9 - dimetil - 1,10 - fenantrolina - 5,6 - diona a
qual se adicionou 27 mL de etanol absoluto num baldao de fundo redondo. Colocou-se em
agitacao até dissolver. Posteriormente adicionou-se 150 pL de etilenodiamina e deixou-se em
refluxo a aproximadamente 100 °C, durante 5 noites. Retirou-se a solucao do refluxo, tendo-se

deixado a temperatura ambiente até evaporacao do solvente.

No final obteve-se cristais amarelos escuros, numa massa total de 0,478 g. Adquiriram-
se os espetros de RMN de 'H, '3C, DEPT 135° e ainda os espetros de correlacdo HMBC e HSQC
assim como o espetro de massa, os quais mostraram que o composto se encontrava puro. O
rendimento da sintese foi superior a 95%. 'H RMN (400 MHz, CD;0D): 0= 9,18(d,2H), 8,87(s,2H),
7,64(d,2H), 2,86(s, 6H); *C RMN (400MHz, CD;0D) 6= 161,23; 145,74; 144,26; 139,43; 133,06;
124,48; 124,08; 23,37. DEPT 135° (400MHz, CDCl3) 6= 161,23(C); 145,74(C); 144,26(CH);
139,43(C); 133,06(CH); 124,48(C); 124,08(CH); 23,37(CH;). ms: m/z: 261,11 (M*+1), 260,11
(M7).

Tabela 1.Atribuicdo dos desvios quimicos para o DiPyPhen(Me), em CD;0OD.

H MUTIPLICIDADE HSQC ('3C) (- DEPT-135) HMBC (- DEPT-135)
9,18 Dupleto(1H) 133,06 (CH) 138,43 (C); 145,74(C);
161,23(C)
8,87 Singleto(1H) 144,26 (CH) 139,43(C); 144,26(CH)
7,64 Dupleto(1H) 124,48 (CH) 161,23(C);124,23(C);
23,37(CHs)
2,86 Singleto(3H) 23,37 (CH3) 124,48(CH)); 151,23(C)

Este protocolo de sintese foi utilizado sempre que necessario para obtencao de mais

composto.
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Figura 13. Procedimento final da sintese do DiPyPhen(Me)2: (da esquerda para a direita) solucao
em refluxo; a solucao mudou de cor no final do tempo de refluxo, de vermelho para amarelo torrado;
formacao de cristais durante o processo de recristalizacao; composto final.

3.1.3. Sintese do 7,10 - dimetilpirazino [2,3-f] [1,10] fenantrolina - 3,6 -
dicarboxaldeido (DiPyPhen(COH);) (C16HsgN4O>)

100°¢

Figura 14. Sintese do 7,10 - dimetilpirazino [2,3-f] [1,10] fenantrolina - 3,6 - dicarboxaldeido.

A sintese do 7,10 - pirazino [1,10] fenantrolina - 3,6 - dicarboxaldeido foi feita com

base na sintese de Medeiros-Silva e colaboradores (Medeiros-Silva et al., 2017).

Pesou-se 0,145 g de DiPyPhen(Me), num copo e colocou-se na placa de agitacao a
dissolver em 10,5 mL de dioxano. Entretanto, pesou-se 0,286 g de dioxido de selénio (S5e0,)
num baldo de fundo redondo e adicionou-se 100 pL de agua destilada, tendo-se colocado
posteriormente em agitacdo e aquecimento num banho de parafina. Apos dissolucdo, adicionou-
se 5 mL de dioxano. A este balao adicionou-se gradualmente o DiPyPhen(Me), previamente
dissolvido, tendo-se verificado o aparecimento de cor vermelha. Deixou-se em refluxo durante
1 noite, tendo a mistura precipitado preto nas paredes do baldo. Parou-se o refluxo e efetuou-
se, de imediato, uma filtracdo a vacuo quente, com celite. Desta filtracao resultou um filtrado
com um tom amarelo fluorescente, que foi transferido para um balao e evaporado até a secura.
Tendo o composto ficado com um tom muito avermelhado, indicativo da presenca de selénio.
Deste modo, lavou-se o precipitado com cloroférmio quente tendo-se formado um precipitado
muito fino avermelhado, filtrou-se e descartou-se o sélido vermelho. Foram realizadas mais 2
lavagens. Evaporou-se a mistura em cloroférmio e deixou-se a secar na estufa durante uma

noite.
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Posteriormente recristalizou-se com etanol absoluto de forma a tentar precipitar o
composto pretendido e eliminar a maior quantidade de selénio possivel, no entanto voltou a
obter-se um p6 muito fino avermelhado. Filtrou-se, evaporou-se e deixou-se na estufa a secar.

Adquiriu-se o espetro de RMN de 'H que comprovou que o composto ndo estava puro.

Devido a presenca de impurezas no composto final anteriormente obtido, optou-se por
uma nova sintese do DiPyPhen(COH),, tendo-se partido de 0,500 g de DiPyPhen(Me),. Seguiu-
se o protocolo descrito anteriormente. No entanto, tentou-se otimizar a purificacdo do
composto. Apds filtracdo a quente e evaporacao do solvente, recristalizou-se o solido com
tetrahidrofurano. No entanto e apesar de haver composto formado, o espetro de RMN de 'H

continuo a demonstrar a presenca de impurezas.

Realizou-se uma nova tentativa de sintese deste composto seguindo o protocolo
anterior, e pesou-se 0.500 g de DiPyPhen(Me), e alterou-se o solvente utilizado na
recristalizacao que foi o etanol absoluto quente e deixou-se uma semana a precipitar. No final
da semana, obteve-se uma maior quantidade precipitado, tendo-se efetuado entao uma
filtracao. Aproveitou-se quer o precipitado, quer o filtrado, tendo este Gltimo sido evaporado
e seco. Adquiriu-se o espetro de RMN de 'H de ambas as fracdes. Concluiu-se que havia
composto quer no precipitado (muito impuro) quer no filtrado, no entanto a presenca de selénio

continuou a ser significativa.

Deste modo, alterou-se as proporcoes utilizadas dos reagentes de partida de modo a

reduzir a quantidade de selénio.

Pesou-se 0,430 g de DiPyPhen(Me), e foi dissolvido num copo com 16,5 mL de dioxano.
Pesou-se 0,36 g de Se0, num balao de fundo redondo - correspondendo a uma proporcao exata
de 1pipyphenimej2i2se02 - € adicionaram-se 100 pL de agua destilada, tendo-se colocado
posteriormente em agitacao e aquecimento num banho de parafina. Adicionou-se 10 mL de
dioxano, de modo a perfazer um volume final de 17,5 mL. De seguida, adicionou-se o
DiPyPhen(Me), previamente dissolvido lentamente, tendo-se verificado o aparecimento de cor

vermelha.

Aumentou-se o tempo de refluxo para 5 noites, tendo esta solucao passado a preto.
Retirou-se entao do refluxo e efetuou-se, de imediato, uma filtracdo a quente e utilizou-se o
sistema de vacuo, com celite. Desta filtracdo resultou um filtrado com cor amarela
fluorescente, o qual foi evaporado. Apos secagem apresentou cor amarela. Recristalizou-se com
cloroférmio aquecido, e deixou-se a precipitar durante sete dias. No final deste tempo

observou-se a formacao de um precipitado branco, o qual foi filtrado.
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Adquiriu-se o espetro de RMN de 'H o qual mostrou que o composto estava puro. Obteve-
se 0,125 g de DiPyPhen(COH),. O rendimento foi de 30%. 'H RMN (400 MHz, CDCI3): &
10,50¢(s,2H), 9,70(d,2H), 8,50(d,2H), 9,12(s, 2H).

Figura 15. Procedimento final da sintese do DiPyPhen(COH),: (da esquerda para a direita) adicao
do Se0; com agua; dissolucao do DiPyPhen(Me); em dioxano; aspeto do filtrado apds filtracdo a vacuo;
aspeto do composto apos evaporagao; composto final.

3.1.4. Sintese do 7,10 - dimetilpirazino [2, 3-f] [1,10] fenantrolinaciclo - 2,11 -
dieno (DiPyPhenN4) (C22H20Ne)

/N

N\ /N
CEH16N2
7N ——
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Figura 16. Sintese do 7,10 - dimetilpirazino [2,3-f] [1,10] fenantrolinaciclo - 2,11 - dieno.

Dissolveu-se 0,024 g de DiPyPhen(COH), em 10 mL de metanol a temperatura ambiente
e colocou-se em agitacao. Num balao de fundo redondo, dissolveu-se 0,018 g de 1,6-

diaminohexano (C¢H¢N;) em 7 mL de metanol e colocou-se em agitacao.

Com uma ampola de adicao, adicionou-se o composto DiPyPhen(COH),, gota a gota. No
final, a solucdo ficou ligeiramente turva, tendo-se deixado em agitacdo a temperatura
ambiente durante 1 noite. Terminado o tempo, retirou-se da agitacao e deixou-se a precipitar
a 4 °C, tendo havido formacdo de um precipitado esbranquicado. Procedeu-se a filtracdo e
deixou-se o filtrado a secar na estuda. Adquiriu-se espetro de RMN de 'H, o qual mostrou a
existéncia de composto puro. Obteve-se 0,0024 g de DiPyPhenN,. O rendimento foi de 10%. 'H
RMN (400 MHz, CDCI3): 6 9,54(d,2H), 9,00(s,2H), 8,91(s,2H), 8,56(d, 2H), 3,72(m,4H),
2,01(m,6H).

Optou-se por se realizar nova sintese de DiPyPhenN, com ajuste de proporcdes dos

reagentes de partida: 1pipyphenicon)z = 11,6-diaminohexano- D€Ste modo, pesou-se 0,040 g de
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DiPyPhen(COH), e dissolveu-se em 15,66 mL de metanol. Num balao de fundo redondo,
dissolveu-se 0,015 g de 1,6-diaminohexano em 5,8 mL de metanol. Procedeu-se a adicao do
DiPyPhen(COH), gota a gota e estendeu-se o tempo de agitacdo a 4 noites, apos as quais se
deixou a precipitar a 4 °C. Verificou-se a formacao do precipitado esbranquicado como

anteriormente, o qual foi filtrado e seco.

Adquiriu-se os espetros de RMN de 'H, *C, DEPT 135 e ainda os espetros de correlacao
HMBC e HSQC assim como o espetro de massa, 0s quais mostraram os sinais do composto puro.
Obteve-se 0,006 g de composto, sendo que o rendimento foi 15%. 'H RMN (400 MHz, CDCL3): o
9,54(d,2H), 9,00(s,2H), 8,90(s,2H), 8,56(d, 2H), 3,77(m,4H), 2,09(m,6H). *C RMN (400MHz,
CDCl;) 6 162,54; 156,75; 147,00; 144,87; 140,62; 134,00; 127,92; 121,24; 61,36; 30,15; 29,70;
27,22 ppm. DEPT 135° (400MHz, CDCI3) 6= 162,54(CH); 156,75(C); 147,00(C); 144,87(CH);
140,62(C); 134,00(CH); 127,92(C); 121,24(CH); 61,36(CH,); 30,15(CH,); 29,70(CH,); 27,22(CH,).
ms: m/z: 261,11 (M*+1), 260,11 (M*).

Tabela 2. Atribuicao dos desvios quimicos para o DiPyPhenNsem CDCI3.

'H MUTIPLICIDADE HSQC ('3C) (- DEPT-135) HMBC (- DEPT-135)

9,54 Dupleto(1H) 134,00 (CH) 140,2 (C); 144,87 (CH);
156,75(C)

9,00 Singleto(1H) 144,87 (CH) 140,62(CH); 147,00(C)

8,91 Singleto(1H) 162,54 (CH) 156,75(C);121,24(CH));
61,36(CH)

8,56 Dupleto(1H) 121,24 (CH) 134,00(CH)); 127,92(C)

3,85 162,54 Schiff base

3.1.4.1.Reducao do composto 7,10 - dimetilpirazino [2, 3-f] [1,10]

fenantrolinaciclo - 2,11 - dieno (DiPyPhenN)

CHIOH, r.t

" W "

Figura 17. Reducao do 7,10 - dimetilpirazino [2, 3-f] [1,10] fenantrolinaciclo - 2,11 - dieno.

Dissolveu-se 0,0024 g de DiPyPhenN,em 3mL de etanol absoluto. Adicionou-se 0,012 g
de borohidreto de sodio (NaBH,) gradualmente, tendo-se deixado em agitacao durante 2 noites

a temperatura ambiente. Procedeu-se a uma extracao cloroférmio - agua, tendo-se evaporado
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as fases organicas, do qual resultou um 6leo castanho que ficou a secar o na estufa. Fez-se um

espetro de RMN de 'H que comprovou a existéncia de composto impuro.

De modo a promover a precipitacao do composto, este foi dissolvido em 2 mL de etanol
e adicionado acido cloridrico (HCl) concentrado até pH 2-3. Nao houve formacéo de precipitado

€ nao se conseguiu purificar o composto final.

3.1.5. Sintese do 3,6,9-triaza - (7,10) - pirazino [2, 3-f] [1,10]
fenantrolinaciclodecafeno - 2,9 - dieno. (DiPyPhenNs) (C21H20Ns)
/_\
N N
\ 7/
/" N\_/ \ Cutbe

CH,CI,/CH,0H; 0°C

Figura 18. Sintese do 3,6,9-triaza - (7,10) - pirazino [2, 3-f] [1,10] fenantrolinaciclodecafeno -
2,9 - dieno, segundo Baudoin e colaboradores (Baudoin et al., 1997).

A sintese do DiPyPhenNs foi realizada com base na sintese de Baudoin e colaboradores
(Baudoin et al., 1997).

Pesou-se 0,037 g de DiPyPhen(COH), e dissolveu-se em 7,5 mL de cloroformio e 2,5 mL
de metanol, perfazendo um volume total de 10 mL. Simultaneamente, a dietilenotriamina
(0,0132 g) foi dissolvida em 14 mL de metanol, a qual foi adicionada gota a gota ao
DiPyPhen(COH), sob agitacao e num banho de gelo. Deixou-se agitar durante 5 noites. Nao

houve formacao de precipitado, pelo que se evaporou e deixou-se a secar na estufa.

Adquiriu-se o espetro de RMN de 'H o qual mostrou que o composto estava impuro.

3.1.5.1. Reducdao do 3,6,9-triaza - (7,10) - pirazino [2, 3-f] [1,10]

fenantrolinaciclodecafeno - 2,9 - dieno. (DiPyPhenNs)

/ s \
N N
\ /
NaBH,
CH,Cl,/CH;0H; 1t / \ / \
—N N=—

\N N/ NH HN

Figura 19. Reducao do 3,6,9-triaza - (7,10) - pirazino [2, 3-f] [1,10] fenantrolinaciclodecafeno -
2,9 - dieno, segundo Baudoin e colaboradores (Baudoin et al., 1997).
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Decidiu avancar-se para a reducao do DiPyPhenNs, ainda segundo o protocolo do artigo

Baudoin e colaboradores (Baudoin et al., 1997).

Dissolveu-se o DiPyPhenNs em 15 mL de etanol absoluto. Adicionou-se 2 g de NaBH,4
lentamente e deixou-se em agitacao durante 1 noite a temperatura ambiente. No dia seguinte,
ndo havia precipitado e evaporou-se a solucdo. Fez-se uma extracdo liquido-liquido com
cloroférmio-agua, evaporou-se as fases organicas e o solido resultante ficou a secar na estufa.
A caracterizacao por RMN nao foi conclusiva acerca da formacao do composto reduzido, pois a

quantidade no tubo de RMN era vestigial.

3.2. Preparacao do aptamero, ligandos e nanosistemas

0 oligonucleotido em estudo foi obtido da STAB VIDA. A sequéncia do aptamero utilizada
foi: 5’ - TGGTGGTGGTTGTTGGGTGGTGGTGGT - 3’ e foi designada por AT11-L0, derivado do
aptamero G4 AS1411. O aptamero AT11-L0 foi purificado adicionando 2 mL de agua milli-Q num
concentrador Millipore Ultracel YM-3, 7500 G, NMWL=3000 e centrifugou-se a 3500 G durante

30 minutos. Foram realizadas 5 lavagens.

Apds purificacdo, a concentracao do stock do AT11-L0 foi determinada pela leitura da
absorvancia em triplicado no espectrofotdmetro Thermo SCientific evolution 201 UV/vis. O

calculo da concentracao foi determinado pela Lei de Lambert-Beer.

Informacao do AT11-LO:
€= 256100

n=20,1 nmol

Ressuspendeu-se o aptamero AT11-L0 em 100 pL de agua milli-Q e procedeu-se a leitura
das absorvancias entre 200 e 400 nm, com um tempo de integracdo de 0,10 segundos, intervalo
de dados de 1 nm, velocidade de varredura de 600 nm e um tempo estimado de 23 segundos.
Pela leitura de absorvancia e, através da Lei de Lambert-Beer, determinou-se que o stock de
AT11-LO tem uma concentracédo de 0,358 x 103 M. A solucdo do AT11-L0 foi guardada a -20 °C.

As condicoes de annealing do AT11-LO de modo favorecer o G4 foi: dissolucdo numa
solucao tampao adequada a cada ensaio, 15 minutos de aquecimento, seguidos de 20 minutos
de arrefecimento em banho de gelo. Apos annealing os stocks de AT11-L0 foram guardados a
4°C.

Quanto aos ligandos em estudo, foram utilizados os derivados de laranja de acridina e
fenantrolina. A sintese dos derivados de laranja de acridina foi descrita no artigo de Pereira e
colaboradores (Pereira et al., 2017). Sendo que, os quatro ligandos derivados de laranja de

acridina partilham a mesma base a qual foram adicionadas 3 (C3), 5 (Cs), 8(Cs) unidades de
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metileno e ainda 8 unidades de metileno e um grupo NH, (Cs-NH,). Enquanto que a sintese dos
derivados de fenantrolina foi descrito por C. Cruz e colaboradores (Cruz et al., 2011). Em ambos
os ligandos [16]phenN, e [32]phen,;N, a base é a 1,10-fenantrolina ciclizada com poliaminas,

sendo que o [32]phen;N,tem a particularidade possuir duas bases de 1,10-fenantrolina.

As solucoes dos ligandos em estudo foram preparadas em DMSO nas seguintes
concentracoes: Cg (10,8 mM); Cg-NH; (10 mM); Cs (5,3 mM); C; (8,3 mM); [16]phenN; (10 mM);
[32]phen;N, (10 mM). A partir destas solucdes foram preparadas as diluicbes necessarias,
sempre em agua Milli-Q. Para além destes ligandos foi ainda usado o ligando comercial de G4,
PhenDC3 (10 mM) e, ainda, o DiPyPhen(Me), (10 mM), proveniente da sintese anteriormente

descrita (ver seccao 3.1.2).

Figura 20. Estruturas quimicas dos ligandos em estudo: (em cima, da esquerda para a direita) Cs,
Cs-NHz, Cs, C3, (em baixo, da esquerda para a direita) [16]phenN;, [32]phen;N4, DiPyPhen(Me);, PhenDC3,
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3.3. Ensaios Biofisicos

3.3.1. Espectroscopia de diferenca térmica (TDS)

0 ensaio de TDS permitiu a caracterizacao estrutural rapida do aptamero AT11-L0 em
solucao, sendo complementar a espectroscopia de dicroismo circular. O espetro de TDS é obtido
através da leitura de absorvancia no ultravioleta do AT11-L0 no seus estados enrolado e
desenrolado (apds desnaturacdo), numa gama de temperaturas dentro do seu intervalo de
temperatura de melting (T,,) e reflete o empilhamento de bases que ocorrem na estrutura, uma
vez que o aquecimento da sequéncia leva a alteragdes na sua absorvancia no ultravioleta, que
refletem a mudanca conformacional do AT11-L0 em solucao (Karsisiotis et al., 2011; Mergny et
al., 2005).

O ensaio de TDS foi realizado no espetrofotdmetro Thermo Scientific evolution 201
UV/visible. O espetro foi adquirido usando uma solucao de AT11-L0 a 2,5 pM com tampao 70
mM KCl + 30 mM K,HPO,/KH,PO,, entre 220 nm a 335 nm, a 200 nm/min. O branco foi realizado

com 400 pL de tampao. A célula usada foi de quartzo com 1 cm.

Pipetou-se 2 uL de AT11-L0 e 398 L de tampao (para um volume final de 400 pL) para
um eppendorf e procedeu-se ao annealing nas condicdes estipuladas (ver seccao 3.2). Apds o
annealing foi adquirido o espetro a 20°C. Desnaturou-se o AT11-L0 a 90°C, durante 5 min e,
apos desnaturacao, obteve-se o espetro a 90°C. Os resultados foram tratados com recurso ao

programa Thermoinsight.

A diferenca entre os dois espetros permitiu obter o valor de TDS, que nos fornece
informacao sobre a estrutura paralela ou antiparalela do AT11-L0 a partir dos seguintes
racios:

AA240nm
AA295nm

> 4 paralelo (1);

AA240nm
AA295nm

< 2 antiparalelo (2);

AA255nm
AA295nm

> 3,5 paralelo (3);

AA255nm
AA295nm

< 1,5 antiparalelo (4);
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3.3.2. Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

O CD é o fendmeno detetado quando uma amostra otica ativa interage com a luz
polarizada no plano, composta de componentes polarizados circularmente a direita e a
esquerda, e mede a diferenca na absorvancia da luz polarizada circularmente a esquerda e
circularmente a direita depois de passar pela amostra. O registo do CD a diferentes
comprimentos de onda permite obter um espectro, que é fortemente indicativo do conteldo
da estrutura secundaria de macromoléculas e, entre elas, estruturas G4 (Oommen et al., 2017).
Assim sendo, a espectroscopia de CD tem vindo a ser amplamente utilizada na analise
estrutural, detecdo de alteracdées conformacionais e estudos de desnaturacdo térmica (CD-
melting) de acidos nucleicos; nomeadamente, é uma técnica biofisica que tem sido utilizada

para estudar a topologia de estruturas de guanina do G4 (Carvalho et al., 2017).

De modo a estudar a estabilizacdo do AT11-L0 na presenca e auséncia dos ligandos
derivados de laranja de acridina e fenantrolina realizaram-se ensaios de CD tendo por base

protocolos otimizados e publicados (Carvalho et al., 2017; Carvalho et al., 2018).

O AT11-LO foi dissolvido na solucao tampao de 65 mM KCl + 20 mM K,HPO,/KH,PO, e
realizado o annealing nas condicdes definidas anteriormente (ver seccao 3.2). A concentracao
na célula de CD foi 10 pM.

Os ligandos utilizados foram: [16]phenN,, [32]phen;N4, Cg, Cg-NH,, C5 e C;. Foram
diluidos em agua Milli-Q a partir das solucdes iniciais, de modo a obterem-se solucoes a
concentracao final de 1 mM. Foi também utilizado o ligando de G4 comercial designado por
PhenDC3 e o ligando sintetizado na secao 3.1.2 designado por DiPyPhen(Me),. As titulacoes
consistiram na adicdo do volume necessario de ligando em cada equivalente molar (0; 0,25;
0,50; 0,75; 1; 1,50; 2 e 4) diretamente na célula de quartzo de 1 mm contendo 10 uM de AT11-
LO, sendo que aos 0; 0,5; 1; 2 e 4 equivalentes foram também adquiridos os espectros de CD-

melting.

Os espectros de CD foram obtidos a 25 °C no espectropolarimetro Jasco J-815 com uma
célula de quartzo de 1 mm contendo um volume final de 250 pL. Os espetros foram adquiridos
entre 220 e 340 nm, com velocidade de varrimento de 200 nm/min, largura de banda de 1 nm,

tempo de resposta de 1 segundo, com varrimento continuo e 4 acumulacoes.

No caso das experiéncias de CD-melting, o AT11-L0 na presenca e auséncia de ligandos
foi aquecido num intervalo de temperatura entre 20 °C e 110 °C, temperatura estabelecida pelo
sistema de Peltier, com uma rampa de aquecimento de 2 °C/minuto e monitorizacao de

elipticidade medida segundo o pico maximo detetado para cada ligando aos 0 equivalentes.
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Os dados obtidos foram convertidos em fracdes de enrolamento usando a seguinte

equacao:

g = CD—CDinin' (5)
o

Em que CD ¢ a elipticidade do comprimento de onda monitorizado a cada temperatura
e CD™" e CD™™ sjo a menor e maior elipticidade registadas, respetivamente. Os dados foram
ajustados a uma distribuicao de Boltzmann (com recurso ao programa OriginPro 8 e as T,

determinadas.

3.3.3. Espectroscopia de fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia é uma técnica que permite estudar interacbes e
afinidade entre moléculas, nomeadamente entre estruturas de G4 e ligandos. Através de
titulacdes espectrofluorimétricas, € possivel calcular a Kp de equilibrio utilizando reduzidas
quantidades de aptamero e ligandos (UM). Esta técnica é baseada na emissdo de um fotdo apds
o relaxamento para o estado fundamental de um singleto excitado eletronicamente apds a
absorcdao de um fotdo pelo fluoréforo. Ou seja, a amostra é excitada a um determinado
comprimento de onda e emite radiacao em um comprimento de onda diferente, sendo que, o
espectro de emissdo fornece informagdes para analises qualitativas e quantitativas (Giancola e
Pagano, 2017).

Como os ligandos derivados de laranja de acridina e fenantrolina sao fluorescentes, a
afinidade com o aptamero AT11-LO foi determinada por monitoramento das propriedades
espectroscopicas dessas moléculas na presenca ou auséncia de AT11-LO, tendo como base

protocolos otimizados e publicados (Carvalho et al., 2017; Carvalho et al., 2018).

Os espectros de fluorescéncia foram adquiridos no fluorimetro Horiba FloroMax4
equipado com um sistema de controlo de temperatura, usando uma célula de quartzo com um
comprimento de percurso de 1 cm. Os ligandos foram excitados a comprimentos de onda
previamente determinados pelo espetro de absorcao. Assim: o [16]phenN, e o [32]phen;N,
(derivados de fenantrolina) foram excitados a 271 nm e o espetro de emissao foi adquirido
entre 285 e 600 nm; enquanto que os derivados de laranja de acridina Cg, Cg-NH,, C5s e C; foram
excitados a 498 nm e a emissao de fluorescéncia foi adquirida entre 530 e 700 nm. Todos
ligandos foram usados a concentracao de 5 UM em tampao contendo 70 mM de KCl e 30 mM
K;HPO,/KH,PO,4, pH=7, a 25 °C. A concentracao de AT11-LO usado para as titulacées foi de 500
MM dissolvido na mesma solucao tampao e sujeito a annealing nas condicoes suprarreferidas na

seccao 3.2.

As titulacoes consistiram na adicdo do volume necessario de AT11-L0 em cada

equivalente molar: 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1; 1,25; 1,50; 1,75; 2 para todos os ligandos, a excecao
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do Cg-NH, ao qual foram acrescentados os equivalentes intermédios 0,125; 0,150; 0,175
diretamente na célula de quartzo de 1 cm contendo 5 pM de cada ligando, com um intervalo

de tempo de equilibrio entre cada equivalente de 10 min.

Os dados foram convertidos em fracao de ligandos ligados utilizando as seguintes

equacoes para (6) laranja de acridina ou (7) fenantrolina:

I_Iiivre

a = I;igado_liim—e ( )

ﬂ =]— I)lLigado (7)

Em que | é a intensidade de fluorescéncia a cada equivalente de AT11-L0 - ligando no
comprimento de onda definido e 0 liyre € liigado 580 as intensidades de fluorescéncia do ligando
livre (ou seja, aos 0 equivalentes) e totalmente ligado (ou seja, aos equivalentes finais),

respetivamente.

Os pontos foram ajustados para uma funcao sigmoidal no caso dos derivados de laranja
de acridina e hiperbolica no caso dos derivados de fenantrolina, com recurso ao programa
OriginPro 8. Os valores de K, foram determinados a partir do seguinte modelo, e de acordo com

a familia de ligandos, (8) derivados de laranja de acridina ou (9) derivados de fenantrolina:

[DNAJ"
" Kp+[DNAJ"

@)

_ [DN4]
'B_KD+[DNA]

9)

Onde a e B € a fracdo do ligando ligado para cada classe de ligando, [DNA] é a
concentracao do AT11-L0 e h é a constante Hill, que descreve a cooperatividade da ligacdo do

ligando.

3.4. Ensaios in vitro

Os ensaios in vitro descritos nesta seccao foram realizados em fibroblastos dérmicos
humanos normais (NHDF) e células cervicais humanas cancerosas (Hela).

As células Hela cresceram em meio DMEM (do inglés Dulbecco’s modified Eagle’s
medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de antibidtico/antimicotico.
No caso das células NHDF cresceram em meio RPMI (do inglés Roswell Park Memorial Institute)
suplementado com 0,02 M de L-glutamina, 0,001 M de piruvato de sodio, 10% de FBS e 1% de
antibiotico/antimicotico. As culturas foram mantidas a 37 °C numa atmosfera humidificada,
contendo 5% de CO0,.
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3.4.1. Ensaio de Viabilidade Celular

Neste ensaio as células com metabolismo ativo, consideradas células viaveis, convertem
o reagente brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-1)-2,5-difenil tetrazolio (MTT) que possui cor
amarela, num produto designado E,Z- 1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-dipenil formazano de cor
roxa, enquanto que as células nao viaveis nao sao capazes de realizar essa conversdo. A
coloracao roxa € utilizada como um quantificador de viabilidade das células, através da
quantificacao de formazano a 540 nm. Deste modo, maior intensidade da cor roxa indica maior
viabilidade celular e menor intensidade da cor indica um nimero reduzido de células viaveis e,
portanto, uma citotoxicidade superior é esperada (Bahuguna et al., 2017). Os ensaios de
viabilidade celular ocorreram com base em protocolos otimizados e publicados (Carvalho et al.,
2017; Carvalho et al., 2018).

Em todos os ensaios de MTT, apds o periodo de incubacao, foi preparada uma solucdo
de MTT. Esta solucao consiste na dissolucao do composto MTT a uma concentracao de 5 mg/mL
em PBS. A esta solucao foi adicionado o respetivo meio incompleto de acordo com a linhagem
de células (DMEM sem soro para as HelLa e RPMI com 1% de soro para os fibroblastos), numa

proporcao de 80% de meio para 20% de PBS.

As células foram semeadas em placas de 48 pocos a uma densidade de 5 x 103
células/poco, tendo as Hela ficado a incubar 24 h e as NHDF 48 h, nos respetivos meios de

crescimento (ver seccao 3.4), de modo a promover adesao ao fundo dos pocos.

Os ensaios de MTT foram divididos em duas fases distintas. Numa primeira fase foram
testados os ligandos derivados de laranja de acridina Cg, Cg-NH,, Cs e C; e ainda o ligando
[16]phenN,. Nao se testou o ligando [32]phen;N, por ndo haver stock suficiente disponivel. Apds
adesao, as células HeLa e NHDF foram incubadas com diferentes concentragdes dos ligandos,
durante 7 dias a 37 °C numa atmosfera humidificada contendo 5% de CO,, de modo a determinar
0 1Cso dos compostos com recurso ao programa GraphPad Prism 6. Foram realizados triplicados,
tendo sido usado um controlo de células (sem ligando) e um controlo de DMSO. O meio antigo
foi substituido pela solucao de MTT contendo meio fresco. As caixas foram cobertas com papel
de aluminio e incubadas a 37 °C durante 1 h. Apos este tempo a solucdo de MTT foi finalmente
removida, os cristais de formazano dissolvidos em 250 pL de DMSO e a absorvancia foi lida no
leitor de microplacas Bio-Rad xMark™ a 570 nm. Os resultados foram tratados com recurso ao
GraphPad Prism 6.
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Tabela 3. Concentracdes usadas nos ligandos Cg, Cg-NH;, Cs, C3 e [16]phenN;, para determinacao
do 1Csp em células Hela, através de ensaio de MTT.

Ligandos Concentragdes usadas (UM)
Cs 0,01 0,025 0,075 0,1 0,125 0,25 0,5 1 1,25 2
Cs-NH; 0,01 0,1 0,25 0,5 1 2 5
Cs 0,01 0,1 0,5 1 1,25 1,75 3
Cs 0,01 0,05 0,1 0,5 1 2 3
[16]phenN; 0,1 1 5 10 25 50 100

Tabela 4. Concentragoes usadas nos ligandos Cg, Cg-NHz, Cs, C3 e [16]phenN;, para determinacao
do ICso em células NHDF, através de ensaio de MTT.

Ligandos Concentrac¢des usadas (UM)
Cs 0,01 0,1 0,25 0,5 1 2 5
Cs-NH; 0,01 0,1 0,5 1 2 5 10
Cs 0,01 0,1 0,5 1 2 3 5
G 0,01 0,05 0,1 0,5 1 2 3
[16]phenN; 5 10 15 25 35 50 100

Apos determinados os ICsy dos ligandos, foram testados os conjugados AT11-L0 - ligando,
com os ligandos Cg, Cs-NH,, Cs e C3 em células HeLa e NHDF, em que foi testada a concentracao
mais adequada de cada ligando com base nos resultados obtidos anteriormente. A concentracao
do AT11-LO foi fixada a 0,15 pM. Antes de cada incubacao o AT11-LO0 foi sujeito a annealing nas
condicOes previamente estabelecidas (ver seccao 3.2) em tampao contendo 70 mM de KCL + 30
mM K,HPO,/KH,PO,, pH=7 a 25 °C.

A abordagem foi igual a anterior: apos adesao, células HeLa e NHDF foram incubadas
com os conjugados nas devidas concentracoes, durante 7 dias. No final verificou-se diferencas
entre usar o AT11-L0 e os ligandos livres, em vez dos conjugados. Foram realizados triplicados,
e utilizados controlos de células sem conjugado, um com DMSO, um com ligando e um com
AT11-L0. O meio antigo foi entdo substituido pela solucdo de MTT contendo meio fresco. As
caixas foram cobertas com papel de aluminio e incubadas a 37°C durante 1 h. Apos este tempo
a solucao de MTT foi finalmente removida, os cristais de formazano dissolvidos em 250 pL de
DMSO e a absorvancia foi lida no leitor de microplacas Bio-Rad xMark™ a 570 nm. Os resultados

foram tratados com recurso ao GraphPad Prism 6.
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Tabela 5. Nanosistemas conjugados usados no ensaio de MTT em células HelLa, com a respetiva
concentracao de cada ligando Cg, Cg-NH;, Cs e Cs.

Conjugado Concentracgao de ligando (uM)
AT11-LO - Cg 0,125

AT11-LO - C3-NH, 0,25

AT11-L0 - Cs 1

AT11-L0 - C; 1

Tabela 6. Nanosistemas conjugados usados no ensaio de MTT em células NHDF, com a respetiva
concentracao de cada ligando Cg, Cg-NH;, Cs e Cs.

Conjugado Concentracao de ligando (UM)
AT11-LO - C3 0,1
AT11-LO - C3-NH, 2
AT11-LO - Cs 2
AT11-L0 - C; 2

3.4.2. Microscopia de Fluorescéncia Confocal

Realizou-se os ensaios de microscopia de fluorescéncia confocal de modo a estudar a
colocalizacao do aptamero AT11-L0, ligando e conjugado AT11-L0 - ligando durante 7 dias em

células Hela, de forma a verificar possiveis diferencas na localizacao celular.

Para este ensaio foi usado um stock do aptamero AT11-LO ligado a um fluordforo que
lhe confere marcacéo no vermelho, designado por Cianina 5 (Cy5). A semelhanca do que esta
descrito anteriormente, este stock também foi preparado através da ressuspensdao com 100 pL
de agua Milli-Q para leitura de absorvancia entre 200 e 400 nm, com um tempo de integracao
de 0,10s, intervalo de dados de 1 nm, velocidade de varredura de 600 nm e um tempo estimado
de 23 s.

Através das leituras de absorvancia e, através da Lei de Lambert-Beer, determinou-se
que o stock de AT11-L0O tem uma concentracao de 0,127 x 103 M. Esta solucao stock do AT11-L0
foi guardada a -20 °C. Aquando da realizacao do ensaio, o AT11-L0O foi sujeito a annealing nas
condicOes previamente estabelecidas (ver seccao 3.2) em tampao contendo 70 mM de KCl + 30
mM K;HPO,4/KH,PO,, pH=7 a 25 °C.

Como o ensaio foi realizado ao longo de 7 dias, as células HeLa foram cultivadas em 7
placas de cultura com fundo de vidro contendo poli-D-lisina a uma densidade de 5x10°
células/poco (uma placa por dia), em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino

e 1% de antibiotico/antimicotico. Foram colocadas a aderir durante 24 h a 37 °C numa
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atmosfera humidificada contendo 5% de CO,. Apds a adesao, as células foram incubadas no
escuro com o conjugado escolhido AT11-LO (1 pM) + ligando C8 (0,5 pM). Foram ainda
preparados controlos de aptamero G4 AT11-L0 (1 yM) e Hoescht (1 pM). O volume final em cada
poco foi 250 pL. As diferentes placas foram protegidas da luz com papel de aluminio e deixadas
a incubar 37°C numa atmosfera humidificada contendo 5% de CO,. A cada dia uma placa foi
retirada da incubacdo, tratada e analisada no microscopio de fluorescéncia confocal, até

perfazer o total dos 7 dias.

O tratamento da amostra para analise no microscopio foi efetuado da seguinte forma:
aspirou-se o excesso de sonda e efetuaram-se duas lavagens com 300 pL de PBS previamente
aquecido. Apos as lavagens, preparou-se a solucdo contendo a sonda nuclear Hoechst 33342 em
PBS (1 uM). As células foram entdo tratadas com esta solucao, que ficou a incubar a 37 °C
durante 15 min. Antes da visualizacao, o excesso de sonda foi lavado duas vezes com PBS. As
células foram observadas no microscopio Zeiss AxioObserver LSM710 com excitacao a laser de
405, 488 e 514 nm para os canais de 4,6-diamidino-2-fenilindole (DAPI), isotiocianato de
fluoresceina (FITC) e rodamina, respetivamente. Bandas de emissao apropriadas foram
selecionadas para os dois canais fluorescentes, levando em conta a sobreposicao espetral. As

imagens foram processadas com recurso ao programa Zeiss Zen.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao

4.1. Sintese de ligandos de G4

Foi proposta a sintese de novos derivados de fenantrolina com o objetivo de serem
potenciais ligandos para interagir com aptameros G4, nomeadamente o G4 AT11-L0. A sintese
destes derivados foi delineada tendo em conta: (1) a obtencdo de uma superficie aromatica
mais extensa que facilita o empilhamento m-m e (2) a ciclizacao com cadeias extensas de aminas

alifaticas que promovem a interacao com os sulcos e loops do G4.

Em primeiro lugar, foi realizada a oxidacdao do 2,9-dimetil-1,10-fenantrolina com
brometo de potassio e acido sulfirico 60% como oxidante, que deu origem a 1,10-fenantrolina-
5,6-diona (fenodiona). O procedimento foi otimizado, tendo-se obtido o composto final com
um rendimento da sintese de 80% (ver seccao 3.1.1). Foi seguido o método de Zheng e
colaboradores, que tem algumas vantagens comparado com os métodos anteriores: baixa
temperatura de reacao; quantidade quase igual dos reagentes e evita 0 uso de uma mistura

altamente concentrada de acido sulfirico e acido nitrico (Zheng et al., 2010).

Figura 21. Estrutura quimica da a 1,10-fenantrolina-5,6-diona.

Seguidamente obteve-se o DiPyPhen(Me), através da condensacao da 1,10-fenantrolina-
5,6-diona (fenodiona) com etilenodiamina em etanol. O rendimento foi superior a 95% (ver
seccao 3.1.2). Deste modo, houve a inclusao de um anel de piperazina na estrutura da 1,10-

fenantrolina, promovendo-se o aumento da superficie aromatica disponivel.

Posteriormente, este composto intermediario pode, entado, ser ciclizado com varias
poliaminas. Para isso, foi necessario a formacao do aldeido através da oxidacdo do
DiPyPhen(Me), com dioxido de selénio. Formou-se o DiPyPhen(COH), e o rendimento da reacao

foi 30% (ver seccao 3.1.3). A principal dificuldade na obtencao deste composto foi a eliminacao
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do selénio, o que diminuiu o rendimento da reacdao e impossibilitou a obtencdo de mais

composto puro para iniciar as reacoes seguintes.

A partir do DiPyPhen(COH), chegou-se aos dois compostos finais: DiPyPhenN, e
DiPyPhenNs. Estes compostos para além da base planar extensa, foram ciclizados com

poliaminas para promover a interacao com o aptamero G4 AT11-L0.

O DiPyPhenN, foi obtido pela adicao de diaminohexano ao DiPyPhen(COH),, tendo-se
obtido o composto puro com um rendimento de 15%. No entanto, este composto demonstrou
ser insolivel em varios solventes incluindo DMSO, pelo que se optou pela sua reducdo com
borohidreto de sddio, sem que se tenha conseguido purificar o composto. Para obtencao do
DiPyPhenNs, o DiPyPhen(COH), foi sujeito a uma ciclocondensacdao com dietilenotriamina,
seguido de reducdo com borohidreto de sodio, no entanto sem que se tivesse conseguido

purificar o composto final.

VAR
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Figura 22. Estrutura quimica dos ligandos G4 (A) DiPyPhenN, e (B) DiPyPhenNs.
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4.2. Ensaios Biofisicos

4.2.1. Espectroscopia de diferenca térmica (TDS)

Como descrito anteriormente (ver seccao 3.3.1), foi obtido o espetro de TDS em tampao 70 mM
KCl + 30 mM K;HPO,/KH,PO,4, com base na diferenca entre o espectro obtido a 90 °C e o obtido
a 20 °C. O calculo do valor absoluto do fator de TDS, através dos racios (Aysonm)/ (A295nm) €

(Azs5nm)/ (A295nm) permitiu obter informacao sobre a estrutura do aptamero de G4 AT11-LO.

0,10 4
0,08 4
0,06 4
0,04 4

0,02 4

A Abs.

0,00 4

-0.02

-0.04

-0,06

T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340
Comprimento de onda (nm)

Figura 23. Espetro de TDS resultante da subtracao do espetro a 90 °C ao espetro a 20 °C.

Através da analise do espectro de TDS (Fig. 23) pode-se assumir a existéncia de uma
conformacédo G4, porque possui picos positivos em torno de 243 e 273 nm e um pico minimo

negativo a 295 nm.

Assim sendo, para o G4 AT11-L0:

AA240 .
> =M= —2,09], valor compreendido entre 2 e 4
AA295nm
AA255 . .
» ——T0 —|_1,20|, valor inferior a 1,5
AA295nm

Ou seja, para (Az40nm)/ (A2950m) O valor do fator de TDS obtido foi de 2,09; estando no
intervalo entre 2 e 4, mas muito proximo de 2. No entanto, o fator de TDS obtido para o racio

(Azs50m)/ (Azesnm) foi igual a 1,20 que é inferior a 1,5, indicativo da topologia antiparalela.

Apesar de parecer haver uma tendéncia do AT11-LO para formar uma topologia
antiparalela na presenca de 70 mM de KCl, estes resultados sdo inconclusivos quanto a estrutura

do aptamero.
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4.2.2. Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

As experiéncias de CD permitiram estudar o efeito dos ligandos na conformacédo do
aptamero de G4 AT11-L0 (10 pM) em tampao de 65 mM KCL + 20 mM K,HPO,/KH,PO, (ver seccao
3.3.2). Nestas condicoes, aos 0 equivalentes o AT11-L0 apresentou os picos caracteristicos da
topologia paralela perto de 260 e 240 nm, como evidenciado na figura 24, sendo que apos a
adicao de 4 equivalentes de cada um dos ligandos estudados Cg, Cg-NH,, Cs, C3, [16]phenN,,
[32]phen;N,4, DiPyPhen(Me), e PhenDC3 nao se verificaram alteracdes significativas na topologia
do G4 AT11-L0. De ressalvar que apesar destes resultados nao estarem em total acordo com os
obtidos anteriormente através do espectro de TDS (ver seccao 4.2.1), as estruturas de G4 sao,
por norma, extremamente sensiveis a concentracdo e ao tipo de sal presentes no tampao,

nomeadamente a presenca de ides K*, Na* e Li*.

O mesmo ja tinha sido reportado por Carvalho e colaboradores para os ligandos
[16]phenN; e [32]phen,N, quando estudados com a estrutura G4 do c-MYC (10 pM), o que sugere
que estes ligandos nao provocam alteracdes significativas na estrutura G4 (Carvalho et al.,
2018). Também Carvalho e colaboradores num outro estudo com os derivados de laranja de
acridina Cg, Cs e C; verificaram que os ligandos ligam-se a topologia paralela do c-MYC, sem

alterar a sua topologia (Carvalho et al., 2017).

Referir, ainda, que o espetro obtido apresenta um perfil semelhante aos obtidos por Do
e colaboradores para os aptameros G4 AS1411 e G4 AT11, em 70 mM de KCl + 20 mM de
KH,PO,,K,HPQO,4, o que significa que as modificacdes quimicas presentes nos linkers do AT11-L0
nao produziram alteracdes significativas na sua topologia relativamente aos aptameros G4
AS1411 e AT11 (Do et al., 2017).
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220 240 260 280 300 320 340
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Figura 24. Espetro de CD representativo da estrutura paralela do G4 AT11-LO (10 uM) em 65 mM
de KCl + 20 mM de KH,PO4/K;HPO4.
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Quanto aos ensaios de CD-melting foram realizados com o aptamero de G4 AT11-L0 (10
pM) também em tampao de 65 mM KCL + 20 mM K,HPO,/KH,PQO,4 aos 0; 0,5; 1; 2 e 4 equivalentes
molares de cada ligando: Cg-NH,, Cs, Cs, Cs, [32]phen;N4, [16]phenN, e ainda DiPyPhen(Me), e
PhenDC3 (ver seccdo 3.3.2), permitindo avaliar a estabilizacao térmica induzida pelos ligandos.
Calculou-se a AT, para todos os ligandos em estudo apos adicao de 4 equivalentes molares de

cada ligando (correspondentes a 40 uM de ligando titulado).

A temperatura do aptamero nas condi¢coes definidas, aos 0 equivalentes, foi sempre de
aproximadamente 51 °C. Esta T, para este aptamero ja havia sido reportada por Do e
colaboradores, ainda que através de experiéncias de UV-melting, em que o aptamero foi
preparado a uma concentracdao de 5 pM em tampao com 70 mM de KCl + 20 mM de
K,HPO4/KH,PO,4; Do e colaboradores concluiram que a supressao de timinas no linker do AT11

que da origem ao AT11-LO representa um aumento de cerca de 8 °C (Do et al., 2017).

Relativamente aos ligandos derivados de laranja de acridina houve uma variacao
consideravel da AT, aos 4 equivalentes para o Cg (23,9 °C) e Cg-NH, (26,6 °C), enquanto o Cs
apenas promoveu a estabilizacdo de 7,7 °C e o C; de 4,2 °C, sendo este ultimo o ligando com
menor valor de estabilizacdo térmica (ver figura 25. (C), (D), (E) e (F)). Isto esta relacionado
com o comprimento da cadeia de alquilamida, dado que quanto menor o seu comprimento,
menor é a estabilizacao induzida pelo ligando e vice-versa. Além de que, a substituicdo do
grupo iodobenzeno pelo NH; presente no Cg-NH, também parece favorecer a estabilidade do G4
AT11-LO por este ligando, em detrimento dos restantes. Deste modo o potencial decrescente

de termoestabilizacdo destes ligandos é: Cg-NH, > Cg> C5> Cs.

Relativamente aos derivados de fenantrolina, o ligando com melhor estabilizacao
térmica foi o [32]phen,;N,4, com um AT,, igual a 15,16 °C; ainda assim prdoximo do valor obtido
para o ligando [16]phenN; (12,55 °C), (ver figura 25 (A) e (B)). Apesar do [32]phen;N, possuir
duas cadeias laterais hexil a ligar duas bases planares constituidas por 1,10-fenantrolina nao
tem uma diferenca significativa em relacao ao [16]phenN; que possui apenas uma base planar
1,10-fenantrolina com uma cadeia hexil, o que podera estar associado ao facto deste Ultimo

ter uma maior facilidade em aceder aos quartetos-G.

O ligando proveniente da sintese descrita na seccdao 3.1.2, DiPyPhen(Me); nao
estabilizou o aptamero de G4 AT11-L0 (cerca de 1,0 °C). Isto sugere que cadeias de poliamina
carregadas positivamente a pH fisiologico sdo necessarias para promover interacoes
electroestaticas adicionais com o aptamero G4 AT11-L0. O ligando comercial PhenDC3
demonstrou uma estabilizacao superior a 30 °C para 4 equivalentes, devido aos bracos com
aneis de bisquinolina ligados a base de 1,10-fenantrolina, o que proporciona o empilhamento

m-T.
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Figura 25.Curvas de CD-melting do aptamero G4 AT11-LO (10 pyM, 65 mM KClL + 20 mM
K2HPO4/KH,PO4), com os ligandos (A) [16]phenNz; (B) [32]phenzN4; (C) Cs; (D)Cs-NHy; (E) Cs; (F) Cs; (G)
DiPyPhen(Me); e (H) PhenDC3 titulados a 0,5; 1; 2 e 4 equivalentes molares. O ajuste da curva de
Boltzmann dos pontos de dados é mostrado. A temperatura é definida pelo sistema Peltier.
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Os valores de AT, de todos os ligandos estudados encontram-se sumariados na tabela
7, com as respetivas curvas de melting a 4 equivalentes representadas na figura 26. Em suma,
de todos os ligandos estudados, o ligando que apresentou maior potencial de estabilizacao
térmica, através de CD-melting, para o aptamero G4 AT11-L0 foi o Cg-NH, (AT, = 26,6 °C). Ja
o ligando DiPyPhen(Me), ndo apresentou capacidade de estabilizacao térmica (AT, = 1 °C), uma
vez que nao possui cadeias de poliamina necessarias para promover interagoes electroestaticas

adicionais com o aptamero G4 AT11-L0.

Os valores obtidos para os ligandos [16]phenN, e [32]phen,N, a 4 equivalentes sao
semelhantes aos reportados por Carvalho e colaboradores para a estrutura G4 do oncogene c-
MYC (10 pM, 100 mM LiCl), com topologia paralela. O tampao usado foi 30 mM K;HPO,/KH,PO,.
A AT,, para o ligando [16]phenN, foi 19,3 °C e a para o [32]phen;N, foi 15,1 °C, a 5 equivalentes.
Sendo que, o ligando que evidenciou maior estabilizacao da estrutura G4 do c-MYC foi o
[16]phenN,, contrariamente ao reportado neste trabalho para o G4 AT11-LO, em que o

[32]phen;N,4 apresenta AT, ligeiramente superior (Carvalho et al., 2018).

Também, ambos os ligandos obtiveram melhores resultados do que ligandos
semelhantes derivados de fenantrolina reportados por Carvalho e colaboradores, como é o caso
do [30]phenyNg (AT, = 13,8 °C) e [34]phen,Ng (AT, = 5,9 °C), titulados a 5 equivalentes com o
oncogene c-MYC (10 pM, 100 mM LiCl). O ligando [30]phen;Ns é composto por duas bases de
1,10-fenantrolina ligadas por poliaminas com cadeias etil, enquanto que o [34]Phen;N, é
composto por duas bases de 1,10-fenantrolina ligadas por poliaminas com cadeias propil,
contrariamente ao [16]phenN, e [32]phen,N,, ambos constituidos por cadeias hexil. Sendo que,
o nimero de grupos metileno consecutivos das cadeias de poliamina carregadas positivamente
que separam as bases de 1,10-fenantrolina é importante para a estabilizacdo, porque
proporcionam interacdes adicionais com os loops e sulcos da estrutura G4, nomeadamente
através de interaccodes eletrostaticas com o esqueleto de fosfato do aptamero G4 (Carvalho et
al., 2018).

Num outro estudo, Medeiros-Silva e colaboradores sintetizaram e estudaram ligandos
tendo como ponto de partida a estrutura de 1,10-fenantrolina combinada com grupos
bisoxazole, designados Phen-1 e Phen-2. A termoestabilidade destes ligandos foi estudada em
ensaios de CD-melting com as estruturas G4 paralela do c-MYC (5 pM, 100 mM de LiCl + 30 mM
K,HPO,/KH,PO,) e DNA G4 telomérico hibrido 22AG (10 pM,10 mM KCL + 30 mM K,HPO,/KH,PO,).
Quando titulados com o G4 c-MYC, os valores de AT,, do Phen-1 e Phen-2 foram 4,3 °C a 7
equivalentes e 31,1 °C a 10 equivalentes, respetivamente. Quando titulados com o G4 22AG os
valores foram 4,1 °C a 7 equivalentes e 15,1 °C a 10 equivalentes, respetivamente. O ligando
Phen-2 é o ligando que apresentou maior estabilizacao térmica em ambas as estruturas de G4.
Os valores de ATm sao semelhantes aos reportados neste trabalho para os ligandos [32]phen;Ny,

Cg e Cg-NH, (Medeiros-Silva et al., 2017).
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Também Carvalho e colaboradores, estudaram as estruturas G4 c-MYC (10 pM, 100 mM
LiCl) e G4 KRAS-22RT (10 pM, 50 mM KCl), com os derivados de laranja de acridina Cs, Cs5 e Cs.
O tampao usado foi 10 mM K,HPO,/KH,PO,. Os valores de AT,, para o C;, Cs e Cg foram 18,5 °C;
22,0 °C; 40,7 °C respetivamente quando tituladas com G4 c-MYC e 17,8 °C; 29,0 °C e 40,7 °C
respetivamente quando titulados com o G4 KRAS-22RT, para 2 equivalentes molares. Em ambos
0s casos, os valores de AT, reportados por Carvalho e colaboradores demonstraram maior
estabilizacao da estrutura pelo ligando Cg, seguido do Cs e s6 depois o C; tal como o apresentado
neste trabalho (Carvalho et al., 2017).

Varios fatores que influenciam a determinacao do AT,,, nomeadamente a concentracao
de aptamero usado, a topologia do aptamero, o intervalo de concentracoes dos ligandos em
estudo, o tampao usado assim como a concentracao de cada iao presente no tampao. Por
exemplo, Amato e colaboradores estudaram um ligando derivado da diidropirimidina-4-ona a 4
equivalentes tendo reportado valores de AT,, iguais a 4,5 °C quando titulado com o G4 c-kit1
(10 pyM, 100 pM KCl) e >15 °C quando titulado com o G4 c-MYC (10 pM, 20 pM de KCl),
demonstrando como o mesmo ligando pode ter comportamentos muito diferentes em estruturas

G4 diferentes e em tampoes diferentes (Amato et al., 2017).

Tabela 7. Estabilizacdo térmica (ATm) induzida pelos ligandos em estudo a 4 equivalentes
molares medida por experiéncias de CD-melting.

Ligando AT, (°C)
Cs 23,9+0,2
Cs-NH; 26,6 + 0,3
G 4,2 +0,1
Cs 7,7 +0,2
[16]phenN; 12,6 + 0,2
[32]phenzN4 15,2 £+ 0,2
DiPyPhen(Me); 1,0+ 0,1
PhenDC3 >30
——Sem ligando
—C3
104 . Cg-NHp
C3
G5
0.81 [16]PhenN;
3 ———[32]PhengNy
g 064 DiPyPhen(Me);
5 \, ——PhenDC3
o !
!g 0,4
o
[T
0.2
o0. . —— \;_‘—‘

T
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Figura 26. Curvas de CD-melting do aptamero G4 AT11-L0 (10 pM, 65 mM KCL + 20 mM K;HPO4/KH2PO4),
na auséncia e presenca de 4 equivalentes molares dos ligandos estudados. O ajuste da curva de Boltzmann
dos pontos de dados é mostrado. A temperatura corresponde a temperatura definida pelo sistema Peltier.
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4.2.3. Espectroscopia de fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia foi utilizada para determinar a afinidade entre os
ligandos e o aptamero G4 AT11-LO, a partir da variacao de intensidade de fluorescéncia
dependente da concentracao do aptamero em estudo. Isto permitiu a obtencao de valores de
Kp dos ligandos [16]phenN,, [32]phen;Ny4, Cs, Cs-NH,, C; e Cs. Nao foram estudados os ligandos
PhenDC3 e DiPyPhen(Me), pois nao tém fluorescéncia detetavel. Os ligandos foram titulados
com o aptamero G4 AT11-L0 a 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1; 1,25; 1,50; 1,75; 2 equivalentes molares
correspondente ao intervalo de concentracées entre 0 pM e 10 pM de AT11-LO (ver seccao
3.3.3).

Apos a adicdo de concentracbes crescentes de G4 AT11-L0 a ambos os ligandos
[16]phenN, e [32]phen;N, derivados de fenantrolina, estes exibiram uma diminuicao da
intensidade de fluorescéncia (ver figura 27 (A) e (B)); enquanto que os derivados de laranja de
acridina Cg, Cg-NH,, C; e Cs exibiram um aumento da intensidade de fluorescéncia (ver figura
27 (C), (D), (E) e (F)). As curvas de titulacao foram ajustadas de acordo com as equacoes 8 e 9

da seccao 3.3.3, tendo sido determinados os valores de K, resumidos na tabela 8.

Como se pode observar na tabela 8, os valores de Kp determinados encontram-se no
intervalo de 10%e 107 (M), que sdo tipicos de ligandos de G4 com afinidade moderada a

elevada.

Estes resultados mostraram ainda que o ligando derivado de fenantrolina com maior
afinidade para o G4 AT11-L0 é o [32]phen;N4, Kp - 2,7x107 (M) ligeiramente inferior ao do
[16]phenN, de 5,1x107 (M"). Ou seja, a ordem decrescente da afinidade para o AT11-L0 é:
[32]phen,N4 > [16]phenN,.

Relativamente aos ligandos derivados de laranja de acridina, o ligando com maior
afinidade para o G4 AT11-L0 foi o0 Cg-NH,, Kp = 3,2x107 (M"), seguido do Cg (6,9x107 (M")), Cs
(7,7x107 (M) e, por fim, o Cs (1,0x10¢ (M")). Deste modo, a ordem decrescente de afinidade
para o G4 AT11-L0 é: Cg-NH, > Cg> C3 > Cs. Um aumento no comprimento da cadeia alquilamida
parece promover a plasticidade do ligando, aumentando a interacdo entre os ligandos e a

estrutura G4.

Em suma, entre todos os ligandos estudados por espectroscopia de fluorescéncia, o
ligando com maior afinidade foi o [32]phen;N, seguido do Cs-NH, e do Cg, enquanto que o ligando
que demonstrou menor afinidade foi o Cs, ainda assim, com valores relativamente proximos uns
dos outros. Estes resultados correlacionam-se em parte com os resultados de estabilizacao
térmica reportados anteriormente através de CD-melting (ver seccdo 4.2.2), em que os ligandos

que demonstraram maior AT, foram os ligandos Cg-NH,, Cge [32]phen;N,.
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Os valores obtidos para os ligandos [16]phenN, e [32]phen;N4 a sao semelhantes aos
reportados por Carvalho e colaboradores a 5 pM, com o G4 c-MYC (titulado no intervalo de
concentracoes: 0 pM - 25 pM em 100 mM de KCL + 30 mM K,HPO,/KH,PO,4), em que o valor de Kp
foi 7,1x10 (M") para o [16]phenN, e 7,7x10°¢ (M) para o [32]phen;N, (Carvalho et al., 2018).

Também Carvalho e colaboradores, estudaram as estruturas de G4 c-MYC e KRAS-22RT
com os derivados de laranja de acridina C;, Cs e Cg. O KRAS-22RT foi estudado em 50 mM KCl +
10 mM K,;HPO,/KH,PO,4, num intervalo de concentracdes 0,5 pM - 10 pM. Os valores de Kp para
o ligandos derivados de laranja de acridina Cs;, Cs e Cg foram 5,5x107 (M'); 5,1x107 (M) e
4,4x107 (M), respetivamente. O c-MYC foi estudado em 100 mM de KCl + 10 mM
K;HPO,/KH,PO,4, num intervalo de concentragdes 0.1 pM - 2,5 pM. Neste caso, os valores de K
para os ligandos Cs, C5e Cgforam 1,8x107 (M); 2,7x107 (M "); 7,4x107 (M"), respetivamente.
Ou seja, os valores reportados sao similares aos determinados neste trabalho, na ordem dos 10°
7 (M"). Enquanto que no caso do c-MYC o ligando com maior afinidade foi o C3, no caso do KRAS-
22RT foi o Cg (Carvalho et al., 2017).

Tabela 8. Valores de Kp (M') determinados para o G4 AT11-LO (100 mM de KCl + 30 mM
KHPO4/KH2PO4; 0 - 25 uM) com os ligandos (5 uM) em estudo obtido a partir de ensaios de espetroscopia
de fluorescéncia, com tempo de equilibrio de 10 min.

Ligando Kp (M)
Cs 6,9 x 1077
Cs-NH: 3,2%x 1077
G 7,7 x 1077
Cs 1,0 x 107°
[16]phenN; 51x 1077
[32]phen;Ny4 2,7 x 1077
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Figura 27. Titulacoes de fluorescéncia dos ligandos (A) [16]phenNz; (B) [32]phen;N4; (C) Cs; (D) Cs-NHy;
(E) C3; (F) Cs5 (5uM, 100 mM KCL + 30 mM K,HPO4/KH,P0O4), com uma concentracao crescente de AT11-L0
(concentracdes 0 - 10 uM]. A seta identifica o sentido da variacao de fluorescéncia ao longo da adicao dos
varios equivalentes. Apresentam-se também os graficos da Kp obtidos pelas equacdes estipuladas para
cada familia de ligando, como uma funcao da concentracdo de G4 AT11-L0 (M").
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4.3. Ensaios in vitro

4.3.1. Ensaio de Viabilidade Celular

0 efeito dos ligandos [16]phenN,; Cg; Cg-NH,; C3 e Cs na viabilidade celular foi avaliado
por ensaios de MTT realizados ao fim de 7 dias de incubacéo, utilizando uma linha de células
HelLa vs NHDF (ver seccao 3.4.1). O tempo de incubacao foi 7 dias porque posteriormente os
ligandos foram avaliados conjugados com o derivado do AS1411, AT11-LO. Sendo que, sao
necessarios pelo menos 4 dias de exposicao ao G4 AS1411 para este provocar morte celular,
sendo que apenas ao fim de 7 dias ha morte celular substancial (>60%) (Ashrafuzzaman et al.,

2014). Os resultados sao apresentados na tabela 9 e figura 28.

Todos os ligandos demonstraram inibir significativamente o crescimento de células
cancerosas Hela a baixas concentracoes, sendo que o ligando que apresentou maior potencial
citotoxico e antiproliferativo foi o Cg (ICso = 0,15 pM), seguido do Cg-NH; (ICso = 0,31 pM). Os
ligandos C; e Cs apresentaram ICsg = 3,51 pM e ICso = 1,14 UM, respetivamente. O [16]phenN,

possui o valor de 1Cso mais elevado (8,2 pM).

Foram determinados em estudos prévios os ICs; dos compostos derivados de laranja de
acridina Cg, Cs e C3 em Hela, apds incubacdo durante 24 h, tendo sido obtido para cada um
deles valores de ICs iguais a 0,9 uM; 2,4 uM e 5,3 pM respetivamente. Estes valores estao em
concordancia com os apresentados neste trabalho e comprovam que apesar dos ligandos
referidos terem potencial citotdxico nas primeiras 24 h, continuam a atuar ao longo de 7 dias
(Carvalho et al., 2017).

Em relacao as células NHDF, cujos resultados também estdo sumariados na tabela 9, os
resultados sdo semelhantes aos obtidos para as células cancerosas, havendo um ligeiro aumento
do ICsy, mas evidenciando que ndo houve seletividade dos ligandos para células HeLa em
detrimento de NHDF. Ha a necessidade de proceder a melhorias para tornar estes ligandos mais
seletivos para células cancerosas, nomeadamente a introducdao de cadeias laterais mais

extensas ou 0 aumento do tamanho da porcao aromatica.

Existem varios estudos sobre o efeito de ligandos de G4 no crescimento de linhas de
células cancerosas, através de ensaios de MTT. Larsen e colaboradores estudaram derivados de
fenantrolina tetrasubstituidos em células HeLa (5 x 103 celulas/poco). Apos 3 dias de incubacao
o intervalo de valores de IC5y determinado foi 25 pM - 100 pM. Estes valores sao superiores aos
reportados neste trabalho para os derivados de laranja de acridina e para o derivado de

fenantrolina [16]phenN, (Larsen et al., 2012).

Corry e colaboradores estudaram derivados de piperazina em células HelLa (3 x 103
células/poco), com um periodo de incubacdo de 24 h. Os valores de ICsy obtidos através do

ensaio de MTT estabeleceram um intervalo de 1,4 pM - 2,4 pM. Estes valores sdo equiparaveis
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aos obtidos para os derivados de laranja de acridina Cg, Cg-NH, e Cs também em células HelLa

neste trabalho (Corry et al., 2011).

Hounson e colaboradores estudaram derivados de quinacridina, em células de
carcinoma epidermoide (A431). Ao fim de 4 dias de incubacao o intervalo do ICs, foi 0,4 pM - 5
UM, sendo equiparavel ao apresentado neste trabalho para os derivados de laranja de acridina
ao fim de 7 dias em Hela (0,15 pM - 3,51 pM) (Hounsou et al., 2007).

Ou seja, os valores de ICsy calculados neste trabalho demonstram que os ligandos
estudados tém potencial citotdxico e antiproliferativo equiparavel ou superior a outras classes

de ligandos, como outros derivados de fenantrolina e derivados de piperazina e quinacridina.

Tabela 9. Valores calculados de ICsp a partir do ensaio do MTT com os ligandos Cg, Cs-NHz, C3 e
Cs derivados de laranja de acridina e o ligando [16]phenN; nas linhas celulares Hela e NHDF.

ICso HeLa (UM) ICso NHDF (uM)
Cs 0,15 0,48
Cs-NH; 0,31 0,80
(6} 3,51 1,73
Cs 1,14 0,99
[16]phenN; 8,2 20
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Figura 28. Curvas de ICso determinadas através de ensaio de MTT ap6s uma semana de incubacao
com os ligandos (A) Cs; (B) Cs-NHz; (C) C3; (D) Cs (E) [16]phenN; em células HelLa (esquerda) vs NHDF
(direita). Os graficos foram obtidos através do programa GraphPad Prism 8.

De acordo com os resultados obtidos para os valores de ICsq realizaram-se os ensaios
de MTT com os nanosistemas conjugados aptamero-ligando. Os ligandos selecionados foram Cg;
Cg-NHy, C5 e C3. Na linha de células HelLa foram selecionadas concentragdes dos ligandos abaixo
do valor de ICso de modo a verificar se para uma concentracao de ligando cuja citotoxicidade é
inferior a 50% ha alteracao significativa da percentagem de viabilidade celular quando usado
conjugado com o aptamero. Enquanto que, na linha de células NHDF foram selecionadas
concentracoes acima dos valores de ICsy dos ligandos de forma a avaliar o potencial do
conjugado aptamero-ligando. O aptamero G4 AT11-LO foi sempre usado a 15 pM, tal como
descrito na seccao 3.4.1. A esta concentracao observou-se um valor de 52% de viabilidade

celular em Hela e 68% em NHDF.

Os resultados obtidos em células HeLa encontram-se sumariados na figura 29 e as
percentagens de viabilidade celular para cada conjugado na tabela 10. Todos os conjugados

apresentados na figura 29 diminuem a viabilidade celular comparativamente com o aptamero
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e ligandos livres. Concluiu-se que o nanosistema conjugado que mais promoveu diminuicao da
viabilidade celular relativamente ao controlo foi o0 AT11-L0 - C5 (10%), seguido do AT11-LO - C;
(12%), do AT11-LO - C4-NH, (24%) e do AT11-LO - Cg (32%).

Tabela 10. Valores de percentagem de viabilidade celular obtida para os nanosistemas
conjugados AT11-LO (15 pM) + Cg (0,125 uM), AT11-LO (15 pM) + Cg-NH2 (0,250 uM); AT11-L0 (15 pM) + C3
(1 uM); AT11-LO (15 uM) + Cs (1 gM) incubados em células Hela durante 7 dias.

%viabilidade Hela

AT11-LO 52
AT11-LO + C5 (0,125 pM) 32
AT11-LO + Cg-NH; (0,25 pM) 24
AT11-LO + C3 (1 pM) 12
AT11-LO + Cs (1 pM) 10

1004 @ Controlo
mm Cy-NH, (0,25 uM)
T Cg (0,125 uM)
| - G (1uM)
50 T T Cy (1 uM)

% viabilidade celular relativa ao controlo

Figura 29. Viabilidade celular relativa as células HelLa determinada pelo ensaio MTT apés 7 dias
de incubacao com os conjugados em estudo.

Os resultados obtidos de viabilidade celular nas células NHDF encontram-se sumariados
na figura 30 e as percentagens determinadas para cada nanosistema apresentam-se sumariadas
na tabela 11. Analisando o grafico da figura 30, os conjugados AT11-L0 - Cg-NH, (77%), AT11-LO
- C3 (68%) e AT11-L0 - Cs (65%) promoveram o aumento da viabilidade celular em relacao ao
aptamero e ligandos livres, com o conjugado AT11-L0 - Cg-NH, a demonstrar ser o mais seletivo
relativamente ao controlo. Referir que em todos eles, o ligando a concentragdo escolhida
apresentava valores de viabilidade inferior a 50% - Cg-NH, (22%); C5 (33%) e Cs (26%) -, tendo os
conjugados apresentado valores de viabilidade celular superiores a 50%. O conjugado AT11-L0
- Cg (45%) promoveu o aumento de viabilidade celular relativamente ao ligando, mas nao em
relacao ao aptamero livre. Como perspetiva futura, torna-se importante otimizar a seletividade
destes nanosistemas em células nao cancerosas NHDF. Nomeadamente através da modificacao
quimica dos ligandos com alteracao das cadeias laterais ou o0 aumento do tamanho da porcao

aromatica e/ou modificacdes estruturais no aptamero G4.
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Tabela 11. Valores da percentagem de viabilidade celular obtida para os nanosistemas
conjugados AT11-LO (15 pM) + Cg (1 pM), AT11-LO (15 pM) + Cg-NH; (2 pM); AT11-LO (15 pM) + C3 (2 pM);
AT11-L0 (15 pM) + Cs (2 pM) incubados em células NHDF durante 7 dias.

%viabilidade NHDF

AT11-LO 68
AT11-L0 + Cs (1 pM) 45
AT11-L0 + Cg-NH; (2 puM) 77
AT11-L0 + C3 (2 M) 68
AT11-L0 + Cs (2 M) 69

Cg (1 pM)
100+ @ CNH, (2 M)
@ G (2pM)
Cy (2 pM)
50 @B Controlo

% viabilidade celular relativa ao controlo

Figura 30. Viabilidade celular relativa as células NHDF determinada pelo ensaio MTT apos 7 dias de
incubacao com os conjugados em estudo.

4.3.2. Microscopia de Fluorescéncia Confocal

Os ensaios de microscopia de fluorescéncia confocal foram realizados em células Hela
(5 x 103 células/poco) e permitiu avaliar a localizacao do ligando e aptamero dentro da célula,
bem como verificar a formacao e colocalizacao do nanosistema AT11-LO (1pM) + ligando C8 (0,5
MM) (ver seccao 3.4.2). O nucleo das células foi identificado com Hoechst 33342 (marcagao no

azul, com Aeycitacao = 405 NM € Acmisszo = 427 nm).

Através da realizacdo deste ensaio foi possivel verificar que o ligando Cg (marcacao no
verde, com Aecitacio = 488 NM € Acmissso = 500 Nm) tem uma tendéncia para localizar o nucléolo,
encontrando-se também disperso no nicleo e citoplasma. O mesmo ja tinha sido reportado por
Carvalho e colaboradores ndo s6 para o Cg, como também para o C; e Cs5 (Carvalho et al., 2017).

Esta distribuicdo é visivel desde o dia 1 (24 h ap6s a incubacao) até ao dia 7.
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Quanto ao aptamero G4 AT11-L0 (marcacao no vermelho proveniente do fluoréforo Cy5,
COM Aexcitacio = 633 NM € Aemissao = 731 Nm) encontra-se localizado no citoplasma das células, nao
sendo internalizado pelo nicleo. No dia 1 ja se verifica internalizacdo do AT11-L0 no citoplasma
das células, mas a partir do dia 3 (72 h apods incubacdo) torna-se mais evidente essa
internalizacdo. Isto esta de acordo com o descrito na literatura para o G4 AS1411: 24 ha 72 h
apos incubacao com o aptamero G4, a macropinocitose € induzida pelo aptamero G4 em células
que sobrexpressam a NCL no citoplasma e a sua superficie, levando a acumulacao do aptamero

G4 no citoplasma das células (Bates et al., 2017).

Através deste ensaio de colocalizacao também foi possivel verificar a formacao do
nanosistema G4 AT11-L0 - Cz através da cor amarela exibida desde o 1° dia. Nos dias 3 a 5 é
mais visivel a localizacao do nanosistema internalizado no citoplasma. A sobrexpressao da NCL
no citoplasma e a superficie das células cancerosas induz a internalizacao do AT11-L0, que por
sua vez estimula a macropinocitose, o que permite a internalizacao do complexo ligando -
aptamero G4 - NCL.

Para além disso verificou-se que, quer o G4 AT11-L0 livre, quer conjugado com o ligando
parece aglomerar-se em vacUolos no interior da célula. O mesmo foi observado por Reyes-Reyes
e colaboradores para o AS1411, que através do uso de um marcador de macropinocitose
(dextrano) comprovaram ser macropinossomas, indicando a ocorréncia de macropinocitose.
Referir ainda que as células HeLa demonstraram uma morfologia atipica, que pode ser devida
a hiperestimulacdo da macropinocitose induzida pelo aptamero G4, o que leva a vacuolizacao,

nucleos irregulares e células inchadas durante a morte celular (Reyes-reyes et al., 2010).
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conjugado-dia 1

conjugado-dia 2

conjugado-dia 3

conjugado-dia 4

conjugado-dia 5

conjugado-dia 6

conjugado-dia 7

Figura 31. Imagens de microscopia confocal de células Hela tratadas ao londo de 7 dias com o
ligando Cs (0,5 pM) (marcacdo a verde) e o aptamero AT11-LO (1 yM) marcado com o fluoréforo Cy5
(vermelho). A sonda nuclear usada foi o Hoechst 33342 (azul). A barra de escala esta a 10 pM. A formacao
do conjugado aptamero-ligando é evidenciada pelo aparecimento de amarelo.
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Capitulo 5

Conclusdes e Perspetivas Futuras

A procura por novas abordagens terapéuticas anticancerigenas direcionadas € um foco
da investigacao em ciéncias da salde na atualidade. O objetivo € aumentar a taxa de sucesso
deste tipo de terapias ao direciona-las para os tecidos lesados, sem afetar os tecidos nao
lesados. Deste modo, pretende-se uma diminuicdo drastica dos sintomas (por exemplo,
cardiocitotoxicidade e mielossupressao) associados aos tratamentos convencionais como a
quimioterapia e a radioterapia. A aplicacdo da nanotecnologia nos cuidados de salde e, em
particular, na terapia contra o cancro surge como uma das solucdes mais convincentes para os

problemas enfrentados pelas indUstrias biotecnologica e farmacéutica.

O presente trabalho teve como finalidade o desenvolvimento de nanosistemas de
entrega de farmacos baseados em aptameros G4 e a sua ligacdo a NCL. A acao anticancerigena,
nao imunogenicidade, facilidade de producéao e estabilidade apds armazenamento, assim como
o tamanho reduzido que facilita a ligacao a ligandos fluorescentes sao caracteristicas dos

aptameros G4 que os tornam promissores para o desenvolvimento de nanosistemas.

Os ensaios biofisicos evidenciaram uma estrutura de G4 paralela para o AT11-L0 em
tampao 65 mM KCl + 20 mM K,HPO,/KH,PO,. Demonstrou-se, ainda, que os ligandos derivados
de laranja de acridina e os derivados de fenantrolina sao promissores na estabilizacao do
aptamero G4 AT11-L0. O C3-NH,; foi o ligando que mais se destacou nestes estudos, com AT, =
26,6 °C e Kp = 3,2x107 (M), seguido dos ligandos Cg (AT, = 23,9 °C e Kp = 6,9x107 (M) e
[32]phen;N,4 (AT, = 15,2°C e Kp=2,7x107 (M'")). Apenas o ligando comercial, PhenDC3 promoveu
uma maior estabilizacao do aptamero G4 AT11-L0 por CD-melting (AT, > 30 °C)

A determinacao dos valores de ICsq pelo ensaio do MTT evidenciou que o ligando C8
apresentou um menor valor (ICso = 0,15 pM) seguido do Cg-NH, (ICso = 0,31 pM) nas células Hela,
sendo estes os ligandos com maior potencial citotoxico e antiproliferativo. Estes resultados sao
promissores relativamente aos reportados na literatura para outros derivados de fenantrolina,
acridina e piperazina. No entanto, os ligandos nao apresentaram seletividade para HelLa em
detrimento de NHDF.

Relativamente ao ensaio de viabilidade dos conjugados AT11-L0 - Cg, AT11-LO - Cg-NH,,
AT11-L0 - C; e AT11-LO - C5 em células Hela, estes demonstraram elevada citotoxicidade, sendo
que o conjugado AT11-L0 - Cs apresentou menor viabilidade celular (10%). Na linha de células

NHDF, todos os conjugados aumentaram a viabilidade celular relativamente ao aptamero e
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ligando livres, a excecdo do conjugado AT11-LO - Cg que apenas aumentou a viabilidade celular
relativamente ao ligando. O conjugado AT11-LO - Cg-NH,, foi o que apresentou maior viabilidade

celular (77%) relativamente ao controlo, pelo que demonstrou ser o conjugado mais seletivo.

Por fim, nos ensaios de microscopia de fluorescéncia confocal observou-se a
autofluorescéncia do derivado de laranja de acridina Cg. Para além disso, observou-se a
internalizacdao do Cg nas células cancerosas, nomeadamente a nivel do nicleo e nucléolo. O
ensaio de microscopia de fluorescéncia confocal permitiu também observar a internalizacdo
crescente do AT11-LO0 em células Hela ao longo de 7 dias confirmando-se a formacao do
nanosistema aptamero-ligando a nivel celular e a sua internalizacdo crescente, pelo
aparecimento de amarelo. A internalizacdo através de vacuUolos, designados macropinossomas
constituiu uma evidéncia da ocorréncia de macropinocitose hiperestimulada pelo aptamero G4

e dependente de NCL.

Sumariamente, os resultados demonstraram que os ligandos derivados de fenantrolina
e de laranja de acridina possuem elevada afinidade e estabilizacao do aptamero G4 AT11-L0.
Estes ligandos sao citotdxicos e tem efeito antiproliferativo em linhas de células HeLa e NHDF.
Os conjugados AT11-L0 - ligando estudados evidenciaram citotoxicidade e seletividade em HelLa
em detrimento de NHDF. Deste modo, a sintese de novos conjugados aptamero-ligando, é uma
abordagem promissora para o tratamento anticancerigeno direcionado. Sendo ponto de partida
para o desenvolvimento de nanosistemas envolvendo G4, nao s6 do ponto de vista da terapia

como do diagndstico e teragnostico.

Em geral, os resultados desta dissertacao constituem fundamentos promissores para o futuro
desenvolvimento de novos nanosistemas para uma terapia direcionada contra o cancro

sustentada e eficaz.
Como perspetivas futuras destacam-se:

» Sintetizar novos derivados da 1,10-fenantrolina como ligandos de G4. A adicao de novas
cadeias de poliaminas pode ser uma estratégia promissora, uma vez que estas
contribuem para a interacdo com os sulcos e loops através de interacdes eletrostaticas

e ligacdes covalentes.

> Sintetizar novos derivados de laranja de acridina semelhantes ao Cg-NH,, através da
adicao de novas cadeias de alquilamida e substituicao do grupo iodobenzeno pode

constituir uma boa estratégia no desenvolvimento de novos ligandos de G4.

> Purificar os ligandos DiPyPhenN, e DiPyPhenNs (provenientes da sintese descrita na
seccao 3.1.4 e 3.1.5), que possuem caracteristicas promissoras como uma base planar

mais extensa ligada a poliaminas com cadeias extensas com varios grupos metileno.
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Estudar a afinidade entre os ligandos e o aptamero G4 AT11-L0, assim como entre os
conjugados e a NCL, por SPR. Deste modo sera possivel correlacionar a estabilizacao
determinada pelos ensaios biofisicos e a internalizacao celular, mediada pela NCL e

que se reflete no potencial citotdxico e seletividade dos conjugados.

Estudar a interacao entre os ligandos derivados de laranja de acridina e fenantrolina

e o aptamero G4 AT11-L0 por outros ensaios biofisicos, como FRET-melting.

Desenvolver sondas de G4 com ligandos derivados de laranja de acridina, uma vez que
estes ligandos demonstraram autofluorescéncia e uma boa afinidade e capacidade de
termoestabilizacdo para o G4 AT11-L0. O uso destes ligandos podera ser uma boa

abordagem a nivel de teragnostico.

Sintetizar nanosistemas aptamero - ligando - NPs. A ligacao do conjugado aptamero
G4-ligando a NPs de ouro pode aumentar a citotoxicidade e seletividade para células

cancerosas em detrimento de células ndo cancerosas.
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Capitulo 6
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Figura 32. Espectros de CD do AT11-LO (10uM) (65 mM KCl), com os ligandos (A) [16]PhenNz; (B)
[32]Phen;N4; (C) Cs; (D)Cs-NHz; (E) Cs; (F) Cs; (G) DiPyPhen(Me); e (H) PhenDC3 titulados a 0; 0,25; 0,5;
1; 1,5; 2 e 4 equivalentes molares.
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Anexo ll:

Comunica¢ao na forma de painel

Nanosystem based on AS1411 G-quadruplex derivative for

cancer therapy

Ana Catarina Lopes, Joao A. Queiroz, C. Cruz

(Xll Spanish-Portuguese Conference on Controlled Drug Delivery, Universidade de Coimbra,
2018)
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Anexo Il

Comunica¢ao na forma de painel

Development of drug delivery systems based on G-quadruplex

aptamers

Ana Catarina Lopes, Josué Carvalho, Maria P. C. Campello, Joao A.

Queiroz, Anténio Paulo, Carla Cruz

(VI ENEQUI - Encontro Nacional de Estudantes de Quimica Universidade da Beira Interior,
2018)
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Anexo IV

Comunica¢ao na forma de painel

Drug delivery G-quadruplex aptamer for cervical cancer therapy

A.C. Lopes, J. Carvalho, M. P. C. Campello, J. A. Queiroz, A. Paulo, C. Cruz

(Xlll Annual CICS-UBI Symposium, Universidade da Beira Interior, 2018)
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